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RESUMO

O transplante renal € o tratamento de escolha para pacientes com doenga renal em
estagio final. O sucesso para a aceitagcao de transplante alogénico € dependente da
interacdo de diversos mecanismos imunolégicos e genéticos. Dentre os mecanismos
relacionados com inducgao de tolerancia, a molécula HLA-G é relatada como moduladora
da sinalizacao extracelular. Diversos sitios genéticos presentes no éxon 8 do gene HLA-
G tém sido associados com a expressao do HLA-G, incluindo a inser¢ao/delecao 14-pb
e as variagbes nucleotidicas pontuais +3142 G/C e +3187 G/A. Além do HLA-G, a
molécula HLA-C também pode influenciar o curso do transplante, modulando as células
do sistema imune, particularmente as células natural killer, cujos receptores podem
interagir com as moléculas HLA. Além dessas moléculas, as citocinas IL-18, INF-y e
TNF podem influenciar na modulagdo da resposta imune frente ao aloenxerto renal,
algumas delas modulando a expressdo de HLA-G. Neste estudo, foram analisados
diversos sitios polimoérficos (DNA amplificado hibridado com iniciadores sequéncia
especificos ou sequenciamento de bases nucleotidicas) nos genes que codificam as
moléculas HLA-G (14pb D/I, +3003 C/T, +3010 G/C, +3027 A/C, + 3035 C/T, +3142 G/C
e +3187 G/A), HLA-C (éxons 2 e 3), IL-18 (-137 C/G e -607 A/G), INF-y (+874 T/A) e
TNF (-308 A/G) em 116 pacientes submetidos ao aloenxerto renal, estratificados
segundo a presenca de Rejeicdo aguda (RA; n=17), Rejeicao cronica (RC; n=52),
Rejeicao total (R; n=69) e Sem rejeicao (SR; n=47), e ainda, Controles sadios (C;
n=202). Em adigao, foi avaliada a expressao de HLA-G em bidpsias renais, utilizando-se
imunohistoquimica, correlacionando-se com os sitios polimérficos avaliados. A analise
estatistica foi realizada utilizando os softwares Genopop 3,4 e GraphPad Instat. Os
resultados mostraram que apesar de ocorrer maior frequéncia de expressao de HLA-G
em aloenxertos renais SR em relagcdo aos com R, nao houve diferenga significante. Nos
polimorfismos do HLA-G, houve maior freqiéncia do gendétipo +3035 CC e menor do
+3035 CT na CR e maior frequéncia do genétipo +3187 GA na R. Quanto a frequéncia
alélica de HLA-Cw, encontramos que o alelo Cw2 ¢ fator de risco para RA, os alelos
Cw3 e Cwi15 fatores de risco para RC, enquanto os alelos Cw7 e Cw12 fatores de
protecdo. De acordo com os polimorfismos das citocinas, encontramos que o genétipo -
137 CC da IL-18 foi mais frequénte na CR e o gendétipo -137 GG (alto produtor) menos
frequénte na RA, enquanto que os gendtipos +874 TT do INF-y e -308 AG do TNF foram
mais frequéntes na rejeicdo. Com relacao a influéncia desses fatores na expressao de
HLA-G no enxerto renal, na rejeigcdo os alelos Cw4 e Cw14 foram relacionados com
auséncia da expressao de HLA-G, enquanto que o Cw6 foi relacionado com maior
expressdao de HLA-G. No grupo SR o alelo Cw4 foi associado com aumento da
expressao de HLA-G. Desta forma, diversos sitios polimoérficos dos genes HLA-G, HLA-
C, IL-18, INF-y e TNF estiveram associados com a presencga de rejei¢cdo, no entanto,
somente os alelos de HLA-C foram associados com a expressdo de HLA-G no
aloenxerto renal. Por outro lado, a interacdo de moléculas tolerogénicas como HLA-G
com as citocinas de padrao pro- ou antiinflamatérios precisam ser mais bem estudados
quanto aos perfis genéticos e imunolégicos na tolerancia ao aloenxerto.

Palavras chaves: Polimorfismo Génico, HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y-, TNF, Alotransplante Renal
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ABSTRACT

Renal transplantation is the treatment of choice for patients with end-stage renal disease.
Success for the acceptance of allogenic transplantation is dependent on the interaction
of several genetic and immunological mechanisms. Among the mechanisms related to
tolerance induction, the HLA-G molecule is reported as a modulator of extracellular
signaling. Several genetic sites present at the exon 8 of HLA-G gene have been
associated with the expression of HLA-G, including the 14-bp nucleotide insertion /
deletion and the +3142 G / C and +3187 G / A single nucleotide polymorphisms. Besides
HLA-G, HLA-C molecule may also influence the course of transplantation, by modulating
the immune system cells, particularly natural killer cells, whose receptors interact with
HLA molecules. In addition to these molecules, the cytokines IL-18, IFN-y and TNF may
influence the modulation of the immune response against the renal allograft, some of
them modulating the expression of HLA-G. In this study, we analyzed several
polymorphic sites (amplified DNA hybridized with sequence specific primers or
sequencing of nucleotide bases) in the genes that code the HLA-G molecules (14pb Del /
In, +3003 C /T, +3010 G/C +3027 A/ C,C + 3035/ T, +3142 G (+874) and TNF (-y/ C
and +3187 G / A), HLA-C, IL-18 (-137 and -607), INF- 238 and -308) in 116 patients
undergoing renal allograft, stratified according to the presence of acute rejection (AR, n =
17), chronic rejection (CR, n = 52), total rejection (R, n = 69) and no rejection (NR, n =
47), and also healthy controls (C, n = 202). In addition, we evaluated the expression of
HLA-G in renal biopsies, using immunohistochemistry, correlating with the polymorphic
sites studied. Statistical analysis was performed using the software Genopop 3.4 and
GraphPad Instat. The results showed that although higher expression of HLA-G occur in
kidney allografts with NR compared to those with R, no significant difference was
observed. Polymorphisms in the HLA-G showed higher frequency of the CC genotype
and lower of the +3035 +3035 CT genotypes in CR, and higher frequency of the +3187
GA genotype in R. With respect to HLA-Cw allele frequency, the Cw2 allele was
observed as a risk factor for AR, and Cw3 and Cw15 alleles as risk factors for CR, while
the Cwi12 and Cw7 alleles were associated as protective factors. According to the
cytokine polymorphisms, we found that the -137 CC genotype of IL-18 was more
frequent in CR and the -137 GG genotype (high producer) less frequent. The TNF -308
AG and +874 TT INF- v genotypes were more frequent in rejection. Regarding the major
influence of these factors on the expression of HLA-G in renal specimens, the Cw4 and
Cw14 alleles were associated with absence of HLA-G expression in the rejection group,
whereas Cw6 was associated with higher expression of HLA-G in the rejection group. In
the NR group, the Cw4 allele was associated with increased expression of HLA-G. In
conclusion, several polymorphic sites of the HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y and TNF genes
were associated with the presence of rejection, however, only the HLA-C alleles were
associated with expression of HLA- G in the renal allograft. Moreover, the interaction of
tolerogenic molecules like HLA-G with cytokines of pro- or antiinflammatory patterns
needs to be further studied regarding the genetic and immunological profiles on the
tolerance to renal allograft.

Keywords: Gene polymorphism, renal allograft, HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y, TNF.
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1. INTRODUCAO

1.1.Transplante renal

O transplante de 6rgaos é o tratamento de escolha para varios casos de
faléncia funcional de 6rgaos, havendo demanda crescente desse procedimento. No
Brasil, no ano de 2004, foram realizados 3332 transplantes renais (Censo da
Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2009).

O desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras, associada a
melhores técnicas de preservacdo do 6érgao e aos cuidados com o paciente
contribuiram significativamente para a melhora da sobrevida do enxerto em curto
prazo, mas a meia vida do enxerto em longo prazo ndo aumentou significativamente
(MEIER-KRIESCHE et al., 2004), indicando que ainda faltam muitos dados para o
entendimento dos processos de rejeicao.

A natureza imunoldgica da rejeicdo ao enxerto foi reconhecida ha mais de
quarenta anos, época em que Medawar e Gibson descreveram que enxerto de pele,
transplantado entre individuos geneticamente dispares, rapidamente apresentavam
alteracoes necréticas, sendo rejeitados. O processo de rejeicdo € especifico,
gerando células de memoria contra o tecido do doador, havendo intenso infiltrado
leucocitario (GIBSON; MEDAWAR, 1943; PAUL et al., 2003).

Respeitadas as rejeicdes hiperagudas, dependentes da presenca de
anticorpos pré-formados, a resposta imune do hospedeiro ao transplante alogénico é
um fendmeno dependente primordialmente de células T. A resposta T alogénica
pode ocorrer de duas maneiras distintas, ndo mutuamente exclusivas (HALLORAN,
1996). Durante o mecanismo de apresentagcdo chamado de “direto”, moléculas
intactas do MHC (complexo principal de histocompatibilidade) do aloenxerto, além
de peptideos derivados de proteinas endbgenas, sdo apresentados as células T do
receptor. No mecanismo “indireto”, aloantigenos sdo processados e apresentados,
como alopeptideos, pelas células apresentadoras de antigenos do receptor e dessa
forma apresentadas as suas proéprias células T (Figura 1)(SAYEGH; CARPENTER,
1997; MIRENDA et al., 2004).
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Figura 1 - Mecanismos de reconhecimento de aloantigenos direto e indireto. Fonte: ABBAS
et al., 2008.

Acredita-se que, a combinacado da Rejeicdo aguda e da nefropatia crénica
do aloenxerto (CAN - chronic allograft nephropathy), associadas a nao adesao ao
tratamento imunossupressor, sdo causas importantes de perda do enxerto (AZUMA;
TILNEY, 1994; PAUL, 1995).

A Rejeicado aguda é caracterizada de acordo com trés principais critérios:
vasculite, tubulite e infiltracdo intersticial, como definido pela classificacdo de Banff
97 (RACUSSEN et al., 1999). A infiliracdo do intersticio € composta principalmente
por linfocitos T, macréfagos e mondcitos (DESVAUX et al., 2004).

Os linfécitos T exercem papel central na Rejeicdo aguda. As células T
ativadas provocam a lise direta das células do enxerto ou produzem citocinas que
recrutam e ativam as células inflamatérias, que causam necrose (ANDERS et al.,
2003). Nos enxertos vascularizados, como os de rins, as células endoteliais
constituem o alvo inicial da Rejeicdo aguda (DESVAUX et al., 2004). No primeiro
estagio da Rejeigcdo aguda, ocorre inflamagao do endotélio ou da intima das artérias
de médio calibre, que serve como o principal previsor de falha aguda do enxerto
(ANDERS et al., 2003). Ademais, na Rejeicao aguda, as subpopulagdes de linfécitos
T CD4+ e T CD8+ podem contribuir para o processo de rejeicao, além da familia de
quimiocinas que favorece a resposta inflamatéria (DESVAUX et al., 2004).
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A CAN denominada, mais recentemente, pelo novo critério da
classificacao Banff 2005 (SOLEZ et al., 2007), como um diagndstico diferencial da
lesdo crénica do aloenxerto, é caracterizada por fibrose com perda das estruturas
normais do 6rgao, ocorrendo em um prazo prolongado (BECKER et al., 2002). A
patogenia da CAN é menos conhecida e, em muitos casos, resulta da proliferacao
de células da intima do musculo liso, favorecendo a ocorréncia de ocluséo arterial do
enxerto (REGELE et al., 2002). Esse processo é chamado arteriosclerose acelerada
do enxerto, sendo frequéntemente observada nos transplante cardiacos e renais mal
sucedidos, podendo se desenvolver 6 meses a 1 ano apos o transplante (BECKER
et al., 2002). Nos rins, essa manifestacdo inclui obliteragdo vascular progressiva,
glomeruloesclerose, atrofia tubular e fibrose, conduzindo para faléncia do 6rgao, e
nenhum protocolo imunossupressor tem sido eficaz em preveni-la (BERDARD et al.,
2003).

Varios fatores de risco tém sido implicados na génese e evolugao da CAN
e, dentre eles: destacando-se o grau de histocompatibilidade entre o doador e
receptor, tempo de isquemia fria prolongada, frequéncia e intensidade dos episodios
de Rejeicdo aguda, idade do doador, presenca de infecgdo (principalmente por
citomegalovirus-CMV) e dislipidemias (HAYRY; MENNANDER, 1992; HAYRY, 1996;
BERDARD et al., 2003).

A rejeicdo ao aloenxerto ocorre devido ao reconhecimento das moléculas
de HLA classicas de classe | e Il do doador pelos receptores de células T do
receptor. A compatibilidade de HLA foi o primeiro fator relacionado ao doador a ser
identificado como preditivo de mortalidade para pacientes transplantados. Sua
descoberta permitiu a pratica de dar preferéncia a doadores HLA-idéntidos ao invés
de incompativeis, confirmando assim que doadores nao relacionados tém maiores
complicacdes de aceitacdo do enxerto que doadores relacionados (revisado por
ANASETTI, 2008).

Os pacientes transplantados tém diminuicao gradual nas estimativas de
sobrevivéncia de aproximadamente 10% para cada incompatibilidade adicional do
doador dos locos de HLA-A, -B, -C ou -DR. No entanto o protocolo de selecao de
doadores para transplante renal na maioria dos centros € a tipificagdo de HLA-A, -B
e —DR, sendo o HLA-C é tipificado em poucos centros de transplante renail.

A inducao de tolerancia é o principal objetivo no transplante de érgaos
(INMAN et al., 1998; MATHEW et al., 2000; WANG et al., 2001; MATHEW et al.,
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2003). Muitos pacientes conseguem boa resposta ao enxerto sob tratamento
médico, enquanto outros desenvolvem episddios de Rejeicdo aguda e sinais de
CAN, sugerindo a participacao de diversos mecanismos imunol6gicos e genéticos no
controle desta resposta (DAVIES et al., 1996; NIKOLIC; SYKES, 1996; STARZL;
DEMETRIS, 1998).

1.2. HLA-G

HLA-G: Gene, funcao e historico

Os genes que compdéem o Complexo Maior de Histocompatibilidade
(MHC - Major Histocompatibility Complex) humano tém sido agrupados em regides
designadas de classe |, Il e Ill, de acordo com as suas localizagdes no brago curto
do cromossomo 6. Atualmente, sdo conhecidos mais de 40 loci no MHC humano
(HLA - Human Leukocyte Antigen) codificando diversas moléculas, muitas delas
diretamente envolvidas na resposta imune. A regiao de classe | engloba os loci HLA-
A, B, C E F G H, J KeL (LAWLOR et al.,, 1990; GERAGHTY, 1993; BODMER et
al., 1995).

Embora os genes HLA-A, B e Cw codifiquem as moléculas classicas de
histocompatibilidade presentes em praticamente todas as células nucleadas
(LAWLOR et al.,, 1990; SULLIVAN et al., 2006), os genes HLA-E e F codificam
moléculas encontradas em tecidos fetais e em alguns tecidos da fase adulta (WEI,
ORR, 1990; GERAGHTY, 1993; GERAGHTY et al.,, 1990; PYO et al., 2006),
enquanto que os genes HLA-G sdo responsaveis pela sintese de moléculas
presentes em tecidos do trofoblasto (LOKE; KING, 1991; KING, 2000; ISHITANI;
GERAGHTY, 1992; PARHAM, 1996). O HLA-G, -E e -F sdo genes nao classicos de
classe Ib do sistema HLA (GERAGHTY, 1993; PYO et al., 2006).

Os genes nao classicos Ib sdo caracterizados por apresentar baixo
polimorfismo e distribuicdo restrita a determinados tecidos, sendo que seu papel
vem sendo associado com a regulacdo da resposta imune (SULLIVAN et al., 2006).

Embora ambas as moléculas HLA classicas e n&o-classicas estarem
ligadas a peptideos, o HLA-G tem um repertério limitado de peptideos. A pesquisa
dos peptideos isolados a partir de células da placenta revelou que 15% dos
peptideos ligados a molécula HLA-G eram derivadas de uma Unica proteina
relacionadas a citocinas (ISHITANI et al., 2003), e peptideos obtidos a partir de
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células transfectadas eram derivados de um numero restrito de proteinas, incluindo
proteinas nucleares, histonas (H2A), receptores de citocinas e proteinas ribossomais
(DIEHL et al.,1996; LEE et al., 1995). A conformacao do complexo HLA-G-peptideo
ligado € semelhante ao observado para as moléculas classicas, no entanto, o
peptideo € enterrado na fenda do HLA-G (revisto por CLEMENTS et al., 2007).
Considerando as caracteristicas do complexo HLA-G-peptideo, e a auséncia de
relatos de HLA-G restritos a células T, a apresentagcao de peptideos nao é a
principal fungdo da molécula HLA-G. Aparentemente, os sitios polimérficos em torno
da fenda peptidica ndo podem influenciar na funcdo de apresentacao de antigenos,
no entanto, a estrutura molecular das proteinas distintas do HLA-G e os diferentes
peptideos nao foram totalmente investigados.

Em relagdo aos mecanismos envolvidos na indugdo de tolerancia, a
molécula HLA-G é relatada como moduladora da sinalizacdo extracelular. Essa
molécula vem sendo intensivamente estudada em varias condigdes patoldgicas, tais
como tumores (WIENDL et al., 2002; ROUAS-FREISS et al., 2005), doencas auto-
imunes (MITSDOERFFER et al., 2005), transplante de 6rgaos (LILA et al., 2000;
LILA et al., 2002; CREPUT et al., 2003a; CREPUT et al., 2003b, CRISPIM et al.,
2008) e infecgodes virais (LOZANO et al., 2002; SOUTO et al., 2010).

O gene HLA-G foi primeiramente clonado em 1987 por Geraghty e
colaboradores (GERAGHTY et al., 1987), mas s6é reconhecido em 1990, quando
Ellis e colaboradores verificaram que a molécula atipica HLA de classe |, presente
em abundéncia na interface materno-fetal, era idéntica ao HLA-G (ELLIS et al.,
1990). Estudos posteriores confirmaram que o HLA-G era expresso em toda a
interface celular, onde células maternas e fetais estavam em contato, por exemplo:
células trofoblasticas invasivas, células do endotélio vascular fetal, células do
amnion e no liquido amniético (LE BOUTEILLER et al., 1999).

As primeiras tentativas de elucidacdo da importancia de HLA-G no
controle da resposta imune resultaram de diversos estudos em complicacdes
associadas a gravidez, tais como abortos espontaneos (HVIID et al., 2002; OBER et
al., 2003; HVIID et al., 2004; HVIID, 2006). Outros pesquisadores investigam sua
expressdao nas células do citotrofoblasto, onde sua presenca sugere indugdo de
mecanismos de tolerancia ao enxerto semi-alogénico fetal pelo sistema imune
materno (ROUAS-FREISS et al., 1997).
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HLA-G: Formas protéicas, expressao, mecanismos de acao e regulacao

O processamento alternativo do mRNA de HLA-G origina multiplas
isoformas por meio da edicao alternativa, a partir de um Unico transcrito primario do
MRNA, gerando 4 proteinas de membrana (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4) e 3 proteinas
soltuveis (HLA-G5, -G6 e -G7) (Figura 1) (ISHITANI; GERAGHTY, 1992; PAUL et al.,
2000). HLA-G1 é a isoforma completa exibindo estrutura similar as moléculas HLA
classicas ligadas a membrana e associadas com a B2-microglobulina. A isoforma
HLA-G2 nao tem o dominio a2, codificado pelo éxon 3. HLA-G3 perde o éxon 3 e 4
que codificam os dominios a2 e a3 e 0 HLA-G4 perde o éxon 4 que codifica o
dominio a3. As isoformas soluveis HLA-G5 e HLA-G6 estao presentes nos mesmos
dominios extraglobulares das HLA-G1 e HLA-G2, respectivamente, mas por
conservam o transcrito do intron 4 que contém um cédon de término de leitura que
bloqueia a tradu¢do do dominio transmembrana (éxon 5), as isoformas HLA-G5 e
HLA-G6 apresentam apenas uma cauda de 21 aminoacidos (LEE et al., 1995). E a
isoforma soluvel HLA-G7 resulta da presenca de um cédon de término de leitura
presente no introns 2 que gera apenas o dominio al ligado a dois aminoacidos. Em
todas as transcri¢des alternativas falta éxon 7. (ISHITANI; PAUL et al., 2000).

A maioria dos alelos HLA-G descritos atualmente podem teoricamente
produzir, por splicing alternativo, todas as isoformas ligadas a membrana e soluveis.
Em contrapartida, HLA-G * 1:05 N (alelo nulo, G * 0105N) apresenta uma dele¢éo da
Citosina (AC) no ultimo nucleotideo do cdédon 129 ou no primeiro nucleotideo do
cbédon 130 no éxon 3, provocando mudanga no quadro de leitura (OBER; ALDRICH,
1997; SUAREZ et al., 1997), levando a um sinal de parada (TGA) no cdédon 189
(éxon 4). Este alelo é associado com a formacgao incompleta das isoformas HLA-G1,
-G4 e -G5 que possuem o dominio a3 e expressao normal das isoformas HLA-G2, -
G3 e -G7 que a falta do dominio a3 (SUAREZ et al., 1997). Outro alelo nulo, G *
1:13 N (* G 0103N), apresenta uma transicdo C — T na primeira base do codon 54
do éxon 2 (dominio a1) impedindo a formacao de um codigo de parada inicial (TAG),
que impede a producédo de todas as isoformas ligada a membrana e sollveis ou
presumivelmente produz proteinas nao-funcionais (LAJOIE et al., 2008). A Figura 2
ilustra as principais caracteristicas das isoformas de HLA-G e sitios responsaveis
pelos padrdes de transcricao fisiolégicos ou truncados.
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Figura 2 - Caracteristicas das proteinas HLA-G soliveis e de membrana geradas por edi¢cao
alternativa de um unico transcrito primério do mRNA. Os dominios da cadeia pesada do HLA-G (a1,
02, a3, porcdo transmembrana e cauda citoplasmatica) sdo codificados pelos genes HLA-G
(cromossomo 6), e a cadeia leve pela molécula de 32 microglobulina é codificada por um gene no
cromossomo 15. O éxon 7 é sempre emendado para fora ("spliced"). A parte final do éxon 6 e éxon 8
sdo sempre transcritas, no entanto, nunca traduzida devido a presenga de um codon de término de
leitura presente no inicio do éxon 6 (sinal de stop vermelho), e tem sido considerada como a regido
de 3' nao traduzida do gene (3 'UTR). O transcrito primario pode ser emendado para fora ("spliced")
em 7 isoformas HLA-G1-G7. HLA-G1 é a molécula completa de HLA-G, HLA-G2 falta o éxon 3, HLA-
G3 falta éxons 3 e 4 e HLA-G4 falta éxon 4. HLA-G1-G4 sdo moléculas de membrana devido a
presenca de transmembrana e uma cauda citoplasmatica codificada pelos éxons 5 e 6. HLA-G5 é
semelhante ao HLA-G1, mas mantém intron 4, HLA-G6 falta éxon 3, mas mantém intron 4 e HLA-G7
falta éxon 3, mas mantém intron 2. HLA-G5 e HLA-G6, sdo formas sollveis devido a presenca do
intron 4 que contém um cddon de término de leitura presente no éxon 4 (sinal de parada azul),
impedindo a tradugao da transmembrana e uma cauda citoplasmatica. HLA-G7 é soluvel devido a
presenca do intron 2, que apresenta um cddon de término de leitura (sinal de paragem verde). O alelo
G * 1:13 N provavelmente ndo é expresso, devido a presenca de um codon de término de leitura, no
éxon 2 (codon 54). A supressao de uma citosina (AC) no éxon 3 do alelo G * N 01:05 muda o quadro
de leitura levando a um codon de término de leitura no éxon 4. Fonte: Donadi et al., 2010 (ainda nao
publicado)
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HLA-G é expresso de maneira constitutiva em subpopulacdo de células
do citotrofoblasto e tecidos coribnicos (ELLIS et al., 1986; KING et al., 2000;
ISHITANI et al., 2003); células timicas (CRISA et al., 1997); cérnea (LE DISCORDE
et al., 2003); precursores eritroides e endoteliais (MENIER et al., 2004), células
tronco mesenquimais (MSC) de figado fetal e medula éssea (GOTHERSTROM et
al., 2005) e no compartimento enddcrino do pancreas humano (CIRRULLI et al.,
2006).

A expressdo ectopica da molécula HLA-G pode ser observada em
condicOes patoldgicas. As consequéncias para o paciente podem ser benéficas, em
enxertos (LILA et al., 2000; CREPUT et al., 2003; CRISPIM et al., 2008), doencas
autoimunes (MITSDOERFFER et al., 2005), e inflamatérias (BARICORDI et al.,
2008), ou deletérias, em células cancerosas (ROUAS-FREISS et al., 2005) ou
infectadas por virus (LAFON et al., 2005; SOUTO et al., 2010). Assim sua expressao
pode ser detectada em diversas células e tecidos. Dados experimentais demonstram
que os linfécitos T, células apresentadoras de antigenos (APCs), células tumorais,
tecidos transplantados podem expressar HLA-G na isoforma ligada a membrana ou
soluvel (PYO et al., 2006).

Embora os mecanismos pelos quais HLA-G participa do controle da
resposta imune ndo estejam totalmente elucidados, foi descrito, in vitro, que a
ligacdo dessa molécula inibe a agcédo de citdlise mediada por células natural killer
(NK) (MARCHAL-BRAS-GONCALVES et al., 2001) e por linfécitos T CD8+ (RITEAU
et al., 2001). A molécula HLA-G pode induzir as células T CD8+ antigeno especificas
e células NK a apoptose através da ligacao com o CD8, regulando positivamente a
producdo de Fas e a interagdo de Fas/ FasL (assim como fazem também as
moléculas HLA-A, -B e -C) (CONTINI et al., 2003; FOURNEL et al., 2000; LILA et al.,
2001). A ligacado de HLA-G com receptores especificos leva também a inibicdo da
proliferacdao de células T CD4+ em resposta a estimulacdo alogénica, além de
promover a polarizacdo da resposta imune para um perfil Th2 (BAINBRIDGE et al.,
2000; LEROND et al., 2006).

Foi demonstrado ainda que APCs (Células Apresentadoras de Antigenos)
expressando HLA-G1 podem induzir imunossupressdo de células T CD4+
(LEMAOULT et al., 2004), mostrando que o HLA-G age nado somente com efeito

inibidor, mas também diminuindo a amplificacao clonal e maturacao das células T.
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As funcbes inibitérias de HLA-G ocorrem pela interacao da molécula HLA-
G com receptores de leucdcitos, incluindo CD8; LILRB1 (receptor de leucécitos
tipo imunoglobulina, subfamilia B, membro 1 ou do inglés "leukocyte
immunoglobulin-like receptors B1") (também chamado ILT-2 [Transcrito tipo
imunoglobulina ou do inglés "Immunoglobulin-Like Trascript-2'] ou CD85j); LILRB2
(também chamado ILT-4 ou CD85d); e KIR2DL4 (killer cell immunoglobulin-like
receptor) (também chamado CD158d) (SHIROISHI et al., 2006, GAO et al., 2000).

O LILRB1 esta presente nas populagdes de linfécitos T, NK, mondécitos,
macréfagos, linfécitos B e células dendriticas (COLONNA et al., 1997); LILRB2 é
especifico da linhagem miel6ide; e p49/KIR2DL4 é restrito a células NK (COLONNA
et al., 1998; ALLAN et al.,, 1999; LEMAOULT et al., 2005). LILRB1 e LILRB2
interagem também com outras moléculas HLA de classe I, mas a afinidade com a
molécula HLA-G é trés ou quatro vezes maior. J& o KIR2DL4 é um receptor
especifico para HLA-G (SHIROISHI et al., 2003).

Os receptores LILRB1, LILRB2 e KIR2DL4 possuem “motifs”
intracelulares inibitérios (ITIM do inglés "inhibitory tyrosine induction motif'), Uma vez
associado ao seu ligante, tais receptores podem promover a inibicdo de eventos de
sinalizacdo desencadeados por receptores estimulatérios (DIETRICH et al., 2001)

A ligacado do HLA-G com LILRB inibitérios resulta na fosforilagdo de seus
dominios ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) e recrutamento da
pS6ilck e SHP-1, que contém proteinas tirosina fosfatase-1. Isto causa
desfosforilacdo de ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activating motifs), que
poderiam, na auséncia de sinais inibitérios, levar a ativacdo. (DIETRICH et al.,
2001).

LILRB1 e LILRB2 tém varios receptores ITIM na sua cauda citoplasmatica
(DIETRICH et al., 2001) e se ligam ao dominio a3 e a f2-microglobulina da molécula
HLA-G, entretanto LILRB2 se liga com maior afinidade que o LILRB1. LILRB2 se liga
mais ao dominio a3 que a B2-microglobulina e os sitios de ligacdo desses
receptores sao distintos (SHIROISHI et al., 2006). Mas o sitio de interacdo do
dominio a3 do HLA-G é o mesmo com o CD8 o/a e LILRB. Indicando que a funcéao
inibitéria do LILRBs pode ser dupla, deslocando CD8 o/a e ativando ITIMs
(SHIROISHI et al., 2003).
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O gene KIR2DL4 contém uma Arginina no dominio transmembrana e um
unico ITIM no dominio citoplasmico. Receptores de ativacdo e inibicdo sao
expressos na superficie da maioria das células NK e macréfagos, e a funcao efetora
final depende do equilibrio entre receptores ativadores e inibidores (HSU et al.,
2002). Devido a estas caracteristicas, o papel da interacao KIR2DL4 com HLA-G na
modulacdo da resposta imune tem sido um tema de muito debate (LEMAOULT et
al., 2003c; APPS et al., 2008). O dominio a1 das moléculas HLA de classe | € um
sitio importante de reconhecimento KIR, entanto, o sitio de ligagdo do KIR2DL4 para
HLA-G permanece desconhecido.

Contudo, a interagdo da molécula HLA-G com esses receptores nao eram
suficientes para explicar o mecanismo de escape tumoral dependente de HLA-G.
Assim, mais recentemente demonstrou-se que células NK ativadas adquirem a
molécula de HLA-G oriundas de células tumorais por meio de um mecanismo
denominado de trogocitose, que é um processo rapido que requer contato célula a
célula para que ocorra a transferéncia de material celular e moléculas associadas.
Apos essa aquisigéo, as células NK ndo mais proliferaram, e comportaram-se como
células supressoras (CAUMARTIN et al., 2007).

A interacdo HLA-G-LILRB leva ao desenvolvimento de DCs (Células
Dendriticas) tolerogénicas (impedindo a maturacao/ ativacdo da DC miel6ide através
do rompimento da via de apresentacao por MHC classe Il) e assim promove inducéo
de células T CD4+ e T CD8 + imunossupressoras e anérgicas (RISTICH et al.,
2005).

Um novo subtipo de células supressoras circulantes induzidas por HLA-
G1 (LEMAOULT et al.,, 2004) ou soluvel HLA-G5 (LEROUND et al., 2006),
caracterizadas fenotipicamente e funcionalmente como CD3+CD4low e
CD3+CD8low, exercem funcao imunossupressora sobre outros linfécitos T, mediada
por um ou mais fatores soluveis tais como a IL-10 (NAJI et al., 2007).

Um efeito apoptdtico na angiogénese foi observado por HLA-G induzir
células endoteliais a apoptose pela ligacdo com o receptor CD160 (By55) (FONS et
al., 2006).

Foi também relatado que a secrecdo de HLA-G5 por células tronco
mesenquimais humanas participam tanto da inibicao das funcdes de células T e NK
como na expansdo de células T regulatérias de fenétipo CD4+CD25""FOXP3+
(SELMANI et al., 2007).
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O controle da transcricao do HLA-G ocorre via elementos reguladores em
CIS, conhecidos por sua importancia no controle da transcricdo dos genes HLA
classicos: intensificador A, a sequéncia consenso interferon (ISRE) e 0 médulo SKY.
Os quais se localizam na regido promotora do gene e formam um moddulo de
inducao com sitios ligantes para membros da familia NFxB p50, p65 e c-REL, IRF1 e
IRF2, ISF1 e ISF2, e Sp1 (fator transcricional das rotas de transativagao constitutiva
e induzida por citocinas). O modulo SXY é composto por sequéncias S, X
(compreendendo os meio-sitios X1 e X2) e Y ligadas cooperativamente por
complexos de multiproteinas (RFX, CREB/ATF e NFY). Em HLA-G, este modulo
SXY possui sequéncias S e X1 homodlogas ao HLA de classe I, mas sequéncias Y e
X2 divergentes. Como esse segundo bloco é muito importante para maior formacao
da ordem do complexo no modulo SXY e para a transativacao induzida por CIITA
(transativador de classe Il), o HLA-G ndo é induzido por CIITA nem RFX5. Além
desses trés elementos reguladores, outro elemento de 250 pb que controla a
transcricdo de HLA-G esté localizado a 1000 pb do éxon 1, o que foi observado em
placentas de camundongos transgénicos (CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996; GOBIN; VAN DEN ELSEN, 2000; ROSSEAU et al., 2004).

Em HLA-G os dois sitios kB do intensificador A (kB1 e kB2) apresentam
afinidade somente para a subunidade p50 do NF-kB, o que nao é suficiente para
ativar a transcricao, pois nao ha ligacao em niveis significantes com outras por¢cdes
da NF-xB que possuam propriedades transativadoras. Em adicdo, o sitio kB2 do
HLA-G também se liga ao Sp1 (Fator transcricional mediador das rotas de
transativacdo constitutivas e induzidas por citocinas). A regido de supressdao do
intensificador A, a qual tipicamente contém o ISRE em promotores de MHC de
classe |, aparentemente estd parcialmente ausente em HLA-G. Esta regido (a
porcdo 3' do sitio kB1 e as sequéncias supressoras) ndo apresenta qualquer
afinidade de ligagdo com proteinas da familia de fatores transcricionais IRF (fator
regulador de interferon), mas contém outro sitio de ligacdo com Sp1. Entretanto,
este elemento ndo pode mediar a expressao de HLA-G induzida por INF-y. Nenhum
outro sitio de ligacdo para o IRF ou STAT1 (tradutor de sinal e ativador da
transcricdo) foi identificado nesta regido promotora de 220 pb, o que demonstra a
nao-responsividade do HLA-G ao INF-y (Figura 3) (GOBIN; VAN DEN ELSEN,
2000).
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HLA-class |

. CREB/ATF
Enhancer A/ISRE SXY module

Figura 3 - Comparacédo de elementos regulatérios cis das regides promotoras proximais dos HLA
classicos de classe | e HLA-G (200 pares de bases a acima do ATG). Caixas pontilhadas com barras
indicam elementos regulatérios mutantes no promotor do HLA-G. Mutacbdes impedem a ligacao dos
principais fatores aos HLA classicos de classe I. O complexo RFX se liga a caixa X1 conservada do
HLA-G no ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética, mas nao esta associado ao promotor
HLA-G in situ. Fonte: Donadi et al. 2010, ainda nao publicado.

No trabalho de Moreau e colaboradores, em 2003, foi investigada a
influéncia de fatores epigenéticos sobre a transcricdo e expressao da proteina HLA-
G. Foi mostrado que o processo de metilagdo poderia silenciar o gene HLA-G. Ja é
conhecido o fato de que a repressdao mediada por metilagdo poderia silenciar o gene
HLA. O silenciamento de HLA-G pode ocorrer independentemente do silenciamento
de outras moléculas HLA de classe | e de classe Il, porque estas podem ser tecido-
especificas e podem ainda explicar a falta de expressdo de HLA-G frente a
exposi¢ado a citocinas em niveis basais para transcricao.

Citocinas e hormoénios produzidos durante a gravidez ou presentes no
microambiente tumoral sdo moduladores da expressdo da molécula de HLA-G. IFN-y
aumenta expressao de HLA-G em maior propor¢ao que as moléculas HLA-B e -C,
enquanto que IFN-a e IFN- aumentam HLA-G na mesma propor¢éo que HLA-B e -
C (YANG et al., 1996; CHU et al., 1999; LEFEBVRE et al., 1999). IFN-y, IL-2, GM-
CSF em combinagédo com IFN-y (ONNO et al., 2000), IL-10 (UROSEVIC et al., 2001;
MOREAU et al., 1999; UROSEVIC; DUMMER, 2003), glucocorticéides (MOREAU et
al., 2001) e progesterona (YIE et al., 2006a; YIE et al., 2006b) também aumentam a
expressao de HLA-G. TNF, NF-kappaB e phorbol 12-myristate 13-acetate diminuem
a expressao de HLA-G1 na superficie celular, mas aumentam o HLA-G
citoplasmatico (ZIDI et al., 2006). Similarmente, condicbes de stress como choque
térmico, arsénio (IBRAHIM et al., 2000) e hipoxia (KILBURN et al., 2000; CHANG et
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al., 2003; NAGAMATSU et al.,, 2004; MOUILLOT et al., 2007), também podem
modular a transcricdo do gene HLA-G.

O nivel de expressdo de HLA-G pode variar segundo os sitios
polimérficos descritos para esse loco, assim como o repertério de isoformas
produzidas pela edicdo alternativa (REBMANN et al., 2001).

HLA-G: Polimorfismo

Varios trabalhos mostram que o polimorfismo do gene HLA-G pode
modular a expressao das isoformas, sendo claramente associadas as variagdes nos
niveis de produgdo das moléculas HLA-G soluveis no sangue periférico adulto
(REBMANN et al.,, 2001). De modo similar, as decisbes da célula acerca da
magnitude de producdo das isoformas podem depender dos sitios polimérficos do
gene e também do microambiente (O BRIEN et al., 2001; HVIID et al., 2003).

Atualmente, sao descritos 46 alelos para HLA-G, que codificam somente
14 proteinas diferentes. (atualizado em 2010, www.anthonynolan.org.uk), onde dois
deles foram recentemente descritos pelo nosso grupo de pesquisa (CASTELLI et al.,
2007a; CASTELLI et al., 2007b), apresentando entédo, polimorfismo discreto, quando
comparado com os genes HLA de classe la (ISHITANI et al., 1999).

Esses alelos parecem se organizar em haplétipos que podem estar
relacionados a atividades promotoras distintas resultando em alta ou baixa
expressao de HLA-G (OBER et al., 2003; SOLIER et al., 2001; TAN et al., 2005).

Esses niveis de expressdo podem ser determinados pela regido
reguladora que inclui todos os elementos promotores conhecidos e que é
considerada Unica entre os genes HLA (SOLIER et al., 2001). Dentre as principais
diferencas esta o fato de que a resposta da regidao promotora do HLA-G para uma
variedade de fatores de transcricao difere qualitativamente e quantitativamente da
resposta de todos os outros genes HLA de classe | (GOBIN et al., 1998; GOBIN e
VAN DEN ELSEN, 2000).

Em um estudo visando caracterizar a variabilidade da regido promotora
do HLA-G foi observado um nivel reduzido de variabilidade na regido codificadora,
enquanto que a regido promotora se mostrou bastante polimoérfica. Foram
identificados na regido promotora 18 SNPs (single nucleotide polymorphisms) que
definem oito haplétipos em uma regido de aproximadamente 1500pb (OBER et al.,
2003), onde 12 destes SNPs apresentam seus alelos menos frequéntes com
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frequéncias iguais ou superiores a 35%. A regiao promotora foi abordada pelos
mesmos autores em um segundo estudo, o qual avaliou 1300pb em trés amostras
populacionais distintas: afro-americanos, euro-americanos e chineses, onde nove
SNPs além dos 18 previamente identificados foram encontrados, gerando 13
haplétipos distintos, que quando colocadas em linhagens celulares apresentaram
atividades promotoras distintas relacionadas a alta ou baixa expressao (TAN et al.,
2005).

O mecanismo de expressdo do gene HLA-G sdo ainda desconhecidos,
sendo necessarios novos trabalhos para elucidar os mecanismos de controle de
expressdo e acao da selecao balanceadora nesse loco (MENDES-JUNIOR et al.,
2007; TAN et al., 2005).

Alguns alelos da regidao promotora do HLA-G foram relacionados a niveis
de expressdo diferenciados de sHLA-G em linhagens celulares (REBMANN et al.,
2001; TAN et al., 2005).

O éxon 7 esta sempre ausente do mRNA maduro e, devido ao cédon de
parada de leitura no éxon 6, 0 8 éxon nao é traduzido, entdo este segmento de gene
foi considerado ser a regido 3’ nao traduzida (3'NT, também conhecida pelo termo
em inglés 3’'UTR-untranslated region) do éxon 8 do RNA maduro. A regido 3'NT do
HLA-G contém diversos elementos regulatérios (KUERSTEN; GOODWIN, 2003),
incluindo sinais de poliadenilacdo e elementos ricos em AU (ALVAREZ et al., 2009),
bem como sinais que regulam a expressdo espacial e temporal do mRNA
(KUERSTEN; GOODWIN, 2003). Além disso, a regido 3'NT apresenta um sinal de
poli-A, e varios sitios polimérficos que podem potencialmente influenciar na
transcricao e traducao de HLA-G por varios mecanismos diferentes.

Os transcritos primarios devem ser processados e ligados por proteinas
antes de serem exportados para o citoplasma (AGUILERA, 2005). Neste processo, a
proteina Cap é adicionada, introns sdo removidos pelo spliceossoma e as
extremidades 3' sdo clivadas e poliadeniladas. O complexo Cap-binding (CBC) liga-
se a estruturas 5' cap monometilada e a proteinas de ligagdo poli (A) (PAB) na
cauda 3' para exportar particulas ribonucleoproteicas mensageiras competentes
(mRNPs) necessarios para o transporte e traducdo do mRNA (KUERSTEN;
GOODWIN, 2003; AGUILERA, 2005). As proteinas que se ligam ao mRNA podem

influenciar na sua traducdo, localizagdo e degradacdo, assim como qualquer
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polimorfismo na regido 3'NT de um determinado gene, pode influenciar nas
propriedades de ligacdo dessas proteinas.

A disponibilidade do mRNA para a traducao é sempre equilibrada pela
forca de retencdo e declinio do mRNA, em que os transcritos nao-funcionais e
nocivos podem ser eliminadas antes da traducdo (KUERSTEN; GOODWIN, 2003;
AGUILERA, 2005; SOMMER; NEHRBASS, 2005; SAGUEZ et al., 2005). Além
disso, a regidao 3'NT de determinado gene pode ser alvo para microRNAs (miRNAs),
que sado pequenos RNAs nao-codificantes, com cerca de 22 nucleotideos, que
regulam negativamente a expressao génica por meio da supressao de traducao ou
degradagdo do mRNA, ou ambos (KUERSTEN; GOODWIN, 2003; VEIT; CHIES,
2009),

Na regido 3'NT existe um polimorfismo caracterizado pela
delecao/insercdo de 14 pares de base (pb), sendo que a delegdo (D/D) apresenta
frequéncia de 58% e de insercao (I/l) 42% (HARRISON et al., 1993). A delecéo de
14pb esta associada aos alelos G*010101, G*0102 e G*010401, enquanto que a
insercdo de 14pb esta ligada aos alelos G*010102, G*010103, G*0103, G*0105N e
G*0106 (ROUSSEAU et al., 2003).

O polimorfismo de delecao e insercao dos 14 pb esta presente no éxon 8
da regiao 3’ nao traduzida (NT) do gene HLA-G. Alelos HLA-G apresentando as
sequéncias com a insercdo de 14pb sofrem edicdo alternativa do RNAmM com
remocao dos primeiros 92 pares de base do éxon 829 (que incluem os +3003 e
+3010), resultando em um transcrito mais instavel que pode influenciar na producao
da proteina HLA-G (HIBY et al., 1999; O’BRIEN et al., 2001; HVIID et al., 2003;
ROUSSEAU et al., 2003). A proporcao entre os transcritos -92 e +92 pode variar de
acordo com a linhagem celular estudada, sendo 0,5 para a célula JEG-3 (que produz
HLA-G endogenamente), e 0,2 para células de melanoma transfectadas - M8,
(ROUSSEAU et al., 2003). De forma que essa producao de HLA-G pode ter sido
consequéncia nao sé desse polimorfismo, mas também de outros polimorfismos em
desequilibrio de ligagcdo com os 14 pb.

Rebmann et al.,, (2001) mostraram que alelos de HLA-G estavam
associados com niveis de sHLA-G no plasma (REBMANN et al., 2001). Os alelos

G*010103 e G*0105N que apresentam insercado dos 14-bp sdo considerados alelos
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baixos secretores, enquanto que alelos com auséncia dos 14-bp, como o G*010401
séo considerados altos secretores de sHLA-G (TAN et al., 2005).

Essa influéncia nos niveis transcricionais, também contribuiu para alguns
quadros patolégicos relacionados a gravidez. Estudos demonstram que o genoétipo
homozigoto para I/l 14pb em mulheres esta associado a redugéo da fertilidade com
relacdo aos tratamentos de fertilizacdo in vitro, aumento do risco de abortos
recorrentes, aumento do peso do feto e da placenta em relacéo a idade gestacional
e com o desenvolvimento de pré-eclampsia em premigestas (O’'BRIEN et al., 2001;
HVIID, 2004a; HVIID et al., 2004; HYLENIUS et al., 2004).

Tan et al. em 2007 em um estudo de risco de asma, identificaram na
regiao 3'NT do HLA-G um sitio alvo, no SNP +3142 C/G do mRNA, para os
microRNAs miR-148a, miR-148b e miR-152, e mostraram que a presenca destes
miRNA diminuem a expressado da proteina HLA-G soluvel e que o alelo +3142 G
resulta no aumento da afinidade de ligagdo destes miRNA na regido 3'NT do mRNA
do HLA-G, e portanto na diminuicdo da expressdao da proteina e com pior
prognostico da doenca. Mostraram ainda que os niveis de miRNAs miR-148a e miR-
148b foram detectados em maior quantidade nas células epiteliais brébnquicas em
relacdo a células do citotrofoblasto, que por sua vez tem alta expressao de HLA-G
em relacdo a células epiteliais brénquicas (TAN et al., 2007)

O SNP + 3187 A/G esta proximo (4 pb acima) de motivos ricos em AU,
que medeiam a degradacdo do mRNA. Um trabalho demonstrou in vitro que o alelo
+3187 A esta associado a diminuicdo da estabilidade do mRNA, podendo resultar
em diminuicdo da expresséo de HLA-G (YIE et al., 2008).

Uma analise in silico revelou que varios miRNAs humanos tém potencial
para se ligar a regiao 3'NT do mRNA do HLA-G e influenciar na expressao de HLA-
G. A capacidade de ligagdo desses miRNAs pode ser influenciada pelos varios
polimorfismos presentes na regido 3'NT HLA-G, destacando o papel do fragmento
de 14 pb e dos SNPs +3003, +3010, +3027 e +3035, que abrangem uma regido de
apenas 32 nucleotideos que podem influenciar na ligacdo de varios miRNAs, assim
como o SNP +3142, discutido anteriormente (CASTELLI et al., 2009).

E interessante notar que a insercdo de 14 pb é sempre acompanhado
pelos alelos +3142 G e +3187 A, ambos ja associados a baixa estabilidade do
MRNA, indicando que a baixa producdo de mRNA associado com a insercao de 14
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pb (HVIID et al., 2003) pode também ser uma conseqiéncia da presenca destes
polimorfismos associados ao fragmento de 14 pb (CASTELLI et al., 2009).

Além desses 3 sitios polimorficos (delecao e insercao dos 14 pb, +3142
C/G e + 3187 A/G) outros 5 SNPs da regiao 3'NT estdo sendo pesquisados pelo
nosso grupo, +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T e + 3196 C/G. Com os
quais se verificou, na populagdo brasileira, a combinacdo de 11 haplétipos,
presentes na Tabela 1, com os respectivos alelos associados e a frequéncia dos
mesmos (CASTELLI et al., 2009).

Esses estudos mostram a importancia da regido 3'NT no perfil de
expressao do I6cus do HLA-G. Isto remarca que a presenca da insercéo dos 14 pb é
sempre associada com a presenca do alelo +3142 G no mesmo individuo
(CASTELLI et al., 2009).

Cada um desses hapl6tipos pode estar associado ou ndo a um unico ou
um grupo de polimorfismos na regido codificadora e promotora (ALVAREZ et al.,
2009; CASTELLI et al., 2009), criando um haplétipo HLA-G estendido. Por exempilo,
o alelo +3003 C esta associado com outras variagdes da regidao 3'NT, incluindo os
alelos, delegéo de 14 pb, +3142 C e +3187 A, bem como a variagédo de nucleotideos
da regiao codificadora tipica do alelo G * 01:01:01:05 , e ainda com um polimorfismo
especifico da regiao promotora (CASTELLI et al., 2009).

Portanto, ao contrario da regiao codificadora, a regido 3'NT do locos HLA-
G apresenta um elevado grau de variagao, apresentando diversos sitios polimérficos
que podem potencialmente influenciar na estabilidade do mRNA, manutencéo, na
mobilidade e no padrao de splicing. A expressdo de HLA-G é um processo complexo
modulado por varios fatores, tais como a eficiéncia do promotor, impulsionado por
polimorfismos 5' do promotor, bem como pela taxa de degradacédo ou tradugdo do
mRNA, altamente influenciada pelo polimorfismo 3' NT do mRNA. Apesar de varios
polimorfismos na regi&do 3'NT do HLA-G serem anteriormente relacionados com a
estabilidade ou degradacdo do mRNA, sua influéncia parece ocorrer
simultaneamente, uma vez que estes alelos sdo caracteristicamente associados em
haplétipos (DONADI et al., 2010, ainda n&o publicado).
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Tabela 1. — Haplétipos regido 3'NT do lécus HLA-G e os alelos do HLA-G associados com cada
haplétipo.

Haplotype Haplotype frequency HLA-G 3'untranslated region haplotypes HLA-G allele  Ratio HLA-G"
name 2n =310 frequency 2n = 216

14-bp  +3003 +3010 +3027 +3035 <+3142 +3187 +3196

UTR-1 0.258 Del T G C C C G C GH1010101 /02 1.000 0.236
UTR-2 0.242 Ins T C C C G A G GH01010201 0.600 0.153
GH10114 0.018 0.005
G*0105N 0.164 0.042
G*0106° 0.200 0.051
G*0109 0.018 0.005
UTR-3 0.126 Del T C C C G A C  G*010401 0.555 0.046
G*010403 0.055 0.005
G*010404 0.390 0.032
UTR-4 0.132 Del C G C C C A C G*01010105¢ 0.955 0.097
G*010109 0.045 0.005
UTR-5 0.093 Ins T C C T G A C G*010108 0.095 0.009
G103 0.905 0.088
UTR-6 0.068 Del T G C C C A C GH1010101 /02 0.095 0.009
GH1010104 0.762 0.074
G*01010105 0.143 0.014
UTR-7 0.055 Ins T C A T G A C GH010103 0.889 0.037
G*010105 0.111 0.005
UTR-8 0.013 Ins T G C C G A G G*0106° 1.000 0.014
Others® 0.013 — — — — — — — —  Undefined — —

Fonte: Castelli et al. Genes and Immunity (2009).

A andlise da expressdo da molécula HLA-G, integrada aos dados
recentes sobre o polimorfismo do gene e sobre edicdo alternativa de seu transcrito
primario, é particularmente importante para entender as variacbes da expressao
qualitativa e quantitativa observadas em situagdes patologicas. Os estudos de
expressdao da molécula HLA-G sao relevantes para a possivel implementacao de
estratégias terapéuticas adaptadas para cada situagéo, isto €, diminuir a expressao
em casos de tumores e doencas virais cronicas e aumenta-la em doencas auto-
imunes e em transplantes.

CRISPIM et al., (2008) encontraram que o gendtipo em homozigose
+14/+14 pb foi significativamente alto no grupo com Rejeicdo aguda quando
comparado com o grupo controle saudavel. Pode-se hipotetizar, portanto, que
analises de outros polimorfismos e estudos funcionais da regulagcdo imune sao
essenciais para verificar o papel do HLA-G na resposta imune do transplante renal.

HLA-G e transplante

O papel de HLA-G nas reacdes de rejeicao observadas em 6érgaos
transplantados tem sido intensivamente investigado. Os estudos recentes indicam
que HLA-G pode ter um importante papel na aceitacdo de érgaos transplantados,

por meio de sua ativacdo e expressdo durante o processo do transplante. A
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molécula suprime a resposta imune do receptor, gerando tolerancia ao enxerto, e
consequentemente, diminuindo as rejeicdes agudas € a rejei¢ao crbnica.

A expressao das moléculas HLA-G in vivo esta associada com melhor
aceitacao do enxerto em transplante cardiaco (LILA et al., 2000), duplo transplante
rim/figado (CREPUT et al., 2003a), figado (CREPUT et al., 2003b; BASTURK et al.,
2006) e rim (CRISPIM, et al., 2008).

A presenca de moléculas HLA-G em enxertos cardiacos, associada a
presenca concomitante de moléculas sollveis diminui significativamente o namero
de episddios de Rejeicdo agudas e cronicas (LILA et al., 2000, LILA et al., 2002;).
Pacientes com duplo transplante rim/figado que nao tiveram rejeicao por um periodo
de cerca de um ano expressaram HLA-G nas células epiteliais biliares hepaticas e
tubulares renais e depois de um ano a expressao de HLA-G nao foi mais localizada
no enxerto, mas elevados niveis séricos foram detectados nesses pacientes,
(CREPUT et al., 2003a; CREPUT et al., 2003b). Os pacientes que apresentaram
altos niveis séricos de HLA-G apresentam diminuigdo significativa no nimero de
rejeicdo e melhor fungdo renal (CREPUT et al.,, 2003b). Aloenxertos renais que
expressam a molécula HLA-G tem melhor aceitacdo do enxerto (CRISPIM, et al.,
2008).

Estudos tém permitido concluir que o HLA-G possa influenciar o curso do
transplante por dois diferentes mecanismos (ROUAS-FREISS et al., 2003). Primeiro,
por meio da inibicdo da citélise mediada por células NK e T CD8+ (RITEAU et al.,
2001). Em outro momento, o HLA-G suprimindo a aloproliferacdo das células T
CD4+ (LILA et al, 2000). E também induzindo apoptose das células T CD8+
ativadas através da ligacdo com CD8 e via mecanismos dependentes de Fas/ Fas
ligante (CONTINI et al., 2003; FOURNEL et al., 2000). Ambos 0s mecanismos sao
sugestivos de que a molécula HLA-G modula as principais células envolvidas na
rejeicdo do enxerto (CAROSELLA et al., 2003).

Em culturas celulares provenientes de individuos HLA incompativeis, as
células expressando HLA-G1 regulam a reatividade celular. Ainda, células
expressando HLA-G1 inibem a resposta proliferativa em cultura mista de linfocitos
(RITEAU et al.,, 1999; BAINBRIDGE et al.,, 2000; LEMAOUT et al., 2004). APCs
transfectadas com o gene HLA-G1 podem induzir anergia de células T e sua
diferenciacdo em células supressoras (LEMAOUT et al., 2004). Resultados
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semelhantes foram obtidos quando linfécitos T naive foram pré-sensibilizados
durante 24 horas com a proteina HLA-G5 (LEROUND et al., 2006).

A ligacdo de HLA-G no receptor LILRB2 (ILT4) de DCs de camundongos
transgénicos diminuiu apresentacdo de antigenos pelas moléculas de MHC classe I
e prolongou significativamente a sobrevida do enxerto (RISTICH et al., 2005).

Um novo subtipo de células supressoras circulantes induzidas pela
presenca de HLA-G1 (LEMAOULT et al., 2004) ou apés tratamento com a proteina
solivel HLAG-5 (LEROUND et al, 2006), atualmente melhor caracterizadas
fenotipicamente e funcionalmente como CD3+CD4low e CD3+CD8low, propéem um
novo mecanismo de acao regulatéria no transplante, pois apresentam capacidade
reduzida de resposta a estimulos alogénicos e exercem fungdao imunossupressora
sobre outros linfocitos T, mediada por um ou mais fatores sollveis tais como a IL-10
(NAJI et al., 2007), sendo essas células diretamente envolvidas na aceitacdo do
transplante de figado, rim e combinado de figado-rim (NAJI et al., 2007).

O HLA-G pode diminuir a aloproliferacéo de células T CD4+ e T CD8+ por
bloqueio da progressao do ciclo celular SELMANI et al., 2008; CONTINI et al., 2003;
LILA et al., 2001; LE FRIEC et al., 2003; BAHRI et al., 2006). Pode ainda regular
negativamente a expressao de co-receptores de células T que sao hiporresponsivas
a estimulos alogénicos (NAJI et al., 2007).

O conjunto desses dados traz provas das propriedades tolerogénicas da
molécula HLA-G e marca sua aplicacdo potencial como candidato terapéutico
apropriado capaz de limitar a rejeicdo aos aloenxertos.

1.3. HLA-Cw

O HLA-Cw é uma molécula HLA de classe | classica. Esta molécula € um
heterodimero composto de uma cadeia pesada e uma cadeia leve (beta-2
microglobulina). A cadeia pesada é ancorada na membrana. Moléculas de classe |
classicas tém um papel central no sistema imune através da apresentagdao de
peptideos derivados do lumen do reticulo endoplasmatico. Elas sdo expressas em
quase todas as células. A cadeia pesada € de aproximadamente 45 kDa e seu gene
esta localizado na posicao 6p21.3 e contém 8 éxons. O éxon 1 codifica o peptideo
lider, os éxons 2 e 3 codificam os dominio a1l e a2, ambos vinculam o peptideo, o
éxon 4 codifica o dominio a3, o0 éxon 5 codifica a regido transmembrana, e éxons 6 e

7 codificam a cauda citoplasmatica. Os polimorfismos do éxon 2 e éxon 3 sao
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responsaveis pela especificidade de ligacdo de peptideos de cada molécula de
classe |. Mais de cem alelos HLA-C foram descritas (fornecido pela RefSeq).

Os epitopos HLA-Cw estao reunidos em dois grupos distintos de acordo
com o dimorfismo na posicdo 77 e 80 da hélice-a1, no Grupo 1 (G1), a molécula
HLA-Cw possui 0 aminoacido lisina na posicdo 77 e asparagina na posicao 80,
contendo as proteinas HLA -Cw2, -Cw4, -Cw5 e —Cw6 e no Grupo 2 (G2), a
molécula possui 0 aminoacido asparagina na posi¢ao 77 e lisina na posicao 80, que
contém as proteinas HLA —Cw1, -Cw3(-Cw9 e -Cw10), -Cw7 e -Cw8.

Se os individuos forem molecularmente tipificados para o locos HLA-Cw,
faz-se necessaria a conversao destes dados moleculares em dados sorolégicos
onde se pode prever a estrutura da proteina, a fim de se estabelecer a qual grupo
(G1 ou G2) o individuo é pertencente. Tais conversdes podem ser estabelecidas a

partir da Tabela 2.

Tabela 2. Conversao sorolégica das tipificagdes moleculares de HLA-Cw.

HLA-Cw
Molecular (DNA) Sorologia (Proteina)
Cw*01 Cwi1
Cw*02 Cw2
Cw*03 Cw9(w3), Cw10(w3)
Cw*04 Cw4
Cw*05 Cwb
Cw*06 Cwé
Cw*07 Cw7
Cw*08 Cws
Cw*12 indef
Cw*14 Cw1/indef
Cw*15 indef
Cw*16 indef
Cw*17 Cw7/indef

Cw*18 Cwé/indef

Nem todos os dados moleculares possuem dados sorol6gicos, sendo assim identificados por “indef”.

As moléculas HLA-Cw sdo os principais ligantes dos receptores KIR.
Estas proteinas ligam-se a 3 receptores KIR inibidores, (alelos HLA-C do grupo 1 se
ligam as proteinas KIR2DL2 e KIR2DL3, enquanto alelos HLA-C do grupo 2 se ligam
a proteina KIR2DL1), e a 2 receptores ativadores (alelos HLA-C do grupo 1 se ligam
as proteinas KIR2DS1, enquanto alelos HLA-C do grupo 2 se ligam a proteina
KIR2DS2) (MANDELBOIM et al., 1997). (Tabela 3).

Os KIR sdo membros de um grupo de moléculas reguladoras encontradas

na superficie das células NK e um subgrupo de células T. Os KIRs foram
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previamente identificados por sua habilidade de conferir alguma especificidade na
citdlise mediada por células NK (HAREL-BELLAN et al.,, 1986; MORETTA et al.,
1990). Esta especificidade se da através da interagdo de isotipos de moléculas KIR
com moléculas HLA de classe |. Esta interacdo protege células saudaveis da
destruicdo espontanea causada pela citélise mediada por células NK. Entretanto,
outros isotipos de KIR podem estimular esta atividade, dependendo se o KIR contém
uma cauda citoplasmatica longa (L - inibitéria) ou curta (S - ativadora)
(CARRINGTON; NORMAN, 20083).

A interagdo entre as duas moléculas ocorre via dominios a1 e a2 das
proteinas HLA de classe |; porcbes C-terminais do peptideo ligado a fenda desta
ultima molécula, além dos dominios D1 e D2 do receptor KIR2D. No complexo
formado KIR2D-HLA de classe |, o eixo dos dominios D1-D2 da molécula KIR é
aproximadamente ortogonal ao eixo do peptideo ligado ao sulco formado pelas
hélices a1 e a2 do HLA, alinhando assim o dominio D1 com a hélice a1 e o D2 com
a a2. Os KIR fazem contato com seus ligantes através de algas em sua regido inter

dominios.

Tabela 3. Tabela de HLA-C e seus receptores KIR

Receptores KIR

Epi HLA-
pitopos HLA-Cw INIBIDORES ATIVADORES

Cw4 o
2 —_—
ASN77 e LYS80 Ow2 BE  apL 2Ds1
Cwhs = o
Cw6
gw:;, _® 2012
SER77 e ASN80 Gor 8% 2DS2
CW8 TR 2pL3
Wi

Relacbes entre receptores KIR e seus ligantes HLA-Cw. Os epitopos HLA-Cw estdo reunidos em dois
grupos distintos: Grupo 1 ou G1= a molécula HLA-Cw possui o aminoacido lisina na posi¢ao 80 (LYS-
80) e Grupo 2 ou G2= onde a molécula possui 0 aminoacido asparagina na mesma posi¢cao (ASN-
80).

Evidéncias apontam para forte ligacdo entre o Grupo 2 do HLA-C e
KIR2DL1 comparados ao Grupo 1 do HLA-C e seus KIR correspondentes, podendo

a ligacao mais forte levar a um efeito inibitério maior. A forte inibicdo dos alelos do
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Grupo 2 do HLA-C levou a hip6tese de que estes alelos podem ser benéficos na
prevencao de ativagdo imunolégica mediada por NK, no transplante de figado.

O aumento da afinidade do grupo 2 do HLA-C e seus ligantes, em
comparagao as interagcdes Grupo 1 HLA-C-KIR, pode ser devido inteiramente ao
peptideo da molécula HLA. Dados sugerem que alguns peptideos no sulco das
moléculas grupo 1 do HLA-C oferecem impedimento conformacional a boa ligagéo
de KIR2DL2 / 3 para moléculas Grupo 1 do HLA-C (MANDELBOIM et al., 1997). A
enorme variabilidade na apresentagcao de peptideos pode desempenhar um papel na
regulacao da funcao das células NK apds o transplante.

Outro receptor de HLA-C, e também de HLA-A, -B, -G -E e -F, é o
receptor LILB1 (COLONNA et al., 1997), que ja foi previamente descrito no tépico de
HLA-G, como ligante dessa molécula.

Os alelos de HLA-C vém sendo estudados quanto a sua suscetibilidade e
protecdo a doencas auto-imunes e infecciosas. Na Doenca de Graves o alelo Cw7 é
de susceptibilidade e Cw3 e Cw16 de protecao; na Psoriase (vulgaris) o alelo Cw6 é
de susceptibilidade; no cancer cervical (Papiloma Virus) os alelos Cw2 e Cw5 sao de
susceptibilidade e Cw7 protecdo; na hepatite B os alelos Cw5 e Cw3 sdo de
susceptibilidade e Cw1 protecao; na hepatite C os alelos Cw2, Cw4, Cw5 e Cw7 séo
de susceptibilidade; na lepra (M. leprae) os alelos Cw4 e Cw7 sao de
susceptibilidade; na dermatite (Virus T — linfotrépico Humano) o alelo Cw2 é de
protecdo; e no sarampo (paramixovirus) o alelo alelos Cw5 é de susceptibilidade e
Cw?9 de protecao (Catalogo da nomenclatura de HLA - Biometrix Diagndstica, 2009).

Na psoriase, um fator genético determinante para a tolerancia pode ser
que certos antigenos préprios podem ser apresentados pelos HLA-Cw6 superando
ou evitando a tolerancia (ELDER et al., 2009).

Outros trabalhos relacionam a diferenca dessa protecdo ou
susceptibilidade a ligacdo mais forte ou mais fraca dos grupos 1 e 2 de HLA-Cw com
seus respectivos KIR. WINTER et al., em 1998 encontraram que a frequéncia de
homozigotos HLA-C1C1 foi maior entre aqueles individuos que eliminaram a
infeccdo pelo HCV. Esses individuos, que também tinham o haplétipos KIR
2DL3/2DL3, resolviam melhor a infeccdo. Este grupo postula que estes resultados
sao devido a interacao relativamente fraca inibidora entre HLA-C1-KIR2DL3 e que,
portanto, seria superado facilmente por meio de sinais que servem para ativar as

células NK, que assim, ajudariam a limpar a infec¢cdo (WINTER et al., 1998).
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Ja Carrington et al., 1999 encontraram que Bw4/C1 estava associado com
rapida progressédo da AIDS em relagdo ao Bw4/C2. E que o HLA-B*35 e ou o HLA-
Cw*04 prolongaram a sobrevida de 28 a 40% dos individuos em estudo
(CARRINGTON et al., 1999). Na opiniao de Gaudieri et al., (2005) em uma revisao, é
plausivel que HLA-B/-C possam variar nos efeitos inibitérios na ativacao de KIR,
como por exemplo, Bw4/C1 tendo forte inibicdo e Bw6/C2 fraca inibicao dos KIR nos
pacientes com HIV (GAUDIERI et al., 2005).

O estado imunogenético tem especial impacto na reducdo da
aloreatividade e na evolucao do aloenxerto, no entanto isso ndo é somente devido a
compatibilidade de HLA, mas as moléculas de HLA do receptor também podem ser
importantes fatores genéticos que contribuem para alorresposta no transplante
(WARLE et al., 2005; MARIN et al., 2005) e na aceitacdo do enxerto ou rejeicao
(MURO et al., 1997). Moléculas HLA-C séo polimoérficas e podem funcionar como
classicos antigenos HLA (MOYA-QUILES et al., 2003; FORHN et al., 2001; PEI et
al., 2001).

Os alelos de HLA-Cw vém sendo estudados quanto a compatibilidade de
alelos HLA-C entre receptor e doador (FROHN et al., 2001), seus alelos no doador e
alelos dos seus ligantes KIR no receptor (PARHAM; MCQUEEN, 2003;
SCHELLEKENS et al., 2008; FISCHER et al., 2007), compatibilidade de alelos KIR
(CIROCCO et al., 2007) bem como tipificacdo de alelos HLA-C somente no doador
(BIXHARA et al., 2005; HANVESAKUL et al., 2008; MENDEL et al., 2009 TRAN et
al., 2009) ou somente no receptor (MOYA-QUILES et al., 2003a, MOYA-QUILES et
al., 2003b; MOYA-QUILES et al., 2007) em relacao a tolerancia e a meia vida do

aloenxerto.

1.4. Citocinas, Polimorfismo e Transplante Renal

Os linfocitos T (Th1 e Th2) diferem no padrdo de secrecao de citocinas e
funcoes efetoras. Ambas os tipos celulares sao originados de um precursor comum
(ThO) e esta diferenciacdo é largamente influenciada pelas citocinas presentes no
momento do reconhecimento do antigeno. A variabilidade das citocinas (Th1 e
Th2/Th3) é associada com a evolucdo do transplante dependendo do balanco
imuno/fisiolégico entre as citocinas Th1 e Th2 (LAKKIS, 1998; MINGUELA et al.,
1999; KAMINSKA et al., 2005).
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Muitos estudos tém sido feitos para definir os mecanismos celulares e
moleculares pelos quais as citocinas estdo envolvidas no processo de rejeicao
(KOLESAR et al., 2007).

Citocinas sdo potentes moléculas imunomodutatérias que medeiam a
resposta imune. Tem sido demonstrado que a producdo de citocinas esta sob
controle genético, e o polimorfismo de muitos genes de citocinas afeta sua atividade
transcricional, resultando em variagdes individuais na produgdo das mesmas
(WILSON et al., 1997). Entretanto, a influéncia desta variedade na rejeicdo ao
transplante renal permanece controversa (MARDER et al., 2003).

1.4.1. Interleucina-18

A Interleucina-18 (IL-18) € membro da familia IL-1 e foi previamente
conhecida como um fator indutor do IFN-y. O gene da IL-18 esta situado na regiao
11q 22.2—22.3 proxima do lécus do gene D2 do receptor da dopamina (OKAMURA
et al., 1998). A proteina é secretada na forma inativa, pro-IL-18, com peso molecular
de 23 kDa, e é convertida na forma ativa, com 18 kDa, pela caspase-1 (LU et al.,
2000) e proteinase-3 (SUGAWARA et al., 2001). A IL-18 tem um papel critico na
regulacdo da resposta imune e pode afetar a polarizacado de T helper (Th)1 e Th2
(OKAMURA et al., 1998).

A principal funcdo da IL-18 é maturagao de células T e natural Killers,
além disso, promove producao de citocinas Th1 e citotoxicidade (NAKANISHI et al.,
2001). Ela é secretada por diferentes tipos celulares predominantemente por
macréfagos (PUREN, et al., 1999), queratinécitos (STOLL, et al.,1997), células
osteoblasticas (UDAGAWA, et al., 1997, SAHA, et al., 1999), células epiteliais
intestinais (TAKEUCHI, et al., 1997), células dendriticas (GARDELLA, et al., 1999,
STOLL, et al., 1998), condrécitos (OLEE, et al., 1999), neuroblastomas (HEUER, et
al., 1999), e células epiteliais dos tubulos renais (STRIZ, et al., 2005).

A IL-18 liga-se ao receptor IL-18R que é altamente homdlogo a familia do
receptor IL-1R em células T (WU et al.,, 2003). O IL-18R é expresso em uma
variedade de células, incluindo neutrofilos (LEUNG et al., 2001), células NK
(HYODO et al.,, 1999), macréfagos, células endoteliais e células do musculo
esquelético (GERDES et al.,, 2002). A expressao do receptor IL-18R é regulada
positivamente pela IL-12 (YOSHIMOTO et al., 1998), enquanto que IL-18 aumenta a
expressdao do receptor IL-12R, portando a reciproca regulagdo positiva dos
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receptores explica como a IL-12 e a IL-18 sinergizam a producao de IFN-y pelas
células Th1 (TOMINAGA et al.,, 2000). A expressdo do receptor IL-18R é um
marcador da expressao de IFN-y produzidas pelas células NKT (CHAN et al., 2003).

Por outro lado, a proteina de ligacdao da IL-18 (IL-18BP), secretada
constitutivamente, é capaz de se ligar com alta afinidade e neutralizar a IL-18
regulando sua atividade (KIM et al., 2000).

Tem sido mostrado que o polimorfismo do promotor da IL-18 influencia
nos niveis da expressao da citocina (GIEDRAITIS, et al., 2001). A regido promotora
do gene da IL-18 contém sitios de ligacao de diferentes fatores trascricionais como o
fator de transdutor de sinal e ativador de transcricao-5 (KALINA, et al., 2000),
proteina de ligacdo da sequéncia consenso do IFN, PU.1, fator nuclear kB, e
proteina ativadora 1.

Foram identificados 5 SNPs na regidao promotora 2656 G/T, 2607 C/ A,
2137 G/C, 1113 T/G e 1127 C/T, mas somente dois tem relevancia funcional.
(GIEDRAITIS, et al., 2001). A mudanca de C por A na posicao 2607 (rs1946518)
resulta na falha da ligacdo da proteina de ligacao elemento responsiva do AMPc,
enquanto que a substituicdo na posi¢do 2137 do G por C (rs187238) modifica o sitio
de ligacdo do fator nuclear H4TF-1 para um sitio de ligacdo desconhecido
encontrado no promotor do GM-CSF. Individuos homozigotos para o -137G e -607C
expressam altos niveis de IL-18 (GIEDRAITIS, et al., 2001).

Varias associacdes tem sido descritas entre o polimorfismo da regido
promotora da IL-18 e doencas como: rinite alérgica (KRUSE, et al., 2003;
SEBELOVA, et al., 2007), asma atopica (IMBODEN, et al., 2006), eczema atépico
(NOVAK, et al., 2005), artrite idiopatica juvenil (HEINZMANN, et al., 2004), diabetes
tipo 1 (KRETOWSKI, et al., 2002), doenca inflamatoéria intestinal (HAAS, et al., 2005;
GLAS, et al., 2005), sarcoidose (ZHOU, et al., 2005; JANSSEN, et al., 2004) e artrite
reumatéide (RUEDA, et al., 2005; GRACIE, et al., 2005; PAWLIK, et al., 2006).

A Interleucina-18 (IL-18) inicia um papel chave nas doencas autoimunes,
inflamatérias e infecciosas (MCINNES, et al., 2000; STASSEN, et al., 2003; HAAS,
et al., 2005) e também pode ter importdncia nos mecanismos da rejeicdo ao
aloenxerto renal. Pacientes com Rejeicao aguda do aloenxerto renal tiveram maiores
niveis de IL-18 em comparacao com pacientes sem rejeicao (STRIZ, et al., 2005), e
também com necrose tubular aguda (PARIKH et al., em 2004). A producao de IL-18

mostrou estar correlacionada com um padrdo histoldégico de rejeicdo em modelo
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murino de transplante cardiaco (AFFLECK, et al., 2001), e em transplante renal
humano (STRIZ, et al., 2005).

Entretanto, estudos clinicos que mostrem a associacao entre a regiao
promotora do gene da IL-18 e Rejeicao aguda e cronica sao escassos (STRIZ, et al.,
2005; KOLESAR, et al., 2007; KIM, et al., 2008) e nenhum trabalho relacionou a sua
expressao a expressao de HLA-G no enxerto renal.

1.4.2. IFN-y

O IFN-y esta localizado na posicdo 12914 (MIM # 147570) e medeia
resposta imune podendo ter efeitos pro ou antiinflamatérios dependendo do contexto
(THAKKINSTIAN et al., 2008). O papel do INF-y como um indutor da resposta Th1 e
na producdo de outras citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias ja estd bem
estabelecido (JANEWAY et al., 2002).

YANG et al. (1996) detectaram a inducao da expressao do HLA-G, tanto
intra quanto extracelularmente pelo INF-y em células do estroma semelhantes a
macréfagos. Perceberam que a proporcao de HLA-G em relagéo aos HLA-B e HLA-
C também aumentou, efeito esse nao percebido quando as células foram tratadas
com INF-a e INF-B (os quais sdo fracos indutores e HLA-G). Estudos recentes tém
indicado que o INF-y aumenta significativamente a expressdo das moléculas nao
classicas HLA-E e HLA-G, favorecendo o estabelecimento de mecanismos
regulatérios (DERRE et al., 2006).

Desta forma, o INF-y € uma citocina que participa tanto na regulagao da
resposta imune celular, quanto da ativacdo de células T. Trabalhos tém
demonstrado que a regiao do intron 1 do gene do INF-y é altamente polimorfico por
apresentarem regides de microsatélites (POCIOT et al., 1997; PRAVICA et al,,
1999). Essa regido possui o alelo 2 que foi associado com alta producao, in vitro
(PRAVICA et al., 1999) e in vivo de INF-y (AWAD et al., 1999).

Mais recentemente, foi caracterizado outro polimorfismo, dessa vez de um
unico nucleotideo, no gene desta citocina presente na posi¢cdo 874 do intron 1 do
gene de INF-y, onde podem se alternar uma timina ou adenina (+874 A/T) (PRAVICA
et al., 2000). A presenca de timina na posicdo mencionada associa-se com
repeticdes de microssatélites e com alta produgcdo da mesma, favorecendo a ligacéo

do fator de transcricdo NF-xB. O genétipo T/T é denominado “Alto Produtor”
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enquanto que o gendtipo A/A é conhecido por “Baixo Produtor” (PRAVICA et al.,
2000).

Este mesmo polimorfismo vem sendo estudado com relagéo a tolerancia
ao aloenxerto renal (BRABCOVA et al, 2007; PELLETIER et al., 2000;
THAKKINSTIAN et al., 2008; AZARPIRA et al., 2009), mas a sua relacéo a aceitacao
do enxerto ainda permanece controversa (THAKKINSTIAN et al., 2008). O INF-y
contribui para maior expressdo de HLA-G (DERRE et al., 2006), mas nenhum estudo
investigou se o polimorfismo +874 do INF-y encontra-se associado com a expressao

da molécula HLA-G em bidpsias de pacientes transplantados renais.

1.4.3. TNF

O gene do TNF esta localizado dentro da regido altamente polimérfica do
MHC lll, na posicao 6p21.3 (MIM # 191160) e medeia resposta imune, podendo ter
efeitos pro ou antiinflamatérios dependendo do contexto (THAKKINSTIAN et al.,
2008).

Willian em 1968 relatou um fator citotoxico produzido por linfécitos e
nomeou-o linfotoxina (LT). (KOLB; GRANGER, 1968) A homologia sequencial e
funcional entre o TNF-o. € LT levou a renomeacao de TNF como TNF-a e LT como
TNF-B. TNF-a é hoje denominado somente como TNF e é produzido principalmente
como uma proteina disposta em homotrimero estavel (KRIEGLER et al., 1998;
TANG et al., 1996). Esta forma integrada a membrana (26 kDa) é libertada através
de clivagem proteolitica pela enzima metaloprotease conversora de TNF (TACE
[tumor necrosis factor-a-converting enzyme], também chamada de ADAM17
[metaloproteinase dominio 17]) formando a citocina soltvel homotrimérica (sTNF) (3
x 17 kDa = 51 kDa). A forma trimérica solivel (sTNF) tende a dissociar em
concentracdes abaixo da faixa nanomolar, perdendo sua bioatividade (BLACK et al.,
1997). Cada molécula contendo 17 kDa é composta por duas folhas B antiparalelas,
com pregas B antiparalela, formando uma B-estrutura tipo "rocambole”, tipica da
familia TNF, mas também encontradas em proteinas virais do capsideo.

TNF se liga a dois receptores: o TNF-R1 (receptor TNF tipo 1; CD1203;
p55/60) e 0 TNF-R2 (receptor TNF tipo 2; CD120b; p75/80). TNF-R1 é expresso na
maioria dos tecidos, e pode ser totalmente ativado tanto pela forma ligada a

membrana quanto a soluvel trimérica do TNF, enquanto que o TNF-R2 é encontrado
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apenas nas células do sistema imunolégico, e respondem a forma ligada a
membrana do homotrimero o TNF. Como a maioria das informacgdes da sinalizacéo
de TNF é derivada do TNF-R1, o papel do TNF-R2 é subestimado.

Em contacto com o seu ligante, os receptores de TNF também formam
trimeros, suas pontas se encaixam nos sulcos formando monémeros de TNF. Esta
ligacdo provoca mudanca conformacional no receptor, levando a dissociagdo da
proteina inibitéria DDOS a partir do dominio de morte intracelular. Essa dissociacao
permite a adaptacdo da proteina TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated DEATH domain protein) para se ligar no dominio da morte, servindo
como uma plataforma para a ligagcdo de uma proteina subsequente. Apés ligacao da
TRADD, trés caminhos podem ser iniciados: a) ativacdo do NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); b) ativacdo da MAPK (Mitogen-
activated protein kinases) e; c) inducdo de sinalizagcdo de morte (WAJANT et al.,
2003; CHEN; GOEDDEL, 2002).

TNF é capaz de induzir morte celular por apoptose, modular o
crescimento, induzir diferenciacdo celular e inibir a replicacao viral e tumorigénese
(BARBARA et al., 1996). Também tem papel na sépse, sindrome do choque, injuria
tecidual, inflamacéo, diabetes (YEUNG et al., 1996). A desregulacédo da producdo do
TNF implica em uma variedade de doencas humanas, (LOCKSLEY et al., 2001).
Grandes quantidades de TNF sao liberadas em resposta a lipopolissacarideos,
outros produtos bacterianos, e interleucina-1 (IL-1), e apresenta uma série de acdes
em varios érgaos e tecidos, em geral, juntamente com IL-1 e IL-6.

O TNF é uma citocina pro-inflamatéria e regulador central da imunidade
inata e celular. E produzido principalmente por mondcitos/macréfagos e em menor
escala por mastécitos, células endoteliais, midcitos, tecido adiposo, fibroblastos e
tecido neuronal e por células T e B, que podem promover reatividade aloimune pés-
transplante por a) estimular macréfagos (HEIDENREICH et al., 1988; HOFFMAN;
WEINBERG, 1987); b) regular positivamente moléculas de adesido endotelial; c)
promover infiltracdo de células mononucleares (revisado por LEEUWENBERG et al.,
1988), e; d) aumentar a imunogenicidade do enxerto devido a regulacao positiva de
moléculas MHC de classe | e || (LEEUWENBERG et al., 1988; COLLINS et al., 1986;
LAPIERRE et al., 1988). O TNF pode ser também diretamente citotéxico para as
células do enxerto por aumentar a infiltracdo de granulécitos (DECKER et al., 1987;
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SMITH et al., 1990). No entanto o TNF também esta associado com a expressao da
molécula tolerogénica, HLA-G (ZIDI et al., 2006).

Portanto, o nivel de producao desta citocina no sitio do aloenxerto pode
ser importante para acelerar a rejeicado (TURNER et al.,, 1997; SANKARA et al.,
1999). O nivel de producao da citocina pode estar associado com polimorfismos da
regiao promotora do gene da citocina (HOFFMANN et al., 2001). O polimorfismo da
regido promotora pode afetar direta ou indiretamente a ligacdo de fatores de
transcricdo e consequéntemente aumentar a producdo de mRNA regulando a
producéo da citocina (WILLIAMS et al., 1995)

Ha muitos SNPs neste gene, especialmente da regido regulatéria 5'
enquanto que as regides codificadoras e 3' mostraram alto grau de conservacao
(WALDRON-LYNCH et al., 1999). Os mais frequéntes na populacao caucasiana
estdo situados nas posicées -238 (D’ALFONSO; RICHIARDI, 1994; WALDRON-
LYNCH et al., 1999), -308 (WILSON et al., 1997), -857 (HERRMANN et al., 1998), -
863 e -1031 (HIGUCHI et al., 1998) em relacao ao sitio de inicio da transcricao.

Os polimorfismos -238 G/A e —308 G/A do -a, estdo situados na regiao
flanqueada 5 do gene que contém multiplos sitios regulatérios (DROUET et al.,
1991). O gendtipo -308 GG esta associado com baixo nivel e os genétipos -308 AG
e -308 AA com altos niveis do TNF (KROEGER et al., 2000; HUANG et al., 1999).
Sendo a produgéo transcricional do alelo -308 A seis vezes maior que do alelo -308
G (WILSON et al., 1997). Os genétipos -238 AG e -238 AA estao relacionados com
alto nivel de producédo do TNF e o0 -238 GG com baixo nivel (ALTUN et al., 2005).

Sao inumeros os trabalhos que correlacionaram o SNPs -308 A/G com a
tolerancia ao enxerto renal (THAKKINSTIAN et al., 2008,) jA com o SNPs -238 A/G
sdo poucos. E nenhum trabalho correlaciou esses polimorfismos com a expressao
de HLA-G no aloenxerto renal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia dos
polimorfismos génicos HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y e TNF relacionando-os com o
processo de rejeicdo, e com a expressao protéica da molécula HLA-G no aloenxerto

renal.

2.2. Objetivos especificos

% Avaliar a associagdo entre a expressdao de HLA-G no enxerto, e a
evolucao clinica dos transplantados renais com relacao a rejeicao aguda e crénica.

% Avaliar a correlacdo do polimorfismo génico da regidao 3'NT (Nao
Traduzida) molécula HLA-G: 14pb D/I, +3003 C/T, +3010 G/C, +3027 A/C, + 3035
C/T, +3142 G/C e +3187 G/A com a evolucéo clinica dos transplantados renais com
relacao a rejeicdo aguda e crénica e com grupo controle e a expressao de HLA-G no
enxerto.

“ Avaliar a correlagéo da tipificacao alélica do HLA-Cw com a evolugéao
clinica dos pacientes transplantados renais e a expressao de HLA-G no enxerto.

% Avaliar a correlagédo do polimorfismo génico de algumas citocinas: IL-
18 (-137 C/G e -607 A/G), INF-y (+874 T/A) e TNF (-308 A/G), com a evolucao
clinica dos transplantados renais com relagdo a rejeicdo aguda e crdnica e com

grupo controle e a expressao de HLA-G no enxerto.
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3. MATERIAIS E METODOS

A estratégia experimental foi realizada de acordo com a Figura 4 .

(n=116)
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Figura 4 - Fluxograma da estratégia experimental. Cada procedimento contém a identificagao do item
e se encontra descrito em Material e Métodos.
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3.1. Individuos estudados

Este estudo veio a dar continuidade ao projeto aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto da Universidade de Sao Paulo (Processo HCRP n° 5953/2004).

Foram estudados, apdés obtencdo do consentimento por escrito, 116
pacientes submetidos ao transplante renal no Servico de Transplante Renal do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo (HCFMRP-USP). Desses, 71 eram do sexo masculino e 45 do sexo
feminino. Acerca dos receptores, 95 receberam rim de doador falecido, seguindo os
critérios adotados pela Central de Notificacdo, Captacdo e Distribuicdo de Orgdos 2
(CNCDO2-Ribeirdao Preto-SP) (Resolugdo SS-94-Secretaria de Saude do Estado de
Sao Paulo, 2005) e 20 de doadores vivos relacionados.

Como controles normais foram utilizados amostras de sangue de
individuos doadores de medula éssea do Hemocentro de Ribeirdo Preto para
extracdo de DNA. Amostras soro positivas para AIDS, Hepatite B, Hepatite C,
doenca de Chagas, sifilis e HTLV | e |l foram descartadas e desconsideradas para
analise.

Os dados demograficos dos receptores, além de outros fatores como a
etiologia da doenca que conduziu a perda renal, indice de reatividade contra painel
de células (PRA) no pré-transplante, tempo de isquemia fria, tratamento
imunossupressor, compatibilidade HLA e ocorréncia de infecgbes virais foram

documentados.

3.2. Bidpsias renais

O seguimento dos pacientes foi realizado pela equipe médica do Servico
de Transplante Renal do HC-FMRP-USP. As bibpsias renais foram realizadas
conforme indicagdo clinica (nefrotoxicidade por drogas, rejeicdo aguda, CAN,
recidiva de glomerulopatia, etc.). Para o controle foram realizadas bidpsias de rim

normal humano, obtida por autdpsia, de individuo morto por trauma.

3.3. Analise histologica
O espécime renal foi fixada e inserida em bloco de parafina. Andlise
histolégica foi realizada em cortes de 4u de espessura, corado com

hematoxilina/eosina, Tricrdmico de Masson e prata metenamina. Todas as analises
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opticas foram processadas no Laboratério de Patologia Renal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto e analisadas pelo mesmo patologista, conforme a
classificacdo de BANNF 97 (RACUSEN et al., 1999). Ap6s a criteriosa analise
histoldgica, os pacientes foram enquadrados em dois grupos: grupo de rejeicao,
aqueles que apresentaram rejeicdo aguda ou CAN, e o grupo sem achados
histolégicos de rejeicdo, mas apresentando outros achados histopatolégicos
isolados, como: necrose tubular aguda, nefrotoxicidade por drogas, fibrose, ou
ainda, histologia normal.

3.4. Expressao protéica de HLA-G de membrana no enxerto renal

A avaliagdo da expressao de antigenos HLA-G em tecido renal foi
realizada utilizando-se técnica de imunohistoquimica de amostras parafinadas
obtidas de tecido renal proveniente de bidpsia de paciente transplantado renal.

Para a pesquisa do HLA-G, no material inserido em parafina foi feita a
recuperacao antigénica em &cido citrico 10 mM com rigorosa afericdo do pH (6,0),
durante 40 minutos.

Posteriormente, seguiu-se o bloqueio da peroxidase endoégena, por meio
da incubacgao dos cortes com agua oxigenada a 3% em PBS, por 10 minutos. Apds
as lavagens com PBS, as laminas foram incubadas com avidina a 0,01% por 15
minutos, em seguida, retirou-se o excesso de avidina e adicionou-se a biotina a
0,1% por 15 minutos, para fazer o bloqueio da biotina endégena. Depois desse
procedimento, os cortes foram lavados em PBS, por duas vezes, e incubados com
soro de leite a 3% em agua destilada (leite desnatado Molico, Nestlé) por 20
minutos, a fim de obter o bloqueio das ligacbes protéicas inespecificas. Em seguida,
dispensando dessa vez as lavagens, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios, em camara Uumida, em temperatura de 4°C por uma noite.

O anticorpo utilizado foi o anticorpo policlonal de cabra anti HLA-G (clone
4H84 — cedido gentiimente pelo Servico de Pesquisa em Hemato-imunologia do
Hospital Saint-Louis — Paris, na diluicdo de 1/100, em PBS, contendo 1% de tween
20 (Sigma, Saint Louis, EUA).

Ap6s esse periodo, realizaram-se as lavagens consecutivas e,
posteriormente, incubacdo a temperatura ambiente por 45 minutos, com os
anticorpos biotinilados (1/500 em PBS/tween), proveniente da Dako Laboratories.

Depois de novas lavagens, os cortes foram incubados com o complexo avidina-
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biotina-peroxidase (DAKO, Hamburg, Germany) por 45 minutos, a temperatura
ambiente.

Posterior as lavagens consecutivas com PBS, procedeu-se a revelacéao
da reacdo utilizando-se o substrato revelador 3,3 diaminobenzidina (DAB) (DAKO)
em PBS, contendo 0,1% de agua oxigenada 20 volumes, por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente, as reacdes foram interrompidas com agua
destilada e as laminas coradas com Hematoxilina de Mayer por 3 minutos, a
temperatura ambiente. Apds serem lavadas com agua destilada, as laminas foram
imediatamente montadas com balsamo do Canada.

O controle negativo das reacodes foi realizado através da substituicado dos
anticorpos primarios por PBS. Para se detectar a producéo basal dessas moléculas
no tecido renal foram utilizadas bidpsias de pacientes com rim normal obtido através
de autdpsia e como controles positivos da reacado foram utilizados fragmentos de
trofoblasto humano obtido do primeiro trimestre de gravidez.

3.5. Extracao de DNA

Para as analises de polimorfismo genético, o DNA gendmico foi extraido
das amostras de sangue periférico de pacientes transplantados e do grupo controle
formado de doadores de medula éssea (TMO), por salting out, conforme descrito por
MILLER et al., (1988), com algumas modificagdes. Desta forma, 10 mL do sangue
total sdo transferidos para tubos de polipropileno de 50mL ao qual se adiciona
solucao tampao de lise de heméacias (0,3M sacarose; 10mM Tris-HCL pH7.5; 5mM
MgCl; Triton X-100 1%). O hemolisado é homogeneizado por inversdo e
centrifugado a 6000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante é desprezado e o
processo repetido novamente, buscando obter um precipitado livre de hemacias.

Em seguida, sdo adicionadas ao precipitado 4,5mL de solucado tampéao de
lise de glébulos brancos (0,075M NaCl; 0.024M Na-EDTA pH 8,0), 125uL de SDS a
10% e 1,1mL de perclorato de sédio a 5,0M. Agita-se o tubo vigorosamente por 10
segundos e adiciona-se 2mL de solucéo salina saturada (NaCl 6.0M), para extracao
de proteinas. Em seguida, o tubo é vigorosamente homogeneizado, por 15
segundos e centrifugado a 6000 x g, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (contendo
o DNA) é transferido para outro tubo de 50 mL, sendo adicionado igual volume

(7mL) de isopropanolol absoluto (Merk, Alémanha), para precipitar o DNA.
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O precipitado de DNA é removido com pipeta de Pasteur e transferido
para um tubo Eppendorf. O excesso de isopropanolol é retirado com pipeta e o
precipitado, lavado com 1.5mL de etanol a 70% apds 10 minutos de centrifugacéo, a
6000 x g, a 4°C. Em seguida, despreza-se o etanol e o DNA é seco a temperatura
ambiente, com tubo invertido, em papel toalha. Finalmente, hidrata-se o0 DNA em
100 a 300 uL de agua DEPC e quantifica-se o mesmo em espectrofotobmetro
GeneQuant Il (Pharmacia, EUA) com filtro de 260nm. O material é estocado a -20°C

até o momento da analise.

3.6. Polimorfismo da regiao 3’NT do gene HLA-G

A regido 3'NT ¢ inicialmente amplificada utilizando a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), usando os iniciadores representados na Tabela 4. Os
reagentes e as concentragdes finais utilizadas estdo listados na Tabela 5 e as
condicoes de amplificagdo estao listadas na Tabela 6.

Tabela 4 - Iniciadores para detecgdo dos polimorfismos da regido 3 NT do HLA-G.

Iniciadores Sequéncia (5’- 3°) Amplicon Alvo Referéncia
HLAGSR GTCTTCCATTTATTTTGTCTCT 345-pb e 3NT .
Bermingham et al. 2000
HLAGSF TGTGAAACAGCTGCCCTGTGT 359-pb HLA-G

Tabela 5 - Reagentes e concentracdes utilizadas para a amplificacdo da regiao 3’ NT do HLA-G.

Reagente Concentracao
H.O
Tampao? 1x
MgCl,° 1,5 Mm
DNTP° 0,2 mM
HLAG8R 0,2 pmol
HLAG8F 0,2 pmol
Taq polimerase 0,5U
DNA 200 ng
Volume final 25 uL

@20 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KCl,
® cloreto de magnésio,
¢ dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato
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Tabela 6 — Condi¢des de amplificagao da regido 3’ NT do HLA-G.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 5 1X
95°C 45"
56°C 45 30X
72°C 25~
72°C 7 1X
4°C w

O produto amplificado € verificado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% corado pela impregnacédo pela prata, onde a presenga de um
fragmento de 345-pb e 359-pb indica a presenca da delecdo ou insercéao
respectivamente, do polimorfismo de 14-pb. Apds a leitura do polimorfismo de 14-pb,
o produto de PCR é sequenciado diretamente em seqienciador automético 3100
Genetic Analyzer, da Applied Biosystems, o conjunto de reagentes para
seqlienciamento BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e o iniciador
HLAGS8R.

As sequéncias obtidas sdo alinhadas entre si de forma a se observar
todos os pontos de variagao entre elas. Cada polimorfismo (14pb D/I, +3003 C/T,
+3010 G/C, +3027 A/C, + 3035 C/T, +3142 G/C e +3187 G/A) foi confirmado e
analisado individualmente e correlacionados com a evolucéo clinica dos pacientes

transplantados renais.

3.7. Tipificacao dos Genes HLA por PCR-SSP (Reacao da Cadeia Polimerase
- Amplificacao Sequéncia-especifica)

As tipificagbes HLAs -A, -B —C e -DR séo realizadas utilizando kits Micro
SSP HLA DNA typing (One Lambda, EUA). Os kits, forneceram misturas prontas (D-
mix) de dNTPs e solucdo tampao de enzima, contém também primers pré-
otimizados para amplificacdo dos grupos de alelos, além de primers para controle
interno da reacao (gene da B globina humana). Adiciona-se ao tubo D-mix, Taq
polimerase na concentracdo de 5U/uL, o primer especifico e a amostra de DNA na
concentracdo de 100ng/uL com volume final de 10uL. Procede-se a ciclagem

descrita na Tabela 7 para genotipificacdo HLA -A, -B, Cw, -DR.
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As amplificagdes sdo verificadas por eletroforese em gel de agarose a 2,5
%, em tampao TBE, contendo 1uL de brometo de etideo. A -150V por 5 minutos e as

bandas sao visualizadas em transiluminador UV.

Tabela 7 — Condigdes de amplificagdo HLA -A, -B, Cw e -DR.

Temperatura Tempo Ciclos

94°C 210

63°C 1 X
94°C 10~

63°C 1 9X
72°C 40~

94°C 10~

59°C 50" 20 X
72°C 30~

72°C 5 1X
4°C o

Depois de confirmada a amplificacdo dos produtos da PCR, esses séo
desnaturados, neutralizados e hibridizados com beads que contém sequéncias
especificas. Essas beads hibridizadas com as sequéncias nucleotidicas das
amostras sao posteriormente incubadas com SAPE, contido no Kit e que confere
fluorescéncia as sequéncias nucleotidicas das beads. Posteriormente faz-se a leitura
em aparelho Luminex® 100 (One Lambda, EUA) e a subseqliente andlise pela
combinacao das beads em software HLA Fusion Research (One Lambda, EUA), que
enfim, fornece os alelos para os HLA -A, -B -Cw e -DR.

3.8. Polimorfismo génico da IL-18

As reacbes de amplificacao para os SNPs -607 C/A e -137 C/G do gene
da IL-18 foram realizadas pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase com
iniciadores (primers) de sequéncia especifica (Polymerase Chain Reaction -
sequence-specific primers — PCR-SSP) utilizando-se 200 ng de DNA de cada
amostra. Os reagentes para cada loco tipificado (-607 A, -607 C, -137 C e -137 G)
séo colocados em microtubos de 0,2 mL, atingindo o volume final de 10 pL.

Como controle interno, séo utilizados os iniciadores HGBA.A e HGBA.S
(genes da hemoglobina humana). Todas as reac¢des foram feitas em termociclador
Biocycler MJ96G. Os reagentes e as concentragdes finais utilizadas estao listados
na Tabela 8. Os iniciadores especificos para cada variante estdo descritos nas
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Tabelas 9 e 10 e as condicdes de amplificacdo estao listadas nas Tabelas 11 e 12 e

as condicoes especificas para eletroforese de cada SNP da IL-18 estudado estao

descritas na Tabela 13.

Tabela 8 - Reagentes utilizados para a amplificagao dos SNPs -607 A/C e -137 C/G da IL-18.

Reagente Concentragéo
H.O
Tampao? 1x
MgCl,"° 1,5 Mm
DNTP® 0,25 mM
HGBA.S 2 pmol
HGBA.A 2 pmol
607A ou 607C * ou 3 pmol
137C ou 137G * 3 pmol
607.2 ou 137.2* 3 pmol
Taq polimerase 0,75U
DNA 200 ng
Volume final 10 uL

@20 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KClI,
¢ dNTP 2’ deoxinucleosideo 5’ trifosfato.

® cloreto de magnésio,

* Para cada loco € feita a reagdo em um tubos separados: SNP -
607 A/C (um tubo com o primer especifico para o alelo 607 A e
outro tubo para o primer especifico do alelo 607 C, ambos os

tubos com o primer genérico 137.2,;

SNP -137 C/G (um tubo

com o primer especifico para o alelo -137 C e tubo para o primer
especifico do alelo -137 G, ambos os tubos com o primer

genérico 607.2.

Tabela 9 - Iniciadores para detec¢éo do polimorfismo do SNP -607 A/C da IL-18.

Iniciadores Seqiiéncia (5’- 3’) Amplicon Alvo Referéncia
IL-18 607.3 - IL-18 Genérico | MACCTCATTCAGGACTTCC
IL-18 607C - IL-18 Especifico GTTGCAGAAAGTGTAAAAATTATTAC 196 pb ) 6%712/0 Giedraitis et al., 2001
IL-18 607A - IL-18 Especifico GTTGCAGAAAGTGTAAAAATTATTAA
HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratério
456 / 436 pb
HGBA.A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratério
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Tabela 10 - Iniciadores para detecgao do polimorfismo do SNP -137 C/G da IL-18.

Iniciadores Seqiiéncia (5’- 3’) Amplicon Alvo Referéncia
IL-18 Genérico - IL-18 137.2 AGGAGGGCAAAATGCACTGG
IL-18 Especifico - IL-18 137C CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAC 261 pb ) 1';;13 c  Giedraitis et al., 2001

IL-18 Especifico - IL-18 137G CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAG

HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratério
456 / 436 pb
HGBA.A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratério

Tabela 11 — Condigbes de amplificacdo do SNP -607 A/C da IL-18.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 1X
94°C 20~
64°C 40 7X
72°C 40"
94°C 20~
57°C 40 25 X
72°C 40"
72°C 5 1X
4C o0

Tabela 12 — Condigbes de amplificagdo do SNP -137 C/G da IL-18.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 1X
94°C 20~
68°C 60~ o
94°C 20~
62°C 20" 25 X
72°C 40"
72°C 5 1X

4°C 0
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Tabela 13 - Condi¢des para eletroforese de cada SNP da IL-18.

SNP Gel Voltagem Tempo
IL-18 —607 10% nao-desnaturante 230V 1:00 h
IL-18 —137 10% nao-desnaturante 230V 1:00 h

3.9. Polimorfismo génico do INF-y

O DNA genbmico, obtido a partir de células do sangue periférico, €
amplificado com iniciadores, como descrito por Pravica e colaboradores (2000),
demonstrados na Tabela 14. Os reagentes utilizados para amplificacdo estao
descritos na Tabela 15 e as condicbées de amplificacdo estdo descritas na Tabela 16.
Como controle negativo foram utilizados todos os reagentes acima descritos, exceto
o DNA. Para visualizacdo dos produtos amplificados, as amostras foram
amplificadas em gel de poliacrilamida a 10% corado por nitrato de prata.

Tabela 14 - Sequéncias dos primes necessarios para reagao de tipificacdo do polimorfismo da regiao
+874 do gene da citocina INF-y.

Seqiiéncias Iniciadoras

“Sense” Genérico TCAACAAAGCTGATACTCCA
Degenerado “Antisense” T TTCTTACAACACAAAATCAAATCT
Degenerado "Antisense” A TTCTTACAACACAAAATCAAATCA

GCCTTCCAACCATTCCCTTA (Primer 1)

Controle Interno (Horménio de Crescimento) .
TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC (Primer 2)

Tabela 15 - Reagentes necessarios para uma reagao de tipificacdo do polimorfismo da regiao +874
do gene da citocina INF-y.

Reagentes Volume (pL)
MgCI° (50mM) 0,3 uL
Tampao® 1,0 L
dNTP° (1,25mM) 1,6 L
Primer (genérico) (10 mM) 0,25 uL
Primer (A/T) (10 mM) 0,25 pL
Controle sense GH1 0,05 L
Controle antisense GH2 0,05 pL
H.0 5,45 UL
Taq (5 U/ L) 0,05 pL

@20 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KCl,
® cloreto de magnésio,
¢ dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato
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Tabela 16 - Perfil de ciclagem do SNP +874 do gene da citocina INF-y.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 1
95°C 157 10X
62°C 50"
72°C 40"
95°C 20~
56°C 50"
72°C 50" 20X
72°C 10°

3.10. Polimorfismo génico do TNF

O polimorfismo de genes promotores do TNF foi avaliado quanto a
presenca dos SNPs -308A/G e -238A/G, relacionados com atividade transcricional.

Para a deteccao destes polimorfismos, realiza-se a técnica da Reagdo em
Cadeia da Polimerase com iniciadores de seqiiéncia especifica (PCR-SSP —
Polymerase Chain Reaction - sequence-specific primers) utilizando-se 200 ng de
DNA de cada amostra. Os iniciadores especificos para cada variante estao descritos
nas Tabelas 17 e 18 Adicionalmente, os iniciadores HGBA. A e HGBA. S sao
utilizados como controle interno de cada reacao. Os reagentes estdo mostrados nas

Tabelas 19 e 20 e os Perfis de ciclagem estao representados nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 17 - Iniciadores para detecgao dos polimorfismos das SNPs -238 A/G do gene TNF.

Primer Sequéncia (5’- 3’) Amplicon Alvo Referencia
TNF 238 UP - TNF Genérico AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT TUGLULAR et al., 2003
TNFAS238G - TNF Especifico CCCCATCCTCCCTGCTCC 175 bp ) 22:FAG MARSH et al., 2003
TNFAS238A - TNF Especifico TCCCCATCCTCCCTGCTCT MARSH et al., 2003
HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratério
456 / 436 pb

HGBA.A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratério
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Tabela 18 - Iniciadores para detecgao dos polimorfismos das SNPs -308 A/G do gene TNF.

Primer Sequéncia (5’- 3’) Amplicon Alvo Referencia

TNFAA 308.2 - TNF Genérico ~CAGCGGAAAACTTCCTTGGT TUGLULAR et al., 2003
TNF

TNFAS 308G - TNF Especifico ATAGGTTTTGAGGGGCATGG 259 pb 308 AG MARSH et al., 2003
TNFAS 308A - TNF Especifico ATAGGTTTTGAGGGGCATGA MARSH et al., 2003

HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratério

456 / 436 pb
HGBA.A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratério

Tabela 19 - Concentracoes de reagentes utilizados para a amplificagdo das SNPs -308 A/G do TNF.

Reagente = Concentracdao  Quantidade(ul)

Agua 6,41
Tampao 10 X 1,0
MgCl, 50 mM 0,3
DNTP 20 mM 0,14
HGBA S 10uM 0,20
HGBA A 10 uM 0,20
308 A ou 308 G* 10uM 0,30
TNF 308.2 10uM 0,30
Taq Polimerase 5 Unul 0,15
DNA 100ng 1,0
Volume final 9,0

220 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KClI, ° cloreto de magnésio, © dNTP
2’'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

* Para cada loco é feita a reagdo em um tubos separados: um tubo
com o primer especifico para o alelo 308 A e outro tubo para o
primer especifico do alelo 308 G, ambos os tubos com o primer
genérico 308.2.
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Tabela 20 - Reagentes utilizados para a amplificagdo das SNPs -238 A/G do TNF.

Reagente Concentracao  Quantidade(ul)
Agua 6,41
Tampéao 10X 1,0
MgCl2 50 mM 0,3
DNTP 20 mM 0,14
HGBA S 10uM 0,20
HGBA A 10 uM 0,20
238 A ou 238G 10uM 0,30
TNF 238.2 10uM 0,30
Taq Polimerase 5 Ul 0,15
DNA 100ng 1,0
Volume final 9,0

220 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KClI, ° cloreto de magnésio, ¢ dNTP
2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato
* Para cada loco é feita a reagdo em um tubos separados: um tubo
com o primer especifico para o alelo 238 A e outro tubo para o
primer especifico do alelo 238 G, ambos os tubos com o primer

genérico 238.2.

Apbs a preparacdao da mistura da reacdo de amplificacdo, essas sao

submetidas a PCR nos seguintes ciclos no termociclador (Applied Biosystems 9700),

conforme mostrado na Tabela 3.10.5

Tabela 21 - Perfil de ciclagem do SNP -308 A/G do TNF.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 5' 1X
94°C 45”
64°C 45” 32X
72°C 1'
72°C 5' 1X
4°C w

Tabela 22 - Perfil de ciclagem do SNP -238 A/G do TNF.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 1X
94°C 20~ 5X
68°C 60~
94°C 20~
62°C 20" 25X
72°C 40~
72°C 5 1X

4°C

0
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Os produtos de amplificacdo sao submetidos a separacdo por
eletroforese em condigbes desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida
acrescidos de glicerol Tabela 3.10.7.

Tabela 23 - Condic¢des para eletroforese de cada loco polimérfico estudado.

SNP Gel Voltagem Tempo
TNF -308 10% nao-desnaturante 230V 1:00 h
TNF -238 10% nao-desnaturante 230V 1:00 h

3.11. Analise dos resultados

Apoés a coleta dos dados os mesmos foram codificados, criando-se um
banco de dados em EXCEL. A determinacao das frequéncias alélicas e genotipicas
foi calculada pela contagem direta.

Para comparacbes de mais de dois grupos (rejeicdo aguda, rejeicao
crbnica e sem rejeigcdo) as variaveis sexo, cor da pele, causa da falha renal, match e
mismatch de HLA e imunossupressor utilizado, o teste exato foi realizado pelo
alogaritimo Metropolis (MET) para obter uma estimativa imparcial do exato valor de
P para uma determinada Tabela de contingéncia RXC (no caso de diferencas
significativas reveladas por esta ultima analise, comparagdes pds-teste de pair-wise
foram realizadas com o teste exato de Fisher).

A presenca de uma associacao significativa entre os sitios polimérficos
presentes na regidao 3'NT foram verificadas por meio de teste de desequilibrio de
ligagdo implementado no programa GENEPOP 3.4 (Raymond e Rousset 1995).
Dada uma associacdo positiva, porém fase gamética desconhecida, o método
PHASE (STEPHENS et al., 2001) é utilizado para inferir os haplétipos dessa regiao.

A comparacado de frequéncias alélicas ou genotipicas absolutas entre
grupos (por exemplo, rejeigdo, ndo-rejeicdo), para identificar eventuais associagoes,
é feita por meio do teste exato de Fisher bi-caudal com auxilio do software
GraphPad InStat 3.06 (INC., 2003). A intensidade das associagdes (susceptibilidade
ou resisténcia) & determinada pelo calculo de Odds Ratio (OR), acompanhado de
intervalo de confianca de 95% (I.C. 95%). Essas analises sao realizadas utilizando-
se o software GraphPad InStat 3.06 (INC, 1998).
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Amplitudes de variacdo, médias e desvios-padrdao de quaisquer variaveis
continuas (ocorréncia ou nao de expressado, idade, média do percentual de
anticorpos, niumero médio de compatibilidade de HLA, tempo de isquemia e tempo
decorrente entre transplante e bidpsia e tratamento imunossupressor) foram
estimadas utilizando-se novamente o software GraphPad InStat 3.06 (INC., 2003).
Para a comparacao de médias entre 2 grupos, foram aplicados os testes t de student
(paramétrico) ou Mann-Whitney (nao-paramétrico) bi-caudais. A comparacdo de
médias entre 3 grupos foi realizada por meio das analises de ANOVA (paramétrica)
seguido do pés testes de Tukey ou Kruskal-Wallis (ndo-paramétrica), seguido do pds
testes de Dunn. A decisdo entre aplicacdo de testes paramétricos e nao-
paramétricos foi baseada no resultado do teste Kolmogorov-Smirnov de
normalidade.

Aderéncias as proporcoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-
Weinberg (HWE) foram testadas pelo método de enumeragdo completa usando o
software GENEPOP 3,4. E para todos os testes utilizados, a hipétese de nulidade foi
rejeitada, quando possibilidade de ocorréncia casual das diferencas observadas nao
excedia 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Individuos estudados

Foram obtidas amostras sangue periférico, para extracao de DNA, de 116
pacientes transplantados renais.

De acordo com as analises histolégicas das bidpsias, os individuos
estudados foram separados por grupos: Sem rejeicao (n=47), Rejeicdo aguda
(n=17), Rejeicao cronica (n=52) e somando-se os dois ultimos grupos, Rejeicao total
(n=69).

Os dados dos pacientes foram coletados e analisados com relagdo a
raca, sexo, idade, tempo de transplante, tipo de doador, reatividade contra painel,
tempo de isquemia fria, compatibilidades HLA e tipo de imunossupressor utilizado,
estando representados na Tabela 24.1. O unico fator com diferenga estatisticamente
relevante foi em relacdo ao total de dias apds o transplante, verificando-se que o
grupo com rejeicao crbnica se apresenta com maior média de dias pds transplante
do que o de rejeicdo aguda (p < 0,0001), e ainda, com o grupo sem rejeicao (p <
0,0001), o que ja era de se esperar, posto que a rejeicdo aguda ocorre geralmente
nos 3 primeiros meses e a crdnica, geralmente, apds o primeiro ano de transplante.
Essas analises caracterizam a homogeneidade de fatores avaliados neste estudo.

Como controles saudaveis, foram obtidas amostras de DNA do sangue
periférico de voluntarios doadores de medula 6ssea (n=142, para polimorfismos da
regiao 3’ NT e n=202, para tipificacdo de HLA-Cw e polimorfismos das citocinas).

4.2. Expressao protéica de HLA-G de membrana no enxerto renal

Com intuito de caracterizar se a expressdao de HLA-G influenciaria na
condicao clinica pos-transplante, avaliamos o perfil de expressdo dessa molécula
em bidpsias estratificadas de acordo com a presenca ou nao de rejeicao.

A reagao de imunohistoquimica para HLA-G foi possivel de ser realizada
em 82 bidpsias dos 116 pacientes pesquisados. Das quais, no grupo rejeicdo aguda
(n=13), 6 (46,15%) sao positivas e 7 (53,84%) negativas; rejeicao cronica (n=35), 16
(45,71%) sao positivas e 19 (54,29%) negativas; rejeicao total (n=48) 22 (45,83%)
sdo positivas e 26 (54,17%) negativas; e Sem rejeicao (n=35) 20 (58,82%) sao
positivas e 14 (41,18%) negativas.
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Tabela 24 - Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes submetidos ao aloenxerto renal

Rejeicao p-valores da comparacao entre:
Sem rejeicdo  Aguda / Crénica/ Rejeicao /
Aguda Crénica (CAN) Total . .
Sem rejeicéo ° Sem rejeigdo °
Sexo (n=17) (n=>52) (n=69) (n=47)
Homens / Mulheres 6/11 34/18 40/ 29 31/16 0.0674(MET) 0.4406 (FET)
Idade (n=17) (n=52) (n=69) (n=47)
Média (anos) 42.98 + 14.52 42.95 +11.84 42.96 + 12.45 44.86 + 12.83 0.7302 (ANOVA) 0.5251 (MW)
Intervalo (anos) 22.65-68.30 5.29 -61.74 5.29 — 68.30 21.81 - 68.23
Cor da Pele (n=17) (n=>52) (n=69) (n=47)
Branco / Mulato / Negro 13/3/1 38/12/2 51/15/3 39/8/0 0.5106 (MET) 0.3001 (MET)
Causa da Falha Renal (n=17) (n=52) (n=69) (n=47) 0.6297 (MET) 1.0000 (MET)
Nefropatia diabética 1 7 8 7
Nefropatia Lupica 1 1 2 1
Doenca de Berger 1 1 2 0
Doenca cistica renal 2 2 4 0
Esclerose do glomérulo 0 0 0 1
Hipertensao 7 14 21 12
Outros 0 4 4
N&o relatado 3 9 12
Desconhecido 4 16 20 16
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Rejeicao p-valores da comparacao entre:
- Sem rejeicdo  Aguda / Cronica / Rejeicao /
Aguda Crénica (CAN) Total
Sem rejeicao ° Sem rejeicdo °

Compatibilidade HLA-A (n=17) (n=51) (n=68) (n = 45) 0.6835 (MET) 0.9608 (MET)
0 3 18 21 15
1 11 28 39 25
2 3 5 8 5
Compatibilidade HLA-B (n=17) (n=>51) (n=68) (n=45) 0.4258 (MET) 0.9273 (MET)
0 3 19 22 16
1 9 28 37 24
2 5 4 9 5
Compatibilidade HLA-DRB1 (n=17) (n=51) (n=68) (n = 45) 0.3177 (MET) 0.0873 (MET)
0 1 3 4 7
1 11 26 37 18
2 5 22 27 20
Incompatibilidade HLA (2n = 34) (2n=102) (2n=136) (2n = 90) 0.7541 (MET) 0.2610 (MET)
HLA-A 17 64 81 55 0.9760 (MET) 0.4297 (FET)
HLA-B 15 66 61 56 0.6900 (MET) 0.2460 (FET)
HLA-DRB1 13 32 45 32 0.6187 (MET) 0.7931 (FET)
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Rejeicao p-valores da comparacao entre:
- Sem rejeicdo  Aguda / Cronica / Rejeicao /
Aguda Crénica (CAN) Total
Sem rejeicao ° Sem rejeicdo °
Reatividade contra
(n=14) (n=33) (n=47) (n=35)

Painel de Anticorpos
0% 10 24 34 23
1a10% 4 3 7 4
10 a 20% 0 2 2 2
20 a 30% 0 0 0 3
30 a 40% 0 1 1 1
40 a 50% 0 0 0 1
50 a 60% 0 3 3 1
Média 2.78 +4.57 8.63 £ 18.25 6.36 + 14.37 8.77 £15.25 0.6930 (KW) 0.5255 (MW)
Intervalo 0-10 0-60 0-60 0-60
Tempo de transplante no

o (n=17) (n=52) (n=69) (n=47)
momento da biépsia
Até 2 meses 5 3 8 22
Entre 2 e 6 meses 4 9 13 9
Entre 6 meses e 1 ano 1 8 9 6
Entre 1 e 3 anos 4 18 22 4
Entre 3 e 10 anos 3 11 14 5
Entre 10 e 16 anos 0 3 3 1
Média (Dias) 449.35+643.29 1165.53 +1379.7 989.08 + 1273.5 434.25+907.27 < 0.0001 (KW)° < 0.0001 (MW)*°
Intervalo (Dias) 7 —1896 12 — 5659 7 — 5659 5—-4593
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Rejeicao p-valores da comparacao entre:
- Sem rejeicdo  Aguda / Cronica / Rejeicao /
Aguda Crénica (CAN) Total
Sem rejeicao ° Sem rejeicdo °

Tipo de doador (n=16) (n=52) (n=69) (n=47)
Falecido / Vivo-Relacionado 13/3 45/7 58/ 11 37/10 0.5897 (MET) 0.4729 (FET)
Tempo de Isquemia Fria (n=15) (n=40) (n =55) (n=38)
Média (Horas) 28.13 +8.63 25.22 +8.49 26.01 £8.55 27.34 £ 12.59 0.3395 (KW) 0.9719 (MW)
Intervalo (Horas) 3.66 —37.00 0.05 - 36.00 0.05 - 37.00 1.00 —72.00
Tratamento Imunossupressor (n=17) (n=52) (n=69) (n=47) 0.5296 (MET) 0.4708 (FET)
Azatioprine 3 4 7 4 0.4048 (MET) 0.7598 (FET)
Ciclosporina 1 7 8 10 0.5949 (MET) 0.4650 (FET)
Micofenolato 9 43 52 42 0.3199 (MET) 1.0000 (FET)
Predinisone 16 45 61 44 0.7434 (MET) 0.4720 (FET)
Rapamicina/Sirulimus 2 3 5 11 0.1093 (MET) 0.0690 (FET)
Simulec 0 1 1 1 1.0000 (MET) 1.0000 (FET)
Tacrolimus/FK 12 26 38 28 0.5141 (MET) 0.6781 (FET)

% Comparacao entre os trés grupos (Rejeicdo aguda, Rejeicao cronica e Sem rejeicao) analisadas por one-way ANOVA seguida de multiplas comparacées
pos teste, Tukey, Kruskal-Wallis test (KW) seguido de mudltiplas comparagdes pos teste, Dunn’s, ou por teste exato que aplica Metropolis algorithm (MET)
para obter um estimatitiva imparcial do exato valor de para uma dada Tabela de contigéncia RxC (no caso de reveladas diferencas significativas por esta
ultima analise, comparagoes pos teste pair-wise foram feitas com teste exato de Fisher).

® Comparagdes entre os grupos Com rejeicdo e Sem rejeicdo feitas por media ou teste-t bicaudal, media Mann-Whitney (MW) ou teste exato de Fisher
bicaudal (FET) ou por um teste exato que aplica o Metropolis algorithm (MET) para obter uma estimativa imparcial do exato valor de p para uma dada Tabela
de contingéncia RxC.

° pos teste de mdltiplas comparagdes, Dunn's, revelou diferencas significativas na comparagao entre os grupos Rejeicdo aguda vs. Rejeicdo cronica (p <
0.01) e Rejeigéo cronica vs. Sem rejeicao (p < 0.001); ndo foi observada diferenga significante na comparacao entre os grupos Rejeicdo aguda vs. Sem
rejeicao (p > 0.05).

4 Comparacao pos teste, Mann-Whitney test (MW), revelou diferencas significativas entre os grupos Rejeigao vs. Sem rejeicao (p < 0.01).
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A Figura 5 mostra fotos da imunohistoquimica feita para a proteina HLA-
G nos cortes de bidpsia renal dos pacientes transplantados e controles. Como
controle negativo foi usado amostras de rim normal, de individuos que tiveram morte
por trauma (Figura 5 C), e como controle positivo amostras de trofoblasto (Figura 5
D). A Figura 4.2.1.A mostra a marcagao negativa para o HLA-G em aloenxerto renal
com rejeicdo aguda e a Figura 4.2.1.B, mostra a marcagao positiva para o HLA-G
em aloenxerto renal sem rejeicdo. Os principais sitios de expressao da molécula
foram as células tubulares renais, sendo que, em alguns casos, detectou-se
marcagao para HLA-G também em células do glomérulo renal e do intersticio.

Figura 5 - Expresséo de HLA-G em aloenxertos renais. Imunohistoquimica com anticorpo anti-HLA-G
(clone 4H84 — cedido gentilmente por Servico de Pesquisa em Hemato-imunologia do Hospital Saint-
Louis - Paris) em biopsias de A - aloenxerto renal com rejeicdo, HLA-G negativo; B — Aloenxerto renal
sem rejeicdo, HLA-G positivo; C - Controle negativo: rim normal e D — Controle positivo: Trofoblasto.
Nota-se imunorreatividade (coloragcdo acastanhada) para HLA-G predominantemente em células
tubulares. Método de deteccdo: Avidina Biotina-Peroxidase (ABC-complexo). Revelagéo:
diamonibenzidina (DAB). Aumento 40 x 10.
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O numero de pacientes e a frequéncia da expressdo de HLA-G no
aloenxerto renal dos diferentes grupos de pacientes transplantados, estao presentes
na Tabela 25. E a probabilidade feita pelo Teste Exato de Fisher bicaudal com o
software GraphPad InStat 3.06 estdo presentes na Tabela 26.

Tabela 25 - Frequéncia da expressao de HLA-G no aloenxerto renal de pacientes transplantados.

Grupos de pacientes n HLA-G+ HLA-G-

Rejeicao aguda 13 0.4615 0.5384
Rejeicao crénica 35 0.4571 0.5428
Rejeicao Total 48 0.4583 0.5417
Sem rejeicao 34 0.5882 0.4117

Através da Tabela 25 e do grafico em Apéndice A é possivel notar que os
grupos com rejeicdo (aguda, cronica e total) tém frequéncia maior de HLA-G
negativo, enquanto que o sem rejeicao tem frequéncia maior de HLA-G positivo. Mas
como pode ser observado na Tabela 26, de probabilidade de expressao de HLA-G
no enxerto renal entre os diferentes grupos de pacientes estudados, a diferenca de
expressao de HLA-G entre os grupos nao foi estatisticamente relevante.

Tabela 26 - Probabilidade da expressao de HLA-G no enxerto de pacientes transplantados renais

Grupos de pacientes p valor
Rejeicdo aguda x Rejeigéo cronica  1.0000
Rejeicdo aguda x Rejeicdo Total 0.5203
Rejeicéo aguda x Sem rejeigao 0.5203
Rejeicao cronica x Rejeicdo Total 0.3383
Rejeicdo cronica x Sem rejeicao 0.3383
Rejeicao Total x Sem rejeicao 0.2704

*p valor pelo Teste Exato de Fisher bicaudal

4.3. Polimorfismo da regiao 3’'NT do gene HLA-G

A variabilidade da regido 3'NT do gene HLA-G foi avaliada por
sequenciamento direto do produto de amplificacdo de 105 pacientes transplantados
renais e 142 individuos controles normais.

Na Figura 6 esta representada a estrutura genética da regido 3'NT

contendo diversos polimorfismos ja descritos, entre eles a presencga ou auséncia de
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um fragmento de 14pb e sete SNPs nas posi¢des, +3003 C/T, +3010 G/C, +3027
A/C, +3035 C/T, +3142 G/C e +3187 G/A e +3196 C/G, dois motivos ricos em AU e
0s iniciadores utilizados para a amplificacao HLAG8F e HLAG8R) (CASTELLI et al.,
2009).

2930 294( 2950 2960 2970 2980 2990 3000 301¢( 3020
ol ecaalevaalosaaliccalecec]ennalosaalasialecaclecaa]ocsealenaalaceclasan]eaaaleves]ocaalaaaalass
TGTGAAACAGCTGCCCTGTGTGGGACTGAGTGGCAAGATTTIGTTCATGCCTTCCCTTTGTGACTTCAAGAACCCTGACTYCTCTTTSTGCAGAGACCAGC
HLAGBF primer 14-bp fragment SNP

present or absent

AUUUA motif UUAUUU motif

3230 3240 3250 3260 3270 3280
GATGGGTTAATTAAAGGAGAAGATTCCTGAAATTTGAGAGACAAAATAAATGGRAAGAC

Complement of HLAGBR primer

Figura 6 - Estrutura genética da regidao 3' NT do I6cus do HLA-G. Codigo IUPAC: Y (Cou T), S (C ou
G), M (A ou C), R (G ou A). Fonte: Castelli et al. Genes and Immunity (2009).

Na Figura 7 esta representada a foto da eletroforese em gel de acrilamida
corada com prata, do produto de amplificacdo para da regido 3'NT do HLA-G. A
presenca de um fragmento de 345 pb ou 359 pb indica um alelo cuja sequéncia de
14-pb esta ausente ou presente, respectivamente. A mesma informacao pode ser
obtida pela andlise do sequenciamento desta regido (Figura 8). Nesta figura nota-se
um individuo com ambos os alelos (ambas as cépias do gene HLA-G) contendo a
auséncia do fragmento de 14 pb (Figura 8 A), um individuo com ambos os alelos
contendo o fragmento de 14-pb (Figura 8 C) e um individuo heterozigoto onde
apenas um dos alelos contém o fragmento de 14-pb, causando sobreposicao de

sequéncias (Figura 8 B).
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— 359 pb

— 345pb

Figura 7 - Gel de eletroforese da amplificagdo da regidao 3° NT do HLA-G. (Il) Homozigoto para
inser¢ao (presenca do 14-pb); (DI) Heterozigoto para insercédo e delecao; e (DD) Homozigoto para

delecédo (auséncia) dos 14 pb.

Na Figura 9 estao representados cromatogramas dos SNPs +3003 C/T,
+3010 G/C, +3027 A/C, +3035 C/T, de 3 amostras, onde a Figura 9.A representa um
individuo homozigoto para +3003 T/T, +3010 G/G, +3027 C/C e +3035 C/C; a
Figura 9.B um individuo heterozigoto para +3003 C/T, +3010 G/C e homozigoto para
+3027 C/C e +3035 C/C; e a Figura 9.C um individuo homozigoto para +3003 T/T e

heterozigoto para +3010 G/C, +3027 A/C e +3035 C/T.

]
Regido dos 14 pb |
]

g

)

s A2 GTyTEwWGYRAESEatllC

bt

TEEECRTgecet cCcC

Homozigoto
Delegao dos 14 pb

Heterozigoto Delegao/
insercdo dos 14 pb

Homozigoto

Inserecéo dos 14 pb

Figura 8 - Cromatograma do sequenciamento da msergao/delegao dos 14 pb da regido 3’ NT do
HLA-G. A) Homozigoto para Delecdo dos 14 pb; B) Heterozigoto para Delecao/ insergao dos 14 pb;

C) Homozigoto para Insercéao dos 14 pb.
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Figura 9 - Cromatograma do sequenciamento dos SNPs +3003 C/T, +3010 G/C, +3027 A/C e +3035
C/T da regido 3’ NT do HLA-G. A) Homozigoto para +3003 T/T, +3010 G/G, +3027 C/C e +3035 C/C;
B) Heterozigoto para +3003 C/T, +3010 G/C e Homozigoto para +3027 C/C e +3035 C/C; C)
Homozigoto para +3003 T/T e Heterozigoto para +3010 G/C, +3027 A/C e +3035 C/T .

Apébs coletados os dados dos gendtipos da regidao 3'NT do HLA-G, os
genotipos encontrados foram analisados quanto sua aderéncia ao Equilibrio Hardy-
Weinberg e o perfil de desequilibrio de ligagao (DL) entre os marcadores. Todos os
genotipos aderiram ao equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto os gendétipos da
posicao +3187, apresentando um excesso de heterozigose. Como se pode observar
na Tabela 27 e no grafico em Apéndice B é possivel notar, levando em consideracao
as baixas frequéncias da homozigose 14pb Ins/ Ins nos grupos, a diminuicao dos
homozigotos 14pb Del/Del e aumento do gendtipo 14pb Del/lIns entre os pacientes
com rejeigdo aguda em relagdo aos demais pacientes transplantados, no entanto,
nao houve diferencas estatisticamente significantes nas frequéncias alélicas e
genotipicas da Insercao/ delecao dos 14pb da regiao 3’ NT do HLA-G entre os
diferentes grupos de pacientes transplantados renais e controle (Tabela 28).
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Tabela 27 - Frequéncia alélica e genotipica do 14pb da regiao 3'NT do HLA-G.
Alelos Genotipos
Grupos n (pH\‘/,Z/I(EJr) 14pb Del / 14pb Del / 14pb Ins /
14pb Del 14pb Ins Del Ins Ins

Rejeigédo aguda 15 0.600 0.400 0.2889 0.267 0.667 0.067
Rejeigéo cronica 48 0.635 0.365 0.3521 0.438 0.396 0.167
Rejeigédo 63 0.627 0.373 1.0000 0.397 0.460 0.143
Sem rejeigao 41 0.573 0.427 0.7540 0.341 0.463 0.195
Controle 142 0.588 0.412 0.0864 0.380 0.415 0.204

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 28 - Probabilidade alélica e genotipica da posi¢cdo 14pb da regido 3° NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

Genotipos Alelos
Grupo de Pacientes 14pb Del / 14pb Del/  14pbins/ 14pb
Ins Ins Del ou Ins

Rejei¢ao aguda x Rejeicao cronica 0.3655 0.0815 0.6733 0.8293
Rejeicao aguda x Sem rejeicao 0.7508 0.2329 0.4184 0.2904
Rejeicao aguda x Controle 0.5750 0.0984 0.3059 0.1799
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao 0.3906 0.6675 0.7864 0.4429
Rejeicao crénica x Controle 0.4988 0.8663 0.6758 0.4701
Rejeicao x Sem rejeicao 0.6794 1.0000 0.7864 0.4698
Rejeicao x Controle 0.8768 0.6466 0.7936 0.5124
Sem rejeicdo x Controle 0.7160 0.5956 1.0000 0.8988

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Nao houve diferencas relevantes para a frequéncia alélica e genotipica da

posicao +3003 da regiao 3'NT do HLA-G entre os diferentes grupos de pacientes

transplantados renais e controle (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29 - Frequéncia alélica e genotipica posigdo +3003 da regido 3° NT do HLA-G.

Alelos HWE Genotipos
Grupos
+3003T  +3003C (p valor) +3003CC  +3003CT +3003 TT
Rejeicao aguda 15 0.900 0.100 1.0000 0.000 0.200 0.800
Rejeicao cronica 48 0.872 0.128 1.0000 0.000 0.255 0.745
Rejeicao 63 0.879 0.121 0.5819 0.000 0.242 0.758
Sem rejeicao 41 0.902 0.098 1.0000 0.000 0.195 0.805
Controle 142 0.863 0.137 0.4721 0.007 0.261 0.732

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)
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Tabela 30 - Probabilidade alélica e genotipica da posi¢cdo +3003 da regido 3' NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

a de Pacient Genétipos Alelos

rupo de Facientes +3003CC__ +3003 CT__ +3003TT__ CouT

Rejeicao aguda x Rejei¢céo cronica - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejei¢dao aguda x Sem rejeicao - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao aguda x Controle 1.0000 0.7617 0.7608 0.7795
Rejeicao crdnica x Sem rejeicao - 0.6154 0.6154 0.6386
Rejeicao crénica x Controle 1.0000 1.0000 0.8522 0.8633
Rejeicao x Sem rejeicao - 0.6386 0.6386 0.8215
Rejeicao x Controle 1.0000 0.8621 0.7311 0.8215
Sem rejeicao x Controle 1.0000 0.537 0.4171 0.4536

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

E possivel notar um aumento na frequéncia do genétipo GC e diminuigao
na frequéncia do gendtipo CC na rejeicdo aguda em relacdo aos demais grupos
(Tabela 31 e grafico em Apéndice C), mas ndo houve diferencas estatisticamente
relevantes para as frequéncias alélicas e genotipicas da posi¢cao +3010 da regidao 3’
NT do HLA-G (Tabela 32).

Tabela 31 - Frequéncia alélica e genotipica do +3010 da regiao 3'NT do HLA-G.

G Alelos HWE Genotipos
rupos +3010C +3010G_ (pvalor) —+3010GG +3010 GC _ +3010 CC
Rejeicdo aguda 15 0.561 0.439 0.1418 0.133 0.733 0.133
Rejeigéo crbnica 48 0.500  0.500 0.7726 0.229 0.542 0.229
Rejeicao 63 0.500 0.500 0.2138 0.206 0.587 0.206
Sem rejeicao 41 0.500 0.500 0.1130 0.122 0.634 0.244
Controle 142 0.528 0.472 0.6177 0.232 0.479 0.268

HWE: Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 4.3.6 - Probabilidade alélica e genotipica da posicao +3010 da regido 3' NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

G de Pacient Genotipos Alelos

rupo de Faclentes +3010 GG +3010GC  +3010CC_ GouC

Rejei¢ao aguda x Rejeicao cronica 0.7157 0.2382 0.7157 0.5389
Rejeicdao aguda x Sem rejeicao 1.0000 0.5431 0.4809 0.6699
Rejeicdo aguda x Controle 0.5226 0.1023 0.3564 0.7058
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao 0.5722 0.1017 1.0000 1.1195
Rejei¢ao crénica x Controle 1.0000 0.6408 0.7036 0.6387
Rejeicao x Sem rejeicao 0.7819 0.6849 0.8094 1.1128
Rejeicao x Controle 0.7186 0.2252 0.3829 0.6684
Sem rejeicao x Controle 0.1309 0.1125 0.8414 0.7071

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Como podemos observar na Tabela 33 e 34, nao foi encontrada diferenca
nas frequéncias alélicas e genotipicas da posicao +3027 da regidao 3’° NT do HLA-G
entre os diferentes grupos de pacientes transplantados renais e controle.

Tabela 33 - Frequéncia alélica e genotipica do +3027 da regiao 3' NT do HLA-G.

G Alelos HWE Genétipos
rupos +3027C +3027 A (pvalor) ~ 43027 AA _ +3027 AC +3027 CC
Rejeicio aguda 15 1000 _ 0.000 : 0.000 0.000 1.000
Rejeicdo cronica 48 0979 0.021  1.0000 0.000 0.042 0.958
Rejeico 63 0984 0016  1.0000 0.000 0.032 0.968
Sem rejeicao 41 0951 0049  1.0000 0.000 0.098 0.902
Controle 142 0944 0056 03734 0.007 0.099 0.894

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 34 - Probabilidade alélica e genotipica da posicao +3027 da regido 3 NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

G de Pacient Genotipos Alelos

rupo de Facientes 43027 AA__ +3027 AC__ +3027CC___ AouC

Rejei¢ao aguda x Rejeicao cronica - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejei¢dao aguda x Sem rejeicao - 0.5646 0.5646 0.5722
Rejei¢ao aguda x Controle 1.0000 0.3644 0.3641 0.3803
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao - 0.4081 0.4081 0.4162
Rejeicao crénica x Controle 1.0000 0.3663 0.2472 0.2636
Rejeicao x Sem rejeicao - 0.2092 0.2092 0.215
Rejei¢ao x Controle 1.0000 0.1562 0.1003 0.0713
Sem rejeicao x Controle 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Na posicdo +3035 da regiao 3'NT do HLA-G, é possivel notar maior
frequéncia do gendtipo CC rejeicao cronica em relacdo ao Controle (p = 0.0483) e
menor frequéncia do gendtipo CT na rejeicdo cronica em relagdo ao grupo sem
rejeicao (p = 0.0314) e ao Controle (p = 0.0409) (Tabelas 35 e 36 e grafico em
Apéndice D), podendo o gendtipo CC ser fator de risco e o CT fator de protecao para

rejeicao crénica.
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Tabela 35 - Frequéncia alélica e genotipica do +3035 da regiao 3' NT do HLA-G.

G Alelos HWE Genétipos
rupos +3035C _ +3035T (o valor) ~+3035CC +3035CT +30357TT
Rejeicao aguda 15 0.867 0133 1.0000 _ 0733 0.267 0.000
Rejeicdo cronica 48 0927 0073 02093 0875 0.104 0.021
Rejeico 63 0913 0087 03793  0.841 0.143 0.016
Sem rejeicio 41 0854 0146 05704  0.707 0.293 0.000
Controle 142 0852 0148  1.0000 0725 0.254 0.021

HWE: Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 36 - Probabilidade alélica e genotipica da posicao +3035 da regido 3 NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

a de Pacient Genotipos Alelos

rupo de Facientes +3035 CC__ +3035CT _ +30357T  CouT

Rejeicdo aguda x Rejeicao crénica 0.2310 0.1983 1.0000 0.2908
Rejeicdo aguda x Sem rejeicao 1.0000 1.0000 - 1.0000
Rejeicao aguda x Controle 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao crdnica x Sem rejeicao 0.0652 0.0314b 1.0000 0.1453
Rejei¢ao crénica x Controle 0.0483a 0.0409c 1.0000 0.0768
Rejeicao x Sem rejeicao 0.1403 0.0813 1.0000 0.2575
Rejeicao x Controle 0.0785 0.0995 1.0000 0.1106
Sem rejeicao x Controle 0.8445 0.6875 1.0000 1.0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de
p das respectivas frequéncias entre os grupos de pacientes e controles analisados. a) Odds ratio = 2.650 95% e
IC: 1.044 a 6.729; b) Odds ratio = 0.2810 e 95% e IC: 0.08943 a 0.8830; c) Odds ratio = 0.3424 e 95% e IC:
0.1259 a 0.9312.

Nao houve diferencas relevantes para a frequéncia alélica e genotipica da
posicao +3142 da regiao 3 NT do HLA-G entre os diferentes grupos de pacientes
transplantados renais e controle (Tabelas 37 e 38).

Tabela 37 - Frequéncia alélica e genotipica do +3142 da regiao 3' NT do HLA-G.

Alelos HWE Genétipos
Grupos
+3142G +3142C (pvalor) +3142GG +3142GC +3142CC
Rejeicdo aguda 15 0.500 0.500 0.1418 0.133 0.733 0.133
Rejeigao crbnica 48 0.500 0.500 0.7726 0.229 0.542 0.229
Rejeicédo 63 0.500 0.500 0.2138 0.206 0.587 0.206
Sem rejeicao 40 0.563 0.437 0.1208 0.250 0.625 0.125
Controle 142 0.539 0.461 1.0000 0.289 0.500 0.211

HWE: Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)
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Tabela 38 - Probabilidade alélica e genotipica da posi¢cdo +3142 da regido 3’ NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

. Genoétipos Alelos
Grupo de Pacientes

3142GG +3142GC  +3142CC GouC

Rejeicdo aguda x Rejeicao crénica 0.7157 0.2382 0.7157 1.1654
Rejeicdao aguda x Sem rejeicao 0.4772 0.5370 1.0000 0.6680
Rejeicao aguda x Controle 0.2410 0.1063 0.7374 0.7046
Rejeicao crénica x Sem rejeicao 1.0000 0.5170 0.2711 0.4500
Rejeicao cronica x Controle 0.4604 0.7386 0.8399 0.5549
Rejeicao x Sem rejeicao 0.6335 0.8367 0.4253 0.3944
Rejeicao x Controle 0.2343 0.2894 1.0000 0.5203
Sem rejeicao x Controle 0.6943 0.2095 0.2630 0.7995

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Nas Tabelas 39 e 40 e no grafico em Apéndice E, pode-se notar na
posicao +3187 da regiao 3’ NT do HLA-G um aumento significativo da frequéncia no
genotipo GA no grupo com rejeicao em relagao ao grupo controle (p = 0.0484).

Esse aumento de frequéncia do alelo G nos grupos de rejeicao associada
a quase auséncia de individuos homozigotos para este alelo acarretou a nao
aderéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) em ambos os grupos.

Tabela 39 - Frequéncia alélica e genotipica do +3187 da regiao 3' NT do HLA-G.

Alelos HWE Genotipos
Grupos
+3187 A 3187G  (pvalor) 3187 GG  +3187GA +3187 AA
Rejeicdo aguda 15 0.700 0.300 0.0366 0.000 0.600 0.400
Rejeigao crbnica 48 0.698 0.302 0.0060 0.021 0.563 0.417
Rejeicédo 63 0.698 0.302 0.3988 0.016 0.571 0.413
Sem rejeicao 40 0.750 0.250 0.2372 0.025 0.450 0.525
Controle 142 0.750 0.250 0.2646 0.042 0.415 0.542

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)
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Tabela 40 - Probabilidade alélica e genotipica da posi¢cdo +3187 da regido 3 NT do HLA-G entre os
pacientes transplantados renais e controle.

a de Pacient Genétipos Alelos

rupo de Facientes 3187 GG +3187 GA  +3187AA_ GouA

Rejeicao aguda x Rejei¢céo cronica 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao aguda x Sem rejeicao 1.0000 0.3753 0.5472 0.6312
Rejeicao aguda x Controle 1.0000 0.1835 0.4157 0.5172
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao 1.0000 0.3919 0.3916 0.5011
Rejeicao crénica x Controle 0.6813 0.0938 0.1376 0.3485
Rejeicao x Sem rejeicao 1.0000 0.3116 0.3127 0.5252
Rejeicao x Controle 0.4417 0.0484a 0.0973 0.2782
Sem rejeicao x Controle 1.0000 0.7200 0.8594 1.0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de
p das respectivas frequéncias entre os grupos de pacientes e controles analisados. a) Odds ratio= 1.876 e 95%
IC: 1.029 a 3.419.

Considerando-se os dados dos marcadores de todas as amostras como
um todo (normais e pacientes), todos os marcadores apresentaram um elevado LD
entre si (Tabela 41 ), possibilitando uma inferéncia probabilistica (computacional) de
haplétipos.

Tabela 41 - Probabilidades do teste exato de desequilibrio de ligacdo (LD) para todos os sitios
polimorficos detectados da regido 3’ NT do HLA-G (LD: p< 0.005).

Polimorfismos 14pb D/l  +3003 C/T +3010 G/C +3027 A/C +3035C/T +3142G/C +3187 G/A

14pb DII -
+3003 C/T 0.0000 -

+3010 G/C 0.0000  0.0000 -

+3027 A/C 0.0000  0.8805 0.0024 -

+3035 C/T 0.0000  0.0002 0.0000 0.0000 -

+3142 G/C 0.0000  0.0000 0.0000 0.0026 0.0000 -

+3187 G/A 0.0000  0.0023 0.0000 0.0632 0.0000 0.0000 -

LD: Desequilibrio de Ligacao (GENEPOP 3,4)

Dada uma associacdo positiva para a maioria dos marcadores, porém
fase gamética desconhecida, o método PHASE foi utilizado para inferir os haplétipos
encontrados para a regiao 3'NT do HLA-G. Os haplétipos encontrados foram
nomeados de acordo com um trabalho anterior do grupo (CASTELLI et al., 2009) e
estdo listados na Tabela 42 . A frequéncia haplotipica e as probabilidades para os
diferentes grupos estudados estdo representados nas Tabelas 43 e 44,

respectivamente.
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Tabela 42 - Hapl6tipos encontrados na regido 3'NT do gene HLA-G

Haplétipos 14pb +3003

+3010

+3027

+3035

+3142

+3187

3'NT-1
3'NT-2
3'NT-3
3'NT-4
3'NT-5
3'NT-6
3'NT-7
3'NT-8

——0-00-—-0

4444044+

OOOWOOLOOW

O>T000000

OH4HO040000

ONONONONONONONG]

>>>>> > >0

Apesar de podermos observar aumento na frequéncia do haplétipo UTR-5

e discreta diminuicdo da frequéncia dos haplétipos UTR-3 e UTR-7 no grupo com

rejeicdo aguda em relacdo aos outros grupos (Tabela 35), ndo houve diferenca

estatisticamente relevante na frequéncia haplotipica dos polimorfismos estudados na

regiao 3'NT do HLA-G.

Tabela 43 - Frequéncia haplotipica da regidao 3'NT do HLA-G entre os pacientes transplantados renais

e controle.

Grupos 2n UTR-1 UTR-2 UTR-3 UTR-4 UTR-5 UTR-6 UTR-7 UTR-8
Rejeicao aguda 30 0.3000 0.2670 0.1000 0.1000 0.1330 0.1000 0.0000 0.0000
Rejeicao crénica 96 0.3020 0.2920 0.1350 0.1250 0.0520 0.0730 0.0210 0.0000
Rejeicao Total 126 0.3020 0.2860 0.1270 0.1190 0.0710 0.0790 0.0160 0.0000
Sem rejeicao 82 0.2560 0.2800 0.1340 0.0980 0.0980 0.0850 0.0490 0.0000
Controle 284 0.2500 0.2540 0.1270 0.1370 0.0920 0.0740 0.0560 0.0110

Tabela 4.4 — Probabilidade haplotipica da regido 3’ NT do HLA-G entre os pacientes transplantados

renais e controle.

Haplotipos regidao 3'NT do HLA-G

Grupo de Pacientes

UTR-1 UTR-2 UTR-3 UTR4 UTR-5 UTR-6 UTR-7 UTR-8
Rejeicdo aguda x Rejeicéo crénica 1.0000 1.0000 0.7602 1.0000 0.2150 0.7006 1.0000
Rejeicdo aguda x Sem rejeicao 0.6377 1.0000 0.7560 1.0000 0.7306 0.7192 0.5722 -
Rejeicado aguda x Controle 0.5172 0.8289 1.0000 0.7795 0.5053 0.4895 0.3803 1.0000
Rejeicao cronica x Sem rejeicao 0.5091 1.0000 1.0000 0.6386 0.2642 0.7866 1.0000 -
Rejeicao cronica x Controle 0.3485 0.5031 0.8605 0.8633 0.2847 1.0000 0.2636 0.5748
Rejeicdo x Sem rejeicao 0.5308 1.0000 1.0000 0.8215 0.6062 1.0000 0.2150 -
Rejeicédo x Controle 0.2782 0.5437 0.8605 0.7518 0.5699 0.8414 0.0713 0.5560
Sem rejeicao x Controle 0.8862 0.6684 0.8524 0.4536 0.8313 0.8134 0.7917 1.0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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O préximo passo, apds encontrar os haplétipos inferidos de cada paciente
e calcular as frequéncias para cada grupo, foi avaliar se os polimorfismos dos
gendtipos e haplétipos da regido 3’'NT do HLA-G teriam alguma relagdo com a
frequéncia de expressdo, feita por imunohistoquimica, do HLA-G no aloenxerto
renal. Para isso analisamos um total de 73 pacientes transplantados renais, e como
podemos observar na Tabela 45, ndo encontramos nenhuma relacdo estatistica
entre a frequéncia dos haplétipos dos diferentes grupos estudados e a expressao de
HLA-G, assim como para os gendtipos de todos os polimorfismos e gendétipos de
haplétipos (dados em Apéndices F a N).

Mas podemos observar diferencas nas frequéncias, como por exemplo no
haplétipo UTR-6 podemos notar frequéncia 8 vezes maior de marcacao negativa que
positiva para HLA-G no grupo rejeicao total e no haplétipo UTR-4 podemos notar
frequéncia mais que 5 vezes maior de marcacao positiva que negativa para HLA-G

Nno grupo sem rejeicao.

Tabela 45 - Frequéncia e probabilidade haplotipica da regido 3'NT do HLA-G em relagao a expressao
de HLA-G no aloenxerto renal

Haplétipos regiao 3'NT do HLA-G

Grupos 2n
1 2 3 4 5 6 7

Rejeicdao aguda
HLA-G - 14 0.2143 0.2143 0.1429 0.0714 0.1429 0.2143 0.0000
HLA-G + 8 0.5000  0.2500 0.0000 0.1250 0.1250 0.0000 0.0000
p valor® 0.3426 1.0000 0.5152 1.0000 1.0000 0.2727 -
Rejeicdo crénica
HLA-G - 36 0.3333  0.2500 0.0833 0.1389 0.0278 0.1389 0.0278
HLA-G + 28 0.2857  0.2500 0.1786 0.1786 0.0357 0.0357 0.0357
p valor @ 0.7885 1.0000 0.2821 0.7367 1.0000 0.2190 1.0000
Rejeicao Total
HLA-G - 50 0.3000  0.2400 0.1000 0.1200 0.0600 0.1600 0.0200
HLA-G + 36 0.3333  0.2500 0.1389 0.1667 0.0556 0.0278 0.0278
p valor® 0.8156 1.0000 0.7356 0.3135 1.0000 0.0732 1.0000
Sem rejeicao
HLA-G - 26 0.2692  0.3077 0.1923 0.0385 0.0769 0.0385 0.0769
HLA-G + 34 0.2059  0.3235 0.0588 0.1765 0.0882 0.1176 0.0294
p valor @ 0.7590 1.0000 0.2220 0.1264 1.0000 0.3768 0.5738
Total
HLA-G - 76 0.2895 0.2632 0.1316 0.0921 0.0658 0.1184 0.0395
HLA-G + 70 0.2714  0.2857 0.1000 0.1714 0.0714 0.0714 0.0286
p valor® 0.8551 0.8531 0.6128 0.2182 1.0000 0.4062 1.0000

® Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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4.4. Tipificacao dos Genes HLA -A, -B, -DR e -Cw.

A tipificacdo do Genes HLA -A, -B, -DR e -Cw foi realizado por kits Micro
SSP HLA DNA typing (One Lambda, EUA). A tipificacao dos genes HLA -A, -B e -DR
foi coletada dos prontuarios médicos dos pacientes. Dos 116 pacientes
transplantados renais e seus doadores, 113 duplas (receptor/doador) tinham
informacao sobre o HLA -A, -B e -DR. A analise estatistica dos matchs de HLA
foram demonstrados na Tabela 24.1. Onde se pode observar que nao houve
diferenga estatisticamente relevante entre os match e mismatch de HLA -A, -B e —
DR entre os grupos de rejeicao (aguda, cronica e total) ou sem rejeicao.

A tipificagdo de HLA-Cw foi realizada para um total de 79 pacientes
transplantados renais e 202 pacientes controle.

O numero de pacientes analisados em cada grupo, as frequéncias
alélicas e o Equilibrio Hardy-Weinberg estao representados na Tabela 46, e no
Grafico 1 e as respectivas probabilidades estdo presentes na Tabela 47.

Na Tabela 46 pode-se observar que o grupo rejeicdo ndo teve aderéncia
as proporcdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE),
(0.0037).

De acordo com os resultados das probabilidades realizadas pelo Teste
Exato de Fisher bicaudal através do software GraphPad InStat 3.06, demonstradas
na Tabela 4.4.2, o alelo HLA-Cw 2 é um fator de risco para rejeicdo aguda, pois tem
sua frequéncia estatisticamente elevada em relagédo aos grupos de rejeicao cronica
(p=0.0115), sem rejeicao (p = 0.0052) e Controle (p = 0.0033).

Os alelos HLA-Cw 3 e HLA-Cw 15 sao fatores de risco para rejeicao
crdnica, pois HLA-Cw 3 tém sua frequéncia estatisticamente elevada em relagéo ao
grupo controle (p = 0.0377) e HLA-Cw 15 em relagdo ao grupo sem rejeicao (p =
0.0231).

Enquanto que os alelos HLA-Cw 7 e HLA-Cw 12 sao fatores de protecao
para rejeicdo cronica, pois HLA-Cw 7 tém sua frequéncia estatisticamente reduzida
em relacao ao grupo Controle (p = 0.0053) e HLA-Cw 12 em relagéo e ao grupo Sem
rejeicao (p = 0.0454).
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Tabela 46 — Frequéncia alélica do HLA-Cw na tolerancia ao aloenxerto renal

Rejeicdo aguda Rejeicdo cronica Rejeicado  Sem rejeicao Controle
2n 24 76 100 62 404

( ‘gmwr’i ) 0.3595 0.9795 0.0037 0.4434 0.8534
HLA-Cw1 0.0417 0.0395 0.0400 0.0161 0.0173
HLA-Cw2 0.2500 0.0526 0.1000 0.0323 0.0569
HLA-Cw3 0.0000 0.1447 0.1100 0.1452 0.0693
HLA-Cw4 0.2083 0.1711 0.1800 0.1129 0.1535
HLA-Cw5 0.0000 0.0658 0.0500 0.0645 0.0396
HLA-Cw6 0.1250 0.0921 0.1000 0.0806 0.0990
HLA-Cw7 0.1667 0.1184 0.1300 0.2903 0.2673
HLA-Cw8 0.0417 0.0526 0.0500 0.0000 0.0569
HLA-Cw12 0.0417 0.0132 0.0200 0.1129 0.0644
HLA-Cw14 0.0417 0.0263 0.0300 0.0323 0.0223
HLA-Cw15 0.0000 0.1184 0.0900 0.0161 0.0347
HLA-Cw16 0.0833 0.0526 0.0600 0.0806 0.0817
HLA-Cw17 0.0000 0.0526 0.0400 0.0161 0.0297
HLA-Cw18 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0074

HWE: Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Separando os alelos de HLA-Cw de acordo com os grupos C1, que
contém o aminodcido lisina na posi¢do 77 e asparagina na posi¢ao 80 (Cw1, 3,7 e
8) e C2, que possui 0 aminoacido asparagina na posi¢ao 77 e lisina na posicao 80
(Cw2, 4, 5 e 6), encontramos que a frequéncia de pelo menos um alelo do grupo C2
foi maior no grupo com rejeicdo aguda em relagdo ao grupo sem rejeicdo (p =
0.0168) como podemos observas nas tabelas 48 e 49.



87

Resultados
Frequencia alélica do HLA-Cw na tolerancia
ao aloenxerto em pacientes transplantados renais
Bl Rejeicdo Aguda
0.5— [ Rejeigao Cronica
B Rejeicao
S 04— BB Sem Rejeicio
© [ Controle
S 0.3—
«©
2
o 0.2
=
(o n
o
L 0.1_
0.0— ]".—I]-lnj]-t-ljhlﬂ-li]—[-ﬂ—,—-—
N 5 % 6 o A KU T T T S
Alelos do HLA-Cw

Gréfico 1 — Frequéncia alélica do HLA-Cw na tolerancia ao aloenxerto renal.
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Tabela 47 — Probabilidade dos alelos de HLA-Cw entre os diferentes grupos de pacientes transplantados renais e controle.

Alelos HLA-Cw / 1 2 3 4 5 6 7 8 12 14 15 16 17 18

Grupos

R Aguda x Rejeicao cronica 1.0000 0.0115(a)* 0.0615 0.7618 0.3333 0.6994 0.5060 1.0000 0.4242 0.5652 0.1091 0.628 0.5697
R Aguda x Sem rejeicdo 0.4826 0.0052(b)* 0.0567 0.3024 0.5726 0.6802 0.2829 0.2791 0.4334 1.0000 1.0000 1.0000 0.6500
R Aguda x Controle 0.3708 0.0033(c)* 0.3893 0.5601 1.0000 0.7227 0.3451 1.0000 1.0000 0.4420 0.0706 1.0000 1.0000 1.0000
R Crénica x Sem rejeicao 0.6274 0.6906 1.0000 0.4667 1.0000 1.0000 0.0544 0.1273 0.0225(h)* 1.0000 0.0231(j)* 0.7311 0.3790
R Cronica x Controle 0.1985 1.0000 0.0377(d)* 0.7307 0.3536 1.0000 0.0053(e)* 1.0000 0.1004 0.6883 0.8255 0.4870 0.2979 1.0000
Rejeicdo x Sem rejeicao 0.6500 0.1328 0.6241 0.2738 0.7331 0.7852 0.0474(f)* 0.1574 0.0320(i)* 1.0000 0.0904 0.7499 0.6500
Rejeicao x Controle 0.2400 0.1195 0.2075 0.5414 0.584 1.0000 0.0038(g)* 1.0000 0.0914 0.7127 0.3787 0.538 0.5353 1.0000
Sem rejeicdo x Controle 1.0000 0.5568 0.0718 0.5638 0.3229 0.8185 0.8848 0.0571 0.1812 0.6466 0.0103(1)* 1.0000 1.0000 1.0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das respectivas frequéncias dos alelos entre os grupos de pacientes e controles
analisados. (a) para Alelo 2, OR = 4.750 e IC95% = 1.461 a 15.447; (b) para Alelo 2, OR =7.750; IC95% = 1.679 a 35.782; (c) para Alelo 2, OR =4.391; IC95% = 1.976 a 9.761; (d) para Alelo 3, OR
=2.088 e 1C95% = 1.087 a 4.013; (e) para Alelo 7, OR = 0.5200 e IC95% = 0.2725 a 0.9921; (f) para Alelo 7, OR = 0.5200; 1C95%: 0.2725 a 0.9921; (g) para Alelo 7, OR =0.4863 e 1C95% = 0.2856
a 0.8280; (h) para Alelo 12, OR =0.1048 e 1C95% = 0.01680 a 1.100; (i) para Alelo 12, OR =0.1786 e 1C95% = 0.03578 a 0.8912;(j) para Alelo 15, OR =7.342 e 1C95% = 0.9556 a 56.413; (I) para
Alelo 15; OR = 0.1198; IC95% = 0.01614 a 0.8895
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Tabela 48 — Frequéncia alélica dos grupos C1 e C2 do HLA-Cw na tolerancia ao aloenxerto renal

Grupos de alelos HLA-Cw

Grupos de pacientes n C1 c2 C1/C2 Outros
Rejeicdo aguda 12 0.1667 0.3333 0.2500 0.0000
Rejeicéo crbnica 38 0.2632 0.1316 0.2895 0.0789
Rejeicao 50 0.2400 0.1800 0.2800 0.0600
Sem rejeigao 31 0.4194 0.0323 0.3226 0.1290
Controle 202 0.3861 0.1337 0.2574 0.0545

Tabela 49 — Probabilidade da frequéncia dos grupos C1 e C2 do HLA-Cw na tolerancia ao aloenxerto
renal

Grupos de HLA-Cw

Grupos Cf c2 C1/C2 0/0
R Aguda x Rejeicao Cronica 0.7046 0.1909 1.0000 1.0000
R Aguda x Sem Rejeicao 0.1638 0.0168* 0.7272 0.5629
R Aguda x Controle 0.2177 0.0773 1.0000 1.0000
R Crénica x Sem Rejeicéo 0.2051 0.2128 0.7977 0.6925
R Crénica x Controle 0.1987 1.0000 0.6903 0.4699
Rejeicao x Sem Rejeicao 0.1368 0.0800 0.8032 0.4190
Rejeicao x Controle 0.0692 0.3764 0.7231 1.0000
Sem Rejeicédo x Controle 0.8436 0.1403 0.5128 0.1216

@ Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das
respectivas frequéncia dos alelos entre os grupos de pacientes e controles analisados. * Para o grupo C2, p = 0.0168, Odds
ratio= 17.143 e 95% CI: 1.649 a 178.18.

Quanto a frequéncia dos alelos de HLA-Cw em relacdo a expressao de
HLA-G no enxerto renal, podemos observar na Tabela 50 que, o alelo HLA-Cw 4, no
grupo rejeicao cronica esta relacionado com a auséncia de expressao de HLA-G (p =
0.0287), enquanto que no grupo sem rejeicao, ocorre o inverso, ha maior frequéncia
da expressao de HLA-G (p = 0.0153).

No alelo HLA-Cw 6 podemos observar que, no grupo rejeicdo total
ocorreu maior frequéncia da expressao (p = 0.0174), enquanto que no alelo HLA-Cw
14 ocorreu auséncia da expressao (p = 0.0337) de HLA-G, e consequéntemente no
total das bidpsias o alelo HLA-Cw 6 também esteve relacionado com maior
frequéncia de expressao (p = 0.0137) enquanto que o alelo HLA-Cw 14 esteve
relacionado com auséncia da expressao de HLA-G tanto para o grupo de rejeicao (p
= 0.0337) quanto para o total (p = 0.0262) de bidpsias analisadas do aloenxerto

renal.
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Tabela 50 - Frequéncia e probabilidade haplotipica da HLA-Cw em relagao a expressao de HLA-G no aloenxerto renal

Alelos de HLA-Cw

Grupos 2n

1 2 3 4 5 6 7 8 12 14 15 16 17 18
Rejeicdo aguda
HLA-G - 20 0.0500 0.0500 0.2500 0.1000 0.1000 0.0000 0.2500 0.0000 0.0500 0.1000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000
HLA-G + 26 0.0000 0.0385 0.1154 0.0769  0.0385 0.1538 0.3077 0.0000 0.1154 0.0000 0.0000 0.1154 0.0385 0.0000
p valor # 0.4348  1.0000  0.2674 1.0000  0.5718 0.1213  0.7495 - 0.6216 0.1836 0.4348  0.2464  1.0000 -
Rejeicao crénica
HLA-G - 10 0.0000 0.4000 0.0000 0.4000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000 0.1000 0.1000 0.0000 0.0000
HLA-G + 12 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.3333 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
p valor @ - 0.1353 - 0.0287° - 0.0743  0.0964 - 1.0000 0.1948 0.4545  0.4545 - -
Rejeicao Total
HLA-G - 30 0.0333 0.1667 0.1667 0.2000 0.0667  0.0333 0.1667 0.0000 0.0333 0.1333 0.0667 0.0333 0.0000 0.0000
HLA-G + 38 0.0000 0.0526 0.0789 0.0526  0.0263 0.2632 0.3158 0.0000 0.1053 0.0000 0.0000 0.0789 0.0263 0.0000
p valor @ 0.4412 02272 04507  0.1256 05792  0.0174°  0.2591 - 0.3742  0.0337°  0.1910  0.6245  1.0000 -
Sem rejeicao
HLA-G - 28 0.0357 0.0714 0.1071 0.08357  0.1071 0.0714 0.1071  0.1071  0.03857 0.0357 0.1429 0.1071  0.0357 0.0000
HLA-G + 22 0.0909 0.0000 0.1818 0.3182 0.0000 0.1364 0.0455 0.0455 0.0000 0.0000 0.0909 0.0455 0.0455 0.0000
p valor ? 0.5757  0.4971  0.6843  0.0153" 02457  0.6428  0.6209  0.6209  1.0000 1.0000 0.6825  0.6209  1.0000 -
Total
HLA-G - 58 0.0345 0.1207 0.1379 0.1207  0.0862 0.0517 0.1379 0.0517 0.0345 0.0862 0.1034 0.0690 0.0172 0.0000
HLA-G + 60 0.0333 0.0333 0.1167 0.1500 0.0167 0.2167 0.2167 0.0167 0.0667 0.0000 0.0333 0.0667 0.0333 0.0000
p valor @ 1.0000  0.0918 0.7873  0.7894  0.3960  0.0137° 03377 0.3601  0.6796  0.0262"  0.1593  1.0000  1.0000 -

4 Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das respectivas frequéncias entre os grupos de pacientes e controles analisados.
c¢) Odds Ratio: 17.308 95% IC: 0.8015 a 373.73; d) Odds Ratio: 0.09655, 95% IC: 0.01158 a 0.8050; e) Odds Ratio: 13.075, 95% IC: 0.6748 a 253.36; f) Odds Ratio: 0.07937, 95% IC: 0.008893 a
0.7083; g) Odds Ratio: 0.1972, 95% IC: 0.05296 a 0.7343; h) Odds Ratio: 12.439, 95% IC: 0.6715 a 230.42.
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4.5. Polimorfismo génico da IL-18

Para analise do polimorfismo das posi¢oes -137 C/G e -607 A/C da IL-18
foi realizada a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase com iniciadores de
sequéncia especifica (PCR-SSP —Polymerase Chain Reaction - sequence-specific
primers). Os produtos da PCR para os polimorfismos das posi¢cdes -137 C/G e -607
A/C da IL-18 foram observadas em gel de acrilamida corado com prata (Figura 10 e

Figura 11, respectivamente).

Amostra 4

CC

1 1
Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3

GG : CG : CG

456 pb HSB

261 pb 137 IL-18

Figura 10 — Amplificagdo do PCR-SSP para a posicao -137 C/G em gel de acrilamida. Para cada amostra foi feita
duas reagdes de PCR, uma com um conjunto de primers especificos para o alelo -137 C e outra reagdo com
outro conjunto de primers especifico para o alelo -137 G, adicionado a ambas reagdes o conjuto de primers para
o contrle interno da reagédo (HSB - B-globina). Dessa forma, observaremos uma banda de 456 pb em todas as
reacOes de PCR referente a amplificacdo da HSB e se o individuo for homozigoto -137 GG a primeira reagéo de
PCR nao amplifica e a segunda amplifica apresentando uma banda com 261 pb (amostra 1), se for heterozigoto -
137 CG, tanto a primeira quanto a segunda reacao de PCR amplificam, ambas com uma banda de 281 pb
(amostras 2 e 3) e se o individuo for homozigoto -137 CC, observaremos a amplificacdo de uma banda de 281
pb somente para a primeira reacdo de PCR e a segunda reacdo ndao amplifica (amostra 4).
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Figura 11 — Amplificagdo do PCR-SSP para a posigao -607 A/C em gel de acrilamida. Para cada amostra foi feita
duas reacgdes de PCR, uma com um conjunto de primers especificos para o alelo -607 A e outra com outro
conjunto de primers especifico para o alelo -607 C, adicionado em ambas as reagdes o conjuto de primers para o
contrle interno da reagdo (HSB - B-globina). Dessa forma, observaremos uma banda de 456 pb em todas as
reacoes de PCR referentes a amplificagdo da HSB e se o individuo for homozigoto -137 AA, observaremos a
amplificacdo de uma banda de 196 pb somente para a primeira reacdo de PCR e a segunda reacdo nao
amplifica (amostra 1), se for homozigoto -137 CC a primeira reagao de PCR nao amplifica e a segunda amplifica
(196 pb) (amostra 2) e se for heterozigoto -137 AC, a primeira e a segunda reagdo amplificam (amostra 3).
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Os resultados foram relacionados com a rejeicao e com a expressao de
HLA-G no aloenxerto renal.

4.5.1 Influéncia do polimorfismo génico da IL-18 na rejeicao do aloenxerto
renal.

Foi realizada a analise do polimorfismo da posicao -137 C/G da IL-18 de
110 pacientes transplantados renais e de 202 pacientes controle.

O resultado da frequéncia alélica e genotipica para os polimorfismos da
posicdo -137 C/G estdo representados na Tabela 51 e a probabilidade dessas
frequéncias na Tabela 52.

Observa-se que a frequéncia de do alelo -137 C é decrescente e
decrescente do alelo -137 G é crescente quando acompanhamos a gravidade do
grau rejeicao, RA, RC, RT, SR e grupo Controle.

De acordo com a Tabela 52, o alelo -137 C foi mais frequénte na rejeicao
(p = 0.0014), principalmente na rejeicdo aguda (p = 0.0487), mas também na
rejeicao cronica (p = 0.0043) em relagdo ao grupo controle, podendo esse alelo ser
um fator de risco para a rejeigcao.

O gendtipo -137 CC é mais frequénte na rejeicao crénica em relacao ao
grupo controle (p = 0.0028). O gendtipo -137 CG é mais frequénte na rejeicao aguda
em relacdo a rejeicdo cronica (p = 0.0442) e ao grupo controle (p = 0.0397),
enquanto que, o gendtipo -137 GG é menos frequénte na rejeicdo aguda em relagao
ao grupo Controle (p = 0.0197). Entéo, se o gendtipo -137 GG é alto produtor de IL-
18, a maior produgdo dessa citocina pelo receptor pode proteger o enxerto contra
rejeicao.

Tabela 51 — Frequéncia alélica e genotipica da posigdo -137 C/G da IL-18 nos pacientes
transplantados renais.

G Alelos HWE Genotipos
rupos n Jor p)
-137C  -137G (valor p -137CC -137CG -137 GG
Rejeicdo aguda 16  0.4688  0.5313 0.3107 0.1250 0.6875  0.1875
Rejeicio cronica 50  0.4500  0.5500 0.0974 0.2600 0.3800  0.3600
Rejeicdo 66  0.4545  0.5455 0.6176 0.2273 0.4545  0.3182
Sem rejeicao 44  0.3750 0.6250 0.7478 0.1591 0.4318  0.4091
Controle 202 0.2970  0.7030 1.0000 0.0891 0.4158  0.4950

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)
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Tabela 52 — Probabilidade alélica e genotipica da posigdo -137 C/G da IL-18 nos pacientes
transplantados renais e controle.

Genétipos Alelos
Grupo de Pacientes
-137 CC -137 CG -137 GG -137Cou G
Rejeicdo aguda x Rejeicao cronica 0.4878 0.0442 (c)* 0.2345 1.0000
Rejeicdo aguda x Sem rejeicao 1.0000 0.1432 0.1366 0.4025
Rejeicdo aguda x Controle 0.6463 0.0397 (d)* 0.0197(e)* 0.0487 (g)*
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao 0.3139 0.6760 0.6743 0.3043
Rejeicao crénica x Controle 0.0028 (a)* 0.7484 0.1130 0.0043 (h)*
Rejeicao x Sem rejeicao 0.4693 0.8469 0.4162 0.2668
Rejeicao x Controle 0.0049 (b)* 0.6673 0.0152 (f)* 0.0014 (i)*
Sem rejeicdo x Controle 0.1724 0.8673 0.3221 0.1631

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das
respectivas frequéncia dos alelos entre os grupos de pacientes e controles analisados. (a) para genétipo CC, OR = 2.918 e IC
95% = 1.534 a 5.549; (b) para gendtipo CC, OR = 2.551 e IC95% = 1.363 a 4.772; (c) para gendtipo CG, OR = 1.809 e 1C95%
=1.115 a 2.937; (d) para genétipo CG, OR = 1.653 e IC95% = 1.143 a 2.390; (e) para o genottipo GG, OR = 0.3788 e IC95% =
0.1353 a 1.061; (f) para o gendtipo GG, OR = 0.6427 e IC95% = 0.4397 a 0.9396; (g) para o alelo C, OR = 2,088 e IC95% =
1,010 a 4,318; (g) para o alelo G, OR = 0,4789 e IC95% = 0,232 a 0,990; (h) para o alelo C, OR = 1,936 e 1C95% = 1,237 a
3,031; (h) para o alelo G, OR = 0,5164; 1C95% = 0,330 a 0,808; (i) para o alelo C, OR = 1,972 e IC95% = 1,317 a 2,953; (i) para
o alelo G, OR = 0,5070 e IC95%= 0,339 a 0,759.

Para a analise do polimorfismo da posicao -607 A/C da IL-18 em relagao
a rejeicao, foram estudados de 106 pacientes transplantados renais e de 202
pacientes controle.

A frequéncia alélica e genotipica da posicao -607 A/C da IL-18 esta
representada na Tabela 53 e a probabilidade dessas frequéncias esta representadas
na Tabela 54

Na Tabela 53 pode-se observar que o grupo rejeicdo ndo teve aderéncia
as proporcdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), (p =
0.0016).

Tabela 53 — Frequéncia alélica e genotipica da posicdo -607 A/C da IL-18 nos pacientes
transplantados renais.

Alelos HWE Genoétipos
Grupos n I

-607A  -607C (valorp) .07 AA -607 AC -607 CC
Rejeicdo aguda 16 0.3750  0.6250 0.0373 0.0000  0.7500  0.2500
Rejeicdo cronica 49 0.2959  0.7041 0.0377 0.0204 05510  0.4286
Rejeicdo 65 0.3154  0.6846 0.0016 0.0154  0.6000  0.3846
Sem rejeicao 41 0.3049  0.6951 0.0071 0.0000  0.6098  0.3902
Controle 202 03193  0.6807 0.0061 0.0594 05198  0.4208

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)
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Tabela 54 — Probabilidade alélica e genotipica da posi¢cdo -607 A/C nos pacientes transplantados
renais.

Genétipos Alelos
Grupo de Pacientes
-607 AA -607 AC -607 CC -607 Aou C

Rejeicdo aguda x Rejeicao cronica 1.0000 0.2406 0.2476 0.5113
Rejeicdao aguda x Sem rejeicao - 0.3713 0.3713 0.5089
Rejeicdo aguda x Controle 0.6072 0.1162 0.2903 0.5575
Rejei¢ao crénica x Sem rejeicao 1.0000 0.6696 0.8302 1.0000
Rejeicao crénica x Controle 0.4731 0.7510 1.0000 0.7167
Rejeicao x Sem rejeicao 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao x Controle 0.1982 0.3168 0.5678 1.0000
Sem rejeicao x Controle 0.2271 0.3086 0.8622 0.8966

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Nao houve diferenca entre as probabilidades das frequéncias alélicas e
genotipicas da posicao -607 A/C da IL-18 entre os grupos de pacientes
transplantados renais e grupo controle em relacao a rejeicdo do aloenxerto (Tabela
54).

4.5.2 Influéncia do polimorfismo génico da IL-18 na expressao de HLA-G no
enxerto renal.

Para analise do polimorfismo do SNP -137 da IL-18 em relagdo a
expressao de HLA-G no aloenxerto foram estudados 78 pacientes transplantados
renais. O nimero de pacientes por grupo, suas frequéncias e probabilidades alélicas
e genotipicas estao presentes na Tabela 55 e 56.

Nao foi encontrada nenhuma relacdo entre as frequéncias alélica e
genotipica do SNP -137 da IL-18 entre os grupos de pacientes transplantados renais
e a expressao de HLA-G no aloenxerto renal (Tabela 55), assim como também nao

houve relacdo com a rejeicao.
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Tabela 55 - Probabilidade e frequéncia génica e alélica do SNP - 137 da IL-18 em relagédo a
expressao de HLA-G no aloenxerto renal

Grupos de . Genobtipos HWE . Alelos
Pacientes -137 CC -137CG  -137 GG p valor -137C -137 G
Rejeicdo aguda
HLA-G - 7 0.0000 0.8571 0.1429 1.0000 0.4286 0.5714
HLA-G + 6 0.1667 0.8000 0.1429 0.6447 0.5000 0.5000
p valor® 0.4615 0.5594 1.0000 1.0000
Rejeicao crénica
HLA-G - 17 0.1765 0.4706 0.3529 0.1637 0.4118 0.5882
HLA-G + 16 0.3125 0.3125 0.3750 1.0000 0.4688 0.5313
p valor® 0.4384 0.4813 1.0000 0.8044
Rejeicao Total
HLA-G - 24 0.1250 0.5833 0.2917 1.0000 0.4167 0.5833
HLA-G + 22 0.2727 0.4091 0.3182 0.1524 0.4773 0.5227
p valor? 0.2757 0.3762 1.0000 0.6751
Sem rejeicao
HLA-G - 14 0.0000 0.5000 0.5000 1.0000 0.2500 0.7500
HLA-G + 17 0.2353 0.2941 0.4706 0.6841 0.3824 0.6176
p valor® 0.1075 0.2883 1.0000 0.2910
Total
HLA-G - 38 0.0789 0.5526 0.3684 0.5853 0.3553 0.6447
HLA-G + 40 0.2250 0.3500 0.4250 0.3128 0.4000 0.6000
p valor® 0.1157 0.1104 0.6494 0.6961

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
® Aderéncias as proporcdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4).

Para analise do polimorfismo do SNP -607 da IL-18 em relagdo a
expressao de HLA-G no aloenxerto foram estudados 73 pacientes transplantados
renais. O nimero de pacientes por grupo, suas frequéncias e probabilidades alélicas
e genotipicas estao presentes na Tabela 56

Assim como para na posi¢ao -137 da IL-18, na posicdo -607 da IL-18
também nao foi encontrada nenhuma relacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos de pacientes transplantados renais e a expressao de
HLA-G no aloenxerto.
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Tabela 56 - Probabilidade e frequéncia génica e alélica do SNP -607 da IL-18 em relagao a expressao
de HLA-G no aloenxerto renal

Grupos de . Genobtipos HWE . Alelos
pacientes +607AA +607AG +607GG PValor’ Lgo7A +607G
Rejeicdo aguda
HLA-G - 7 0.0000 0.7143 0.2857 0.2492 0.3571 0.6429
HLA-G + 6 0.0000 0.8333 0.1667 0.2328 0.4167 0.5833
p valor @ - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao
cronica
HLA-G - 18 0.0000 0.6111 0.3889 0.4393 0.3056 0.6944
HLA-G + 14 0.0000 0.6429 0.3571 0.3958 0.3214 0.6786
p valor @ - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao Total
HLA-G - 25 0.0000 0.6400 0.3600 0.1235 0.3200 0.6800
HLA-G + 20 0.0000 0.7000 0.3000 0.2234 0.3500 0.6500
p valor ? - 0.7569 0.7569 0.8240
Sem rejeicao
HLA-G - 11 0.0000 0.8182 0.1818 0.1253 0.4091 0.5909
HLA-G + 17 0.0000 0.5294 0.4706 0.0157 0.2647 0.7353
p valor ® - 0.2264 0.2264 0.3800
Total
HLA-G - 36 0.0000 0.6944 0.3056 0.0003 0.3472 0.6528
HLA-G + 37 0.0000 0.6216 0.3784 0.0000 0.3108 0.6892
p valor ® - 0.6235 0.6235 0.7252

& Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
® Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4).

4.6. Polimorfismo génico do INF-y

Para analise do polimorfismo da posicao +874 A/T do INF- v, foi realizada
a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase com iniciadores de sequéncia
especifica (PCR-SSP —Polymerase Chain Reaction - sequence-specific primers). Os
produtos da PCR foram observadas em gel de acrilamida corado com prata (Figura
12). Os resultados foram relacionados com a rejeicdo e com a expressao de HLA-G

no aloenxerto renal.
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Figura 12 — Amplificagdo do PCR-SSP para a posicdo +874 A/T em gel de acrilamida. Para cada amostra foi feita
duas reagdes de PCR, uma com um conjunto de primers especificos para o alelo -+874 A e outra com outro
conjunto de primers especifico para o alelo +874 T, adicionado a ambas o conjuto de primer para o contrle
interno da reagé@o (HSB - B-globina). Dessa forma, observaremos uma banda de 456 pb em todas as reagdes de
PCR referentes a amplificagdo da HSB e se o individuo for heterozigoto +874 AT (amostra 1), tanto a primeira
quanto a segunda reacdo de PCR amplificam apresentando uma banda de 256 pb, se for homozigoto +874 TT a
primeira reagdo de PCR nao amplifica e a segunda amplifica apresentando uma banda de 256 pb (amostra 2) e
se for homozigoto +874 AA, observaremos a amplificagdo de uma banda de 256 pb somente para a primeira
reagao de PCR e a segunda reacao nao amplifica (amostra 3).

4.6.1. Influéncia do polimorfismo génico do INF-y na rejeicao ao aloenxerto
renal

Foram analisados 113 pacientes transplantados renais e 202 individuos
controle quanto ao polimorfismo da posicao +874 A/T do INF- .

As frequéncia alélicas e genotipicas estdo representadas na Tabela 57 e
as probabilidades destas frequéncias na Tabela 58.

O genotipo +874 AT é mais frequénte em pacientes sem rejeicao que no
grupo controle (p = 0.0140), o gendtipo +874 TT é mais frequénte na rejeicao aguda
em relacdo ao grupo sem rejeicéo (p = 0.0661) e no grupo com rejeicdo em relacao
ao grupo sem rejeicao (p = 0.0584), dessa forma, o gendtipo +874 TT é um fator de
risco para a rejeicao aguda, e se o gendtipo +874 TT ¢é alto produtor de INF-y, entdo

o INF-y pode favorecer o processo da rejeicao.
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Tabela 57 — Frequéncia alélica e genotipica da posicdo +874 A/T do INF- y nos pacientes
transplantados renais.

Alelos HWE Gendotipos
Grupos n P

+874 A  +874T (valorp) 874 AA +874 AT +874TT
Rejeicao aguda 16 0.5625  0.4375 0.3476 0.3750  0.3750  0.2500
Rejeicao cronica 51 0.5686  0.4314 0.7793 0.3333  0.4706  0.1961
Rejeicdo 67 05672  0.4328 0.4638 0.3433  0.4478  0.2090
Sem rejeigdo 46 0.6304  0.3696 0.0588 0.3261  0.6087  0.0652
Controle 202 05941  0.4059 0.0286 0.3911  0.4059  0.2030

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 58 - Probabilidade alélica e genotipica da posicdo +874 A/T nos pacientes transplantados
renais.

Genétipos Alelos
Grupo de Pacientes
+874 AA +874 AT +874TT +874 AouT

Rejei¢ao aguda x Rejeicao cronica 0.7704 0.5736 0.7275 1.0000
Rejei¢dao aguda x Sem rejeicao 0.7648 0.1468 0.0661(b)* 0.5319
Rejei¢ao aguda x Controle 1.0000 1.0000 0.7477 0.7137
Rejeicao crdnica x Sem rejeicao 1.0000 0.2221 0.0762 0.4636
Rejeicao crénica x Controle 0.5195 0.4298 1.0000 0.6537
Rejeicao x Sem rejeicao 1.0000 0.7356 0.0584(c)* 0.4085
Rejeicao x Controle 0.5617 0.5695 1.0000 0.6133
Sem rejeicao x Controle 0.5013 0.0140(a)* 0.0311(d)* 0.5567

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). *Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das
respectivas frequéncia dos alelos entre os grupos de pacientes e controles analisados. (a) para genotipo AT OR = 1.499;
1C95%: 1.127 to 1.995 (b) para gendtipo TT OR = 3.833; 1C95%: 0.9596 to 15.313(c) para gendtipo TT OR = 3.204; 1C95%:
0.9753 to 10.526(d) para gendtipo TT OR = 0.3213; IC95%: 0.1040 to 0.9926

4.6.2. Influéncia do polimorfismo génico do INF-y na Expressao de HLA-G no
aloenxerto renal

Para analise do polimorfismo do SNP +874 da INF-y em relacao a
expressdao de HLA-G no aloenxerto foram estudados 80 pacientes transplantados
renais. O nimero de pacientes por grupo, suas frequéncias e probabilidades alélicas
e genotipicas estao presentes na Tabela 59

Nao foi encontrada nenhuma relacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas do SNP +874 do INF-y entre os grupos de pacientes transplantados

renais e a expressao de HLA-G no aloenxerto.
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Tabela 59 - Frequéncia e probabilidade alélica e genotipica do SNP +874 do INF- y em relagdo a
expressao de HLA-G no aloenxerto renal

Genotipos Alelos

Grupos de n P HWE b

pacientes +874 AA  +874 AT  +874TT P valor +874 A +874T
HLA-G - 7 0.5714 0.1429 0.2857 0.0378 0.6429 0.3571
HLA-G + 6 0.3333 0.7500 0.1250 1.0000 0.5833 0.4167
p valor?® 0.5921 0.2657 1.0000 1.0000
Rejeicao crénica
HLA-G - 18 0.3333 0.5000 0.1667 0.1029 0.5833 0.4167
HLA-G + 16 0.1875 0.5625 0.2500 1.0000 0.4688 0.5313
p valor?® 0.4479 0.7445 0.6815 0.4658
Rejeicao Total
HLA-G - 25 0.4000 0.4000 0.2000 1.0000 0.6000 0.4000
HLA-G + 22 0.2273 0.5455 0.2273 1.0000 0.5000 0.5000
p valor?® 0.2301 0.3870 1.0000 0.4068
Sem rejeicao
HLA-G - 13 0.4615 0.4615 0.0769 0.6661 0.6923 0.3077
HLA-G + 20 0.2500 0.7000 0.0500 1.0000 0.6000 0.4000
p valor?® 0.2697 0.2755 1.0000 0.6013
Total
HLA-G - 38 0.4211 0.4211 0.1579 1.0000 0.6316 0.3684
HLA-G + 42 0.2381 0.6190 0.1429 0.8041 0.5476 0.4524
p valor?® 0.0980 0.1162 1.0000 0.3353

& Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
® Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4).

4.7. Polimorfismo génico do TNF

Para anélise do polimorfismo das posicoes -238 A/G e -308 A/G do TNF,
foi realizada a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase com iniciadores de
seqliéncia especifica (PCR-SSP —Polymerase Chain Reaction - sequence-specific
primers). Os produtos da PCR para os polimorfismos das posicoes -238 A/G e -308
A/G dO TNF foram observadas em gel de acrilamida corado com prata (Figura 13 e
Figura 14, respectivamente). Os resultados foram relacionados com a rejeicao e com

a expressao de HLA-G no aloenxerto renal
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Figura 13 — Amplificagdo do PCR-SSP para a posigao -238 A/G em gel de acrilamida. Para cada amostra foi feita
duas reacgdes de PCR, uma com um conjunto de primers especificos para o alelo -238 A e outra com outro
conjunto de primers especifico para o alelo -238 G, adicionado a ambas as reagdes o conjuto de primers para o
controle interno da reagéo (HSB - B-globina). Dessa forma, observaremos uma banda de 456 pb em todas as
reacdes de PCR referentes a amplificacdo da HSB e se o individuo for homozigoto -238 AA, observaremos a
amplificagdo de uma banda de 175 pb somente para a primeira reacdo de PCR e a segunda reagdo nao
amplifica (amostra 1), se for homozigoto -238 GG a primeira reagdo de PCR nao amplifica e a segunda amplifica
apresentando uma banda de 175 pb e se for heterozigoto -238 AG, tanto a primeira quanto a segunda reagao de
PCR amplificam (175 pb) (amostra 3).

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

AG AA GG

456 pb HSB

258 pb 308 TNF

Figura 14 — Amplificagdo do PCR-SSP para a posigao -308 A/G em gel de acrilamida. Para cada amostra foi feita
duas reagdes de PCR, uma com um conjunto de primers especificos para o alelo -308 A e outra com outro
conjunto de primers especifico para o alelo -308 G, adicionado a ambas as reagdes o conjuto de primers para o
controle interno da reagéo (HSB - B-globina). Dessa forma, observaremos uma banda de 456 pb em todas as
reacdes de PCR referentes a amplificagdo da HSB e se for heterozigoto -308 AG, tanto a primeira quanto a
segunda reagdo de PCR amplificam apresentando uma banda de 258 pb (amostra 1), se o individuo for
homozigoto -308 AA, observaremos a amplificagdo de uma banda de 258 pb somente para a primeira reagao de
PCR e a segunda reag¢é@o nao amplifica (amostra 2) e se for homozigoto -308 GG a primeira reagdo de PCR nao
amplifica e a segunda amplifica apresentando uma banda de 258 pb (amostra 3).

4.7.1. Influéncia do polimorfismo génico do TNF na rejeicao ao aloenxerto renal

Para andlise do polimorfismo do SNP -238 A/G do TNF em relagdo a
rejeicao do aloenxerto renal foram estudados 101 pacientes transplantados renais e
202 controles. O numero de pacientes por grupo e frequéncias alélicas e genotipicas
estdo presentes na Tabela 60 e probabilidades dessas frequéncias estao presentes
na Tabela 61.
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Como podemos observar nas Tabelas 4.7.1.1 e 4.7.1.2., ndo houve
diferenca entre as frequéncias alélicas e genotipicas da posicao -238 A/G do TNF

entre os grupos de pacientes transplantados renais e grupo controle.

Tabela 60 — Frequéncia alélica e genotipica da posicdo -238 A/G do TNF nos pacientes
transplantados renais.

Alelos HWE Gendotipos
Grupos n )
238 A -238 G (valorp) .23 AA -238 AG -238 GG
Rejeicdo aguda 16 0.1250  0.8750 1.0000 0.0000  0.2500  0.7500
Rejeicdo cronica 48 0.1146  0.8854 0.4760 2.0408  0.1875  0.7917
Rejeicdo 62 0.1172  0.8828 1.0000 15625  0.2031  0.7813
Sem rejeicdo 39 0.1154  0.8846 1.0000 0.0000  0.2307  0.7692
Controle 202  0.0965 0.9035 0.2252 0.0000  0.1931  0.0807

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 61 — Probabilidade alélica e genotipica da posicdo -238 A/G do TNF nos pacientes
transplantados renais.

Genotipos Alelos
Grupos de Pacientes
-238 AA -238 AG 238 GG -238 Aou G

Rejeicao aguda x Rejeicao cronica 1.0000 0.7212 0.7356 1.0000
Rejeicao aguda x Sem rejeicao - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao aguda x Controle - 0.5270 0.5270 0.5416
Rejeicao crdnica x Sem rejeicao 0.4935 0.7908 0.8010 1.0000
Rejeicao crénica x Controle 0.1920 1.0000 0.8404 0.5734
Rejeicao x Sem rejeicao 1.0000 0.8063 1.0000 1.0000
Rejeicdo x Controle 0.2406 0.8577 0.7198 0.5038
Sem rejeicao x Controle - 0.6614 0.6614 0.6789

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Para analise do polimorfismo do SNP -308 A/G do TNF em relacao a
rejeicdo do aloenxerto renal foram estudados 101 pacientes transplantados renais e
202 controles. O numero de pacientes por grupo e frequéncias alélicas e genotipicas
estdo presentes na Tabela 62 e probabilidades dessas frequéncias estao presentes
na Tabela 63.

Como podemos observar nas Tabelas 4.7.1.3 e 4.7.1.4. O alelo -308 A foi
mais frequénte na rejeicao aguda em relagéo a rejeicao croénica (p = 0.0348) e ao

grupo Controle (p = 0.0050).
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O genotipo -308 AG teve maior frequéncia na rejeicao aguda em relacao
a rejeicao crénica (p = 0.0223) e ao grupo controle (p = 0.0008), e como
consequéncia o0 grupo com rejeicao apresentou maior frequéncia desse gendtipo em
relacdo ao controle (p = 0.0180). Enquanto que o gendtipo -308 GG teve menor
frequéncia na rejeicdo aguda em relacao a rejeicao crbnica (p = 0.0223), e também
em relacao ao controle (p =0.0016), e como consequéncia menor frequéncia desse
genotipo no grupo com rejeicao em relacdo ao controle (p = 0.0357) também foi
observada. O grupo sem rejeicao também teve maior frequéncia de -308 AG (p =
0.0262) e menor frequéncia de -308 GG (p = 0.0566) em relagdo ao controle.

Tabela 62 — Frequéncia alélica e genotipica da posicdo -308 A/G do TNF em pacientes
transplantados renais.

Grupos de Alelos HWE Genotipos
. n

Pacientes 308 A -308G  (V@lorp) 308 AA 308 AG -308 GG
Rejeicao aguda 16 02500  0.7500 0.5130 0.0000 05000 _ 0.5000
Rejeicio cronica 48 00938  0.9063 1.0000 0.0000 0.1875  0.8125
Rejeicao 62 01328  0.8672 0.5824 0.0000 02656  0.7344
Sem rejeicio 39 01410  0.8590 1.0000 0.0000 02683  0.6829
Controle 202 00792  0.9208 0.1122 0.0149 01287  0.8564

HWE: Aderéncias as proporgoes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4)

Tabela 63 — Probabilidade alélica e genotipica da posicdo -308 A/G do TNF nos pacientes
transplantados renais.

Genétipos Alelos
Grupos de Pacientes 2308 AA 2308 AG 308 GG -308AouG
Rejeicdo aguda x Rejeicao cronica - 0.0223(a)* 0.0223(d)* 0.0348(h)*
Rejei¢dao aguda x Sem rejeicao - 0.2108 0.2108 0.1773
Rejeicao aguda x Controle 1.0000 0.0008(b)* 0.0016(e)* 0.0050(i)*
Rejeicao crdnica x Sem rejeicao - 0.3180 0.3180 0.3497
Rejeicao crénica x Controle 1.0000 0.3532 0.5020 0.6788
Rejeicao x Sem rejeicao - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicdo x Controle 1.0000 0.0180(h)* 0.0357(f)* 0.0792
Sem rejeicao x Controle 1.0000 0.0262(c)* 0.0566(g)* 0.0851

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003). * Odd Ratio e Intervalo de Confianga (IC) para os valores de p das
respectivas frequéncia dos alelos entre os grupos de pacientes e controles analisados. (a) para genétipo AG, OR = 2.667 e
1C95% = 1.239 a 5.738; (b) para gendtipo AG, OR = 3.885 e IC95%= 2.116 a 7.131; (c) para gendtipo AG, OR = 2.064 e 1C95%
=1.199 a 3.552; (d) para genoétipo AG, OR = 2.191e 1C95% = 1.183 a 4.058; (e) para gendtipo GG, OR = 0.6154 e 1IC95% =
0.3700 a 1.023; (f) para genétipo GG, OR = 0.5838 e 1C95%= 0.3565 a 0.9562; (g) para genétipo GG, OR = 0.8575 e IC95% =
0.7323 a 1.004; (h) para genétipo GG, OR = 0.8383 e 1C95% = 0.6831 a 1.029, (h) para o alelo A, OR = 3,222 e IC95%: 1,123
a 9,249, (h) para o alelo G, OR = 0,3103 e IC95% = 0,108 a 0,891, (i) para o alelo A, OR = 3,875 e IC95% = 1,610 a 9,324, (i)
para o alelo G, OR = 0,2581 e IC95% = 0,107 a 0,621
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4.7.2. Influéncia do polimorfismo génico do TNF na expressdao de HLA-G no
aloenxerto renal

Para andlise do polimorfismo do SNP -238 A/G do TNF em relagéao a
expressao de HLA-G no aloenxerto foram estudados 70 pacientes transplantados
renais. O nimero de pacientes por grupo, suas frequéncias e probabilidades alélicas
e genotipicas estao presentes na Tabela 4.7.2.1.

Como podemos observar na Tabela 4.7.2.1, nao foi encontrada nenhuma
relacao entre as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP -238 A/G do TNF entre
0s grupos de pacientes transplantados renais e a expressdao de HLA-G no

aloenxerto.

Tabela 64- Frequéncia e probabilidade alélica e genotipica do SNP -238 do TNF em relagdo a
expressao de HLA-G no aloenxerto renal

Grupos de Genotipos SNP -238 do TNF HWE Alelos

- b
pacientes 238 CC  -238 CG -238 GG PValor” 233 ¢ -238 G

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.0000 0.4286 0.5714 1.0000 0.2143 0.7857
HLA-G + 6 0.0000 0.1667 0.8333 1.0000 0.0833 0.9167
p valor - 0.5594 0.5594 0.5983

Rejeicao crénica

HLA-G - 17 0.0000 0.2353 0.7647 1.0000 0.1176 0.8824
HLA-G + 14 0.0000 0.2143 0.7857 - 0.1071 0.8929
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000

Rejeicao Total

HLA-G - 24 0.0000 0.2917 0.7083 1.0000 0.1458 0.8542
HLA-G + 20 0.0000 0.2000 0.8000 1.0000 0.1000 0.9000
p valor* - 0.7279 0.7279 0.7477

Sem rejeicao

HLA-G - 10 0.0000 0.2000 0.8000 1.0000 0.1000 0.9000
HLA-G + 16 0.0000 0.3125 0.6875 1.0000 0.1563 0.8438
p valor? - 0.6680 0.6680 0.6936

Total

HLA-G - 34 0.0000 0.2647 0.7353 0.5885 0.1324 0.8676
HLA-G + 36 0.0000 0.2500 0.7500 1.0000 0.1250 0.8750
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
® Aderéncias as proporcdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4).
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Para analise do polimorfismo do SNP -308 A/G do TNF em relacédo a
expressao de HLA-G no aloenxerto foram estudados 70 pacientes transplantados
renais. O nimero de pacientes por grupo, suas frequéncias e probabilidades alélicas
e genotipicas estao presentes na Tabela 64.

Assim como para o SNP -238 A/G do TNF, também nao foi encontrada
nenhuma relacao significante entre as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP -
308 A/G do TNF entre os grupos de pacientes transplantados renais e a expressao
de HLA-G no aloenxerto (Tabela 65).

Tabela 65 - Frequéncia e probabilidade alélica e genotipica do SNP -308 do TNF em relagédo a
expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Gendtipos HWE Alelos

- b
pacientes -308CC  -308CG -308GG Pvalor’  .308c  -308G

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.0000 0.4286 0.5714 1.0000 0.2143 0.7857
HLA-G + 6 0.0000 0.6667 0.3333 1.0000 0.3333 0.6667
p valor® - 0.5921 0.5921 0.6652

Rejeicao crénica

HLA-G - 17 0.0000 0.2353 0.7647 1.0000 0.1176 0.8824
HLA-G + 14 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 0.0000 1.0000
p valor ? - 0.1075 0.1075 0.1198

Rejeicao Total

HLA-G - 24 0.0000 0.2917 0.7083 1.0000 0.1458 0.8542
HLA-G + 20 0.0000 0.2000 0.8000 - 0.1000 0.9000
p valor @ - 0.7279 0.7279 0.7477

Sem rejeicao

HLA-G - 10 0.0000 0.3000 0.7000 1.0000 0.1500 0.8500
HLA-G + 16 0.0000 0.2500 0.7500 1.0000 0.1250 0.8750
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000

Total

HLA-G - 34 0.0000 0.2941 0.7059 0.3311 0.1471 0.8529
HLA-G + 36 0.0000 0.2222 0.7778 1.0000 0.1111 0.8889
p valor? - 0.5882 0.5882 1.0000

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
® Aderéncias as proporgdes fenotipicas esperadas sob o Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) (GENEPOP 3,4).
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5. DISCUSSAO

5.1. Expressao de HLA-G de membrana no aloenxerto renal

A inducéo de tolerancia é o principal objetivo no transplante de érgaos.
Muitos pacientes desenvolvem tolerancia ao enxerto sob tratamento médico,
enquanto outros apresentam episddios de rejeicdo aguda e sinais de nefropatia
crdnica, sugerindo o envolvimento de mecanismos imunolégicos e genéticos no
controle dessa resposta (SALAMA et al., 2001; SULLIVAN et al., 2006).

As primeiras evidéncias da participacdo da molécula de HLA-G na
inducao de tolerancia datam de 1990 (ROUAS-FREEIS et al., 1997) e sao varios 0s
trabalhos que relataram que a presenca de HLA-G em pacientes transplantados,
tanto ligada a membrana do aloenxerto quanto sHLA-G no soro esta associada com
melhor aceitacdo do transplante.

Em nossos pacientes, apesar de ser observada no grupo sem rejeicao
maior frequéncia da expressao de HLA-G e no grupo com rejeicao menor frequéncia
dessa expressdo, nossos dados estaticamente ndo mostraram diferenca de
expressao entre 0s grupos.

Em transplante de coragdo humano, sHLA-G foi detectado no soro de
18% desses individuos, sendo que a ocorréncia de rejeicao aguda foi pouco
observada em pacientes apresentando altos niveis de HLA-G quando comparados
com aqueles com niveis diminuidos de HLA-G. Além disso, pacientes que nao
apresentavam HLA-G desenvolveram rejeicao crénica (LILA et al., 2000).

Em outro trabalho de transplante cardiaco, a expressao de HLA-G na
membrana do miocardio foi associada com poucos episédios de rejeicao aguda e
auséncia de disfuncao crbnica do enxerto (LILA et al., 2002).

Em transplante combinado de figado e rim, pacientes que obtiveram
concentracao de sHLA-G acima de 25 ng/ml, tiveram melhor aceitacado do enxerto,
(CREPUT et al., 2003b).

Um trabalho publicado em 2003 foi o primeiro a estudar a expressao de
HLA-G em transplante combinado de figado e rim, correlacionando com a resposta
ao transplante (CREPUT et al., 2003a). Assim, individuos que apresentaram
expressao de HLA-G nas células epiteliais biliares tinham melhor aceitacdo do
enxerto. Em adicao, esses autores, notaram que biépsias de enxerto tanto de figado
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quanto de rim que nao expressavam HLA-G tinham mais episédios de rejeicao
aguda quando comparado aos que expressavam HLA-G. Entretanto, neste estudo
com transplantados duplos de figado e rim, em espécimes renais a expressao de
HLA-G ndo pbdde ser associada com a evolugcdo do enxerto, devido ao escasso
namero de bidpsias renais estudadas. O que pode ter acontecido também em nosso
estudo devido ao baixo numero amostral de biopsias.

Qiu et al. (2006) mostraram a presenca de sHLA-G no soro de 65
pacientes transplantados renais, relatando associacao entre a presenca de sHLA-G
e niveis diminuidos de anticorpos para moléculas classicas de HLA.

Crispim et al., (2008) em um estudo com 73 pacientes transplantados
renais mostraram expressdao diminuida de HLA-G em bibpsias apresentando
rejeicdo, ao passo que naquelas sem rejeicdo observou-se aumento da expressao
da molécula.

Brugiere et al. (2009) mostraram que a expressao de HLA-G em enxerto
de pulméo, principalmente em células bronquicas, influenciaram no estado de
aloreatividade dos pacientes.

Concluindo, baseados na hipétese de que o HLA-G é uma molécula
tolerogénica e é produzida pelas células epiteliais tubulares de aloenxertos renais
(CRISPIM et al., 2008), em nossa casuistica a expressdo de HLA-G foi encontrada
em maior propor¢cdo no grupo sem rejeicdo, no entanto ndo encontramos uma
diferenca significatica entre os grupos com e sem rejeicdo. Embora esse achado néao
tenha atingido significancia, ndo descartamos a hip6tese de que a expressao de
HLA-G possa estar associada com a indugdo de tolerancia no microambiente renal,
propiciando melhor evolugdo do aloenxerto, uma vez que o numero amostral de

pacientes com rejeicdo aguda foi pequeno.

5.2. Polimorfismo da regiao 3’'NT do HLA-G

O gene HLA-G contém na regido 3'NT pelo menos trés fatores que
regulam a expressdao de HLA-G, interferindo na produgcdo de RNAm, e,
consequentemente, na producao de HLA-G, relacionados com a presenca de
motivos ricos em AU, um sinal de poli-A, e varios sitios polimérficos que podem
potencialmente influenciar na transcricdo, tradugdo ou ambos do HLA-G por

mecanismos diferentes. Entre eles, a presenca (inser¢ao) ou auséncia (delecao) de
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um fragmento de 14 pb (polimorfismo INDEL), cujo gendétipo -14pb/-14pb tem sido
associada a alta produgcdo de HLA-G devido a estabilidade de mRNA (HIBY et al.,
1999; O’'BRIEN et al., 2001; HVIID et al., 2003; ROUSSEAU et al., 2003). O SNP
+3142 C/G, no qual se verificou que o alelo +3142 G pode influenciar no aumento da
afinidade de ligacdo de miRNAs, influenciando na diminui¢cdo da expressao do HLA-
G (TAN et al.,, 2007), e ainda, o SNP + 3187 A/G, que por estar préximo (4 pb
acima) aos motivos ricos em AU esta relacionado com a estabilidade e degradacao
do mRNA, sendo que a presenca do alelo + 3187 A pode ocasionar diminuicdo da
expressao de HLA-G.

Uma analise in silico revelou que varios miRNAs humanos tém potencial
para se ligar na regiao 3'NT do mRNA do HLA-G e influenciar na expressao de HLA-
G, principalmente pelos polimorfismos do fragmento de 14 pb e SNPs 3003, 3010,
3027 e 3035, que abrangem uma regido de apenas 32 nucleotideos que podem
influenciar na ligagdo de varios miRNAs, assim como o SNP 3142, discutido
anteriormente (CASTELLI et al., 2009).

CASTELLI et al., em 2009, estudando os polimorfismos da regido 3 NT
do HLA-G em 155 doadores de medula 6ssea da regidao Nordeste do Estado de Sao
Paulo, encontraram, além dos trés sitios polimérficos ja conhecidos, 14pb e +3142
C/G, + 3187 A/G outros cinco SNPs +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T,
e + 3196 C/G, produzindo pelo menos 11 combinacdes (haplétipos). Os autores
detectaram forte desequilibrio de ligacdo entre varios desses sitios polimérficos,
especialmente entre insercao 14 pb, +3142G e + 3187 A, previamente associados
com baixa estabilidade de mRNA.

Esses mesmos polimorfismos, com excecdo do SNP + 3196 C/G, foram
analisados nesse estudo quanto a frequéncia alélica, genotipica e haplotipica em
pacientes transplantados renais. Considerando a INDEL de 14 pares de bases,
observamos baixas frequéncias da homozigose +14pb/+14pb em todos os grupos
estudados, e ainda, observamos diminuicdo dos homozigotos -14pb/-14pb e
aumento do gendtipo -14pb/+14pb entre os pacientes com rejeicdo aguda em
relacdo aos demais pacientes transplantados, principalmente em relacdo aos
pacientes sem rejeicao, contudo, essa diferenca nao foi estatisticamente significante.
Por outro lado, encontramos associacdo significativa com dois dos 6 SNPs
estudados da regido 3’ NT do HLA-G, ou seja, o0 +3035 C/T e 0 + 3187 A/G.
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A posicao +3035 C/T foi associada com Maior frequéncia do gendétipo
+3035 CC na rejeicao crénica em relacao ao controle, e ainda, menor frequéncia do
genotipo +3035 CT na rejeicao crbnica em relagcdo ao grupo sem rejeicdo e ao
controle. Levando em consideracdo a baixa frequéncia do gendtipo +3035 TT, o
genotipo +3035 CC é fator de risco e o +3035 CT fator de protecéo para rejeicao
cronica. Pensando ainda na atuacao de alvos de miRNAs, Castelli et al., em 2009,
encontraram que 0 mi433 se liga com maior energia de ligacdo ao alelo +3035 C do
que ao alelo +3035 T. Assim, esse miRNA pode influenciar na maior degradacao do
mRNA do HLA-G no sitio +3035 C e, consequientemente, estar associado com
menor producao da proteina traduzida por esse alelo. Isso concordaria com o fato de
que pacientes com episddios de rejeicao apresentaram menor expressao de HLA-G.

Na posicao +3187 A/G observamos aumento significativo da frequéncia
do gendtipo +3187 GA no grupo com rejeicado em relacao ao grupo controle, essa
frequéncia se inverte no gendtipo +3187 AA, que € menos frequénte na rejeicao que
no controle (dado n&o estatisticamente significante, p = 0.0973). Notando-se a baixa
frequéncia do gendtipo +3187 GG no grupo amostral, podemos considerar, para este
estudo, que o gendétipo +3187 GA é um fator de risco para rejeicao, enquanto que o
genotipo +3187 AA seria de protecdo. No entanto, o alelo + 3187 A pode levar a
diminuicdo da expressdo de HLA-G por ter mRNA menos estavel, o que néo
concorda com o fato de que nossos pacientes com rejeicdo apresentarem menor
frequéncia do genodtipo +3187 AA.

Nao foram encontradas associacbes nas frequéncias alélicas e
genotipicas nos demais polimorfismos estudados. Também n&o encontramos
associacao dos diferentes grupos de pacientes transplantados renais analisados em
relacdo aos haplétipos encontrados, apesar de notarmos que a frequéncia do
haplétipo UTR-1, que contém os alelos +3035 C e + 3187 G, estar aumentada e as
frequéncias dos UTR-5 e UTR-7, que contém os alelos +3035 T e + 3187 A, estarem
diminuidos na rejeigdo em relacdo ao controle, essa relacdo ndo foi estatisticamente
significante (p = 0.0700).

Os Uunicos estudos com os polimorfismos de HLA-G em pacientes
transplantados renais, sdo estudos com o polimorfismo do fragmento de 14 pb da
regido 3'NT (CRISPIM et al., 2007; PIANCATELLI et al., 2009), e um estudo com os
éxons 2 e 3 do HLA-G (PIRRI et al., 2009).
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Pirri et al. (2009) pesquisaram os polimorfismos dos éxons 2 e 3 do HLA-
G investigando as substituicdes nao sinébnimas (que resulta na troca de aminoacido
e na codificacao de proteina diferente) com relagdo ao polipeptidio codificado pela
sequéncia consenso de HLA-G (HLA-G*010101) que estao presentes nos coédons
31, 110 e 130, encontrados em alelos HLA-G*0103, HLA-G*010401, HLA-G*010403
ou HLA-G*0105N e os alelos com substituicoes sindnimas (que resultam no mesmo
aminoacido e na codificacdo da mesma proteina) que compreendem os alelos HLA-
G*0101A (HLA-G*010101 e HLA-G*010106), HLA-G*01B (HLA-G*010102 e HLA-
G*0106), HLA-G*010103, HLA-G*010107 e HLA-G*010108, com relacdo aos
episédios de rejeicdo e relataram que os individuos com genétipo heterozigoto
sinbnimo/ nao sinbnimo apresentaram risco cinco vezes maior de rejeicao
comparados com homozigotos sindnimo/sinénimo e nao sinénimo/ nao sindénimo.
Como esses alelos estao distribuidos de forma heterogénea entre os alelos que
correspondem aos diferentes haplotipos da regido 3'NT, ndo é possivel fazer
correlagbes entre estes e 0s nossos resultados.

Crispim et al., (2007) em um estudo com 83 pacientes transplantados
renais encontraram que a frequéncia do genétipo +14pb/+14pb foi estatisticamente
maior em pacientes transplantados renais com rejeicdo aguda em relagdo ao
Controle saudavel.

Torres et al., (2009), em um estudo com 37 pacientes com transplante
cardiaco, encontraram um aumento da frequéncia do genétipo -14pb/-14pb no grupo
sem rejeicao, estando esse genodtipo relacionado com maior producao pré e pos
transplante de sHLA-G. Da mesma forma encontraram no grupo com rejeicdo um
aumento na frequéncia do gendtipo +14pb/+14pb, estando esse gendtipo e
heterozigotos -14pb/+14pb com baixas concentracbes do sHLA-G. Essa situagao
pode indicar o efeito genético dominante do alelo +14pb na redugédo da estabilidade
e producao da proteina. Estando o gendtipo +14pb/+14pb em baixa frequéncia, os
autores encontraram diferencas entre genoétipo -14pb/-14pb em relagcdo ao -
14pb/+14pb. Destacaram ainda que, individuos -14pb/-14pb foram considerados
melhores absorvedores de ciclosporina, com melhor prognoéstico do enxerto e
poucos episodios de rejeicao em relacao aos heterozigotos -14pb/+14pb.

Ja Piancatelli et al., em 2009, em um estudo com pacientes
transplantados renais, apesar de encontrarem um aumento na frequéncia do

genotipo +14pb/+14pb no grupo com rejeicdo aguda em relagdo ao controle, nao
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encontraram diferenca estatisticamente relevante. Por outro lado, os autores
encontraram associacdo da diminuicdo do -14pb/-14pb em pacientes com
complicagdes metabdlicas em relagdo aos pacientes transplantados renais que nao
tinham disfuncées metabdlicas. Esse achado pode indicar uma associagdo do
gendtipo -14pb/-14pb na inflamagéao e dislipidemia, provavelmente devido a reduzida
expressao de HLA-G.

Assim como Piancatelli et al., em 2009, ndo encontramos associacao
estatisticamente significante entre os diferentes grupos de pacientes e controles
estudados, com o polimorfismo 14pb. Nao existem outros trabalhos com os outros
polimorfismos estudados para discutirmos nossos resultados

O préximo passo foi investigar a associacao entre os polimorfismos da
regido 3’ NT do gene de HLA-G (14pb D/I, +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A,
+3035 C/T, +3142 C/G + 3187 A/G) e a expressao de HLA-G no aloenxerto renal,
mas apesar de encontrarmos diferencas nas frequéncias da expressao de HLA-G no
aloenxerto renal entre os grupos, essas diferencas nao foram estatisticamente
significantes.

Portanto, sugerimos que mais estudos devam ser realizados com esses
mesmos polimorfismos em maior numero de pacientes, englobando outros
polimorfismos do gene HLA-G que possam interferir na expressao protéica dessa

molécula e, consequentemente, na evolucao pds-transplante.

5.3. Tipificacao dos Genes HLA -A, -B, -DR e -Cw

Os pacientes transplantados tém diminuicdo gradual nas estimativas de
sobrevivéncia de aproximadamente 10% para cada incompatibilidade adicional do
doador nos locos HLA-A, B, C, ou -DR. (revisado por ANASETTI, 2008). Mas devido
ao numero reduzido de pacientes estudados em nossas amostras, nao foi
encontrada relacdo quanto a compatibilidade de HLA-A, -B e —-DR entre os
diferentes grupos de pacientes pés transplante renal.

O fato de que certos antigenos possam ser apresentados por
determinados alelos de HLA-Cw, pode ser um fator genético determinante para a
tolerancia, superando ou evitando a tolerancia, como suposto por Elder et al., em
2009, em seu estudo com HLA-Cw e psoriase.

O grupo 2 do HLA-C (Cw2, Cw4, Cw5 e Cw6) tem aumento da afinidade
por seus ligantes KIR, em comparacao as interagdes Grupo 1 do HLA-C (Cw1, Cw3,
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Cw7 e Cw8) por seus ligantes KIR. Dados sugerem que alguns peptideos no sulco
das moléculas grupo 1 do HLA-C oferecem impedimento conformacional a ligacao
adequada com KIR2DL2/3 (MANDELBOIM et al., 1997). No entanto, ha trabalhos
como o de WINTER et al, em 1998, que encontraram interagdo inibidora
relativamente fraca entre HLA-C1 e KIR2DL3, sendo facilmente superada por sinais
ativadores das células NK, facilitando a eliminagao da infecgao pelo HCV (WINTER
et al., 1998). Por outro lado, Carrington et al., 1999, encontraram que Bw4/C1 estava
associado com rapida progressao da AIDS em relacao ao Bw4/C2. Essa dicotomia,
na opiniao de Gaudieri et al., (2005) poderia estar relacionada ao fato de que o
Bw4/C1 teria forte inibicao e Bw6/C2 fraca inibicdo dos KIR nos pacientes com HIV
(GAUDIERI et al., 2005).

Quanto aos nossos resultados em relagdo aos alelos de HLA-Cw, para
nossos individuos transplantados renais, observamos que o alelo Cw2 esta
associado com fator de risco para rejeicao aguda e os alelos Cw3 e Cw15 com
fatores de risco para rejeicao crénica. Por outro lado, os alelos Cw7 e Cw12 foram
associados com protecado contra rejeicao cronica.

Observamos também que o grupo 2 do HLA-C foi estatisticamente mais
frequénte na rejeicdo aguda em relacdo ao grupo sem rejeicado e podemos notar
entdo que a presenca de pelo menos um alelo grupo 2 do HLA-C, em nossas
amostras, foi prejudicial a tolerancia ao aloenxerto renal, devido a alta frequéncia do
alelo HLA-Cw2, também ja citado como fator de risco, no grupo com rejeicao aguda.

Em adicdo, Cw3 em nossos pacientes foi considerado como fator de risco
e Cw7 fator de protecéo para rejeicao cronica. Uma vez que ambos os alelos sdo do
grupo 1 do HLA-C, pode haver diluicdo do grupo 1 do HLA-C em relagcdo com
rejeicao crbnica e, conseqlientemente, com a rejeicao total.

Em nosso estudo, pesquisamos se os alelos de HLA-Cw do receptor
poderiam estar relacionados com rejeicdo do aloenxerto e, nesse aspecto, sdo
poucos os estudos com transplante, mas ha trabalhos com esse enfoque em
transplante de figado.

Moya-quiles et al., em 2003, em estudo com 100 pacientes submetidos ao
transplante de figado, mostraram que os pacientes que nao apresentaram rejeicao
aguda tiveram menor frequéncia do alelo HLA-Cw6 comparado com aqueles que
apresentaram rejeicdo aguda e grupo controle. Encontraram também que a

frequéncia de episodios de rejeicdo aguda decresceu gradualmente de 46.3% em
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incompativeis HLA-C com duas incompatibilidades, para 33.3% e 16.6% para
transplantes com uma ou nenhuma incompatibilidade, respectivamente. Entretanto
essa diferenca nao foi estatisticamente significante (MOYA-QUILES et al., 2003a).

Moya-quiles et al., em 2007 mostraram que, pacientes submetidos ao
transplante de figado com rejeicdo aguda tiveram diminuicdao significativa da
frequéncia do alelo HLA-Cw*07 em relacdo aqueles sem rejeicao aguda.

Moya-quiles et al., em 2007, encontraram o HLA-Cw*07 relacionado a
protecédo para rejeicao aguda enquanto que nés encontramos esse alelo relacionado
a protecao para rejeigao crénica.

Somente um grupo pesquisou a influéncia dos grupos 1 e 2 do HLA-C em
receptores quanto a situacao pos transplante (MOYA-QUILES et al., 2003b). Outros
grupos, no entanto analisaram os grupos 1 e 2 do HLA-C em doadores de figado
transplantado (HANVESAKUL et al., 2008; TRAN et al., 2008).

Concordando com os nossos resultados, Moya-quiles et al., em 2003,
também encontraram que em individuos com rejeicdo aguda, os aloantigenos NK2
(alelos HLA-C do grupo 2) eram estatisticamente mais frequéntes que os
aloantigenos NK1 (alelos HLA-C do grupo 1), (MOYA-QUILES et al., 2003b).

Ja HANVESAKUL et al., em 2008, estudando 459 pacientes, encontraram
que em aloenxertos hepaticos de contendo pelo menos 1 alelo do grupo 2 do HLA-C
foram associados a menor evidencia histolégica de rejeicdo crénica e cirrose do
enxerto, reducdo da perda do enxerto e aumento da sobrevida do paciente em 10
anos. Em aloenxertos hepatico, a presenca de homozigose para o grupo 2 do HLA-C
nos doadores proporcionou reducdo de 26,5% da perda do enxerto em 10 anos
quando comparados com a presencga de homozigotos grupo 1 do HLA-C. De forma,
segundo o grupo citado, os alelos HLA-C do grupo 2 tém interacdo mais inibitérias
para a ativacdo da NK do que os alelos HLA-C do grupo 1 (HANVESAKUL et al.,
2008). De modo semelhante, em bidpsia de aloenxerto renal, kurnert et al., em 2007,
observaram que enxerto de doadores homozigotos para o grupo 2 de HLA-C
apresentaram melhor aceitacdo do enxerto.

Por outro lado, Tran et al., em 2008, estudando 913 pacientes,
encontraram a homozigose para o grupo 2 do HLA-C em doadores nao teve impacto
no enxerto ou na sobrevida dos pacientes em pelo menos em 10 anos pos
transplante, contradizendo os achados de Hanvesakul et al., conforme citado no
paragrafo anterior (TRAN et al., 2008; revisado por MENDEL et al., 2009).
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Quanto a expressao de HLA-G no aloenxerto renal, no grupo com rejeicao
os alelos Cw4 e Cw14 foram relacionados com auséncia da expressao de HLA-G,
enquanto que o Cw6 foi relacionado com maior expressdo da molécula. No grupo
sem rejeicdo, o alelo Cw4 foi associado com aumento da expressao de HLA-G. Mas
nao havendo outros trabalhos para comparacdo e discussao em relacdo a estes
resultados.

Esses achados mostram a importancia deste tipo de estudo ndo s6 da
compatibilidade de HLA-Cw, mas também na interacao diferencial que esses alelos
e grupos de alelos de HLA-Cw possam ter na apresentacdo do aloantigeno e na
interacao com seus ligantes inibitérios KIR na aceitacdo do aloenxerto pelo receptor.
Como também no desequilibrio de ligacao que possa existir entre os alelos de HLA-
G e HLA-C, e a influencia desses alelos de HLA-Cw na expressao de HLA-G.

5.4. Polimorfismo da regiao promotora da IL-18

Nessa parte do trabalho analisamos se o polimorfismo da regido
promotora da IL-18, SNPs -137 A/C e -607 C/G, poderia estar influenciando na
rejeicao ou na expressao de HLA-G do aloenxerto renal.

PARIKH et al., em 2004 mostraram que a IL -18 urinaria esta aumentada
na necrose tubular aguda e na disfuncao do enxerto quando comparada com outras
doencas renais, podendo, portanto, ser marcador de lesdo tubular proximal e
necrose tubular aguda. Da mesma forma, Simon et al., em 2004, demonstraram que
a expressao génica da IL-18 em células do sangue periférico também pode ser
ferramenta para detectar rejeicao do aloenxerto renal em estagios iniciais.

Striz et al., em 2005 mostraram que bidpsias de aloenxertos renais de
pacientes com rejeicdo aguda, com inducdo de imunorreatividade, expressam
fortemente IL-18 no epitélio dos tubulos distais, tubulos proximais, no infiltrado de
leucocitos e no endotélio. E que os niveis de IL-18 no soro de pacientes com
rejeicdo aguda foram estatisticamente elevados em relagdo aos pacientes sem
complicagdes ou com nefropatia tubular aguda. Ainda, mostraram que células
epiteliais renais expressam constitutivamente mRNA para IL-18, induzidas por TNF e
IFN-y, secretando IL-18.

Giedraitis et al., em 2001, estudando polimorfismos da IL-18 encontraram
2 polimorfismos na regido promotora e mostraram que a homozigose -607 CC e -137
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GG da IL-18, resultava em maior expressdo de mRNA da IL-18 em relacao aos
outros gendtipos.

Nos nossos resultados ndo encontramos diferencas do polimorfismo da
posicao -607 da IL-18 em relacdo a rejeicao do aloenxerto. Mas no polimorfismo da
posicao -137 encontramos que o alelo -137 C da IL-18 foi mais frequénte e o alelo -
137 G menos frequénte principalmente na rejeicao aguda, mas também na rejeicao
crbnica e, conseqlentemente, na rejeicao total em relacdo ao grupo controle.

O gendtipo -137 CC foi mais frequénte na rejeicao crdnica em relagdo ao
grupo controle. O genétipo -137 CG foi mais frequénte na rejeicao aguda em relacao
a rejeicao cronica e ao grupo controle, enquanto que, o gendétipo -137 GG foi menos
frequénte na rejeicao aguda em relagéo ao grupo controle.

Kolesar, et al., em 2007, encontraram que em pacientes transplantados
renais com disfungdo do enxerto tardia, a frequéncia do alelo C da posicéao -607 foi
estatisticamente aumentada em relacdo aos pacientes com disfuncdo do enxerto
imediata, da mesma forma, o gendétipo -607 CC e o haplétipo -607C e -137G foram
mais frequéntes no grupo com disfuncédo do enxerto tardia que imediata. No entanto,
nao encontraram relacdo desses polimorfismos com a rejeicdo do enxerto
(KOLESAR, et al., 2007), assim como também n&do encontramos relagdo do
polimorfismo -607 A/C com a rejeicao total.

Kim, et al., em 2008, em um estudo com 37 pacientes transplantados
renais com rejeicao aguda e 189 sem rejeicdo aguda, encontraram que a frequéncia
do gendtipo -137GG da IL-18 foi estatisticamente maior no grupo com rejeicao
aguda que no grupo sem rejeicdo aguda. Mostraram ainda que o0 grupo com rejeicao
aguda tiveram niveis mais elevados da IL-18 sérica, e ainda, que o gendétipo -137
GG, nesse grupo, também foi mais frequénte (esse estudo também revelou niveis
séricos mais elevados de IFN-y no grupo com rejeicdo aguda) (KIM, et al., 2008).

Dessa forma, nossos resultados ndo estdo de acordo com os resultados
de KIM, et al., em 2008, que encontraram frequéncia estatisticamente maior do
genotipo -137 GG no grupo com rejeicdo aguda que sem rejeicdo aguda, enquanto
nds encontramos que o genotipo -137 GG foi menos frequénte na rejeicdo aguda em
relagdo ao grupo controle e o alelo -137 C mais frequénte, principalmente na
rejeicao aguda, mas também na rejeicao crénica e, conseqiientemente, na rejeicao

total em relagéo ao grupo controle.
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Considerando que a diferenca de maior expressao de mRNA de IL-18 na
homozigose -607 CC e -137 GG comparada a outros gendtipos no estudo de
Giedraitis et al., em 2001, nao foi estatisticamente significante e, posto que tanto o
nosso trabalho como o trabalho de Kim, et al., foi realizado com numero reduzido de
pacientes, bem como com grupos de etnias diferentes (KIM et al., estudaram
pacientes transplantados renais Coreanos, Kolesar, et al.,, Europeus, e nés
Brasileiros), vé-se a necessidade de mais estudos dos polimorfismos dessa citocina
em relacdo a sua maior expressao e sua influéncia na rejeicao do aloenxerto renal.

Com relacao a expressao de HLA-G no aloenxerto renal, tanto na posicao
-137 quanto a -607 da IL-18 n&o foi encontrada nenhuma relagdo entre as
frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos de pacientes transplantados
renais e a expressdo de HLA-G no aloenxerto. N&o existindo outros trabalhos
desses polimorfismos, nem mesmo com relacao a atuacao da IL-18 na expressao de
HLA-G para comparacao, nota-se a necessidade de estudos com esse objetivo.

5.5 Polimorfismo da regiao promotora do INF-y

Outra citocina estudada foi o INF-y. Analisamos se o polimorfismo do
SNPs +874 A/T do INF-y, poderia estar influenciando na rejeicao ou na expressao de
HLA-G do aloenxerto renal. Pois se sabe que o gendtipo +874 TT do INF-y é
associado a altos niveis da citocina e o gendtipo +874 AA associado a baixos niveis
de INF-y (PRAVICA et al., 2000). Ainda, INF-y participa intensamente nos processos
de modulagao da resposta imune ao alotransplante, podendo diminuir ou aumentar a
expressao de outras moléculas envolvidas na aloresposta imune. Por outro lado,
pode contribuir para a expressao de moléculas relacionadas com a tolerancia imune
(COUPEL et al., 2006), inclusive estimulando a producdo de HLA-G (BRUGIERE et
al., 2009).

Encontramos, em nosso estudo, associacao entre o polimorfismo de INF-y
e a evolugao no transplante renal. O genétipo +874 TT foi mais frequénte na rejeicao
aguda em relacdo ao grupo sem rejeicdo € no grupo com rejeicdo em relacédo ao
grupo sem rejeicao. Dessa forma, o genoétipo +874 TT € um fator de risco para a
rejeicao aguda, e se o gendtipo +874 TT é alto produtor da citocina, entdo o INF-y

pode favorecer o processo da rejeicao.
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Quanto a esse polimorfismo sao varios os trabalhos em pacientes
transplantados renais, alguns deles estudando rejeicdo de maneira geral (sem referir
rejeicdo aguda ou crbnica) ndo encontraram nenhuma associagdo entre o
polimorfismo da posicdo +874 do INF-y e a rejeicdo em pacientes transplantados
renais (POLI et al., 2001; AZARPIRA et al., 2006; AZARPIRA et al., 2009).

Outros estudos, avaliando rejeicdo aguda em relacdo: aos sem rejeicao
(BRABCOVA et al.,, 2007) ou aos com funcao renal estavel (ALAKULPPI et al.,
2004), também nao encontraram relacdo com o polimorfismo da posi¢cao +874 do
INF-y.

Nikolova et al., em 2008 ndo encontraram nenhuma associacao entre os
pacientes transplantados renais com funcao renal normal e rejeicdo crénica para a
posicao +874 do INF-y. Assim como Ligeiro et al., em 2004 e Gendzekhadze et al.,
em 2006, estudando a relacao desse polimorfismo com a rejeicao aguda e crbénica

Ja McDaniel et al., em 2002, estudando pacientes transplantados renais
em um grupo de afro americanos, encontraram que o genétipo +874 AT (alto
produtor) do INF-y foi mais frequénte e o genétipo +874 AA do INF-y (baixo
produtor), senso menos frequénte em pacientes com episédios de rejeicdo em
relagdo aos pacientes com ou sem disfuncdo renal. De forma que esse ultimo
trabalho esta de acordo com o0s nossos resultados de que o gendétipo +874 TT (alto
produtor) esteja associado como fator de risco, enquanto que o genétipo +874 AA do
INF-y (baixo produtor), como fator de protecéo contra rejeicao do aloenxerto renal.

Com relagao polimorfismo da posicao +874 do INF-y e a expressao de
HLA-G no enxerto renal, apesar de Brugiéere et al. (2009) mostrarem que o INF-y
induz a sintese do HLA-G em cultura primaria de células epiteliais brénquicas,
suportando a hipo6tese de que fatores presentes no microambiente do aloenxerto de
pulmdo podem promover a expressao de HLA-G, em nosso estudo, nao
encontramos relacao entre nenhum dos grupos de rejeicdo aguda ou crdnica ou sem

rejeicao e controles com a expressao de HLA-G no enxerto renal.

5.6. Polimorfismo génico do TNF
TNF também foi analisado quanto a influéncia dos polimorfismos dos
SNPs -308 G/A e -238 G/A, na rejeicao e na expressao de HLA-G do aloenxerto

renal.
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O polimorfismo —308 G/A do TNF esta situado na regido flanqueada 5" do
gene, contendo multiplos sitios regulatérios (DROUET et al., 1991). O gendtipo -308
G esta associado com baixo nivel de producéao do TNF, enquanto os genétipos -308
AG e -308 AA com alta producao do TNF. (HUANG et al., 1999; KROEGER et al.,
2000).

De acordo com o resultado das nossas amostras, no SNP -308 A/G do
TNF, o alelo -308 A é um fator de risco para RA, o genétipo -308 AG foi de alta
frequéncia na RA, enquanto que o gendétipo -308 GG de baixa frequéncia. Entao se
o0 gendtipo -308 AG é alto produtor e -308 GG € baixo produtor de TNF, essa
citocina favorece a rejeicdo. E quanto a posicao -238 A/G do TNF nao houve
diferenca entre suas frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos de pacientes
transplantados renais e grupo controle.

Sao muitos os trabalhos com relacdo ao SNP -308 A/G do TNF em
pacientes transplantados renais e também sdo muitas as divergéncias entre os
resultados encontrados.

Alguns deles estudando rejeicao de maneira geral (sem referir rejeicao
aguda ou crdnica) nao encontraram nenhuma associagdao entre o polimorfismo da
posicao -308 do TNF (CARTWRIGHT et al., 2001; REVIRON et al., 2001; POOLE et
al., 2002; MCDANIEL et al., 2002; MELK et al., 2003; AZARPIRA et al., 2009), assim
como em nosso grupo de rejeicao total.

Ja Manchanda e Mittal, em 2008, encontraram maior frequéncia (4 vezes)
do gendtipo -308 AA, alto produtor do TNF, no grupo com rejeicdo em relacdo ao
grupo com funcao estavel do enxerto renal. Thakkinstian et al. (2008), encontraram
que o risco de rejeicao foi de 20% e 30%, mais alto para -308 GA e -308 AA,
respectivamente, comparados com o genoétipo -308 GG. E da mesma forma,
Sankaran et al., em 1999, encontraram que os polimorfismos alto produtores do -308
do TNF (-308 AG e -308 AA), foram associados com multiplos episédios de rejeicao
em pacientes HLA incompativeis e também com os pacientes resistentes aos
corticosterdides.

Em estudos relacionados a rejeicdo aguda, Dmitrienko et al., em 2005 e
Brabcova et al., em 2007 ndo encontraram diferencas em relagdo ao polimorfismo -
308 do TNF e a rejeicao aguda. Mas de forma concordante com nossos resultados,
a maioria dos trabalhos mostraram que a rejeicdo aguda foi relacionada com os
fenotipos alto produtores de TNF (-308 AA e -308 AG).
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Pelletier et al., em 2000 encontraram que em pacientes com episddios
recorrentes de RA, os fendtipos alto produtores de TNF (-308 AA e -308 AQG)
estavam significativamente aumentados quando comparados com o fenétipo baixo
produtor de TNF (-308 GG).

Poli et al., em 2000; Poli et al., em 2001 e Mendoza-carrera et al., em
2008, encontraram que o gendtipo alto produtor do -308 do TNF foi relacionado
estatisticamente com maior incidéncia de rejeicdo aguda e niveis mais elevados de
creatinina sérica. Poli et al., em 2000 ainda relacionaram esse genoétipo ao dano
vascular e Poli et al.,, em 2001, com episddios mais graves de rejeicao. Alakulppi et
al., em 2004, encontraram que pacientes com genétipo -308 AA do TNF tinha um
risco relativo 5 vezes de rejeicdo aguda. Grunyd et al., em 2008, encontraram em
bidpsias renais apresentando rejeicdo aguda tinham frequéncia duas vezes de pelo
menos um alelo -308 A do TNF.

Em estudos com relacao a rejeicao crénica, Melk et al., em 2003; Pawlik
et al., em 2005; Nikolova et al., em 2008 ndo encontraram nenhuma associacao
entre os pacientes transplantados renais com fungéo renal normal e rejeicao cronica
para a posicao 308 A/G do TNF. Ja Gendzekhadze et al., em 2006, encontraram
associacao do -308 A do TNF com a protecao para rejeicao crénica e Penka et al.,
em 2007, encontraram que -308 GA estava associado com rejeicao cronica e -308
GG com protecao do enxerto.

Ligeiro et al., em 2004, ndo encontraram relacdo da posicao -308 do TNF
entre os pacientes com funcao estavel, rejeicdo aguda e rejeicao crbnica.

Mabel et al., 2004, estudando complicagcdes em pacientes transplantados
renais ndo encontraram relagdo do gendtipo -308 do TNF com hiperuricemia,
dislipoproteinemia ou diabetes tipo 2.

Sao raros os trabalhos com o polimorfismo -238 A/G do TNF em
pacientes transplantados renais, todos estudaram ao mesmo tempo o polimorfismo -
308 A/G. E assim como em nosso estudo, nenhum deles encontrou relagéo do -238
A/G com a rejeicao (MARSHALL et al., 2000; PARK et al., 2004).

Marshall et al., em 2000, estudando rejeicdo aguda nao encontraram
nenhuma relagdo com os genotipos -238 e -308 do TNF. (MARSHALL et al., 2000)

Altun et al., em 2005, estudando o risco cardiovascular (que € a maior
causa de morbidade e mortalidade em pacientes transplantados renais), néo

encontraram associacao dos polimorfismos -238 e -308 do TNF com a espessura do



Discussdo 120

material da intima da carétida e indice de massa ventricular esquerda em pacientes
transplantados renais.

Park et al., 2004, encontraram que a frequéncia do alto produtor -308 GG
(mas nao -308 GA) do TNF foi significativamente maior em pacientes com rejeicao
recorrente comparado a pacientes sem ou com somente um episodio de rejeicao. E
a frequéncia do gendtipo -238 GA do TNF, apesar de ndo ser estatisticamente
significante, foi maior em pacientes com rejeicdo recorrente. Enquanto que em
nosso trabalho a frequéncia do gendtipo -238 AA do TNF esteve, nao
significantemente, mais elevada na rejeicdo que nos pacientes sem rejeicao.

Ranganath et al., em 2009, em um estudo com 258 pacientes em estagio
final da doenca renal, encontraram que todos os alelos e genétipos dos
polimorfismos -238 A/G e -308 A/G do TNF foram diferentes estatisticamente em
relacdo ao controle, com excec¢ao do gendtipo -308 AG. No polimorfismo -308 do
TNF os individuos controles tinham maior frequéncia de -308 GG e menor de -308
AA e no polimorfismo -238 do TNF os individuos controles tinham maior frequéncia
de -238 GG e menor do -238 GA e -238 AA que os pacientes em estagio final da
doenga renal. Mostrando a importancia dos niveis dessa citocina nao s6 no
aloenxerto, mas na funcao renal independente do transplante.

Contudo, os efeitos desses polimorfismos na tolerancia ao enxerto ainda
permanecem controversos (THAKKINSTIAN et al., 2008).

TNF diminui a expressao de HLA-G1 na superficie celular, mas aumenta
o HLA-G citoplasmatico (ZIDI et al., 2006), mas assim como para todos o0s
polimorfismos das outras citocinas estudadas, também n&o foram encontradas
associagdes A/G do TNF entre os grupos de pacientes transplantados renais € a

expressao de HLA-G no aloenxerto.
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6. CONCLUSOES

Os objetivos inicialmente propostos foram alcangados e, de acordo com
nossos resultados, concluimos que:

A espressao de HLA-G foi mais frequénte em bidpsias sem rejeicao, no
entanto, ndo observamos diferenca significante em relacdo as biopsias que
apresentaram rejeicdo. Nos polimorfismos da regido 3’'NT do HLA-G, os gendtipos
+3035 CC e +3187 GA foram associados com fatores de risco para rejeicao,
enquanto que o gendtipo +3035 CT foi protetor. Quanto aos alelos HLA-Cw, Cw2,
Cw3 e Cw15 foram fatores de risco para rejeicao, enquanto os alelos Cw7 e Cw12,
fatores de protecdo. De acordo com os polimorfismos das citocinas, o genétipo -137
CC da IL-18, +874 TT do INF-y e -308 AG do TNF foram fatores de risco para
rejeicdo, enquanto que os genétipos -137 GG da IL-18 e -308 GG do TNF, fatores de
protecao.

Quanto a influéncia desses fatores na expressao de HLA-G no enxerto
renal, na rejeicdo, os alelos Cw4 e Cwi14 foram relacionados com auséncia da
expressao de HLA-G, enquanto que o Cw6 foi relacionado com maior expresséao da
molécula. No grupo sem rejeicdo, o alelo Cw4 foi associado com aumento da
expressao de HLA-G. Assim, os genes que codificam as moléculas HLA, as diversas
citocinas e a expressdo de moléculas HLA n&o classicas avaliadas neste estudo
podem contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos imunoldgicos que

medeiam o processo de rejeicdo em aloenxertos renais.



Referéncias Bibliogrdficas



Referéncias Bibliogrdficas 124

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AFFLECK, D.G., et al. Interleukin-18 production following murine cardiac
transplantation: Correlation with histologic rejection and the induction of INF-gamma.
J Interferon Cytokine Res, v. 21, p.1, 2001.

AGUILERA, A. Cotranscriptional mRNP assembly: from the DNA to the nuclear pore.
Curr Opin Cell Biol.,v. 17, p. 242-250, 2005.

ALAKULPPI, N.S., et al. Cytokine gene polymorphisms and risks of acute rejection
and delayed graft function after kidney transplantation. Transplantation, v.78, n. 10,
p.1422-8, 2004.

ALLAN, D.S., et al. Tetrameric complexes of human histocompatibility leukocyte
antigen (HLA)-G bind to peripheral blood myelomonocytic cells. Journal Exp Med.,
v. 189, p.1149-56, 1999.

ALTUN, B., et al.Impact of cytokine gene polymorphism on cardiovascular risk in
renal transplant recipients. Transpl Int., v. 18, n. 6, p. 681-9, 2005.

ALVAREZ, M., et al. (2009) HLA-G 3'-UTR SNP and 14-bp deletion polymorphisms
in Portuguese and Guinea-Bissau populations. Int J Immunogenet, v. 36, p.361-
366.

ANASETTI, C. What are the most important donor and recipient factors affecting the
outcome of related and unrelated allogeneic transplantation? Best Practice &
Research Clinical Haematology, v. 21, N. 4, p. 691-697, 2008.

ANDERS, H.J.; VIELHAUER, V.; SCHLONDORFF, D. Chemokines and chemokine
receptors are involved in the resolution or progression of renal disease. Kidney
International, v. 63, p. 401-415, 2003.

APPS, R.; GARDNER, L.; MOFFETT, A. (2008) A critical look at HLA-G. Trends
Immunol 29, 313-321. Association of polymorphisms in the human interferon-gamma
and interleukin-10 gene with acute and chronic kidney transplant outcome: the
cytokine effect on transplantation. Transplantation, v. 71, n. 5, p. 674-7, 2001.

AWAD, M.R., et al. The effect of cytokine gene polymorphisms on pediatric heart
allograft outcome. J Heart Lung Transplant., v. 20, n. 6, p. 625-30, 2001.

AZARPIRA, N., et al. Cytokine gene polymorphisms in renal transplant recipients.
Exp Clin Transplant, v. 4, n. 2, p. 528-31, 2006.

AZARPIRA, N., et al. Influence of recipient and donor IL-10, TNFA and INFG
genotypes on the incidence of acute renal allograft rejection. Mol Biol Rep, v. 36, n.
6, p. 1621-6, 2009.

AZUMA, H.; TILNEY, N.L. Chronic graft rejection. Curr Opin Immunol., v.6, p.770-
776, 1994.



Referéncias Bibliogrdficas 125

BAHRI, R., et al. Soluble HLA-G inhibits cell cycle progression in human alloreactive
T lymphocytes. d Immunol., v. 176, n. 3, p. 1331-9, 2006.

BAINBRIDGE, D.; ELLIS, S.A.; SARGENT, I.L. HLA-G suppresses proliferation of
CD4_ T-lymphocytes. J Reprod Immunol., v. 48, p. 17-26, 2000.

BARBARA, J.A., et al. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha): the good the bad
and potentially very effective. Immunol. Cell. Biol., v. 74, p. 434-443, 1996.

BASTURK, B., et al. Human leukocyte antigen-G, a new parameter in the folow-up of
liver transplantation. Transplantation Proceedings, v. 38, p.571-574, 2006.

BECKER, B.N; JACOBSON, L.M; HULLETT, D.A. An antigen-independent important
hormone: intrarenal angiotensin Il (All) as a key to understanding chronic allograft
nephropathy. Graft., v. 5, p.199-203, 2002.

BERDARD, E.L.R.; KIM, P.; JIANG, J. Chemokine-binding viral protein M-T7
prevents chronic rejection in rat renal allografts. Transplantation., v.15, p.249-52,
20083.

BERMINGHAM, J., et al. Genetic analysis of insulin-like growth factor Il and HLA-G
in pre-eclampsia. Biochem Soc Trans. V. 28, n. 2, p. 215-9, 2000.

BIOMETRIX DIAGNOSTICA. Catélogo: Nomenclatura HLA -  2009.
www.biometrix.com.br, 2009.

BLACK, R.A., et al. A metalloproteinase disintegrin that releases tumour-necrosis
factor-alpha from cells. Nature, v. 385, n. 6618, p. 729-33, 1997.

BODMER, J.G., et al. Nomeclature for factors of the HLA system. Tissue Antigens.,
v. 46, p. 1-18, 1995.

BRABCOVA, I., et al. Genetic variability of major inflammatory mediators has no
impact on the outcome of kidney transplantation. Transplantation, v. 84, n. 8, p.
1037-44, 2007.

BRUGIERE, O., et al. Immunohistochemical study of HLA-G expression in lung
transplant recipients. Am J Transplant, v. 9, n. 6, p. 1427-38, 2009.

CAROSELLA, E.C.; DAUSSET, J.; KIRSZENBAUM, M. HLA-G revised.
Immunology Today, Amsterdam, v. 17 n. 9, p. 407-409, 1996.

CAROSELLA, E.D., et al. HLA-G molecules: from maternal-fetal tolerance to tissue
acceptance. Adv immunol., v. 81, p.199-252, 2003.

CARRINGTON, M., et al. HLA and HIV-1: heterozygote advantage and B*35-Cw*04
disadvantage. Science, v. 283, p. 1748—-1752,1999.

CARRINGTON, M.; NORMAN, P. The KIR Gene Cluster. 2003



Referéncias Bibliogrdficas 126

CARTWRIGHT. N.H., et al. A study of cytokine gene polymorphisms and protein
secretion in renal transplantation. Transpl Immunol. v. 8, n. 4, p. 237-44, 2001.

CASTELLI, E.C., et al. The genetic structure of 3'untranslated region of the HLA-G
gene: polymorphisms and haplotypes. Genes Immun, v. Oct 1, p. 1-8, 2009.

CASTELLI, E.C., et al. In silico analysis of microRNAS targeting the HLA-G 3'
untranslated region alleles and haplotypes. Hum Immunol, v. 70, n. 12, p. 1020-5,
2009.

CASTELLI, E.C.; MENDES-JUNIOR, C.T.; DONADI, E.A. HLA-G alleles and HLA-G
14pb polymorphisms in a Brasilian population Tissue Antigens, v. 70, p. 62-8,
2007(a).

CASTELLI, E.C., et al. A novel HLA-G allele, HLA-G* 010111, in Brasilian population.
Tissue Antigens v. 70, p. 349-50, 2007(b).

CAUMARTIN, J., et al. Trogocytosis-based generation of suppressive NK cells.
EMBO J. v. 26, n. 5, p. 1423-33, 2007.

CHAN, W.L., et al. NKT cell subsets in infection and inflammation. Immunol Lett, v.
85, p. 159-63, 2003.

CHANG, C.C.; MURPHY, S.P.; FERRONE, S. Differential in vivo and in vitro HLA-G
expression in melanoma cells: potential mechanisms. Hum Immunol., v. 64, n. 11, p.
1057-63, 2008.

CHEN, G.; GOEDDEL, D.V. "TNF-R1 signaling: a beautiful pathway". Science, v.
296, n. 5573, p. 1634-5, 2002.

CHU, W., et al.A candidate interferon-gamma activated site (GAS element) in the
HLA-G promoter does not bind nuclear proteins. Hum Immunol., v. 60, n. 11, p.
1113-8, 1999.

CIROCCO, R.E., et al. Killer cell immunoglobulin-like receptor polymorphisms in
HLA-identical kidney transplant recipients: lack of 2DL2 and 2DS2 may be
associated with poor graft function. Tissue Antigens., v.69 Suppl p. 1:123-4, 2007.

CIRULLI, V., et al. The class | HLA repertoire of pancreatic islets comprises the
nonclassical class Ib antigen HLA-G. Diabetes, v. 55, n. 5, p. 1214-22, 2006.

CLEMENTS, C.S., et al. Structural studies on HLA-G: implications for ligand and
receptor binding. Hum Immunol, v. 68, p. 220-226, 2007.

COLLINS, T., et al. Recombinant human tumor necrosis factor increases mRNA
levels and surface expression of HLA-A,B antigens in vascular endothelial cells and
dermal fibroblasts in vitro. Proc Natl Acad Sci USA, v. 83, n. 2, p. 446, 1986.

COLONNA, M., et al. A common inhibitory receptor for major histocompatibility
complex class | molecules on human lymphoid and myelomonocytic cells. J.
Exp. Med. V. 186, p. 1809 —1818, 1997.



Referéncias Bibliogrdficas 127

COLONNA, M., et al. Human myelomonocytic cells express an inhibitory receptor for
classical and nonclassical MHC class | molecules. J Immunol, v. 160, p. 3096-100,
1998.

CONTINI, P., et al. Indiveri, S. Ferrone, and F. Puppo. Soluble HLA-A,-B,-C and -G
molecules induce apoptosis in T and NK CD8+ cells and inhibit cytotoxic T cell
activity through CD8 ligation. Eur. J. Immunol., v. 33, p. 125-134, 2003.

CREPUT, C.; DURRBACH, A.; MENIER, C. Human leukocyte antingen-G (HLA-G)
expression in biliary epithelial cells is associated with allograft acceptance in liver-
kidney transplantation. Journal of Hepatology, v. 39, p. 587-594, 2003a.

CREPUT, C.; LE FRIEC, G.; BAHRI, R. Detection of HLA-G in serum and graft
biopsy associated with fewer acute rejections following combined liver-kidney
transplantation: possible implications for monitoring patients. Human Immunology,
v. 64, p. 1033-1038, 2003b.

CRISA, L., et al. Identification of a thymic epithelial cell subset sharing expression of
the class Ib HLA-G molecule with fetal trophoblasts. J Exp Med., v. 186, p. 289-298,
1997.

CRISPIM, J.C., et al. Human leukocyte antigen-G expression after kidney
transplantation is associated with a reduced incidence of rejection. Transpl
Immunol., v. 18, n. 4, p. 361-7, 2008.

CRISPIM, J.C., et al. Frequency of insertion/deletion polymorphism in exon 8 of HLA-
G and kidney allograft outcome.Tissue Antigens., v. 71, n. 1, p. 35-41, 2008.

D’ALFONSO, S.; RICHIARDI, P.M. A polymorphic variation in a putative regulation
box of the TNFA promoter region. Imnmuno-genetics, v. 39, p. 150-154, 1994.

DAVIES, J.D., et al. T cell regulation in adult transplantation tolerance. J Immunol.;
v. 157, p. 529-533, 1996.

DECKER, T.; LOHMANN-MATTHES, M.L.; GIFFORD, G.E. Cell-associated tumor
necrosis factor (TNF) as a killing mechanism of activated cytotoxic macrophages. J
Immunol, v. 138, n. 3, p. 957, 1987.

DERRE, L., et al. Expression and release of HLA-E by melanoma cells and
melanocytes: Potencial impact on the response of cytotoxic effector cells. The
Journal of Immunology.,v. 177, p. 3100-3107, 2006.

DESVAUX, D., et al. Molécular diagnosis of renal-allograft rejection: correlation with
histopathologic evaluation and antirejection-therapy resistance. Transplantation, v.
78, n. 5, p. 647-53, 2004.

DIEHL, M., et al. Nonclassical HLA-G molecules are classical peptide presenters.
Curr Biol, v. 6, p. 305-314, 1996.



Referéncias Bibliogrdficas 128

DIETRICH, J.; CELLA, M.; COLONNA, M. Ig-like transcript 2 (ILT2) /leukocyte Ig-like
receptor 1 (LIR1) inhibits TCR signaling and actin cytoskeleton reorganization. J
Immunol, v. 166, p. 2514-21, 2001.

DMITRIENKO, S., et al. Immune response gene polymorphisms in renal transplant
recipients. Transplantation., v. 80, n. 12, p. 1773-82, 2005.

DONADI, A.D., et al. Implications of the polymorphism of HLA-G on its function,
regulation, evolution and disease association. Ainda n&o publicado, 2010.

DROUET, C.; SHAKHOV, A.N.; JONGENEEL, C.V. Enhancers and transcription fac-
tors controlling the inducibility of the tumor necrosis factor-alpha promoter in primary
macrophages. J Immunol, v. 147, n. 5, p. 1694—1700, 1991.

ELDER, J.T., et al. Molécular dissection of psoriasis: integrating genetics and
biology. J Invest Dermatol., v. 130, n. 5, p. 1213-26, 2010.

ELLIS, S.A.; PALMER, M.S.; MCMICHAEL, A.J. Human trophoblast and the
choriocarcinoma cell line BeWo express a truncated HLA Class | molecule. J
Immunol.,v. 144, p. 731-5, 1990.

ELLIS, S.A. et al. Evidence for a novel HLA antigen found on human extravillous
trophoblast and a choriocarcinoma cell line. Immunology., v. 59, p. 595-60, 1986.

FISCHER, J.C., et al. Relevance of C1 and C2 epitopes for hemopoietic stem cell
transplantation: role for sequential acquisition of HLA-C-specific inhibitory killer 1g-like
receptor. J Immunol., v. 178, n. 6, p. 3918-23, 2007.

FONS, P., et al. Soluble HLA-G1 inhibits angiogenesis through an apoptotic pathway
and by direct binding to CD160 receptor expressed by endothelial cells. Blood, v.
108, n. 8, p. 2608-15, 2006.

FOURNEL, S., et al. Cutting edge: soluble HLA-G1 triggers CD95/CD95 ligand-
mediated apoptosis in activated CD8+ cells by interacting with CD8. J. Immunol., v.
164, p. 6100 — 6104, 2000.

Frohn, C., et al. The effect of HLA-C matching on acute renal transplant rejection.
Nephrol Dial Transplant, v. 16, p. 355, 2001.

GAO, G.F., et al. Classical and nonclassical class | major histocompatibility complex
molecules exhibit subtle conformational differences that affect binding to CD8
alphaalpha. J Biol Chem, v. 275, p. 15232-15238, 2000.

GARDELLA, S., et al. Interleukin-18 synthesis and secretion by dendritic cells are
modulated by interaction with antigen-specific T cells. J Leukoc Biol, v. 66, p. 237—
41, 1999.

GAUDIERI, S., et al. Associations between KIR epitope combinations expressed by
HLA-B/-C haplotypes found in an HIV-1 infected study population may influence NK
mediated immune responses. Mol Immunol. v. 42, n. 4, p. 557-60, 2005.



Referéncias Bibliogrdficas 129

GENDZEKHADZE, K.; RIVAS-VETENCOURT, P.; MONTANO, R.F. Risk of adverse
post-transplant events after kidney allograft transplantation as predicted by CTLA-4
+49 and TNF-alpha -308 single nucleotide polymorphisms: a preliminary study.
Transpl Immunol., v. 16, n. 3-4, p. 194-9, 2006.
GERAGHTY, D.E. Structure of the HLA class | region and expression of its resident
genes. Curr.Opin. Immunol., v. 5, p.3-7, 1993.

GERAGHTY, D.E.; KOLLER, B.H.; ORR, H.T. A human major histocompatibility
complex class | gene that encodes a protein with a shortened cytoplasmic segment.
Proc Natl Acad Sci US A, v. 84, p. 9145-9, 1987.

GERAGHTY, D.E.; WEI, X.H.; ORR, H.T.; KOLLER, B.H. Human leukocyte antigen F
(HLA-F). An expressed HLA gene composed of a class | coding sequence linked to a
novel transcribed repetitive element. J Exp Med., v. 171, p. 1-18, 1990.

GERDES, N., et al. Expression of interleukin (IL)-18 and functional IL-18 receptor
on human vascular endothelial cells, smooth muscle cells, and macrophages:
implications for atherogenesis. J. Exp. Med. v. 195, p. 245-257, 2002.

GIBSON, T.; MEDAWAR, P. The fate of skin homografts in man. J Anat, v. 77, p.
299-316, 1943.

GIEDRAITIS, V., et al. Cloning and mutation analysis of the human IL-18 promoter: a
possible role of polymorphisms in expression regulation. J Neuroimmunol, v. 112, p.
146-52, 2001.

GLAS, J., et al. Association of polymorphisms in the interleukin-18 gene in patients
with Crohn’s disease depending on the CARD15/NOD2 genotype. Inflamm Bowel
Dis, v. 11,. p. 1031-7, 2005.

GOBIN, S.J.; KEIUSERS et al. The role of enhancer A in the locos-specific
transactivation of classical and nonclassical HLA class | genes by nuclear factor
kappa B. J Immunolo. v. 161, p. 2276-2283, 1998.

GOBIN, S.J.; VAN DEN ELSEN, P.J. Transcripcional regualation of the MHC class Ib
genes HLA-E, HLA-F, AND HLA-G. Human immunology. v. 61, p. 1102-1107, 2000.

GOTHERSTROM, C., et al.Difference in gene expression between human fetal liver
and adult bone marrow mesenchymal stem cells. Haematologica. v. 90, n. 8, p.
1017-26, 2005.

GRACIE, J.A., et al. Disease association of two distinct interleukin-18 promoter
polymorphisms in Caucasian rheumatoid arthritis patients. Genes Immun, v. 6, p.
211-6, 2005.

HAAS, S.L., et al. 2137 (G/C) IL-18 promoter polymorphism in patients with
inflammatory bowel disease. Scand J Gastroenterol, v. 40, n. 1438—43, 2005.

HALLORAN, P.F. Rethinking immunosupression in terms of the redundant and
nonredundantsteps in the immune response. Trans Proc., v. 28, p. 11-18, 1996.



Referéncias Bibliogrdficas 130

HANVESAKUL, R., et al. Donor HLA-C genotype has a profound impact on the
clinical outcome following liver transplantation. Am J Transplant. v. 8, n. 9, p. 1931-
41, 2008.

HAREL-BELLAN, A., et al. Natural killer susceptibility of human cells may be
regulated by genes in the HLA region on chromosome 6. Proc Natl Acad Sci U S A.
, v. 83, n. 15, p. 5688-92, 1986.

HARRISON, G.A., et al. A 14 bp deletion polymorphism in the HLA-G gene. Hum
Mol Genet., v. 2, p. 2200, 1993.

HAYRY, P. Pathophysiology of chronic rejection. Transpl Proc., v. 28,p. 7-10, 1996.

HAYRY, P.; MENNANDER, A. Will chronic rejection ever respond to treatment?
Transpl Int., v. 5, p. 578-9, 1992.

HEIDENREICH, S., et al. Potentiation of lymphokine-induced macrophage activation
by tumor necrosis factor-alpha. J Immunol, v. 140, n. 5, p. 1511, 1988.

HEINZMANN, A., et al. Association study of polymorphisms within interleukin-18 in
juvenile idiopathic arthritis and bronchial asthma. Allergy, v. 59, p. 845-9, 2004.

HERRMANN, S.M., et al. Polymorphisms of the tumour necrosis factor-alpha gene,
coronary heart disease and obesity. Eur J Clin Invest , v. 28, p. 59-66, 1998.

HEUER, J.G.; TUCKER-MCCLUNG, C.;; HOCK, R.A. Neuroblastoma cells
expressing mature IL-18, but not prolL-18, induce a strong and immediate antitumor
immune response. J Immunother, v. 22, p. 324-35, 1999.

HIBY, S.E.; KING, A.; SHARKEY, A.; LOKE, Y.W. Molécular studies of trophoblast
HLA-G: polymorphism, isoforms, imprinting and expression in preimplantation
embryo. Tissue Antigens, v. 53, p. 1-13, 1999.

HIGUCHI, T., et al. Polymorphism of the 50-flanking region of the human tumor
necrosis factor (TNF)-alpha gene in Japanese. Tissue Antigens, v. 51, p.605—
612, 1998.

HOFFMAN, M.; WEINBERG, J.B. Tumor necrosis factor-alpha induces increased
hydrogen peroxide production and Fc receptor expression, but not increased la
antigen expression by peritoneal macrophages. J Leukoc Biol, v. 42, n. 6, p. 704,
1987.

HOFFMANN, S.C., et al. Association of cytokine polymorphic inheritance and in
vitro  cytokine  production in  anti-CD3/CD28-stimulated peripheral blood
lymphocytes. Transplantation, v. 72, p. 1444— 50, 2001.

HSU, K.C., et al. The killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genomic region:
gene-order, haplotypes and allelic polimorphism. Immunology Rev, v. 190, p. 40,
2002.



Referéncias Bibliogrdficas 131

HUANG, D.R., et al. Tumour necrosis factor-alpha polymorphism and secretion in
myasthenia gravis. J Neuroimmunol, v. 94, n. 1-2, p. 165-71, 1999.

HVIID, T.V., et al. HLA-G polymorphisms in couples with recurrent spontaneous
abortions. Tissue Antigens., v. 60, p. 122-32, 2002.

HVIID, T.V, et al. HLA-G allelic variants are associated with differences in the HLA-G
MRNA isoform profile and HLA-G mRNA levels. Immunogenetics., v. 55, p 63-79,
2008.

HVIID, T.V. HLA-G in human reproduction: aspects of genetics, function and
pregnancy complications. Hum Reprod Update., v.12, p. 209-32, 2006.

HVIID, T.V. HLA-G genotype is associated with fetoplacental growth. Hum
Immunol.,v. 65, p. 586-93, 2004a.

HVIID, T.V., et al. Association between human leukocyte antigen-G genotype and
success of in vitro fertilization and pregnancy outcome. Tissue Antigens, v. 64, p.
66-9, 2004b.

HYLENIUS, S., et al. Association between HLA-G genotype and risk of pre-
eclampsia: a case-control study using family triads. Mol Hum Reprod., v.10, n. 4, p.
237-46, 2004.

HYODO, Y., et al. IL-18 up-regulates perforin-mediated NK activity without
increasing perforin messenger RNA expression by binding to constitutively
expressed IL-18 receptor. J. Immunol., v. 162, p. 1662—-1668, 1999.

IBRAHIM, E.C., et al. Heat shock and arsenite induce expression of the nonclassical
class | histocompatibility HLA-G gene in tumor cell lines. Cell Stress Chaperones. v.
5, n.3, p. 207-18, 2000.

IMBODEN, M., et al. The common G-allele of interleukin-18 single-nucleotide
polymorphism is a genetic risk factor for atopic asthma. The SAPALDIA Cohort
Study. Clin Exp Allergy., v. 36, p. 211-8, 2006.

INMAN, B.; HALLORAN, B.; MELK, A. Microchimerism in sensitized renal patients.
Transplantation. v.67, n.10, 1998.

ISHITANI, A., et al. Protein expression and peptide binding suggest unique and
interacting functional roles for HLA-E, F, and G in maternal-placental immune
recognition. d Immunol. v. 171, p. 171, 1376-1384, 2003.

ISHITANI, A.; GERAGHTY, D.E. Alternative splicing of HLA-G transcripts yields
proteins with primary structures resembling both class | and class Il antigens. Proc
Natl Acad Sci USA ., v. 89, p. 3947-3951, 1992.

ISHITANI, A., et al. Re-examination of HLA-G polymorphism in African Americans.
Immunogenetics., v. 49, p. 808-811,1999.



Referéncias Bibliogrdficas 132

JANEWAY, C.JR.; MEDZHITOV, R. Innate immune recognition. Annual. Rev.
Immunol., v. 20, p.197-216, 2002.

JANSSEN, R., et al. No association between interleukin-18 gene polymorphisms and
haplotypes in Dutch sarcoidosis patients. Tissue Antigens, v. 63, p. 578-83, 2004.

KALINA, U., et al. Genomic organization and regulation of the human interleukin-18
gene. Scand J Immunol, v. 52, p.525-30, 2000.

KAMINSKA, D., et al. Intragraft mRNA expression of cytokines and growth
factors in human kidney allograft biopsies by in situ RT-PCR analysis. Transplant
Proc, v. 37, p. 767769, 2005.

KILBURN, B.A., et al. Extracellular matrix composition and hypoxia regulate the
expression of HLA-G and integrins in a human trophoblast cell line. Biol Reprod. V.
62, n. 3, p. 739-47, 2000.

KIM, S.H., et al. Structural requirements of six naturally occurring isoforms of the
IL-18 binding protein to inhibit IL-18. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 97, p. 1190 -
1195, 2000.

KIM, C., et al. Association of G-137C IL-18 Promoter Polymorphism With Acute
Allograft Rejection in Renal Transplant Recipients, 2008.

KING, A., et al. Recognition of trophoblasts HLA class | molecules by decidual NK
cell receptors-a review. Placenta, v. 21 suppl A, s. 81-5, 2000.

KOLB, W.P.; GRANGER, G.A. "Lymphocyte in vitro cytotoxicity: characterization of
human lymphotoxin". Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v. 61, n. 4, p. 1250-5, 1968.

KOLESAR, L., et al. Polymorphism of interleukin-18 promoter influences the onsetof
kidney graft function fter transplantation, 2007.

KRETOWSKI, A., et al. Interleukin-18 promoter polymorphisms in type 1 diabetes.
Diabetes, v. 51, p. 3347-9, 2002.

KRIEGLER, M., et al. "A novel form of TNF/cachectin is a cell surface cytotoxic
transmembrane protein: ramifications for the complex physiology of TNF". Cell, v. 53,
n. 1. p. 45-53, 1988.

KROEGER, K.M., et al. Effects of stimulus and cell type on the expression of the-308
tumour necrosis factor promoter polymorphism. Cytokine, v. 12, n. 2, p. 110-9,
2000.

KRUSE, S., et al. Polymorphisms in the IL 18 gene are associated with specific
sensitization to common allergens and allergic rhinitis. J Allergy Clin Immunol, v.:
111, p. 117-22, 2003.

KUERSTEN, S.; GOODWIN, E.B. The power of the 3' UTR: translational control and
development. Nat Rev Genet , v. 4, p. 626-637, 2003.



Referéncias Bibliogrdficas 133

LAJOIE, J., et al. Characterisation of five novel HLA-G alleles with coding DNA base
changes. Tissue Antigens, v. 72, p. 502-504, 2008.

LAKKIS, F.G. Role of cytokines in transplantation tolerance: lessons learned from
gene-knockout mice. J Am Soc Nephrol, v. 9, p. 2361-2367, 1998.

LAPIERRE, L.A.; FIERS, W.; POBER, J.S. Three distinct classes of regulatory
cytokines control endothelial cell MHC antigen expression. Interactions with immune
gamma interferon differentiate the effects of tumor necrosis factor and lymphotoxin
from those of leukocyte alpha and fibroblast beta interferons. J Exp Med, v. 167, n.
3, p- 794, 1988.

LAWLOR, D.A., et al. Evolution of class-| MHC genes and proteins: from natural
selection to thymic selection. Annu Rev Immunol, v. 8, p. 23-63, 1990.

LE BOUTEILLER, P., et al. Placental HLA-G protein expression in vivo: where and
what for? Hum Reprod Update., v. 5, p. 223-33, 1999.

LE DISCORDE, et al. Expression of HLA-G in human cornea, an immune-privileged
tissue. Hum Immunol, v. 64, p.1039-44, 2003.

LE FRIEC, G., et al. Soluble HLA-G inhibits human dendritic cell-triggered allogeneic
T-cell proliferation without altering dendritic differentiation and maturation processes.
Hum Immunol. v. 64, n. 8., p. 752-61, 1995.

LEE, N., et al. The membrane-bound and soluble forms of HLA-G bind identical sets
of endogenous peptides but differ with respect to TAP association. Immunity, v. 3, p.
591-600, 1995.

LEEUWENBERG, J.F., et al. Effects of tumor necrosis factor on the interferon-
gamma-induced major histocompatibility complex class Il antigen expression by
human endothelial cells. Eur J Immunol, v. 18, n. 9, p. 1469, 1988.

LEFEBVRE, S., et al. A specific interferon (IFN)-stimulated response element of the
distal HLA-G promoter binds IFN-regulatory factor 1 and mediates enhancement of
this nonclassical class | gene by IFN-beta. J Biol Chem., v. 276, n. 9, p. 6133-9,
2001.

LEMAOULT, J., et al. HLA-G1-expressing antigen-presenting cells induce
immunosuppressive CD4+ T cells. Proc Natl Acad Sci US A, v. 101, n. 18, p. 7064-
9, 2004.

LEMAQULT, J., et al. Biology and functions of human leukocyte antigen-G in health
and sickness. Tissue Antigens, v. 62, p. 273-284, 2003.

LEMAOULT, J., et al. Evidence to support the role of HLA-G5 in allograft acceptance
through induction of immunosuppressive/regulatory T cells. The Journal of
Immunology., v. 176, p. 3266-3276, 2005.



Referéncias Bibliogrdficas 134

LEROND, S., et al. Alloreactive CD4+ and CD8+ T cells express the immunotolerant
HLA-G molecule in mixed lymphocyte reactions:in vivo implications in transplanted
patients. Eur J Immunol., v. 34, p. 649-660, 2004.

LEROND, S., et al. Evidence to support the role of HLA-G5 in allograft acceptance
through induction of immnunosuppressive/regulatory T cells. The Journal of
Immunology., v.176, p. 3266-3276, 2006.

LEUNG, B.P., et al. A role for IL-18 in neutrophil activation. J. Immunol. v. 167, p.
2879 —2886, 2001.

LIGEIRO, D., et al. Impact of donor and recipient cytokine genotypes on renal
allograft outcome. Transplant Proc., v. 36, n. 4, p. 827-9, 2004.

LILA, N., et al. Human leukocyte antigen-G expression after heart transplantation is
associated with a reduced incidence of rejection. Circulation., v. 105, p. 1949-54,
2002.

LILA, N., et al. Implication of HLA-G molecule in heart-graft acceptance. Lancet., v.
355, p. 2138, 2000.

LILA, N., et al. Soluble HLA-G protein secreted by allo-specific CD4+ T cells
suppresses the allo-proliferative response: a CD4+ T cell regulatory mechanism.
Proc Natl Acad Sci US A, v. 98, n. 21, p. 12150-5, 2001.

LOCKSLEY, R.M.; Killeen, N.; Lenardo, M.J. "The TNF and TNF receptor
superfamilies: integrating mammalian biology". Cell, v. 104, n. 4, p. 487-501, 2001.

LOKE, Y.W.; KING, A. Recent developments in the human maternal-fetal immune
interaction. Curr Opin Immunol., v. 3, p. 762-6, 1991.

LOZANO, J.M., et al. Monocytes and T lymphocytes in HIV-1-positive patients
Express HLA-G molecule. Aids., v. 16, p. 347-351, 2002.

LU, H.; SHEN, C.; BRUNHAM, R.C. Chlamydia trachomatis infection of epithelial
cells induces the activation of caspase-1 and release of mature IL-18. J Immunol, v.
165, p. 1463, 2000.

MANCHANDA, P.K., MITTAL, R.D. Analysis of cytokine gene polymorphisms in
recipient's matched with living donors on acute rejection after renal transplantation.
Mol Cell Biochem., v. 311, n. 1-2, p. 57-65, 2008.

MANDELBOIM, O., et al. The binding site of NK receptors on HLA-C molecules.
Immunity, v. 6, p. 341-350, 1997.

MARCHAL-BRAS-CONCALVES, R., et al. A soluble HLA-G protein that inhibits
natural killer cell-mediated cytotoxicity. Transplant Proc., v. 33, p. 2355-2359, 2001.

MARDER, B.; SCHRO'PPEL, B.; MURPHY, B. Genetic variabilty and
transplantation. Curr Opin Urol, v. 13, p. 81, 2003.



Referéncias Bibliogrdficas 135

MARIN, L.A., et al. Evaluation of CD86 gene polymorphism at » 1057 position in
liver transplant recipients. Transpl Immunol, v. 15, p. 69, 2005.

MARSHALL, S.E., et al. The impact of recipient cytokine genotype on acute rejection
after renal transplantation. Transplantation, v. 70, p. 1485+£1491, 2000.

MATHEW, J.M., et al. A novel micro-cell-mediated lympholytic assay for the
evaluation of regulatory cells in human alloreactive CTL responses. Journal of
Immunological Methods., v. 272, p. 67-80, 2003.

MATHEW, J.M., et al. Donor bone marrow-derived chimeric cells present in renal
transplant recipients infused with donor marrow. |. Potent regulators of recipient
antidonor immune responses. Transplantation., v. 70, p. 1675-1682, 2000.

MCDANIEL, D.O., et al. Combined analysis of cytokine genotype polymorphism and
the level of expression with allograft function in African-American renal transplant
patients. Transpl Immunol. v. 11, n. 1, p. 107-19, 2003.

MCINNES, I.B., et al. Interleukin 18: A pleiotropic participant in chronic inflammation.
Immunol Today, v. 21, p. 312, 2000.

MEIER-KRIESCHE, H.U.; SCHOLD, J.D.; KAPLAN, B. Long-term renal allograft
survival: have we made significant progress or is it time to rethink our analytic and
therapeutic strategies? Am J Transplant. , v. 4, n. 8, p. 1289-95, 2004.

MELK, et al. Cytokine single nucleotide polymorphisms and intrarenal gene
expression in chronic allograft nephropathy in children. Kidney Int. v. 64, n. 1, p.
314-20, 2003.

MENDEL, J.B., et al. HLA-C and liver transplant outcomes: interpreting the facts. Am
J Transplant. v. 9, n. 7, p. 1491-2, 2009.

MENDES-JUNIOR, C.T., et al. HLA-G 14pb polymorphism at éxon 8 in Amerindian
populations from Brazilian Amazon. Tissue Antigens, v. 69, p. 255-260, 2007.

MENDOZA-CARRERA, F., et al. Influence of cytokine and intercellular adhesion
molecule-1 gene polymorphisms on acute rejection in pediatric renal transplantation.
Pediatr Transplantation, v. 12, p. 755-761, 2008.

MENIER, C., et al. Erythroblasts secrete the nonclassical HLA-G molecule from
primitive to definitive hematopoiesis. Blood., v. 104, n. 10, p. 3153-60, 2004.

MILLER, S.A., et al., A simple salting out procedure for extracting DNA from human
nucleated cells. Nucleic Acids Res., v. 16, n. 3, p. 1215, 1988.

MINGUELA, A., et al. Implication of Th1, Th2, and Th3 cytokines in liver graft
acceptance. Transplant Proc 31:519-520, 1999.

MIRENDA, V., et al. Modified dendritic cells coexpressing and allogeneic major
histocompatability complex molecules: An efficient way to induce indirect pathway
regulation. J Am Soc Nephrol., vol.15, p.987-997, 2004.



Referéncias Bibliogrdficas 136

MITSDOERFFER, M., et al. Monocyte-derived HLA-G acts as a strong inhibitor of
autologous CD4 T cell activation and is upregulated by interferon-beta in vitro and in
vivo: rationale for the therapy of multiple sclerosis. J Neuroimmunol., v. 159, n. 1-2,
p. 155-64, 2005.

MOREAU, P., et al. Glucocorticoid hormones upregulate levels of HLA-G transcripts
in trophoblasts. Transplant Proc. v. 33, n. 3, p. 2277-80, 2001.

MOREAU, P., et al. HLA-G gene repression is reversed by demethylation. Proc Natl
Acad SciUS A.v. 100, n. 3, p. 1191-6, 2003.

MOREAU, P., et al. IL-10 selectively induces HLA-G expression in human
trophoblasts and monocytes. Int Immunol., v. 11, n. 5, p. 803-11, 1999.

MORETTA, A., et al. A novel surface antigen expressed by a subset of human CD3-
CD16+ natural killer cells. Role in cell activation and regulation of cytolytic function. J
Exp Med., v. 171, n. 3, p. 695-714, 1990.

MOUILLOT, G., et al. Hypoxia modulates HLA-G gene expression in tumor cells.
Hum Immunol., v. 68, n. 4, p. 277-85, 2007.

MOYA-QUILES, M.R., et al. Human leukocyte antigen-C in short and long-term
liver graft acceptance. Liver Transpl , v., p. 218, 2003b.

MOYA-QUILES, M.R., et al. Impact of HLA-C on acute rejection in liver
transplantation.Transplant Proc., v. 35, n. 5, p. 1892-3a.

MOYA-QUILES, M.R., et al. Impact of Recipient HLA-C in Liver Transplant: A
Protective Effect of HLA-Cw*07 on Acute Rejection. Human Immunology, v. 68, p.
51-58, 2007.

MURO, M., et al. HLA-DRB1 and -DQB1 polymorphism in liver recipients:
relationship between HLA-DQB1*0302 allele frequency and acute rejection. Hum
Immunol, v. 56, p. 70, 1997.

NAGAMATSU, T., et al. Hypoxia does not reduce HLA-G expression on extravillous
cytotrophoblasts. J Reprod Immunol., v. 63, n. 2, p. 85-95, 2004.

NAJI, A., et al. CD3+CD4low and CD3+CD8low are induced by HLA-G: novel human
peripheral blood suppressor T-cell subsets involved in transplant acceptance. Blood,
v. 110, n. 12, p. 3936-48, 2007.

NAKANISHI, K., et al. Interleukin-18 regulates both Th1 and Th2 responses. Annu
Rev Immunol, v. 19, p. 423-74, 2001.

NIKOLIC, B.; SYKES, M. Clonal deletion as a mechanism of transplantation
tolerance. J Heart Lung Transplant., v.15, p. 1171-1178, 1996.

NIKOLOVA, P.N., et al. Cytokine gene polymorphism in kidney transplantation
Impact of TGF-B1, TNF-a and IL-6 on graft outcome. Transplant Immunology, v.
18, p. 344— 348, 2008.



Referéncias Bibliogrdficas 137

NOVAK, N., et al. Single nucleotide polymorphisms of the IL18 gene are associated
with atopic eczema. J Allergy Clin Immunol, v. 115, p. 828-33, 2005.

OBER, C.; ALDRICH, C.L. HLA-G polymorphisms: neutral evolution or novel
function? J Reprod Immunol. v. 36, p. 1-21, 1997.

OBER, C., et al. Variation in the HLA-G promoter region influences miscarriage rates.
Am. J. Hum. Genet., v. 72, p.1425, 2003.

O'BRIEN, M., et al. Altered HLA-G transcription in pre-eclampsia is associated with
allele specific inheritance: possible role of the HLA-G gene in susceptibility to the
disease. Cell Mol Life Sci., v. 58, p. 1943-9, 2001.

OKAMURA, H., et al. Interleukin-18: a novel cytokine that augments both innate and
acquired immunity. Adv Immunol, v. 70, p 281-312, 1998.

OLEE, T., et al. IL-18 is produced by articular chondrocytes and induces
proinflammatory and catabolic responses. J Immunol, v. 162, p. 1096—100, 1999.

Onno, M., et al. Modulation of HLA-G antigens expression in myelomonocytic cells.
Hum Immunol., v. 61, n. 11, p. 1086-94, 2000.

PARHAM, P. Immunology: keeping mother at bay. Curr Biol., v. 6, p. 638-41,1996.

PARHAM P, MCQUEEN KL. Alloreactive killer cells: hindrance and help for
haematopoietic transplants. Nat Rev Immunol., v. 3, n. 2, p. 108-22, 2003.

PARIKH, C.R., et al. Urinary Interleukin-18 Is a Marker of Human Acute Tubular
Necrosis. American Journal of Kidney Diseases, v 43, n. 3, p. 405-414, 2004.

PARK, J.Y., et al. TNF-alpha and TGF-betal gene polymorphisms and renal allograft
rejection in Koreans. Tissue Antigens., v. 64, n. 6, p. 660-6, 2004.

PAUL, L.D; TOUNGOUZ, M.; GOLDMAN, M. Infusion of donor-deried hematopoietic
stem cells in organ transplantation: clinical data. Transplantation., v. 75, p. 465-495,
20083.

PAUL, L.C. Immunobiology of chronic renal transplant rejection. Blood Purif., v. 13,
p. 206-218, 1995.

PAWLIK, A., et al. The cytokine gene polymorphisms in patients with chronic kidney
graft rejection. Transpl Immunol., v. 14, n. 1, p. 49-52, 2005.

PAWLIK, A., et al. Interleukin-18 promoter polymorphism in patients with rheumatoid
arthritis. Tissue Antigens, v. 67, p. 415-8, 2006.

PEI, J., et al. Generation of HLA-C-specific cytotoxic T cells in association with
marrow graft rejection: analysis of alloimmunity by T-cell cloning and testing of T-cell-
receptor rearrangements. Biol Blood Marrow Transplant , v. 7, n. 378, 2001.



Referéncias Bibliogrdficas 138

PELLETIER, R., et al. Evidence for a genetic predisposition towards acute rejection
after kidney and simultaneous kidney-pancreas transplantation. Transplantation., v.
70, n. 4, p. 6741680, 2000.

PENKA, N., et al. Cytokine gene polymorphism in kidney transplantation — Impact of
TGF-B1, TNF-a and IL-6 on graft outcome. Transplant Immunology, v. 18, p. 344—
348, 2008.

PIANCATELLI, D., et al. HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism in kidney
transplant patients with metabolic complications. Transplant Proc., v. 41, n. 4, p.
1187-8, 2009.

POCIOT, F., et al. Analysis of an interferon-gamma gene (IFNG) polymorphism in
Danish and Finnish insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) patients and control
subjects. Danish Study Group of Diabetes in Childhood. J Interferon Cytokine Res.,
1997, v. 17, n. 2, p. 87-93.

PIRRI, A., et al. A study of HLA-G polymorphism and linkage disequilibrium in renal
transplant patients and their donors. Transpl Immunol, v. 20, p. 143-9, 2009.

POLI, F., et al. Tumour necrosis factor-alpha gene polymorphism: implications in
kidney transplantation. Cytokine., v. 12, n. 12, p. 1778-83, 2000.

POLI, F., et al. TNF-alFN-g IL-6, IL-10, and TGF-b1 Gene Polymorphisms in Renal
Allografts. Transplantation Proceedings, v. 33, p. 3481349, 2001.

POOLE, K.L., et al. Influence of patient and donor cytokine genotypes on renal
allograft rejection: evidence from a single centre study. Transpl Immunol. , v. 8, n. 4,
p. 259-65, 2001.

PRAVICA, V., et al. A single nucleotide polymorphism in the first intron of the human
IFN-gamma gene: absolute correlation with a polymorphic CA microsatellite marker
of high IFN-gamma production. Hum Immunol, v. 61, n. 9, p. 863-6, 2000.

PUREN, A.J.; FANTUZZI, G.; DINARELLO, C.A. Gene expression, synthesis, and
secretion of interleukin 18 and interleukin 1beta are differentially regulated in human
blood mononuclear cells and mouse spleen cells. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 96,
p. 225661, 1999.

PYO, C., et al. HLA-E, HLA-F, and HLA-G polymorphism: genomic sequence defines
haplotypes structure and variantion spanning the nonclassical class | genes.
Immunogenetics., v. 58, p. 241-251, 2006.

Qiu, J., et al. Soluble HLA-G expression and renal graft acceptance. Am J
Transplant. v. 6, n. 9, p. 2152-6, 2006.

RACUSEN, L.C., et al. The Bannf 97 working classification of renal allograft
pathology. Kindney Int., v. 55, p.713-723, 1999.

RANGANATH, P., et al. Role of non-HLA genetic variants in end-stage renal disease.
Tissue Antigens., v. 74, n. 2, p. 147-55, 20009.



Referéncias Bibliogrdficas 139

REBMANN, V., et al. Association of soluble HLA-Gplasma levels with HLA-G alleles.
Tissue Antigens, v. 57, p. 15-21, 2001.

REGELE, H.; BOHMIG, G.A.; HABICHT, A. Capillary deposition of complement split
product C4d in renal allografts is associated with basement membrane injury in
peritubular and glomerular capullaries: A Contribution of humoral immunity to chronic
allograft rejection. J Am Soc. Nephrol., v. 13, p. 2371-2380, 2002.

REVIRON, D., et al. TNF-alpha and IL-6 gene polymorphism and rejection in kidney
transplantation recipients. Transplant Proc., v. 33, n. 1-2, p. 350-1, 2001.

RITEAU, B., et al. HLA-G inhibits the allogeneic proliferative response. J Reprod
Immunol., v. 43, n. 2, p. 203-11, 1999.

RITEAU, B., et al. 2001. HLA-G2, -G3, and -G4 isoforms expressed as nonmature
cell surface gly-coproteins inhibit NK and antigen-specific CTL cytolysis. J.
Immunol. v. 166, p. 5018 -5026, 1999.

RISTICH, V., et al. Tolerization of dendritic cells by HLA-G. Eur J Immunol., v. 35, n.
4, p. 1133-42, 2005.

ROUAS-FREISS, N., et al. Direct evidence to support the role of HLA-G in protecting
the fetus from maternal uterine natural killer cytolysis. Proc Natl Acad Sci., v. 94, p.
11520, 1997.

ROUAS-FREISS, N., et al. HLA-G in transplantation: A relevant molecule for
inhibition of graft rejection? Am J Transplant., v. 3, p. 11-16, 2003.

ROUAS-FREISS, N., et al. HLA-G proteins in cancer: do they provide tumor cells
with an escape mechanism? Cancer Res, v. 65, p. 10139-44, 2005.

ROUAS-FREISS, N., et al. Switch of HLA-G alternative splicing in a melanoma cell
lines causes loss of HLA-G1 expression and sensitivity to NK lysis. Int. J. Cancer.,
2005.

ROUSSEAU, P., et al. The 14 pb deletion-insertion polymorphism in the 3' UT region
of the HLA-G gene influences HLA-G mRNA stability. Hum Immunol., v. 64, p. 1005-
10, 2003.

ROUSSEAU, P.; et al. In vivo, RFX5 bins differently to the human leukocyte antigen-
E, -F, and —G promoters anda participates in HLA class | protein expression in a cell
type-dependent manner. Immunology, Oxford, v. 11, n. 1, p. 53-65, 2004.

RUEDA, B., et al. Interleukin-18-promoter polymorphisms are not relevant in
rheumatoid arthritis. Tissue Antigens, v. 65, p. 544-8, 2005.

SAGUEZ, C.; OLESEN, J.R.; JENSEN, T.H. (2005) Formation of export-competent
MRNP: escaping nuclear destruction. Curr Opin Cell Biol, v. 17, p. 287-293, 2005.

SAHA, N., et al. Interleukin-1beta-converting enzyme/ caspase-1 in human
osteoarthritic tissues: localization and role in the maturation of interleukin-1beta and
interleukin-18. Arthritis Rheum, v. 42, p. 1577-87, 1999.



Referéncias Bibliogrdficas 140

SALAMA, A.D., et al. Challenge to achieving clinical transplantation tolerance. The
Journal of Clinical Investigation., v.108, n. 7, p. 943-48, 2001.

SANKARA, D.I; ASDERAKIS, A.; ASHRAF, S. Cytokine gene polymorphisms predict
acute graft rejection following renal transplantation. Kidney Int, v. 56, n. 1, p. 281-8,
1999.

SAYEGH, M.H.; CARPENTER, C.B. Tolerance and chronic rejection. Kidney Int., v.
51 (S58), p. S11-S14, 1997.

SBN. Sociedade Brasileira de Nefrologia; www.sbn.org.br. (Acesso 06/2006).

SCHELLEKENS, J., et al. Activating KIRs exert a crucial role on relapse and overall
survival after HLA-identical sibling transplantation. Mol Immunol., v. 45, n. 8, p.
2255-61, 2008.

SEBELOVA, S,, et al. Interleukin-18 and its three gene polymorphisms relating to
allergic rhinitis. J Hum Genet. v. 52, p. 152-8, 2007.

SELMANI, Z., et al. Human leukocyte antigen-G5 secretion by human mesenchymal
stem cells is required to suppress T lymphocyte and natural killer function and to
induce CD4+CD25highFOXP3+ regulatory T cells. Stem Cells., v. 26, n. 1, p. 212-
22, 2008.

SHIROISHI, M., et al. Structural basis for recognition of the nonclassical MHC
molecule HLA-G by the leukocyte Ig-like receptor B2 (LILRB2/LIR2/ILT4/CD85d).
Proc Natl Acad Sci US A, v. 103, p. 16412-16417, 2006.

SHIROISHI, M., et al. Human inhibitory receptors Ig-like transcript 2 (ILT2) and ILT4
compete with CD8 for MHC class | binding and bind preferentially to HLA-G. Proc
Natl Acad Sci U S A, v. 100, p. 8856-61, 2003.

SIMON, T., et al. Serial peripheral blood interleukin-18 and perforin gene expression
measurements for prediction of acute kidney graft rejection. Transplantation, v. 77,
p. 1589, 2004.

SMITH, M.R., et al. Direct evidence for an intracellular role for tumor necrosis
factor-alpha 1. Microinjection of tumor necrosis factor Kills target cells. J Immunol, v.
144,n.1, p. 162, 1990.

SOLEZ, K., et al. Banff05 meeting report: differential diagnosis of chronic allograft
injury and elimination of chronic allograft nephropathy (CAN). American journal of
transplantation., v.7, p.518-526, 2007.

SOLIER, C., et al. HLA-G unique promoter region: functional implications.
Immunogenetics, v. 53, p. 617-635. 2001

SOMMER, P.; NEHRBASS, U. Quality control of messenger ribonucleoprotein
particles in the nucleus and at the pore. Curr Opin Cell Biol, v. 17, p. 294-301,
2005.



Referéncias Bibliogrdficas 141

SOUTO, F.J., et al. Liver HLA-G expression is associated with multiple clinical and
histopathological forms of chronic hepatitis B virus infection. J Viral Hepat., 2010.

STARZL, T.S.; DEMETRIS, A.D. Transplantation tolerance, microchimerism, and the
two-way paradigm. Thoretical Medicine and Bioethics., v. 19, p. 441-455, 1998.

STASSEN, N.A., et al. IL-18 promoter polymorphisms correlate with the development
of post-injury sepsis. Surgery, v. 134, p. 351, 2003.

STOLL, S., et al. Production of functional IL-18 by different subtypes of murine and
human dendritic cells (DC): DC-derived IL-18 enhances IL-12-dependent Th1
development. Eur J Immunol, v. 28, p. 3231-9, 1998.

STOLL, S., et al. Production of IL-18 (IFN-gamma-inducing factor) messenger RNA
and functional protein by murine keratinocytes. J Immunol, v. 159, p. 298-302,
1997.

STRIZ, I, et al. Interleukin 18 (IL-18) upregulation in acute rejection of kidney
allograft. Immunol Lett, v. 99, p. 30-5, 2005.

SUAREZ, M.B., et al. (1997) A new HLA-G allele (HLA-G*0105N) and its distribution
in the Spanish population. Immunogenetics, v. 45, p. 464-465.

SUGAWARA, S., et al. Neutrophil proteinase 3-mediated induction of bioactive IL-18
secretion by human oral epithelial cells. J Immunol, v. 167, p. 6568, 2001.

SULLIVAN, L.C., et al. A structural perspective on MHC class Ib molecules in
adaptive immunity. Trends in Immnunology., v. 27, n. 9, p. 413-420, 2006.

TAKEUCHI, M., et al. Immunohistochemical and immuno-electron-microscopic
detection of interferon-gamma-inducing factor (“interleukin-18”) in mouse intestinal
epithelial cells. Cell Tissue Res, v. 289, p. 499-503, 1997.

TAN, Z., SHON, A.M., OBER, C. Evidence of balancing selection at the HLA-G
promoter region. Hum Mol Genet, v. 14, p. 3619-28, 2005.

TAN, Z., et al. Allele-Specific Targeting of microRNAs to HLA-G and Risk of Asthma.
The American Journal of Humam Genetics., v.81, 2007.

TANG, P.; HUNG, M.C.; KLOSTERGAARD, J. "Human pro-tumor necrosis factor is a
homotrimer". Biochemistry, v. 35, n. 25, p. 821625, 1996.

THAKKINSTIAN, A., et al. Association between cytokine gene polymorphisms and
outcomes in renal transplantation: a meta-analysis of individual patient data. Nephrol
Dial Transplant., v. 23, n. 9, p. 3017-23, 2008.

TOMINAGA, K., et al. IL-12 synergizes with IL-18 or IL-1b for IFN-g production from
human T cells. Int Immunol, v. 12, p. 151, 2000.

TORRES, M.1., et al. 14-Base pair polymorphism of human leukocyte antigen-G as
genetic determinant in heart transplantation and cyclosporine therapy monitoring.
Hum Immunol., v. 70, n. 10, p. 830-5, 2009.



Referéncias Bibliogrdficas 142

TRAN, T.H., et al. Reassessing the impact of donor HLA-C genotype on long-term
liver transplant survival. Am J Transplant. v. 9, n. 7, p. 1674-8, 2009.

TURNER, D., et al. Cytokine gene polymorphism and heart transplant rejection.
Transplantation, v. 64, p. 776, 1997.

UDAGAWA, N., et al. Interleukin-18 (interferon-gamma-inducing factor) is produced
by osteoblasts and acts via granulocyte/macrophage colony-stimulating factor and
not via interferon-gamma to inhibit osteoclast formation. J Exp Med, v. 185, p.
1005-12, 1997.

UROSEVIC, M., et al. Human leukocyte antigen G up-regulation in lung cancer
associates with high-grade histology, human leukocyte antigen class | loss and
interleukin-10 production. Am J Pathol., v. 159, n. 3, p. 817-24, 2001.

UROSEVIC, M.; Dummer, R. HLA-G and IL-10 expression in human cancer--different
stories with the same message. Semin Cancer Biol., v. 13, n. 5, p. 337-42, 2003.

VEIT, T.D.; CHIES, J.A. Tolerance versus immune response -- microRNAs as
important elements in the regulation of the HLA-G gene expression. Transpl
Immunol, v. 20, p. 229-231, 2009.

WAJANT, H.; PFIZENMAIER, K.; SCHEURICH, P. "Tumor necrosis factor signaling".
Cell Death Differ. v. 10, n. 1, p. 45-65, 2003.

WALDRON-LYNCH, F., et al. Genetic analysis of the 3' untranslated region of
the tumour necrosis factor shows a highly conserved region in rheumatoid
arthritis affected and unaffected subjects. J Med Genet, v. 36, p. 214-216, 1999.

WANG, J., et al. The study of peripheral blood microchimerism in kidney
transplantation. Transplantation Proceedings., v. 33, p. 177-178, 2001.

WARLE, M.C., et al. Cytokine gene polymorphisms and acute liver graft rejection: a
meta-analysis. Liver Transpl, v. 11, p. 19, 2005.

WEI, X.H.; ORR, H.T. Differential expression of HLA-E, HLA-F, and HLA-G
transcripts in human tissue. Hum Immunol., v. 29, p.131-42, 1990.

WIENDL, H., et al. A functional role of HLA-G expression in human gliomas: an
alternative strategy of immune escape. J Immunol., v.168, p. 4772, 2002.

WILLIAMS, R.O., et al. Successful therapy of collagen-induced arthritis with TNF
receptor-IgG fusion protein and combination with anti-CD4. Immunology, v. 84, p.
433-9, 1995.

WILSON, A.G., et al. Effects of a polymorphism in the human tumor necrosis factor
alpha promoter on transcriptional activation. Proc Natl Acad Sci USA, v. 94, p.
3195-3199, 1997.

WINTER, C.C., et al. Direct binding and functional transfer of NK cell inhibitory
receptors reveal novel patterns of HLA-C allotype recognition. J Immunol, v. 161, p.
571-577, 1998.



Referéncias Bibliogrdficas 143

WU, C., et al. IL-18 receptor b-induced changes in the presentation of IL-18 binding
sites affect ligand binding and signal transduction. J Immunol, v. 170, p. 5571-7,
2003.

YANG, Y., et al. Expression of HLA-G in human mononuclear phagocytes and
selective induction by IFN-gamma. J Immunol. v. 156, n. 11, p. 4224-31, 1996.

YEUNG, M.C., et al. Na essential role for the interferon-inducible, double-stranded
RNA-activadec protein Kinase PKR in the tumor necrosis factor-induced apoptosis in
U937. Poc. Natl. Acad. Sci. USA. v. 93, p. 12451-12455, 1996.

YIE, S.M.; XIAO, R.; LIBRACH, C.L. Progesterone regulates HLA-G gene expression
through a novel progesterone response element. Hum Reprod., v. 21, n. 10, p.
2538-44, 2006a.

YIE, S.M., et al. Progesterone enhances HLA-G gene expression in JEG-3
choriocarcinoma cells and human cytotrophoblasts in vitro. Hum Reprod., v. 21, n. 1,
p. 46-51, 2006b.

YIE, S.M., et al. A single base-pair mutation in the 3'-untranslated region of HLA-G
MRNA is associated with pre-eclampsia. Mol Hum Reprod, v. 14, p. 649-653, 2008.

YOSHIMOTO, T., et al. IL-12 up-regulates IL-18 receptor expression on T cells, Th1
cells, and B cells: synergism with IL-18 for IFN-g production. J Immunol, v. 161, p.
3400, 1998.

ZHOU )Y., et al. Roles of functional polymorphisms in the interleukin-18 gene
promoter in sarcoidosis. Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung Dis, v. 22, p. 105-13,
2005.

ZIDI, 1., et al. Increase in HLA-G1 proteolytic shedding by tumor cells: a regulatory
pathway controlled by NF-kappaB inducers. Cell Mol Life Sci. v. 63, n. 22, p. 2669-
81, 2006.



Apéndice



Apéndice 145

Frequéncia da Expressao de HLA-G no Enxerto
de Pacientes Transplantados Renais
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Apéndice A - Frequéncia da expressao de HLA-G no aloenxerto de pacientes transplantados renais.

Frequéncia genotipica do fragmento 14 pb da regiao 3'NT do HLA-G
na tolerancia ao aloenxerto em
pacientes transplantados renais
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Apéndice B - Frequéncia genotipica do 14pb da regido 3'NT do HLA-G.

Frequéncia genotipica da posi¢do +3010 da regiao 3'NT do HLA-G na

tolerancia ao aloenxerto em pacientes transplantados renais
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Apéndice C - Frequéncia genotipica do SNP +3010 da regido 3'NT do HLA-G.
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Frequéncia genotipica da posicao +3035 do 3'NT do HLA-G na
tolerancia ao aloenxerto em pacientes transplantados renais
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Apéndice D - Frequéncia genotipica do SNP +3035 da regido 3'NT do HLA-G.

Frequéncia genotipica da posicao +3187 da regiao 3'NT do HLA-G na
tolerancia ao aloenxerto em pacientes transplantados renais
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Apéndice E - Frequéncia genotipica do SNP +3187 da regido 3'NT do HLA-G.
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Apéndice F - Probabilidade e frequéncia dos genétipos de haplétipos da regiao 3'NT do HLA-G em relagao a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Genotipos de Haplotipos da regido 3’ NT do HLA-G
Grupos de pacientes

n 1et 1e2 1e3 1ed 165 166 1e7 2e2 2e3 2e4 2e5 2e6 2e7 3e3 3e4 3e4 3e6 3e7 ded 4e5 4e6 4e7 5e5 5e6 5e¢7 6e6 6e7 7e7
Rejeigdo Aguda
HLAG - 7 0.0000 0.1429 0.1429 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLAG + 4 0.0000 0.5000 0.0000 02500 02500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
p valor a - 0.4909 1.0000 0.3636 1.0000 - - - - - 1.0000 1.0000 - - - - 1.0000 - - - 1.0000 - - - - - - -
Rejeigdo Cronica
HLA-G - 18 0.0000 02778 0.0556 02222 0.0000 01111 0.0000 0.0556 0.0556 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLA-G + 14 0.0000 0.0714 02857 0.1429 0.0000 0.0000 0.0714 0.0714 00714 0.1429 00714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
p valor a - 0.1959 0.1420 06722 - 04919 0.4375 1.0000 1.0000 0.1835 04375 1.0000 - - - - 1.0000 - - - 0.4375 1.0000 - 1.0000 - - - -
Rejeigdo Total
HLAG - 25 0.0000 0.2400 0.0800 0.1600 0.0400 0.0800 0.0000 0.0400 0.0400 0.0000 0.0400 0.0800 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0800 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0400 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLAG + 18 0.0000 0.1667 02222 0.1667 0.0556 0.0000 0.0556 0.0556 0.0556 01111 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
pvalor a - 07117 02178 1.0000 1.0000 05017 04186 1.0000 1.0000 0.5017 1.0000 05017 - - - - 05017 - - - 1.0000 1.0000 - 1.0000 - - - -
Sem Rejeicdo
HLAG - 13 0.0769 01538 0.1538 0.0000 00769 0.0000 0.0000 0.0769 00769 0.0000 00769 0.0000 0.1538 0.0000 0.0769 0.0000 00769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLAG + 17 01176 0.0000 00588 01176 0.0000 00588 0.0588 01765 0.0588 0.0000 0.0000 0.0588 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 01176 0.0588 0.0000 0.0000 0.0588 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
pvalor a 1.0000 0.1793 0.5645 0.4920 04333 1.0000 1.0000 0.6129 1.000 - 04333 1.0000 0.1793 - 0.4333 - 04333 - - 0.4920 1.0000 - - 1.0000 - - - -
Total
HLA-G - 38 0.0263 0.2105 0.1053 0.1053 0.0526 0.0526 0.0000 0.0526 0.0526 0.0000 0.0526 0.0526 0.0526 0.0000 0.0263 0.0000 00789 0.0000 0.0000 0.0000 0.0263 00263 0.0000 0.0263 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLA-G + 35 0.0571 0.0857 0.1429 0.1429 0.0286 0.0286 0.0571 0.1143 00571 0.0571 0.0286 0.0286 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 00571 0.0571 0.0000 0.0000 0.0286 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
pvalor a 0.6044 0.194 0.7293 0.7293 1.0000 1.0000 0.2264 04177 1.0000 0.2264 1.0000 1.0000 0.4939 - 1.0000 - 0.2409 - - 0.2264 0.6044 1.0000 - 1.0000 - - - -

® Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice G - Probabilidade e frequéncias alélicas e genotipicas do fragmento de insercao/ delegao
dos 14 pb da regido 3'NT do HLA-G em relacdo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Genotipos Alelos

Grupos de n

pacientes 14-pb Del /Del  14-pb Del/Ins  14-pb Ins / Ins 14D'5b 1fl;zb
Rejeicdo aguda
HLA-G - 7 0.4286 0.4286 0.1429 0.6429  0.3571
HLA-G + 4 0.0000 0.7500 0.2500 0.3750  0.6250
p valor? 0.2364 0.5455 1.0000 0.3777
Rejeicao crénica
HLA-G - 18 0.4444 0.5000 0.0556 0.6944  0.3056
HLA-G + 14 0.5000 0.3571 0.1429 0.6786 0.3214
p valor? 1.0000 1.0000 0.5681 1.0000
Rejeicao Total
HLA-G - 25 0.4400 0.4800 0.0800 0.6800  0.3200
HLA-G + 18 0.3889 0.4444 0.1667 0.6111 0.3889
p valor? 0.7649 1.0000 0.6344 0.6470
Sem rejeicao
HLA-G - 13 0.3846 0.3077 0.3077 0.5385  0.4615
HLA-G + 17 0.2941 0.5294 0.1765 0.5588  0.4412
p valor? 0.7055 0.2828 0.6656 1.0000
Total
HLA-G - 38 0.4211 0.4211 0.1579 0.6316 0.3684
HLA-G + 35 0.3429 0.4857 0.1714 0.5857 0.4143
p valor? 0.6306 0.6419 1.0000 0.6128

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice H - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3003 da regido 3'NT do
HLA-G em relagéo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Genotipos Alelos

. n
pacientes +3003 CC +3003 CT +3003 TT +3003T +3003C

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.0000 0.1429 0.8571 0.0714  0.9286
HLA-G + 4 0.0000 0.2500 0.7500 0.1250 0.8750
p valor @ - 1.0000 1.0000 1.0000

Rejeicao crénica

HLA-G - 18 0.0000 0.2778 0.7222 0.1389 0.8611
HLA-G + 14 0.0000 0.2857 0.7143 0.1429 0.8571
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000

Rejeicao Total

HLA-G - 25 0.0000 0.2400 0.7600 0.1200 0.8800
HLA-G + 18 0.0000 0.2778 0.7222 0.1389 0.8611
p valor @ - 1.0000 1.0000 1.0000

Sem rejeicao

HLA-G - 13 0.0000 0.0769 0.9231 0.0385 0.9615
HLA-G + 17 0.0000 0.3529 0.6471 0.1765 0.8235
p valor?® - 0.1038 0.1038 0.1264

Total

HLA-G - 38 0.0000 0.1842 0.8158 0.0921 0.9079
HLA-G + 35 0.0000 0.3143 0.6857 0.1571 0.8429
p valor® - 0.2780 0.2780 0.3146

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice | - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3010 da regiao 3'NT do HLA-
G em relacao a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Genotipos Alelos

) n
pacientes +3010 GG +3010 GC +3010 CC +3010C +3010G

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.1429 0.7143 0.1429 0.5000  0.5000
HLA-G + 4 0.2500 0.7500 0.0000 0.6250  0.3750
p valor 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

Rejeicao crénica

HLA-G - 18 0.3333 0.5556 0.1111 0.6111 0.3889
HLA-G + 14 0.2143 0.5714 0.2143 0.5000 0.5000
p valor?® 0.6942 1.0000 0.2950 0.4499

Rejeicao Total

HLA-G - 25 0.2800 0.6000 0.1200 0.5800  0.4200
HLA-G + 18 0.2222 0.6111 0.1667 0.5278  0.4722
p valor* 0.7362 1.0000 0.6825 0.6650

Sem rejeicao

HLA-G - 13 0.0769 0.5385 0.3846 0.3462 0.6538
HLA-G + 17 0.2353 0.5294 0.2353 0.5000 0.5000
p valor* 0.3549 1.0000 0.4434 0.3045
Total

HLA-G - 38 0.2105 0.5789 0.2105 0.5000 0.5000
HLA-G + 35 0.2286 0.5714 0.2000 0.5143 0.4857
p valor® 1.0000 1.0000 1.0000 0.8701

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).



Apéndice 151

Apéndice J - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3027 da regidao 3'NT do
HLA-G em relagéo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Genotipos Alelos

pacientes : +3027 AA +3027 AC +3027 CC +3027 C +3027 A

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000
HLA-G + 4 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000
p valor? - - - -
Rejeicao crénica

HLA-G - 18 0.0000 0.0556 0.9444 0.0278 0.9722
HLA-G + 14 0.0000 0.0714 0.9286 0.0357  0.9643
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000
Rejeicao Total

HLA-G - 25 0.0000 0.0400 0.9600 0.0200  0.9800
HLA-G + 18 0.0000 0.0556 0.9444 0.0278 0.9722
p valor? - 1.0000 1.0000 1.0000

Sem rejeicao

HLA-G - 13 0.0000 0.1538 0.8462 0.0769  0.9231
HLA-G + 17 0.0000 0.0588 0.9412 0.0294  0.9706
p valor® - 0.5645 0.5645 0.5738

Total

HLA-G - 38 0.0000 0.0789 0.9211 0.0395  0.9605
HLA-G + 35 0.0000 0.0571 0.9429 0.0286  0.9714
p valor® - 1.0000 1.0000 1.0000

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice L - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3035 da regido 3'NT do

HLA-G em relagéo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Gendtipos Alelos
pacientes +3035 CC +3035 CT +3035 TT +3035C +3035T
Rejeicdo aguda
HLA-G - 7 0.7143 0.2857 0.0000 0.8571 0.1429
HLA-G + 4 0.7500 0.2500 0.0000 0.8750  0.1250
p valor® 1.0000 1.0000 - 1.0000
Rejeicao crénica
HLA-G - 18 0.8889 0.1111 0.0000 0.9444  0.0556
HLA-G + 14 0.8571 0.1429 0.0000 0.9286 0.0714
p valor® 1.0000 1.0000 - 1.0000
Rejeicao Total
HLA-G - 25 0.8400 0.1600 0.0000 0.9200  0.0800
HLA-G + 18 0.8333 0.1667 0.0000 0.9167  0.0833
p valor?® 1.0000 1.0000 - 1.0000
Sem rejeicao
HLA-G - 13 0.6923 0.3077 0.0000 0.8462  0.1538
HLA-G + 17 0.7647 0.2353 0.0000 0.8824  0.1176
p valor® 0.6976 0.6976 - 0.7172
Total
HLA-G - 38 0.7895 0.2105 0.0000 0.8947  0.1053
HLA-G + 35 0.8000 0.2000 0.0000 0.9000  0.1000
p valor® 0.5540 0.5540 - 1.0000

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice M - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3142 da regido 3'NT do
HLA-G em relagéo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Genotipos Alelos

pacientes : +3142 GG +3142 GC +3142 CC +3142G +3142C

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.1429 0.7143 0.1429 0.5000 0.5000
HLA-G + 4 0.0000 0.7500 0.2500 0.3750 0.6250
p valor ® 1.0000 1.0000 1.0000 0.6749
Rejeicao crénica

HLA-G - 18 0.1111 0.5556 0.3333 0.3889 0.6111
HLA-G + 14 0.2143 0.5714 0.2143 0.5000 0.5000
p valor ? 0.6313 1.0000 0.6942 0.4499
Rejeicao Total

HLA-G - 25 0.1200 0.6000 0.2800 0.4200 0.5800
HLA-G + 18 0.1667 0.6111 0.2222 0.4722 0.5278
p valor # 0.6825 1.0000 0.7362 0.6650

Sem rejeicao

HLA-G - 13 0.3846 0.5385 0.0769 0.6538 0.3462
HLA-G + 17 0.2353 0.5294 0.2353 0.5000 0.5000
p valor ? 0.4434 1.0000 0.3549 0.2968
Total

HLA-G - 38 0.2105 0.5789 0.2105 0.5000 0.5000
HLA-G + 35 0.2000 0.5714 0.2286 0.4857 0.5143
p valor ® 1.0000 1.0000 1.0000 0.8701

& Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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Apéndice N - Probabilidade e frequéncias alélica e genotipicas do SNP +3187 da regidao 3'NT do
HLA-G em relagéo a expressao de HLA-G no aloenxerto renal.

Grupos de Genotipos Alelos

pacientes : 3187 GG +3187 GA +3187 AA +3187 A 3187 G

Rejeicdo aguda

HLA-G - 7 0.0000 0.4286 0.5714 0.2143 0.7857
HLA-G + 4 0.0000 1.0000 0.0000 0.5000 0.5000
p valor @ - 0.1939 0.1939 0.6302

Rejeicao crénica

HLA-G - 18 0.0000 0.6667 0.3333 0.3333 0.6667
HLA-G + 14 0.0000 0.5714 0.4286 0.2857 0.7143
p valor® - 0.7178 0.7178 0.7885

Rejeicao Total

HLA-G - 25 0.0000 0.6000 0.4000 0.3000 0.7000
HLA-G + 18 0.0000 0.6667 0.3333 0.3333 0.6667
p valor? - 0.7548 0.7548 0.8156

Sem rejeicao

HLA-G - 13 0.0769 0.3846 0.5385 0.2692 0.7308
HLA-G + 17 0.0000 0.4118 0.5882 0.2059 0.7941
p valor?® 0.4333 0.7161 1.0000 0.7590

Total

HLA-G - 38 0.0263 0.5263 0.4474 0.2895 0.7105
HLA-G + 35 0.0000 0.5429 0.4571 0.2714 0.7286
p valor?® 0.4578 1.0000 1.0000 0.8510

% Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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