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Susceptibilidade genética HLA-G e doenca de Crohn em uma populacdo do
Estado do Parana.

RESUMO

A associacdo de mecanismos imunoldgicos e genéticos com doencas gastrintestinais indica
relagbes consistentes entre esses sistemas, tanto na fisiopatologia das doencas quanto na
manutencdo do estado de salde dos pacientes. As causas exatas que levam ao
desenvolvimento da doenca de Crohn ainda sdo desconhecidas. Alguns genes relacionados ao
sistema imune foram apontados como alvos potenciais no desenvolvimento da doenca de
Crohn. Dentre eles, encontra-se 0 HLA-G que codifica uma molécula com funcédo
imunossupressora, com potencial de defesa contra a agressdo inflamatoria e, portanto,
decisiva no equilibrio da resposta imune. O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do
gene HLA-G na susceptibilidade/resisténcia no desenvolvimento da doenca de Crohn. O
estudo de caso-controle foi realizado com 80 pacientes e 80 controles para os exons 2 e 3 de
HLA-G e 99 pacientes e 323 controles para o exon 8 de HLA-G. A genotipagem foi realizada
por biologia molecular para os genes HLA-G: exons 2 e 3 por PCR-SBT e exon 8 por PCR-
SSP. Diferencas significativas foram encontradas nos exons 2 e 3 para 0s genes HLA-
G*01:03 e HLA-G*01:04. Os resultados desse projeto podem contribuir para a identificacdo
de marcadores da doenca e elaboracdo de procedimentos que minimizem 0s seus impactos
para o individuo e para a populacdo, através de propostas para o desenvolvimento de
estratégias eficazes de prevencdo, diagnostico e tratamento.

Palavras-chave: HLA-G, doenca de Crohn, caso-controle, susceptibilidade.



Genetic Susceptibility HLA-G and Crohn's disease in a population of the Parana
State.

ABSTRACT

The combination of genetic and immunological mechanisms with gastrointestinal diseases
indicates consistent relationships between these systems in both the pathophysiology of
disease and in maintaining the health status of patients. The exact causes that lead to the
development of Crohn's disease are unknown. Some genes related to the immune system have
been identified as potential targets in the development of Crohn's disease. Among them is the
HLA-G molecule which encodes an immunosuppressive role, with defense potential against
inflammatory aggression and therefore decisive in balancing the immune response. The aim
of this study was to evaluate the influence of HLA-G gene in the susceptibility / resistance in
the development of Crohn's disease. The case-control study was conducted with 80 patients
and 80 controls for exons 2 and 3 HLA-G and 99 patients and 323 controls for exon 8 of
HLA-G. Genotyping was performed by molecular biology for genes HLA-G: exons 2 and 3
by PCR-SBT and exon 8 by PCR-SSP. Significant differences were found in exons 2 and 3
for the HLA-G*01:03 and HLA-G*01:04. The results of this project can contribute to the
identification of disease markers and development of procedures that minimize their impacts
for the individual and for the population, through proposals for the development of effective
strategies for prevention, diagnosis and treatment.

Keywords: HLA-G, Crohn's disease, case-control, susceptibility.
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1. CAPITULO |

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 DOENCA DE CROHN

A doenca de Crohn (DC) descrita em 1932 por Burril Crohn, Gordon Oppenheimer e
Leon Ginzburg, caracteriza-se pela presenca de um processo inflamatorio que acomete todo o
sistema digestivo, entretanto, € mais comumente localizada no ileo terminal, c6lon e intestino
delgado (CROHN; GINZBURG, 1932; PINOTTI, 1994; PODOLSKY, 2002; THORENSON;
CULLEN, 2007).

A DC e a retocolite ulcerativa (RCU) representam a doenca inflamatéria intestinal
(DIl) caracterizada como uma doenca autoimune sisttmica (PODOLSKI, 2002).
Aproximadamente, 50% dos pacientes com DC apresentam a doenca na porcdo final do
intestino delgado (ileo) e na parte inicial do intestino grosso (c6lon); 30-35% dos pacientes
exibem doenca apenas no intestino delgado; e 20-25% apenas doenca col6nica (SANDS,
2002).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Tanto a DC quanto a colite ulcerativa (CU) sdo cronicas afetando ambos 0s sexos
(NIV; ABUKSIS; FRASER, 1999), embora segundo Le Maoult et al. (2003), na DC ha uma
discreta predominancia de pacientes do sexo feminino, indicando talvez a presenca de fatores
hormonais na expressdo da doenca. James (2005) evidenciou que o risco relativo de DC é
maior em fumantes, com incidéncia maior em mulheres que pode estar relacionada ao uso de
contraceptivos orais.

De acordo com Niv, Abuksis e Fraser (1999), a distribuicdo dessas doencas € bimodal
em relacdo a idade. A faixa de inicio da DC e também o maior pico, incide, entre 15 e 30
anos, sendo comum a doenca se localizar no intestino delgado; e, 0 segundo menor pico, entre
50 e 70 anos, a doenga se manifesta mais no colon.

A prevaléncia e a incidéncia das doencas inflamatdrias intestinais variam conforme a
regido estudada, afetando mais de 1.000.000 de americanos. A prevaléncia da DC é maior na
Ameérica do Norte, e varia de 100 a 200 casos por 100.000 habitantes (LOFTUS, 2004). A DC
é encontrada mais comumente em paises desenvolvidos, tendo um rdpido aumento na
prevaléncia no decorrer do século XX, com estimativas de cerca de 20 a 40 casos a cada
100.000 pessoas (JAMES, 2005).
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No Brasil existem poucos estudos epidemioldgicos sobre a DC, possivelmente, devido
a multiplicidade de sintomas e do custo elevado de exames diagnosticos. Contudo, estudos
indicam que a incidéncia das Dlls parece ser menor nos paises em desenvolvimento. Tal fato
é complexo para ser analisado, dada a dificuldade em realizar diagnosticos adequados, bem
como da ampla prevaléncia de diarreias infecciosas e parasitarias. Dados comprovam que,
com o avango da industrializagdo, as modificagcdes de dieta e estilo de vida das populacdes,

que contribuem para o aumento da incidéncia da doenca (LOFTUS, 2004).

1.1.3 ASPECTOS CLINICOS

O quadro clinico da DC varia para cada individuo e depende da extensdo, da
localizacdo e da presenca de complicacBes. Frequentemente, 0s pacientes apresentam
sintomas relacionados a dor abdominal com componentes inflamatérios ativos, cdlica
intermitente, intercalando periodos de dor mais intensos e outros mais amenos. Também é
possivel observar quadros de diarreia com moderada intensidade com muco, sangue e pus;
febre, quadros de perda de apetite, desnutricdo frequentes, emagrecimento, nauseas, vomitos e
mal estar geral (REBMANN et al., 2001; SANDS, 2002; JAMES, 2005).

Em alguns casos, o cancer de intestino grosso e sangramentos digestivos podem estar
relacionados e, frequentemente, os pacientes exibem sangue, muco e/ou pus nas fezes. Na
maioria das vezes, os sintomas da DC e colite ulcerativa sdo similares, o que dificulta o
diagnostico precoce (NIDDK, 1998).

A caracteristica endoscopica marcante da DC consiste na agressdo transmural que
pode comprometer todas as camadas intestinais, da mucosa a serosa, implicando em lesdes de
carater descontinuo (areas de mucosa preservada em meio as de atividade inflamatoria). O
aumento dos foliculos linféides com anel eritematoso em volta é a primeira anormalidade
constatada, levando a uUlcera aftéide com progressédo para ulceragdo profunda, fissura, fibrose,
estenose e fistulizacdo (FLORES, 2008).

De acordo com Sands (2002), os pacientes com DC ileocolénica podem exibir maior
risco de formacdo de fistula em fossa iliaca direita, com simulagdo de apendicite aguda,
podendo apresentar suboclusdo e ocluséo intestinal repetidamente e, na maioria dos casos,
necessitam de intervencdo cirdrgica.

A medida que a inflamag&o transmural penetra nos 6rgéos adjacentes, tecidos ou pele,
favorece a ocorréncia de fistulas. Com a ativacdo do sistema imune ocorre a liberacdo de
proteases e metaloproteinases que cooperam para a destrui¢do dos tecidos, com formagéo do

trajeto fistuloso e penetracao nos tecidos adjacentes (SANDS, 2004).
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Estudo realizado por Baker e Milton-Thompson (1971) revelou que em cerca de um
terco dos pacientes com doenca colbnica sdo observados fistulas e abscessos com inicio
concomitante aos sintomas luminais, ou mais raramente tais sintomas persistem até quatro
anos em media.

Os medicamentos disponiveis atualmente reduzem a inflamagdo e frequentemente
controlam os sintomas, contudo néo curam a DC (GONCALVES et al., 2005).

1.1.4ETIOLOGIA

As causas exatas que levam ao desenvolvimento da DC ainda s&o desconhecidas.
Todavia, varias pesquisas sugerem que a doenca, por ser uma doenca multifatorial, € o
resultado de uma interacdo anormal entre fatores genéticos; interacdo do sistema imune das
mucosas, bem como o epitélio gastrointestinal com o meio ambiente, particularmente, o
ambiente microbiano no intestino; e fatores alimentares, como os responsaveis pela DC. Tais
fatores estariam envolvidos na modificacdo da resposta imune, desenvolvendo uma resposta
inflamatdria descontrolada e desordenada (STROBER; FUSS; BLUMBERG, 2002).

Em um familiar de primeiro grau, os riscos de desenvolvimento de DC é em torno de
5-8% (BINDER, 1998). Nesse mesmo estudo, o autor revela que um em cada cinco pacientes
com DC pode ter um membro da familia com a mesma patologia; de 5-10% dos pacientes tém
mais um caso de DIl entre os seus parentes de primeiro grau, com cerca de 75-80% de
concordancia para a mesma doenca na familia. O risco relativo da DC em familiares de
primeiro grau é de 4 a 15 vezes em pacientes com DC.

Nas doencas autoimunes os fatores ambientais, genéticos, socioecondmicos
contribuem para a ocorréncia de reagdes inflamatorias. Um quadro viral ou bacteriano, ou até
mesmo, a propria flora bacteriana intestinal, sdo agravantes para desregular o equilibrio entre
os antigenos luminais e a resposta imune da mucosa intestinal, ampliando e perpetuando a
reacdo de inflamagdo do individuo geneticamente susceptivel (ORHOLM et al., 1991,
FARRELL; LEMONT, 2002).

Os avancos cientificos das ultimas décadas aprofundaram conhecimentos acerca das
alteracbes imunoldgicas analisadas na DC, tanto em relagdo aos fatores ambientais como o0s
fatores genéticos. Entretanto, observa-se a presenca de trés fatores importantes para
compreensdo dos mecanismos imunoldgicos e posterior tratamento, sendo eles:
susceptibilidade do hospedeiro, microbiota entérica e imunidade da mucosa (KUCHARZIK et
al., 2006). Assim sendo, a inflamagdo intestinal ¢é iniciada e perpetuada por uma resposta

imunolodgica a antigenos desconhecidos num hospedeiro geneticamente susceptivel.
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Alguns genes relacionados ao sistema imune foram apontados como possiveis
marcadores no desenvolvimento da DC. Também alvo de probabilidade, o produto do gene
HLA-G atua como uma molécula imunossupressora, funcionando como potencial de defesa
contra a agressdo inflamatdria, sendo considerada decisiva para o equilibrio da resposta
imune. Embora o0 HLA-G apresente uma distribuicdo tecido-especifica e um polimorfismo
restrito, quando comparado as moléculas HLA cléssicas, pode ser expresso de maneira
diferente nos processos inflamatorios cronicos, favorecendo ou ndo a resposta T auxiliares do
tipo 2 (Th2), e inibindo ou ndo as células natural-killers (NK) (TORRES et al., 2004).

1.1.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da DC baseia-se na constatacao de caracteristicas clinicas e patologicas
tipicas da doenca e na auséncia/exclusdo de provas de outras condi¢fes que imitam a doenca,
como por exemplo, infeccdo, neoplasia, colite ulcerativa. A endoscopia gastrointestinal com
bidpsia e os exames de imagem, tais como: a tomografia computadorizada e os estudos de
contraste sdo apontados como os testes de diagndstico com maior especificidade (LANDERS
et al., 2002).

Na fase aguda, o diagndstico da DC ¢ realizado por meio de critérios clinicos, imagens
radiograficas, estudo radioldgico contrastado, exames endoscépicos como colonoscopia,
endoscopia, exames de diagndstico por imagem (tomografia e ultrassonografia) e critérios
histoldgicos. Ressalta-se que o diagndstico diferencial é feito com a retocolite ulcerativa
(PINOTTI, 1994; PODOLSKI, 2002). A diferenciacdo da DC de outras condigdes
inflamatorias, como a infeccdo ou a colite ulcerativa, muitas vezes, ndo podem ser feitas com
base na biopsia. Os aspectos macroscopicos sdo mais eficazes para a localizacdo e
distribuicdo (LANDERS et al., 2002).

Com relacdo as manifestagdes clinicas e processo diagndstico, Stange et al. (2006)
relataram que a diarreia, quando estendida por mais de seis semanas, € o critério sugerido
como prazo util para diferenciacdo entre DC e diarreia aguda infecciosa. Nos exames
radioldgicos, os achados mais caracteristicos consistem na agressdo do intestino delgado e
aparecimento de fistulas; a endoscopia exibe lesdes ulceradas caracteristicas, intercaladas de
areas com mucosa normal de acometimento focal, com representacdo assimétrica e
descontinua. Tal apresentacdo pode ser Util para a coleta de material e analise histopatoldgica,
indicando acometimento transmural, padrdo segmentar e presenca de granulomas néo

Caseosos.
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Os achados endoscopicos sdo variados, desde erosbes discretas, edema, enantema,
friabilidade, sendo mais peculiar a presenca de Ulceras que podem ser aftdides, elipticas ou
lineares, interpostas por mucosa normal, assim como lesGes fibroestenosantes e fistulizantes
(HYLENIUS et al., 2004; NIKOLAUS; SCHREIBER, 2007; FLORES, 2008).

A endoscopia exerce um papel fundamental no diagnostico da doenca inflamatéria
intestinal, sobretudo, na DC, envolvendo o seguimento, a monitorizacdo do tratamento e
exclusdo de outros diagnosticos (FREIRE; PORTELA; SOFIA, 2010).

1.1.6 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (CPH)

Na regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) encontram-se
diversos locos, dentre eles o conhecido sistema antigeno leucocitario humano (HLA), cujos
produtos transcritos estdo localizados na superficie de praticamente todas as células do
organismo, e é responsavel pela apresentacdo de peptideos exdgenos e enddgenos aos
linfocitos T auxiliares e T citotdxicos, respectivamente. As primeiras moléculas descritas, em
camundongos, foram tidas como antigenos polimérficos da superficie celular, codificadas por
um loco génico denominado H-2. Foram demonstrados que os produtos desse loco
constituiam a principal barreira imunoldgica aos transplantes de aloenxertos. Por isso, esses
antigenos receberam a denominacgdo histocompatibilidade. Em seguida, foram constatados
que os mesmos produtos faziam parte de um complexo de genes pertencente a mesma regiao
cromossdmica e participavam diretamente na resposta imune. Os genes do CPH foram

encontrados em diferentes espécies de mamiferos (DUNHAM et al., 1987).

1.1.7 SISTEMA HLA

Na década de 50, o sistema HLA foi descoberto por Dausset, Payne e Van Rood em
estudos soroldgicos de pacientes politransfundidos detectando anticorpos leucoaglutinantes,
sendo descritos o primeiro antigeno ao qual denominou MAC (atual HLA-A2) referindo-se ao
conjunto génico HLA mapeado em um segmento de aproximadamente 4megabases de DNA
do braco curto do cromossomo 6 humano, na banda 6p21.31. Nessa regido do CPH ha mais
de 220 genes, que codificam diferentes produtos moleculares. Muitos desses genes atuam
como codificadores de fungbes relacionadas a resposta imunologica (TERASAKI, 1960;
CHRISTIANSEN et al., 1994; PARHAM, 2001).

O sistema génico HLA caracteriza-se por um acentuado polimorfismo nas populacdes.
As moléculas do HLA s8o divididas em Classes | e Il. As moléculas HLA de Classe | séo

expressas pela maioria das células, com a funcdo de apresentar peptideos intracelulares as
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células T citotoxicas CD8". A Classe Il estad presente, essencialmente, em células
denominadas de apresentadoras de antigeno (APC) (ISHITANI et al., 2003).

De acordo com a estrutura e fungdo, os produtos dos genes do CPH sdo usualmente
referidos e classificados por Lewin (2001) como: Proteinas de Classe I: em humanos
correspondem aos antigenos classicos de transplantes ou moléculas Classe la (HLA-A, HLA-
B e HLA-C); e o grupo de moléculas ndo cléssicas ou Classe Ib (HLA-E, HLA-F e HLA-G);
Proteinas de Classe Il: HLA-DR, -DQ e -DP encontram-se presentes na superficie dos
linfocitos B e T e, em outras células do sistema imune como 0s macrofagos. Existe ainda um
loco HLA-H, -J, -K, e —L, denominados pesudogenes. A regido de Classe Il humana esta
dividida em quatro sub-regides, DR, DQ, DZ/DO e DP (LEWIN, 2001; FAINARDI et al.,
2003).

As proteinas codificadas pelos genes HLA sdo dimeros localizados na membrana
plasmética. Uma parte da proteina projeta-se a partir da superficie extracelular. As proteinas
de Classe II sdo formadas por duas cadeias, alfa(a) e beta(B), cuja combinagdo determina uma
estrutura tridimensional, com dois dominios extracelulares. As proteinas de Classe |
consistem em um dimero formado pela cadeia alfa, codificada pelos respectivos genes de
Classe | e pela proteina beta2-microglobulina, codificada por um gene de mesmo nome
situado no cromossomo 15, com trés dominios externos, uma regido transmembrana e um
pequeno dominio citoplasmatico que reside no interior da célula (LEWIN, 2001; FAINARDI
et al., 2003).

A regido do CPH de classe Il compreende aproximadamente 760 kb, localizada entre
as regides de classe | e Il, caracteriza-se por uma densidade de genes notavelmente elevada
em meio as trés regides CPH, com pelo menos 59 genes expressos. Contudo, ndo € conhecido
se todos o0s genes identificados nessa regido sdo funcionais ou pseudogenes. Foram definidos
locos de susceptibilidade a doengas como de Graves, DC, Lupus Eritematoso Sistémico, além
de genes que atuam no processo de ativacdo do sistema complemento que codificam as
citocinas TNFa e LTa (MATSUZAKA et al., 2001).

1.1.8 HLA-G: GENE, PROTEINA, ISOFORMAS E FUNCOES

O loco HLA-G situa-se telomericamente ao HLA-A, no brago curto do cromossomo 6.
A organizacgdo génica do HLA-G assemelha-se a disposicao dos genes de Classe | (HLA-A,
HLA-B e HLA-C), compostos por 8 exons, 7 introns e uma regido 3’ transcrita e ndo
traduzida (3°UTR) (OBER; ALDRICH, 1997; VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN,
2000; VIANNA et al., 2007).
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O HLA-G constitui-se por uma molécula de classe Ib composta por trés dominios alfa
(al, 02 e a3), ndo covalentemente agregada a uma cadeia de beta2-microglobulina, com
pouca expressdo em condi¢bes saudaveis, possuindo alelos que codificam 14 proteinas
distintas que formam as trés cadeias alfa, com baixo indice de polimorfismo apresentando
isoformas ligadas @ membrana celular ou sob forma soltvel (LEWIN, 2001; FAINARDI et
al., 2003; VIANNA et al., 2007).

No HLA-G ha 4.396 pb, sendo que o exon 1 (73 pb) codifica um peptideo sinal, o
exon 2 (270 pb) codifica o dominio al, o exon 3 (276 pb) codifica 0 dominio a2 ¢ o exon 4
(276 pb) codifica o dominio a3. O exon 5 (114 pb) codifica a regido transmembrana. Os
exons 6, 7 e 8 totalizam 115 pb e codificam o dominio citoplasmético da molécula e a regido
3’ nao traduzida, respectivamente (OBER; ALDRICH, 1997, CAROSELLA; DAUSSET,
KIRSZENBAUM, 1999). Os dominios al e a2 das moléculas de classe I transcritos dos
exons 2 e 3 dos genes HLA constituem a regido de ligacdo com peptideo antigénico, no qual
estes se ligam e séo apresentados aos receptores das células T (VAN DER VEN; PFEIFFER;
SKRABLIN, 2000).

O HLA-G foi inicialmente identificado no citotrofoblasto que constitui a interface
materno-fetal (ROUAS-FREISS et al., 1999). No decorrer da gestacdo, as células
citotrofoblasticas implicam na tolerdncia imunolégica, indicando a ocorréncia de mecanismos
moduladores e moderadores caracteristicos no sistema imune materno que evitam a rejeicdo
do feto (ROUAS-FREISS et al., 1999; BARICORDI et al., 2008).

Possivelmente, as moléculas HLA-G podem estar envolvidas na protecdo do feto
contra a atividade litica das células NK, podendo atuar sobre os receptores inibitorios (KIR)
de células NK presentes na decidua materna, protegendo as células trofoblasticas contra a lise
mediada por células NK, que contribuem para a eliminacéo do tecido embrionério (ROUAS-
FREISS et al., 1999; ROUSSEAU et al., 2000). Estudos comprovaram que no decorrer de
uma gestacdo normal ha uma elevacdo do nimero de receptores inibidores nas células NK
deciduais, que reconhecem as moléculas do HLA-G fetal, evitando a ativagdo de tais células
(BARICORDI et al., 2008).

Desta forma, ha evidéncias de que a modulacdo da expressdo das moléculas HLA-G
poderia ser uma condicao essencial para uma gestacdo sem comprometimentos, podendo o
que, em parte, poderia estar associada a expressdo em niveis elevados da molécula sHLA-G
(PFEIFFER et al., 2000), inibindo a ativacdo das células T citotoxicas e células NK maternas
(SELINGER; ABKEN; FERRONE, 2003; VIANNA et al., 2007). Para Van Der Ven;

Pfeiffer; Skrablin (2000), o HLA-G, tanto nas isoformas ligadas a membrana, quanto soluveis
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no plasma, atua como imunorregulador, com importante funcdo imunossupressora e possivel
indugéo de imunotolerancia.

Alguns mecanismos tém sido descritos sobre a inibicdo de alguns processos
imunologicos mediados por HLA-G. Entre esses, destacam-se a inibicdo da atividade
citotoxica de linfocitos TCD8" e células NK (LE GAL et al., 1999); efeitos inibitorios na
aloproliferacdo de células TCD4" (BAINBRIDGE; ELLIS; SARGENT, 2000); inibicdo na
resposta proliferativa das células T, bem como na maturagédo das células dendriticas (BAHRI
et al., 2006; RISTCH et al., 2005). O efeito inibidor do HLA-G ocorre via interacdo com
receptores inibidores, como ILT-2 (presente também em alguns tipos de células NK e em
todos os mondcitos e células B) e ILT-4 (presente também em todos os mondcitos,
macrofagos e células dendriticas). Isso ndicam que o HLA-G atua em ambas as respostas:
inata e adquirida (CAROSELLA et al., 1999; VIANNA et al., 2007).

Carosella (2011) relata que a interacdo da molécula HLA-G com alguns receptores
celulares produz efeitos inibitérios na atividade dessas células e, portanto, uma diminuigdo da
resposta imunoldgica. No que se refere a modulacdo da funcdo de algumas células, a sua
expressao em doencas inflamatorias cronicas, como é o caso da DC, poderia gerar um efeito
inibitorio da resposta imune, contribuindo para a reducdo do processo inflamatério dessa
doencga. De acordo com Carosella et al. (2008), a expressdo do HLA-G pode ser induzida em
células em condigdes patoldgicas como cancer, transplantes, infeccdes virais e doencas
autoimunes.

Apesar da existéncia de estudos, o mecanismo que regula a expressdo do HLA-G
ainda ndo foi bem elucidado. A que regido 3’ transcrita e ndo traduzida (3’UTR) tem uma
fungdo importante na expresséo do HLA-G, por meio de mecanismos reguladores pos-
transcricionais. Assim, os alelos HLA-G que apresentam a inser¢éo de 14bp (+ 14pb), durante
0 processamento alternativo (splicing) que elimina as primeiras 92 bases da regido 3’UTR
(exon 8) torna 0 RNAm (&cido ribonucléico mensageiro) mais estavel do que o RNAm, que
contém a sequéncia completa, portanto, mais resistente a degradacdo (ROUSSEAU et al.,
2003). O alelo + 14pb estd também associado & diminuigdo da taxa de transcritos de HLA-G,
tanto nas isoformas de membrana quanto nas sollveis e, em alguma extensdo, com niveis
menores de moléculas HLA-Gs (HVIID et al., 2003). Portanto, patologias como a DC
poderiam estar associadas a delecao de 14pb na regidao 3’UTR do exon 8 presente em alguns
alelos.

A distribuicdo de alelos HLA-G e suas frequéncias apresentam diferengas entre

populagdes e grupos étnicos, embora certas variagbes nucleotidicas possam ser
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compartilhadas por todas as populac6es indicando uma origem comum de alelos do HLA-G
(VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000). Os diferentes alelos HLA-G apresentam
pouca variacdes, destes apenas cinco sdo observados em popula¢gdes no mundo todo. Em meio
a esses, constatou-se que o grupo G*01:01:01 é predominante, com frequéncias variadas entre
32 e 82% nas populagbes caucasianas africanas e japonesas (LARSEN; HVIID, 2009;
MOREAU; FLAJOLLET; CAROSELLA, 2009). Contudo, ressalta-se que a maioria dos
polimorfismos do HLA-G é sin6nima, ndo apresentando modificacdes na composicdo de
aminoéacidos da proteina HLA-G (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000). Quando
comparado com os genes HLA de Classe | cléssicos, que apresentam centenas de variantes,
observou-se que loco HLA-G mostra um baixo nimero de variantes. Conforme o Sistema de
Informacéo Internacional de Imunogenética - IMGT
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html), até a data de 20 de fevereiro de 2013, estdo
listados no IMGT/HLA Database 50 alelos, que codificam 16 proteinas funcionais distintas e
dois alelos nulos (LARSEN; HVIID, 2009; DONADI et al., 2011; IMGT/HLA Database,
2013).

Os polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) definem o maior grupo de alelos
HLA-G. Apesar disso, a maioria das mutaces desse gene é silenciosa, gerando poucas
mutacdes que contribuem para alteracdes de aminoacidos na proteina HLA-G. A partir dessas
modificacbes sdo definidas 16 proteinas variantes (HLA-G*01:01, *01:02, *01:03, *01:04,
*01:06, *01:07, *01:08, *01:09, *01:10, *01:11, *01:12, *01:14, *01:15, *01:16, *01:17, e
*01:18) (CAMPBELL; ANTONIOU; POWIS, 2012; LARSEN; HVIID, 2009; MOREAU;
FLAJOLLET; CAROSELLA, 2009; IMGT, 2013).

Resultantes de mutacdes de exons que geram uma parada precoce da transcri¢éo, tém-
se dois alelos nulos do gene HLA-G: o alelo G*01:05N que exibe uma delec¢éo no cdédon 130,
dentro do exon 3, causando a parada prematura da transcricdo no cédon 171; e o alelo
G*01:13N que se caracteriza por uma mutacdo pontual no codon 54, no exon 2, gerando,
também, um codon de parada prematuro (LARSEN; HVIID, 2009).

As variacdes nucleotidicas das regides promotora e 3’UTR exercem certa influéncia
nos niveis de HLA-G, mediante uma modificacdo da afinidade das sequéncias-alvos do gene
causadas por fatores transcricionais e/ou pdés-transcricionais. Os polimorfismos da regido
codificadora passam a produzir alteracbes conformacionais nas moléculas de HLA-G, com
modificagdes que refletem nas suas principais fungdes, tais como: a producdo de isoformas,
interacdo com receptores celulares, modulagéo da resposta imune e capacidade de se acoplar a
peptideos (PENZES et al., 1999; DONADI et al., 2011).
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Decorrente de uma determinada situacéo fisioldgica e/ou clinica, a presenga de HLA-
G pode ser favoravel ou prejudicial ao organismo. Em caso de condi¢des patoldgicas, em que
uma resposta imune potente e espacada seja necessaria, a expressao de HLA-G néo é benéfica
(casos de cancer e nas doencas virais crénicas), por exemplo. Ao contrario, nos casos em que
uma resposta imune vigorosa seja indesejavel, a presenca de HLA-G é benéfica (casos de
transplantes e de doencas autoimunes) (DONADI et al., 2011).

O HLA-G pode atuar de forma direta na atividade das células participantes da resposta
imune, constituindo-se em um foco atrativo para estudos voltados a compreensdo dos
mecanismos de diferentes situacdes clinicas como em casos de gravidez e suas complicagdes,
transplantes, infecgdes virais, canceres, doencas inflamatdrias e autoimunes (CAROSELLA,
2011).

A despeito da associacdo de diferentes patologias e/ou situacdes clinicas aos
polimorfismos do gene HLA-G, inclusive, os polimorfismos 3’UTR, as relagdes das variagdes

dessa molécula com os casos de DC, ainda ndo sdo bem esclarecidas (DONADI et al., 2011).

1.2 JUSTIFICATIVA

A DC é autoimune e multifatorial. A sua prevaléncia vem aumentando de forma
gradativa, principalmente, em paises industrializados e desenvolvidos. Apesar do avan¢o nos
métodos diagnoésticos, ainda ndo foi possivel a identificacdo da etiologia e os fatores
desencadeadores da DC para o melhor controle e cura da mesma. A associacdo de
mecanismos imunoldgicos e genéticos com doencas gastrintestinais € um campo de pesquisa
promissor. Evidéncias indicam relagfes consistentes entre esses sistemas, tanto na
fisiopatologia das doengas, quanto na manutencdo dos estados de saude (ZELANTE et al.,
2001; R1ZZO et al., 2012).

Apesar da importancia dos genes HLA-G na resposta imune, poucos estudos de
associacdo tém sido realizados para investigar esses genes e a DC (DONADI et al., 2011).
Assim sendo, o0 estudo da presenca de genes de susceptibilidade/resisténcia no
desenvolvimento da DC pode contribuir para uma melhor compreensao do papel e influéncia
dos fatores genéticos na resposta inflamatéria do individuo com doengas crénico-
degenerativas, visando o desenvolvimento de estratégias efetivas para a prevencéo,

diagnostico e possibilidades de tratamento.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 GERAL
Avaliar a influéncia do gene HLA-G na susceptibilidade ou resisténcia no

desenvolvimento da doenca de Crohn.

1.3.2 ESPECIFICOS

- ldentificar os alelos HLA-G em uma populacdo de individuos adultos que
desenvolveram a doenca de Crohn;

- Identificar os alelos HLA-G em uma populagdo de individuos adultos saudaveis, ndo
relacionados e sem historico de doenga;

- Comparar os alelos HLA-G nos grupos pacientes e controles;

- Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas destes genes polimdérficos nos grupos
pacientes e controles;

- Identificar a associacdo dessas variantes alélicas HLA-G na susceptibilidade e/ou

resisténcia a Doenca de Crohn.
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SUSCEPTIBILIDADE GENETICA HLA-G (EXONS 2, 3 E 8) E DOENCA DE
CROHN EM UMA POPULACAO DO ESTADO DO PARANA, BRASIL

RESUMO

Introducdo. Alguns genes relacionados ao sistema imune foram apontados como possiveis
marcadores no desenvolvimento da doenca de Crohn (DC). Os produtos do gene HLA-G atua
como uma molécula imunossupressora, com potencial de defesa contra a agressdo
inflamatoria tornando-se, decisiva no equilibrio da resposta imune. Objetivo. Avaliar a
influéncia do gene HLA-G na susceptibilidade ou resisténcia no desenvolvimento da doenga
de Crohn. Métodos. O estudo caso-controle foi realizado com 80 pacientes e 80 controles
para 0s exons 2 e 3 de HLA-G e 99 pacientes e 323 controles para o exon 8 de HLA-G. A
genotipagem foi realizada nos exons 2 e 3 por PCR-SBT e exon 8 por PCR-SSP. Resultados.
As associacOes realizadas entre grupo controle vs individuos com DC ndo demonstraram
nenhuma associacao significativa, exceto entre as frequéncias alélicas dos exons 2 e 3 do alelo
HLA-G*01:04 (27,5% vs 8,8%; p = 0,000018; OR 3,9557; IC 2,067-7,5693); e para o alelo
HLA-G*01:03 (5,6% vs 13,1%; p = 0,03342; OR 0,3945; IC 0,1748-0,8905). As comparagoes
das frequéncias genotipicas do exon 8 entre pacientes e controles ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa. Conclusdo. Nossos resultados sugerem a participacdo de genes HLA-

G na susceptibilidade e resisténcia a DC.

Palavras-chave: HLA-G, doenca de Crohn, caso-controle, susceptibilidade.
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ANALYSIS OF GENETIC SUSCEPTIBILITY HLA-G (AXONS 2, 3 AND 8) AND
CROHN'S DISEASE IN A POPULATION OF THE PARANA STATE, BRAZIL

ABSTRACT

Introduction. Some genes related to the immune system have been suggested as possible
markers in the development of Crohn’s diseases (DC). Also target of probability, the product
of the gene HLA-G, which acts as an immunosuppressive molecule with defense potential
against inflammatory aggression, is therefore decisive in balancing the immune response.
Objective. Evaluate the influence of the HLA-G gene in the susceptibility or the resistance to
the development of Crohn's disease. Methods. The case-control study was conducted with 80
patients and 80 controls for exons 2 and 3 HLA-G and 99 patients and 323 controls for exon 8
of HLA-G. Genotyping was performed by molecular biology for genes HLA-G: exons 2 and
3 by PCR-SBT and exon 8 by PCR-SSP. Results. The associations made between the control
group vs. individuals with CD not showed significant associations, except between the allelic
variants of exons 2 and 3 HLA-G*01:04 (27.5% vs. 8.8%, p = 0.000018, OR 3.9557, Cl 2.067
- 7.5693) and for HLA-G*01:03 (5.6% vs. 13.1%, p = 0.03342, OR 0.3945, CI 0.1748 to
0.8905). Comparisons of genotype frequencies of exon 8 between patients and controls
showed no significant difference. Conclusion. Our results suggest that HLA-G gene in the
susceptibility and resistance to DC.

Keywords: HLA-G, Crohn’s disease, case-control, susceptibility.
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INTRODUCAO

A doenca de Crohn (DC) foi descrita em 1932, por Burril Crohn, Gordon
Oppenheimer e Leon Ginzburg [1]. A DC é compreendida como uma afeccdo sistémica,
inflamatoria crénica, transmural e intermitente ao longo do tubo digestivo, com manifestacdes
relacionadas, principalmente ao trato gastrointestinal (TGI), devido as alteragcBes na
imunorregulacdo intestinal [2, 3, 4, 5]. Em individuos jovens, primeiro pico da doenca entre
15-30 anos, a tendéncia comum de localizacdo € no intestino delgado; e no segundo e menor

pico de incidéncia, de 50-70 anos, a doenca costuma localizar-se no célon [2].

Individuos com DC podem apresentar quadro clinico caracteristico de dor abdominal,
diarreias muco-pio-sanguinolenta com moderada intensidade, quadros de desnutricdo
frequentes, emagrecimento, anorexia, nauseas e vomitos. O grau de severidade da diarreia tem
correlacdo com a extensdo e a severidade da inflamacdo transmural do intestino, com
manifestacdes sisttmicas como: fadiga, febre, emagrecimento e anorexia, na maioria dos
pacientes [5, 6, 7, 8].

Até 0 momento, ndo existe uma causa exata para definir da DC. Estudos realizados
mostram que o fator genético e ambiental esta fortemente presente, o que caracteriza a DC
como uma doenca de heranca multifatorial. O somatério dos fatores genéticos,
socioeconémicos e a microbiota intestinal supdem uma predisposicao diferencial a doenca [9,
10, 11].

A origem da DC esta relacionada a um quadro viral ou bacteriano, ou até mesmo a
propria flora bacteriana intestinal no individuo geneticamente susceptivel, o que causa um
desequilibrio entre os antigenos luminais e a resposta imune da mucosa intestinal, que

contribui para ampliar e perpetuar a reacdo de inflamagéo [9, 10, 12, 13].

Os avancos cientificos das ultimas décadas aprofundaram conhecimentos acerca das
alteracbes imunoldgicas analisadas na DC. Alguns genes relacionados ao sistema imune sdo
apontados como possiveis marcadores no desenvolvimento da DC, sendo o produto do gene
HLA-G, também, alvo de probabilidade [14, 15, 16].

O HLA-G foi observado primeiramente na gestacdo, cuja expressdao nas células
citotrofoblasticas poderia contribuir na inibicdo das células natural-killers (NK) e permitir a

continuidade da gestacdo. A falha deste mecanismo permitiria a ativacdo das células NK,
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levando a ocorréncia da pré-eclampsia, ou até mesmo a extin¢do do tecido embrionério [13,
17, 18, 19].

Embora a molécula de HLA-G pertencente ao CPH classe Ib apresente uma
distribuicdo tecido especifica e também um polimorfismo restrito quando comparado as
moléculas de HLA classicas, essa pode ser expressa de modo diferente nos processos
inflamatorios cronicos, podendo desequilibrar o balango da resposta imune Th1/Th2 [12, 13,
17, 20, 21, 22]. A agdo do HLA-G como molécula imunossupressora, tem relagdo com uma

funcéo de defesa contra a agressdo inflamatdria [13, 14, 15, 22, 23].

O gene HLA-G esta localizado no brago curto do cromossomo 6. A molécula HLA-G
apresenta diversos sitios de variabilidade que pode influenciar etiopatogenia da doenga. A
presenga de uma delegdo (14pb) na regido 3° UTR (exon 8) do gene HLA-G pode exercer
influéncia na estabilidade do RNAm de HLA-G, dessa forma, pode influenciar na atividade de
transcricdo Essa posicdo tém sido investigada em diversas doencas, porém com DC nenhum

estudo foi mencionado até agora [24, 25].

Assim sendo, o presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia do gene HLA-

G na susceptibilidade ou resisténcia no desenvolvimento da doenca de Crohn.

MATERIAL E METODOS

Aspectos Eticos. O presente estudo foi conduzido de acordo com as normas
preconizadas pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — COPEP
da Universidade Estadual de Maringd — UEM, sob o Parecer n° 213/2008 — CAAE 0008-08.
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento, ap0s esclarecimentos sobre o

projeto.

Caracterizacdo do estudo. Nesse estudo caso-controle foram investigados 80
pacientes com diagnostico clinico-laboratorial de doenca de Crohn, pela andlise
histopatolégica de biopsia, associados aos sintomas clinicos; e 80 individuos controle
saudaveis, ndo relacionados e sem historico de doenga intestinal, pareados de acordo com o
grupo racial, sexo e idade, para os exons 2 e 3; 99 pacientes com diagndstico clinico-

laboratorial de doenga de Crohn; e 323 controles para o exon 8 de HLA-G. Os individuos do
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grupo controle foram selecionados nas campanhas de doagdo de medula Gssea. Foram
coletadas amostras de 10mL de sangue, por meio de agulhas e seringas descartaveis.

Amostras bioldgicas. O DNA gendmico foi extraido de células sanguineas nucleadas
coletadas com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), através do Kit

PureLink™

(Invitrogen®, Inc. Carlsbad, CA, USA). Na sequéncia, foram avaliadas a
concentragdo e o grau de pureza do DNA, por meio do espectrofotdometro NanoDrop

(2000c/2000 UV-Vis) (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

Genotipagem. As tipagens dos genes HLA-G dos exons 2 e 3 foram realizadas por
PCR-SBT (Polymerase Chain Reaction-Sequence Based Typing); e do exon 8 por PCR-SSP

(Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primer).

Sequenciamento dos exons 2 e 3 de HLA-G. As tipagens dos exons 2 e 3 foram
realizadas utilizando-se dois oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen®) para a posicdo 5
(G25S e G35S) e dois para a posicao 3" (G23S e G33S), conforme protocolo de Sarturi (2005)
[26] especificados a seguir:

G255” TCCATGAGGTATTTCAGCGC
G23S” AGGTAATCCTTGCCATCGTA
G35S" CCCAGACCCTCTACCTGGGAGA
G33S" CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG

As leituras das tipagens PCR-SBT foram realizadas no MEGA-Base Sequencing
ScoreCard®. Cada amostra de DNA, ajustada entre 25 a 100 ng/uL, foi adicionada a um
produto amplificado loco especifico, juntamente com a enzima Taq DNA polimerase (5u/pL;
Invitrogen®), de acordo com os volumes recomendados pelo protocolo de Sarturi (2005) [26].
A técnica de purificacdo permitiu a remocao de fragmentos indesejaveis, tais como excesso de
iniciadores, DNTPs, sais e fragmentos de DNA, para posterior sequenciamento. Em seguida,
as amostras foram submetidas a reacdo de sequenciamento com o Kit BigDye 3.1 Terminator
(Applied Biosystems®). O produto purificado foi analisado em sequenciador automatico
(Analisador Genético de DNA modelo 3500xI marca Applied Biosystems) e os dados
coletados pelos softwares de Aplicacdo (Sequencing Analysis v5.4 e SegScape v2.7 e
GeneMapper v4.1). Posteriormente, os dados de sequenciamento obtidos para os exons 2 e 3

foram visualizados com a ajuda do software BIOEDIT [27].
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Anélise do polimorfismo do exon 8 de HLA-G. Para a amplificacdo do exon 8 foram
utilizados dois oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen®), um para a posi¢do 5’Forward
(G85S); e outro para a posicao 3 'Reverse (G83S), conforme protocolo de Sarturi (2005) [26]

especificado a seguir:
G85S" GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC
G83S" GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA

Os fragmentos de PCR obtidos para o exon 8 foram analisados por meio de corrida em
gel de Agarose (Invitrogen®, 2,5%), por 90V/40minutos e corados com brometo de etidio.
Foram obtidos fragmentos com 210 e 224pb (amostra com a delecdo e amostra sem a delecéo,

respectivamente).

Anédlise estatistica. As frequéncias de cada alelo dos pacientes e controles foram
obtidas por contagem direta e colocadas em tabela 2x2 para a analise comparativa. Para o
calculo do teste exato de Fisher, Odds Ratio (OR) e Intervalo de Confianca (IC) de 95%
utilizou-se o programa Epi Info'™ 7. Para os resultados que apresentaram significancia
(P<0,05) foram calculados o valor de OR com IC de 95%, utilizando o método de Woolf
(1995) [28]. Foram consideradas significativas as associa¢cdes com P < 0,05; e como proximas

ao limiar de significancia (tendéncia), os valores de P > 0,05 ¢ < 0,10.

RESULTADOS

As amostras de pacientes e controles, a partir da caracterizacdo dos alelos (exons 2 e
3), e das variantes (exon 8) de HLA-G permitiram comparar as frequéncias alélicas e

genotipicas apresentadas nas Tabela 1 e 2.

Como apresentado na Tabela 1 observou-se um aumento da frequéncia do alelo HLA-
G*01:03 no grupo controle quando comparado ao grupo de pacientes (5,6% vs 13,1%, p =
0,03342, OR=0,3, IC 0,1748 — 0,8905), indicando fator de protecao.

A andlise dos resultados sugere que o alelo HLA-G*01:04 no grupo de pacientes em
relacdo ao grupo controle (27,5% vs 8,8%, p = 0,000018, OR=3,9, IC 2,067 — 7,5693), indica
fator de risco.
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A comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas do exon 8 (Tabela 2) entre 0s
grupos de pacientes e controles, ndo apresentou diferenca significativa, -14/-14 (28,3% vs
27,3%), -14/+14 (64,7% vs 61,9%), +14/+14 (7,0% vs 10,8%); -14 (60,6% vs 58,2) e +14
(39,4 vs 41,8%).

DISCUSSAO

A doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU) sdo doencas intestinais
inflamatorias crénicas (DlIs) de origem desconhecida [2, 3, 4, 5, 29]. Estudos demonstraram
que uma das provaveis explicacbes para a ocorréncia dessas doengas estd relacionada a
exposicdo a determinados fatores ambientais por individuos geneticamente susceptiveis,
podendo levar a uma resposta imune inadequada, caracterizando-se como uma doenca

autoimune sistémica de heranga multifatorial [9, 10, 11, 12, 30, 31, 32].

Embora as respostas inadequadas do sistema imune intestinal em individuos
geneticamente predispostos desempenhem um papel importante na patogénese das doencas, as
caracteristicas tipicas de RCU e DC se diferem em relacdo a localizacdo anatomo patolégica
da doenca [33]. Estudos realizados em diversas populacbes sugeriram associacfes de
variantes HLA em mais de 40 doencas, principalmente, as autoimunes [34]. InvestigacGes em
familias de portadores da DC mostraram agregacdo da doenca entre 0s seus membros,

sugerindo que os fatores genéticos predispem a doenca [31, 35].

Estudo de Masachs; Casellas; Malagelada (2007) [36] apontaram que pacientes com
doenca celiaca e seus familiares tém uma maior predisposi¢cdo para a DC em relagdo ao
controle populacional. Tal associagdo pode explicar o fato de que ambos os transtornos,
ocasionalmente, se apresentam em um paciente ou em seus parentes de primeiro grau com
mais frequéncia do que o esperado. Assim, marcadores genéticos tém sido investigados em
relacdo & DC, tais como: genes KIR, HLA, receptores Toll Like e NOD [29, 31, 32, 37, 38].

Um estudo de meta-anélise realizado por Van Heel e colaboradores (2004) [39]
confirmou a relagdo entre DIl e moléculas HLA. O papel das moléculas de HLA-G em
doencas inflamatérias ganhou interesse cientifico e clinico, dada a possibilidade de ser
proposto como biomarcador molecular e possivel alvo terapéutico. Sugere-se, ainda, 0
possivel envolvimento do HLA-G na regulacdo do sistema imunoldgico, em condi¢fes

autoimunes e alérgicas, tais como: a pele, gastrointestinais, doencas neuroldgicas e reumaticas
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[12, 13, 15, 40, 41]. Em particular, nestas desordens, 0 HLA-G pode interagir diretamente
com células imunitarias ou controlar o balanco entre as citocinas Thl e Th2. O que ainda
precisa ser entendido € se a producdo de HLA-G é uma tentativa de restauracao do equilibrio
adequado em células inflamatorias e cascatas que foram ativadas, ou se é uma parte da
patogénese em curso por sua repressao de células imunologicamente ativas, ou uma mudanca
no sentido do fenotipo Th2 [15].

Torres e colaboradores (2004) [13] estudaram amostras intestinais de pacientes com
CU e DC, utilizando a técnica de imunofluorescéncia, verificando que enquanto as células
intestinais de CU apresentam HLA-G na sua superficie, as biopsias intestinais da DC nao.
Este resultado combinado com os niveis elevados de IL-10 encontrado na lamina do colon de
pacientes com CU sugere que o HLA-G pode regular as respostas imunes das mucosas em
CuU.

Apesar do numero de estudos envolvendo o HLA-G e doengas autoimunes seja ainda
limitado, estes sugerem um amplo espectro de situacfes patoldgicas que esta molécula possa
estar envolvida [15]. Donadi e colaboradores (2011) [42] salientaram que a expressao de
HLA-G em condicdes patoldgicas pode ser benéfica ou prejudicial, dependendo do tipo de
desordem especifica. Ao considerar tais individuos, alguns podem expressar 0 HLA-G

enquanto outros nao [43].

No nosso estudo, os dados obtidos evidenciaram um aumento significativo da
frequéncia do alelo G*01:04 no grupo de pacientes em relacdo ao grupo controle, indicando
associacao positiva a susceptibilidade no desenvolvimento da DC. Em nivel molecular, no

cédon 110 ha uma substituicdo de um aminodcio L (leucina) por uma | (isoleucina).

Evidenciou-se, ainda, uma diminuic&o significativa da frequéncia do alelo G*01:03 no
grupo de pacientes quando comparado ao grupo de controles, indicando que estes individuos
apresentam resisténcia em desenvolver a DC. Essa molécula difere das demais pela

substituicdo do codon 31 de um aminoacido T (treonina) por uma S (serina) [44].

Na maioria das populacdes apenas quatro diferentes proteinas HLA-G sdo mais
comumente observadas, sendo: G*01:01, G*01:03, G*01:04 [42]. Os mesmos alelos foram

encontrados em nosso estudo com maior frequéncia G*01:03 e G*01:04.
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Glas e colaboradores (2007) [14] observaram que o HLA-G tem papel importante na
modulacdo do curso da DC, todavia ndo concluiram como sendo determinante no que se
refere a susceptibilidade. Contudo, o HLA-G funciona como um elemento de protecdo contra
a agressao inflamatoria [14, 45], desempenhando um papel importante na imunopatogénese da
DIl e, na DC sugere um papel de modulacdo da doenca [14]. A este respeito, Le Maoult e
colaboradores (2004) [46] relataram que o HLA-G é uma molécula de imunomodulacéo e

supressao.

Rizzo e colaboradores (2008) [47] relataram que as células mononucleares de sangue
periférico (PDMCs), de pacientes com DC expressaram niveis mais elevados de HLA-G; ao
passo que os pacientes CU ndo apresentaram niveis detectaveis, mesmo apés estimulagdo com
lipopolissacarideo (LPS). Tais achados sugerem que o SHLA-G, produzido por PBMC, é uma
ferramenta de diagndstico menos invasivo nas fases precoces de doencas inflamatorias
intestinais. Também, para Torres e colaboradores (2004) [13], este padrdo de expressdo
diferencial de HLA-G auxilia na diferenciacdo entre a imunopatogénese da DC e CU,

podendo ser influenciado pelas varia¢fes genéticas no interior do gene HLA-G.

Ao investigarem o papel de moléculas de HLA-G em doengas inflamatorias, Rizzo e
colaboradores (2012) [15] evidenciaram que o0 HLA-G pode estar associado ao risco e

cronicidade da doenca, onde sua expressao estara diminuida.

Apesar das fungdes das isoformas ainda serem pouco compreendidas a producdo das
diferentes isoformas de HLA-G é direcionada por mecanismos de regulacdo e, dependendo da
situacdo fisioldgica e do tipo celular envolvido, algumas isoformas sdo expressas e outras nédo
[43].

Dadas as amplas func¢6es imunologicas da molecula HLA-G e situagdes em que possa
estar envolvida, Rizzo e colaboradores (2012) [15] pontuaram que a compreensdo do papel
especifico e mecanismos de acdo de moléculas HLA-G no desenvolvimento e progresséo de
doencas inflamatdrias poderia justificar o uso destas, como marcadores da inflamacéo e
tratamento. Assim, de acordo com os autores, a identificacdo de estratégias farmacologicas,
com o objetivo de controlar a producdo de HLA-G pode ser uma possibilidade concreta para

melhorar a prevencdo de doencas inflamatdrias, abrindo novas perspectivas terapéuticas.

Corroborando com esses achados, Zelante e colaboradores (2001) [48] estudaram a

expressdo de HLA-G em pacientes com DC e CU em tratamento, a fim de observar se a
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terapia contribui para a modificacdo da expressdo desse gene. Os resultados sugeriram que a
terapia é capaz de normalizar a producdo de moléculas HLA-G em ambos os individuos com
doencas de CU e DC, embora, de modo diferente, pois: a terapia imunossupressora diminui a
hiperproducdo de HLA-G em pacientes com DC, enquanto que nos pacientes com UC
desencadeia a producdo de HLA-G. Tais dados confirmam a disparidade no comportamento
destas duas patologias. Estudos prospectivos sdo apontados pelos autores como necessarios
para a analise de SHLA-G nesses pacientes durante a terapéutica. Se confirmados, o0 HLA-G
pode ser indicado como um biomarcador plasmatico no tratamento individualizado de
controle da inflamacgdo, reducdo dos sintomas, manutencdo e remissdo em doengas

inflamatdrias intestinais.

A molécula HLA-G apresenta diversos sitios de variabilidade que exercem influéncia
na etiopatogenia da doenca. Assim, a presenca de uma delecdo (-14) na regiao 3° UTR (exon
8) do gene HLA-G exerce influéncia na estabilidade do RNAm de HLA-G, influenciando a

atividade de transcricdo e, portanto, de relevancia funcional [25].

O polimorfismo -14/+14 parece ser relevante na regulacdo da expressdo do HLA-G,
entretanto, a ligacdo funcional e sua importancia permanecem incertas. Apesar de
determinados alelos do HLA-G ndo apresentem divergéncias no que se refere a composicao
de aminodacidos que codificam, estdo associados a diferentes niveis plasmaticos de proteinas
HLA-G funcionais [49].

Embora o polimorfismo -14/+14 possa estar associado com o controle da producdo de
HLA-G, modulando a estabilidade do RNAmM, os mecanismos que estdo envolvidos nesse
processo ainda ndo estdo bem elucidados. Os alelos que apresentam a insercao da sequéncia
de +14pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3') estdo sendo associados, a células de trofoblastos [50],
com uma produgdo mais baixa dessa molécula, tanto para as isoformas sollveis como para as
isoformas ligadas a membrana. Por outro lado, uma fracdo dos mRNAs que apresentam a
insercdo de +14pb pode ser processada, por splicing alternativo, ocorrendo a remocéao de 92
bases do RNAmM maduro, resultando em transcritos de HLA-G menores, 0s quais tém sido

relatados como formas mais estaveis da molécula do que os mMRNAs completos [42, 51].

Para investigar a associacdo do polimorfismo de delecdo de -14pb a Dlls, 371
pacientes com DC, 257 pacientes com CU e 739 controles foram genotipados por Glas e
colaboradores (2007) [14], que observaram o gendtipo heterozigoto (P = 0,031) e fendtipo -14

(P = 0,038), significativamente aumentados, enquanto que o fenotipo homozigoto -14 (P =
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0,038) foi significativamente diminuido em RCU, quando comparado com DC. O
polimorfismo de delecdo de -14 pb do gene HLA-G apresentou diferenca significativa entre
CU e DC. Além disso, um aumento significativo do alelo homozigoto -14 (P = 0,002) e
gendtipo +14/+14 (P = 0,013) e uma reducdo consecutiva do alelo heterozigoto -14 (P =
0,024) foram observadas nos casos de DC positiva para resseccao ileocecal, demonstrando um
potencial efeito do gene HLA-G em DIl que pode afetar tanto a CU como a DC. Os autores
relatam ainda que, os varios polimorfismos funcionais dentro da regido promotora, podem
influenciar a expressdo de HLA-G e, assim, estudos adicionais em DIl sdo necessarios no
ambito da expresséo diferencial de HLA-G entre CU e DC [21].

Em um estudo realizado por Wu e colaboradores (2010) [52] com pacientes portadores
de doencas reumaticas, foram constatadas diferencas significativas na distribuicdo do HLA-G
polimorfismo 14bp de +14/-14, podendo ser confirmadas em pacientes com anticorpos anti-
SnRNP, anticorpos positivos e doentes com anticorpos anti-histonas, quando comparados com
0S respectivos anticorpos-negativos. Estas descobertas indicam que o polimorfismo de HLA-
G 14bp de +14/-14 pode ser um fator de risco genético influenciando a susceptibilidade para a
producdo de autoanticorpos nessas doencas.

Conforme relatam Donadi e colaboradores (2011) [42], a expressdo de HLA-G
depende de diversos fatores, tais como: 1) fatores de transcricdo no curso da doenca que
regulam a expressao HLA-G; 2) presenca de sitios polimdrficos selecionados na regido
promotora que podem ser alvos de fatores de transcri¢do; 3) a magnitude de fatores pos-
transcricionais de HLA-G que podem degradar RNAm, sobretudo, que podem direcionar
microRNAs locais polimdrficos na UTR 3'; 4) caracteristicas estruturais da molécula HLA-G
codificados pelos alelos desse individuo disponiveis para interagir com os receptores de HLA-
G; 5) caracteristicas intrinsecas de células de tecidos doentes; 6) sitios polimérficos em genes
que codificam os mediadores envolvidos na patogénese da doenca; 7) papel do genes que
atuam sobre o gene HLA-G; e 8) papel dos fatores epigenéticos, entre outros. Devido a
complexidade desse cenério, a maioria dos estudos limita-se em um ou alguns desses aspectos
somente, acrescentando apenas alguns dados em meio a tantos que precisam ser elucidados.
H& muito para ser compreendido sobre a regulacdo da expressdo HLA-G, os individuos em
risco de desenvolver complicagdes associadas com 0 excesso ou a escassa producao de HLA-
G, no sentido de individualizar o fornecimento de terapéutica e/ou abordagens junto a essa

molécula [42].
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Ainda que o nimero de pesquisas em doencas autoimunes e/ou pro-inflamatorio seja
limitado, estas pesquisas indicam uma gama de situacGes patolégicas em que o HLA-G pode
estar envolvido. Ha estudos reveladores de que as estratégias terapéuticas promissoras, que
incluem o controle, estimulacdo e/ou inibicdo da expressdo do HLA-G em tais ocorréncias

pode exercer influéncia na atividade da doenca e no seu prognostico [42].

Nessa perspectiva, nossos resultados sugerem a participacdo de genes HLA-G tanto na
susceptibilidade quanto resisténcia a DC. Assim, considerando a importancia da compreenséo
da patogénese da DC e a identificacdo de genes de susceptibilidade ou resisténcia ficou
evidenciada a necessidade de novos estudos com técnicas que detectem as isoformas de HLA-
G e suas relacdes com a manifestacdo da doenca, visando uma melhor compreensdo do papel
destes marcadores genéticos na susceptibilidade e/ou protecdo a DC, e para o0

desenvolvimento de estratégias preventivas, diagnosticas e terapéuticas da doenca.
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Tabela 1. Comparacédo das frequéncias alélicas (exons 2 e 3) de HLA-G, entre pacientes com

doenca de Crohn e controles

Alelos Pacientes (80) Controles (80) P OR 1C95%
N % N %

G*01:01 99 61,9 109 68,1 NS

G*01:02 2 1,3 0 0,0 NS

G*01:03 9 5,6 21 13,1 0,03342 0,3945 0,1748 - 0,8905
G*01:04 44 27,5 14 8,8 0,000018 3,9557 2,067 - 7,5693
G*01:07 1 0,6 1 0,6 NS

G*01:10 1 0,6 4 2,5 NS

G*01:11 2 1,3 5 3,1 NS

G*01:14 0 0,0 2 1,3 NS

G*01:15 2 1,3 4 2,5 NS

P: probabilidade; NS: N&o Significativo; OR: Odds Ratio; IC 95%: Intervalo de Confianca de 95%

Tabela 2. Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas (exon 8) de HLA-G, entre

pacientes com doenca de Crohn e controles

Gendtipos Pacientes % Controles % P
n=99 n =323

del / del 28 28,3 88 27,3 NS

del / 14 64 64,7 200 61,9 NS

14/14 7 7,0 35 10,8 NS

del 120 60,6 376 58,2 NS

14 78 394 270 41,8 NS

n: nimero da amostra; %: percentual; P: probabilidade; NS: N&o Significativo
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3. CAPITULO Il

3.1 CONCLUSAO

Foram observadas associagdes entre as variantes alélicas dos exons 2 e 3 sugerindo a
participacao de genes HLA-G na susceptibilidade ou resisténcia a doenga de Crohn, a saber:

v' Foi identificado uma associagao positiva do alelo HLA-G*01:04 sugerindo que este

influencia na susceptibilidade a doenca de Crohn.

v' Foi detectado uma associacdo negativa do HLA-G*01:03 sugerindo influéncia na

protecdo a doenca de Crohn.

3.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Por ser uma doenca de etiologia multifatorial a doenca de Crohn sugere diversos
fatores ambientais e genético para o seu desenvolvimento. Portanto, estudos voltados para o
entendimento da regulacdo da expressdao HLA-G e o papel de sitios polimorficos se fazem
necessarios para uma melhor compreensdo sobre o papel destes marcadores genéticos na
susceptibilidade ou protecdo a DC e, consequente, desenvolvimento de estratégias de

prevencao, diagndstico e tratamento desta doenca.

Este estudo destaca a necessidade e a perspectiva de estudos futuros no sentido de

complementar e corroborar os resultados apresentados.
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