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I. Resumo

O lapus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca inflamatoria auto-imune que
envolve diversos 0rgdos e sistemas, caracterizada por uma grande heterogeneidade
clinica. Sua etiologia permanece desconhecida. Entretanto, provavelmente possui
origem multifatorial, que engloba fatores genéticos, ambientais e hormonais. O

Antigeno Leucocitdrio Humano G (HLA-G) ¢ um HLA classe I ndo cldssico com



importancia na manutencdo da gravidez, protegendo o feto semi-alogénico da
resposta imune da mae. Além disso, estudos recentes indicam que esta molécula ¢
induzida no curso de patologias inflamatdrias e sua expressao foi sugerida como um
possivel mecanismo de protec¢ao tecidual contra respostas inflamatorias auto-imunes.
MicroRNAs, RNAs de 20 a 24 nucleotideos (nt) que desempenham um importante
papel na regulacdo da expressao génica, parecem estar envolvidos na regulagdo da
expressao do gene HLA-G através de um provavel sitio de ligacdo na regido 3’ nao
traduzida. Dentro dos 20nt deste sitio de ligagao, existe um polimorfismo (+3142C/G
- 1s1063320) que interfere na afinidade da ligacdo de trés microRNAs (miRNA) e,
possivelmente, na supressdo da traducdo. Este polimorfismo estd em desequilibrio de
ligacdo com o polimorfismo inser¢ao/delecdo de 14 pb (rs1704), cuja analise havia
detectado um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, com um excesso de
heterozigotos em pacientes com LES. Neste estudo, foi investigada a influéncia do
papel do polimorfismo +3142 do gene HLA-G na susceptibilidade e morbidade
associada a LES. Nossos resultados confirmam o papel deste polimorfismo, ja que
uma freqliéncia aumentada do alelo G foi encontrada em pacientes em relagdo a
controles (0,58 vs 0,47, P=0,011). Uma maior freqiiéncia do gendtipo GG também
foi encontrada entre pacientes de LES em relacdo a controles (OR=1,90, 95% CI:
1,08-3,42). Duplo heterozigotos para os polimorfismos apresentaram um indice
médio do SLEDAI mais baixo em comparagdo aos demais pacientes (1,56 vs. 3,15 e
3,26 respectivamente, P corrigido = 0,044). Estes resultados sugerem um papel para
o polimorfismo +3142 do gene HLA-G na etiopatologia e modulacdo da severidade

de lapus eritematoso sistémico.

Palavras-chave: antigeno leucocitario humano G, polimorfismos, liipus eritematoso

sistémico.

II. Lista de Abreviaturas

ANA - anticorpos antinucleares;
APC - Células apresentadoras de antigenos;
BCR - Receptor de célula B;

Célula NK - do inglés, Natural Killer;



CR - Receptor para complemento;

DNA - Acido desoxirribonucléico;

HLA - Antigeno Leucocitario Humano;
HLA-G - Antigeno Leucocitario Humano G;
HPA - Eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal;

Ig - Imunoglobulina;

IL - Interleucina;

LES - Lupus Eritematoso Sistémico;
Linfocito Tc - Linfocito T citotoxico
Linfocito Th - Linfocito T auxiliar;

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade;
miRNA - microRNA;

mRNA - RNA mensageiro;

SLEDAI - do inglés Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (indice de
Atividade de Doenca de Lupus Eritematoso Sistémico);

snRNP - Ribonucleoproteinas nucleares pequenas;
SNP - Polimorfismo de nucleotideo tinico;
TCR - Receptor de célula T;

UV - Ultravioleta

I11. Introdugao
1. Lupus Eritematoso Sistémico

O Iupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca inflamatoria cronica auto-
imune que envolve diversos 6rgdos e sistemas e que atinge principalmente mulheres

em idade reprodutiva. Sua etiologia ¢ desconhecida; entretanto, parece possuir



origem multifatorial, onde a combinagdo de genes e fatores ambientais predispoe a
um distarbio imunolégico, que induz defeitos nos mecanismos imunoldgicos de
tolerancia (1). LES ¢ uma doenga caracterizada por uma grande variabilidade em
relacdo as manifestagdes clinicas, alteragdes morfologicas e evolucao da doenca.

A prevaléncia estimada do LES ¢ de 40 a 50 em 100.000 individuos (2). Pode-se,
contudo, observar diferengas epidemioldgicas em individuos de diversas etnias. A
ocorréncia de lupus em afro-americanos parece ser de trés a quatro vezes maior do
que em mulheres caucas6ides americanas (3); evidéncias sugerem que o LES ¢ mais
comum em afro-americanos, indios nativos norte-americanos € em orientais, como
indianos asiaticos e chineses, do que em caucasdides (4). Nao se conhece a
prevaléncia de LES na populacdo brasileira, visto que ndo existem estudos de
prevaléncia nesta populagao.

O LES manifesta-se como uma doenca sistémica, caracterizada por uma reag¢ao
autoimune contra antigenos proprios disseminados. Uma das caracteristicas mais
marcantes dos pacientes € a producao de auto-anticorpos, principalmente anticorpos
anti-nucleares (ANAs), que estdo presentes em mais de 95% dos pacientes. Existem,
também, outros tipos de auto-anticorpos direcionados contra eritrdcitos, plaquetas,
linfocitos, fatores de coagulacdo, fosfolipidios. Os auto-anticorpos sdo os mediadores
definitivos da lesdo tecidual. Imunocomplexos sdo formados a partir de
autoanticorpos € componentes do sistema complemento, e sua deposi¢do, juntamente
com a ativagdo do complemento, resultam em intensa inflamacdo nos diferentes
tecidos. As primeiras manifestagdes de pacientes com a doenga sdo decorrentes da
inflamac¢ao, como vasculite e vasculopatia, apresentando principalmente lesdes na
pele, rins, articulagdes e membranas serosas. Os rins sdo afetados principalmente,
pela deposicao de imunocomplexos em estruturas, como glomérulos, membranas

basais tubulares e vasos sangiiineos (5).

1.1 Disturbios Imunolégicos

No sistema imune, cé€lulas B reconhecem antigenos através de seus receptores de
célula B (BCRs) e co-receptores de células B. Os antigenos sdo internalizados,

processados e expostos por moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
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(MHC) de classe II. Ao reconhecer o antigeno, as células B recebem sinal para
expressar a molécula co-estimuladora B7. Quando uma célula T auxiliar (Th)
reconhece o complexo MHC-antigeno através de seu receptor de células T (TCR) e
moléculas co-estimulatorias, a célula T comeca a expressar o CD40L, que interage
com o CD40 das células B, enviando para as tltimas o segundo sinal de ativacdo. A
interagdo entre a molécula B7 e a molécula CD28 da célula Th induz a ativagdo desta
célula, que libera citocinas. As células B ativadas comecam a expressar receptores
para as citocinas, que se ligam as citocinas expressas pelos linfécitos Th que, entdo,
estimulam a progressdo das células B para a fase S do ciclo celular, para a
diferenciagdo em plasmocitos e producdo de anticorpos. Assim como a molécula
CD28 de linfécitos T auxiliares, a molécula CTLA-4 destes também ¢ capaz de se
ligar as moléculas B7. Entretanto, estas produzem um sinal inibitério. A competi¢ao

CTLA-4/CD28 determina se havera ou ndo o segundo sinal para as células Th (6).

Pacientes com LES possuem diversas disfungdes no sistema imune. Estas
envolvem ativagdo policlonal anormal de células B, aumento no numero de
plasmocitos secretores de anticorpos, hipergamaglobulinemia, producdo de auto-
anticorpos, formacao e deposicdo de imunocomplexos. A producdo destes auto-
anticorpos parece resultar de uma hiperatividade das células B dependente de uma
ativacdo excessiva e anormal de células T auxiliares antigeno-especificas. No
contexto de LES, auto-antigenos expostos pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs) e reconhecidos pelas células T induzem a producao de auto-anticorpos pelas
células B. Células B dos pacientes com LES s3o mais sensiveis a sinais
estimulatérios, como IL-6, quando comparadas com controles (7). Existe um
direcionamento das células T para resposta auxiliar as células B, o que acarreta em
uma maior produg¢do de anticorpos (8). A resposta Thl ¢ anormal, podendo ser
atribuida a um excesso de citocinas Th2, a presenc¢a de inibidores de IL-2 (que ¢ uma
citocina Thl), entre outros (9). Células T de lupus sdo menos responsivas a IL-2 (10),
apesar de se ter um aumento da sua expressao por células mononucleares de sangue
periférico (11). A citocina IL-10 também parece ter um papel na patologia: esta
citocina de perfil Th2 estimula a expansao e diferenciagao de células B. A producao
basal de IL-10 parece ser mais alta em LES que em controles (12), e pacientes LES
possuem concentragdes séricas de IL-10 mais altas que controles, o que correlaciona

com a atividade da doenca (13).



Da mesma forma que existe um direcionamento para a producdo de
autoantigenos e ocorre a deposicdo de imunocomplexos, a remoc¢ao destes
imunocomplexos por fagdcitos parece ser anormal (14). Existe um niimero reduzido
e defeitos funcionais de receptores para complemento CR1 (15) e alguns receptores
de IgG parecem ter capacidade reduzida de se ligar a tais imunoglobulinas (16),
contribuindo para uma remogao ineficiente dos imunocomplexos. Deficiéncias no
engolfamento de células apoptoticas também ja foram descritas (17), acarretando em
maior persisténcia destas células apoptoticas. Um aumento de apoptose de linfocitos
de LES (18), um engolfamento falho, associado a uma ineficiente remocao de
imunocomplexos, induziria possivelmente uma ativagdo de células auto-reativas
através do extravazamento de componentes intracelulares, ou tais componentes

poderiam formar imunocomplexos, resultando em um processo inflamatoério (19).

Os anticorpos anti-nucleares descritos para lapus podem ser classificados em
quatro categorias: anticorpos contra DNA, anticorpos contra histonas, anticorpos
contra proteinas ndo-histonas ligadas ao RNA e anticorpos contra antigenos
nucleolares. Ainda ndo se sabe exatamente como os ANAs entram em contato com
os antigenos nucleares. Tais anticorpos ndo sdo capazes de penetrar nas células em
condigdes fisioldgicas. Consequentemente, ¢ provavel que o reconhecimento de
antigenos nucleares ocorra através da liberagdo destes por células lesadas, o que

condiz com certas disfun¢des mencionadas acima.

Os auto-anticorpos mais comumente descritos em LES sdo anticorpos anti-DNA
dupla-fita (anti-dsDNA) e anti-Sm. O primeiro tem afinidade por determinantes
acido nucléico conservados, que sdo encontrados no DNA, enquanto o segundo reage
com ribonucleoproteinas nucleares pequenas (snRNP), que consistem em moléculas
de RNA ligadas a proteinas. A identificagdo dos tipos de autoanticorpos possui
importancia para a caracterizagdo da doenca, visto que alguns tipos de anticorpos ja
foram correlacionados com a presenca de certos aspectos de morbidade associados a
doenca. Por exemplo, uma alta quantidade de anticorpos contra DNA estd associado
a glomerulonefrite ativa (20). Tais anticorpos podem se ligar a DNAs presentes na
membrana glomerular através de antigenos como histonas, nucleossomos e laminina
(21).Vasculopatia oclusiva, um achado comum entre os pacientes, ¢ associado com

anticorpos antifosfolipidios.



1.2 Diagndstico

Como o LES consiste em uma doenca multifatorial, o seu diagnéstico ¢ de dificil
estabelecimento. O diagnostico consiste na identificagdo de quatro ou mais critérios
dentro de um conjunto total de onze critérios para que o paciente seja classificado
com portador de lupus eritematoso sistémico (22). Abaixo, encontram-se 0s critérios

e suas descrigoes:
1. Erupcéo malar: Eritema sobre a regido malar;

2. Erupcéo discoide: Placas eritematosas elevadas com descamagdo ceratodtica

aderente e rolhas corneas foliculares, cicatrizes atréficas podem ocorrer;
3. Fotossensibilidade: Erupgao cutanea resultante da exposicao a raios UV;
4. Ulceras orais: Ulceragio oral ou nasofaringea, geralmente sem dor;

5. Artrite: Artrite ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,

caracterizada por sensibilidade, inchago ou derrame;

6. Serosite: Pleurite — histdrico convincente de dor pleuritica ou atrito escutado
por médico, ou evidéncias de derrame pleural ou pericardite - documentado

por eletrocardiograma ou atrito, ou por evidéncia de derrame pericardico;

7. Doenca renal: Proteinuria persistente ( > 0,5g/dL ou classificagdo +++ em

exame) e/ ou presenca de cilindros celulares no exame microscopico de urina;

8. Doenca neuroldgica: Convulsdes (na auséncia de drogas agressoras ou
disfungdes conhecidas do metabolismo, como uremia, cetoacidose,
desequilibrio eletrolitico) ou Psicose (na auséncia de drogas agressoras ou
disfungdes conhecidas do metabolismo, como wuremia, cetoacidose,

desequilibrio eletrolitico);

9. Doenga Hematoldgica: Anemia hemolitica (com reticulose), leucopenia
(contagem menor que 4000 leucocitos totais/uL em duas ou mais ocasides)
ou linfopenia (contagem menor que 1500 linfocitos/ul. em duas ou mais
ocasides) ou trombocitopenia (contagem de plaquetas menor que 100x10°/pL

na auséncia de drogas agressoras);
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10. Doenga imunoldgica: Anti dsDNA, anti-Sm e/ou antifosfolipidio.

11. Anticorpo antinuclear (ANA): Titulagdes anormais de anticorpos
antinucleares por imunofluorescéncia ou ensaio equivalente, a qualquer
momento € na auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas com a
sindrome lupus induzida por droga. O teste de ANAs ¢ realizado quando
existe suspeita de lipus pelos sintomas clinicos (i.e. 2 ou trés sintomas), e ¢
geralmente usado como teste confirmatério, entretanto ndo pode ser usado
independentemente da andlise clinica, j& que aproximadamente 5% da

populagdo apresenta esses anticorpos em baixos titulos (23).
1.3. Distdrbios Hormonais

Como mencionado anteriormente, o LES ¢ wuma doenca que atinge
predominantemente mulheres em idade reprodutiva, o que aponta para evidéncias
que hormonios sexuais possam estar envolvidos entre suas causas. A razdo entre
mulheres e homens com a doenga ¢ de 9:1. Menarca precoce, uso de contraceptivos e
terapia de reposi¢ao hormonal pds-menapausa foram associados com um aumento de
desenvolvimento de LES (24). Surtos da doenca sao mais comuns durante a segunda
metade do ciclo menstrual em mulheres, quando hd um aumento de estrogénio (25).
J4 foi identificado um metabolismo andémalo de estrégenos em pacientes de ambos os
sexos, com um aumento de 16o hidroxiestrona (26), que representa um forte
hormoénio feminilizante, assim como concentragdes mais baixas de hormonios
masculinos, como a testosterona (27-29). Influéncias destes hormonios tém sido
descritas na fung¢do imune, por exemplo, o efeito do estrogénio aumenta a
diferenciagdo de células B e sua produgdo de anticorpos, e androgenos parecem
diminuir a produ¢ao de anticorpos, aumentar a resposta Th1 e inibir a Th2 (30, 31).
Tal efeito oposto dos hormodnios sexuais combinado com o aumento de estrogénio e

diminui¢ao de androgénios parece explicar algumas manifesta¢cdes da doenga.

Um disturbio do hormoénio prolactina, a prolactinemia, também ja foi descrito em
LES. Estudos com modelos de Iupus em camundongos mostram que
hiperprolactinemia induzida aumenta a atividade da doenca e que este disturbio
prejudica mecanismos de inducao de tolerancia em células, parecendo ter um papel

importante na autoimunidade (32).
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O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) controla uma série de hormoénios. Um
estudo realizado com mulheres com lupus ndo tratadas, mostrou que a resposta do
hormonio cortisol a hipoglicemia induzida destas pacientes era menor que em
controles (33). Outro estudo evidenciou que o eixo pituitdria-tiredide e pituitaria-
gonadas ¢ afetado em pacientes ndo tratados recém diagnosticados (34). O aumento
de glicocorticoides induzido por estresse participa na imunossupressdo, importante
na prevencao de respostas autoimunes. Desta forma, susceptibilidade a LES pode ser
atribuida por um ou mais defeitos neste eixo. Outras evidéncias em camundongos-

modelo para lipus também sugerem um eixo HPA deficiente.
1.4. Fatores Ambientais

Apesar de diversos fatores hormonais, imunoldgicos e genéticos ja terem sido
descritos na susceptibilidade a lupus eritematoso sistémico, fatores ambientais
parecem desempenhar um papel importante. Agentes infecciosos podem provocar
lesdo tecidual e liberar componentes intracelulares, provocando uma reagdo imune
contra auto-antigenos, assim como podem ativar células B auto-reativas ou induzir
resposta imune através de mimetismo molecular. Teoricamente, tais mecanismos
poderiam iniciar um surto de lupus ou contribuir para sua patogénese, entretanto tais
achados ndo foram diretamente confirmados (35). Determinadas dietas também
parecem estar relacionadas com a doenga, como a alta ingestdo de gorduras
saturadas, que poderia interferir na quantidade de mediadores inflamatorios. Estudos
com camundongos propensos a desenvolver lupus NZB/NZW indicam que o
desenvolvimento da doenca ¢ desacelerado quando a dieta contém Omega-3, em
relacdo a dietas com gordura saturada, além disso, estes animais possuem menores

niveis de anti-dsDNA (36).

O composto quimico hidralazina, presente no cigarro € em agrotoxicos, pode
induzir uma sindrome semelhante a lupus, principalmente em individuos que
possuem baixa acetilacdo genética (37). Exposicdo a luz solar e aos raios UV, em
especial UVB, também desencadeiam e exacerbam sintomas de LES. Um provavel
mecanismo para tal inducdo pode ser a alteragdo da quimica do DNA, aumento da
imunogenicidade de antigenos como nRNP e inducdo de apoptose em queratindcitos

(38, 39).
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Portanto, a patogénese desta doenga multifatorial provavelmente envolve
diversos processos, como a perda de tolerancia a antigenos nucleares, deficéncias no
sistema complemento e ativagdo anormal do sistema imune com produc¢do de auto-
anticorpos, que pode ser desencadeada por anormalidades no processo de apoptose.
Tais processos podem promover a expressdo de antigenos nucleares através de
moléculas HLA suscetiveis, tendo como conseqiiéncia o acumulo de

imunocomplexos, inflamagdo e lesdo tecidual (40).
1.5. Evidéncias Genéticas

Estudos em gémeos indicam que fatores genéticos parecem estar envolvidos na
etiopatologia de lapus. Isso foi indicado pela concordancia entre gémeos
monozigoticos de 24-58% e de gémeos dizigoticos em torno de 3% (41), assim como
uma freqiiéncia aumentada de LES entre parentes de primeiro grau. Estudos de
ligagdo mapearam 6 regides cromossomicas como significativamente ligadas a LES
(42). A 1identificacao dos genes que residem nestas regides ja apontou para uma série

de possiveis genes envolvidos na etiopatologia de lupus.

Anormalidades envolvendo a genética do sistema complemento parecem
sustentar a hipotese de possiveis papéis na susceptibilidade de LES, principalmente
com moléculas da via cldssica de ativacdo do complemento. O desenvolvimento
acontece em metade dos casos de homozigose na deficiéncia de C2 (43). Deficiéncia
completa de C4 e Clq estd associada a um risco de 70% e 98% respectivamente (43,
44). Uma anormalidade em Clq pode estar associada a um actimulo de células

apoptoticas pela remogao deficiente destas por fagocitos.

Um estudo encontrou associacdo com variantes do gene CTLA-4, que tem como
funcdo inibir a ativagdo de células T, em pacientes japoneses com lipus (45). Outros
pesquisadores encontraram associagao com o genotipo CTLA-4 +49 AA e LES (46),

apesar de existirem resultados conflitantes (47).

Em uma das regides de susceptibilidade, no cromossomo 1, se localizam genes
que codificam para receptores do fragmento Fc de imunoglobulinas (FcyR), que
estdo envolvidos em processos de remog¢do de imunocomplexos e citotoxicidade

dependente de anticorpos. O alelo R131 do FcyRIla, que tem menor afinidade por
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ligar IgG, parece ser mais comum entre pacientes de lipus com glomerulonefrite

(48). O mesmo parece acontecer com o alelo F176 do gene FcyRIII (41).
2. Complexo Principal de Histocompatibilidade

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) compreende um grupo de
genes altamente polimorficos que codificam moléculas de superficie celular que
possuem, como funcdo primaria, a capacidade de ligar fragmentos peptidicos e os
expor na superficie celular, para que possam ser reconhecidos pelos TCRs de
linfocitos T auxiliares ou citotéxicos. O MHC foi primariamente descrito com esta
denominacdo pela identificagdo destas moléculas que pareciam desempenhar um

papel na aceitacao e rejeigao de enxertos (49).

Em humanos, o MHC ¢ referido como o complexo antigeno leucocitario humano
(HLA), e os genes presentes neste complexo estdo organizados em regides que
codificam trés classes de moléculas: Os MHC de classe I, II e III (Figura 1).
Basicamente, os genes do MHC de classe I, codificados pelas regidoes HLA-A, -B, -
C, representam glicoproteinas de membrana que sdo expressas em quase todas as
células nucleadas. Esta classe expde peptideos enddgenos, processados pela via
citosolica, que serdo reconhecidos por linfécitos T citotoxicos CD8+. Os genes do
MHC de classe II codificam glicoproteinas expressas na superficie de células
apresentadoras de antigenos, onde apresentam peptideos exdgenos para células T
auxiliares CD4+. A molécula de MHC de classe II ¢ codificada pelos genes HLA-
DP, -DQ e —-DR. J4 os genes do MHC de classe III codificam varias proteinas
soliveis com importante fun¢do no sistema imune, como, os componentes do sistema

complemento e moléculas envolvidas no processo inflamatorio (6).

O complexo HLA se localiza no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3) e nesta
regido foi encontrada uma ligagdo significativa com LES (42). Visto que as
moléculas HLA, que apresentam antigenos as células T, sdo geneticamente
determinadas, o MHC afeta a susceptibilidade a doengas infecciosas e a propensdo a

autoimunidade.
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Figura 1l
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Muitos estudos demonstram associacao entre LES e alguns alelos do HLA de
classe II (HLA-DR, DQ e —DP), como os alelos DR3 (DRw17) e DR2 (DRB1*1501
e DRB1*1503) (41). DR2 e DR3 também sdo fortemente associados com anticorpos
anti-SSA e anti-SSB, enquanto DR4 e DR7 sdo associados com anticorpos

anticardiolipina (41).

Os HLA de classe I se dividem em classicos e ndo-classicos. As moléculas
classicas sdo caracterizadas pela expressao em todas as células nucleadas e por serem
altamente polimorficas. Foram descritas primeiro, € compreendem os genes HLA-A,
-B e -C. J4 os genes ndo-classicos, HLA-E, -F e -G, s@o expressos em um repertorio
restrito de células e possuem outras funcdes, que ndo a apresentacdo de antigenos

endogenos.

A estrutura das moléculas HLA de classe I classicas consiste em uma cadeia o
pesada, que ¢ organizada em trés dominios extracelulares (al, a2 e a3), possui um
segmento transmembrana e uma cauda citoplasmatica, e uma cadeia [3»-
microglobulina que se liga a cadeia a. Existe um sulco profundo na cadeia a ao qual
se liga o peptideo a ser apresentado (fenda peptidica). A estrutura das moléculas
HLA de classe II ¢ parecida, possuindo também um sulco de ligacdo ao peptideo,

entretanto entre as cadeias o e 3.
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3. Antigeno Leucocitario Humano G

O antigeno leucocitario humano G (HLA-G) ¢, como mencionado anteriormente,
uma molécula HLA nao-classica. E constituida por trés a-dominios ligados a uma
cadeia P,-microglobulina, assim como as moléculas HLA classicas. Entretanto, o
HLA-G possui um numero baixo de polimorfismos na sua regido codificante, o que
intrigou cientistas, pois indicava que a molécula codificada ndo estaria envolvida na
apresentacdo de antigenos. Quarenta e seis alelos ja foram descritos para o gene
HLA-G (vide o site http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html), enquanto as
moléculas HLA-A, -B e -C possuem, respectivamente, 1001, 1605 and 690 alelos. A
baixa variabilidade do HLA-G restringe o repertdrio de peptidios capazes de se

ligarem a fenda desta molécula (50).

O padrao de expressdo do HLA-G em condigdes fisioldgicas ¢ limitado e sua
expressdo constitutiva foi encontrada na medula do timo, na coérnea, nas ilhotas

pancreaticas e em precursores endoteliais e eritroides e em células supressoras (51).

Através de splicing alternativo, o gene do HLA-G pode gerar sete isoformas
diferentes, sendo quatro delas ligadas a membrana (G1-G4) e as outras trés
secretadas (G5-G7) (51). A producdo destas isoformas depende das condigdes

fisioldgicas e do tipo celular em questdo (52, 53).

A expressio de HLA-G foi descrita pela primeira vez em células do
citotrofoblasto, e a anélise de sua fun¢do demonstrou sua importancia na indugdo e
manuten¢do da tolerancia na gravidez (54). Durante a gravidez, o sistema imune
materno estd em contato intimo aos tecidos do feto, que ¢ descrito como semi-
alogénico por apresentar apenas 50% dos antigenos de origem materna. Portanto,
para ndo ocorrer rejei¢do, ocorre uma diminuigdo da expressdo de moléculas HLA de
classe I classicas do feto e a expressao de HLA-G ¢ exacerbada. Tal processo
demonstrou o carater imunomodulador da molécula HLA-G, onde a ativacdo de
células do sistema imune materno, como células T citotoxicas ¢ células NK, foi

inibida (55).

Atualmente, sabe-se que o HLA-G ¢ uma molécula que desempenha fungdes
imunossupressoras através de diferentes mecanismos. Ela pode se ligar a receptores

de diferentes células do sistema imune, receptores LILR (leukocyte immunoglobulin-
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like receptor), que sdo expressos em células NK e APCs, incluindo mondcitos (56);
também a alguns receptores KIR (Kkiller cell immunoglobulin-like receptor) expressos
por alguns subconjuntos de células NK (57); possivelmente, se ligam a moléculas
CD8+ ativadas através do CD8, em células NK e células T citotoxicas (58). O HLA-
G também parece estar envolvido na geragdo de células supressoras CD4+, CD8+ ¢
células dendriticas (59). HLA-G pode exercer fun¢des imunossupressoras através de
um processo chamado trogocitose, que envolve um contato entre células, no qual
partes da membrana destas sdo trocadas, e, consequentemente, as moléculas de
superficie destas partes também (60). Como conseqiiéncia destes processos, a
imunossupressdo de diferentes subtipos celulares acontece através de mecanismos

exemplificados na tabela e na figura (61) localizadas abaixo:

Tipo celular Efeitos imunossupressores

Células T CD8+ Inibigdo da citotoxicidade, da proliferagao,
inducdo de apoptose, geragao de células T
regulatorias CD8+;

Células T CD4+ Inibicao da alorreatividade, da proliferagéo,
upregulation de receptores inibitorios,
geracdo de células T regulatérias CD4+;

Células NK Inibigdo da citotoxicidade, da proliferagao,
upregulation de receptores inibitorios,
indugdo de apoptose, inibi¢do de migragao
transendotelial;

Células Apresentadoras de Antigenos Inibi¢do da maturagdo, da apresentacdo de
antigenos, upregulation de receptores

inibitorios.
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Além de seu papel na gravidez, o HLA-G j4 foi descrito em diferentes contextos
patologicos. Um deles ¢ em infecc¢des virais. Ao invadir células do hospedeiro, virus
sdo capazes de alterar a expressdo de certas moléculas do hospedeiro para escapar de
mecanismos de vigilancia do sistema imune. A expressao de moléculas HLA de
classe I ¢ reduzida, porém possivelmente ocorre uma maior expressao de moléculas

de HLA-G, como alguns estudos demonstraram (62).

Um contexto no qual a expressio de HLA-G foi evidenciada ¢ o de
microambientes tumorais. Alguns estudos demonstram maior transcri¢ao e expressao
da proteina HLA-G em lesdes tumorais (63), protegendo contra citdlise e também se
correlacionando com grau de malignidade do tumor (64). Desta forma, a expressao

de HLA-G favoreceria o desenvolvimento de tumores.

Existem, entretanto, outras ocasides, além da gravidez, em que a expressdo de
HLA-G seria benéfica. Uma consiste na sua expressdo em transplantes, no qual
estudos mostraram que pacientes que expressam HLA-G no enxerto ou no plasma

possuem maior indice de aceitacao do transplante (65).

A inducao e expressdo de HLA-G no curso de patologias inflamatorias foi
sugerida como um possivel mecanismo de protecdo tecidual contra respostas
inflamatorias. Sua expressdo ja foi comprovada em doengas inflamatdrias como em

esclerose multipla (66). Contudo, baixos niveis séricos de HLA-G soluvel foram
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encontrados em outras patologias, como artrite reumatdide (67) e lapus eritematoso

sist€mico (68).

A expressdo de HLA-G em lupus eritematoso sistémico, portanto, influenciaria
na intensa inflamag¢ao associada a doenca, sendo esta molécula um possivel mediador
inflamatério e marcador progndstico da doenca, onde maiores niveis de HLA-G,

hipoteticamente, reduziriam o perfil inflamatorio.
4. Genética do HLA-G

Os mecanismos responsaveis pela expressaio do gene HLA-G permanecem
desconhecidos. Todavia, uma melhor compreensao das bases moleculares deste gene

pode conduzir a um possivel entendimento sobre sua expressao.

O gene HLA-G esté localizado na regido 6p21.3 e ¢ composto por oito éxons e
sete introns, sendo que a regido promotora se localiza ha pelo menos 1,4kb do codon
ATG (69) e o codon de parada se localiza no interior do éxon 6. Portanto, o gene

possui uma regido 3’ ndo-traduzida (3°’UTR).

A regido promotora do gene possui uma notavel quantidade de polimorfismos,
com mais de 30 SNPs (polimorfismos de um tunico nucleotideo) identificados no
Centro Nacional de Informacdo de Biotecnologia. Treze hapldtipos foram
identificados baseados em 27 polimorfismos com provaveis diferengas no padrao de
atividade do promotor (70). A expressao do gene HLA-G também pode sofrer a acdo
de mecanismos epigenéticos, uma vez que o perfil de metilacdo da regido promotora

foi inversamente correlacionado com a expressao deste gene (71).

Além da regido promotora, a regido 3’ ndo-traduzida parece também possuir um
papel importante na expressdo do gene HLA-G e possivelmente influenciar na
estabilidade do seu RNA mensageiro (mRNA). No éxon 8 existe um polimorfismo
de insercao/ dele¢do de 14 pares de base (rs1704). O polimorfismo ins/del de 14pb ja
foi estudado em uma ampla variedade de doencas inflamatdrias, com associagdo do
alelo -14pb com susceptibilidade a artrite idiopatica juvenil (72), cardiomiopatia
dilatada idiopatica (73) e pénfigo vulgar (74). Também foram encontradas
associacdes do alelo +14pb com o desenvolvimento de pré-eclampsia e abortos
recorrentes (75, 76), sarcoidose (77) e lapus eritematoso sistémico (78). No entanto,

nosso grupo de pesquisa encontrou resultados conflitantes com relacdo a este
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polimorfismo em pacientes com LES, visto que ndo foi observada associag@o entre o
alelo +14 e a susceptibilidade a doenga. Além disso, nossa andlise detectou um

desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, com um excesso de heterozigotos (79).

Apesar de ser o polimorfismo mais citado do gene HLA-G, o real papel do
polimorfismo de 14pb ainda ndo esta bem esclarecido. Foi verificado in vitro que
transcritos com a inser¢do dos 14pb podem sofrer um passo adicional de splicing,
onde 92 bases sdo clivadas, conferindo ao mRNA uma maior estabilidade em relagdo
aos transcritos sem os 14pb (80). Entretanto, estudos in vivo mostram que individuos
ins/ins possuem menores niveis circulantes de HLA-G (81), o que foi chamado de o

paradoxo do polimorfismo de 14pb (82).

Para buscar a solu¢do do paradoxo do polimorfismo de 14pb e entender seu real
papel na expressao de HLA-G, outros polimorfismos da regido 3’ estdo comecando a
ser estudados, destacando-se entre eles um SNP C/G na posi¢do +3142 (rs1063320)
do gene HLA-G. Este polimorfismo parece estar inserido em um potencial sitio de
ligacdo para microRNAs (miRNAs), podendo, dessa forma, estar envolvido na

regulagdo da expressao génica do HLA-G.

MicroRNAs sdo pequenos RNAs de 20 a 24nt que desempenham um importante
papel na supressao da expressdo génica através da sua ligagdo com sitios aceptores
presentes em RNA mensageiros, onde agem bloqueando sua traducdo e/ ou

direcionado-os para a degradacdo (Figura 2).

Figura 2
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O sitio de ligacdo para miRNAs, onde se insere o polimorfismo +3142, ¢ um alvo
pontencial para ligacdo de trés microRNAs distintos: miR-148a, miR-148b e miR-
152 (83). Estudos in silico e in vitro demonstram que a presenga do alelo G favorece
a ligacao com estes trés microRNAs e, portanto, direciona a repressao da expressao

do gene HLA-G, enquanto o alelo C confere menor afinidade ao sitio de ligacao (83)

- Figura 3.
Figura 3
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O polimorfismo +3142 estd em desequilibrio de ligagdo parcial com o
polimorfismo inser¢ao/delecao de 14pb (desequilibrio ins 14pb/G e del/C) (83). Uma
hipotese formulada por Veit e Chies (82) foi a de que o polimorfismo + 3142 do gene
HLA-G pode ter um papel mais importante do que o polimorfismo de
inser¢ao/delecao de 14pb no efeito de menor expressdo génica observado com o alelo

de inser¢ao de 14pb.

O presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia dos polimorfismos
+3142 e 14pb ins/del do gene HLA-G na susceptibilidade e morbidade associada a
lupus eritematoso sistemico através da analise de freqiiéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas, buscando correlacionar os parametros genéticos com as caracteristicas

clinicas da doenga.
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IV. Trabalho Experimental em Formato de Artigo Cientifico

A revista escolhida para publicagdo do trabalho de conclusdo de curso
realizado durante o semestre 2010/1 foi a Tissue Antigens. Este periddico, que possui
indice de impacto de 2,33, ¢ direcionado para temas relacionados a pesquisa com
imunogenética de antigenos de superficie celulares, ontogenia e filogenia do sistema
imune, imunogenética das interagdes celulares, controle genético da resposta imune,

entre outros.
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an inflammatory autoimmune disease that affects
several organs and systems. Its etiology remains unknown, although it is probably
multifactorial. The Human Leukocyte Antigen G (HLA-G) is a nonclassic MHC | molecule
characterized by restricted expression and low DNA polymorphism. HLA-G plays a role in
immunosuppression through different mechanisms. In inflammatory diseases, it has been
postulated that HLA-G expression may be a possible mechanism of tissue protection against
exacerbated inflammatory response. On the 3’ untranslated region (3'UTR) of the HLA-G
gene, there is an insertion/deletion polymorphism of 14bp (rs1704) that was shown to
influence the mRNA stability. The influence of this polymorphism in disease susceptibility is
controversial. Also in the 3’UTR there is a single nucleotide polymorphism (SNP) C/G
(rs1063320) on the position +3142, at a possible binding site for microRNAs (miRNA) and
having an influence on miRNA affinity. In the present study we analyzed the +3142 and the
14bp polymorphisms in 195 SLE European-derived female patients. Our findings show a
significant increase of the +3142G allele frequency was observed among patients as
compared to controls (0.58 vs 0.47, P=0.011). Also, patients presented a higher frequency
of the GG genotype (OR=1.90, 95% Cl: 1.08-3.42). Double heterozygotes for the two
polymorphisms presented a milder mean Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index (SLEDAI) than heterozygotes for only one of the variants or non-heterozygous
individuals (1.56 vs. 3.15 and 3.26 respectively, corrected P = 0.044). These results suggest

the involvement of the HLA-G molecule on SLE susceptibility and outcome.

Key words: human leukocyte antigen G, immunogenetics, polymorphism, systemic lupus

erythematosus
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Introduction

Systemic Lupus Erithematosus (SLE) is a systemic autoimmune and inflammatory disease
that affects mainly women in reproductive age. Its pathogenesis is characterized by
autoantibody production, which are mainly antinuclear antibodies (ANA), and deposit of
immunocomplexes, promoting intense inflammation of several organs and systems. SLE is
a disease with clinical heterogeneity, resulting in a spectrum of different symptoms and
disease activity. These variable clinical outcomes are a result of its probably multifactorial
etiopathogenesis, where the interaction of genetic and environmental factors contributes
to disease susceptibility (1). There is an evident genetic component, as has been shown in
studies that observed herdability higher than 66%, a siblings risk ratio between 8 and 29
and concordance of monozygotic twins (24 to 69%) and dizygotic twins (2 to 9%) (2, 3).
Genome-wide linkage studies demonstrate a strong linkage with the region 6p21.1-q15,

which encompasses the HLA region (4).

The Human Leukocyte Antigen G (HLA-G) is a class | nonclassical Major Histocompatibility
Complex (MHC) molecule characterized by restricted expression and low DNA
polymorphism. Seven different isoforms of HLA-G can be produced by alternative splicing,
where HLA-G1 to —G4 are membrane-bound and HLA-G5 to —G7 are soluble molecules. It
has been shown that the HLA-G plays a role in immunosuppression, interacting with cells
of the immune system and suppressing the immune response by different mechanisms
such as upregulation of inhibitory receptors and inhibition of citotoxicity of CD8+ T
lymphocytes and Natural Killer (NK) cells (5). The expression of HLA-G was first described
in fetal citotrophoblast, where it is involved on the induction and maintenance of
tolerance between the mother and the fetus (6, 7). In inflammatory diseases, it has been
postulated that the HLA-G expression may be a possible mechanism of tissue protection
against inflammatory responses (8). For instance, Rizzo et al. have demonstrated that SLE

Italian and Danish patients have a lower expression of HLA-G when compared to controls

(9).
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The HLA-G gene is located on chromosome 6 (6p21.31) and several polymorphisms have
been studied in inflammatory disease susceptibility. On the 3’ untranslated region (3’UTR),
an insertion/deletion polymorphism of 14bp (rs1704) was shown to influence the mRNA
stability (10). Transcripts with the insertion allele are able to undergo an additional step of
splicing that removes 92 nucleotides (nt) and is shown to have an effect on the stability of
the mRNA, as mRNAs lacking the 92 nt (deletion allele) appear to be more stable in vitro
(10). In spite of this, several studies have repeatedly reported the association of the 14 bp
insertion and lower soluble HLA-G levels and even the lack of detectable HLA-G expression
in the plasma of homozygotes for the insertion allele (9, 11-13). This polymorphism has
been investigated in SLE by previous studies, which observed controversial results (9, 14).
Also on the 3'UTR of the HLA-G gene, there is a single nucleotide polymorphism (SNP) C/G
on the position +3142 (rs1063320) which is known to be within a putative binding site for
microRNAs (miRNA). The G allele was shown to favor the targeting of three miRNAs (miR-
148a, miR-148b and miR-152), possibly resulting in a higher repression of translation and
mRNA degradation and, consequently, less expression of HLA-G, while the C allele would
yield a binding site with lower affinity for these miRNA (15). In the present study, we
analyzed the influence of the +3142C/G and the 14bp ins/del polymorphisms of the HLA-G

gene on SLE susceptibility and outcome.

Material and Methods

Patients and controls

The SLE patients were recruited from the Division of Rheumatology of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil. All the patients included in the study satisfied the
American College of Rheumatology (ACR) revised criteria for SLE (16). The group totalized
195 European-derived women diagnosed after 20 years of age. The ethnic classification
was based on physical appearance, which was judged by the researcher at the time of
blood collection and on data about the ethnicity of parents/grandparents reported by the
participants. The systemic lupus erythematosus disease activity index (SLEDAI) (17) was

applied to each patient as a measure of disease activity. One hundred twenty two controls
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with the same ethnic, sex and age profile were recruited. This group was from the urban

population of Porto Alegre and other cities from the same geographic area of the patients.

The study’s protocol was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, and informed consent was obtained from all patients and controls.

Polymerase chain reaction amplification of the +3142 and 14bp polymorphism in exon 8

(3’UTR) of the HLA-G gene and genotyping

Patients’ and controls’ DNA was isolated from peripheral blood cells using a salting out
method (18). The genotyping of the 14bp polymorphism of the HLA-G gene was performed
as previously described (19). Briefly, 100 ng of genomic DNA was amplified in a 25 mL
reaction, with final concentrations as follows: polymerase chain reaction (PCR buffer) 1x,
dNTP 0.2 mM, MgCI2 1.5mM, Taq DNA polymerase 0.75 U and 10 pmol of each primer
(GE14HLAG 5'GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’, RGH4 - 5'-
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3'. The thermocycling conditions were as follows: 942C
for 2 min; 35 cycles of 942C for 30 s, 642C for 60 s and 722C for 60 s; final extension of 722C
for 10 min. The amplified PCR products were visualized in 6% polyacrylamide gel stained
with ethidium bromide, with the amplicon sizes being 224 bp for the 114 bp allele and 210
bp for the 214 bp allele.

The PCR of the +3142 polymorphism was performed as described (20): 200 ng of genomic
DNA were added to a final volume of 25 pL, with final concentrations as follows: PCR
buffer 1x, 2.0 mM MgCl2; 0.2 mM of each dNTP; 1.0 U of Tag-polymerase and 10 pmol of
each primer (GMIRNAF-5’- CATGCTGAACTGC ATTCCTTCC-3’, GMIRNAR-5’
CTGGTGGGACAAGGTTCTACTG-3’). Thermocycling conditions were: 94eC for 5 min; 32
cycles of 949C for 30 s, 65.52C for 30s and 722C for 60s followed by a final extension step
at 72°C for 5 min.

The amplified PCR products were cleaved with 3U of the restriction enzyme BaeGl (New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA) according to manufacturer’s instructions. RFLP products
were analyzed by electrophoresis in a 1.5% agarose gel stained with ethydium bromide,

with amplicon sizes of 406bp for the C allele and 316 and 90bp for the G allele.

Statistical analysis
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The +3142 and 14bp polymorphisms genotypic were compared with Hardy—Weinberg
expectations using chi-squared tests. The allelic and genotypic frequencies of the HLA-G
polymorphisms of controls and SLE patients were compared using the chi-squared test
(with Yates correction when necessary) or Fisher’s exact test. Bonferroni correction for
multiple comparisons was applied when the P value was significant. Relative risks were
estimated by the odds ratio. Means for SLEDAI were analysed by Kruskall-Wallis tests. The
significance level was set at a = 0.05 (two-tailed), and all statistical analyses were

performed with SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) and winPEPI (21).

Results

One hundred ninety five SLE female patients and 122 healthy female controls were
genotyped for the two HLA-G 3’UTR polymorphisms. Mean age of controls was 48.3+15.4
years., while the mean age of patients was 50.2+13.1 years and the mean age at diagnosis
was 35.8+11.5 years. Further patient details are displayed on Table 1. As previously
published, when comparing genotype frequencies of patients and controls to expected HW
frequencies, we observed a heterozygote excess for the 14bp polymorphism (59.3,
P=0.014) among patients (14). However, no departures from HW equilibrium were
observed among patients or controls concerning the +3142 polymorphism (data not

shown).

In the present study, a significant increase of the +3142G allele frequency was observed
among patients as compared to controls (0.58 vs 0.47, P=0.011). Also, patients presented a
higher frequency of the GG genotype (OR=1.90, 95% Cl: 1.08-3.42 — Table 2). Further
analysis of estimated haplotype frequencies revealed an increased frequency of the del/G
haplotype in patients (0.16 vs. 0.07) whereas the frequency of the del/C haplotype was
decreased as compared to controls (0.40 vs. 0.51 - P = 0.0019 — Table 3).

The influence of HLA-G genotype in the patients’ disease activity was undertaken by
assessing the patients’ first SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index).
Because SLEDAI values did not follow a normal distribution, a non-parametric test was
applied to evaluate differences among genotypes. Among the 196 patients, 164 had their
first SLEDAI score (meaning the SLEDAI at diagnosis) registered on their records. As it is

shown on Table 4, patients homozygous for the insertion allele or the G allele presented
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the highest mean SLEDAI among genotypes (3.44 vs. 2.06), although not significant after
correction for multiple comparisons (P.,,=0.096). Conversely, both the heterozygotes for
the 14bp or for the +3142 polymorphisms presented the lowest mean SLEDAI among their
respective genotypes, and double heterozygotes presented a milder mean disease activity
score than heterozygotes for only one of the polymorphisms or non-heterozygous

individuals (1.56 vs. 3.15 and 3.26 respectively, corrected P = 0.044).

We also assessed the influence of the HLA-G genotype in clinical and immunological

features individually, but no statistically significant differences were observed.

Discussion

In the present study, we analyzed the role of two 3’UTR polymorphisms of the HLA-G gene
on the susceptibility and clinical outcome of SLE patients, with special emphasis to the
+3142C/G polymorphism, which hasn’t yet been studied in this disease. Considering the
inflammatory character of systemic lupus erythematosus, a role for the HLA-G molecule

seems suitable in the etiopathology of this disease.

As observed in our study, patients of systemic lupus erythematosus had a significantly
higher frequency of the +3142/G alelle (P=0.011) and the GG genotype (OR=1.90, 95% Cl:
1.08-3.42) when compared with healthy controls, suggesting this genotype as a disease
susceptibility factor. The +3142 polymorphism might affect disease susceptibility by its
influence on post-transcriptional regulation of HLA-G expression, as suggested by Tan et al
in asthma patients (15). To date, conflicting results have been reported concerning the
analysis of another HLA-G 3’UTR polymorphism, the 14bp ins/del. Rizzo et al. (9) observed
an increased frequency of the +14 insertion among Italian SLE patients, while our group
observed an excess of heterozygotes among Brazilian patients (14) and Wu et al described a
lack of association between this variant and SLE among Chinese SLE patients (22). It is
interesting to point out that the 14 bp polymorphism is in partial linkage disequilibrium (LD)
with the +3142 polymorphism. It is possible that these conflicting data are due to the LD
with the C/G +3142 polymorphism or with other variants differently present in these
ethnically diverse populations. Further analysis of the +3142 polymorphism on those, and
other, populations would help to clarify the influence of 3’UTR polymorphisms in the

pathology of SLE.
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The haplotype analysis conducted in the present study revealed that while the frequencies
of the ins/C and ins/G haplotypes were similar between patients and controls, a significant
increase of the del/G allele frequency among patients was observed, while the del/C
haplotype was shown to be overrepresented in controls (Table 3 and Figure 1). This
difference suggests the involvement of the del/G haplotype in lupus susceptibility. A recent
study has investigated the haplotype structure of the 3° UTR of the HLA-G gene (23).
According to this study, the del/G haplotype fits in the so called UTR-3’ extended haplotype,
which is associated to three alleles — G*010401, G*010403 and G*010404, which are
closely related in terms of evolution (24). Intriguinly, G*010401, the most prevalent allele
associated to this haplotype, was previously shown to be a high producer allele (25). On the
other hand, it has been shown that the majority of the miRNAs which were described as
potentially targeting the 14bp region have higher affinity for the deletion allele. Also, the
deletion of the 92 nucleotide region, which occurs only with the 14 bp insertion, could favor
the stability of these shorter transcripts, as this region is a target for several miRNAs (26).
Nevertheless, it should be pointed out that the regulation of HLA-G expression at the 3’UTR

remains elusive and further studies are needed in order to clarify these mechanisms.

The SLEDAI ranking analysis among genotypes of the two 3’'UTR polymorphisms showed no
significant association between disease severity and homozygosis to a particular allele.
Interestingly, both the heterozygotes for the 14bp or the +3142 polymorphism presented a
lower mean SLEDAI. Taking the two polymorphisms together, a milder mean activity score
was significantly observed on double heterozygotes when compared to the other
genotypes. A similar trend was observed in our previous study, where we analyzed the
14bp polymorphism alone (14). It was already shown that the HLA-G locus seems to be
under balancing selection (27). In this way, heterozygosis to HLA-G alleles would confer
some kind of advantage to their carriers. In this perspective, HLA-G can be seen as a
modifier of clinical outcome in SLE, where the expression of high or low levels of HLA-G,
conferred by homozygosis of high or low expression alleles, respectively, would lead to
worst disease outcomes. Analysis of HLA-G levels, since the HLA-G expression was shown to
be lower in SLE patients as compared to healthy controls (9), and also microRNAs
expression in SLE may clarify the importance of the HLA-G molecule in disease susceptibility

and outcome.

In conclusion, we have observed differences in the genotypic, allelic and haplotypic
frequencies of the two 3’UTR polymorphisms analyzed, with emphasis at an increased

frequency of the G allele and the del/G haplotype among SLE patients, pointing out to a
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role of the HLA-G gene on disease susceptibility. Also, double heterozygous patients
presented lower disease activity scores, reinforcing previous data pointing to a role of this
molecule in disease outcome. Although we cannot rule out the existence of other
polymorphic loci in LD with the analyzed HLA-G polymorphisms, as involved on the SLE

etiopathogenesis, our results support a role of the HLA-G molecule in the pathology of SLE.
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Table 1: Patients’ clinical features.

Patients’s features N (%) Mean SD
Patients’ age (years) 195 50.2 13.1
Age at diagnosis (years) 195 35.8 11.5
Disease time (years) 195 14.4 8.1
Controls’ age (years) 122 48.3 15.1

Malar rash

Discoid rash

Photosensitivity

Oral ulcers

Arthritis

Serositis

Nephritis

Neurologic disorders

Hematologic disorders
Hemolytic anemia
Leukopenia/ Lymphopenia
Thrombocytopenia

Immunologic disorders
Anti-DNA
Anti-Sm

Anticardiolipin

102/195 (52.3)
31/195 (15.9)
162/195 (83.1)
68/195 (34.9)
166/195 (85.1)
57/195 (29.2)
72/195 (36.9)
22/195 (11.3)
147/195 (75.4)
60/195 (30.8)
111/195 (56.9)
35/195 (17.9)
131/194 (67.5)
85/194 (43.8)
38/194 (19.6)

55/194 (28.4)
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Lupic Anticoagulant 14/194 (7.2)

false positive VDRL 11/194 (5.7)
Anti-Ro 73/178 (41.0)
Anti-La 23/178 (12.9)
Anti-RNP 60/178 (33.7)
Anti-Scl70 5/178 (2.8)
ANA 193/194 (99.5)
Sjogren (11.1)
SLEDAI 168 1.0° 0,4.0°
sLicC 187 1.0° 0,2.0°

®Median °Percentiles 25, 75 *number of patients with the feature/total analyzed

Abbreviations:; VDRL = Venereal Disease Research Laboratory test; RNP =
Ribonucleoprotein; ANA = Antinuclear antibody; SLEDAI = Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index; SLICC = Systemic Lupus International Collaborating Clinics.

Table 2: HLA-G genotype frequencies in patients and comparison with controls

Patients Controls Odds Ratio P




N (frequency) N (frequency) (95% Cl) (allele)
14 bp (n=193)
Del/del 51 (0.26) 40 (0.33) 0.71(0.42-1.21)°
Ins/del 114 (0.59) 60 (0.50)
Ins/ins 28 (0.15) 21 (0.17)
Del 216 (0.56) 140 (0.58) NS
Ins 170 (0.44) 102 (0.42)
+3142 (n=192)
GG 61 (0.32) 24 (0.20) 1.90 (1.08-3.42)"
CG 100 (0.52) 67 (0.55)
cC 31 (0.16) 31(0.25)
G 222 (0.58) 115 (0.47) 0.011
C 162 (0.42) 129 (0.53)

*Del/Del as risk genotype ° GG as risk genotype
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Table 3: HLA-G haplotype estimated frequencies.

Haplotype Patients Controls Residuals (P)°
del/C 157 (0.40) 127 (0.51) -2.67 (0.007) 0.0019
del/G 64 (0.16) 18 (0.07) 3.38 (<0.001)
ins/C 8(0.02) 5(0,02) 0.04 (0.97)
ins/G 163 (0,42) 100 (0,40) 0.40 (0.61)

¢ Of patients in relation to controls.
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Table 4 — Genotype and first SLEDAI index in SLE patients

Mean (SD) Mean Rank P P o
14pb
ins/ins 3.39+4.18 94.57 0.053° 0.212
ins/del 2.11+3.48 74.05
del/del 2.9613.66 88.11
+3142
c/C 3.00+3.83 90.46 0.026° 0.104
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C/G 1.85+3.01

G/G 3.44+4.20
Ins/ins or G/G 3.44+4.09
Other 2.06+3.31
Double hetero 1.56+2.91
Single hetero 3.1543.90
Other 3.26+4.00

73.41

92.89

90.71

74.49

67.42

84.88

90.67

0.024°

0.011°

0.096

0.044

? Kruskal-Wallis test ° Mann-Whitney test
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Figure 1 - Haplotype differences between SLE and controls
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V. Conclusao e Perspectivas

No presente estudo, foi possivel observer diferencas nas freqiiéncias alélicas,
genotipicas e haplotipicas dos dois polimorfismos na regido 3’UTR entre pacientes
LES e controles, com énfase na freqiiéncia aumentada do alelo G, do gendtipo GG e
do haplétipo del/G, sugerindo o papel do gene HLA-G na susceptibilidade ao LES.
Também foi verificado que pacientes duplo heterozigotos apresentaram menores
scores da atividade da doenga, o que reforca dados encontrados na literatura nos
quais a molécula HLA-G também parece exercer influéncia na morbidade associada

a doenga.
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Nao se pode ignorar o fato de que ¢ possivel que outros loci estejam em
desequilibrio de ligagdo com os polimorfismos analisados. Entretanto, os dados deste
trabalho sustentam a idéia de um papel da molécula HLA-G na etiopatologia de LES.
Contudo, deve se ressaltar a importancia de mais estudos para o esclarecimento dos
mecanismos através dos quais esta molécula influencia a susceptibilidade e

morbidade associada ao LES.

Entre as perspectivas deste desse trabalho, destaca-se fazer uma analise dos
niveis de HLA-G e da expressdao de microRNAs nos pacientes com LES para que,

desta forma, o possivel papel dos polimorfismos da 3’UTR seja elucidado.
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VII. Anexo I - Protocolo de Acompanhamento de LES

PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DO AMBULATORIO DE LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICAC;AO
Nome:

Registro:
Pesquisador: DATA:

MEDICAMENTO

DOSE ATUAL

AINEs

Prednisona
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SLEDAI
MEDICACOES EM USO

D-CQ/HCQ

ESCORE ITEM

Azatioprina

Convulséao

Pulso de MPN

Ciclofosfamida IV

Psicose

Ciclofosfamida VO

Sd. cerebral organica

Dapsona

Visual

Danazol

Nervos cranianos

CaCO3 /vit D3

Cefaléia ltpica

Bisfosfonados

AVC

Metotrexate

Vasculite

Ciclosporina

Artrite

AAS ou ticlopidina

Miosite

Anticoagulantes

Cilindros

Estatinas

Hematuria

Anticoncepcionais
orais ou injetaveis

Proteindria

Terapia de reposicao
hormonal

Pidria

Rash malar novo

Alopecia

Membranas mucosas

Pleurite

Pericardite

Baixos complementos

Anti- DNA

Febre

Trombocitopenia
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Leucopenia

TOTAL

AVALIACAO METABOLICA (Data:__/

)

COLESTEROL TOTAL

HDL

LDL
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