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RESUMO

O HLA-G é o ligante para um dos receptores imunoglobulina-similes de células natural killer
(KIR) e tem sido associado com um importante papel na tolerancia imunolégica durante a
gravidez. Em particular, o polimorfismo de 14pb ins/del do HLA-G est4 associado com
menores niveis de RNAm e, consequentemente, com a expressao de HLA-G. Além disso,
esse polimorfismo esta associado a complica¢des durante a gravidez, como pré-eclampsia e
abortos recorrentes. Alguns estudos reportaram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-
W) em algumas populacbes, aumentando a possibilidade de diferencas de adaptacéo
reprodutiva para ambos os alelos. O presente estudo teve como objetivo avaliar as
diferencas de segregacdo para o polimorfismo de 14pb ins/del em genealogias bem
estabilizadas com o intuito de detectar um modelo de selecdo agindo sobre a transmisséo
alélica desse polimorfismo. As amostras utilizadas consistiram de 228 individuos néo
aparentados e 112 genealogias compostos por pai, mae e um filho. Todas as genealogias
tiveram a paternidade e maternidade confirmada por genotipagem adicional de 11 locis de
microssatélites (CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51, D21S11, THO1, and TPOX). O polimorfismo 14pb ins/del do gene HLA-G foi
investigado através de PCR e eletroforese em gel de poliacrilamida. A frequéncia do alelo de
insercdo de 14pb [HLA-G*I] foi de 38,4% entre individuos ndo aparentados, 45,5% entre o0s
casais e 48,7% entre os filhos. A diferenca da frequéncia do HLA-G*| entre as amostras de
filhos e de individuos ndo aparentados foi estatisticamente significante (x2=6,531; p=0,0134),
sugerindo que o alelo HLA-G*| pode estar associado com sucesso reprodutivo, uma vez que
os individuos nas genealogias obtiveram sucesso reprodutivo e que a amostra de individuos
nado aparentados deve conter alguns com distUrbios reprodutivos. Além disso, nenhuma das
amostras apresentou desvios do equilibrio de H-W. A andlise da segregacéo dos alelos nas
genealogias informativas mostrou que o alelo HLA-G*I é preferencialmente transmitido
(Teste-T pareado; T=3,77; p= 0,0198). Em concordancia com nossos resultados, observou-
se na literatura uma tendéncia ao excesso de heterozigotos com relagdo ao esperado no
equilibrio de H-W. A partir de onze populacdes estudadas, onde foram obtidas as
frequiéncias genotipicas, todas indicaram excesso de heterozigoto (Teste t pareado, t=-4,04;
p=0,0019). O presente estudo € o primeiro a descrever a transmissdo alélica do
polimorfismo 14 pb ins/del em genealogias sob condi¢cdes néo patoldgicas, sugerindo que
esse tendéncia pode ser reflexo de pressdo de selecdo e ainda ser responsavel pelos

desvios do equilibrio de H-W descritos na literatura.
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ABSTRACT

The HLA-G has been reported to be important in the immunological tolerance
during the pregnancy. In particular the 14pb in/del polymorphism is involved with the stability
of mMRNA and levels of soluble HLA-G. Moreover, this polymorphism seems to be associated
with pre-eclampsia and recurrent abortions. A number of studies reported deviation of Hardy-
Weinberg equilibrium among populations, raising the possibility of differential reproductive
fitness for both alleles. The present study aimed to evaluate the segregation differences of
both alleles in well established genealogies in order to detect selective patterns acting on
parent/offspring allelic transmission. The samples were constituted by 228 unrelated
individuals from Belém, PA, and 112 genealogies composed by parents and one off-spring.
All genealogies had the fathership and mothership confirmed by additional genotyping of 11
microsatellites. The 14pb in/del polymorphism of HLA-G was investigated by PCR and
polyacrylamide gel electrophoresis. The frequency of the 14 pb insertion allele [HLA-G*I] was
38,4% in the unrelated sample, 45.5% among the parents and 48.7% in the offspring
sample. The difference between the offspring and unrelated samples was statistically
significant (x3=6,531; p=0,0134) , suggesting that the allele HLA-G*I may be associated with
reproductive success, since the genealogy samples are reproductively well succeeded and
the unrelated sample may contain individuals with reproductive disturbances. Additionally, all
samples did not presented deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. The segregation
analysis of genealogies showed that in all five mate configurations where the segregation
could be evaluated the transmission parent/offspring of HLA-G*I was higher than expected
(paired t-test; t=3,77; p=0,0198). In agreement to our findings we observed a trend in the
literature to a heterozygote excess in relation to the expected by Hardy-Weinberg. From
eleven reported population samples, where the genotypic frequencies were available, all
displayed heterozygote excess (paired t-test, t=-4,04; p=0,0019). The present study is the
first to describe bias on the parent/offspring allelic transmission under non-pathological
conditions, suggesting that this bias may reflect selective pressure and even be responsible

for some deviations from Hardy-Weinberg equilibrium reported in the literature.



1. INTRODUCAO

1.1.HLA-G

1.1.1. Estrutura e funcéao

HLA-G é uma molécula de HLA de classe | ndo-classica, que possui
expressao restrita e um importante papel na regulagdo do sistema imune. As
moléculas HLA de classe | estdo localizadas na regido telomérica do cromossomo
6p21 e sdo subdivididas em dois grupos: genes HLA de classe la ou classicos (HLA-
A,B,C) e genes HLA de classe Ib ou ndo-classicos (HLA-E,F,G). Diferente da maioria
dos genes HLA, o gene HLA-G possui humero restrito de polimorfismos e limitada
expressao tecidual em condi¢Bes ndo patologicas. O splicing alternativo do transcrito
primario do HLA-G resulta em sete isoformas diferentes, sendo quatro proteinas de
ligacdo a membrana (HLA-G1-4) e trés formas soluveis (HLA-G5-7) (Carosella et
al.,1999).

A organizacgdo do gene HLA-G é similar aos dos genes HLA de classe lIa,
possuindo oito exons que codificam um peptideo sinal (exon 1), o dominio a1(exon
2), o dominio a2 (exon 3), o dominio a3 (exon 4), o dominio transmenbrana (exon
5),a cauda citoplasmatica (exons 6 e 7) e uma regido ndo traduzida (exon 8) (Kirisits
et al.,1991).

A proteina HLA-G5 possui trés dominios extracelulares (a1, a2 e a3) e
pode estar associado com microglobulina 2 de cadeia leve, assim como HLA-
G1(Figura 1). A proteina HLA-G6 nao possui o dominio a2, assim como HLA-G2, e
pode ser expresso como homodimeros de cadeias pesadas. Pouco é conhecido
sobre o padréo de expressdo ou funcéo das proteinas HLA-G3, HLA-G4 e HLA-G7
(Carosella et al.,1999).

O HLA-G interage com dois receptores inibitérios de leucocitos (leukocyte
inhibitory receptors-LILRs), antes conhecidos como immunoglobulin-like transcripts
(ILT), que se ligam ao dominio a3 das molécula HLA de classe |, que sdo LILRB1 e
LILRB2 (Shirioishi et al.,2003) e o receptor imunoglobulina similes de células NK
(KIR)2DL4 (Ponte et al.,1999; Rajagopalan & Long,1999) expresso na superficie de
células NK. O receptor LILRB1 (antes chamado de ILT2) é expresso por células NK,

linfocitos T, B e por fagdcitos mononucleares e sua acgao consiste na interferéncia de



sinais ativatorios (Hunt & Langat, 2009). A expressdo do receptor LILRB2 (antes
chamado de ILT4) é limitada a linhagem mieldide, que incluem mondcitos,
macrofagos e células dendriticas (Borges et al.,1997). Até o0 momento, pouco é

conhecido a respeito das vias de sinalizagao via LILR ou 2DS4.

g8 e
HLA-G5 HLA-G6

Figura 1: Estrutura proteica das Isorformas HLA-G1, HLA-G2, HLa-G5 e HLA-G6.
(Fonte: Mclintire et al, 2005)

A tolerancia induzida pelas proteinas derivadas do gene HLA-G é a
funcdo melhor documentada desse gene em células do sistema imune. Nessa
funcdo, incluem efeitos como diminuicdo da atividade citotdxica, migracao,
viabilidade celular, proliferacdo e producédo de IFNy das células NK; regulacdo da
producdo de citocinas por célula mononucleares e linfocitos T citotoxios (CTL);
supresséao da citotoxicidade e viabilidade dos CTL; inibicdo da proliferacéo e inducao
de fendtipo supressivo in linfécitos T auxiliares (Ty); alteracdo da maturacdo e da
capacidade estimulatéria de células dendriticas (Hunt, 2006; Le Bouteiller et
al.,2007; Pistoia et al.,2007; Carosella et al.,2008a,2008b; Baricordi et al.,2008).
Uma func&o incomum do HLA-G em ativar células NK via estimulagdo NFkB, que é a
principal via de ativacdo de receptores do sistema imune inato, foi descrito
recentemente por Guillard et al(2008).

Em condi¢cbes normais, o HLA-G é expresso principalmente por células
fetais, trofoblastos, sendo o Unico gene HLA, com excec¢ao do HLA-C e HLA-E, que
€ expresso por essas células na zona de contato entre a mée e o feto, e esta
envolvido no complexo mecanismo de aceitacdo imunologica do embrido semi-

alogénico pelo organismo materno (Rouas-Freiss et al., 1997). A expressao de HLA-



G por tecidos periféricos € observada em condi¢des patoldgicas, como infeccbes
virais (Tripathi & Agrawal, 2007), doencas autoimunes (Veit et al., 2009) e tumores
(Paul et al., 1998), e transplante de orgaos(Lila et al., 2000).

Como dito anteriormente, o gene HLA-G é caracterizado por limitados
polimorfismos, apresentando somente 36 alelos descritos até o momento (Harrison
et al.,2003) com oito polimorfismos simples de aminoacidos descritos. Além disso,
dois polimorfismos de significancia funcional foram detectados no gene HLA-G. Um
polimorfismo consiste em uma delecéo ou inser¢cdo de uma sequéncia de 14 pb (5-
ATTTGTTCATGCCT- 3’) na regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR) na posi¢ao 3741 do
exon 8 do gene e 0 outro € uma substituicdo simples de nucleotideo na regiao
promotora. Alelos que possuem a insergédo de 14 pb vem sendo associados com
uma menor producdo de RNAm para a maioria das isoformas ligadas a membrana e

soluveis em amostra de trofoblastos (Hviid et al., 2003).

1.1.2. Associacao do polimorfismo de 14 pb com doencas e seus papel na
reproducgéo

Por causa de seu papel imunosupressor, a atuacdo do HLA-G tem sido
investigada em varios contextos. Um estudo clinico recente demonstrou que altos
niveis de HLA-G em pacientes submetidos e transplante de coracao esta associado
com baixa incidéncia de episddios de rejeicdo aguda (Luque et al.,2006a, 2006b).
Lila et al.(2007) também encontro associagdo entre a expressdo de HLA-G e
rejeicdo cronica e aguda em paciente submetidos a transplantes cardiacos. A
expressdo de HLA-G ja foi associada também a reducdo da incidéncia de rejeicao
em transplantes renais (Crispim et al.,2008).

Vérios estudos reportaram a importante influéncia que o polimorfismo de
14 pb ins/del exerce nos niveis de expressdo do HLA-G encontrados em pacientes
transplantados (La Nasa et al.,2007; La Rond et al.,2006; Torres et al.,2009). No
estudo de Torres et al.(2009) foi demonstrado que o gendtipo homozigoto para a
delecdo dos 14 pb (HLA-G*D/D) induzia altos niveis de expressdo do HLA-G e
determinavam graus menores de rejeicdo do enxerto. Neste caso, altos niveis de
HLA-G poderiam induzir imunotolerancia inibindo a proliferacdo de células CD4 alo-
reativas, inibindo a atividade citotoxica de linfocitos T CD8 e/ou bloqueando a agao
de células NK (Torres et al.,2009).



Além disso, a importancia do polimorfismo de 14pb ins/del vem sendo
confirmado em varios estudos que descrevem a associa¢do desse polimorfismo em
complicagbes na gravidez, infec¢des virais e doengas autoimunes (Yan et al.,2006;
Hviid et al.,2005).

Em infec¢cbes virais, a inducdo da expressdo de HLA-G por células
infectadas foi proposta como mecanismo que ajuda o virus a escapar as defesas do
hospedeiro (Tripathi & Agrawal, 2007). No trabalho desenvolvido por Zheng et
al.(2009), a frequéncia do alelo HLA*D, assim como do gendétipo HLA-G*D/D, estava
acentuadamente aumentada no grupo de pessoas infectadas pelo citomegalovirus
humano (HCMV) quando comparado com a populagéo controle saudavel.

O HLA-G foi primeiro identificado como uma molécula expressa
exclusivamente por citotrofoblastos e foi primeiro estudo no contexto da gravidez.
Vérios estudos associam o polimorfismo de 14 pb ins/del com algumas complicacdes
da gravidez, como pré-eclampsia (Hylenius et al., 2004), abortos recorrentes (Hviid
et al., 2004) e um maior risco de fracasso em fertilizagdes in vitro (FIV). Em especial
observou-se que o genotipo heterozigoto para este polimorfismo esta associado com
abortos recorrentes (Tripaphi et al., 2004), configurando um curioso tipo de selecéo

balanceadora.

1.1.3. Evidéncias de selecdo sobre o HLA-G

Devido ao papel do HLA-G na reproducdo e em diversas doencas,
esperar-se-ia que ele estivesse sobre algum tipo de presséo seletiva. De fato, Tan et
al. (2005) reportaram evidéncias de selecdo balanceadora na regido promotora do
gene HLA-G. Adicionalmente, Mendes-Junior et al. (2007) também sugeriram que a
selecdo balanceadora pode ter sido importante na distribuicdo do dimorfismo
insercdo/delecdo de 14 pb da regido 3° ndo traduzida do HLA-G em populagbes
amerindias. Evidéncias de selecdo ocorrendo em regides proximas ao do gene HLA-
G ja foram documentadas (McEvoy et al.,2009).

Nesse contexto é importante classificar os tipos de pressédo seletiva.
Selecdo balanceadora é aquela que mantém a variabilidade de um gene na
populacao (Nei, 1987; Ridley, 2004). Geralmente ela beneficia heterozigotos e € o
anico fator evolutivo capaz de gerar desequilibrio de Hardy-Weinberg com excesso



de heterozigotos (Nei, 1987). Contrapondo-se a ela temos a selegéo purificadora,
que desfavorece certos alelos e tende a elimind-los da populacdo, diminuindo a
variabilidade do gene sob selecdo (Nei, 1987).

Se houver pressao seletiva balanceadora e ela for constante e atuar em
todas as populagbes seria esperado que polimorfismos deste gene mostrassem
elevada variabilidade em todas as populagbes, como pode ser observado para 0s
genes HLA classicos. Um revisdo da literatura para o polimorfismo de 14 pb in/del do
gene HLA-G mostrou que entre diversos grupos étnicos (amerindios, europeus,
asiaticos e hindus) nenhum dos dois alelos foi fixado e nem mesmo atingiu

frequéncias inferiores a 22%, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia alélica do polimorfismo de 14pb in/del do HLA-G em vérias

populacoes.

Populacao N HLA-G*I HLA-G*D
China Etnia Han* 640 40,3 59,7
Alemanhaz 739 38,8 61,2
Dinamarca3 93 38,7 61,3
ltalia* 451 38,9 61,1
Polonia® 93 387 61,3
india® 120 47,9 52,1
Brasil

Belém* 228 38,4 61,6
Porto Alegre’104 33,7 66,3
S&do Paulo® 97 42,0 58,0

Recife® 168 41,0 59,0

yan et al.,2008; 2Glass et al.,2007; 3Hviid et al.,2004; “Rizzo et al.,2008; *Sipak-
Szmigiel et al.,2007; ®Tripaphi et al.,2004; "Veit et al.,2009; 8 Crispim et al.,2007; °
Segat et al.,2009.; *Presente estudo.



1.2. JUSTIFICATIVA

Vérios estudos reportaram um desvio na propor¢cdo genotipica esperada
com relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Esses estudos obtiveram um
excesso de heterozigoto, porém apenas em apenas quatro desses estudos essa
diferenca foi estatisticamente significante. (Veit et. al., 2009; Moreau et al., 2008;
Mendes-Junior et al., 2007; Hviid et al., 2002).

Desequilibrio de HW pode ser causado por quebra de pammixia — como
endogamia - e efeito Wahlund, além de erros de genotipagem. Entretanto, estes
fatores levam a um excesso de homozigotos. Como o desvio ocorreu no sentido de
excesso de heterozigotos, selecdo balanceadora torna-se praticamente a Unica
explicacéo plausivel, excluindo-se um erro sistematico de genotipagem.

Motivado por essas observacgdes na literatura e pelo papel do HLA-G na
reproducdo e em diversas patologias, o presente estudo teve como objetivos
identificar evidéncias de pressdo seletiva que possa estar agindo sobre o
polimorfismo de 14pb ins/del do gene HLA-G, de modo a explicar as causas para o
desequilibrio de HW, com excesso de heterozigoto, descritos na literatura. Para isso,
foi analisada a segregacao desse polimorfismo em genealogias e foram comparadas
as frequiéncias desse polimorfismo entre as genealogias e a populacdo de Belém,

Para.



1.3. OBJETIVOS

Descrever a variabilidade genética do polimorfismo insercao/delecéo
(HLA-G*I/D) de 14 pb da regido 3" nado traduzida do exon 8 do gene HLA-G na
populacdo de Belém;

Descrever a variabilidade deste polimorfismo em genealogias formadas
por pai, mée e filho;

Caracterizar a transmissao dos alelos | e D nas genealogias informativas,
testando se ela ocorre de acordo com o esperado;

Identificar erros de genotipagem usando-se as genealogias;



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. DELINEAMENTO AMOSTRAL

As amostras foram compostas por 228 individuos nao aparentados,
representativos da populacdo de Belém e 112 genealogias compostos por pai, mae
e um filho (Belém, Pard, Brasil). Todas as genalogias tiveram confirmacdo de
paternidade e maternidade por genotipagem adicional de 11 microssatélites:
CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,
D21S11, THOL1 e TPOX. As genotipagens foram realizadas de acordo com o descrito
em Santos et al. (2009). Todas as genealogias ja haviam sido previamente

genotipadas para os microssatélites antes da execuc¢éo do presente trabalho.

2.2. GENOTIPAGEM

O polimorfismo 14pb in/de do gene HLA-G foi investigado através de PCR
e eletroforese em gel de poliacrilamida. Para as seqUéncias dos primers e as
condi¢cBes de PCR foi utilizado protocolo previamente descrito (Hviid et al., 2002). O
produto de PCR foi visualizado em gel de poliacrilamida a 4,8% corada com nitrato

de prata.

2.3. ANALISE DOS DADOS

A genotipagem combinada de cada casal formado por pai e mae é util
para a deteccdo de erros de tipagem, ja que de casais homozigotos para a insercao
de 14 pb (I) ou para a delecéo (D), ou casais formados por homozigotos para | e D
pode-se esperar apenas um genaotipo para o filho (II,DD ou ID, respectivamente).
Combinagdes Il x ID, ID x Il, ID x DD, DD x DI e ID x ID sé@o uteis para a
determinacdo da segregacédo dos alelos | e D e para comparacdo da segregacao
obtida com a esperada. Cada combinacdo genotipica foi considerada
independentemente e a segregacdo dos alelos | e D analisado por teste T pareado
utilizando o programa BioEstat 5.0 (Ayres,2007). Um ponto importante € que
estamos considerando principalmente casais que obtiveram sucesso reprodutivo.
Nesse caso, combinacdes genotipicas desvantajosas para o sucesso reprodutivo
podem estar sub-representada nesses casais em comparagdo com a populagédo em

geral.



3. RESULTADO E DISCUSSAO

A frequéncia da delecéo de 14 pb (HLA-G*I) foi de 38,4% entre individuos
nao aparentados representativos da populacdo de Belém (Tabela 2). A amostra
mostrou-se em equilibrio de HW, com um excesso de heterozigotos observado néo
estatisticamente significativo.

A frequéncia do alelo | foi 45,5% entre os casais e 48,7% entre os filhos.
N&o houve diferenca estatisticamente significante nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre as amostras de maes e pais. Ambos 0s grupos amostrais se
encontravam em equilibrio e HW (Tabela 2).

Observou-se, apesar de néo significativo, excesso de heterozigotos tanto

na amostra de individuos ndo aparentados quanto nas genealogias.

Tabela 2: Frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo de 14 pb do gene HLA-G
em individuos nao aparentados da populacédo de Belém e nas genealogias.

Individuos néo

i 0 i 0

aparentados (%) Casais (%) Filhos (%)
Genotipo n=228 N=224 n=112
HLA-G*I/I 30(13,2) 48(21,4) 27(24,1)
HLA-G*I/D 115(50,4) 108(48,2) 55(49,1)
HLA-G*D/D 83(36,4) 68(30,4) 30(26,8)
Alelos
HLA-G*I 175(38,4) 204(45,5) 109(48,7)
HLA-G*D 281(61,6) 244(54,5) 115(53,3)
Equilibrio de x2=0,2069 X2=0,1752 X2=0,0329
Hardy-Weinberg  p=0,6492 P=0,6755 P=0,8560
(x?=3,84)

A diferenca da frequéncia do HLA-G*| entre a populacéo geral de Belém e
a amostras de filhos foi estatisticamente significante (x?=6,531; p=0,0134). Como a
amostragem composta pelas genealogias pressupde a inclusdo de apenas casais
que obtiveram sucesso reprodutivo, a maior freqiéncia do alelo HLA-G*I entre os

filhos desses casais do que na populacdo geral sugere que este alelo esta
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associado com maior sucesso reprodutivo. Uma possivel causa dessa associacao €
o fato desse polimorfismo esta associado com niveis menores de expressédo do
HLA-G, apesar de a maioria dos estudos associarem a presenca das isoformas do
HLA-G com uma boa evolucdo da gestacdo e associarem o alelo HLA-G*I com
complicagBes gestacionais. Como uma das fungbes mais importante do HLA-G €,
provavelmente, proteger células trofoblasticas fetais da lise mediada por células NK
maternas (Ponte et al.,1999) e que Guillard et al.(2008) descreveu um novo papel do
HLA-G na ativacao de células NK, niveis menores de expressdo desse gene poderia
diminuir o sinal ativatério em células NK, aumento assim as chances de
sobrevivéncia do feto.

A analise das genealogias mostrou transmissdo mendeliana para ambos
os alelos, sugerindo que nao ha erros de tipagem nas amostras. Adicionalmente, o
método usado (sequéncia de primers e condicbes de PCR) é o mesmo descrito por
diversos grupos de pesquisa, que nao referiram possiveis erros de tipagem.
Adicionalmente, foi realizada uma busca no GeneBank para possiveis outras regides
homologas que poderiam co-amplificar, gerando padrdes falso heterozigotos, e ndo
foram encontradas. Isso exclui a possibilidade de erros sistematicos de
genotipagem.

A analise da segregacdo nas genealogias mostrou que nas combinacdes
onde pode ser avaliado a transmissédo dos alelos HLA-G*| e HLA-G*, o alelo HLA-G*I
estaria  sendo preferencialmente transmitido (Teste-t pareado; t=3,77;
p=0,0198)(Tabela 3). Além disso, a mesma analise sugere que o heterozigoto é
favorecido em algumas combinacbes e desfavorecido em outras. Algumas
combinac¢Bes genotipicas dao vantagem a heterozigotos, outras desvantagens, que
no geral configura um quadro de selecdo balanceadora. Nessa situacao, a selecéo
balanceadora agiria mantendo a variabilidade para este polimorfismo elevada, que
no caso de ser uma selecdo a nivel de reproducdo esperar-se-ia elevada
variabilidade para todas as popula¢cdes humanas, o que € relatado em varios

estudos.
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Tabela 3: Transmissdo dos alelos HLA-G*I e D nas genealogias informativas. O
gendtipo dos filhos onde cada alelo transmitido pode ser detectado encontra-se

entre paréntesis.

Gendtipos do casal HLA-G*| HLA-G*D
Il x 1D 12 (1) 5(ID)

ID x Il 7(11) 4(ID)

ID x ID 6(11) 4(DD)

ID x DD 7(1D) 7(DD)
DD x ID 11(ID) 8(DD)
Total 40 28

Adicionalmente, foram revisados dados de genotipagem de nove estudos,
incluindo o presente estudo, onde foram obtidas a frequéncia do polimorfismo de 14
pb ins/del, cuja amostras consistiam em torno 100 individuos genotipados (Glas et
al.,2007; Zheng et al.,2009; Yan et al.,2008; Veit et al.,2009; Crispim et al.,2007,;
Segat et al.,2009; Rizzo et al.,2008; Chen et al.,2008)(Figura 2). A analise conjunta
desses dados indicou uma tendéncia ao excesso de heterozigotos, que foi
estatisticamente significante (Teste T pareado, t=-4,04; p=0,0019).

O excesso de heterozigoto observado na andlise conjunta de varios
trabalhos também apodia a hipétese de acdo de selecdo balanceadora. Alguns
estudos reportaram sinais de selegcédo balanceadora atuando na regido promotora do
gene HLA-G (Tan et al., 2005; Mendes-Junior et al., 2006). A associacdo entre o
polimorfismo de 14 pb ins/del no exon 8 (regido 3’'UTR) do gene HLA-G e os
polimorfismos da regido promotora sdo pouco conhecidos, por isso ndo podemos
descartara possibilidade de associacéo entre estas duas regides, o que pode indicar
que a selecdo ndo estd necessariamente agindo diretamente sobre o polimorfismo
estudado, mas sim sobre outras regides proximas, como a regido promotora ou

outros genes HLA.
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Figura 2: Frequéncias observadas (HO) e esperadas (HS) de heterozigotos descritos
por 11 estudos, incluindo o presente estudo. Alemanha (Glas et al.,2007); Chinal
(Zheng et al.,2009); China2 e China3 (Yan et al.,2008); China4 (Chen et al.,2008);
Brasill e Brasil2 (Veit et al.,2009); Brasil3 (Segat et al.,2009); Brasil4 (Crispim et
al.,2007); Itélia (Rizzo et al.,2008);Brasil*(presente estudo).
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4. CONCLUSAO

VI.

O polimorfismo de 14 pb in/del do HLA-G possui uma grande variabilidade
genética na populacdo de Belém, com frequéncias parecidas com as
descritas na maioria das populagfes até o momento.

A segregacao preferencial do alelo de insercédo de 14 pb nas genealogias e
sua frequéncia significativamente maior na amostra de filhos do que na
populacao geral de Belém,sugerem que este alelo esta envolvido com maior
sucesso reprodutivo.

O excesso de heterozigotos observados nesse e na maioria dos trabalhos
descritos e o0 seu continuo favorecimento e desfavorecimento sdo sugestivos
de selecdo balanceadora agindo sobre esse polimorfismo de maneira direta
ou indireta.

A andlise das genealogias mais a busca no GeneBank por outras regides que
poderiam co-amplificar com os primers utilizados nesse estudo descartaram
chances de erros de genotipagem.

O presente estudo é o primeiro a descrever a transmissado do polimorfismo 14
pb in/del em genealogias em condi¢des ndo patoldgicas.

O conjunto dos dados gerados no presente trabalho e da andlise de dados
publicados sugere que a manutencdo deste polimorfismo esta direta ou

indiretamente relacionada com selecéo balanceadora
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