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Resumo

Introdugdo: Conceituada como um processo inflamatdrio sistémico em resposta a uma
infeccdo local, sepse é a maior causa de mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva no
Brasil. Os sintomas nao sdo especificos a doenca e individuos que a desenvolvem constituem
populacdo heterogénea em varidaveis como idade, sexo e comorbidades. O HLA-G (Human
Leukocyte Antigen G) parece ter como principal funcdo a modulacdo da resposta imune, sendo
importante na manutenc¢do de um estado de tolerdncia imunoldgica. A regido 3’ ndo traduzida
do HLA-G apresenta importante papel na regulacdo da expressdo génica e alguns
polimorfismos dessa regido foram previamente associados a expressao diferencial deste gene.
Neste estudo de associacdao foram analisados polimorfismos e hapldétipos da regido 3'UTR do

HLA-G em pacientes sépticos do municipio de Londrina (Brasil).

Metodologia: A regido 3’UTR do HLA-G foi amplificada por PCR a partir de 64 amostras de DNA
de pacientes sépticos e 191 amostras de individuos controle. Os amplicons foram
sequenciados e genotipados para 8 polimorfismos: rs66554220, rs1707, rs1710, rs17179101,
rs17179108, rs1063320, rs9380142 e rs1610696. Frequéncias alélicas e genotipicas, Equilibrio
de Hardy-Weinberg e razdo de chances foram calculados com uso do programa SPSS 18.0. A
inferéncia de hapldtipos e o desequilibrio de ligagdo foram feitos utilizando-se o programa

Haploview 4.2. Valores de p<0,05 foram considerados estaticamente significativos.

Resultados: Dos oito polimorfismos analisados, cinco variantes (rs66554220; rs1710;
rs17179101; rs1063320; rs9380142) apresentaram frequéncias alélicas e genotipicas
significativamente maiores no grupo de pacientes. Estas variantes conferem um risco
aumentado ao desenvolvimento da doenga (OR=1,64 - 95%IC: 1,076-2,510; OR=1,85 - 99%lIC:
1,023-3,426; OR=2,57 - 95%IC: 1,100-5,884; OR=1,8 - 99%IC:1,002-3,315; OR:1,79 -
95%IC:1,062-3,105, respectivamente). O haplétipo UTR-7 foi associado ao grupo de pacientes
sépticos (p=0,0122), enquanto o bloco UTR-1 foi relacionado ao grupo de controles (p=0,0223).
Esses dados sugerem influéncia de polimorfismos e hapldtipos da regido 3’UTR do HLA-G no

desenvolvimento das formas graves da sepse (sepse grave e choque séptico).

Conclusao: Os resultados sugerem a genotipagem e haplotipagem das variantes rs66554220,
rs1710, rs17179101, rs1063320 e rs9380142 como uma ferramenta de predicdo de risco

aumentado as formas graves da sepse.

Palavras-chave: sepse, HLA-G, 3’UTR, polimorfismos, hapldtipos.



Introdugao

Conceituada como uma resposta inflamatéria sistémica em decorréncia de uma infeccao
patogénica local, sepse é a principal causa de mortes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
brasileiras [1]. O custo para tratamento dessa doenca é elevado e, segundo previsdes, é
esperado o aumento do numero de casos, devido a fatores como auséncia de terapia

especifica e aumento da resisténcia de patdgenos a antimicrobianos [2, 3].

O processo inflamatério gerado em resposta ao patdgeno inicia-se apds o reconhecimento de
padrées moleculares associados a patdgenos (do inglés, Pathogen-Associated Molecular
Patterns - PAMPs) e de padrdoes moleculares associados a danos (do inglés, Damage-
Associated Molecular Patterns - DAMPs), mediado por receptores especificos, como os
receptores Toll-like e Nod-Like [4]. No entanto, quando do desenvolvimento de sepse, a
resposta do hospedeiro para eliminacdo do patdgeno resulta em desregulacdo do sistema
imune e de processos fisioldgicos, atingindo tecidos e drgdos inicialmente ndo envolvidos [3, 5,

6].

Durante o curso da doenca, duas fases podem ser consideradas. A inicial ou aguda,
caracterizada por um estado hiperinflamatério, na qual se observa ativacdo de células que
participam da resposta imune inata, como neutréfilos, células Natural Killer (NK) e mondcitos,
acompanhada de ativacdo do sistema complemento [6, 7]; e a crOnica, fase tardia na qual
ocorre uma resposta denominada compensatdria, predominantemente anti-inflamatéria, que

contrapGe-se ao grande processo inflamatdrio gerado inicialmente [3].

Uma imunossupressdao excessiva pode ocorrer durante a segunda fase, ocasionando um
estado de imunoparalisia, condicdo em que o sistema imune estd sobrecarregado e ndo
responde mais de maneira adequada, permitindo que a infecgdo se estabeleca [8]. Quanto ao
perfil de citocinas secretadas, ainda que exista predominancia de citocinas pré-inflamatérias -
como TNF-q, IL-1 e IL-6 - na fase inicial e de anti-inflamatdrias — como IL-10 - na fase tardia, ha

uma mistura destes grupos de moléculas, independente da fase considerada [3].

O diagndstico da sepse é realizado através da constatacdo de dois sintomas tipicos da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (do inglés, Systemic Inflammatory Response
Syndrome —SIRS) acrescidos de suspeita ou confirmagdo de infec¢do. Contudo, o
reconhecimento dessa patologia ndo é simples, pois além de sintomas ndo especificos a

doenga, a populagdo acometida, ainda que apresente alguns padrdes, constitui um grupo



heterogéneo em quesitos como sexo, idade, predisposi¢cdao genética, viruléncia do patdgeno

infectante e comorbidades, como cancer e diabetes [9].

Apds o desenvolvimento da doenca, existe a possibilidade de progressdo para formas mais
graves. Quando ha hipoperfusdo sanguinea e disfungdo de pelo menos um 6érgao, tem-se a
sepse grave. Ja o choque séptico, forma mais grave da patologia, é caracterizado como sepse
grave acrescida de pressdo sistélica <90mmHg e hipotensdo sanguinea, mesmo diante de

reposicao volémica adequada [5, 10].

No contexto inflamatdrio séptico, torna-se interessante o estudo de moléculas como o HLA-G
(do inglés, Human Leukocyte Antigen G), proteina que parece possuir como principal fungdo a
modulacdo da resposta imune. O HLA-G integra o Complexo Principal de Histocompatibilidade

(do inglés, Major Histocompatibility Complex -MHC), localizado no cromossomo 6 [11].

A molécula HLA-G é classificada como MHC de classe | ndo classico, devido aos atributos
particulares que a distinguem dos HLA de classe | classicos. Dentre essas caracteristicas estdo a
baixa variabilidade proteica, distribuicdo tecidual restrita em condi¢des ndo-patoldgicas e
parecer possuir como principal fungcdo a modulagdao da resposta imune [12-14]. Em condi¢Ges
patoldgicas, a expressdao de HLA-G ja foi detectada em tumores malignos [15] e em algumas

doencgas infecciosas e inflamatérias [16, 17].

Por meio de splicing alternativo do transcrito primario sdo geradas sete isoformas proteicas
(HLA-G1-4, proteinas de membrana; HLA-G5-7, formas sollveis) que atuam na manutencdo da
tolerdncia imunoldgica, alcancada por meio da interacdo do HLA-G com diversos receptores
localizados em células do sistema imune, como ILT-2 e ILT-4 (do inglés, Immunoglobulin-Like
Transcript 2,4) e KIR2DL4 (do inglés, Killer Cell Inmunoglobulin-Like Receptor 2DL4) [18-20]. A
inducdo da tolerancia pelo HLA-G pode ocorrer em diferentes estagios da resposta imune:
inibindo a atividade citolitica de linfécitos T citotdxicos e de células Natural Killer e a
diferenciagao de linfécitos B [21]; bloqueando a maturacdo de células apresentadoras de

antigenos [22] ou induzindo a polarizagao de linfécitos para o tipo T reguladores [23, 24].

O gene HLA-G é constituido por sete introns e oito éxons e até o momento possui 50 alelos e
16 proteinas descritos [25]. A regido codante apresenta poucos polimorfismos, sendo as
regides promotora e 3’ ndo traduzida (3'UTR) as possuidoras de maior variabilidade genética e
as mais estudadas. E sabido que polimorfismos da regido 3’UTR, localizada no éxon oito do
HLA-G, sdo capazes de alterar os niveis de expressao deste gene. Isto porque ao longo dessa
regido, que possui aproximadamente 400 nucleotideos no RNA mensageiro (RNAm) maduro,

estdo presentes sequéncias nucleotidicas de ancoragem a microRNAs (miRNAs), pequenas
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moléculas com capacidade de regular negativamente a expressdo génica, tanto por suprimir a

tradugdo quanto por promover a degradacdao do RNAm [26, 27].

Nesta regido, existe ainda um sitio rico em (AU), sequéncia cujo reconhecimento por enzimas
especificas acarreta a degradacdao do RNAm e, consequentemente, diminui a expressdo do
gene. Assim, pode-se dizer que a regido 3’UTR é relevante para o nivel de expressdo do HLA-G,
tanto por interferir na estabilidade do RNAm quanto por influenciar nas taxas de degradacdo e

traducdo desta molécula [14, 28].

De acordo com Castelli et al. (2011), na regido 3'UTR do gene HLA-G sdo reconhecidas oito
variantes genéticas [28]. O polimorfismo de delecdo de 14pb [NCBI: rs66554220], mais
conhecido como 14pb-Ins/Del (insercdo/delecdo) e localizado na posi¢do +2960 do gene, ja foi
estudado em diversas condi¢Oes patoldgicas. Existem controvérsias quanto as consequéncias
da presenca dos 14 pares de bases, pois se sabe que tanto pode aumentar a instabilidade do
RNAm gerado, como levar a um processamento adicional que, por splicing alternativo, retira
92 nucleotideos do RNAm, aumentando a sua estabilidade [14]. Diferentes estudos associaram
variantes deste polimorfismo a doencgas autoimunes, como lupus eritematoso sistémico [29] e

esclerose multipla [30], e a doencas inflamatdrias cronicas, como artrite idiopatica juvenil [31].

Quanto ao SNP (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism) +3142C>G [NCBI: rs1063320], tem-
se evidéncias de que uma guanina nesta posicdo aumente a afinidade com a qual miRNAs
especificos se ligam a sequéncia nucleotidica do RNAm, levando a uma menor expressao
génica [26, 32]. No entanto, um estudo observou resultado controverso [33], fazendo com que

mais investigacGes sejam necessarias.

O polimorfismo +3187 A>G [NCBI: rs9380142] esta situado muito préximo a um sitio rico em
(AU). A Adenina nesta posi¢cdo faz com que esta sequéncia seja reconhecida como um sitio de
poliadenilagdo e estimule a degradacdo do RNAm [28]. Os outros cinco SNPs descritos na
regidgo 3'UTR - +3003C>T [NCBI: rs1707], +3010C>G [NCBI: rs1710], +3027A>C [NCBI:
rs17179101], +3035C>T [NCBI: rs17179108] e +3196C>G [NCBI: rs1610696] — foram pouco

estudados e ainda ndo sdo citados como variantes de importancia clinica [14, 28, 34].

Até o momento, poucos estudos envolvendo HLA-G e sepse foram realizados. Niveis
aumentados de HLA-G soluvel do tipo 5 (sHLA-G5) foram observados em pacientes em choque
séptico e chegou-se a conclusdo de que niveis maiores de sHLA-G5 correlacionam com um
melhor progndstico no grupo estudado [35]. O primeiro trabalho na drea da genética,
observou a associa¢do do hapldtipo 14pb-Ins_+3142G_+3187A ao desfecho choque séptico,

sugerindo a genotipagem destas variantes genéticas como uma ferramenta para predicdo de
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progndstico em pacientes sépticos [36]. Um ultimo estudo reportou que o plasma de pacientes
sépticos parece impedir a exocitose de ILT-4 por neutréfilos, importantes receptores inibitdrios
cujo ligante preferencial é o HLA-G. Esta inibicdao parece levar a uma atividade fagocitica mais
prolongada e auxiliar na sustentacdo do processo inflamatério exacerbado, observado na fase
inicial da sepse [37]. Apesar da existéncia de poucos dados, o envolvimento do HLA-G no
processo séptico pode ser sugerido. Porém, é necessario que mais estudos sejam
desenvolvidos, com intuito de que o papel desta molécula seja melhor compreendido no

contexto inflamatdrio séptico.

Assim, com o objetivo de confirmar os resultados observados em trabalho previamente
realizado por nosso grupo de pesquisa [36] e a fim de reafirmar a importancia do estudo do
HLA-G em sepse, o presente trabalho investigou a associacdo de haplétipos e polimorfismos da
regido 3'UTR do gene HLA-G as formas graves da sepse - sepse grave e choque séptico- em um

grupo de pacientes sépticos do municipio de Londrina (Brasil).

Material e Métodos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional da Universidade
Estadual de Londrina e os individuos envolvidos (ou seus familiares) assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido para participacdo na pesquisa.

Populacdo avaliada

O estudo incluiu 64 pacientes com diagndstico confirmado de uma das formas graves de sepse
- sepse grave ou choque séptico - , quadros clinicos definidos segundo os critérios definidos
pelo American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine (Accp/Sccm) [38].
Os pacientes foram admitidos no Hospital Universitario de Londrina, entre maio de 2007 e
junho de 2008, e foram incluidos no estudo no momento do diagndstico da doenca. Apds o
diagndstico, os pacientes receberam tratamento hospitalar padrdo e foram monitorados.
Dados de idade, género, local primario da infeccdo, gravidade da doenca e disfuncdo de érgaos
foram coletados para cada participante. Os critérios de exclusdo foram idade inferior a 18 anos
e qualquer tipo de imunossupressdo, como pacientes recebendo quimioterapia ou infectados

pelo virus da imunodeficiéncia humana.

O grupo de controles é composto por 191 doadores de sangue saudaveis da mesma regido
geografica dos pacientes. A coleta de sangue foi realizada no Banco de Sangue do Hospital de

Londrina, durante o mesmo periodo de amostragem de pacientes com sepse.



Obtencdo da amostra para estudo

O DNA gendmico foi extraido de células sanguineas periféricas pelo método de Salting-out

[39].

Avaliacdo da regido 3’UTR do gene HLA-G

Um fragmento com cerca de 500 pares de bases da regido 3’UTR do gene HLA-G foi
amplificado por PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction). A regido amplificada englobou os
oito polimorfismos de interesse do estudo: 14pb- Ins/Del [NCBI: rs66554220] e os SNPs
localizados nas posicdes +3003C>T [NCBI: rs1707], +3010C>G [NCBI: rs1710], +3027A>C [NCBI:
rs17179101], +3035C>T [NCBI: rs17179108], +3142C>G [NCBI: rs1063320], +3187A>G [NCBI:
rs9380142] e +3196C>G [NCBI: rs1610696].

Os primers utilizados foram HLA-G8-F 5 TGTGAAACAGCTGCCCTGTGT 3’ [36] e GmIiRNA-R 5’
CTGGTGGGACAAGGTTCTACTG 3’ [40]. A reacdo foi conduzida com volume final de 25uL, com
concentragao final de cada reagente como segue: 10pmol de cada primer; 0,2mM de cada
dNTP; 0,2mM de MgCly; tampao 1X; e 1,0U de Taqg Platinum DNA Polimerase (Invitrogen
Corporation, CA, USA). As amostras foram levadas ao termociclador Techne TC-412 (Bibby
Scientific Ltd., Stone, UK) e submetidas a temperatura de 942C por 5 minutos para
desnaturagdo inicial; 32 ciclos de 30 segundos a 942C, 30 segundos a 65,52C e 60 segundos a
729C; seguido por extensdo final de 5 minutos a 722C. Os produtos do PCR foram sequenciados
pela empresa Macrogen Inc utilizando-se primer reverso, em sequenciador ABI 3730 XL,
através de método descrito pelo fabricante. As genotipagens foram realizadas por meio da

interpretacdo de eletroferogramas, com auxilio do programa FinchTV versao 1.4.

Andlise estatistica

Frequéncias alélicas e genotipicas, razdo de chances e verificagdo de concordancia com o
equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados por meio do programa estatistico SPSS 18.0

(Windows, Chicago, lllinois, USA). O valor de significancia adotado foi p<0,05.

As comparacGes entre frequéncias alélicas do grupo controle e frequéncias alélicas observadas
em estudos anteriores foram realizadas pelo teste Exato de Fisher, utilizando-se o programa

WinPepi versao 11.42.

O programa Haploview versdo 4.2 [41] foi utilizado para inferéncia dos hapldtipos dentro dos

grupos estudados, célculo do desequilibrio de ligagdo entre as variantes genéticas — com base



no valor de D’ - e para o teste de associacdo entre haplétipos e grupos.

Resultados e Discussao

Dados demograficos

Na tabela 1 sdo mostrados os dados demograficos dos individuos envolvidos no estudo. Entre
os 191 individuos controles, a média de idade foi de 37,9 anos (desvio padrdo=+/-11 anos). A
média de idade do grupo de pacientes, constituido por 64 individuos, foi de 61,8 anos (desvio
padrdo=+/-18,5 anos). A taxa de mortalidade entre os pacientes sépticos foi de 68,3% e o foco
primario de infeccdo de maior prevaléncia foi o trato respiratério, observado em 60,7% dos
individuos. As caracteristicas gerais dos pacientes sépticos assemelham-se aos dados do ultimo
relatério nacional publicado pelo Instituto Latino Americano de Sepse [42] e aos resultados de

um estudo epidemioldgico realizado no Brasil [43].

Frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas

A tabela 2 apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos de pacientes e controles.
A descricdo utilizada para os polimorfismos segue a nomenclatura utilizada por Castelli et al.
(2011) [28]. Todos os gendtipos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (dados ndo

mostrados).

As frequéncias alélicas observadas no grupo de controles, com excegao das variantes da
posicdo +3003 [NCBI: rs1707], foram semelhantes as de um trabalho previamente realizado
[28]. Interessantemente, as frequéncias do polimorfismo +3003 ndo diferiram
significativamente das frequéncias observadas para uma populagdo do nordeste brasileiro

(dados ndo mostrados) [44].

A frequéncia dos alelos 14pb- Ins, +3010C, +3027A, +3142G e +3187A foi significativamente
maior em pacientes, em comparagdo ao grupo de controles (p=0,020; p=0,008; p=0,022;
p=0,011 e p=0,030, respectivamente). Estas variantes conferem um risco aumentado ao
desenvolvimento da doenga (OR=1,64 - 95%IC: 1,076-2,510; OR=1,85 - 99%IC: 1,023-3,426;
OR=2,57 - 95%IC: 1,100-5,884; OR=1,8 - 99%IC: 1,002-3,315; OR=1,79 - 95%IC: 1,062-3,105,
respectivamente). Este é o primeiro trabalho a associar estas variantes genéticas as formas

graves de sepse.

A maioria dos polimorfismos estd em forte desequilibrio de ligagdo (figura 1), confirmando

dados observados em outros estudos [28, 36]. Um total de sete hapldtipos foi inferido. Estes



hapldtipos estdo presentes tanto no grupo caso quanto no controle (tabela 3). A descricdo
haplotipica segue a nomenclatura utilizada por Castelli et al. (2011) e os haplétipos com maior
frequéncia — UTR-2, UTR-1, UTR-3, UTR-5, UTR-6, UTR-7 e UTR-4 - estdo de acordo com os
observados por este mesmo grupo ao descrever a regido 3'UTR do gene HLA-G, em uma

amostra de 155 brasileiros saudaveis da regidao Sudeste do Brasil [28].

O haplétipo UTR-7 (frequéncia de 5,7%) foi associado ao grupo caso, constituido por pacientes
com diagndstico de sepse grave ou choque séptico. Este bloco contém as trés variantes
genéticas (14pb-Ins, +3142G e +3187A) presentes no haplétipo previamente associado a um
grupo de pacientes com choque séptico, em estudo longitudinal realizado por nosso grupo de
pesquisa, utilizando amostras de pacientes do estado do Rio Grande do Sul (Brasil) [36]. Assim,
pela segunda vez, em amostras obtidas com delineamento distinto e em populacdes de
diferentes localidades, é observada a associacdo do haplétipo contendo as variantes 14pb-Ins,
+3142G e +3187A a formas graves da sepse. Esta associacdo sugere ser este haplétipo um fator
de predisposicdo ao desenvolvimento de quadros graves da patologia. Interessantemente, o
hapldtipo UTR-7 ja foi correlacionado a niveis baixos de expressdo do HLA-G, e entdo
classificado como um haplétipo de baixa producdo proteica [45]. Somando-se isso ao resultado
observado neste trabalho, pode-se sugerir que este haplétipo confere predisposicdo as formas

graves de sepse, provavelmente, devido aos menores niveis de expressdo de HLA-G.

Ja o hapldétipo UTR-1 (frequéncia de 25,6%) apresentou associa¢do significativa ao grupo de
controles (p=0,0223), mostrando-se como um fator de protecdo as formas graves da sepse.
Este haplétipo ja foi considerado um fator de protecdo contra outra doenca inflamataria, lUpus
eritematoso sistémico [46]. As variantes genéticas previamente relacionadas a baixa expressao
de HLA-G (14pb- Ins, +3142G e +3187A) e os outros dois polimorfismos que foram associados a
sepse pela primeira vez neste trabalho (+3010C e +3027A) ndo estdo presentes neste
hapldétipo. Em estudo anterior, este bloco foi correlacionado a maiores niveis de expressao de
HLA-G soluvel, indicando que os hapldtipos UTR-1 e UTR-7 sdo opostos quando se trata de

niveis de expressao [45].

De maneira geral, os resultados de pesquisas acerca de HLA-G e sepse mostram que o
hapldtipo contendo variantes relacionadas a baixa expressdo de HLA-G confere predisposicdo
ao desenvolvimento de formas mais graves de sepse (neste trabalho, o bloco UTR-7). Isso
mostra a necessidade de que estudos posteriores continuem investigando o envolvimento do
HLA-G em sepse. Além disso, como sugestdo, hd que se destacar a importancia do

desenvolvimento de pesquisas que realizem tanto a dosagem de HLA-G solluvel quanto a
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genotipagem das variantes genéticas de importancia localizadas na regido 3'UTR do HLA-G, a
fim de se constatar se nessa patologia hd correlacdo entre hapldtipos e niveis de expressao de

HLA-G.

Como sugestdo final, indica-se a reflexdo sobre a importancia de ferramentas que auxiliem na
triagem de individuos com risco aumentado de desenvolver sepse. Para isso, dados ja
conhecidos podem ser utilizados na construgdo de um quadro com importantes genes
envolvidos no processo séptico [6, 47]. Estes genes devem possuir variacdes genéticas que
sabidamente afetem a funcdo da proteina gerada, como é o caso do HLA-G e polimorfismos da
sua regido 3’UTR, a fim de que a genotipagem e a haplotipagem destas variantes possam ser
utilizadas como ferramentas para triagem de pacientes com risco aumentado de
desenvolvimento de sepse. A maior atencdo a estes pacientes talvez possa ser usada como
uma estratégia para a diminuicdo do numero de casos graves, bem como para a reducao das

taxas de mortalidade devido a sepse.

Conclusoes

No presente estudo, mostrou-se pela primeira vez a associa¢cdo dos polimorfismos 14pb-Ins
[NCBI: rs66554220], +3010 [NCBI: rs1710], +3027 [NCBI: rs17179101], +3142 [NCBI: rs1063320]

e +3187 [NCBI: rs9380142] as formas graves de sepse — sepse grave e choque séptico.

Embora o presente estudo apresente uma pequena amostragem de pacientes sépticos, esta
limitacdo ndo diminui sua relevancia, visto que uma pesquisa previamente realizada ja havia
mostrado a associa¢do do haplétipo contendo as variantes 14pb-Ins, +3142G e +3187A (no
presente trabalho, o bloco UTR-7) as formas graves de sepse. Assim, a importancia deste
estudo estd na confirmagdo da associagdo de um hapldtipo que contém variantes genéticas

relacionadas a baixa expressdo de HLA-G a formas graves de sepse.

Os resultados sugerem a genotipagem e haplotipagem das variantes 14pb-Ins [NCBI:
rs66554220], +3010 [NCBI: rs1710], +3027 [NCBI: rs17179101], +3142 [NCBI: rs1063320] e
+3187 [NCBI: rs9380142], presentes na regido 3’UTR do HLA-G, como uma ferramenta de

predicdo de risco aumentado aos desfechos graves da sepse.

11



Key-message

Determinados polimorfismos e hapldétipos da regido 3'UTR do gene HLA-G estdo associados as

formas graves de sepse — sepse grave e choque séptico.
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Figura 1. Desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos estudados.
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A parte superior da figura contém as posicdes dos polimorfismos ao longo da regido 3’UTR do gene HLA-G,
acompanhada dos nimeros de acessos dos polimorfismos (rs66554220, rs1707, rs1710, rs17179101, rs17179108,
rs1063320, rs9380142 e rs1610696). Dentro dos losangos estdo informados os valores de D’, medida do
desequilibrio de ligagdo entre dois loci, para o bloco considerado. *LOD: “Log of the Odds” - logaritmo da chance de

dois loci estarem em desequilibrio de ligagdo.
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Tabela 1. Dados demogréficos dos participantes do estudo.

Grupo Total (n) Média de Idade Proporgdo de
homens
Controles 191 37,9 anos 55,6%
(+/- 11 anos)
Pacientes (casos)* 64 61,8 anos 55,7%

(+/- 18,5 anos)

* Individuos com diagndstico confirmado de sepse grave ou choque séptico.

Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas observadas entre os grupos de pacientes sépticos

e controles.
Fragmento de 14pb +3003T/C +3010C/G +3027C/A
Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles
Alelos Inst 0,539 0,416 T 0,937 0,939 ct 0,722 0,585 C 0,898 0,958
Del 0,461 0,584 C 0,063 0,061 G 0,278 0,415 Al 0,102 0,042
p=0,020%* p=1,000 p=0,008* p=0,022*
Gendtipos  Ins/Ins 0,266 0,158 T 0,889 0,879 ccC 0,492 0,328 cc 0,797 0,921
Ins/Del 0,547 0,516 CcT 0,095 0,121 CG 0,460 0,513 CA 0,203 0,074
Del/Del 0,187 0,326 CcC 0,016 0 GG 0,048 0,159 AA 0 0,005
p=0,044* p=0,286 p=0,014* p=0,011*
+3035C/T +3142G/C +3187A/G +3196C/G
Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles
Alelos C 0,820 0,871 G! 0,719 0,587 Al 0,820 0,718 C 0,625 0,713
T 0,180 0,129 C 0,281 0,413 G 0,180 0,282 G 0,375 0,287
p=0,202 p=0,011* p=0,030* p=0,079
Genotipos CcC 0,641 0,747 GG 0,484 0,326 AA 0,614 0,510 cc 0,375 0,516
CT 0,359 0,247 GC 0,469 0,521 AG 0,359 0,416 CG 0,500 0,395
T 0 0,006 cC 0,047 0,153 GG 0 0,074 GG 0,125 0,089
p=0,162 p=0,020* p=0,025* p=0,146

* Frequéncias significativamente distintas entre os dois grupos estudados (p<0,05).

1 Alelos de risco para o desenvolvimento de sepse (OR”14pb-Ins”= 1,64 - 95%IC: 1,076-2,510; OR”+3010C”"= 1,85 -

99%IC: 1,023-3,426; OR”+3027A”= 2,57 - 95%IC: 1,100-5,884;;
OR”+3187A"=1,79 - 95%IC:1,062-3,105).

OR”+3142G”= 1,8 - 99%IC: 1,002-3,315;
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Tabela 3. Haplétipos inferidos para os dois grupos estudados.

Descricdo Frequéncia Frequéncia Frequéncia
do do Haplétipos da regido 3’UTR do HLA-G em em Valor de
Haplétipo' Haplétipo Pacientes Controles p
(2n=510) 14pb +3003 +3010 +3027 +3035 +3142 +3187 +3196 (2n=128) (2n=382)
UTR-2 0,307 Ins T C C C G A G 0,375 0,284 0,0543
UTR-1 0,256 Del T G C C C G C 0,180 0,282 0,0223*
UTR-3 0,171 Del T C C C G A C 0,172 0,171 0,9830
UTR-5 0,081 In T C C T G A C 0,062 0,087 0,3819
UTR-6 0,065 Del T G C C C A C 0,039 0,074 0,1700
UTR-7 0,057 In T C A T G A C 0,102 0,042 0,0122%*
UTR-4 0,057 Del C G C C C A C 0,055 0,058 0,8905
Outros 0,006 - - - - - - - - - - -

TNomenclatura segundo Castelli et a/ 2011 [28].
* Haplotipo UTR-1 significativamente associado ao grupo de controles.

**Haplotipo UTR-7 significativamente associado aos desfechos graves de sepse (sepse grave e choque séptico).
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