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Resumo

O HLA-F é um gene de classe | ndo classico do Complexo de Antigenos Leucocitérios
Humanos (HLA). A molécula HLA-F parece apresentar atividade tolerogénica e de
imunorregulacdo, uma vez que, assim como 0s outros genes ndo classicos (HLA-G e HLA-E),
apresenta um limitado polimorfismo e relativa conservacdo entre espécies. Além disso,
estudos indicam que a HLA-F pode estabilizar outras moléculas HLA em conformac&o aberta,
influenciando, portanto, a apresentacao de antigenos. Pouco se sabe sobre a biologia do HLA-
F e o perfil de variabilidade deste gene em popula¢es mundiais. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a variabilidade e estrutura de haplétipos da regido promotora distal do gene HLA-F,
em 204 amostras brasileiras do estado de S&o Paulo, utilizando sequenciamento de nova
geracdo. Foram encontrados 15 pontos de variagdo, dos quais a maioria possui frequéncia
superior a 15% para o alelo alternativo. Esses pontos de variacdo estdo arranjados em pelo
menos 6 hapldtipos distintos, no entanto mais de 50% das sequéncias de promotor HLA-F
encontradas nesta amostragem correspondem a um unico haplétipo. Foi detectado um elevado
desequilibrio de ligacdo entre a regido do promotor distal e a regido codificadora do gene
HLA-F, demonstrado pela presenca de apenas poucos haplotipos estendidos diferentes. A
conservacdo da regido promotora distal do HLA-F pode estar relacionada com o perfil de

ligacdo de fatores de transcricao.






Abstract

The HLA-F locus is a non classical class | gene of the Human Leukocyte Antigen
Complex. The HLA-F molecule might present tolerogenic and immunoregulatory features,
mainly because it presents the same characteristics of other non classical genes, such as HLA-
G and HLA-E, i.e., limited polymorphism and conservation among species. Moreover, recent
studies do indicate that HLA-F may stabilize other HLA molecules presenting open
conformations, thus it might influence antigen presentation. Little is known about the HLA-F
biology and the pattern of variation and haplotypes of this gene in worldwide populations. This
study aims to evaluate the variability and haplotype structure of the HLA-F distal promoter
segment in 204 Brazilian samples from the state of S&o Paulo, using next generation
sequencing approaches. We detected 15 variable sites, most of them presenting frequencies
greater than 15% for the alternative allele. These polymorphisms were arranged into 6
different promoter haplotypes, 50% of all HLA-F promoters correspond to a single haplotype.
There is a strong linkage disequilibrium between the distal promoter and the coding region, as
demonstrated by the presence of only few extended haplotypes. The conservation of the distal
promoter region of the HLA-F gene may be associated with the transcription factors binding

profile.
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Revisdo da Literatura

Descrito pela primeira vez em camundongos, no ano de 1937 por Peter Gorer, 0
Complexo Principal de Histocompatibilidade ou MHC (do inglés Major Histocompatibilty
Complex) foi uma descoberta de grande valia para a ciéncia, em especial sua influéncia na
compatibilidade de tecidos transplantados (1). Os genes desse complexo foram associados em
sua maioria com a regulacdo das respostas imunitarias, principalmente atuando na distincao
do que é proprio ou ndo proprio do organismo (histocompatibilidade), a qual Ihe rendeu o
nome. Em humanos, o MHC sé foi descrito na década de 50 por Jean B. Dausset, o que Ihe
rendeu o Prémio Nobel na década de 80 (2). Seus estudos foram baseados em experimentos
soroldgicos de pacientes submetidos a transplantes, nos quais foram observadas algumas
diferencas antigénicas entre os leucocitos dos mesmos, moléculas de superficie de membrana
que receberam a denominacdo de Antigenos Leucocitarios Humanos ou HLA (do inglés
Human Leukocyte Antigen) (2).

O surgimento do MHC nos vertebrados foi algo crucial no mecanismo de
reconhecimento e diferenciacdo do que é proprio ou ndo ao individuo e na montagem das
repostas imunes adaptativa ou adquirida direcionadas aos antigenos ndo proprios. As
moléculas do MHC, ou HLA, sdo glicoproteinas de membrana especializadas na apresentacéo
de antigenos, que interagem com receptores de células T (TCR) influenciando sua ativacéo e
desenvolvimento de suas funcdes efetoras (3-5). Seja com a producdo de citocinas, e/ou
ativacdo de linfocitos B especificos e/ou citotoxicidade, a combinacdo das moléculas HLA
apresentando peptideos ao TCR de linfécitos é o que caracteriza a alta especificidade e
diversidade da resposta imune adquirida (3-7).

O MHC humano estéa localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3) e contém
cerca de 220 genes dispostos em aproximadamente 4 megabases de DNA (8). Na década de
70, esse complexo foi dividido didaticamente em trés classes ou regides, denominadas classe
I, 11 e Il (3). Os genes de classe Il codificam algumas citocinas, moléculas do sistema
complemente, entre outras, que participam da montagem e regulacdo da resposta imune. Os
genes de classe Il codificam moléculas HLA que apresentam antigenos extracelulares aos
linfécitos T CD4+ e sdo expressas em células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas, além de macrofagos e linfdcitos B (3).

J& os genes do MHC de classe | estdo relacionados com a apresentacdo antigénica
aos linfécitos T CD8" e modulagao das respostas imunitarias. Esses genes estdo divididos em

duas subclasses. A primeira, denominada la ou genes classicos de classe I, compreende 0s
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genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, que participam diretamente da apresentacdo antigénica. A
segunda, denominada Ib ou genes ndo cléassicos de classe I, compreende os genes HLA-G,
HLA-E e HLA-F, responsaveis principalmente por modulacdo das respostas imunitarias
(Figura 1).

Cromossomo 6
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Figura 1: Genes HLA de classe I classicos e ndo classicos com as posicBes relativas entre 0s genes e da
regido de classe | dentro do MHC. Imagem prépria baseada em JANEWAY et al. e
http://labs.icb.ufmg.br/Ibcd/prodabi5/grupos/hugo deise liza/pagina/mapa.qif.

Os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C (la) sdo expressos em todas as células nucleadas,
sendo responsaveis pela apresentacdo de antigenos aos linfocitos T CD8" ou T citotoxico.
Estes genes sdo considerados os mais polimorficos do genoma humano. Diferentemente, 0s
genes de classe Ib possuem distribuicdo limitada a certos tecidos ou expressdo reduzida, e
funcdo distinta, além de um polimorfismo limitado quando comparado aos genes de classe la,
como pode-se observar na Tabela 1 (3,4,6,7,9).

A alta variabilidade encontrada nos genes MHC (10), tendo como parametro 0s
genes classicos de classe I, € provavelmente resultado de um longo processo evolutivo
envolvendo selecdo natural, deriva genética, fluxo génico e principalmente, mutacdo, que
modificaram as frequéncias alélicas desses genes acarretando em uma alta diversidade intra e
inter-populacional (Tabela 1). A alta variabilidade caracteristica desses genes é decorrente de
um processo no qual a manutencdo de polimorfismos é privilegiada. 1sso é extremamente
importante do ponto de vista funcional, j& que essa alta variabilidade de moléculas HLA
significaria uma maior diversidade de patdgenos reconhecidos por uma populacdo (11). Os
mecanismos subjacentes a esse tipo de selecdo sao a chamada “vantagem do heterozigoto™ e a
“selecdo dependente de frequéncia”. Neste contexto, os heterozigotos seriam capazes de
apresentar antigenos de um ndmero maior de microrganismos devido aos dois alelos HLA

diferentes, o que é uma vantagem adaptativa em relacdo aos homozigotos (12). Ja a selecéo
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dependente de frequéncia baseia-se na ideia de que alelos raros teriam uma vantagem seletiva
prioritaria de modo a aumentar sua frequéncia. Dessa forma, esses alelos mais raros seriam
melhores que os mais comuns, pois as moléculas por eles codificadas poderiam apresentar
antigenos diferentes de um determinado microrganismo em relacdo aos alelos comuns,

conferindo desta forma uma vantagem a estes alelos (13).

Tabela 1. NUmero de alelos e proteinas identificados para os genes de classe |

HLA Classe | Cléssicos Né&o Classicos
Gene HLA-A | HLA-B | HLA-C | HLA-E | HLA-F | HLA-G
Alelos 3399 4242 2950 21 22 53
Proteinas 2396 3131 2089 8 4 18
Alelos Nulos* 157 134 109 1 0 2

Fonte: The International Immunogenetics Database - IMGT/HLA, release 3.24.0.1
* Alelos que ndo se expressam ou produzem proteinas truncadas

Ja nos genes HLA de classe | ndo classicos, que sdo bem menos variaveis que 0s
genes HLA classicos, o perfil de selecdo atuante é diferente. Por exemplo, no gene HLA-G
temos evidéncias de selecdo purificadora atuando na regido codificadora do gene, ou seja,
limitando alteragdes no produto proteico final e mantendo certos alelos com alta frequéncia, e
selecdo balanceadora nas regifes regulatorias, mantendo a presenca de haplo6tipos altamente
divergentes e de alta frequéncia (14-16). O gene HLA-F, por sua vez, parece ser muito
conservado, pois 82,45% das sequéncias encontradas em uma amostra de Brasileiros do
estado de S&o Paulo codificam a mesma proteina (17).

De acordo com o banco de dados internacional que regulamenta as sequéncias
conhecidas para estes genes (IPD-IMGT/HLA, versdo 3.24.0.1, de 04/maio/2016), atualmente
sdo reconhecidos cerca de 10.591 alelos para os genes classicos de classe I, enquanto que para
0s ndo cléssicos sdo reconhecidos apenas 96 alelos (Tabela 1). Por estarem préximos aos
genes mais polimorficos do genoma humano (Figura 1) e também por possuirem um baixo
grau de polimorfismo, 0s genes ndo classicos sdo interessantes do ponto de vista evolutivo,
pelo fato de serem pouco varidveis e conservados entre humanos e entre outros primatas
(18,19).

Moléculas dessa subclasse, assim como 0s genes classicos, podem também apresentar
antigenos, porém, sua funcdo principal estd mais direcionada para imunomodulacdo das

respostas imunitarias por meio da interacdo com receptores inibitdrios presentes em células
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NK e T. Os genes ndo cléassicos sdo de grande importancia em situacdes como a gestacao,
onde h& necessidade de modulacdo do sistema imunitario materno. Ainda, estes genes podem
influenciar a susceptibilidade e progressao de condicdes patoldgicas, tais como infecgdes,
tumores e doencas autoimunes (6,20-24).

Apesar de ser a regido mais variavel do genoma humano, o sistema HLA também
possui uma alta similaridade entre seus genes. Acredita-se que os genes HLA tenham surgido
por meio de inimeras duplicacdes e conversdes ao longo da evolucdo dos vertebrados (25,26).
Dessa forma, a estrutura dos genes e as moléculas que codificam sdo semelhantes entre si.

Tanto os genes HLA de classe | classicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) como o0s ndo
classicos (HLA-G, HLA-E e HLA-F) (3) codificam moléculas que formam um heterodimero
constituido por uma cadeia alfa ¢ um dominio B2-microglobulina, esse codificado no
cromossomo 15. A cadeia alfa é composta por cinco dominios, sendo eles: al e a2 (que
formam a fenda de ligagdo do peptideo), a3 (o qual liga-se ndo covalentemente a [B2-
microglobulina), um dominio transmembrana e um citoplasmatico, responsavel pelo envio de

sinais intracelulares (Figura 2) (3,27).

Fenda de Igacho ———__ Pent
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Figura 2: Estrutura linear e tridimensional da molécula HLA de Classe | (27)

As moléculas de HLA de classe | sdo montadas no reticulo endoplasmaético, onde ha
a unido nao covalente de suas cadeias alfa e beta. Moléculas como p57 do reticulo
endoplasmatico, tapasina (TAP), chaperonas, calnexina e calreticulina sdo de grande
importancia para a montagem da molécula de MHC de classe | (27).

Considerando os genes de classe | classicos, uma mesma molécula de HLA tem a
capacidade de apresentar diversos peptideos antigénicos diferentes, variando conforme o
padrdo da fenda de ligacdo da molécula de HLA (28,29). Por terem uma menor variabilidade,

0s genes HLA de classe | ndo classicos codificam moléculas que reconhecem um menor
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repertorio de peptideos, considerando que sua principal fun¢do é a modulacdo das respostas
imunitérias (7,22-24).

Os peptideos que se ligam as moléculas HLA de classe | sdo processados de
antigenos maiores por meio de proteassomos no citosol (27,30) e sdo posteriormente
destinados ao reticulo endoplasméatico com o auxilio da TAP (Transporter associated with
Antigen Processing) (31). Chaperonas atuam como proteinas acessorias para que 0 processo,
desde a montagem da molécula de HLA de classe | até o acoplamento da mesma com um
peptideo, possa ser estabelecido (31). Apos o acoplamento do peptideo, a molécula de HLA
de classe | é transportada para o complexo de Golgi, onde ocorre sua glicolizacdo e
finalmente apresentacdo na superficie da célula (27,32) (Figura 3).

Ao ser apresentado na superficie celular, a molécula de HLA de classe | interage com
receptores TCR (T cell receptor) de células T CD8" e com uma variedade de receptores
(ativadores ou inibidores) das células T e NK. A interacdo com receptores, somado a outros
sinais nos linfdcitos, pode resultar na ativacdo dessas células e desencadear uma resposta
especifica contra este antigeno, acarretando na destruicdo das células infectadas ou de células

anormais, ou inibir a acao dessas células (3,33).

CD38* T cell
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Figura 3: Processamento e apresentacao antigénica pelas moléculas MHC de classe 1 (30).
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O HLA-F, um dos genes HLA de classe | ndo classico, estd presente na por¢do mais
telomérica do MHC (Figura 1). De acordo com as anotacbes do genoma humano de
referéncias (versdes hgl9 ou hg38), o gene HLA-F apresenta 7 éxons e 6 introns, com uma
regido 5’ nado traduzida de aproximadamente 123 bases no éxon 1 e uma regido 3’ nao
traduzida que se inicia no éxon 7 (Figura 4).

No banco de dados IPD-IMGT/HLA (versdo 3.24.0.1) estdo descritos 22 alelos que
codificam 4 proteinas diferentes de HLA-F. Estes alelos foram caracterizados entre as
posicbes -300 e +3250, considerando a Adenina do primeiro ATG traduzido como
nucleotideo +1. Portanto, 0 HLA-F é o segundo gene menos varidvel entre os loci de classe |
do ponto de vista da presenca de alelos diferentes, no entanto, € o mais conservado quando se
considera o numero de diferentes proteinas codificadas por estes alelos (Tabela 1).

Pela escassez de estudos acerca da variabilidade de HLA-F em popula¢cdes mundiais,
0 HLA-F poderia apresentar uma maior variabilidade do que a conhecida atualmente. O
estudo em populagBes com indices altos de miscigenacdo, como a brasileira, poderia mostrar
se a baixa variabilidade desse gene é uma caracteristica encontrada mundialmente.
Historicamente, o Brasil foi palco de diversas coldnias provindas de varias partes do mundo,
como por exemplo a populacdo europeia (principalmente portugueses, espanhais, italianos e
alemaes), africana, arabe e orientais, além da populacdo indigena de origem. Por conta desta
mistura, a diversidade genética no Brasil seria muito relevante (34). Porém, de fato, a
conservacdo da HLA-F em nivel proteico foi demonstrada em um estudo anteriormente
realizado no Brasil, onde, apesar dos 25 alelos novos de HLA-F aqui detectados, a maioria dos
alelos codificava uma mesma proteina HLA-F (35).

Além da variabilidade, a funcdo da molécula HLA-F ainda é pouco explorada.
Acredita-se que a molécula de HLA-F possua func@es tolerogénicas, semelhante ao ja descrito
para moléculas HLA-E e HLA-G (7,22-24,36). Muitos trabalhos descrevem a HLA-F como
uma molécula expressa em células B, células T quiescentes, mondcitos, tecidos linfdides,
timo e baco, figado fetal, pele e bexiga (18,22,36-41). Além disso, a molécula de HLA-F tem
sido descrita em células do trofoblasto extraviloso a partir do segundo més de gestacdo e em
linfocitos ativados.

No entanto, sua funcdo ainda ndo é bem definida, assim como sua expressao na
superficie celular é questionada: é detectado o mMRNA de HLA-F, mas a molécula parece ficar
retida intracelularmente, sendo expressa na superficie em condicdes especificas (21,37,38,42—
45).

Por ser um gene muito conservado entre humanos e primatas (incluindo bonobo,
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gorila, orangotango e chimpanzé), acredita-se que o gene HLA-F e a molécula que ele
codifica podem ter fungdes criticas e de grande importancia na resposta imunoldgica (18,37).
Trabalhos realizados com esse gene sugerem que proteinas provenientes do HLA-F possam
estar envolvidas em conjunto com as moléculas HLA-G e HLA-E na regulacdo da atividade
das células T e NK (46).

J& foi descrito também que as moléculas de HLA-F podem formar tetrdmeros e
interagir com o0s receptores inibitorios ILT2 e ILT4 das células T (22,47), assim como a
molécula HLA-G (23,48). Isso sugere uma funcdo imunomodulatoria da molécula de HLA-F
semelhante ao HLA-G, porém, diferente de HLA-G e HLA-E, ainda ndo é conhecido nenhum
peptideo que se associe a molécula de HLA-F de forma estavel (47), o que contribui para sua
questionada expressao na superficie celular.

Outra hipdtese é que a funcdo de HLA-F é preferencialmente intracelular, estando
associado com outras moléculas HLA de classe I na forma de “moléculas abertas” (open
conformers) (39,46,49). Essas moléculas em conformacdo aberta ndo estariam complexadas
com peptideos e por isso apresentariam instabilidade. A funcdo de HLA-F entdo estaria
envolvida na estabilizacdo dessas moléculas ou mesmo serviria como mecanismo de
reciclagem de outras moléculas HLA de classe I, além de poder estar associada a um
mecanismo de apresentacdo cruzada de antigenos exdgenos (39,46,49). Além disso, esses
complexos de HLA-F com moléculas abertas poderiam também interagir com receptores KIR
nas células NK influenciando sua funcdo. Essa hipoOtese deve-se ao fato de evidéncias da
localizagdo comum das moléculas HLA-F e open conformers (39,46,49). Dessa forma,
embora ainda ndo definida, a funcdo da molécula HLA-F é sugerida como envolvida com a
imunomodulacdo, mas parece participar de mecanismos diferentes das outras moléculas HLA
ndo classicas (39,49).

Alguns trabalhos associam a expressdo da molécula de HLA-F em tumores com um
mau prognostico do paciente (50,51). Esse fato se da pela associacdo desta molécula com
possiveis funcdes de imunossupressdo do sistema imunoldgico, o que acarretaria para essas
células neoplasicas a capacidade de escape das células efetivas do sistema imune, auxiliando
em sua disseminacdo (50-53).

Apesar de haver algumas associa¢cdes com doencas, como carcinoma hepatico (53),
carcinoma de esdfago (52) e carcinoma mamario (51), e até mesmo sugestdes sobre seu papel
na resposta imunolégica, 0 HLA-F é um gene pouco explorado quanto a sua variabilidade em
popula¢bes mundiais. Os estudos publicados foram feitos na China, onde ha um baixo indice

de miscigenagédo (54), e em uma amostragem brasileira da cidade de Curitiba, estado do
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Parand (41), os quais se descrevem os principais alelos presentes nessas amostras. No entanto,
apenas polimorfismos que caracterizam os principais alelos foram considerados. Apenas
outros dois estudos descreveram a variabilidade estendida do gene HLA-F, com metodologias
diferentes (35,36).

Em geral os trabalhos sobre variabilidade de gene HLA concentram sua exploracgdo e
discussdo nas regides codificadoras, que irdo diretamente influenciar a estrutura da proteina
codificada e, portanto, quais peptideos essas moléculas poderdo ligar e com quais receptores
essas moléculas poderdo interagir, modificando diretamente sua funcdo. No banco de dados
IPD-IMGT/HLA estdo descritos alelos para cada um dos genes HLA e regulamenta
principalmente a variabilidade da regido codificadora, informando variagdes existentes em
éxons e introns. Aproximadamente 300 pares de base antes do primeiro ATG traduzido
(Figura 4) também sdo considerados, além de segmentos da regido 3’ ndo traduzida dos
genes. Essas sequéncias ndo fazem parte da regido codificadora, mas sdo as regides
regulatdrias.

A regido 3’ ndo traduzida se inicia apds o codon de parada da traducdo e estende-se
até o fim do mRNA. Este segmento pode influenciar a estabilidade do mRNA e sua
disponibilidade, por ser alvo para ligacdo de pequenos RNAs ndo codificadores, os chamados
microRNA. Essa ligagdo consiste em um mecanismo de regulacdo da expressao génica pos
transcricional o qual impede a traducdo e/ou degrada 0 mRNA, regulando negativamente a
expressao do gene (55,56).

O segmento de DNA que antecede o codon de iniciacdo da traducdo (ATG), cujo
tamanho pode variar de gene para gene, € chamada de regido promotora do gene. Nessa regido
estdo presentes os elementos que regulam a transcricdo de um gene, ou seja, é o local onde o
aparato basal de transcricdo se monta para iniciar a producdo de mRNA. Na regido promotora
cerne e proximal estdo os sitios mais conhecidos de ligacdo a fatores transcricionais, como
TATA box e CCAAT box, onde se liga o aparato basal de transcri¢do (43). Nessas e na regido
promotora distal estdo sitios chamados de estimuladores e silenciadores, nos quais se ligam
fatores de transcricdo, proteinas ativadoras ou repressoras da transcri¢do, que vao influenciar
diretamente a expresséo do gene (43).

Os primeiros estudos que descreveram a estrutura do gene HLA-F mostraram que sua
regido promotora proximal se assemelha as dos genes HLA de classe | classicos, fazendo com
gue a expressao da molécula de HLA-F também fosse similar as das moléculas classicas
(8,42). No caso do HLA-F, nessa regido promotora proximal ha elementos responsivos ao NF-
kB, IRF1 (IFN-y) e CIITA (43,57).
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Diferente dos genes HLA de classe | cléssicos, mas semelhante ao HLA-G, na
promotora cerne do HLA-F o elemento denominado Inr (“Initiator”’) ndo é conservado, 0 que
pode explicar a relativa limitacdo da expressdo da molécula a alguns tecidos (43). Assim,
tendo elementos regulatérios semelhantes na regido promotora, tanto comparados aos genes
HLA de classe I, como ao HLA-G, a expressdo de HLA-F apresentaria um perfil intermediario
(42,58,59).

Como citado anteriormente, a regido promotora distal, mesmo que esteja mais
distante do inicio da transcricdo do gene, pode conter sitios ligacdo a proteinas regulatorias
que acentuam ou silenciam a expressé@o génica. Para o0 HLA-F, quando em 1990 GERAGHTY
et al. o descreveram primeiramente essa promotora distal, foi encontrado sequéncias
altamente repetitivas configurando a presenca de um microssatélite (Figura 4). Além da
influéncia estrutural na molécula de DNA, que por si interfere no nivel de expressdo de um
gene, ndo foi descartado a possivel fungdo regulatéria dessa regido repetitiva (42).

Portanto, além da regido codificadora, cuja variabilidade pode influenciar a funcéo
devido a alteracbes no produto proteico final, a quantidade de mRNA transcrito e a
guantidade de proteina traduzida sdo influenciadas pelas regifes regulatorias. Desta forma, o
presente trabalho objetivou avaliar a diversidade da regido promotora distal do gene HLA-F
em amostras brasileiras provenientes do estado de S&o Paulo (indicado na Figura 4). Como
sera abordado mais adiante, a regido de microssatélite ndo foi considerada. Acredita-se que
polimorfismos funcionais do HLA-F estejam localizados nas regides regulatérias do gene,

influenciando diretamente sua expressao.

Regiiio considerada no
banco de dados INMGT/HLA

Regiio repetitiva
Poli purina (AG) HLA-F

| 4 - Em O EmE 1 O
| it

-1893 943 556 -300 +3250 +4252

Regido promotora distal Regido estendida em LIMA, 2015.

considerada nesse estudo
Figura 4 - Estrutura e regifes consideradas para o estudo da variabilidade de gene HLA-F. As posicdes
sdo relativas a primeira adenina do ATG transcrito considerado como nucleotideo +1. Imagem
propria.
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