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Resumo

O Complexo HLA (Human Leukocyte Antigen Complex) é a regido mais variavel do genoma
humano. O gene HLA-A ¢é o segundo mais polimdrfico do grupo e responsavel por codificar
moléculas envolvidas no processo de apresentacdo antigénica e modulacdo das células NK
(Natural Killer). Diversos estudos avaliaram a variabilidade do gene HLA-A em populacdes
mundiais. No entanto, estes estudos focaram-se principalmente na variabilidade dos éxons,
ignorando a variabilidade de introns e regides regulatorias. A variabilidade do gene HLA-A é
particularmente elevada no segmento que codifica a fenda de ligacéo a peptideos (éxons 2 e 3),
relacionado com a funcdo de apresentacdo antigénica e alvo de selecdo balanceadora. No
presente estudo avaliamos a diversidade genética do gene HLA-A considerando um segmento
continuo que compreende o promotor estendido (1.5 Kb upstream do primeiro ATG traduzido),
todos os éxons (incluindo a regido 3’ nao-traduzida) e introns por meio de sequenciamento
paralelo massivo. As estratégias computacionais empregadas no estudo utilizam-se de
programas de livre acesso ou desenvolvidos localmente, viabilizando um mapeamento
adequado das sequéncias produzidas e a genotipagem/haplotipagem para genes HLA. A
variabilidade detectada para o gene HLA-A em uma amostra brasileira demonstrou que 0s
segmentos regulatorios apresentam poucas sequéncias diferentes, porém as sequéncias
existentes sdo bastante divergentes entre si. As variantes regulatorias apresentam alto
desequilibrio de ligacdo com variantes da regido codificadora. Assim como 0s éxons, 0s introns
do gene HLA-A sdo bastante variaveis. Além disso, padrdes de diversidade molecular sugerem
que a regido promotora, juntamente com a regido codificadora, estdo sob 0 mesmo tipo de
pressao seletiva, mas um cendrio diferente é observado para o éxon 4 e para a regido 3’ ndo-
traduzida.

Palavras-chave: selecdo balanceadora, haplotipos, alelos, HLA-A, selecdo natural,

Sequenciamento de Nova Geragéo, polimorfismos, evolugéo.
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Introducéo

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex) consiste de um grupo de genes localizados no brago curto do
cromossomo seis (6p21.3), em um segmento de aproximadamente 4Mb (0.13% do genoma
humano). Este complexo apresenta cerca de 200 genes (Klein e Sato, 2000a; b), representando
ao todo cerca de 0.5% dos genes codificadores de proteinas descritos no genoma humano
(Shiina et al., 2009). Em sua maioria 0s produtos génicos codificados pelo MHC estdo de
alguma forma envolvidos com a resposta imune, sendo eles: ligantes, receptores, fatores de
sinalizacdo celular, moléculas reguladoras do processo transcricional. Os produtos génicos
codificados pelo MHC estéo relacionados a contextos imunes diversos, tais como: inflamacéo,
processamento e apresentacdo antigénica (resposta imune adaptativa) e interaces com
receptores nas células NK (do inglés, Natural Killer), importantes na resposta imune inata
(Shiina et al., 2009). A regido do MHC é considerada a regido de maior densidade génica do
genoma humano, com uma média de 1 gene a cada 16Kb (Meyer et al., 2018). Além disso, 0
MHC é a regido mais variavel do genoma humano e o elevado polimorfismo deve-se
principalmente aos genes HLA (HLA, do inglés Human Leucocyte Antigens). O complexo HLA
codifica moléculas responsaveis pelo processamento e apresentacéo de antigenos. Os genes do
complexo HLA estdo envolvidos nos processos de combate a patdgenos, pois as moléculas que

codificam apresentam antigenos aos linfdcitos T (Klein e Sato, 2000a).

Didaticamente, os genes do complexo HLA estdo divididos em dois grupos principais,
denominados genes de classe I e Il. Os genes de classe I, HLA-A, HLA-B e HLA-C, sdo também
conhecidos como genes HLA de classe | classicos e codificam glicoproteinas transmembrana
expressas na maioria das células nucleadas. Essas moléculas atuam na apresentacdo de
antigenos extracelulares aos linfocitos TCD8 durante a resposta imunitaria adaptativa (Klein e
Sato, 2000a; b; Goldberg e Rizzo, 2015). Os genes HLA-G, HLA-E e HLA-F sé&o considerados
genes de classe | ndo classicos (Geraghty et al., 1992; Klein e Sato, 2000a; b). Embora
apresentem semelhanca estrutural e molecular aos genes classicos, possuem padrdes de
expressao distinto e estdo relacionados principalmente com o processo de tolerdncia
imunoldgica (Barrow e Trowsdale, 2008; Carosella et al., 2008; Crispim, Duarte, et al., 2008;
Harada et al., 2015; Martinez et al., 2017). Em geral, as moléculas ndo classicas ligam-se a
receptores presentes em linfocitos T e células NK, modulando a acéo destas células (Donadi et
al., 2011). Os genes de classe Il, HLA-DPAL, HLA-DPB1, HLA-DQAL1, HLA-DQB1, HLA-
DRB1 e HLA-DRA1 também estdo envolvidos com o processo de apresentacdo antigénica,
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porém suas moléculas apresentam antigenos aos linfocitos TCD4 na superficie celular
(Touraine et al., 1989).

Os genes HLA séo considerados os genes mais polimorficos do genoma humano,
possuindo uma ampla diversidade alélica, ou seja, diversas sequéncias de DNA especificas para
um determinado gene HLA. O banco de dados IPD-IMGT/HLA constitui um banco
especializado em catalogar sequéncias HLA, contendo informagGes detalhadas sobre a origem
e validacao dessas sequéncias (Robinson et al., 2016). Este banco de dados conta atualmente
com um total de 17.344 sequéncias de alelos descritos. A gama de sequéncias HLA descritas
extrapola mais de 16.000 sequéncias para genes HLA de classe | (Tabela 1) e por volta de 4.000

sequéncias para os genes HLA de classe Il (Robinson et al., 2016).

Tabela 1. Numero de alelos identificados para os genes HLA de classe | (banco de dados IPD-
IMGT/HLA, verséo 3.36.0.1/20-02-2019).

HLA DE CLASSE | CLASSICOS

Gene Alelos Proteinas
HLA-A 5018 3398
HLA-B 6096 4248
HLA-C 4852 3193

HLA DE CLASSE | NAO CLASSICOS

Gene Alelos Proteinas
HLA-E 30 9
HLA-F 44 8
HLA-G 68 19

Estrutura e fungdo das moléculas HLA

As moléculas HLA de classe | classicas sdo expressas na maioria das células nucleadas,
ligam peptideos de origem endogena e os apresentam na superficie celular aos receptores de
linfécitos TCD8. Caso sejam reconhecidos como ndo-préprios, uma resposta citotdxica podera
ocorrer. No entanto, caso peptideos proprios sejam reconhecidos como estranhos ao organismo,
ha& possibilidade de desenvolvimento de doencas autoimunes (Matzaraki et al., 2017). As
moléculas de classe Il sdo expressas em células apresentadoras de antigenos e em geral
apresentam peptideos de origem exdgena as células TCD4 na superficie celular, levando a um

processo de sinalizagdo celular que estimula a multiplicacdo das células T-helper, levando, por
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consequéncia, a estimulacdo das células B, que séo responsaveis pela producdo de anticorpos

contra o antigeno que desencadeou a resposta (Rock et al., 2016).

As moléculas HLA de classe | e Il apresentam fragmentos protéicos as células TCD8 e
TCD4, respectivamente. Essas moléculas sdo essenciais para a imunidade mediada por células
e surgiram no inicio do sistema imune adaptativo cerca de 500 milhdes de anos atras (Flajnik e
Kasahara, 2010). A estrutura de uma molécula de classe |, independentemente do gene que a
codifica, compreende uma cadeia a pesada codificada no cromossomo 6, associada com uma
cadeia B2-microglobulina codificada no cromossomo 15 (Figura 1) (Klein e Sato, 2000a). A
cadeia a possui cinco dominios principais. Os dominios al e a2 dao origem a ‘fenda de ligacao
a peptideos’ e estdo envolvidos com o acoplamento de peptideos. Esta fenda provavelmente
evoluiu a partir da estrutura de chaperonas, uma vez que a) chaperonas ligam-se a fragmentos
proteicos, b) diversas chaperonas possuem estrutura similar as moléculas MHC; c) existem
diversas moléculas que se assemelham estruturalmente ao MHC e que atuam como chaperonas
especificas no processo de apresentacdo antigénica restrita ao MHC (i.e tapasina) (Dong et al.,
2009; Rock et al., 2016). As cadeias a possuem também um dominio semelhante a
imunoglobulina (a3), que interage com co-receptores presentes nas células T, um dominio

transmembrana e um dominio citoplasmatico (Figura 1) (Klein e Sato, 2000a).

MHC de classe I

Peptideo

Dominio al Dominio a2
Fenda de ligacio

a0 peptideo /

Dominio a3

p2-microglobulina Dominio

transmembrana
Ponte dissulfeto ==~~~

B2 - microglobulina Dominio Ig

Figura 1. A esquerda, representaco grafica computadorizada da molécula HLA-A2, contendo todos os
dominios estruturais e um peptideo acoplado na fenda ligadora de peptideos. Fonte: Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/structure/SEQ0). A direita, ilustracdo da estrutura da molécula HLA de classe |,
composta por trés dominios alpha, regido transmembrana acoplada a membrana plasmatica, cauda
citoplasmatica ¢ o dominio de f2-microglobulina, ligado por meio de ligagdes ndo-covalentes a cadeia
alpha. Fonte: Adaptado de Abbas, et. al. Cellular and Molecular Immunology, 2008, p. 193.
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Esta semelhanga estrutural entre as diferentes moléculas de classe I se deve ao fato de
que os genes desse complexo originaram-se por duplicagdes imperfeitas de blocos génicos
(Kulski et al., 2000). O MHC tem sido descrito como uma regido polimdérfica composta por
blocos conservados. Na regido de classe | temos os blocos génicos alfa e beta. O bloco alfa
contém os genes HLA-F, HLA-G, HLA-A e pseudogenes como HLA-H e HLA-J. Dentro do
bloco beta existem duas grandes duplicagdes de segmentos contendo os genes HLA-B, HLA-C,
MICA e MICB. Essas duplicacBes contém segmentos que compartilham aproximadamente 30
kb de sequéncias, incluindo sequéncias codificadoras e intergénicas, sendo que a maior parte
das diferencas entre as duplicacOes estdo relacionadas com a alta quantidade de insercdes e
delegdes, contendo retroelementos, pseudogenes e outras sequéncias repetitivas inseridas
nesses segmentos (Dawkins et al., 1999; Gaudieri et al., 1999; Kulski et al., 2000). A origem
comum evidenciada para os genes do MHC acarreta uma grande similaridade de sequéncia
entre os varios genes HLA, dificultando abordagens para andlise individual da estrutura e
variabilidade de cada um desses genes.

No presente trabalho, avaliamos a variabilidade completa do gene HLA-A, incluindo
suas regides regulatdrias e introns, por meio de sequenciamento paralelo massivo. Por conta da
alta similaridade entre os genes do complexo HLA e do elevado polimorfismo, desenvolvemos
um workflow para anélise de dados utilizando ferramentas de bioinformatica. Os metodos
aplicados para a andlise de dados minimizam os custos de genotipagem e definicdo dos
haplétipos, uma vez que (a) utiliza bancos de dados e softwares gratuitos, (b) utiliza primers
desenvolvidos localmente e kits de preparacdo de biblioteca de DNA comuns, sem custos
adicionais além dos reagentes de amplificacdo e sequenciamento, e (c) permite a customizacao
dos experimentos, uma vez que outros alvos (genes) podem ser avaliados em conjunto com o
loci HLA. Além disso, a metodologia aqui desenvolvida avalia todo o gene, incluindo
segmentos regulatorios, ao invés de focar apenas nas sequéncias codificadoras como
comumente realizado na pratica clinica (Sheldon e Poulton, 2006). Para minimizar os
problemas de mapeamento erréneo de sequéncias de genes HLA, utilizamos o software hla-
mapper, que foi desenvolvido localmente por ocasido da realizacdo deste estudo e de estudos

envolvendo outros genes HLA (Castelli et al., 2018).

As moléculas HLA de classe | e classe Il sdo consideradas Gnicas no proteoma, uma vez
que apresentam elevado polimorfismo (>16.000 diferentes alelos ja catalogados) (Tabela 1). Essa
elevada variabilidade possui consequéncias interessantes, pois a presenca de polimorfismo no

topo das alpha hélices esta relacionada com modificacdo no padréo de interacdo entre a molécula
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HLA e o TCR (do inglés, T Cell Receptor). Além disso, variagdes no sitio de ligacao ao peptideo

estdo relacionadas com o perfil de peptideos apresentados (Rock et al., 2016).

Os residuos polimorficos presentes na fenda de ligacdo ao peptideo sdo capazes de gerar
mudancas na localiza¢do dos ‘bolsdes’ (pockets). Esses pockets sdo preenchidos por cadeias
laterais de aminoacidos variaveis complementares, também conhecidos como ‘residuos ancoras’,
com a consequéncia de que diferentes fragmentos de um determinado antigeno podem ser
apresentados por diferentes moléculas HLA (Falk et al., 1994; 2006). Préximo aos residuos
ancoras, outros aminoacidos preenchem o espaco livre, podendo ser qualquer um dos 20
aminoacidos existentes. Uma vez que essas moléculas possuem pockets com especificidade para
somente algumas poucas cadeias laterais, permitindo que haja variacdo de 6 a 10 aminoacidos
dentre todas as possibilidades, cada molécula HLA pode apresentar um alto repertdrio de
peptideos. Em teoria as moléculas HLA de classe | podem apresentar cerca de 6 x 20° peptideos
diferentes e HLA de classe Il cerca de 12 x 20*°. Contudo, todo esse repertério de peptideos ndo
pode ser apresentado na superficie celular, uma vez que ha uma estimativa de que cerca de
200.000 moléculas HLA de classe I e 20.000 de classe Il seriam encontradas na superficie de

uma célula T ou B (Eisen et al., 2012).

Importante ressaltar que diferentes moléculas HLA apresentam um conjunto diferente
de antigenos. Portanto, quando ha mutacdes em um determinado patégeno que altera um de
seus residuos ancoras criticos para interacdo adequada com as moléculas HLA, isso prejudica
a apresentacdo desse antigeno por um individuo portador das moléculas HLA que originalmente
apresentariam este antigeno. Porém, essa apresentacdo ndo € prejudicada em individuos
portadores de outras moléculas HLA (Schmid et al., 2010). Desta forma, o polimorfismo das

moléculas HLA é de extrema importancia para a adaptabilidade de uma populacao.

As moléculas classicas de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) associam-se a peptideos
antigénicos oriundos principalmente do meio intracelular. No entanto, alguns microrganismos
sdo capazes de adentrar o meio intracelular e suas proteinas sdo processadas pelos mesmos
mecanismos que processam as proteinas préprias do organismo. Portanto, nessas situagoes, as
moléculas de classe | classicas também podem se associar a antigenos virais, de

microorganismos intracelulares ou fagocitados (Murphy et al., 2012).

As moléculas MHC de classe | sdo montadas no reticulo endoplasmatico, onde ocorre a
unido das cadeias a ¢ B em um processo que requer a agao de chaperonas, calreticulina, p57,

calnexina e de uma proteina ligante muito importante na estabilizagdo das moléculas HLA de
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classe | recém-sintetizadas, denominada 2-M (Beta-2 microglobulina). Apds a montagem, as
moléculas HLA associam-se a um peptideo e sua versdo completa (complexo HLA + peptideo)
é exportada a superficie celular, podendo entéo interagir com os receptores de células T (Yang
et al., 1996; Klein e Sato, 2000a; Abbas et al., 2007). A geracdo dos peptideos que serdo
apresentados pelas moléculas de classe | envolve a participacdo de um complexo multiproteico
conhecido como proteassomo. As proteinas destinadas a este complexo, de alta capacidade
proteolitica, sdo marcadas com ubiquitinas e os peptideos gerados no citosol sao transportados
ao reticulo endoplasmatico por meio do TAP. No reticulo, esses peptideos podem associar-se
com moléculas HLA de classe | (Figura 2) (Yang et al., 1996; York e Rock, 1996; Abbas et al.,
2007).

Na superficie celular, o complexo HLA + peptideo interage com receptores TCR e CD8
dos linfocitos T citotoxicos (CTLs), ou ainda, com diversos outros receptores de células NK,
que podem ser ativadores ou inibitérios. Na ocasido da interagdo entre MHC e TCR, uma série
de proteinas estabilizam essa interacdo, permitindo com que ligante e receptor fiquem unidos
tempo o suficiente para uma eventual ativagdo de um linfocito antigeno-especifico (Gao et al.,

2000; Klein e Sato, 2000b) quando do encontro deste antigeno.

Célula T citotoxica

Membrana plasmatica

Complexo
peptideo/MHC I

/e
Proteassomo ""N’“ Peptideos
Nl
QW

o %

Calreticulina

Citosol

Proteina Complexo de Golgi

Tapasina

Ribossomo

Translocador

Figura 1. Via de processamento de antigenos das moléculas MHC de classe I. Fonte: Adaptado de
SCHOLZ, C.; TAMPE, R. The intracellular antigen transport machinery TAP in adaptive immunity and
virus escape mechanisms. J Bioenerg Biomembr, v. 37, n. 6, p. 509-15, Dec 2005.
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Deve-se ressaltar que cada linfocito inativo presente na circulagdo possui um TCR com
uma Unica especificidade, que foi determinada por um mecanismo de rearranjo génico e que foi
selecionado durante as fases de maturacdo dos linfécitos e selecdo timica. Em situacdes
normais, esta selecdo permite que apenas linfécitos que apresentam uma afinidade (porém
baixa) pelas moléculas HLA do individuo e que ndo se associam fortemente com moléculas
HLA do individuo carreando antigenos préprios sdo liberados na circulagdo. Desta forma, cada
linfécito possui uma especificidade distinta, porém sua diversidade permite com que a gama de
antigenos estranhos reconhecido por essas células do sistema imunitario seja muito grande
(Lederberg, 1988; Abbas et al., 2007; Lima et al., 2016). Somente os linfocitos que encontraram
um antigeno com o qual seu receptor é capaz de interagir poderdo ser ativados a fim de
proliferarem e se diferenciarem em células efetoras (Pardigon et al., 1998). Além disso, a
ativacdo das células T necessita também de sinais co-estimulatorios (Pardigon et al., 1998). A
presenca ou auséncia desses sinais pode acarretar na ativacdo do linfécito T ou a inducdo de
tolerancia (Sakaguchi et al., 2008).

Embora a selecdo negativa atue eliminando linfocitos auto-reativos durante seu
desenvolvimento no timo (Kazansky, 2008), em algumas situagfes, as moléculas HLA
apresentam antigenos préprios aos linfocitos, podendo levar ao desenvolvimento de doencas
autoimunes (Caillat-Zucman, 2009; Lima et al., 2016). O processo de selecdo negativa consiste
em um dos mecanismos mais importantes no processo de tolerancia a auto-antigenos (Janeway
Ca Jr, 2001; Abbas et al., 2007). Por outro lado, a sele¢do positiva garante o desenvolvimento
das células T cujos receptores interagem fracamente com moléculas MHC do hospedeiro. As
células T maduras, cujos precursores sofreram selecdo positiva no timo, agora sdo capazes de
reconhecer antigenos ndo-préprios, apresentados pelas mesmas moléculas HLA do hospedeiro
nas APCs nos tecidos periféricos (Janeway Ca Jr, 2001; Lima et al., 2016).

As células NK pertencem ao grupo de células que compde a imunidade inata, eliminando
células tumorais ou infectadas por virus sem a necessidade de sensibilizacdo prévia. A reducéo
ou auséncia de moléculas HLA de classe | na superficie da célula alvo é um dos mecanismos
que ativam a lise celular mediada pelas células NK. Contudo, as células NK apresentam uma
variedade de receptores em sua superficie celular com capacidade de ligagdo com moléculas
HLA de classe I, inibindo ou aumentando a citotoxicidade mediada por essas células (Davis et
al., 1999). O reconhecimento das moléculas HLA de classe | pelos receptores KIR (do inglés,
Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) presente nas células NK é central no controle da

funcéo das celulas NK, bem como na modulagéo da ativagdo dos linfocitos T citotoxicos. Dentre
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os receptores KIR, o KIR3DL2 parece interagir com variantes do gene HLA-A conhecidas como
HLA-A3 e HLA-A11, contudo mais estudos ainda precisam ser realizados para a confirmacéo

desses achados (Hansasuta et al., 2004).

O gene HLA-A e suas funcdes

Considerando a alta variabilidade encontrada nos genes classicos, € improvavel que dois
individuos sejam idénticos quanto a estes polimorfismos considerando-se todos os genes de
classe I. Se por um lado esta variabilidade ¢ interessante do ponto de vista populacional, pois
aumenta a capacidade de apresentacdo antigénica, por outro lado, a eventual necessidade de
realizacdo de transplantes em humanos torna essa variabilidade problemética, uma vez que a
compatibilizacdo desses polimorfismos é crucial para uma boa aceitacdo do enxerto. A rejeicao
ao enxerto ocorre quando hd um transplante de tecidos de um individuo para um receptor
geneticamente diferente, levando a uma resposta imunoldgica direcionada ao 0rgédo

transplantado.

A montagem de respostas imunes adaptativas aos tecidos enxertados séo o principal
impedimento contra 0 sucesso de um transplante. A rejei¢do é causada por respostas imunes
contra aloantigenos do 6rgdo enxertado, gque consistem em proteinas que variam entre
individuos da mesma espécie e que passam a ser reconhecidas pelo sistema imune do
hospedeiro como estranhas (resposta imune alorreativa). Os principais alvos no processo de
compatibilizagdo de 6rgdos para transplantes sdo as moléculas HLA de classe | cléssicas e de
classe 1. Quando o doador e o receptor diferem quanto ao MHC, a resposta imune alorreativa
é dirigida contra moléculas MHC n&o-préprias alogénicas presentes no orgao enxertado.
Existem dois modos possiveis de apresentacdo dos aloantigenos para as células T do receptor.
Na via conhecida como alorreconhecimento direto, as células apresentadoras de antigenos
derivadas do doador podem migrar pelos linfonodos localizados préximos a regido do enxerto
e ativar as células T do hospedeiro. Desta forma, as células T alorreativas efetoras ativadas sdo
direcionadas ao enxerto. O segundo mecanismo que pode desencadear 0 processo de
alorreconhecimento envolve a captacdo de proteinas alogénicas por APCs do préprio receptor
e sua posterior apresentacdo as células T, incluindo Treg(s), por moléculas MHC proprias,
processo conhecido como alorreconhecimento indireto (Bradley, 1991; Sheldon e Poulton,
2006; Abbas et al., 2007; Hansen et al., 2008; Chinen e Buckley, 2010; Ayala Garcia et al.,
2012; Murphy et al., 2012)
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Alguns estudos ja demonstraram que variagdes em um unico aminoacido em uma dessas
moléculas HLA classicas pode levar a rejei¢do aguda em situacdes de transplante de medula
0ssea, pelos mecanismos expostos anteriormente. A analise dos segmentos das porcdes que
acoplam peptideos (dominios al e 02) justifica-se pela importancia dessa regido na
compatibilizacdo com receptores TCR que passaram pelo processo de selecdo timica

(reconhecimento proprio e ndo-préprio) (Choo, 2007; Ayala Garcia et al., 2012).

O gene HLA-A, alvo do presente estudo, apresenta atualmente um total de 5.018 alelos
(Tabela 1), que codificam 3.398 proteinas distintas. Desta forma, o gene HLA-A é o segundo
mais variavel do genoma humano em termos do nimero de alelos diferentes, superado apenas
pelo gene HLA-B (Tabela 1). Grande parte da variabilidade encontrada atualmente para esse
gene concentra-se nos éxons 2 e 3, responsaveis pela codificacdo da fenda de ligacdo de
peptideos (dominios al e a2). Contudo, a variabilidade nesses segmentos justifica-se pela
grande importancia dada a esses dominios nos diversos contextos patoldgicos e fisiolégicos.
Em geral, estes sdo os segmentos avaliados pelos diversos laboratorios de histocompatibilidade

gue avaliam a compatibilidade entre doadores e receptores.

A estrutura da molécula HLA-A é de fundamental importancia para o desempenho da
sua fungdo. Neste contexto o dominio a3, codificado pelo éxon 4, mostra-se importante para a
manutencdo da resposta imune adaptativa. A interagdo entre linfocitos TCD8 e seu alvo
(moléculas HLA) requerem a interacao fisica entre CD8 e por¢des conservadas no dominio a3
das moléculas HLA (Fayen et al., 1995). A perda ou dificuldade de interacéo entre o dominio
a3 e CD8 de linfocitos T reduz a sinalizagdo e ativagao de CTL (Wesley et al., 1993). Contudo,
polimorfismos no segmento a.3 parecem influenciar ndo sé a intera¢cdo com o CD8, mas também
com outros receptores. Um estudo de associacdo de variantes no dominio a3 do gene HLA-B
encontrou uma associagdo entre um polimorfismo no cédon 194 (acarreta troca de Isoleucina
por Valina) e progressao lenta do virus HIV, por alterar de forma significativa a interacdo da
HLA-B com receptores LIR1 (ILT2/LILRB1/CD85j) (Grifoni et al., 2013). Alteracdes nas
sequéncias do éxon 5 (dominio transmembrana) do gene HLA-A podem modificar a
conformacdo da molécula, uma vez que mutagdes nesse segmento podem originar moléculas
soliveis (ndo aderidas a membrana plasmatica) ou prejudicar sua ancoragem, com
consequéncias na estabilidade dessas moléculas na superficie celular e no desempenho de uma
resposta imunologica adequada. Alteracdes nas sequéncias dos éxons 6 e 7 podem levar a
alteragdes na regulacdo do padrdo de reciclagem e degradacdo de moléculas HLA-A. A

variabilidade desses éxons pode influenciar no nivel de sinais de regulacéo positiva ou negativa
23



destas moléculas na superficie celular e, dependendo da situacdo patoldgica, pode prejudicar a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos, bem como inibir a acdo das células NK, importantes

para a resolucéo de determinados quadros patologicos (Schaefer et al., 2008).

Embora a variabilidade nos éxons 2 e 3 seja bastante explorada, os demais segmentos
do gene HLA-A (incluindo suas regides regulatdrias) sdo comumente negligenciados. Nao esta
claro se a variabilidade nestes segmentos acompanha a variabilidade observada para os éxons
2 e 3, acarretando modificagbes funcionais como as descritas acima. Desta forma, a
variabilidade genética do gene HLA-A (fora dos éxons 2 e 3) pode estar subestimada, apesar do
elevado nimero de alelos registrado para o gene (tabela 1). Ainda, caso a variabilidade das
regides regulatérias do gene HLA-A seja tdo elevada quanto a observada para 0s éxons 2 e 3, é
provavel que diferentes hapldtipos encontrados nestes segmentos estejam relacionados com
perfis transcricionais distintos. Polimorfismos presentes na regido promotora poderiam
influenciar a ligacdo de fatores de transcricdo ou influenciar o perfil de metilagdo do gene.
Polimorfismos presentes na regido 3’ ndo traduzida poderiam influenciar a ligagdo de
microRNAs, modificando o perfil de transcricdo de determinados haplétipos. Por fim,
considerando a importancia do gene HLA-A para a manutencdo de uma reposta imunitaria
adaptativa, ndo esta claro se o perfil de selecdo balanceadora, que atua no segmento que codifica

a fenda de ligacao de peptideo, tambem atua nos demais segmentos do gene.

Muitos polimorfismos dos genes classicos foram associados com doengas autoimunes,
degenerativas, infecciosas e susceptibilidade a determinadas neoplasias (Hughes e Yeager,
1998; Meyer e Thomson, 2001; Penn et al., 2002; Bernatchez e Landry, 2003; Crispim,
Mendes-Junior, et al., 2008). Por exemplo, determinados alelos HLA-B relacionam-se com a
progressao da infeccdo relacionada ao HIV, na qual se encontrou uma forte associacao entre o
alelo HLA-B*58:01 e baixa carga viral e o alelo HLA-B*58:02 e alta carga viral em uma
populacéo do Sul da Africa. Essas variantes HLA-B diferem-se por apenas trés aminoacidos,
destacando que pequenas diferengas entre moléculas HLA de classe | podem refletir em
diferencas na especificidade de ligacdo de peptideos (Kiepiela et al., 2004). Um trabalho
realizado com uma populacdo de Mbeya, Tanzania, demonstrou que o alelo HLA-A*74:01 esta
associado com a protecdo contra infeccdo pelo virus HIV-1, porém progressao acelerada da
doencga (Koehler et al., 2010). Os mecanismos de susceptibilidade a infecgdo e progressdo néo
estdo bem caracterizados e precisam ser melhor estudados, contudo a auséncia ou presenca de
determinadas moléculas HLA podem estar relacionadas com diferentes capacidades de

apresentagéo antigénica, influenciando assim os desfechos nos diversos quadros patoldgicos, a
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exemplo das doencas infecciosas. O grupo de alelo HLA-A*24 parece relacionar-se com a
predisposic¢do ao Diabetes mellitus do tipo 1 e os grupos HLA-A*01, HLA-A*11 e HLA-A*31
parecem desempenhar um papel protetor (Nejentsev et al., 2007). Ainda, o alelo HLA-A*03:01
parece estar relacionado com a predisposi¢do (Fogdell-Hahn et al., 2000) e HLA-A*02:01 com
a protecdo a esclerose mdaltipla (Harbo et al., 2004).

Em situacOes de cancer, onde hd um descontrole nas vias que regulam a proliferacdo e
morte celular, o desenvolvimento de uma célula tumoral acontece em funcdo de uma sucesséo
de alteracdes de origem genética (Virani et al., 2012; Ramsuran et al., 2015) em genes criticos,
entre eles aqueles responsaveis pelo controle do ciclo celular (Smyth et al., 2001; Abbas et al.,
2007). As respostas imunolégicas capazes de destruir células tumorais consistem em linfocitos
T CD8 especificos a antigenos tumorais, células NK e macrofagos ativados. A ativagdo dos
linfécitos T possui um papel essencial no desencadeamento da resposta imune, pois estas
células podem desempenhar uma funcdo de vigilancia ao reconhecer e destruir células
potencialmente malignas que expressam peptideos derivados de proteinas celulares mutantes
ou proteinas virais oncogénicas. Estes peptideos sdo apresentados aos linfocitos T CD8+
associados a moléculas HLA de classe I, ou seja, peptideos oriundos da célula tumoral sdo
levados a superficie celular pelas moléculas HLA e o complexo HLA-peptideo € reconhecido
pelo receptor de células T. Neste contexto as moléculas HLA classicas tem papel crucial
(Cordon-Cardo et al., 1991; Da Silva et al., 2013). A auséncia das moléculas HLA é ocorréncia

comum em transformagdes malignas (Abbas et al., 2007).

Selec¢éo natural e o complexo HLA

Darwin prop6s em seus estudos que a selecdo natural possui como principio que
caracteristicas hereditarias que aumentam/promovem a aptiddo do individuo tendem a aumentar
em frequéncia nas populagdes com o passar do tempo e caracteristicas que diminuem a aptiddo
tendem a ser eliminadas (Darwin, 1859). A manutengdo ou eliminacdo dessas caracteristicas
operam por mecanismos distintos, podendo ser por meio da acdo de selecédo direcional (positiva

ou negativa) ou de selecdo balanceadora.

A selecdo direcional positiva atua sobre uma mutacdo adaptativa aumentando sua
frequéncia na populagéo. A do tipo direcional negativa, também conhecida como purificadora,
reduz a frequéncia da mesma ou elimina mutacBes deletérias na populacdo. A selecdo

balanceadora é responsavel pela manutencdo dos polimorfismos na populagdo e pode operar
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por mecanismos diferentes (vantagem do heterozigoto, flutuacdo e selecdo dependente de
frequéncia). A vantagem do heterozigoto considera que alelos especificos sdo favorecidos em
funcdo da sua habilidade de promover protecdo contra determinado patégeno, ou
contrariamente quando resultam na susceptibilidade a um determinado patdgeno (Penn et al.,
2002). A selecdo dependente de frequéncia prediz que os valores de fitness ndo séo fixados,
mas sdo capazes de modificarem-se em proporcdo a frequéncia de alelos ou gendtipos na
populacdo, i.e quando patdgenos mutam determinada sequéncia em seu material genético,
reduzem as chances de seus peptideos serem apresentados pelas moléculas HLA que possuem
elevada frequéncia, resultando em uma diminuicdo do fitness adaptativo, uma vez que a
molécula HLA frequente ndo sera capaz de reconhecer e apresentar esse antigeno. Na
sequéncia, moléculas HLA de menor frequéncia capazes de reconhecer esse peptideo
aumentardao de frequéncia, até que uma nova onda de adaptacdo do patdgeno aconteca e a
frequéncia desse alelo diminua novamente, permitindo o aumento de outras moléculas menos
frequentes (Meyer e Thomson, 2001). O mecanismo de flutuagdo considera que a intensidade
de selecdo natural varia conforme espaco e tempo. Se a frequéncia de patdgenos muda
constantemente, diferentes moléculas HLA serdo selecionadas em tempos distintos, diferente
do modelo dependente de frequéncia onde o valor do fitness muda conforme a frequéncia
alélica, no modelo de flutuacdo o fitness varia em funcao da frequéncia de patdgenos (Meyer e
Thomson, 2001; Meyer et al., 2018; Bitarello, 2011).

A expansao geografica recente dos humanos, incluindo processos de colonizacao, expde
nossa espécie constantemente ao contato com diferentes agentes patogénicos. Patdgenos
potencialmente letais influenciaram sobremaneira as frequéncias alélicas em nosso genoma.
Dessa forma, genes envolvidos com a imunidade apresentam assinaturas moleculares desse
processo de adaptagédo da populagdo humana a essas condigdes recentes (Ferrer-Admetlla et al.,
2008). Atualmente, destaca-se na literatura cerca de 91 genes que apresentam assinaturas de
selecdo positiva ou balanceadora, ou as duas formas, sendo que diversos desses estdo
envolvidos com a fungé@o imunolodgica e susceptibilidade a patdgenos (Sabeti et al., 2006). Por
iSs0, estudos que esclarecam as assinaturas de sele¢do natural atuando nos genes HLA, podem
trazer informagBes importantes acerca do passado evolutivo dessas moléculas, acrescentando

informacdes importantes quanto a funcao desses genes.

A alta variabilidade associada aos genes HLA, principalmente nos éxons 2 e 3, que
codificam a fenda de ligacédo ao peptideo, levaram alguns autores a estudarem o perfil de selecdo

nesses genes (Garrigan e Hedrick, 2003; Meyer et al., 2006; Buhler et al., 2016). Uma das
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hipoteses para a manutengdo da alta diversidade alélica observada nesses segmentos parece ser
a selecdo balanceadora mediada por microorganismos, que acarreta em um aumento da
heterozigozidade nesses segmentos. Diversos estudo tem buscado genes sob acdo de selecédo
balanceadora (capaz de gerar um fitness adaptativo), regime que mantém diversas variantes na
populacdo com frequéncias intermediarias, fazendo com que cada alelo persista na populagédo
por tempo maior do que aqueles sob acdo de selecdo neutra (Andres et al., 2009; Bitarello,
2011).

Neste caso, em uma populacdo exposta a diversos patdgenos, individuos heterozigotos
sdo favorecidos quando comparados aos homozigotos, uma vez que o repertorio de peptideos
apresentados pelos heterozigotos é maior (Doherty e Zinkernagel, 1975; Hughes e Yeager,
1998; Penn et al., 2002; Bernatchez e Landry, 2003). Um estudo realizado por Solberg e
colaboradores em 2008 considerando 497 populacdes, identificou um perfil de selecédo
balanceadora para o segmento codificador do gene HLA-A, sendo que as frequéncias alélicas
observadas nas diferentes populacbes diferiram bastante. Estas diferencas podem ser
justificadas pela acéo de forcgas seletivas atuando nessas regides, devido sua grande importancia
no processo de apresentacdo antigénica, sendo influenciado pelo contato com diversos
microrganismos atuando nessas populac6es. No entanto, o perfil de sele¢do avaliado considerou
basicamente polimorfismos presentes nos segmentos codificadores (Solberg et al., 2008) e ndo
considerou os segmentos relacionados com a regulacdo da expressao das moléculas HLA, tais
como regides promotoras € 3’ ndo traduzidas. Além disso, padrdes de migracao, deriva genética
e efeito fundador sdo outros fatores que podem levar a modificagdes nas frequéncias alélicas
(Hartl e Clark, 2007).

Os genes do complexo HLA estdo entre os alvos da selecdo natural em humanos. Em
especial destaca-se selecdo balanceadora atuando nos genes classicos, elevando a variabilidade
nestes genes (Solberg et al., 2008) e selecdo purificadora atuando nos genes nédo classicos. O
mecanismo subjacente a baixa variabilidade detectada nas regides codificadoras destes Ultimos
(genes ndo classicos) ainda ndo foi esclarecido, tornando-os virtualmente invariaveis quando
comparados aos seus vizinhos HLA-A, HLA-B e HLA-C (Castelli et al., 2011; Veiga-Castelli et
al., 2012; Felicio et al., 2014). Também foram encontradas evidéncias de selecdo balanceadora
atuando nas regides regulatorias 5’ e 3’ ndo traduzidas do gene HLA-G, mantendo uma alta
heterozigose entre os haplotipos encontrados (Castelli et al., 2011). Esta assinatura de selecdo
balanceadora atuando nas regides regulatérias do HLA-G, porém néo na regido codificadora,

foi encontrada em trés diferentes populacdes Africanas: Senegal, Begin e Congo (Gineau et al.,
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2015). Embora seja consenso a atuacao de selecdo balanceadora na regido que codifica a fenda
de ligacdo ao peptideo das moléculas classicas (assim como nas regides regulatorias do gene
HLA-G), ndo esta claro se esse mesmo perfil de selecdo também ocorre nos demais segmentos

dos genes classicos ou em suas regides regulatorias.

Levando em consideracdo a elevada variabilidade na fenda de ligacdo de peptideos,
alguns estudos discutem a possibilidade de VVantagem do Alelo Divergente (DAA, do inglés,
Divergent Allele Advantage). De acordo com esta proposta, individuos heterozigotos que
carregam alelos divergentes, teriam uma habilidade aumentada de apresentar uma maior gama
de peptideos comparado aos individuos carregando alelos proximos (Buhler et al., 2016). No
entanto, muitos estudos populacionais foram desenvolvidos nas Ultimas décadas e detectou-se
uma observacao contraditdria a essas hipdteses: uma alta proporcédo de homozigotos em um ou
mais genes HLA em populacbes pequenas e isoladas como as Amerindias, Tailandesas
aborigenes e ilhas do Pacifico, como resultado do rapido efeito da deriva genética durante suas
historias de migracdo (Black, 1992; Buhler et al., 2016). Neste contexto, a homogeneidade
genética dos Amerindios poderia ser associada a uma alta taxa de mortalidade dessa populacéo
apos a colonizacdo europeéia, o que os deixariam susceptiveis a uma série de doencas (Black,
1992). Contudo, esse raciocinio ndo se confirma nessas populacdes, i.e., populaces tailandesas
sdo extremamente populosas, apesar de serem consideradas as mais homogéneas quando

levamos em consideragédo o loci HLA (Lin et al., 2000).

Além disso, dados demograficos apontam que a populacdo Ami e Paiwan exibem 43%
e 76% de homogeneidade, respectivamente, para o loci HLA-A, com o alelo HLA-A* 24:02
atingindo frequéncia de 64.0% e 86.3%, respectivamente (Buhler et al., 2016). Os dados
encontrados ndo indicam uma possibilidade de extin¢do dessa tribo, sugerindo entdo que outros
mecanismos estdo envolvidos para assegurar uma resposta imune adequada nessas populacdes
(Buhler et al., 2016). Quando outras espécies sdo analisadas, observa-se um decréscimo na
expectativa de vida associado a homogeneidade das moléculas HLA. No entanto, isso ndo
acontece para todas espécies, destacando o envolvimento de outras forgas de selecdo natural
(Froeschke e Sommer, 2005; Huchard et al., 2010; Worley et al., 2010)

Recentemente um estudo demonstrou uma elevada frequéncia de variantes deletérias
em genes ndo-HLA localizados no complexo MHC, sendo que a frequéncia dessas variantes
aumenta conforme a proximidade com genes HLA, indicando uma dependéncia de ligacao
genética. Os resultados revelaram um custo indireto dessa diversidade genética mantida por

meio da acdo de selecdo balanceadora, o que na maioria das vezes é visto como algo positivo,
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trazendo implicagcOes para o processo de recombinacdo, bem como para a epidemiologia de

diversas doencas associadas ao complexo HLA (Lenz et al., 2016).

Entendendo os testes de assinatura de selecéo natural

Os testes para detecgdo das assinaturas de selecdo natural baseiam-se em testes de desvio
da neutralidade. Entende-se por neutralidade a condi¢do em que o alvo da analise (i.e um
determinado gene) sob observacdo ndo é afetado pela acdo da selecdo natural. Um ponto
importante a se destacar é que os modelos neutros admitem a possibilidade de intensa acéo
purificadora contra mutac6es fortemente deletérias (Bitarello, 2011;2016). Assim que a teoria
neutra foi proposta, permitiu-se o desenvolvimento de uma série de testes para a teoria nula da
neutralidade, que considera que as mudangas evolutivas resultam exclusivamente por conta da
ocorréncia de mutacdes e deriva genética, quando a teoria neutra é rejeitada, considera-se
hip6teses alternativas incluindo selegdo positiva, purificadora ou balanceadora (Meyer et al.,
2018). Uma vez que a hipdtese nula é baseada no modelo neutro da evolucdo, esses testes sdo
chamados de testes de neutralidade. Entre eles, destacamos os testes baseados na no
desequilibrio de ligacdo e diversidade, testes baseados no padrdo de distribuicdo de
frequéncia alélica, testes de contraste de variagdo intra e inter espécies e polimorfismos

compartilhados entre espécies (Meyer et al., 2018).

Os testes baseados em LD e diversidade consideram que, sob forte acdo de selecdo
positiva, as frequéncias aumentam rapidamente, reduzindo a diversidade de locus neutros ao
redor. Para selecdo balanceadora, onde duas ou mais variantes sao mantidas, a varia¢do genética
local aumenta na regido. Esses testes sdo excelentes para detectar selecdo positiva recente e

menos especificos para detectar selecdo balanceadora antiga (Meyer et al., 2018).

Os testes baseados nos padrdes de distribuicdo de frequéncia alélica comparam a
distribuicdo das frequéncias alélicas observadas com aquelas esperadas sob neutralidade.
Incluem-se aqui o teste D de Tajima, D de Fu e Li, F de Fu e Li, dentre outros. Quando
consideramos a selecdo positiva, espera-se observar 0 aumento no nimero de variantes de baixa
frequéncia, enquanto a selecdo balanceadora aumenta o nimero de variantes com frequéncia
intermediaria acerca do sitio selecionado. Esses testes podem detectar a presenca de selecdo
natural atuando ao longo de muitos periodos de forma comparativa, sdo mais eficientes quando
comparados aos testes de LD e Fst, porém sdo influenciados por parametros demogréaficos (Fu

e Li, 1993; Zhang et al., 2015; Meyer et al., 2018). No presente trabalho os testes descritos a
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seguir foram alternativas empregadas para avaliar o desvio da neutralidade e determinar as
assinaturas de selecdo presentes no gene HLA-A, sendo eles (a) teste de Ewens-Watterson
(Ewens, 1972; Watterson, 1978), que indica a possibilidade de neutralidade em determinado
segmento, onde pode acontecer uma selecdo direcionada (na qual identificamos um excesso de
homozigose), ou atuacdo de selecdo balanceadora, prevalecendo uma heterozigose maior que o
esperado; (b) teste D de Tajima (Tajima, 1989), que compara as estimativas © derivado do
numero médio de diferengas observadas nas sequéncias (m) ¢ o do numero de sitios de
segregacéo (S), utilizando um algoritmo de simulacédo de coalescéncia (Tajima, 1989; Excoffier
e Lischer, 2010) e (c) teste de Fu e Li (Fu e Li, 1993), que compara a estimativa © derivado do
namero de sitios de segregacao (S) e o nimero de mutac6es em singleton (alelos que aparecem
apenas uma vez na amostra), bem como compara as diferencas nos pareamentos (1) € o nimero
de mutacdes singleton. Este teste permite a avaliacdo de pontos de variagdo muito antigos (Fu
e Li, 1993). O uso de diferentes testes de selecdo evita resultados falso positivos, uma vez que
variagcOes nas frequéncias alélicas podem acontecer em funcédo de efeitos demograficos, como

deriva genética e efeito fundador (Gineau et al., 2015).

Os testes contrastando variacdo inter e intra espécies incluem os testes de dN/dS (taxa
de propor¢des de mutagdes ndo-sindbnimas para sindnimas) e os testes HKA e MK (comparam
polimorfismos e niveis de divergéncia). As assinaturas de sele¢do positiva e balanceadora sdo
compativeis com elevados valores de dN/dS, porém apresentam diferentes perfis quando os
testes sdo aplicados. A selecdo positiva apresenta baixo nivel de polimorfismo comparado a
divergéncia dentro de uma determinada espécie. A selecdo balanceadora apresenta elevado
polimorfismo em relagdo a divergéncia. Esses testes séo excelentes para detectar sele¢do antiga,
superior a 1 milh&@o de anos (Shapiro e Alm, 2008; Meyer et al., 2018; Bitarello,2011;2016).
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Conclusoes

Em conclusdo, n6s desenvolvemos uma metodologia altamente eficaz para analisar a
variabilidade dos genes HLA, considerando todo seu segmento, incluindo o promotor distal e
o segmento completo da regido 3’ ndo-traduzida. A regido do promotor estendido do gene HLA-
A é altamente polimérfica, com a presenca de poucas sequéncias, mas altamente divergentes
(Figura S3). Os sitios de variacdo detectado ao logo de todo 0 segmento génico estdo altamente
associados em funcédo do alto LD observado. Como consequéncia do alto LD, cada grupo de
alelos codificadores do gene HLA-A (ou grupo de alelos préximos relacionados) constitui uma
linhagem HLA-A distinta, cada uma caracterizada por um Unico promotor e uma Unica
sequéncia 3’ ndo-traduzida. Como esperado, uma elevada diversidade nucleotidica foi
observada para os éxons 2 e 3, mas 0 mesmo padrdo também foi observado para o segmento
promotor completo, outros éxons e regides intronicas.

Quanto as assinaturas de selecdo natural atuando neste gene, foi surpreendente detectar
o perfil de selecdo balanceadora atuando em todo segmento, uma vez que apostdvamos na
possibilidade de perfis de selecdo diferentes atuando nos segmentos regulatérios do gene HLA-
A. Avaliagdes funcionais sdo necessérias para o entendimento completo da biologia e padréo
de expressdo deste gene, contudo aqui supomos que 0 HLA-A possui um padrdo de regulacdo
da expressdo muito fino o que garante que seu padréo de expressao seja ubiquo. Essa regulacéo
fina provavelmente se explica pela conservacao das regides do core do promotor, mantendo 0s
elementos chaves para a acdo da maquinaria de transcri¢do, enquanto o promotor estendido
apresenta muitos sitios de variagdo, o que pode modular a expressao deste gene, possibilitando
a ligacao de diferentes fatores de transcricdo a depender do tecido e do microambiente em que
se encontra. A regido 3’ndo-traduzida é o segmento mais conservado, provavelmente
relacionado com a manutencdo de niveis de expressdo adequados da molécula HLA-A. Além
disso, o dominio a3 do HLA-A, que interage com CD8, também parece apresentar certo grau de
conservacao, de certa forma garantindo uma adequada interacdo entre HLA-A/CD8, e a porcao
3’NT ¢ altamente conservada, o que provavelmente favorece a expressao diferencial do gene

HLA-A nos tecidos com microRNAs e microambientes diferentes.
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