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RESUMO  

O Antígeno Leucocitário Humano (HLA)-E é a molécula de HLA de classe I menos polimórfica 

dentre outras do mesmo grupo, na qual encontra-se geralmente ancorada à superfície das 

APCs e estando envolvida em processos de imunorregulação de células Natural Killer (NK) e 

T, por meio da interação com os receptores ativadores (CD94/NKG2C) e inibidores 

(CD94/NKG2A). Para além da estrutura ancorada, diversos estudos relatam a presença de 

isoformas solúveis em contextos inflamatórios e relacionados à progressão de quadros 

clínicos ligados à desordens psiquiátricas como a Esquizofrenia e Bipolaridade, contudo não 

descrevendo como poderiam ser originadas. Analisando a sequência nucleotídica original e 

as com retenção intrônica, verificamos seu impacto em regiões da sequência peptídica 

ligadas à síntese de isoformas solúveis. Utilizamos as sequências genômicas, exônicas e 

intrônicas presentes no banco de dados IPD-IMGT/HLA e EMBL-EBI/Emboss Transeq para 

traduzir em sequências de aminoácidos e o banco de dados GEUVADIS para comparar e 

inferir a frequência dessas sequências em 460 amostras de 5 populações diferentes 

abrangidas pela base de dados. No final, pesquisamos na literatura quais aminoácidos 

estariam envolvidos na interação ligante-receptor da célula NK. Ao compararmos todas as 

informações, descobrimos que a retenção de íntron 1 leva à produção de um códon de parada 

prematuro no mesmo íntron, resultando em uma proteína não funcional. A retenção de íntron 

2 leva a um códon de parada prematuro no início do íntron 2, produzindo uma proteína com 

o domínio alfa-1. A retenção do íntron 3 leva a produção de códon de parada no mesmo íntron 

e a produção de uma molécula com o domínio alfa-1 e -2. A retenção de íntron 4 leva à 

produção de uma molécula HLA-E maior, sem região transmembrana, mas com a presença 

de todos os domínios externos (alfa-1 ao alfa-3). Em todos os casos de retenção intrônica, o 

peptídeo líder é mantido e a isoforma pode migrar para a membrana celular. No entanto, 

como não existe domínio transmembrana, essas isoformas podem ser liberadas como 

solúvel. Tendo em vista as isoformas com alfa-1 e -2 produzidas pela retenção de íntron 3 e 

4, há possibilidade de interação com o NKG2A e CD94, como habitualmente, contudo o 

domínio alfa-1 produzido por retenção de íntron 2, pode interagir apenas com o CD94. Com 

isso, a possível molécula isoforma solúvel produzida por estas diferentes sequências 

poderiam ter mais do que um tipo de estrutura. 

 

Palavras-chave: HLA-E, perfil transcricional, perfil de expressão, isoformas. 
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1. INTRODUÇÃO 

Exercendo um papel fundamental na imunidade adaptativa regulando 

processos moleculares e celulares do sistema imunológico, o Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (do inglês, Major Histocompatibility Complex - MHC), localizado 

no braço curto do cromossomo 6, em 6p21.3, possui aproximadamente 5 Megabases 

e mais de 200 genes bastante polimórficos. As variações genéticas ocorridas nesse 

complexo interferem diretamente na função e quantidade das proteínas codificadas 

nesta região, refletindo nos processos de carregamento e apresentação de antígenos 

e interação com os receptores presentes na superfície celular de células 

imunocompetentes, consequentemente, afetando a resposta imunológica. Diversas 

doenças vêm sendo associadas a essas variações e em diferentes genes dentro da 

região do MHC, como a Esclerose Múltipla, Doença Celíaca e Doença de Crohn 

(SHIINA et al., 2009; HANDUNNETTHI et al. 2010; DILTHEY, 2021).  

  Dentro da região do MHC, há um grupo de genes denominados genes HLA 

(do inglês, Human Leucocyte Antigen), com mais de 35.000 alelos diferentes 

considerando uma dezena de genes (IPD-IMGT/HLA, version 3.51, 01/2023) 

(ROBINSON et al., 2001). Esses genes estão relacionados principalmente com a 

apresentação de antígenos na superfície celular. Os genes HLA são divididos 

didaticamente em duas subclasses. Os genes de classe I abrangem os genes 

clássicos altamente polimórficos, como HLA-A, HLA-C e destacando-se, o HLA-B, e 

os não-clássicos, pouco polimórficos, como os genes HLA-E, HLA-F e HLA-G. A 

região de classe II inclui os genes que codificam as cadeias alfa e beta das moléculas 

clássicas HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, e não clássicas HLA-DO e HLA-DM (YU et al., 

2000; JONGSMA et al., 2017; DENDROU et al., 2018). A estrutura das moléculas de 

classe I e II estão representadas na Figura 1. 

Os genes HLA de classe I clássicos são expressos em todas as células 

nucleadas. Essas moléculas apresentam peptídeos na superfície celular e interagem 

com os Receptores de Célula T (TCR), especificamente das células T CD8. Os genes 

de classe II são expressos em Células Apresentadoras de Antígenos (do inglês, 

Antigen Presenting Cells- APCs), como as células dendríticas, macrófagos e linfócitos 

B, e células epiteliais do Timo, sendo responsáveis por apresentar antígenos ao TCR 

de células T CD4. Além das suas diferentes vias de atuação, as moléculas HLA-I e 

HLA-II também diferenciam-se estruturalmente. As moléculas de classe I possuem 
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três domínio extracelulares (𝜶1, 𝜶2 e 𝜶3), sendo dois deles, o 𝜶1 e 𝜶2, responsáveis 

pela interação com os peptídeos e sua apresentação aos receptores da família NKG2. 

Todos esses domínios, conjugam-se covalentemente a uma cadeia 𝜷2-

microglobulina (𝜷2-m), na qual promove estabilidade estrutural da proteína 

externalizada (Figura 1.A). Já as moléculas de classe II, apresentam uma estrutura 

formada por dois complexos proteicos de cadeia 𝜶 e 𝜷 que combinam-se, formando 

uma estrutura heterodímera (Figura 1.B). Ambas estruturas proteicas são ancoradas 

na superfície celular através do domínio transmembrana que se estende até o meio 

intracelular por meio da cauda citoplasmática. Diferentemente da classe I, os HLAs 

classe II estão, em sua maioria, relacionados a processos indiretos, como a edição 

de antígenos e a catalisação de troca entre peptídeos de cadeia invariável (do inglês, 

Invariant Chain Peptide - CLIP) pelos antígenos “editados” no sítio de ligação de 

peptídeo formado pelos domínios 𝜶1 e 𝜷1 (ELSEN, 2011; WIECZOREK et al., 2017). 

 

Figura 1. Estrutura proteica das proteínas de MHC de classe I (A) e II (B). 

No conjunto de genes HLA classe I não-clássicos, estão presentes os genes 

HLA-F, HLA-G e HLA-E, menos polimórficos que os clássicos, porém importantes na 

ativação e regulação da resposta imune adaptativa e celular. O gene HLA-E 

apresenta 8 éxons, sendo o éxon 1 responsável por codificar o peptídeo sinal; o éxon 

2 e 3, os domínios 𝜶1 e 𝜶2; o éxon 4, o domínio 𝜶3; e os éxons 5, 6 e 7 codificam a 

porção transmembrana e cauda citoplasmática, respectivamente. A presença de HLA-

E é detectada em todos os tecidos e em níveis de expressão semelhantes, contudo é 

maior em tecidos pulmonares, trato urogenital (rins e bexiga), tonsilas, na medula 

óssea e também em diversas células imunes circulatórias 
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(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204592-HLA-E/tissue), como as APCs 

(IWASZKO & BOGUNIA-KUBIK, 2011; GAUDINO & KUMAR, 2019). Em certas 

condições fisiopatológicas, como hipóxia crônica, microambiente tumoral, alta 

secreção de Interferon-𝜸 (IFN-𝜸) e interferência molecular de HLA-G, a expressão de 

HLA-E apresenta-se alterada (MORANDI & PISTOIA, 2014; SELIGER et al., 2016).  

Segundo o banco de dados IPD-IMGT/HLA 

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/about/statistics/, versão 3.51, de 01/2023) 

(ROBINSON, et al. 2001), o banco de dados oficial que contém as sequências 

conhecidas de genes HLA, o gene HLA-E apresenta 346 alelos diferentes codificando 

140 sequências proteicas. O número de sequências proteicas é menor que a de alelos 

pois muitas variações ocorrem em íntrons, ou são mutações sinônimas. As moléculas 

HLA-E estão envolvidas na interação com os receptores ativadores (CD94/NKG2C) e 

inibidores (CD94/NKG2A) de células Natural Killers (NK) e células T. HLA-E possui 

dois alelos frequentes em nível proteico, denominados HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03 

(GONZALEZ-GALARZA et al. 2020). Essas duas versões, com frequências muito 

semelhantes próximas de 50%, possuem diferenças estruturais relacionadas ao 

códon 107, onde E*01:01 possui uma Arginina e E*01:03 uma Glicina. E*01:03 

apresenta maior afinidade e estabilidade com o peptídeo e potencial inibitório de 

ativação de NK quando comparada a E*01:01.  

As moléculas HLA-E podem ser expressas tanto aderidas à membrana (mais 

comum) como em uma isoforma solúvel (sHLA-E). Esse mesmo padrão é observado 

para outro gene não clássico, o HLA-G. Porém, diferentemente das isoformas sHLA-

G geradas pela presença de códons de parada prematuros ocasionados pela 

retenção de sequências intrônicas no mRNA, a sHLA-E é proveniente da ação de 

proteases e metaloproteinases (Mpases) que clivam as moléculas presentes na 

superfície celular principalmente em ambiente com altos níveis de Fatores de Necrose 

Tumoral 𝛼 (do inglês, Tumor Necrosis Factors 𝛼, TNF𝛼), Interferon 𝛾 (IFN𝛾) e 

Interleucina-1𝛽 (IL-1𝛽), como em Melanomas, Vasculites Associadas ao Anticorpo 

Citoplasmático Antineutrófilo (ANCA ou VAA) (KALLENBERG et al., 2002; COUPEL 

et al., 2007; ALLARD et al.; DONADI et al. 2011).  

Anterior às contribuições de Coupel (2007), Dong e colaboradores (2003) 

demonstraram in vitro e em condições similares às fisiológicas normais, a presença 

de sHLA-G e sHLA-E em meio com baixo pH, apenas as cadeias pesadas livres de 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204592-HLA-E/tissue
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/about/statistics/
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𝜷2-m de ambas as moléculas, sendo elas provenientes da ação de proteinases e 

Mpases.  Além disso, no mesmo estudo, foi atestada a possibilidade de expressão de 

sHLA-E via edição alternativa do transcrito primário, porém no estudo não há detalhes 

ou menção de como ocorre essa edição. Como relatado, HLA-E, em sua conformação 

original, apresenta um padrão de interação com os receptores NKG2 (principalmente, 

NKG2A) através dos resíduos de aminoácidos localizados na porção 65 a 89 da 𝛼- 

hélice 1 e 151 a 162 de 𝛼-hélice 2, porém não há relatos se outras configurações da 

mesma proteína compartilham o mesmo padrão de interação.  

Neste estudo, avaliaremos a presença de transcritos alternativos de HLA-E 

formados pela retenção de sequências intrônicas e quais são os produtos gerados 

por esses transcritos, a partir de dados de RNA-seq de indivíduos de 5 populações 

distintas.  

 

2. OBJETIVOS 

Analisar a presença de retenção de íntron em transcritos de HLA-E em dados 

de RNA-seq e avaliar o perfil da molécula que seria gerada por esses transcritos 

alternativos.  

 

3. MÉTODOS 

3.1 Amostras utilizadas – o projeto 1000genomes e GEUVADIS 

O projeto 1000genomes (DEVUYST, 2015) 

(https://www.internationalgenome.org/) é uma colaboração entre diferentes grupos de 

pesquisas dos Estados Unidos, Reino Unido, China e Alemanha, baseado no Projeto 

Internacional HapMap (The International HapMap Consortium, 2003), fundamentado 

no desenvolvimento de um repositório vasto e público contendo dados brutos de 

sequenciamento de amostras de diferentes populações mundiais, além de 

informações sobre variantes genéticas, estruturais e haplotípicas, direcionadas ao 

auxílio dos estudos de associação genômica relacionadas à diferentes doenças. 

Dentre os diversos dados presentes no projeto 1000genomes, o GEUVADIS é um 

ramo especializado em informações sobre mRNA e miRNA de 465 amostras 

provenientes da combinação de sequenciamento genômico e transcriptômico de 

amostras da Toscana, Itália (TSI);  Inglaterra e Escócia, Reino Unido (GBR); Ibadan, 

Nigéria (YRI);  Utah, Estados Unidos (CEU); e Finlândia (FIN) (LAPPALAINEN et al., 

https://www.internationalgenome.org/
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2013).  Neste estudo, avaliamos o nível de retenção de íntrons no gene HLA-E 

utilizando os dados do projeto GEUVADIS. Para isso, baixamos os dados brutos de 

sequenciamento (FASTQ), que foi processado conforme descrito adiante. 

 3.2 Algoritmos de processamento e alinhamento de sequências: STAR e 

hla-mapper 

 O algoritmo STAR (do inglês, Spliced Transcripts Alignment to a Reference) 

(DOBIN et al., 2013) é uma ferramenta de alinhamento de sequências curtas obtidas 

via NGS (os reads), focada em sequenciamento de RNA. Este algoritmo detecta 

junções de splicing, alinhando as sequências ao genoma de referência. Utilizamos o 

programa STAR (parâmetros padrão) para alinhar os reads ao genoma de referência 

hg38 (última versão publicada do genoma de referência humano). 

 Os genes HLA possuem alta similaridade entre si e são extremamente 

polimórficos. Essas duas características prejudicam a análise de genes HLA 

utilizando o STAR, por duas razões: a similaridade entre genes causa alinhamentos 

cruzados, onde sequências de um gene alinham-se a outro; o elevado polimorfismo 

acarreta em falhas de alinhamento, onde o read possui sequência muito divergente 

em relação à referência e não é alinhado em nenhum lugar. Para resolver esses 

problemas, estamos trabalhando em uma versão do programa hla-mapper 

(CASTELLI, et al. 2018) que suporta dados de RNA-seq. Este estudo é o primeiro a 

utilizar esse protótipo. 

 Os dados de entrada do hla-mapper são os reads armazenados em formato 

FastQ já alinhados ao genoma de referência, ou que estão registrados como 

“unmapped”. O hla-mapper aplica um sistema de comparação e pontuação das 

sequências com base em um banco de dados de sequências conhecidas, 

modificando os alinhamentos conforme necessário (CASTELLI, et al. 2018). Isso 

permite uma avaliação mais confiável da presença de polimorfismos e, no caso do 

presente projeto, de sequências intrônicas retidas nos transcritos alternativos. 

3.3 Análise da presença de íntrons retidos nos mRNA 

 Com base nas sequências já descritas para o gene HLA-E no banco de dados 

IPD-IMGT/HLA e dos polimorfismos observados nas mesmas amostras por conta do 

sequenciamento de DNA, detectamos regiões no início e fim de cada éxons e íntron 

que não são variáveis. Essas regiões foram usadas para desenhar motivos curtos (20 

nucleotídeos) que contemplam sequências de éxon, íntron, e junções éxon/íntron. 
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Após a correção dos alinhamentos com o hla-mapper, filtramos os reads alinhados 

ao gene HLA-E e contamos o número de ocorrência de cada motivo. Essa contagem 

utilizou um script em Perl. Em seguida, calculamos a proporção entre o número de 

ocorrência dos motivos de junção éxon/íntron e o número de ocorrência dos motivos 

de éxon. Plotamos esses valores utilizando R e ggplot2. 

 

4. RESULTADOS 

A figura 5 ilustra a proporção de transcritos com retenção de íntrons, para cada 

um dos íntrons estudados. Nota-se que todos os íntrons são retidos em algum grau e 

que há uma grande variabilidade entre amostras, porém o nível de retenção é baixo, 

de cerca de 4% dos transcritos considerando todos os íntrons. Os íntrons 1 e 2 são 

mais comumente retidos do que os íntrons 3 a 5, podendo chegar a mais de 5% dos 

transcritos em algumas amostras.  

 

Figura 2. Proporção de transcritos de HLA-E contendo íntrons retidos 

 O processo de edição alternativa eleva a diversidade de proteínas. Como 

observamos que todos os íntrons testados são retidos em algum grau, avaliamos 

quais seriam os produtos proteicos codificados por esses transcritos. Para isso, 

simulamos a sequência de um transcrito alternativo que carrega todos os éxons e um 

dos íntrons retidos. Em seguida, traduzimos essa sequência de mRNA para observar 

qual seria o efeito dessa retenção, assumindo que toda a sequência de íntron é retida. 

Essa análise está demonstrada na Figura 3.   
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Figura 3. Estrutura do transcrito primário canônico de HLA-E e de transcritos alternativos com 

retenção de íntron. A sequência do transcrito canônico corresponde ao alelo E*01:01:01:01. 
 

A retenção de íntron 1 introduz um códon de parada prematuro no próprio 

íntron. Se traduzido, teremos a produção de apenas o peptídeo líder, que não é 

funcional. A retenção do íntron 2 introduz um códon de parada no meio do íntron 2. 

Sua tradução geraria uma proteína com o domínio 𝛼1 e peptídeo sinal, que seria 

conduzida para a membrana, porém secretada pela ausência do domínio 

transmembrana. Essa versão gera uma possível versão solúvel de HLA-E, que 

mantém o domínio 𝛼1 (Figura 4.I). A retenção no íntron 3 introduz um códon de 

parada prematuro no éxon seguinte, produzindo uma molécula possivelmente 

secretada composta domínios 𝛼1 e 𝛼2 (Figura 4.II). A retenção do íntron 4 também 

introduz um códon de parada prematuro, porém a molécula codificada possui os 3 

domínios externos da molécula HLA-E canônica (Figura 4.III).  

 Simulamos as estruturas resultantes da tradução desses transcritos 

alternativos usando o servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) e o 

software PyMOL (YUAN et al. 2017), modelando as estruturas proteicas em 3D. 

Também comparamos as sequências proteicas com as documentadas em bancos de 

dados públicos, utilizando o BLAST (Nucleotide e Protein) (BORATYN, et al. 2013). 

https://swissmodel.expasy.org/
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Observamos que a estrutura dos domínios 𝛼1, 𝛼2 e 𝛼3 é mantida mesmo quando 

presente nas isoformas solúveis produzidas por esses transcritos alternativos.  

 

 

 

 

Figura 4. Simulação tridimensional das 

sequências polipeptídicas resultantes das 

retenções de íntrons nos transcritos de HLA-E, 

provenientes do software SWISS MODEL, 

comparando-os com o modelo  de HLA-

E*01:01:01:01 descrito no banco de dados 

AlphaFold)

 

5. DISCUSSÃO 

É notável a relevância de HLA-E na intermediação de processos biológicos, na 

detecção e no auxílio à contenção de infecções, principalmente virais. Sabe-se que 

HLA-E, ao ser expressa na superfície das células trofoblásticas, exerce funções 

essenciais para a construção do limiar de tolerância entre o organismo materno e fetal 

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P13747
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P13747
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e inibição das ações das células NKs contra células fetais, como estudado por King e 

colaboradores (2000). Portanto, é de extrema importância a compreensão do modo 

de ação do gene HLA-E e a definição das possíveis isoformas da molécula HLA-E, 

bem como dos mecanismos subjacentes à produção dessas isoformas (que podem 

ser tecido-específicas, relacionadas a polimorfismos, entre outros).  

Já foram descritas isoformas solúveis para a molécula HLA-E, em geral 

associada com patologias, como a presença de sHLA-E em pacientes com quadros 

psiquiátricos de Esquizofrenia e Bipolaridade avançados (RIPKE et al. 2014; 

BOUKOUACI et al. 2021). No entanto, não estão claros os mecanismos (e a origem) 

dessas moléculas. Neste estudo, a análise do perfil de expressão de HLA-E 

demonstrou possíveis origens alternativas para produção de sHLA-E, além da 

possibilidade de clivagem da molécula HLA-E por Mpases.  

As análises computacionais demonstraram retenção de todos os íntrons em 

uma pequena proporção dos transcritos. A retenção dos íntrons introduz códons de 

parada prematuros, que, por sua vez, previne a tradução do domínio citoplasmático e 

transmembrana. Essas isoformas alternativas poderiam ser encaminhadas para a 

superfície celular, pois apresentam o peptídeo líder, e serão secretadas, pois não 

apresentam o domínio transmembrana. Em todas as situações, a estrutura dos 

domínios externos (𝛼1, 𝛼2 ou 𝛼3) é mantida. Portanto, essas possíveis versões 

solúveis poderiam desempenhar seu papel de modulação da ação de células T e NK.  

Embora tenhamos detectado transcritos com capacidade de produção de 

isoformas solúveis, esta análise foi realizada apenas no nível transcricional, e não 

está claro se estes transcritos são de fato traduzidos. 
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