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RESUMO

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) é formado
principalmente por genes que participam da resposta imunoldgica adaptativa. Entre
esses genes encontramos o grupo denominado de Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA), que séo responsaveis pela apresentacdo de antigenos especificos
as células efetoras do sistema imunolégico. Os genes HLA de classe | classicos
(HLA-A, -B e -C), responsaveis pela apresentacdo antigénica aos linfocitos T
citotoxicos, sdo considerado como os mais polimoérficos do genoma humano e de
outros vertebrados. A variabilidade desses genes e elevada heterozigose € mantida
por selecdo mediada por microrganismos. Diferentemente dos genes classicos, 0s
genes HLA de classe | ndo classicos (HLA-G, -E e -F) apresentam variabilidade
reduzida e como funcdo principal a tolerdncia imunolégica, por meio de sua
interacdo com receptores inibitérios presentes nas células NK e T. O HLA-G é o
mais estudado entre esses genes e, devido sua importdncia como molécula
imunomoduladora e sua importancia em situagées como gestacao, e considerando
evidéncias anteriores de selecdo natural mantendo uma elevada heterozigose nas
regides regulatérias do HLA-G, avaliamos a presenca de uma insercao Alu (AluyHG)
préxima a este gene correlacionando os achados com a variabilidade contida nas
suas regides codificadora e 3’ ndo traduzida. A insercao AluyHG mostrou-se em
desequilibrio de ligacdo (LD) com os polimorfismos do gene HLA-G.
Especificamente, o elemento inserido apresentou-se em LD com um hapl6tipo
denominado G*01:01:01:01/UTR-1, considerado como um haplétipo de alta
producdo da molécula de HLA-G. Esse haplétipo aparentemente € o mais jovem
entre humanos, apesar de sua elevada frequéncia nas populacdes estudadas até o

momento.

Palavras-Chave: Complexo Principal de Histocompatibilidade, Antigenos

Leucocitarios Humanos, HLA-G, AluyHG, Desequilibrio de Ligacdo, Haplotipos.
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ABSTRACT

The Major Histocompatibility Complex is mainly composed by genes of the
adaptive immune response. In humans, part of this complex is known as the Human
Leukocyte Antigens (HLA), whose genes are responsible for specific antigen
presentation to effector immune cells. The classical class | HLA genes (HLA-A, -B
and -C) are responsible for antigen presentation to T CD8+ cells and they constitute
the most polymorphic genes in the human genome. This variability is maintained by
selection mediated by microorganisms. In contrast to their classical counterparts, the
non classical class | genes (HLA-G, -E and -F) present low variability and are
associated with immune tolerance due to the interaction with NK and T cells inhibitor
receptors. HLA-G is the most studied non classical gene, which is associated with
immune response modulation, mainly during pregnancy. Considering that natural
selection is acting on the HLA-G regulatory regions maintaining high heterozigosity in
this region, we evaluated a nearby Alu insertion (AluyHG) correlating this Alu element
with coding and 3’'UTR HLA-G polymorphisms. The AluyHG insertion was particularly
associated with the HLA-G haplotype known as G*01:01:01:01/UTR-1, considered a
high-expressing HLA-G haplotype. The G*01:01:01:01/UTR-1/AluyHG haplotype
would be the most recent HLA-G haplotypes, in spite of its high frequency in

worldwide populations.

Key Words: Major Histocompatibility Complex, Human Leukocyte Antigens, HLA-G,
AluyHG, Linkage Disequilibrium, Haplotypes.
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1. INTRODUCAO

1.1 - FUCIONAMENTO, ESTRUTURA E HISTORICO DO COMPLEXO
PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE HUMANO

Em vertebrados, a resposta imunitaria pode ser dividida em resposta inata e
adaptativa (Parkin e Cohen, 2001). A primeira ocorre de maneira imediata ao dano
sofrido pelos tecidos ou ao contato com microrganismos e tem baixa especificidade,
i.e., ndo é direcionada a um determinado microrganismo (Delves e Roitt, 2000a;
2000b). A reposta imune inata € conservada em Vvarios organismos (Delves e Roitt,
2000a; 2000b), usualmente envolvendo as mesmas moléculas e células. No entanto,
a resposta adaptativa envolve o reconhecimento de antigenos por receptores
especificos nas células T e B, o que permite o desenvolvimento de uma resposta
mais eficiente, especifica e duradoura (Parkin e Cohen, 2001).

O primeiro estagio para que a resposta imune adaptativa ocorra é a
apresentacao dos antigenos especificos as células T (Klein e Sato, 2000a; 2000b;
Parkin e Cohen, 2001), por meio de glicoproteinas transmembréanicas responsaveis
por acomodar pequenos peptideos em sua estrutura e exp6-los na superficie celular
(Klein e Sato, 2000a; 2000b). Essas glicoproteinas, em vertebrados, estao
codificadas em genes agrupados em uma regido gendmica formando um complexo
ou familia génica, denominado Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC,
do inglés Major Histocompatibility Complex).

Sua descoberta deu-se durante ensaios de transplantes alogénicos realizados
em camundongos por George Snell e colaboradores ainda na década de 40 (Abbas,
2010). Durante seus experimentos esses pesquisadores intercruzavam linhagens de
camundongos por pelo menos 20 geracdes a fim de obterem animais geneticamente
idénticos divididos em dois grupos com caracteristicas genéticas distintas. Entao,
tecido da pele retirado cirurgicamente era transplantado em animais singénicos e
alogénicos. ApoOs a recuperacdo notava-se que apenas havia resposta de rejei¢cdo no
segundo grupo, o que indicava a participacdo de proteinas de compatibilidade na

resposta imunitaria desses individuos (Abbas, 2010).
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Em humanos, a descoberta do MHC ocorreu por volta do ano de 1958 por
meio do trabalho realizado por trés pesquisadores, Jean Dausset, Jon van Rood e
Rose Payne. Esses pesquisadores trabalhavam na identificacdo de anticorpos no
soro de pacientes que recebiam mudltiplas transfusdes sanguineas. Entretanto, o
crédito pela descoberta do primeiro Antigeno Leucocitario Humano (HLA, do inglés
Human Leucocyte Antigen), e por consequéncia do MHC humano, foi de Jean
Dausset, que recebeu um prémio Nobel em 1980 (Thorsby, 2009).

A principal fungdo do MHC em nossa espécie é referida como a apresentagéo
de antigenos aos linfécitos T durante o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa (Klein e Sato, 2000a; 2000b; Parkin e Cohen, 2001). Entretanto, estudos
apontam que, além da deflagracdo da resposta adaptativa, algumas dessas
moléculas estdo também relacionadas a modulacdo do sistema imune humano
(Moscoso et al.,, 2006; Carosella, 2011; Donadi et al., 2011). Alguns estudos
apontam, ainda, o possivel papel dessas moléculas na escolha sexual de parceiros
em nossa espécie (Wedekind et al., 1995; Jacob et al., 2002).

Na espécie humana, o MHC esta localizado no cromossomo 6 (6p21.3),
apresentando aproximadamente 3,6 megabases (Mb) e 224 genes (Klein e Sato,
2000a; Garcia-Obregon et al.,, 2011). Essa familia de genes é, didaticamente,
dividida em trés grupos denominados genes de classe I, Il e Il (Horton et al., 2004)
(Figura 1). Na regido de classe | e Il esta o sistema conhecido como HLA (do inglés,
Human Leukocyte Antigens) (Shiina et al., 2009). As moléculas de classe | e Il, ou
HLA de classe | e Il, sdo responsaveis pela apresentacao de antigenos as células T
do sistema imune (Parkin e Cohen, 2001). Os genes de HLA classe | podem ainda
ser divididos, de acordo com a sua funcdo, em genes classicos (la), representados
pelos genes HLA-A, -B e -C, envolvidos na apresentacao de antigenos aos linfocitos
T (Klein e Sato, 2000a; 2000b), e genes nédo classicos (Ib), representados pelos
genes HLA-E, -F e -G, envolvidos na modulacdo do sistema imunitario (Geraghty et
al., 1992; Klein e Sato, 2000a; 2000b).
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Figura 1. Estrutura da regido do MHC humano, representando os genes MHC
de classe I, Il e Ill (Shiina et al.,, 2009). O gene alvo desse estudo encontra-se

destacado.
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Estruturalmente, as moléculas de classe |, tanto classicas como néo
classicas, sdo formadas pela unido de duas outras moléculas: uma cadeia q,
codificada pelos genes MHC de classe |, e uma molécula B2-microglobulina,
codificada por um gene localizado no cromossomo 15, fora do MHC (Klein e Sato,
2000a) (Figura 2). A cadeia a é dividida em cinco dominios: a1 e a2 (formam a fenda
de ligacdo ao peptideo), a3 (dominio extracelular do tipo imunoglobulina), um
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico (Klein e Sato, 2000a).
Possivelmente essa semelhanca estrutural ocorre devido ao fato de os genes desse
complexo terem se originado por duplicacfes imperfeitas de blocos génicos (Kulski
et al., 2000).

Por outro lado, as moléculas de classe Il sdo formadas pela unido de duas
cadeias (a e B) ambas codificadas por genes situados no MHC humano (Klein e
Sato, 2000a) (Figura 2). Cada uma das cadeias pode ser dividida em quatro
dominios: a1 e B1 que formam a fenda de ligagdo a peptideos; a2 e B2,
extracelulares; um dominio transmembrana; e um dominio citoplasmatico (Klein e
Sato, 2000a).

MHC Classe | i MHC Classell
] r Fenda ligadora do

peptideo \ / Peptideo

miaoglobulina

c transmembrana il Regian

transmembrana

i |

Ligagdo dissulfeto ------

Ligacdo dissulfero -~ B ; !
Dominio Ig : ’ 1 J Dominio Ig : )
L4 ()

Figura 2 - Estrutura comparativa das moléculas de MHC de classe | e classe
Il (Abbas, 2010).

POy
O s

Devido ao seu papel de ligacdo e apresentacdo de peptideos diversos,
oriundos tanto de patdbgenos quanto do proprio organismo, tem-se considerado a
presenca de forcas seletivas mantendo uma alta diversidade e heterozigosidade nos

genes HLA classe | e Il, aumentando o repertério de moléculas de classe | e Il em
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uma populagcédo, permitindo, assim, a apresentacdo de uma maior quantidade de
epitopos (Meyer e Thomson, 2001; Segal e Hill, 2003; Piertney e Oliver, 2006;
Solberg et al., 2008). Nas moléculas de classe | e Il, o polimorfismo esta
principalmente confinado aos sitios de ligacdo de peptideos. Moléculas codificadas
por diferentes alelos de um mesmo gene HLA apresentam diferentes sitios de
ligacdo a peptideos. Este polimorfismo € a razdo da especificidade de ligagdo de
cada molécula HLA a determinados peptideos antigénicos (Parkin e Cohen, 2001).

Provavelmente devido a esse fato, o MHC apresenta-se como a regido mais
variavel do genoma humano e da maioria dos vertebrados (Penn et al., 2002). No
entanto, este polimorfismo acentuado concentra-se em alguns genes importantes
para a apresentacdo antigénica, como 0s genes classicos de classe |, que em
conjunto apresentam 7553 alelos ou haplétipos codificadores distintos (Tabela 1).
Diversos estudos demonstraram a selecdo a favor da variabilidade nos genes de
classe la, que seriam 0s responsaveis pela manutencdo da resposta imunitaria
adaptativa como descrito anteriormente (Meyer e Thomson, 2001; Segal e Hill, 2003;
Piertney e Oliver, 2006; Solberg et al., 2008; Donadi et al., 2011). Nas espécies até
hoje estudadas, essa variabilidade é interessante considerando a necessidade de
combater patégenos. Por outro lado, os genes nao classicos de classe |, embora
vizinhos dos genes mais variaveis do genoma humano, apresentam poucos alelos.
Um estudo prévio mostrou que o gene de classe Ib HLA-G, por exemplo, apresenta
este perfil de elevada heterozigose somente nas suas regides regulatérias (Castelli
et al., 2011).

Tabela 1 - Numero de alelos identificados para os principais genes HLA de classe |
e Il (IMGT/HLA - Database 3.14.0, outubro de 2013).

CLASSE | CLASSE Il
Loco Alelos Loco Alelos
Classicos (la) HLA-DRA  cadeia a do HLA-DR 7
HLA-A 2432 HLA-DRB cadeia 1 do HLA-DR 1476
HLA-B 3086 HLA-DQA1l cadeia a do HLA-DQ 51
HLA-C 2035 HLA-DQB1 cadeia 8 do HLA-DQ 459
HLA-DPA1 cadeia a do HLA-DP 37
Nao-Cléassicos (Ib) HLA-DPB1 cadeia 3 do HLA-DP 193
HLA-E 13 HLA-DOA cadeia a do HLA-DO 12
HLA-F 22 HLA-DOB cadeia B do HLA-DO 13
HLA-G 50 HLA-DMA  cadeia a do HLA-DM 7

HLA-DMB  cadeia 3 do HLA-DM 13
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No entanto, a capacidade de cada variante do MHC de acomodar peptideos
especificos tem sido estudada como um dos motivos que explicam a razdo pela qual
algumas variantes MHC estdo associadas com susceptibilidade a doencas
autoimunes e neoplasicas. Para tumores, por exemplo, postula-se que tipos
parecidos de lesdes expressam antigenos tumorais semelhantes e que algumas
variantes MHC ndo seriam capazes de apresentar peptideos oriundos de tais
antigenos, pré-dispondo o individuo ao desenvolvimento de determinada neoplasia
por falha da imunovigilancia tumoral. Para doengas autoimunes, por exemplo, € bem
conhecida teoria do Epitopo Compartilhado e artrite reumatoide, que prediz que
diferentes moléculas de HLA podem carregar sequéncias de aminoacidos
conservadas, modificando sua interacdo com os receptores da célula T (Gregersen
et al., 1987; De Almeida et al., 2010). Assim, mesmo que haja diferentes moléculas
capazes de apresentar diferentes antigenos, a estrutura molecular da interacéo entre
HLA e receptor na célula T pode dirigir o tipo de resposta dada pelas células efetoras
do sistema imunitario (Gregersen et al., 1987).

N&o obstante, a grande diversidade genética encontrada no HLA faz com que
haja uma diferenca na predisposicdo a enfermidades comparando-se grupos
geneticamente distintos, fato este evolutivamente importante, pois torna mais dificil a

ocorréncia de grandes epidemias que poderiam dizimar a espécie (Van Rood, 1993).

1.2 - O GENE HLA-G

1.2.1. CARACTERISTICAS GERAIS

Em contraste com a expressdo ubiqua das moléculas de HLA de classe |
classicas bem como com sua grande variabilidade genética, as moléculas HLA de
classe | ndo classicas, de maneira geral, ou apresentam sua expressao restrita aos
tecidos em que ha a necessidade de modulagdo da resposta imune (caso da
molécula HLA-G) ou expressao ubiqua, porém reduzida (caso da molécula HLA-E),

e uma variabilidade genética reduzida (Donadi et al., 2011; Veiga-Castelli et al.,
2012). Apesar da sua menor influéncia na apresentacéo antigénica aos linfocitos T,
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sua funcao na resposta imune tem sido intensamente estudada desde a descoberta
do primeiro gene nao classicos (HLA-G) por Geraghty e colaboradores entre 1987 e
1992 (Geraghty et al., 1987; Geraghty et al., 1992). Entre eles, o HLA-G tem sido
alvo da maioria das pesquisas recentes.

Esse gene possui a mesma estrutura apresentada pelos genes de classe |
(Donadi et al., 2011). O primeiro éxon 1 traduzido codifica para o peptideo sinal (qQue
é utilizado na montagem da molécula de HLA-E, por exemplo), o segundo e terceiro
éxons traduzidos codificam para a fenda de ligagao a peptideos (dominios a1 e a2,
respectivamente), o quarto éxon traduzido codifica 0 dominio extracelular chamado
a3, o quinto e sexto éxons traduzidos codificam a porcdo transmembrana e
citoplasmatica da molécula de HLA-G (Carosella et al., 2008). Uma regido 3’ nao
traduzida (3'NT) é formada apds um cddon de parada prematuro localizado no sexto
éxon traduzido e o éxon subsequente (Castelli et al., 2010).

Esse gene produz uma molécula estruturalmente semelhante as moléculas
produzidas pelos genes classicos de classe |, entretanto apresenta algumas
diferencas (Donadi et al., 2011). Entre essas diferencas estdo: (a) uma limitada
variabilidade genética e proteica (Tabela 1), (b) apresentacéo de isoformas ligadas a
membrana e soluveis, formadas por edicdo alternativa do transcrito primario (Figura
3) (Ishitani e Geraghty, 1992; Donadi et al., 2011), (c) estrutura molecular Gnica, com
a presenca de uma cauda citoplasmatica curta devido a presenca de um cédon de
parada prematuro (Donadi et al.,, 2011), (d) € responsavel pela modulacdo da
resposta imune (tolerancia imunoldgica) (Carosella et al., 2008) e (e) apresenta
expressao restrita a alguns tecidos (Donadi et al., 2011).

Os estudos sobre esse gene tém revelado que os polimorfismos mais
importantes para a funcdo biologica dessas moléculas estdo presentes em locais
diferentes quando comparados aos genes classicos, i.e., na fenda de ligacdo a
peptideos. Aqui, os principais polimorfismos encontrados na forma de SNP (do
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) estdo presentes nas regides promotora 5’,
influenciando sua transcrigdo (Moreau et al., 2009), e na regido 3’NT, influenciando a
estabilidade do RNA mensageiro e sua tradugéo (Castelli et al., 2010).

Ainda, diferentemente dos genes classicos, em que os sitios de variagcdo da
regido codificadora ocorrem principalmente nos éxons 2 e 3, os polimorfismos da
regido codificadora do HLA-G apresentam-se distribuidos, principalmente, entre os

exons 2, 3 e 4 bem como em seus introns (Donadi et al., 2011). No entanto, a
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maioria desses sitios polimorficos dentro de sequéncias exbnicas constituem
mutacdes sinbnimas, gerando uma baixa diversidade proteica (Donadi et al., 2011).

G*01:13N G*01:05N
Stop-codon 54 AC Codon 129/130  Stop-codon 189

Exon 1 Exon 2 Exon6 3'UTR

Primary
Intron 1 Intron 3 Intron 4 Intron 5 mRNA
T @1 ] HLA-G1 |
Membrane-
I | @ 1 ] HLA-G2 Bound
1 I | ] HLA-G3 Isoform
Transcripts
| 1 ] HLA-G4 _|
HLA-GS |
Intron 4 Soluble
HLA-G6 Isoform
e Transcripts
HLA-G7
Intron 2 -
xme (8 (o \a1e [ o
® ® - ©
S
HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7
Membrane-bound isoforms soluble isoforms

Figura 3 - Isoformas sollveis e ligadas a membrana celular do molécula HLA-
G. As cores dos éxons sao as mesmas encontradas em cada dominio da molécula
produzida (Donadi et al., 2011).

Recentemente, o perfil de polimorfismos das regifes regulatérias tem sido
avaliado em outros genes nao classicos, notadamente o HLA-E, que tem
apresentado uma variabilidade mais reduzida do que a encontrada no HLA-G
(Veiga-Castelli et al., 2012). E inegavel, entretanto, a importancia dos polimorfismos
gue ocorrem nessa regido para a funcdo desempenhada por essas moléculas, ja
gue esses sitios de variacdo podem gerar isoformas solUveis e ligadas a membrana
celular, modificando sua forma de interacdo com as células efetoras do sistema
imune (Donadi et al., 2011).

Com relagao aos polimorfismos que fazem parte da regido 3’'NT do gene HLA-
G, muitos esforgos foram depositados para o entendimento da variabilidade da
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regido em si (Castelli et al., 2010), bem como sua importancia para a producao da
molécula de HLA-G (Tan et al., 2007; Yie et al., 2008; Castelli et al., 2009; Veit e
Chies, 2009; Donadi et al., 2011).

A regido 3'NT do HLA-G foi pioneiramente caracterizada em brasileiros do
Estado de Sao Paulo (Castelli et al., 2010). Neste estudo, oito polimorfismos foram
encontrados na regido 3'NT, caracterizando sete haplétipos frequentes denominados
UTR-1 a UTR-7. Posteriormente, outros grupos populacionais brasileiros foram
explorados, indicando que o perfil observado em Sdo Paulo também era observado
em outras regides (Mendes et al., 2007; Lucena-Silva et al., 2012). Em seguida, este
perfil brasileiro tornou-se referéncia mundial, visto que diversos outros trabalhos
mostraram que 0s mesmos polimorfismos e haplotipos eram frequentemente
encontrado em diversas populagdes mundiais (Ober e Aldrich, 1997; Hviid et al.,
1999; Hviid et al., 2004; Tan et al., 2005; Hviid, 2006; Larsen e Hviid, 2009; Cervera
et al.,, 2010; Castelli et al., 2011; Donadi et al., 2011; Lucena-Silva et al., 2012;
Courtin et al., 2013; Di Cristofaro et al., 2013; Garcia et al., 2013; Martinez-Laso et
al., 2013; Sabbagh et al., 2013).

E bem caracterizado que polimorfismos presentes na regido 3'NT podem
influenciar na traducdo de um determinado RNA mensageiro. Os principais
mecanismos que regulam a tradugao e que agem sobre a regidao 3'NT sao: a ligagao
de proteinas especificas que dirigem a localizacdo e a degradacdo da molécula de
RNA mensageiro, e, nesse contexto, um dado polimorfismo podera modificar essas
regibes aumentando ou diminuindo a afinidade dessas proteinas aquele sitio
(Kuersten e Goodwin, 2003); a taxa de decaimento do RNA mensageiro maduro,
provocada por variantes deletérias (Kuersten e Goodwin, 2003); a ligacdo a
microRNAs (miRNA) especificos, que pode levar o RNA mensageiro a degradacao
por diferentes vias (Bartel, 2004).

Em relacéo ao gene HLA-G, foi demonstrado que a presenca de uma Guanina
na posicao +3142 pode favorecer a ligagcado a determinados microRNAs (miR-148a,
miR-148b, miR-152, por exemplo), que podem dirigir a degradacdo desse RNA
mensageiro (Tan et al., 2007). Além disso, a presenca de um fragmento de
insercao/delecdo de 14 pares de base (14pb), geralmente encontrado em
desequilibrio de ligacdo (LD) com o polimorfismo +3142, também pode influenciar a
estabilidade do RNA mensageiro maduro (Hviid et al., 2003). Nesse contexto, a

presenca do fragmento de 14pb tem sido associada a uma baixa produgéo da
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molécula de HLA-G em trofoblastos (Hviid et al., 2003). Por outro lado, a presenca
da sequéncia de 14pb pode levar a uma edicao alternativa do RNA mensageiro, que
culmina com a retirada de 92 nucleotideos que incluem alguns polimorfismos, como
0 14pb, +3003 e o0 +3010 (Hviid et al., 2003). Assim, esses autores comentam que
esse evento gera uma molécula menor e mais estavel de RNA mensageiro. Ainda, a
presenca de uma Adenina na posicdo +3187 aumenta um motivo rico em AU
(Adenina e Uracila), diminuindo a estabilidade do RNA mensageiro e favorecendo
sua degradacéo (Yie et al., 2008).

A caracterizacdo dessas moléculas passa a ter importancia na funcao
biologica desempenhada pelo HLA-G no contexto da resposta imune. Os estudos
realizados até agora apontam para a caracteristica de modulacdo da resposta
imunolodgica apresentada pelas moléculas de HLA-G, em contrapartida de seus
correlatos classicos (Donadi et al., 2011). Varias sdo as peculiaridades que fazem
desse gene um importante regulador do sistema imunoldgico: (a) a cauda
citoplasmatica mais curta prolonga a meia vida da molécula na membrana biologica
(Park et al., 2001; Park e Ahn, 2003), o que permite a interacdo com varias células
pertencentes ao sistema imune e por mais tempo; (b) os dominios extracelulares
interagem com receptores inibitdrios nos linfocitos, como CD8, LILRB1 e LILRB2, e
células NK (do inglés, Natural Killer), como KIR2DL4 (Gao et al., 2000; Shiroishi et
al., 2003; Shiroishi et al., 2006). Assim, as moléculas produzidas por esse gene
passam a ter grande importancia em contextos fisiologicos em que ha a necessidade
de modulacao fina do sistema imune, como por exemplo, durante a gestacdo, em
doencas autoimunes, transplantes e doencas crbénicas, como tumores (Donadi et al.,
2011).

1.2.2. SELECAO NATURAL E O GENE HLA-G

Evolutivamente, o gene HLA-G comporta-se de maneira diversa de seus
correlatos classicos. Segundo Castelli et. al. (2011), ha evidéncia de selecdo
purificadora atuando sobre a regidao codificadora desse gene (Castelli et al., 2011),
enquanto que nos genes classicos de classe | ha evidéncia de sele¢édo balanceadora

atuando sobre essa regido (Solberg et al., 2008; Donadi et al., 2011). A baixa
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variabilidade do gene HLA-G ganha grande importancia quando passamos a analisar
a funcdo desempenhada pelas moléculas nao classicas de classe | (Castelli et al.,
2011; Donadi et al., 2011). Sua funcao precipua ndo € a apresentacao antigénica e
sim a modulacdo da resposta imune, por meio da interagdo com receptores
inibitérios menos variaveis do que os receptores para reconhecimento de antigenos
(Contini et al., 2003a; Contini et al., 2003b).

Entretanto, as duas regides regulatérias (5’URR e 3'NT) do gene HLA-G
apresentam evidéncia de selecdo balanceadora em diferentes populacbes com
histéria de formacao distintas (Tan et al., 2005; Mendes et al., 2007; Castelli et al.,
2011; Donadi et al., 2011; Veit et al., 2012; Mendes-Junior et al., 2013). De fato, 0
perfil de distribuicdo de haplotipos desse gene aponta para o fato de que h& poucos
haplétipos em altas frequéncias em torno do mundo (Donadi et al., 2011),
geralmente ocorrendo uma heterozigose entre um haplétipo de alta producdo e um
de baixa producao da molécula de HLA-G (Mendes et al., 2007; Castelli et al., 2010;
Castelli et al.,, 2011; Donadi et al.,, 2011). De fato, é obervado que o haplotipo
conhecido como UTR-1, descrito inicialmente no Brasil (Castelli et al., 2010),
considerado como de alta producdo da molécula de HLA-G (Martelli-Palomino et al.,
2013), é frequentemente encontrado em heterozigose com um haplétipo considerado
de baixa producédo dessa molécula, conhecido como UTR-2.

Funcionalmente, a heterozigose tem importancia devido ao fato de a resposta
imunitaria ter que atuar ora de maneira avida, ora de maneira permissiva, i.e.,
durante a infeccdo por qualquer patdégeno, por exemplo, ha a necessidade de forte
atuacao das células efetoras imunoldgicas, com o intuito de eficazmente combater a
infeccdo. Nesse sentido, a baixa producédo da molécula de HLA-G, que tem funcéo
modulatoria e, portanto, de aumentar a tolerancia imunologica (Donadi et al., 2011),
torna-se importante a fim de permitir a correta atuacdo das células efetoras. Por
outro lado, h& casos em que ha necessidade de modulagéo e tolerancia imunoldégica,
como, por exemplo, durante a gestacao (Hviid, 2006). Nesse contexto, para que haja
a aceitacdo materno-fetal, as células efetoras do sistema imunitario devem ser
reguladas e a presenca de haplétipos de alta producdo da molécula de HLA-G
garante a producdo dessa molécula. Assim, a presenca de for¢a seletiva em favor da
manutencado de heterozigose nessa regido toma grande importancia.

Esse mesmo perfil também é observado para a regido promotora desse gene
(Tan et al., 2005). Novamente, ha a presenca de alguns polimorfismos associados a
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alta producédo da molécula de HLA-G em heterozigose com aqueles associados a
baixa producdo dessa molécula (Donadi et al., 2011), também favorecendo a
dualidade de respostas necessarias em condi¢des fisiolégicas normais. Além disso,
ja foi descrito que ha forte LD entre sitios polimorficos da regido promotora e da
regiao 3’NT, o que aponta para a importancia dessas duas regifes atuando em
conjunto para a correta regulagdo da producdo da molécula de HLA-G em locais e
tempos em que ha a necessidade (Donadi et al., 2011). Entretanto, mais estudos
S80 necessarios para que se tenha o conhecimento completo de como a selecéo

molda as frequéncias dos haplotipos desse gene em torno do mundo.

1.3 - A SEQUENCIA AluyHG

Na tentativa de elucidar alguns mecanismos evolutivos envolvidos ha
formacdo dos genes HLA de classe I, realizaram-se estudos da presenca ou
auséncia de insergdes Alu presentes nesse complexo génico (Kulski e Dunn, 2005).
Em humanos, as sequéncias Alu sdo 0os mais abundantes representantes de uma
familia de retrotransposons chamados de SINE (do inglés, Short Interspersed
Nuclear Element), e receberam esse nome devido a presenca de um sitio de
restricdo para a enzima Alu em sua estrutura (Houck et al., 1979). Os elementos Alu
sdo compostos por aproximadamente 300pb, divididos em dois bragos praticamente
idénticos, separados por uma regiao rica em adeninas (A) (Batzer e Deininger,

2002). O motivo rico em Adenina presente no centro da estrutura geralmente possui
a repeticdo AsTACAg (Batzer e Deininger, 2002). As sequéncias Alu possuem uma

cauda terminal oligo-(dA) de tamanho variavel e repeticbes curtas de Timinas e
Adeninas (T + A) flanqueando a sequéncia, refletindo sua inser¢do cromossomal
(Jurka, 1997). Como parte da sequéncia, ha a presenca de um promotor para a
enzima RNA polimerase Il (Batzer e Deininger, 2002), necessaria a sua
retrotranscrigao.

Esses elementos moveis séo derivados, ancestralmente, do RNA 7SL,
envolvido na ligacdo com o peptideo sinal para a translocacdo de proteinas ao
reticulo endoplasmatico (Ullu e Tschudi, 1984). Essa fungéo tem sido atribuida,
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ainda, a alguns elementos Alu distribuidos no genoma humano (Weichenrieder et al.,
2001).

O seu mecanismo de transposi¢cao envolve a retrotranscricdo de um produto
originado a partir da acdo da enzima RNA polimerase lll, provavelmente pela acéo
de uma transcriptase reversa codificada por uma sequéncia do tipo LINE (do inglés,
Long interspersed Nuclear Elements) (Mathias et al., 1991), ja que os elementos Alu
perderam, ao longo do processo evolutivo, a sequéncia que codifica essa enzima
(Batzer e Deininger, 2002). Esses autores comentam, ainda, a importancia de
regides conservadas (TTAAA) flanqueando a sequéncia Alu necessarias ao
reconhecimento por endonucleases para que ocorra 0 processo de integracdo ao
genoma.

Ha cerca de 1,1 milhdo de copias de sequéncias Alu, o que corresponde a
aproximadamente 10% de todo o genoma hapldide, presentes no genoma humano
(Kriegs et al., 2007). Entre as sequéncias presentes na espécie humana existem
aquelas mais antigas, compartilhadas com outros primatas, chamadas de AluJd e
AluS (Jurka e Smith, 1988) e algumas sequéncias especificas da espécie humana,
notadamente as de insercbes mais recentes, chamadas AluY (Batzer et al., 1994).
Para a diferenciacdo das familias de inser¢cdes Alu ha consenso em utilizarem-se
diferencas nas suas sequéncias, como algumas mutacdes que sdo caracteristicas
para cada familia e acumuladas durante o processo evolutivo (Jurka e Smith, 1988;
Batzer et al., 1996; Kapitonov e Jurka, 1996).

Dentre as familias Alu descritas acima, a AluY mostra-se a mais Gtil no estudo
populacional, devido ao fato de algumas sequéncias dessa familia ainda ndo terem
alcancado sua completa fixacdo no genoma (Kulski et al., 2001), sendo dimorficos
entre a populacdo, ou seja, ou estdo presentes ou ausentes (Dunn et al., 2002).
Ainda, considera-se sua caracteristica de terem identidade por descendéncia, ou
seja, devido ao fato de ndo haver mecanismo que retire a insercdo Alu do genoma,
dois individuos compartilhando uma insercdo em um mesmo locus tera,
provavelmente, a mesma origem evolutiva (Deininger e Batzer, 1999). Além disso,
sua avaliacdo € um procedimento rapido e facil por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e posterior eletroforese (Roy-Engel et al., 2001), apresentando
uma taxa de nova insercao de uma a cada 20 nascimentos (Cordaux et al., 2006).

Uma série de estudos foram realizados avaliando a presenca de inser¢gdes Alu

localizadas no MHC humano. Como resultado foram encontradas cinco
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insergcbes margeando alguns genes, dentre as quais: AluyMICB, encontrado no
primeiro intron do gene MICB (Kulski et al., 2002); AluyTF, localizado entre os genes
HLA-B e HLA-E, a cerca de 505 kb centromérico em relacéo ao ultimo (Dunn et al.,
2003); AluyHG localizado a aproximadamente 20 kb da ponta 3’ do gene HLA-G
(Kulski et al., 2001); AluyHJ, localizado a aproximadamente 190 kb centromérico em
relacédo a HLA-G (Dunn et al., 2002); AluyHF, localizado a aproximadamente 130 kb

telomérico em relacéo a HLA-G (Dunn et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Mapa das posic¢des das inser¢cdes Alu dentro do MHC, evidenciando
a insercdo AluyHG. Adaptado de (Kulski e Dunn, 2005).

Dentre essas inser¢cdes a que se mostra mais proxima ao gene nao classico
HLA-G é a insercdo AluyHG. Desta forma, este elemento torna-se bastante util no
estudo de sua relacdo com esse gene. Kulski e colaboradores em 2001 mostraram
gue esse polimorfismo apresentava desequilibrio de ligagdo com o gene HLA-A e
gue apresentava frequéncias compativeis com o grupo alélico HLA-A*02 desse
mesmo gene (Kulski et al., 2001). Entretanto, apesar de sua proximidade ao gene
HLA-G, nenhum estudo teve como foco a analise da relacao entre a presenca dessa

insercao e polimorfismos desse gene.
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1.4. O PROJETO 1000Genomes CONSORTIUM

O projeto 1000Genomes (The 1000Genomes Project Consortium, 2010; The
1000Genomes Project Consortium, 2012) é um consorcio internacional que,
utilizando técnicas de sequenciamento de nova geracdo, avaliou 0 genoma completo
de 1092 individuos oriundos de 14 popula¢@es diferentes. A comparacao dos dados
obtidos por este projeto torna-se uma valiosa fonte para estudos de associacao e
identificacdo de genes candidatos para diferentes doencas (Harrow et al., 2012),
resposta individual e metabolizacdo de farmacos (Allen, 2005) e padrbes de
diversidade génica ao longo de diferentes populagbes. Neste aspecto, o
sequenciamento em larga escala de diferentes individuos pode gerar dados mais
completos e complementares aos dois consoércios iniciais que se propuseram a
sequenciar o genoma humano de poucos individuos (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001; Venter et al., 2001; Venter, 2003; International
Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

Em nenhum dos projetos de sequenciamento completo do genoma humano a
populacdo brasileira foi avaliada. Neste aspecto, essa populacdo torna-se uma
excelente fonte de estudos, tendo em vista que constitui uma das populacdes mais
heterogéneas do mundo, fruto de mais de cinco séculos de miscigenacao entre as
populacdes de quatro diferentes continentes: 1) Americano: populacdo nativa de
amerindios; 2) Africano: escravos vindos para o Brasil entre o século 16 e o0 ano de
1850; 3) Europeu: principalmente portugueses que colonizaram o Brasil, seguidos
por italianos, espanhois e alemées (Pimenta et al., 2006); 4) Asiatico: japoneses que
chegaram ao Brasil principalmente no periodo p6s 22 Guerra Mundial.

Assim, concatenar dados disponibilizados pelo Projeto 1000Genomes com
dados obtidos de populacdes brasileiras permite a observacdo de distribuicdo de
frequéncias de alelos e haplétipos em torno do mundo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a frequéncia da presenca da insercdo AluyHG em amostras de trés
continentes (Brasileiros, Franceses e Africanos) e correlacionar este elemento com a
variabilidade da regidao 3'NT do gene HLA-G.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca da insercdo AluyHG em uma amostra de brasileiros
(estado de Sao Paulo), franceses e africanos;

e Avaliar a relacao entre o elemento AluyHG e polimorfismos na regido 3’'NT
do HLA-G;

e Inferir haplétipos HLA-G/AluyHG;

e Avaliar a distribuicdo mundial dos haplétipos de HLA-G considerando dados

brasileiros e do projeto 1000Genomes;
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3. JUSTIFICATIVA

O gene HLA-G tem grande importancia na fisiologia do sistema imune
humano, principalmente no contexto da gravidez, transplantes, tumores e doencas
autoimunes (Donadi et al.,, 2011). Entretanto, alguns topicos relacionados a esse
gene ainda permanecem obscuros, como perfil de expressao de todas as variantes
proteicas, regulacdo da transcricdo e traducdo, bem como mecanismos evolutivos
adjacentes a formacdo desse gene no curso da especiacdo humana. Assim,
entender os mecanismos adjacentes a evolucdo desse gene pode permitir o
entendimento da distribuicdo de poucos haplétipos em torno do mundo.

A identificagcdo de sequéncias Alu proximas aos genes nao classicos e, em
especial, uma localizada a 20kb de distancia da regidao 3'NT do gene HLA-G, permite
o estudo de sua relagcdo com esse gene. Devido a proximidade dessas insercoes e
os genes de HLA, estudos realizados na ultima década tém buscado identificar perfis
de desequilibrio de ligagcéo (LD, do inglés Linkage Disequilibrium) entre ambos..

Além disso, a proximidade entre o elemento AluyHG e o gene HLA-G pode
permitir a identificacdo de hapl6tipos associados a insercdo AluyHG, o que pode
permitir sua facil identificacdo para futuros estudos por meio de reacdes simples de
PCR. A abordagem utilizada até o momento para a definicdo e triagem de haplétipos
€ 0 sequenciamento, técnica mais cara e mais trabalhosa em comparacao a técnica
de PCR. Portanto, em estudos em que é necessaria apenas a identificacdo de alelos
de alta e/ou baixa producdo da molécula de HLA-G, a utilizagdo de um marcador

torna-se bastante util.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a caracterizacdo da presenca da insergdo AluyHG, foram utilizadas 641
amostras originarias de trés diferentes continentes: 165 brasileiros (BRA), 161
congoleses (CNG), 193 senegaleses (SEE) e 122 franceses (FRA).

A populacao brasileira foi composta por doadores de medula 6ssea, néo
relacionados e saudaveis oriundos do Hemocentro de Ribeirdo Preto - SP,
selecionados de forma aleatdria. Estas amostras foram utilizadas em estudos
prévios que avaliaram a variabilidade de outros genes do complexo HLA, incluindo
0s genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 e HLA-G, realizados pelo grupo
(Castelli et al., 2010; Castelli et al., 2011). Este protocolo experimental foi aprovado
pelo comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - SP,
Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP) sob o protocolo 12398/2004, autorizando
sua utilizacao para estudos envolvendo a variabilidade dos genes HLA-G e HLA-E,
estando as amostras disponiveis para estudo.

A populacdo congolesa foi composta por individuos saudaveis né&o
relacionados oriundos da provincia de Badundu da Republica Democratica do
Congo, gentilmente cedidas pelo Dr. Andre Garcia. O Ministério do Congo aprovou a
utilizacdo dessas amostras para estudos de variabilidade de genes do complexo
HLA, estando essas amostras disponiveis para o estudo.

A populacdo senegalesa foi composta por individuos saudaveis nao
relacionados oriundos da area de Niakhar, Senegal, também gentilmente cedidas
pelo Dr. Andre Garcia. O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de Etica
local para a utilizacdo dessas amostras em estudos de variabilidade genética dos
genes de HLA, estando essas amostras disponiveis para o presente estudo.

A populacao francesa foi composta por individuos saudaveis ndo relacionados
oriundos de Paris, Franca, gentilmente cedidas pelo Dr. Philippe Moreau. O Governo
Francés autorizou o uso dessas amostras para estudo de variabilidade genética dos

genes de HLA, estando essas amostras também disponiveis para o estudo.



33

Todas as 641 amostras utilizadas ja haviam sido avaliadas quanto a
variabilidade da regido 3'NT do gene HLA-G em estudos ja publicados anteriormente
(Castelli et al., 2010; Castelli et al., 2011; Courtin et al., 2013; Garcia et al., 2013;
Martelli-Palomino et al.,, 2013; Sabbagh et al., 2013). Os dados de variabilidade
foram gentilmente cedidos pelos pesquisadores responsaveis.

4.2. CARACTERIZACAO DA INSERCAO ALUYHG

A insercdo AluyHG foi caracterizada por procedimento de PCR (do inglés,
Polymerase Chain Reaction) ja descrito previamente (Kulski et al., 2001). O DNA de
cada amostra, ja previamente extraido por kits comerciais ou métodos caseiros do
tipo salting-out, foi amplificado por meio dos iniciadores AluyHGF-
CAGGACAACCAGTAAAGATGCTGG e AluyHGR-
GCTTCAGTTAACATGCAAGTTTATGCC (Kulski et al., 2001).

A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25uL. Os reagentes
utilizados para a reacdo de amplificacdo foram misturados em tubo separado
conforme especificado na Tabela 2. Em cada tubo para PCR de 0,2mL, previamente
identificado, foi adicionado 23,5uL da mistura de reagentes (Tabela 2) e mais 1,5uL
de amostra de DNA diluido a 100ng/yL. Em cada bateria de amplificagao foi
adicionado um controle negativo apenas com a mistura de reagentes, portanto sem
DNA, para a confirmacdo da auséncia de contaminacdo dos reagentes por
fragmentos de DNA que poderiam ser amplificados pelo conjunto de iniciadores
utilizados.

As condicfes de ciclagem consistiram em: (a) desnaturacédo inicial do DNA a
94°C por 3 minutos; (b) 30 ciclos de 94°C de desnaturacéo por 30 segundos, 58°C
de temperatura de anelamento por 30 segundos, 72°C de temperatura de extenséo
por 50 segundos; (c) um ciclo de extenséo final a 72°C por 5 minutos. O produto
obtido foi armazenado em freezer a -20°C até sua utilizacdo como descrito adiante.

A amplificacdo correta foi, avaliada em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etideo. Para cada amostra foi aplicado um volume de 6L de produto de
PCR junto com 1uL de tampao de carregamento 6x Loading DyeTNI (Fermentas -

Vilnius, Lituania).
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Tabela 2 - Reagentes e concentracdes utilizadas para a amplificacdo do elemento
AluyHG.

~ [] Solucéo de 1X []
Componentes da reacéo Uso (L) Einal
Agua - 16,05 -
Tampao de amplificacdo da DNA 10X 20 0.8X
polimerase
MgClo 25mM 0,75 1,5'3\2)m
Solugao de dNTPs 5mM 0,25 O’iﬁ)m
Iniciador AluyHGF 10pM 1,5 15pmol
Iniciador AluyHGR 10pM 1,5 15pmol
DMSO 100% 1,25 5% viv
DNA Polimerase (Platinum — Invitrogen) 5U/uL 0,2 1U
Volume Total - 23,5 -
Volume de Amostra (100 ng/ulL) - 1,5 -

A eletroforese foi realizada durante 1 hora mantendo-se a voltagem fixada em
90 V. Os géis foram expostos a luz ultravioleta (UV) e, posteriormente, fotografados
em um fotodocumentador. Em cada corrida foi adicionada uma escada alélica
GeneRuler™ (Fermentas — Vilnius, Litudnia) com tamanho especifico para
conferéncia do tamanho aproximado dos produtos de amplificacdo gerados pela
reacdo de PCR, bem como foi adicionado o controle negativo como um parametro
de auséncia de contaminag&o.

O tamanho esperado de cada fragmento de amplificacéo foi de 218pb para a
auséncia da insercdo AluyHG e 540pb para a presenca da insercdo AluyHG (Figura
5), pois os iniciadores foram desenhados para amplificar regiées que flanqueiam o

local de insercéao dessa sequéncia em estudo.
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Figura 5 - Gel de agarose apresentando bandas especificas para a insercao
AluyHG. A banda superior (540pb) reflete a presenca da insergéo, enquanto que a
banda inferior (218pb) reflete a auséncia de insercéo. Corrida 1: marcador de peso
molecular, corridas 2, 4 e 5: heterozigotos para o elemento AluyHG, corridas 3 e 7:
homozigotos para auséncia do elemento AluyHG, corrida 6: homozigoto para a

presenca do elementos AluyHG.

4.3. VARIABILIDADE DA REGIAO CODIFICADORA E 3'NT DO GENE HLA-
G

A variabilidade da regido codificadora do gene HLA-G na amostra de
brasileiros utilizada neste estudo foi previamente avaliada e publicada em um artigo
do grupo de pesquisa (Castelli et al., 2011). Esta avaliacdo considerou a regido
compreendida pelos éxons 1 a 4 e os introns 1, 2 e parte do intron 3. Desta forma,
0s pontos de variacdo detectados nesse estudo ocorreram na posi¢cao +15, +36,
+99, +126, +130, +147, +188, +292, +297, +372, +706, +748, +755, +814, +1016,
+1019, +1054, +1590, +1799 e +1827, considerando +1 como a Adenina do primeiro
ATG traduzido. As amostras francesas e africanas ndo foram avaliadas quanto a

variabilidade da regiao codificadora do HLA-G.
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A variabilidade da regiao 3'NT do HLA-G, por sua vez, foi previamente
analisada para todos os grupos populacionais aqui estudados e os dados publicados
(Castelli et al., 2010; Castelli et al., 2011; Courtin et al., 2013; Garcia et al., 2013;
Martelli-Palomino et al., 2013; Sabbagh et al., 2013), seguindo uma metodologia
descrita por nosso grupo (Castelli et al., 2010).

Os dados de variabilidade das 14 populacdes disponibilizadas pelo projeto
1000Genomes foram adquiridos diretamente no browser do projeto, considerando as
mesmas regides previamente analisadas para as amostras brasileiras, africanas e

europeias.

4.4. NOMENCLATURA DOS HAPLOTIPOS HLA-G

A nomenclatura dos haplétipos da regido 3’'NT do gene HLA-G foi dada de
acordo com o descrito em estudos anteriores (Castelli et al., 2010; Castelli et al.,
2011; Lucena-Silva et al., 2012). A tabela 3 indica os haplétipos ja descritos para a
regidao 3'NT, o nome pelo qual este haplétipo € conhecido, e os polimorfismos
associados com cada haplétipo.

A nomenclatura dos haplétipos de regido codificadora, por sua vez, é
regulamentada pelo International Immunogenetics Database (IMGT/HLA). Usando
como exemplo o alelo HLA-G*01:01:01:01, este padrdao de nomenclatura segue as
seguintes regras:

(a) anterior ao asterisco esta o nome do gene (HLA-G, no caso);

(b) o separador € sempre o asterisco (*);

(c) o primeiro numero indica o grupo alélico, dado pelo tipo soroldgico do antigeno
produzido pelo gene (neste caso, G*01);

(d) o separador (:) separa cada nivel da nomenclatura;

(e) o segundo numero indica uma proteina especifica do gene por conta da
presenca de mutacdes ndo sinbnimas;

(f) o terceiro numero indica substituicdes sinbnimas na regido codificadora (sem a
producédo de variantes proteicas);

(g) e o quarto numero indica mudancas de nucleotideos nas regides regulatorias do
gene.
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(h) um sufixo no final do nome indica mudancas na expressao dessa molécula,
como, por exemplo, HLA-G*01:05N, em que o sufixo “N” indica que esse alelo é

nulo.

Tabela 3 - Principais haplétipos da regidao 3'NT do gene HLA-G.

Polimorfismos da regido 3'NT

Haplotipo
14pb +3003 +3010 +3027 +3035 +3142 +3187 +3196
UTR-1 Del® T G C C C G c
UTR-2 Ins” T C C c G A G
UTR-3 Del T C c C G A C
UTR-4 Del C G C C C A C
UTR-5 Ins T c c T G A C
UTR-6 Del T G C C C A C
UTR-7 Ins T c A T G A C
UTR-8 Ins T G C C G A G
UTR-9 Ins T G C T G A C
UTR-10 Del T C C C G A G
UTR-11 Del c c c C G A C
UTR-13 Del T C C T G A C
UTR-14 Del T G c C G G C
UTR-15 Ins T C C C G A C
UTR-16 Ins T c c T G A G

Os haplétipos foram nomeados de acordo com o descrito anteriormente em literatura (Castelli et al., 2010;
Castelli et al., 2011, Lucena-Silva et al., 2012).

4 Del - Delegéo
b Ins - Insercéo

4.5. FORMATACAO DOS BANCOS DE DADOS

Inicialmente, os dados de variabilidade do gene HLA-G foram obtidos no
browser oficial do Projeto 1000Genomes
(http://browser.1000genomes.org/index.html). Os arquivos .vcf obtidos foram
convertido para o formato genepop (Rousset, 2008) usando o programa PGDSpider
2.0.19 (Lischer e Excoffier, 2012). Os dados obtidos foram analisados
separadamente e posteriormente concatenados aos dados disponibilizados para o
gene HLA-G das 641 amostras desse estudo, incluindo as avaliacées de AluyHG.

Entretanto, dados referentes a polimorfismos do tipo INDEL geralmente ndo séo
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disponibilizados pelo projeto 1000Genomes, o que neste caso inclui a AluyHG e o
polimorfismos de 14pb da regido 3'NT do gene HLA-G. No caso destes marcadores,
0s bancos de dados continham a informacao de “auséncia” do dado para todos os
registros provenientes do projeto 1000Genomes.

Este banco de dados Unico (ou fragcdes deste banco conforme a necessidade),
foi inicialmente convertido em um arquivo .ped (Plink Ped format), para elaboracao
de um plot de LD pelo software Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005). Em seguida, 0s
bancos de dados foram recodificados em um formato compativel com os softwares
PHASE 2.1.1 (Stephens et al., 2001; Stephens e Donnelly, 2003), com auxilio de
macros criados no Microsoft Word 2010. Estes ultimos bancos de dados foram
utilizados para inferéncia de haplétipos conforme descrito adiante.

Finalmente, os dados de haplétipos foram convertidos em um formato de texto
plano compativel com o software Network 4.6.1.1 (Bandelt et al., 1999) para

elaboracao de uma rede de interacdo envolvendo os haplétipos inferidos.

4.6. ANALISE DOS DADOS

As frequéncias alélicas e genotipicas da presenca ou auséncia da insercao
AluyHG foram estimadas por contagem direta. A aderéncia das frequéncias
genotipicas em relacdo as proporcdes tedricas de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo
teste exato de Guo e Thompson (Guo e Thompson, 1992), implementado no
software Genepop® 4.2 (Raymond e Rousset, 1995).

Para a analise do desequilibrio de ligacdo (LD) envolvendo os polimorfismos
do gene HLA-G e a insercdo AluyHG foi utilizada a metodologia de D’ e LOD,
utilizando-se o software Haploview® (Barrett et al., 2005). As imagens de LD foram
geradas por esse programa utilizando-se os pontos de variacdo cuja frequéncia
alélica minima (MAF) fosse 0,01, em que as areas em vermelho escuro indicam forte
LD (LOD = 2, D’ = 1), éreas em rosa indicam moderado LD (LOD = 2, D’ < 1), areas
em azul indicam fraco LD (LOD < 2, D’ = 1) e areas em branco indicam auséncia de
LD (LOD<2,D’ <1).

Foram utilizadas duas abordagens para a analise do LD entre as populacdes
do estudo. A primeira teve como foco os dados referentes a insercdo AluyHG e os
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polimorfismos presentes na regido 3’NT do gene HLA-G buscando a identificacao de
haplétipos entre essas duas regides distantes entre si cerca de 20kb. Assim, nessa
primeira abordagem, foram utilizadas as populagbes brasileira, congolesa,
senegalesa e francesa. A segunda abordagem, por sua vez, teve como foco o
préprio gene HLA-G com a utilizacdo dos dados das 14 populacbes do Projeto
1000Genomes disponibilizados publicamente e a populagdo brasileira. Foram
avaliados, nesse contexto, polimorfismos presentes na regido codificadora e na
regido 3’NT do referido gene.

Dada uma associacdo positiva entre os alelos dos pontos de variacao
encontrados, mas a fase gamética desconhecida, foi realizada uma inferéncia
computacional dos haplotipos definindo-se a provavel constituicdo de cada um dos
cromossomos dos individuos analisados.

Para a inferéncia dos haplétipos, dois métodos probabilisticos foram
empregados: o software PHASE v2 (Stephens et al.,, 2001; Stephens e Donnelly,
2003) que implementa um método Bayesiano para reconstrucdo do haplétipo mais
provavel; e algoritmo de maxima verossimilhanca implementado no software PL-EM
(Qin et al., 2002), que calcula pela maximizacdo da expectativa para cada um dos
haplétipos presentes nas amostras. Foram realizadas 10 corridas independentes
para cada um dos métodos e os resultados foram entdo comparados entre si. Para
este procedimento foi utilizado um script em Perl denominado HaploRunner
(desenvolvido por E. C. Castelli — disponivel em http://www.castelli-lab.net), verséo
1.1b. Este script executou as 10 corridas independentes de cada algoritmo,
comparando os resultados obtidos em todas as corridas e entre ambos 0os métodos.
Foram aceitas somente as inferéncias de haplétipos que atenderam a dois
requisitos: a) tiveram probabilidade de inferéncia superior a 90%; b) obtiveram o
mesmo haplétipo inferido em todas as corridas para os dois programas. Para o
método PHASE foram utilizados os seguintes parametros: number of iteractions:
1000; thinning interval: 1; burn-in value: 1000 e valores seed diferentes para cada
corrida, conforme descrito em um trabalho prévio (Castelli et al., 2011). Para o
algoritmo PL-EM foram utilizados os seguintes parametros: Top value: 0; Parsize
value: 2; Buffer: 1300 e Round value: 200.

Apesar dos dados do Projeto 1000Genomes estarem em fase, os dados
brasileiros ndo estavam por se tratar de sequenciamento de produto de PCR. Desta

forma, a mesma abordagem de inferéncia foi realizada para todas as 14 populacdes
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agrupadas e os dados brasileiros. A compatibilidade entre as fases obtidas
computacionalmente e as descritas pelo projeto 1000Genomes foi maior que 99%.

As relacdes entre os haplotipos obtidos foram inferidas construindo-se uma
network, utilizando-se para tanto o algoritmo median-joining implementado no
programa Network® 4.6.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm).
Foram utilizados os haplétipos com frequéncias superiores a 1% e excluidos os
haplétipos recombinantes a fim de facilitar a leitura da Network. As imagens geradas
pelo software foram reconstruidas utilizando-se programa de edic&o vetorial.



41

5. RESULTADOS

5.1. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DA INSERCAO ALUYHG

ApoOs a andlise dos 641 individuos, compostos por 165 brasileiros (BRA), 161
congoleses (CNG), 193 senegaleses (SEE) e 122 franceses (FRA), foram
contabilizadas as frequéncias do alelo de auséncia de inser¢édo AluyHG (AluyHG*1)
e de presenca de insercéo AluyHG (AluyHG*2), como demonstrado na Tabela 4. Em
todas essas populacdes as frequéncias genotipicas foram compativeis com o
esperado pelo teorema de Hardy-Weinberg. A Tabela 3 mostra, ainda, dados sobre
o polimorfismo AluyHG em diferentes populacdes estudadas até agora. Para facilitar
a compreenséao, as populacdes foram divididas em relacdo ao seu componente de
ancestralidade em cinco grandes grupos: (a) Africa, composto pelas populagdes
Sekele San, Bantu, !Kung San, Khoi, senegaleses e congoleses; (b) Asia, composto
pelas populacdes tailandesa, japoneses, mongois, malaio chineses, Hunan da etnia
Han, mongdis da etnia Han, mongodis da etnia Mongol, Guangdong da etnia Han; (c)
Oceania, composto por australianos de origem europeia; (d) Europa, composto pelos
franceses; (e) Ameérica, composto por brasileiros.

As frequéncias do alelo AluyHG*2 variam entre as popula¢cdes estudadas. As
populacdes de origem asiatica, incluindo as populacbes malaio chinesa, Hunan da
etnia Han, mongodis da etnia Han, mongois da etnia Mongol e Guangdong da etnia
Han apresentaram altas frequéncias desse alelo quando comparadas as outras
populacbes estudadas até o momento. Em contrapartida, as populacées de origem
africana, incluindo as populacbes congolesa e senegalesa (alvos do presente
estudo), Bantu, Khoi, Sekele San e !Kung San geralmente apresentam as
frequéncias mais baixas quando comparadas as outras populacdes estudadas até
agora. As populacdes brasileira e francesa (alvos do presente estudo) apresentaram
frequéncias intermediarias as frequéncias de populacdes asiaticas e africanas para o
alelo AluyHG*2 (Tabela 4).
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TABELA 4 - Frequéncias da auséncia (AluyHG*1) e presenca (AluyHG*2) da
insercao AluyHG em popula¢des mundiais.

Continente Populacgéo N AluyHG*1 AluyHG*2 Referéncia
Sekele San 60 0,9670 0,0330 (Kulski e Dunn, 2005)
Bantu 50 0,9400 0,0600 (Kulski e Dunn, 2005)
Africa IKung San 42 0,9270 0,0730 (Kulski e Dunn, 2005)
Khoi 43 0,8690 0,1310 (Kulski e Dunn, 2005)
Senegaleses 193 0,8964 0,1036 Este trabalho
Congoleses 161 0,8944 0,1056 Este trabalho
Tailandeses 192 0,7080 0,2920 (Dunn et al., 2006)
Japoneses 99 0,7300 0,2700 (Kulski e Dunn, 2005)
Mongéis 41 0,7800 0,2200 (Kulski e Dunn, 2005)
Asia Malaios Chineses 50 0,4400 0,5600 (Dunn et al., 2007)
Hunan da etnia Han 147 0,5646 0,4354 (Tian et al., 2008)
Mongdis da etnia Han 104 0,6106 0,3894 (Tian et al., 2008)
Mongéis da etnia Mongol 87 0,6322 0,3678 (Tian et al., 2008)
Guangdong da etnia Han 107 0,6121 0,3879 (Tian et al., 2008)
Oceania Australianos 105 0,6990 0,3010 (Kulski e Dunn, 2005)
Europa Franceses 122 0,7787 0,2213 Este trabalho
Coorte Brasileiro 1 2 165 0,7333 0,2667 Este trabalho
América Coorte Brasileiro 2 ° 101 07570  0,2430 Silva ACA ¢
Coorte Brasileiro 3 ° 61 07000 0,3000 Silva ACA °

Nota: N: niumero de individuos;

aBrasileiros de Ribeirao Preto - SP;

Brasileiros de Brasilia - DF;

Populagdo Kalunga (Populagédo brasileira afrodescendente);
Silva ACA, et al. (comunicag&o pessoal).

c
d

5.2. DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

A presenca de uma associacdo significativa entre os pontos de variagao do
gene HLA-G e a inser¢cdo AluyHG foi avaliada mediante avaliagdo do desequilibrio
de ligagao (D’) (Lewontin, 1964), utilizando o software Haploview 4.1 (Barrett et al.,
2005), conforme previamente descrito. As figuras 6 e 7 mostram os padrdes de LD
obtidos utilizando-se os pontos de variacdo que apresentaram frequéncia alélica
minima de 1%.

Foram realizadas duas abordagens distintas para a mensuracéo do LD entre

as regides citadas acima. A primeira abordagem analisou o padrao de desequilibrio
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de ligacdo entre a insercdo AluyHG e os polimorfismos presentes na regido 3'NT do
gene HLA-G considerando os dados de genotipos de individuos de quatro
populacdes distintas (brasileiros, senegaleses, congoleses e franceses). Essa
analise revelou a provavel existéncia de um bloco Unico de segregacdo que engloba
a regidao 3'NT do HLA-G e estende-se por pelo menos 20kb de distancia dessa

regido, alcancando o sitio de insercéo do retroelemento AluyHG (Figura 6).

Figura 6 - Perfil de LD entre os polimorfismo da regido 3'NT do gene HLA-G e a
insercdo AluyHG considerando dados de gendtipos de individuos de quatro

populacdes distintas (brasileira, senegalesa, congolesa e francesa).

A segunda abordagem avaliou o padrdo de LD entre os polimorfismos das
regides codificadora e 3'NT do gene HLA-G, considerando os dados de 15
populacdes distintas, i.e., a brasileira (Castelli et al., 2011) e as 14 populacdes
disponibilizadas pelo Projeto 1000Genomes. Da mesma forma, nota-se a provavel
existéncia de um bloco de segregacdo Unico que engloba desde o éxon 1 até a
regidao 3'NT do gene HLA-G, sem evidéncias de sitios de recombinacao existentes

entre essas duas regides (Figura 7).
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Extrapolando os dados obtidos (Figura 6 e 7), podemos concluir que o padréao
de LD observado estende-se desde a regido codificadora do gene HLA-G até pelo

menos 20kb de distancia, chegando ao sitio de insercao do retroelemento AluyHG.

Figura 7 - Perfil de LD entre os polimorfismos da regido codificadora e 3'NT do gene
HLA-G, considerando dados de genoétipos de individuos brasileiros e das 14

populacdes disponibilizadas pelo Projeto 1000Genomes.

5.3. HAPLOTIPOS HLA-G/ALUYHG E RELACAO ENTRE OS HAPLOTIPOS

Dada a associagao positiva entre todos os polimorfismos do gene HLA-G e a
insercdo AluyHG (Figura 6), mas fase gamética desconhecida, haplétipos foram
inferidos por métodos probabilisticos como citado na sec¢do de materiais e métodos.
A inferéncia de haplotipos foi realizada em 1733 individuos (1092 amostras do
Projeto 1000Genomes e 641 amostras do presente trabalho), divididos, assim como

para a analise do LD, em duas abordagens.



45

Os dados de 641 individuos (brasileiros, franceses, senegaleses e
congoleses) foram usados para a inferéncia de hapl6tipos considerando o0s
polimorfismos da regido 3’NT do HLA-G e do elemento AluYHG. Destes, 628
inferéncias passaram nos critérios de qualidade previamente descritos
(aproximadamente 97,97%). A andlise revelou a presenca de 14 haplotipos distintos,
considerando-se 8 pontos de variagcao da regido 3'NT e a insercao AluyHG, entre as
quatro populacdes. As frequéncias haplotipicas variaram entre 0,31% e 27,98%
(Tabela 5). A probabilidade média de inferéncia de cada par de haplétipos foi de
0,9952 para o0 método PHASE e de 0,9990 para o método PL-EM. A Tabela 4
apresenta o conjunto de haplétipos encontrados bem como suas frequéncias para as
quatro populagdes estudadas. O nome dos haplétipos referentes a regido 3'NT do
gene HLA-G foram dados de acordo com estudos ja realizados (Castelli et al., 2010;
Lucena-Silva et al., 2012), conforme tabela 3.

A populacao congolesa foi a que apresentou a maior quantidade de haplétipos
distintos (11 no total) em relacdo as outras, enquanto que senegaleses
apresentaram a menor quantidade de haplotipos (8 no total). A presenca do
elemento AluyHG estd associada a presenca do haplétipo de 3’NT denominado
UTR-1. De fato, houve apenas uma ocorréncia da presenca do alelo AluyHG*2 em
ligacdo com outro haplotipo, denominado UTR-3, na populagéo francesa. Assim, as
frequéncias do alelo AluyHG*2 e do haplétipo UTR-1 s&do compativeis entre
si,indicando uma possivel utilizacdo desse polimorfismo como um marcador
molecular para o haplétipo UTR-1.

Além disso, o haplétipo UTR-1/AluyHG*2 foi o mais frequente no Brasil e o
segundo mais comum na Franga, tendo, em contrapartida, frequéncias mais baixas
nos paises de origem africana (Tabela 5). Apesar dessa associacdo, o haplétipo
UTR-1 associado a auséncia da insercdo AluyHG foi encontrado em todas as
populacdes analisadas, em baixas frequéncias, com as maiores frequéncias
apresentadas pela populagéo francesa. Ainda, ndo foram encontrados haplétipos

UTR-7 nas duas populacgdes africanas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Haplétipos entre polimorfismos da regido 3'NT do gene HLA-G e a

insercdo AluyHG em quatro populacdes distintas:

congoleses e franceses.

brasileiros,

senegaleses,

Brasileiros® Congoleses Senegaleses Franceses
N 152° 161 103 122
Hapl()tiBos Alelo .
3'NT AluyHG Frequéncias
UTR-1 Presente 0,2500 0,1056 0,1036 0,2131
UTR-1 Ausente 0,0230 0,0342 0,0052 0,0533
UTR-2 Ausente 0,2500 0,2112 0,3575 0,2664
UTR-3 Presente - - - 0,0082
UTR-3 Ausente 0,1250 0,3043 0,2798 0,1352
UTR-4 Ausente 0,1282 0,1056 0,0518 0,1434
UTR-5 Ausente 0,0757 0,0932 0,1321 0,0369
UTR-6 Ausente 0,1020 0,1304 0,0648 0,0861
UTR-7 Ausente 0,0428 - - 0,0533
UTR-8 Ausente 0,0033 0,0031 - -
UTR-15 Ausente - 0,0124 - 0,0041
UTR-16 Ausente - - 0,0052 -
UTR-17°  Ausente . 0,0093 : .
UTR-13 Ausente - 0,0031 - -

“Brasileiros de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasill.

. Os haplétipos foram nomeados de acordo com (Castelli et al., 2010; Lucena-Silva et al., 2012).
Numero de individuos.
O tamanho da amostra difere do original devido ao fato de os dados da regido 3'NT do gene HLA-G

Qéo estarem disponiveis para 13 amostras.
Estes haplétipos de 3'NT nao foram detectados por (Castelli et al., 2010; Lucena-Silva et al., 2012).

Em seguida, haplotipos foram inferidos a partir dos dados dos polimorfismos

do gene HLA-G (regides codificadora e 3'NT) para as 14 populagdes do Projeto

1000Genomes e concatenados aos dados ja publicados da populacdo brasileira

(Castelli et al., 2011). A inferéncia foi realizada totalizando 1092 pares de haplétipos.

A comparagado das fases obtidas computacionalmente com as fases definida pelo

sequenciamento de nova geracdo resultou nos mesmos haplétipos em 99% das

amostras. A Tabela 6 apresenta um total de 32 haplétipos entre as regides

codificadora e 3'NT encontrados considerando-se as 14 populacdes estudadas, com
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frequéncias variando entre 0,5% e 42,5%. A probabilidade média de inferéncia para
o método PHASE foi de 0,9738, enquanto que para o método PL-EM essa
probabilidade foi de 0,9778.

O perfil de distribuicdo de haplétipos do HLA-G (regides codificadora e 3'NT)
em torno do mundo foi 0 mesmo descrito no Brasil (Castelli et al., 2010; Castelli et
al., 2011) e em outros estudos (Hviid et al., 2004; Hviid, 2006; Larsen e Hviid, 2009;
Jassem et al., 2012; Martinez-Laso et al., 2013). O haplotipo UTR-1 foi encontrado
em todas as populagbes analisadas, principalmente associado ao haplétipo de
regido codificadora denominado G*01:01:01:01, e em haplétipos recombinantes em
gue a porcao final da sequéncia da regido codificadora apresenta a mesma
sequéncia de polimorfismos do haplotipo G*01:01:01:01. Poucos haplétipos
recombinantes, tal como G*01:01:01:04/UTR-1, foram encontrados, principalmente
na populacdo africana (Tabela 6). No Brasil, todos os haplétipos UTR-1 estavam
associados ao haplotipo codificador G*01:01:01:01. As frequéncias desse haplétipo
variaram de 12,18% para a populacado Yoruba (africana) a 42,50% para a populacéo
Han do sul da China (asiatica).

Dado o fato de que o mesmo perfil de haplétipos da regido codificadora/3’'NT
encontrado no Brasil também foi encontrado para outras popula¢cdes mundiais, e que
o perfil de LD mostra evidéncia de associagdo entre a regidao 3'NT e o sitio de
insercdo da sequéncia AluyHG, o mesmo padrdo de associacdo entre a regido
3'NT/AluyHG encontrado para as populagbes brasileira, senegalesa, congolesa e
francesa foi extrapolado para a populacdo mundial. Soma-se a isso o fato de as
frequéncias do haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 serem compativeis a frequéncia da
insercao AluyHG. Assim, podemos estimar a presenca de um haplétipo estendido
G*01:01:01:01/UTR-1/AluyHG.

Nota-se também a auséncia do haplotipo UTR-6 (e de seus haplétipos
codificadores associados) nas populacdes de origem asiatica, bem como a auséncia
do haplétipo UTR-7 (e de seus codificadores associados) nas populacdes de origem
africana. Além disso, as populacbes africanas sdo as que apresentam as maiores

frequéncias para o haplétipo UTR-3 e seus codificadores associados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Frequéncias dos haplotipos considerando polimorfismos da regido codificadora e 3'NT do gene HLA-G na populacao

mundial.
Europa % Asia Africa América
Populagéo
Haplétipos 3’NTb Hapl6tipos Codificadora © N 89 93 14 98 100 97 89 88 97 55 60 66 85 61 108
G*01:01:01:01 0,3371 10,3602 0,3214 0,2908 0,4250 0,2947 0,2619 0,1218 0,2391 0,2778 02373 0,2727 0,3941 0,2182 0,2360
UTR-1 G*01:01:01:04 - - - 0,0256 0,0109 0,0093 0,0076 0,0091
G*01:01:03 / G*01:01:01:01° - - 0,0050 - - - - -
G*01:01:02:01 0,2303 0,1774 0,3571 0,2041 0,0400 0,1105 0,1607 0,1410 0,1848 0,1111 0,1780 0,2127 0,2059 0,2091 0,1530
G*01:01:02:02 - 0,0051 - 0,0064 0,0380 - - -
G*01:06 0,0618 0,0269 0,0357 0,0663 0,0100 0,0263 0,0060 - 0,0054 0,0278 0,0424 0,0227 0,0471 0,0091 0,0510
UTR-2 G*01:05N 0,0108 0,0255 0,0150 0,0421 0,0060 0,0962 0,0543 - 0,0085 0,0303 0,0059 0,0636 0,0420
G*01:05N (+188 C)° - 0,0153 0,0053 0,0128 0,0217 - 0,0085 0,0152 0,0182
G*01:01:03:01 / G*01:01:02:01° 0,0056 - - - 0,0060 - - - 0,0182
G*01:01:14 - - - - - - - 0,0050
G*01:04:01 0,0449 0,0591 0,0714 0,0969 0,2550 0,2474 0,4524 0,0256 0,0109 0,1296 0,1780 0,1515 0,0647 0,0364 0,0460
G*01:04:03 - - 0,0050 0,0053 0,0179 - - - - 0,0050
G*01:04:04 0,0112 0,0054 0,0306 - 0,2244 10,0978 0,0556 0,0339 0,0076 0,0235 0,1000 0,0320
UTR-3 G*01:04:05 - - - 0,0064 0,0109 0,0093 0,0169 - 0,0091
G*01:01:08 - - 0,0053 0,0119 - - - -
G*01:04:04 (+188 C)° - - - 0,0064 - - -
G*01:01:03 / G*01:04:01° - - 0,0050 0,0158 0,0119 - - - -
UTR-4 G*01:01:01:05 0,1180 0,2849 0,1071 0,1429 0,0200 0,0474 0,0060 0,1154 00761 0,1296 0,1356 0,0758 0,1529 0,0545 0,0970
G*01:01:09 - - - 0,0321 0,0272 - 0,0085 0,0076 0,0091  0,0050
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G*01:03 0,0281  0,0161 0,0306 0,0263 00179 0,0897 0,0870 0,1111 0,763 0,0985 0,0353 0,1364 0,0880
UTR-5 G*01:04:01 0,0056 - 0,0051 - - 0,0093 - -
G*01:01:08 - - - - - - - 0,0090
G*01:01:01:04 0,0618 0,0108 0,714 0,0204 - 0,0833 0,1359 0,0833 0,0678 0,0379 0,0118 0,1000 0,0740
UTR6 G*01:01:01:01 - 0,0051 - - - - 0,0059 - 0,0090
G*01:01:01:05 - 0,0051 - 0,0128 - - - 0,0149
G*01:01:01:04 (+1019 C)° - 0,0051 - - - - -
UTR.7 G*01:01:03:01 0,0899 0,0484 0,0357 0,0459 0,2200 0,1684 0,0471 - 0,0463 0,0085 0,0455 0,0471 0,0091 0,0370
G*01:01:05 - - - - - - - 0,0050
UTR-8 G*01:06 i i . . . i . 00140
UTR-9 G*01:01:08 0,0056 - 0,0051 0,0053 - - - -
UTR-18' G*01:01:02:01 ] ] ] ] ] 0,0076 ]
UTR-19' G*01:01:03:01 - - - - - - 0,0059 -

N - nimero de individuos

@Brasileiros de Ribeirdo Preto

—- O Q O T

Esses haplotipos ndo foram detectados previamente (Castelli et al., 2010; Lucena-Silva et al., 2012).

, S80 Paulo. A variabilidade do gene HLA-G foi publicada previamente (Castelli et al., 2011).
Os haplétipos da regido 3'NT do gene HLA-G foram nomeados de acordo com (Castelli et al., 2010; Lucena-Silva et al., 2012).
Os haplétipos da regiéo codificadora foram nomeados de acordo com o padronizado pelo IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).
Haplotipos recombinantes.
Haplétipo ancestral mais provavel e a mutacéo que define esse novo haplétipo.
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Para avaliar a similaridade entre os haplo6tipos encontrados por meio das duas
abordagens citadas, duas redes foram construidas (Figuras 8 e 9). A partir da
analise da primeira rede (Figura 8), construida a partir dos dados de polimorfismos
da regido 3'NT do gene HLA-G e da inser¢ao AluyHG, pudemos definir 5 linhagens
de acordo com o descrito na literatura (Castelli et al.,, 2011). Notamos que a
linhagem que carrega o haplotipo AluyHG*2 aparece na extremidade da rede e em
alta frequéncia. Apesar disso, esse haplotipo pode ser um dos mais recentes na
histéria evolutiva humana.

Por meio da andlise da segunda rede (Figura 9), construida a partir dos
polimorfismos das regides codificadora e 3'NT do gene HLA-G, as 5 principais
linhagens j& anteriormente também estéo representadas. Novamente, a rede mostra
o haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 na extremidade e em alta frequéncia.
Considerando a associacado entre AluyHG e o haplétipos UTR-1, é provavel que o
haplétipos estendido G*01:01:01:01/UTR1/AluyHG seja um dos mais recentes no

curso da historia evolutiva humana, apesar de sua elevada frequéncia.

UTR-5/ AluyHG*1

UTR-4 / AluyHG*1

UTR-3 / AluyHG*1
+3035
mvl 1 4 bp

+3142 +3003

+3010

UTR-7 / AluyHG*1

+3187 UTR-6/ AluyHG*1
UTR-1/AluyHG*1

UTR-2/ AluyHG*1

AluyHG

UTR-1/AluyHG*2

Figura 8 - Rede de haplétipos construida a partir dos dados de polimorfismos da
regidao 3'NT do gene HLA-G e a insergéo AluyHG considerando os dados das
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populacdes brasileira, senegalesa, congolesa e francesa. As cores diferentes

indicam linhagens diferentes desses haplotipos.

Delecéo dos 14pb

G*01:01:01:01 / UTR-1

G*01:01:01:05/ UTR4

G*01:03/UTR-5

LINHAGEM
HG0103
LINHAGEM
HG010101

G*01:01:01:04 / UTR-6

G*01:01:03:01 / UTR-7

LINHAGEM
HG010103

G*01:04:05/ UTR-3

+29 7\'

G*01:04:01 / UTR-3

LINHAGEM
HG0104

G*01:01:02:01 / UTR-2

LINHAGEM +814 +1016

HG010102 b
‘ G*01:01:02:02 / UTR-2

G*01:05N / UTR-2

G*01:04:04 / UTR-3

Figura 9 - Rede de haplotipos construida a partir dos dados de polimorfismos das
regides codificadora e 3'NT do gene HLA-G a partir dos dados disponibilizados pelo
Projeto 1000Genomes. As linhagens tém as mesmas cores da Figura 7 e foram

nomeadas de acordo com (Castelli et al., 2011).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho consiste no primeiro a avaliar a relagéo entre a insergéo
AluyHG e polimorfismos presentes no gene HLA-G. Foram caracterizadas 641
amostras de quatro populacdes distintas, incluindo uma amostra da populacéo
brasileira do estado de S&o Paulo, e amostras do Congo, Senegal e Franca, quanto
a presenca ou auséncia do retroelemento AluyHG e sua relacdo com sitios
polimdrficos encontrados nas regides codificadora e 3'NT do gene HLA-G. Os
resultados obtidos foram comparados com dados disponibilizados pelo Projeto
1000Genomes, permitindo uma avaliacdo global da distribuicdo dos haplotipos de
HLA-G no mundo.

Estudos anteriores relataram a presenca da insercdo AluyHG em altas
frequéncias nas populacdes asiéticas (Tabela 4), principalmente entre chineses
(Dunn et al., 2007; Tian et al., 2008). No Brasil, as frequéncias do alelo de insercéo,
AluyHG*2, foram similares as frequéncias ja descritas para populacdes europeias,
japonesas e tailandesas (Tabela 4). Esta similaridade pode ser explicada pela
histéria de formacao da populacéo brasileira do estado de Sdo Paulo, que apresenta
como principal componente de ancestralidade as populacbes de origem europeia
(Ferreira et al., 2006; Muniz et al., 2008). Além disso, as frequéncias do alelo
AluyHG*2 (auséncia do elemento AluyHG) foram similares as encontradas para a
populacdo de Brasilia - DF (Capital Federal, distante aproximadamente 706 km de
Ribeirdo Preto - SP) e também para a populacdo Kalunga (populacdo
afrodescendente habitante do Estado de Goias - GO) (Silva ACA, comunicacgao
pessoal). A populacdo Kalunga, considerada afrodescendente, apresentou
frequéncia do alelo AluyHG*2 mais elevada do que a encontrada para a populacéo
de Ribeirdo Preto — SP (Tabela 4). Em geral, as populagbes africanas apresentaram
as menores frequéncias deste elemento. Acredita-se que este fato deva-se a
miscigenacdo que a populagcdo Kalunga sofreu ao longo do seu processo de
formacgéo.

Por outro lado, as frequéncias do alelo AluyHG*2 na populacdo francesa
apresentam-se intermediarias as encontradas para os grupos brasileiro e africanos.
Entretanto, apesar de serem baixas as frequéncias de insercdo desse retroelemento

nas populagdes africanas, o fato de podermos encontrar cromossomos
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apresentando tal insercdo nesse continente indica que provavelmente o evento de
insercdo ocorreu antes da disperséo do homem para outros continentes. Tal
hipotese é baseada no fato de que o evento de transposicédo do elemento AluyHG é
considerado um processo aleatério, ou seja, ndo ha predilecdo de insercdo em uma
sequéncia especifica de um cromossomo (Jurka, 1997). Assim, € pouco provavel
gue uma mesma sequéncia de transposi¢cdo seja inserida exatamente no mesmo
loco por dois eventos diversos de insercdo que ocorreram também em tempos
diversos (Kulski e Dunn, 2005). Além disso, ndo ha mecanismo conhecido
responsavel por retirar a sequéncia Alu apds sua insercdo em um determinado loco.
Portanto, podemos inferir que aqueles individuos que apresentam a mesma
sequéncia Alu no mesmo loco apresentam um ancestral comum, devido a sua
caracteristica de identidade por descendéncia (Kulski e Dunn, 2005), e que o0
processo de transposicdo ocorreu ainda na Africa antes da dispersdo do homem a
outros continentes. Essas baixas frequéncias no continente africano indicam que a
insercao do elemento AluyHG é recente na historia humana, mas antiga o suficiente
para que fosse difundido pelos outros continentes durante a dispersdo do homem.

Entretanto, vale ressaltar que o processo de transposi¢cdo pode ser dirigido
por sequéncias especificas apresentadas em certos cromossomos (Jurka, 1997).
Além disso, a frequéncia de determinados haplétipos presentes a época do evento
inicial de transposicdo também pode facilitar a sua insercdo em determinados
haplétipos, notadamente os mais frequentes, sem, entretanto, desobedecermos a
premissa de que a insercdo € um evento aleatério. Assim, apesar do possivel
direcionamento do evento de transposicao para haplétipos mais frequentes, continua
pouco provavel que dois eventos distintos insiram uma mesma sequéncia de
transposicado num mesmo loco.

As frequéncias do alelo AluyHG*2 apontam para o fato de que o possivel
efeito fundador sofrido durante a formacao das populacdes humanas a partir da sua
saida do continente africano (Henn et al., 2012) pode ser responsavel pelo aumento
dessas frequéncias nas popula¢des consideradas ndo africanas (Tabela 4). De fato,
guando comparamos as frequéncias do elemento AluyHG com o evento de
dispersdo do homem, bem como suas rotas migratérias (Henn et al.,, 2012),
observamos um aumento gradual das frequéncias com o aumento do tempo e da
distancia da dispersdo do homem a partir da Africa para os outros continentes.

Assim, as frequéncias aumentadas do alelo AluyHG*2 em continentes ndo africanos
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pode ser consequéncia do isolamento pela distancia dessas populacfes em relacao
as populagbes africanas, além da possivel pressdo seletiva atuando sobre essa
regido. As frequéncias das quatro populagbes avaliadas pelo presente estudo
corroboram tal hipotese, indicando a possibilidade de sucessivos efeitos fundadores
atuando sobre esse loco, pois notamos frequéncias baixas do alelo de insercéo
desse elemento no continente africano, frequéncias intermediarias na populacdo
europeia e frequéncias ligeiramente mais altas na populacao brasileira (Tabela 4).

Frequéncias aumentadas desse retroelemento apresentadas por populacdes
de origem asiatica, notadamente as chinesas, podem representar um reflexo cultural
dessas populacgées, incluindo maior incidéncia de endogamia, principalmente em se
tratando de grupos étnicos fechados dentro dessas populacdes (Chen et al., 2007),
somada a possivel pressdo seletiva diferenciada apresentada nessa regido do
mundo.

Embora a teoria da evolugdo neutra possa explicar a distribuicdo do
retroelemento AluyHG, devido a sua localizagcdo ser intergénica, a regido
cromossémica adjacente € um dos principais alvos de selecdo do genoma humano
(Solberg et al.,, 2008). Tal caracteristica ocorre devido ao fato de essa regido
apresentar genes relacionados a funcado do sistema imune, sendo moldada por
exposicdo a patégenos especificos (Klein e Sato, 2000a; 2000b). De fato, ha
evidéncias de sinais de selecdo balanceadora atuando sobre regides regulatérias do
gene HLA-G (Tan et al., 2005; Castelli et al., 2011), notadamente em sua regido
3'NT (Castelli et al., 2011), distante apenas 20kb do sitio de inser¢cdo AluyHG. Além
disso, a assinatura de selecédo balanceadora que atua sobre essas regides do gene
HLA-G pode ser devida a selecdo balanceadora atuando em outros genes da
mesma regido cromossémica (Gaudieri et al., 2000), principalmente sobre o gene
HLA-A (responsavel por apresentacdo antigénica e um dos mais variaveis do
genoma humano), localizado apés a insercdo AluyHG. Assim, como a insercao
AluyHG encontra-se entre esses dois importantes genes do sistema imune e ja foi
demonstrado forte LD entre essa insercdo e grupos alélicos especificos de HLA-A,
notadamente o grupo HLA-A*02 (Kulski et al., 2001), acreditamos que essa regiao,
apesar de intergénica, pode sofrer a influéncia da selecdo natural atuando em genes
localizados em sua periferia.

Considerando sua proximidade ao gene HLA-G (cerca de 20kb) e sua relagcéo

ja demonstrada com certos grupos alélicos do gene HLA-A (Kulski et al., 2001),
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avaliamos o perfil de desequilibrio de ligacdo entre a insercdo AluyHG e os
polimorfismos presentes na regido 3'NT do gene HLA-G (Figura 6), que apresenta
grande importancia na regulacédo pos-transcricional desse gene e sinais de selecdo
balanceadora mantendo alta heterozigosidade (Castelli et al., 2011; Martinez-Laso et
al., 2013). Devido ao fato de o evento de tranposicdo da insercdo AluyHG ser um
evento antigo, provavelmente ocorrido antes da dispersdo do homem a partir da
Africa, e também considerando sua distancia em relacdo ao gene HLA-G, era
esperado que eventos de recombinagdo gerassem diferentes haplétipos de 3’NT
associados com a insercdo do AluyHG. Entretanto, observamos que a insercéo
AluyHG somente foi associada a apenas um haplétipo de 3'NT, denominado UTR-1
(Tabela 4).

O haplétipo UTR-1 foi recentemente considerado como um haplotipo
associado com alta producédo da molécula de HLA-G (Martelli-Palomino et al., 2013)
e apresenta altas frequéncias nas populacdes mundiais (Castelli et al., 2011; Donadi
et al., 2011). Este hapl6tipo possui um polimorfismo do tipo indel caracterizado pela
delecado de 14pb na regido 3'NT, previamente associada com uma maior produgao
de HLA-G (Hviid et al., 2003; Rousseau et al., 2003; Castelli et al., 2011; Donadi et
al., 2011; Martelli-Palomino et al., 2013), além de outros polimorfismos que
aumentam a estabilidade do mRNA e diminuem sua afinidade por microRNAs
(Martelli-Palomino et al., 2013). As frequéncias do haplétipo UTR-1 foram bastante
similares as frequéncias encontradas para a insercao AluyHG (Tabelas 4 e 5),
indicando que essa insercdo pode ser considerada um marcador para esse
haplétipo. Novamente, observamos que as frequéncias do haplétipo UTR-
1/AluyHG*2 aumentam periodicamente em relagdo ao aumento da distancia e do
tempo de dispersdo do homem a partir da Africa, como ja descrito. Entretanto, a
hipétese de sinais de selecdo atuando sobre a regido de insercdo faz-se mais
plausivel sobre o olhar de sua relacdo com o gene HLA-G. Assim, 0 aumento de
frequéncias tanto do haplétipo UTR-1 e da insercao AluyHG pode ser reflexo dessas
duas forcas atuando sobre essas regioes.

Apesar da forte associacdo encontrada entre o elemento AluyHG e o
haplétipo UTR-1, observamos a presenca desse haplotipo associado com a
auséncia da insercdo AluyHG em todas as populacbes avaliadas, em baixas
frequéncias. Teoricamente, esse haplétipo (UTR-1/AluyHG*1) pode ser considerado
como o haplétipo ancestral, mostrando que o evento de inser¢éo, apesar de
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bastante antigo como ja demonstrado, ainda ndo conseguiu fixar a insercdo ao
haplotipo de UTR-1. Entretanto, possiveis eventos de recombinacgéo entre haploétipos
UTR-1/AluyHG*2 e qualquer outro haplotipo que ndo apresenta a insercdo nao pode
ser descartada. Tal fato pode ser comprovado pela presenca de um cromossomo
apresentando o haplétipo UTR-3/AluyHG*2 na Franca (Tabela 5). Além disso, era
esperado que o haplétipo UTR-1/AluyHG*1 fosse encontrado em frequéncias
elevadas no continente africano, considerado o continente ancestral. Entretanto, era
esperada a presenca de haplotipos diferentes acompanhados pela inser¢cao AluyHG
em todas as populacdes analisadas, o que torna pouco provavel que os haplétipos
UTR-1/AluyHG*1 sejam recombinantes. Desta forma, é provavel que o haplétipo
UTR-1/AluyHG*1 seja o haplétipo ancestral da insercdo AluyHG.

A distribuicdo de haplétipos de 3'NT do HLA-G em torno do mundo é
praticamente a mesma ja definida em estudos prévios para a populacdo brasileira
(Castelli et al., 2011; Lucena-Silva et al., 2012), com excecao ao haplétipo UTR-7. O
haplétipo UTR-7 ndo foi encontrado no continente africano, indicando que sua
formac&o pode ser um evento recente, apos a dispersdo do homem a partir da Africa
e que o fluxo génico ainda ndo a introduziu nesse continente ou sua frequéncia é
muita baixa para ser encontrado considerando a amostra analisada. Entretanto, mais
estudos sdo necesséarios para se desvendar o verdadeiro significado da sua
auséncia nesse continente, ja que a selecdo direcionada por patdgenos também
pode moldar suas frequéncias em torno do mundo.

O haplotipo UTR-1, de maneira geral, ocorre em cromossomos também
portando o hapl6tipo de regido codificadora G*01:01:01:01 (Castelli et al., 2011).
Considerando que o mesmo perfil de associacdo entre haplotipos foi observado no
mundo todo, bem como a presenca de blocos Unicos de segregacao englobando o
gene HLA-G e o elementos AluyHG, é provavel que o haplétipo G*01:01:01:01/UTR-
1/AluyHG também ocorra no mundo todo acompanhando as frequéncias observadas
para o0 haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1. Curiosamente, o0 hapl6tipo
G*01:01:01:01/UTR-1 tem baixas frequéncias no continente africano e frequéncias
mais altas nas outras partes do mundo, seguindo o0 mesmo modelo ja descrito tanto
para a inser¢cao AluyHG como para o haplotipo de UTR-1 (Tabela 6).

O haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 foi recentemente associado a alta producgéo
da molécula de HLA-G por meio da combinacédo de caracteristicas, que incluem: (a)

a transcricdo de um RNA mensageiro mais estavel (Yie et al., 2008); (b) baixa
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afinidade por microRNAs, responsaveis por mediar a degradacdo do RNA
mensageiro por meio de um complexo enziméatico (Tan et al., 2007; Castelli et al.,
2009; Manaster et al., 2012); (c) uma regido regulatéria 5’ unica, inclusive
apresentando fortes sitios promotores para o hormoénio progesterona (Hviid et al.,
1999; Solier et al., 2001; Tan et al., 2005; Castelli et al., 2011; Martinez-Laso et al.,
2013). Desta forma, é razoavel propor que, devido as caracteristicas de alta
producdo da molécula de HLA-G apresentada pelo haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1,
as frequéncias aumentadas desse haplotipo e, em consequéncia, da insercéo
AluyHG, nas popula¢gbes modernas, pode ser devido ao efeito da selecdo natural
atuando sobre essa regiao.

A presenca do haplétipo UTR-1 geralmente é acompanhada de outro
haplétipo de baixa producdo da molécula de HLA-G, notadamente o UTR-2. Esse
fato esta em acordo com as evidéncias de selecdo balanceadora ja observadas para
a regiao 3'NT desse gene, ou seja, favorecendo a heterozigose (Castelli et al.,
2011). Fisiologicamente, essa dualidade passa a ser favoravel ao individuo, que
estaria melhor adaptado para responder a diferentes situacées adequadamente,
como durante a gestacdo ou doencas autoimunes (necessidade de inibicdo do
sistema imunitario) ou infeccbes crbénicas (necessidade de uma resposta
imunolégica mais ativa). Assim, teoricamente, individuos que apresentam alelos para
alta e baixa producdo da molécula de HLA-G, considerada como de modulacéo do
sistema imune, tém um perfil de atuacdo das células do sistema imune mais preciso
(Donadi et al., 2011).

De maneira global, observamos que as frequéncias da inser¢cdo AluyHG foram
compativeis com as frequéncias de UTR-1 nas populacdes analisadas nesse
trabalho, provavelmente devido ao efeito carona atuando entre essas duas regides.
Estendendo nossa analise para todo o gene HLA-G, em que notamos forte
desequilibrio de ligacdo entre os pontos de variacdo pertencentes as suas regides
codificadora e 3'NT, podemos observar que ha um bloco de hapl6tipos definido que
engloba todo o gene HLA-G e pelo menos 20kb de nucleotideos além da regido
3'NT, local onde esta inserida a sequéncia AluyHG (Figuras 6 e 7). Soma-se a iSso 0
achado de Kulski et al. (2001) de que o forte LD também pode ser encontrado até o
gene HLA-A, mostrando que esse bloco de hapldtipos pode chegar a 200kb.
Portanto, os eventos que atuam sobre o gene HLA-G e aumentam as frequéncia de

determinados haplétipos, notadamente o G*01:01:01:01/UTR-1, também atuam
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sobre a regido de insercdo AluyHG. Acreditamos que esse conservado bloco de
haplétipos pode ser uma consequéncia do importante papel desempenhado pelo
gene HLA-G na modulacdo do sistema imune e na tolerancia imunologica, téo
importante, por exemplo, durante a gravidez (Hviid, 2006; Larsen e Hviid, 2009;
Donadi et al., 2011), pois a manutencao de moléculas ativas na imunomodulacao é
de grande importancia para a fisiologia humana.

As frequéncias mais altas para o haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 foram
encontradas nas popula¢gbes asiaticas, principalmente na populacdo Chinesa do
grupo étnico Han, o que estd em acordo com as altas frequéncias da insercéo
AluyHG na Asia (Dunn et al., 2007; Tian et al., 2008). Essas populacdes no
apresentam o haplotipo UTR-6 ou seus hapl6tipos codificadores associados.
Acreditamos que esse haplétipo possa ter sido perdido no curso evolutivo de
formacao dessa populagdo por deriva genética ou por pressdes seletivas, i.e., as
mesmas razfes para o aumento das frequéncias do haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1.
Em contraste, essas populagdes, assim como as africanas, apresentam altas
frequéncias do haplétipo UTR-3 (Tabela 5), o que também pode ser observado para
as populacdes senegalesa e congolesa analisadas nesse estudo (Tabela 5).

As frequéncias do haplétipo UTR-3 sdo baixas no continente africano,
provavelmente também devido a atuacdo de efeito fundador somado as pressdées
seletivas. Essas populac6es ndo apresentam o haplétipo UTR-7 assim como seus
codificadores associados (Tabelas 4 e 5). A UTR-7 foi, recentemente, associada
com baixas producbes da molécula soluvel de HLA-G (Martelli-Palomino et al.,
2013). A sua auséncia nessas populacdes pode significar a presenca de forcas
seletivas negativas atuando sobre esse hapl6tipo ou mesmo que ele seja mais
recente, como ja discutido. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para se
desvendar esse cenario.

N&o obstante, o fato de praticamente ndo haver recombinante (99% do alelo
AluyHG foi associado com UTR-1 considerando-se o Brasil, Congo, Senegal e
Franca, e 100% do alelo AluyHG foi associado ao haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1,
(considerando somente o Brasil) e a presenca de baixas frequéncias de AluyHG na
Africa, nos permite dizer que, apesar de apresentar altas frequéncias nas
populacdes modernas, o haplotipo G*01:01:01:01/UTR-1 pode ser um dos mais
recentes haplotipos de HLA-G. Caso contrario, seria esperada uma alta taxa de

recombinacédo entre essas duas regides. Da mesma forma, a andlise das redes
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(Figuras 8 e 9) sugere que, caso 0 haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 fosse antigo,
seria esperado que outros haplétipos também compartilhassem a presenca da
insercao AluyHG. De fato, é bastante provavel que a insercéo tenha ocorrido cedo
durante a emergéncia do haplétipo G*01:01:01:01/UTR-1 ainda na Africa, e que esse
padrao permaneceu o mesmo desde entdo, ocorrendo tdo somente o aumento de
frequéncias até os dias atuais. Contudo, esse haplétipo ja havia sido considerado
como possivelmente um dos mais recentes haplétipos de HLA-G devido a auséncia
de uma insergcdo de 14pb presente na sua regido 3’NT (Castro et al., 2000). Esses
pesquisadores mostraram que essa sequéncia estava presente em primatas e,
teoricamente, os haplétipos modernos que possuem o0s 14pb em sua sequéncia sédo
mais antigos em relacdo aos que nao a apresentam.

As mesmas linhagens para o haplotipo estendido de HLA-G descritas por
Castelli et al. (2011) foram encontradas pelo presente trabalho. Além disso, essas
linhagens também foram encontradas quando utilizamos apenas os dados de
polimorfismos da regido 3'NT, somados ao dado da insercdo AluyHG (Figura 8).
Assim, novamente a identificacdo de associacdo entre a UTR-1 e a insergédo AluyHG
corrobora o fato de esse haplétipo ser considerado um dos mais recentes na historia
evolutiva desse gene. De fato, como nédo existe nenhum mecanismo conhecido que
retire exatamente a sequéncia Alu de uma dada localizagdo cromossémica, € pouco
provavel que a raiz da rede seja a linhagem HG010101, ou os haplétipos derivados

desse também apresentariam a insercao AluyHG.
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7. CONCLUSAO

As frequéncias da insercdo AluyHG nas quatro populacbes analisadas no
presente manuscrito sdo menores nas populacdes africanas (congoleses e
senegaleses) em comparacdo com as populacdes brasileira e francesa, indicando
possivel efeito do fundador atuando nessa regido aumentando as frequéncias dessa
insercéo ao longo do tempo. Além disso, a existéncia dessa insercdo em populacdes
africanas, mesmo que em baixas frequéncias, indica que o evento de transposi¢cao
ocorreu ainda nesse continente, antes da dispersdo do homem aos outros
continentes.

O perfil de Desequilibrio de Ligagéo (LD) encontrado entre a insercdo AluyHG
e pontos de variagao na regiao 3'NT do gene HLA-G, além do LD entre os pontos de
variagcédo da regido 3’NT e da regido codificadora desse gene, incluindo-se os dados
disponibilizados pelo 1000Genomes Project Consortium, sugere a existéncia de um
bloco Unico de segregacao abrangendo todo o gene HLA-G e estendendo-se por,
pelo menos, 20-kb a partir da regidao 3’NT, indicando que essa regiao sofreu poucos
eventos de recombinac&o desde a disperséo do homem a partir da Africa.

O presente trabalho corrobora a evidéncia de que o haplétipo
G*01:01:01:01/UTR-1 pode ser o mais recente entre os mais frequentes haplétipos
encontrados para o gene HLA-G. As frequéncias do haplétipo G*01:01:01:01/UTR-
1/AluyHG em torno do mundo (e também para outros haplétipos do gene HLA-G)
pode ser consequéncia de consecutivos efeitos de fundador atuando sobre esse
gene desde a saida do homem do continente africano, bem como de selecdo
atuando sobre essas frequéncias.
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Insights on the HLA-G Evolutionary History Provided by a

Nearby Alu Insertion
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Abstract

The AluyHG element belongs to the AluYb8 subfamily. It is a polymorphic insertion, located approximately 20 kb from
the HLA-G 3-untranslated region (3'-UTR), which has been used for evolution studies because it exhibits identity for
descendants and it is still polymorphic in the human genome. To understand the evolutionary mechanisms acting on
HLA-G, we evaluated the presence or absence of the AluyHG dement, assodating this variable site with others observed
at HLA-G coding, 3-UTR, or both regions in four distinct populations (Brazilian, French, Congolese, and Senegalese).
The results were compared with the 1000Genomes Consortium data. The worldwide AluyHG frequendes showed an
increment, starting lower in Africa and increasing following distance and time of human dispersion out of Africa. The
same haplotype pattern was observed in all populations, indicating that most of the HLA-G haplotypes already detected
were originated earlier in Africa, before Homo saplens dispersion. The AluyyHG insertion was associated with the
GY1:01:01:01/UTR-1 haplotype, with rare recombinants. Despite its high frequency in worldwide populations, the
G0 1:01:01:01/UTR-1 haplotype should be very recent. The low frequency of recombinants indicates that the rate of

recombination at the HLA-G gene & very low.

Key words AluyHG, HLA-G, 3-untrandated region, haplotypes worldwide diversity, human evolution.

Introduction

The human major histocompatibility complex (MHC) com-
prises at least 224 genes at chromosome 6p21.3, coding the
human leukocyte antigens (HLAs) thathave a key roleon the
immune system. Classical dass | genes (HLA-A, HLA-B, and
HLA-C) encode molecules that present antigen peptides o T
CD8+ cells whereas the nondassical dass | genes (HLA-G,
HLA-E, and HLA¥) have been primarily associated with the
modulation of the immune system cells (Klein and Sato 2000;
Hviid 2006; Donadi et al 2017).

HLA-G has been considered to be an immune modulatory
molecule, predominantdy expressed at the maternal-fewl
interface and has primarily been assodated with matemal-
fetal tolerance (Hviid 2006; Carosella et al 2008; Berger et al.
2010). The complete HLA-G molecule presents the same

extracellular structure of the dassical HLA counterparts how-
ever, its major function is not antigen presentaton. HLA-G
inhibits the cytotoxic activity of T D8+ and NK cells
through direct interaction with leukocyte receptors, such as
ILT-2 (LILRB 1 and CD15§), ILT-4 (LILRB2 and CD58d), and
KIR2DL4 (CD158d) (Colonna 1997; Ponte et al 1999
Rajagopalan and Long 1999; Gao et al 200¢ Contini et al
2003 Shiroishi et al. 2006 Donadi et al 2011) HLA-G geneand
molecule expression patterns differ in relation to dassical HLA
dass | molecules in many aspects, induding 1) restricted
tissue expression in nonpathological conditions (Lee et al
1995), being expressed at the maternal-fewal interface in
the extravillous cytotrophoblast cells (Berger et al 2010)
thymus, comea, proximal nall matrix, pancreas, and hemato-
poietc stem cells (Crisa er al 1997; Mallet et al 19%
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