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RESUMO

O HLA-E é um gene do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | ndo
classico, o qual apresenta limitado polimorfismo e baixos niveis de expressao tecidual.
Atualmente estdo descritos na literatura nove alelos, sendo que somente trés produtos
protéicos com diferentes sequéncias de aminoacidos séo codificados. Suas variantes
polimorficas estdo frequentemente associadas a varios distarbios, como por exemplo,
defesa do organismo contra infec¢cdes virais e bacterianas, abortamento recorrente,
transplantes de células tronco-hematopoiéticas e 6rgaos solidos. As moléculas de HLA-E
podem interagir tanto com o0s receptores da imunidade inata quanto adaptativa,
promovendo assim a inibicdo das células NK através de seus receptores CD94/NKG2A ou
a ativacdo das células TCD8". No presente estudo foram investigado pela técnica de
sequenciamento de DNA, os polimorfismos do gene HLA-E, bem como suas frequéncias
alélicas, genotipicas, haplotipicas e desequilibrio de ligacdo, numa amostra composta de
individuos negroéides paranaenses. Observou-se que o alelo com maior frequéncia na
amostra analisada foi o E*01:01 (59.21%). Por sua vez o alelo E*01:04 apresentou
frequéncia igual a zero. Sendo assim, nao foi possivel confirmar sua existéncia, sugerindo
gue este alelo pode ser um artefato de sequenciamento e seu predominio na lista de
alelos conhecidos tera que ser questionado. As frequéncias genotipicas estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg e foram achados cinco haplétipos mais provaveis na
populacao. Verificar-se-a4 a importancia deste estudo a partir dos dados gerados, 0s quais
dardo embasamento para a elucidacdo do efeito do polimorfismo do gene HLA-E na

pratica clinica.



ABSTRACT

HLA-E is a gene of major histocompatibility complex (MHC) class | nonclassical, which has
limited polymorphism and low levels of tissue expression. Currently are described in the
literature nine alleles, only three products with different protein sequences of amino acids
are codified. Its variants polymorphic are frequently associated with several disorders,
such as for example, defense against viral and bacterial infections, miscarrying applicant,
stem cell transplantation-hematopoietic and solid organ transplants. The molecules of
HLA-E can interact with both receptors innate immunity as adaptive, thus promoting the
inhibition of NK cells through its receptors CD94/NKG2A or the activation of cells TCD8+.
In this study was investigated by the technique of DNA sequencing, the polymorphism of
HLA-E gene, as well as their allelic frequencies, genotypic, haplotypes and imbalance of
connection, a composite sample of individuals negroids paranaenses. Observed the allele
with greater frequency in the sample analyzed E*01:01 (59.21 %). In turn the allele
E*01:04 presented frequency equal to zero. Thus, it was not possible to confirm its
existence, suggesting that this allele may be an artifact of sequencing and its
predominance in the list of alleles known will have to be questioned. The genotypic
frequencies are in Hardy-Weinberg and five haplotypes were found more  likelyin  the
population. Check will be the importance of this study from the data generated, which will
give a better basis for the elucidation of the effect of the polymorphism of HLA-E in clinical

practice.
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1. INTRODUCAO

1.1 HLA-E

O HLA-E é um gene do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe | nao classico, o qual apresenta limitado polimorfismo e baixos niveis de expressao
tecidual (LE BOUTEILLER et al.,, 1996). Atualmente estdo descritos na literatura nove
alelos, sendo que somente trés produtos protéicos com diferentes sequéncias de
aminoacidos séo codificados (ANTOUN et al., 2008).

As variantes polimérficas do gene HLA-E estdo frequentemente associadas a
alguns eventos, como por exemplo, defesa do organismo contra infecgcbes virais e
bacterianas, transplantes, bem como abortamento recorrente (PIETRA et al.,2010).

As moléculas de HLA-E podem interagir tanto com os receptores da imunidade
inata quanto adaptativa, promovendo assim a inibicdo das células NK através de seus
receptores CD94/NKG2A ou a ativagdo das células TCD8" (JIANG et al., 2010). Este
mecanismo de ativagao ou inibicdo dependera da molécula com a qual o HLA-E se ligara,
podendo ser peptideos de sequéncias lideres de moléculas do MHC de classe | ou
peptideos virais e bacterianos (TOMASEC et al., 2000).

Uma das razdes que legitimam a relevancia desta pesquisa € a contribui¢gado para a
caracterizagao da populagcao afroparanaense para o gene HLA-E, pois nota-se que faltam
estudos, principalmente no ambito populacional, envolvendo este gene.

Neste trabalho foram investigados os polimorfismos das regides exénicas 2 e 3 do
gene HLA-E, através da técnica do sequenciamento de DNA, em uma amostra de 152
(cento e cinquenta e dois) potenciais doadores voluntarios de medula éssea provenientes
de uma populagdo afrodescendente do Parana. Para proceder com a pesquisa foi
utilizado o banco de amostra do Laboratorio de Imunogenética e Histocompatibilidade da
Universidade Federal do Parana (LIGH).

O trabalho proposto servira de base para posteriores estudos de associacdo que

se realizarem nesta area



2. OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve por objetivo analisar a variabilidade genética dos éxons 2 e
3 do gene HLA-E em uma amostra de afrodescendente do Parana. Para tanto, foi
utilizada uma amostra composta por 152 (cento e cinquenta e dois) afrodescendentes
doadores voluntarios de medula Ossea do Laboratério de Imunogenética e

Histocompatibilidade da Universidade Federal do Parana.

2.2 Objetivos Especificos

- Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas na amostra estudada para o gene
HLA-E.

- Estimar as frequéncias haplotipicas na amostra estudada.

— Estimar e verificar a existéncia de desequilibrio de ligagao entre os haplétipos

analisados.

— Averiguar a conformidade das distribuicbes genotipicas dos alelos estudados

para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

— Estudos caso-controle associados as doengas ligadas ao HLA-E poderéo ser
melhor referenciados com dados populacionais mais proximos aos das

amostras caso-controle brasileiras

— Investigar a existéncia de alelos ainda ndo descritos na literatura.

— Comparar os dados obtidos neste estudo com aqueles de outras populacdes

mundiais anteriormente investigadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Variacao genética — Polimorfismos

O campo da genética de populagdes mudou dramaticamente desde a sua origem.
A transformacéo veio por meio da abundancia de dados experimentais gerados pelo uso
dos métodos moleculares no estudo dos polimorfismos genéticos. Deste modo, a genética
de populagdes procura entender as causas das diferengas genéticas dentro e entre as
espécies e a biologia molecular fornece um rico repertorio de técnicas para a identificagao
dessas diferencgas.

Em seu sentido mais amplo, a genética de populagdes é o estudo de diferencas
genéticas que ocorrem naturalmente nos organismos. As diferengcas genéticas que sao
comuns entre os individuos sdo denominadas de polimorfismos. Para um gene ser
polimdrfico, ele deve possuir dois ou mais alelos, onde a frequéncia do alelo mais comum
nao ultrapasse 99%.

O estudo da diversidade dos polimorfismos em populagdes possui uma série de
aplicagdes, por exemplo, auxiliando no entendimento da evolugdo, da origem e historia
demografica das populagdes e da agado de fatores evolutivos em sequéncias genémicas.
Alguns polimorfismos que melhor caracterizam grupos étnicos podem ser utilizados como
marcadores genéticos na definicdo da ancestralidade de individuos e de populagdes,
possibilitando assim, a reconstru¢cado da historia da fundagdo ou migragao e investigagéo
da estrutura genética das populagdes.

Os polimorfismos encontrados nos genes envolvidos com o sistema imunoldgico
apresentam uma importancia adicional, pois com emergentes estudos de associagao, &
de notdria importancia ter o conhecimento exato dos polimorfismos presentes nesses

genes.

3.2 Exemplos de polimorfismos de DNA e suas aplicagbes

Existe um grande numero de diferentes variagcdes a nivel de DNA, denominadas de
polimorfismos. O acrébnimo SNP significa polimorfismo de nucleotideo unico (single-
nucleotide polymorphism), sendo um polimorfismo no qual os individuos na populagao
podem diferir quanto a identidade do par de nucleotideos presentes em um sitio definido
especifico no DNA.

Um polimorfismo nao-sinénimo € um polimorfismo de nucleotideo unico em uma
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regido codificante que altera o codon e resulta na substituicdo de um aminoacido na
cadeia polipeptidica. Por sua vez, um polimorfismo sinbnimo € um polimorfismo de
nucleotideo Unico presente na regidao codificante que produz um cddon sinénimo e,
portanto, ndo resulta em uma substituicdo de aminoacido na cadeia polipeptidica.

Um polimorfismo de sitio de restrigao € aquele no qual algumas moléculas de DNA
de alguns individuos contém um sitio de restricdo especifico, enquanto outros n&o o tém.
Ja os polimorfismos microssatélites e minissatélites sdo baseados em sequéncias curtas
que se repetem em tandem em um ou mais lugares no genoma. Um polimorfismo
microssatélite tem um nucleo de repeticao muito curto que varia de 2 a 9 pares de bases,
enquanto o minissatélite tem seu nucleo de repeticao tipicamente variando de 10 a 60 pb.

Ha inumeras justificativas para estudar polimorfismos de DNA, entre elas esta a
possibilidade de estimar o nivel de variacao genética em diversas populagdes, bem como
examinar e entender os padrbes nos quais diferentes tipos de variagdo genética (ex.,
polimorfismos sinbnimos e n&o sinbnimos) ocorrem no genoma.

Outra notdria importadncia que podemos citar estd baseada na utilizacdo dos
polimorfismos como um meio de “impressado digital do DNA”, podendo ser capaz de
identificar de maneira unica e exclusiva individuos diferentes em uma populagao, para
finalidades de investigacdo criminal, identificagdo pessoal, determinagdo do grau de
parentesco genético e para verificar a compatibilidade genética entre os individuos no

ambito dos transplantes.



3.3 Regiao MHC

3.3.1 Definigao

O MHC do inglés Major Histocompatibility Complex ou Complexo Principal de
Histocompatibilidade é uma regido cromossdémica que compreende um conjunto de genes
expressos de forma codominante, altamente polimérficos e polialélicos e que expressam
seus produtos na superficie de uma variedade de células (JONES, 1997). Mais de 200
genes estdo localizados nesta regido, apresentando importantes fungées imunologicas
(TROWSDALE e CAMPBELL, 1997). Nos seres humanos este complexo génico é
conhecido como HLA (Human Leucoyte Antigens ou Antigenos Leucocitarios Humanos).
Este sistema de 4Mb esta localizado no brago curto do cromossomo 6, mais
especificadamente na regido 6p21.3 (FIGURA 01). As moléculas de HLA sdo de notoria
importancia na apresentagéo de antigenos para os linfécitos T (ABBAS e LICHTMAN et
al., 2005). Para que os linfécitos T possam realizar o reconhecimento de antigenos é
necessario que estes sejam processados na forma de peptideos e apresentados por

moléculas HLA.
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FIGURA 01 - COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE HUMANO — HLA
Fonte: (www.ufpe.br/biolmol/).



3.3.2 Historico do MHC e a descoberta do sistema génico HLA

O MHC foi primeiramente descrito nos anos 30 pela observagdo do fendmeno de
rejeicdo ou aceitacdo de transplantes de tecidos entre camundongos alogénicos ou
singénicos (SNELL, 1948). Em camundongos, esta regido esta localizada no cromossomo
17 e é denominada regido de Histocompatibilidade-2 (H-2) (ABBAS e LICHTMAN et al.,
2005).

Em 1958, Jean Dausset publicou as suas observagdes e conclusdes sobre a
capacidade de pessoas submetidas a transfusdes sanguineas aglutinarem leucdcitos de
outros individuos. Dausset concluiu que transfusdes e transplantes provocavam nos
receptores a produgao de anticorpos contra os leucécitos dos doadores (DAUSSET,
1958).

Como em humanos a presencga de aloantigenos foi identificada em leucdcitos, estes
receberam a designagao de antigenos leucocitarios humanos (HLAs — Human Leucocyte
Antigens) (ABBAS e LICHTMAN et al., 2005). Dausset descobriu o primeiro antigeno
leucocitario humano, denominado de MAC, que atualmente corresponde ao antigeno
conhecido HLA-A2. Posteriormente, Jon Van Rood e Van Leeuwen (1963) publicaram a
descoberta de outro gene da regido HLA, que nomearam de FOUR e que agora recebe a
denominacao de HLA-B.

Durante 20 anos apés a descoberta dos genes HLA, a sua unica fungdo ainda era
atribuida aos processos de rejeicdo em transplantes. Tal fato intrigava os imunologistas da
época, tendo em vista que o transplante ndo era considerado um fenébmeno natural, e
mais, nao havia nenhuma razao obvia para que esse conjunto de genes fosse preservado
no processo evolutivo. No entanto, nas décadas de 60 e 70 foi descoberto que os genes
do MHC controlam n&o apenas a rejeicdo de transplantes, mas também participam das
respostas imunologicas a todos os antigenos protéicos (ABBAS e LICHTMAN et al.,
2005).

Varias pesquisas e inumeros encontros técnico-cientificos internacionais (workshops),
realizados a partir de 1964, contribuiram para o conhecimento adquirido sobre a regido
HLA (QUADRO 01).



QUADRO 01- WORKSHOPS INTERNACIONAIS DE HISTOCOMPATIBILIDADE.

HLA  WORKSHOPS
ANO CIDADE ORGANIZADORES
1964 Durham - EUA Bernar Amos
1965 Leiden - Holanda Jon J. Van Rood
1967 Turin - ltalia Ruggero Cappellini
1970 Los Angeles - EUA Paul Terasaki
1972 Evian - Francga Jean Dausset
1975 Arhus - Dinamarca F. Kissmeyer -Nielsen
1977 Oxford - Inglaterra Walter Bodmer
1980 Los Angeles - EUA Paul Terasaki
1984 Munique - Alemanha Ekkehard Albert e W. Mayr
1987 Nova York - EUA Bo Dupont
1991 Yokohama - Japéo Kimiyoshi Tsuji
1996 St. Malo e Paris - Franca Dominique Charron
2002 Victoria - Canada Bo Dupont
2005 Melbourne - Australia James McCluskey
2008 Rio de Janeiro - Brasil M. Gerbase de Lima/

FONTE: INTERNACIONAL HISTOCOMPATIBILITY WORKING GROUP (www.ihwg.org) (2010).

3.3.3 Estrutura do MHC humano

Em seres humanos, o MHC localiza-se no bragco curto do cromossomo 6,
especificadamente na regido 6p21.3, formando um conjunto de genes funcionalmente
relacionados com a resposta imune (TROWSDALE e CAMPBELL, 1993). O sistema HLA
estende-se ao longo de uma regiao de 4 Mb, sendo constituido por 224 genes, dos quais
128 sao funcionais e 96 sédo pseudogenes ( TROWSDALE e CAMPBELL,1993). Em razao
da proximidade entre os genes do MHC e a baixa taxa de permuta entre eles (cerca de
4%), a combinagéo de alelos de diferentes locos de um unico cromossomo costuma ser
herdada em conjunto através de uma unidade, denominada de haplétipo. Dessa forma

cada individuo possui dois haplétipos, um de origem materna e outro de origem paterna.
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Este complexo encontra-se dividido em 3 regides: MHC classe |, Il e Ill.

3.3.3.1 MHC classe |

A regiao de classe | possui extensao de 1,8 Mb, apresentando mais de 122 locos e
cerca de 41 deles sao genes que se expressam e transcrevem algum produto funcional
(SHIINA et al., 2004). Os genes de classe | sdo divididos em classicos: HLA-A, HLA-B e
HLA-C; e nao classicos: HLA-E, -F, -G (KLEIN e SATO, 2000). Nesta regido ha também
os locos HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L, os quais s&o considerados pseudogenes
(CAMPBELL e TROWSDALE et al., 1991).

Os locos classicos do MHC classe | (HLA-A, -B, -C) codificam uma grande diversidade
de glicoproteinas de membrana, envolvidas em importantes mecanismos de resposta
imune celular.

As moléculas de MHC de classe | sdo polipeptidios heterodimeros que consistem em
uma cadeia pesada variavel transmembrana hidrofébica (a), ligada a uma molécula B2
microglobulina (pequena proteina extracelular soluvel codificada fora da regido do MHC,
no cromossomo15), chamada de cadeia leve invariante, com cerca de 12.000 (doze mil)
Daltons (JONES, 1997). A cadeia a é dividida em trés dominios extracelulares (a1, a2, a3)
e apresenta cerca de 44.000 (quarenta e quatro mil) Daltons.

Os dois dominios aminoterminais (a1, a2) ligam antigenos intracelulares (proteinas
virais ou antigenos tumorais) e contém aminoacidos que sao reconhecidos pelas células T
CD8". Por sua vez, o segmento a3 da cadeia se dobra para formar um dominio
semelhante a Ig cuja sequéncia de aminoacidos € a mesma em todas as moléculas da
classe |. Esse segmento contém uma al¢a que serve de sitio para a ligagdo ao receptor
CD8 das células T (ABBAS e LICHTMAN et al., 2005).

As moléculas de classe | sdo expressas na superficie de quase todas as células
nucleadas do corpo, bem como nas plaquetas, e sua principal fungdo € apresentar em
sua superficie antigenos que séo gerados no citoplasma da propria célula aos linfécitos T
CD8" citotoxicos, que por sua vez eliminam as células infectadas através da liberagao de
substéancias citotoxicas.

As extremidades da fenda de ligacdo de peptideos das moléculas da classe | sdo
fechadas, impedindo a ligacédo de peptideos maiores, com mais de 12 aminoacidos

(FIGURA 02). Assim, proteinas globulares nativas precisam ser “processadas” para gerar
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fragmentos pequenos que possam se ligar as moléculas do MHC e para serem
reconhecidas pelas células T (ABBAS e LICHTMAN et al., 2005). Uma célula sem
infeccdo e de crescimento normal apresenta constantemente peptideos préprios aos
linfocitos TCD8*. Porém, estes s6 sdo ativados quando reconhecem um peptideo como

estranho, por exemplo, nas infec¢des virais.

Fenda de ligacSo do
peptideo
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FIGURA 02 - LlGACAO DO PEPTIDEO NA MOLECULA HLA DE CLASSE I.
Adaptado: ALBERTS et al., 2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books)

3.3.3.2 MHC classe Il

Os genes dessa regiao encontram-se na por¢ao mais centromérica do MHC,
ocupando cerca de 700 Kb. Nota-se que na literatura ja foram descritos cerca de 34 locos
nesta regido, onde sdo encontrados genes classicos, como os HLA-DQ, -DP e —-DR, e
genes nao classicos: HLA-DM e —DO (KLEIN e SATO, 2000).

As moléculas de classe Il sdo heterodimeros constituidos por duas cadeias
glicoprotéicas, uma cadeia a, com cerca de 34.000 (trinta e quatro mil) Daltons e uma
cadeia B, com 29.000 (vinte e nove mil) Daltons, em associagdo nao covalente (FIGURA
03). As cadeias a e 3 sdo compostas de 229 e 237 aminoacidos respectivamente, e sdo
formadas por trés regides: uma regiao extracelular hidrofilica, uma regido transmembrana
hidrofébica e uma regi&o intracelular hidrofilica. A regido hidrofilica extracelular da cadeia
a contém dois dominios (residuos 1 a 84 e 85 a 178), designados de a1 e a2,
respectivamente. A regido hidrofilica extracelular da cadeia f também contém dois
dominios (residuos 1 a 91 e 92 a 192) designados de B1 e P2, respectivamente
(BRODSKY et al., 1996).
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A expressao das moléculas de classe Il pode ser induzida por citocinas e manifesta-se
em uma variedade de células, conferindo a estas capacidade de apresentarem antigenos
para linfécitos T-CD4, ativando dessa maneira as células B (KLEIN e SATO, 2000).

As cadeias a e B sao codificadas por genes diferentes. A nomenclatura desses genes
€ designada por A ou B, segundo a codificagdo dessas respectivas cadeias. Por exemplo,
HLA-DRA codifica cadeias a, bem como, HLA-DRB codifica cadeias  (KLEIN e SATO,
2000).

Cadeia alfa Cadeia beta

Espaco
extracelular

Membrana
celular

Citozaol

FIGURA 03 - MOLECULA MHC DE CLASSE Il
Adaptado: ALBERTS et al., 2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books)

3.3.3.3 MHC classe |l

A regidao MHC de classe Il localiza-se entre os genes classe | e classe Il e estende-
se por uma regiao de 900 Kb, codificando cerca de 70 polipeptideos diferentes (BAHRAM
et al., 1994). Apesar de ndo ser tdo polimérfica quanto as regides de classe | e I, esta
regido constitui o segmento do genoma humano com maior densidade de genes,
apresentando também alguns pseudogenes (SHIINA et al., 2004). Os genes de classe Il
possuem funcdes variadas, destacando-se o seu papel na codificacdo de proteinas
soluveis importantes na modulagao e regulagcédo da resposta imune (SHIINA et al., 2004),
como 0s genes que codificam moléculas relacionadas aos componentes do sistema
complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e os genes da 27-hidroxilase, TNF (fator de necrose
tumoral) e LTA (Linfotoxina), os quais codificam as citocinas TNF-a e LTA-a ,
respectivamente (MATSUZAKA et al., 2001). A FIGURA 04 mostra o mapa molecular da
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regiao Il do MHC humano.

A B C TNFC2Bf HSP70 DR DQ/DX DP

Direction of genetic trinscription

— "y

: (44  CYP2IP c46  CYP2I —
) T KTT T KTK 3

— - —

FIGURA 04 —- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MHC DE CLASSE llI
ALBERTS et al.,2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books).

3.3.4 Polimorfismo do MHC

A regido do HLA é a mais polimérfica encontrada no genoma humano (CAVALLI-
SFORZA e FELDMAN, 2003). Pesquisadores na década de 80 estimaram que a
heterozigose pudesse chegar a 90% em alguns locos deste complexo em seres humanos
(HUGHES e NEI, 1988). No site www.anthonynolan.com, estdo disponibilizados dados
atuais sobre os alelos da regido MHC, conforme demonstrado no GRAFICO 01. Um dos
aspectos de interesse pelo seu estudo deve-se ao fato de que numerosas doencas
apresentam evidéncias de associagcdo com o0s genes deste sistema (TIWARI E
TERASAKI, 1985).

Os diversos genes do MHC humano possuem a peculiar caracteristica de serem
extremamente polialélicos, como por exemplo, o caso do gene HLA-A que possui mais de
1000 (um mil) alelos frequentes descritos até os dias atuais. Entretanto, esse elevado
polialelismo nao é valido para todos os genes, como por exemplo, 0 HLA-DRA que possui
somente 3 formas alélicas diferentes.

A variabilidade alélica presente na regido MHC pode ser atribuida a varios fatores, tais
como: alta taxa mutacional; conversdao génica; migragdes humanas e selegao
sobredominante (HUGHES e NEI, 1988). O extremo polialelismo do MHC também é

explicado pela provavel resposta evolucionaria dos vertebrados a invasao de
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microrganismos, assegurando assim a continuidade da espécie mesmo na presencga de
pandemias. Alguns individuos de uma espécie sobrevivem a uma pandemia pelo efeito
protetor do polimorfismo genético do MHC, garantindo assim a perpetuagao da espécie
mesmo que a maioria dos individuos sucumba a doenca (HUGHES e NEI, 1988).

Porém, toda essa variagao traz certas dificuldades nos transplantes, pois é muito
raro que dois individuos expressem moléculas MHC idénticas, dificultando, assim, a

combinagao entre doadores e receptores para transplantes de 6rgaos em humanos.
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GRAFICO 01 — NUMEROS DE ANTIGENOS E ALELOS DE CLASSE | E Il IDENTIFICADOS DESDE 1968.
Adaptado: IMGTA/ HLA http://www.anthonynolan.com

3.3.5 Evolucgao e diversificacdo da regiao MHC

O MHC, cujo correspondente humano é o sistema HLA, surgiu através de repetidas
duplicagdes e conversdes de genes ao longo de milhdes de anos no decorrer da evolugao
dos vertebrados desde a divergéncia dos cicléstomos (KASAHARA et al., 1997).

A andlise do MHC de alguns vertebrados mostra diferengas notérias,
principalmente ao nivel da inclusdo, ordem e sequéncias nucleotidicas dos genes, mas,
por outro lado, revela a existéncia de uma estrutura comum, principalmente entre os

mamiferos (YUHKI et al., 2003). Ao contrario do que ocorre nos mamiferos, em outros
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vertebrados, como aves e peixes, os loci MHC nem sempre estdo reunidos num unico
conjunto, dispersando-se no mesmo cromossomo ou em cromossomos diferentes
(WITTZELL et al., 2006).

A variacado nos loci HLA esta essencialmente concentrada nas regides envolvidas
na codificagdo dos sitios de ligagdo aos antigenos dos receptores das membranas
(HEDRICK, 2004). O maior acumulo de substituicdes ndo sinbnimas nas regides que
codificam para os sitios de ligagao aos antigenos, revela também a atuacéo da selecao
natural, privilegiando o aumento da variacdo, que neste caso é funcionalmente relevante
(HUGHES e NEI, 1988).

O mecanismo que parece ter maior efeito na manutengao dos elevados niveis de
polimorfismo e polialelismo encontrados nos genes da regido HLA, e que fazem deles os
mais variaveis do genoma humano, é a seleg¢ao sobredominante (HEDRICK, 2004).

A seleg¢ao sobredominante refere-se a um dos mecanismos de seleg¢do natural que
conduzem a manutencdo de polimorfismos genéticos numa populagdo, em oposigao a
selecao direcional que favorece um unico alelo. Entre os diferentes mecanismos inerentes
a selecao sobredominante destacam-se como os mais estudados a “vantagem dos
heterozigotos” e a “selecdo dependente de frequéncia”. A “vantagem dos heterozigotos” &
baseada na idéia de que eles s&o capazes de reconhecer um maior numero de epitopos,
apresentando uma vantagem adaptativa em relagdo aos homozigotos (SPENCER e
MARKS, 1988). A “selecao dependente de frequéncia” baseia-se no pressuposto de que
os alelos mais raros possuem uma forte vantagem seletiva superior aos alelos mais

comuns, para 0s quais os parasitas podem ter ja desenvolvido resisténcia.
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3.4 HLA-E

No final da década de 80 trés novos genes HLA-I foram descobertos e
denominados como genes HLA-Ib, estes por sua vez foram designados: HLA-E, HLA-F e
HLA-G (GERAGHTY et al., 1987; KOLLER el al., 1988).

Algumas caracteristicas distinguem os genes nao classicos de classe Ib HLA-G, -E
e -F, dos genes classicos de classe /a, como por exemplo, o baixo grau de polialelismo e
expressao tecidual restrita (LE BOUTEILLER et al., 1996; POOK et al., 1991).

O gene HLA-E se localiza no brago curto do cromossomo 6 (seis), entre os genes
HLA-C e —A, enquanto HLA-G situa-se entre 0 —A e o -F (FIGURA 05).

HLA
DP DQ DR B C E A G F
class Il class I cf;ss /

FIGURA 05 — LOCALIZACAO DOS GENES NAO CLASSICOS DE HLA Ib: HLA-G, -F e —E, NO BRAGO
CURTO DO CROMOSSOMO 6 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books).

A expressao e a funcao de HLA-E em processos fisioldgicos e patolégicos ainda
permanecem pobremente estabelecidas. Mais estudos precisam ser realizados para

elucidagao completa dessas questdes.

3.4.1. Estrutura protéica do HLA-E e do seu peptideo ligante

A estrutura protéica da molécula de HLA-E é heterodimera, sendo constituida por
uma cadeia leve e uma cadeia pesada, a qual estd ancorada na membrana celular
(FIGURA 06) (ULBRECHT et al., 1992). A cadeia pesada tém aproximadamente 45 kDa.
Nota-se que o primeiro éxon codifica a sequéncia do peptideo lider, os éxons dois e trés
codificam o dominio a1 e o dominio a2 respectivamente, o éxon quatro codifica o dominio

a3, o éxon cinco codifica a regido transmembranica, e os éxons seis e sete codificam o
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dominio citoplasmatico (ISHITANI et al., 2006). Ainda, HLA-E pode ser encontrado
também na forma soluvel (HLA-Es) (COUPEL et al., 2007).

A molécula HLA-E apresenta menos variagdo na sua sequéncia de aminoacidos
quando comparada a outras moléculas de HLA de classe I. O unico aminoacido que difere
entre os dois alelos n&o sinbnimos de HLA-E (E*01:01 e E*01:03), esta localizado no
cédon 107, que corresponde ao dominio a2 da cadeia pesada, onde uma arginina
(E*01:01) é substituido por uma glicina (E*01:03) (SULLIVAN et al., 2008).

FIGURA 06 - REPRESENTACAO DA ESTRUTURA PROTEICA DA MOLECULA HLA-E.
Sobreposicao de HLA-E *01:01 (vermelho) e HLA-E * 01:03 (amarelo). A flecha indica o Unico residuo
polimorficos entre os alelos, que pode ser uma arginina ou glicina (SULLIVAN et al., 2008).

Estudos que se propunham a elucidar os peptideos que se ligam na molécula de
HLA-E, indicaram que, para ocorrer a estabilizagao da molécula na superficie celular, é
requerida a disponibilidade de peptideos derivados da sequéncia lider de varias
moléculas HLA de classe | classicas e nao classicas, incluindo, HLA-A, HLA-B, HLA-C e
HLA-G. A conexao desses peptideos na fenda da molécula de HLA-E é dependente de
TAP, sendo uma proteina localizada na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), que
tem a funcdo de transportar os peptideos degradados no citosol para o lumen do RE,
onde se ligam na fenda das moléculas do HLA-E (SULLIVAN et al., 2008; LEE et al.,
1998).

A estrutura do complexo da molécula de HLA-E com a sequéncia lider de HLA-B,
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revelou a natureza altamente restritiva do sulco de ligagdo ao peptideo da molécula de
HLA-E e forneceu uma explicagdo plausivel para a ligagdo preferencial com as
sequéncias lideres (STRONG et al., 2003). Ao contrario das moléculas de MHC de classe
| que normalmente s&o restritas a 2 ou 3 posigdes do peptideo, chamado de ancora de
residuos, os peptideos de ligagdo com o HLA-E s&o compostos por 5 residuos de
ancoragem o0 que impdem restricdes severas as sequéncias de peptideos que sao
capazes de se ligarem ao sulco do HLA-E (SULLIVAN et al., 2008).

Embora a molécula HLA-E tenha sido descrita originalmente como ligante apenas
de peptideos de sequéncias lideres de HLA de classe |, recentes pesquisas sugerem que
as moléculas de HLA-E podem também se ligar aos peptideos virais bem como
bacterianos. Tomasec (2000) demonstrou que a expressao de HLA-E na superficie celular
€ regulada pela infeccdo do citomegalovirus (HCMV). A sequéncia lider do HCMV
denominada de glicoproteina VL40 (gpVL40) é muito similar as sequéncias lideres de HLA
de classe I. Esta sequéncia gpVL40 pode se ligar a molécula de HLA-E, proporcionando a
ativacdo das células TCD8" ou a inibicdo das células NK através do receptor
CD94/NKG2A .

3.4.2. Receptores celulares ligantes a molécula HLA-E

O antigeno leucocitario humano HLA-E age como ligante para os receptores de
células que atuam no sistema imunoldgico inato e adaptativo.

A molécula de HLA-E tem sido identificada como ligante para os receptores
CD94/NKG2A e CD94/NKG2C expressos em células NK, as quais fazem parte da
imunidade inata (BRAUD et al., 1998). As familias génicas NKG2 e CD94 estao situadas
no complexo NK localizado no cromossomo 12 (12p12.3p-13.2). Em humanos um unico
gene CD94 esta intimamente ligado a quatro genes da familia NKG2 (NKG2A, NKG2C,
NKGZ2E e NKG2F) (BRAUD et al., 1998). Diferentemente de outros genes codificantes de
receptores, os genes CD94 e NKG2 possuem pouca variagao alélica (SHUM et al., 2002).
Ambos os genes codificam proteinas transmembréanicas do tipo Il, da familia semelhante
a lectina do tipo C. Os receptores CD94/NKG2 sdo expressos na maioria das células NK e
células T CD8 com TCR af e em um subgrupo de células T TCR yd (TOYAMA-
SORIMACHI et al., 2001).

Apesar da similaridade da sequéncia de aminoacidos entre NKG2A e NKG2C
(cerca de 92%), a interacdo de HLA-E com CD94/NKG2C tem uma afinidade de ligacao

oito vezes menor quando comparado ao receptor CD94/NKG2A, resultado de variagcédo de
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uma sequéncia de residuos na hélice a2 (PIETRA et al., 2010).

A ligagdo do HLA-E com peptideos de sequéncia lider oriundas das moléculas de
HLA-C, interage com o receptor inibitorio CD94/NKG2A presente na célula NK, resultando
na inibicao da lise por estas células (MILLER et al., 2003). Por outro lado, quando o HLA-
E interage com peptideo sinal oriundo da molécula de HLA-G, esse complexo pode
interagir tanto com o receptor inibitério CD94/NKG2A, quanto com o receptor ativador
CD94/NKG2C, promovendo a inibicdo ou ativagao das células NK (HILARY et al., 2008).

As sequéncias lideres de peptideos que se ligam nas moléculas de HLA-E exibem
limitados polimorfismos, todavia sutis diferengas nessas moléculas ligantes afetam o
reconhecimento do HLA-E pelos seus receptores CD94/NKG2. O peptideo HLA-Cw*07
unido ao HLA-E é reconhecido de maneira nao especifica por seu receptor
correspondente das células NK. Por outro lado, o peptideo lider de HLA-G*01 apresenta
uma alta afinidade pelo receptor CD94/NKG2 (AKIKO et al., 2005).

Isto deve-se ao fato de que as moléculas de HLA-Cw*07 contém uma substituicao
do aminoacido alanina para um triptofano na posicdo 6. Como alanina é menor, o
peptideo se encaixa mais profundamente na fenda de ligacdo, dificultando o
reconhecimento pelo receptor CD94/NKG2. No caso do peptideo de HLA-G a presenca
do aminoacido fenilalanina na posi¢cdo 8 cria uma maior hidrofobia na superficie do
complexo, podendo favorecer o reconhecimento pelo receptor das células NK (AKIKO et
al., 2005) .

A subunidade CD94 domina completamente as interagcbes com os peptideos. O
residuo P5 Arginina € o unico contato com a subunidade NKG2A, porém é crucial. Se
substituido por residuos quimicamente semelhantes (por exemplo, Lisina), faz um
completo cancelamento da ligacao ao receptor (SULLIVAN et al., 2008). Em resumo, os
resultados indicam que o receptor CD94/NKG2 ¢é particularmente suscetivel a pequenas
alteragdes na conformagao dos peptideos (SULLIVAN et al., 2008).

Além de interagir com os receptores de células que atuam na imunidade inata,
recentes estudos comprovam que a molécula de HLA-E também pode interagir com
células que atuam no sistema imunoldgico adaptativo, como o linfocito T CD8" (JIANG et
al., 2010). O exemplo mais caracterizado € o vinculo que o HLA-E forma com o peptideo
gpVL40 do citomegalovirus, ja citado anteriormente (PIETRA et al., 2010). Este complexo
pode interagir com os receptores TCR das células TCD8" e ativar a lise de células
infectadas, sendo, portanto relevante nas defesas imunes contra o HCMV (PIETRA et al.,
2010).
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3.4.3. Expressao e fungao do HLA-E

HLA-E é expresso de forma constitutiva em linfocitos T, linfécitos B, células NK e
macrofagos (COUPEL et al., 2007). Em érgéos néo linféides de individuos normais, HLA-
E ¢é expresso nas células endotelias destes orgaos.

Uma das fungbes de HLA-E esta correlacionada com a regulacdo da imunidade
antiviral. As doengas cronicas como hepatite C estdo associadas com uma maior
expressao intra-hepatica de HLA-E (CUI et al., 2010). Em particular, os pesquisadores
mostraram que um peptideo originado do virus da hepatite C se liga e estabiliza a
expressdao de HLA-E na superficie celular, protegendo este complexo da citotoxidade
mediada pelas células NK, caracterizando entdo um escape viral da imunidade (PIETRA
et al., 2010). Porém, além dessa interacdo com os receptores CD94/NKG2A, estes
complexos de peptideos com o HLA-E podem também ser reconhecidos pelas células
TCD8" (JIANG et al., 2010). Assim, esse tipo adicional de interacdo pode desempenhar
um papel importante na defesa contra os virus da hepatite C que eventualmente escapam
do reconhecimento pelas células NK (PIETRA et al.,2010).

Mecanismo similar ocorre com o citomegalovirus, onde os complexos peptideos
virais/HLA-E podem inibir as células NK através de seus receptores CD94/NKG2A ou
ativar os linfécitos TCD8" (SULLIVAN et al., 2008). Embora a sequéncia do peptideo
gpVL40 seja idéntica a observada em muitos peptideos de sequéncia lider de HLA-C,
alguns individuos, em especial aqueles que apresentam os gendétipos HLA-Cw2, -7, -15 e
-18, apresentam peptideos bastante diferentes quando comparados &s moléculas
codificadas pelos outros genotipos de HLA-Cw. Assim, nesses individuos, o complexo
HLA-E/gpVL40 é considerado estranho pelo organismo, podendo ser reconhecido pelas
células TCD8" (PIETRA et al.,2010).

Os produtos protéicos deste gene também se expressam no trofoblasto extraviloso
que invade a decidua materna. Na decidua, o HLA-E pode interagir com os peptideos
originados dos genes HLA-G e —C (HILARY et al., 2008).

Pesquisas recentes revelaram que o0 sucesso reprodutivo humano esta
intimamente relacionado com a quantidade de citocinas secretadas pelas células NK
(ISHITANI et al., 2003). Estas, quando sdo demasiadamente ativadas, podem lisar muitas
células do trofoblasto, comprometendo assim o desenvolvimento fetal. Por outro lado,

quando as células NK estao muito inibidas, elas n&o secretam citocinas necessarias para
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o remodelamento das artérias uterinas, podendo assim ocorrer a pré-eclampsia (HILARY
et al., 2008).

Os complexos de HLA-E/G no trofoblasto podem contribuir para uma correta
secrecao de citocinas pelas células NK, pois estes interagem com os receptores
CD94/NKG2A (receptor inibidor) e NKG2C (receptor ativador), favorecendo assim o
equilibrio da ativagao e inibicdo das células NK (HILARY et al., 2008; OBER, 1998).

O gene HLA-E tém um papel importante em transplantes (CUI et al., 2010). A
expressdo aumentada do alelo E*07:03 em individuos que sofreram transplantes de
células tronco hematopoiéticas pode ser benéfica para sua sobrevivéncia, pois estes
apresentaram niveis significativamente mais baixos da doenga aguda contra o hospedeiro
quando comparado ao alelo E*071:01 (SULLIVAN et al., 2008). O HLA-E parece ser capaz
de produzir respostas inibitorias, por meio da interagdo com o receptor CD94/NKG2A,
bem como ativagdo de respostas contra infec¢des virais, através de interacbes com os
receptores ativadores das células NK e CTLs, sendo que o equilibrio entre a ativagao e a
inibicdo pode ser alterado (SULLIVAN et al., 2008). Qualquer imunoterapia especifica
destinada a modulagdo do HLA-E tera de levar em conta a complexa integracdo desses

sinais, a fim de ser eficaz (CUI et al., 2010).

3.4.4 Regiao reguladora de HLA-E

O promotor do gene HLA-E possui sequéncias CAAT box e TATA box, as quais sao
elementos envolvidos na ligagdo do complexo basal de iniciagdo da transcricdo. A
montante do promotor existem sequéncias que desempenham papel crucial na regulagao
da expressao. Estas sequéncias incluem o sitio alfa, o elemento intensificador A dividido
em kB1 e kB2 , elemento de resposta ao interferon (ISRE) e o médulo SXY (FIGURA 07).
A aglomeracdo destes elementos sugere que eles poderiam atuar tanto de forma
sinérgica como de forma aditiva (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

CIHTA

FIGURA 07 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROMOTOR DO GENE HLA-E (GOBIN e VAN DEN
ELSEN, 2000)
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O elemento intensificador A possui dois sitios de ligacdo ao NF-kB (kB1 e kB2).
Devido as pequenas variagdes nucleotidicas encontradas nestes sitios, quando
comparadas a sequéncia consenso, o HLA-E nao € induzido por membros da familia NF-
kB (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

O elemento de resposta estimulado pelo interferon (ISRE) apresenta um papel
notério na regulagdo basal da transcricao (KIRISITIS et al., 1992). Semelhante ao
intensificador A, um numero de ligantes ao ISRE pode ser observado. Estes incluem o
IRF-1, IRF-2, ICSBP e ISGF3. O fator 1 regulador de interferon (IRF-1) atua como
ativador da transcricdo, enquanto o IRF-2 e ICSBP atuam como repressores da
transcricdo (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

O IFN-y (interferon gama) induz a expressao génica através da via JAK/STAT de
transducgao de sinal.

O interferon liga-se aos receptores que usam vias de sinalizagao rapida e direta para
efetuar mudancas na transcricdo. A ligacdo do interferon a tais receptores ativa as
tirosinas quinases associadas aos receptores da familia das quinases Janus (JAKS),
assim chamadas por terem dois dominios simétricos, assemelhando-se a figura de duas
cabecas da mitologia romana, o Deus Janus. Essas quinases fosforilam proteinas
citosdlicas chamadas sinais tradutores e ativadores de transcricdo (STAT). A fosforilagao
das proteinas STAT leva a sua heterodimerizacdo. Este dimero pode se translocar até o
nucleo e ativar os genes IRF-1 (ABBAS e LICHTMAN et al., 2005). A molécula IRF-1

ativadora pode entéo se ligar na sequéncia ISRE e promover a ativagao do gene HLA-E.

3.4.5 Polimorfismo de HLA-E

Ao contrario dos genes de MHC de classe /la, o HLA-E é altamente conservado na
evolugao e o significado biolégico de seu polimorfismo é incerto (CAROSELLA et al,
2000). Atualmente, estdo descritos na literatura 9 alelos de HLA-E (E*01:01:01:01,
E*01:01:01:02, E*01:01:01:03, E*01:03:01:01, E*01:03:01:02, E*01:03:02, E*01:03:03,
E*01:03:04, E*01:04), os quais codificam somente 3 produtos protéicos com diferentes
sequéncias de aminoacidos, de acordo com os dados presentes na pagina eletrénica do
Instituto de Pesquisa Anthony Nolan disponivel em <http://www.anthonynolan.org>, até
fevereiro de 2011.

O grau de polimorfismo do equivalente HLA-E (MHC-E) em todas as espécies de



21

primatas também é restrito, com geralmente apenas 1 ou 2 alelos presentes(SULLIVAN et
al., 2008). Curiosamente, os polimorfismos do MHC-E dentro de todas as espécies de
primatas, estao fora da regido de ligagdo com o peptideo, talvez indicando que todas as
moléculas de MHC-E sao capazes de se ligar a peptideos semelhantes (SULLIVAN et al.,
2008; EDING et al., 1999). Além disso, o HLA-E é capaz de se ligar ao protétipo da
sequéncia lider de MHC de classe | de murino (QDM), e o equivalente da molécula de
HLA-E nos murinos (Qa-1b) pode também se ligar a peptideos de sequéncia lider de
MHC de classe | de humanos (JIANG et al., 2010). Assim, o HLA-E e seus homologos
funcionais parecem ter evoluido numa modalidade comum de vinculagdo, que foi
conservada ao longo da evolugao (HU et al., 2004).

Nos seres humanos existem trés variagbes alélicas nao sinbnimas, que
correspondem aos alelos E*01:01, E*01:03 e E*01:04 (ANTOUN et al., 2008). O alelo
HLA-E* 01:01 nomeado de HLA-ER, apresenta, no éxon 3, o codon 107 que ira codificar
um aminodacido arginina (AGG), o qual € integrante da cadeia pesada no dominio a2. O
alelo HLA-E* 01:03 que corresponde ao HLA-EG, tém no cddon 107, uma trinca
codificante para o aminoacido asparagina (GGG), sendo esta a unica diferenca entre
estes dois alelos ndo sinénimos (MATTE et al., 2000). Verifica-se que estes dois alelos
tém diferentes niveis de expressdo, sendo que as moléculas de HLA-EG tém
concentracdo mais elevada na superficie celular quando comparadas com as moléculas
de HLA-ER (PAQUAY et al., 2009). A diferenca na expressao de superficie dos dois alelos
nao reflete apenas na afinidade maior de HLA-E107G para os peptideos, mas também a
maior estabilidade do complexo na superficie celular (STRONG et al., 2003). Estes dois
alelos sdo encontrados com frequéncias semelhantes em diferentes populacoes,
provavelmente em decorréncia da selecao equilibrada (ANTOUN et al., 2008).

O alelo E*01:04 tém duas substituicbes nucleotidicas, a primeira esta localizada no
codon 107, o qual codifica uma glicina (GGG) ao invés de uma arginina (AGG). A segunda
esta no codon 157, polimorfismo este que distingue o alelo HLA-E* 01:04 dos alelos HLA-
E*01:01 e HLA-E*01:03, por apresentar uma substituicdo sinénima AGA para GGA,
ambas trincas codificantes para o aminoacido glicina (MATTE et al., 2000). As diferengas

alélicas podem ser observadas na TABELA 01.
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TABELA 01 — DIFERENCAS ALELICAS NO GENE HLA-E

Exon 2 Exon 3 Exon 4
Alelos Codons 77 82 107 150 157 211
CIT CG/GC A/IG C/IT A/IG G/A
E*01:01 AAC CGC GGC AGG GCC AGA GCG
E* 01:03:01 AAC CGG GGC GGG GCC AGA GCG
E*01:03:02 AAT CGC GGC GGG GCC AGA GCG
E*01:03:03 AAT CGC GGC GGG GCT AGA GCG
E*01:03:04 AAT CGC GGC GGG GCC AGA
E*01:04 bl Fhk kk GGG GCC GGA g%é

Ha uma substituicdo sinbnima no éxon 2, no cédon 77, sendo bastante util como
marcador genético, a qual separa o alelo E*07:03:01 dos demais E*01:03:02, E*01:03:03
e £701:03:04 (GOMEZ-CASADO et al., 1997). Estes ultimos apresentam uma trinca AAT
ao invés de AAC (ANTOUN et al., 2008). No cédon 150 presente no éxon 3, o alelo
E*01:03:03 apresenta uma trinca GCT, diferenciando-o dos demais alelos. Por sua vez no

cédon 211 do éxon 4, o alelo E*01:03:04 apresenta uma trinca GCA ao invés de GCG.

3.4.6 Aspectos populacionais

As frequéncias alélicas do gene HLA-E apresentam variagdes entre os diferentes
grupos étnicos.

Varias pesquisas contemplando os polimorfismos do HLA-E no grupo dos
caucasoides foram realizadas. Dentre elas, um estudo feito na Dinamarca com uma
amostra de 150 individuos caucasdides (STEFFENSEN et al., 1998), constatou-se a
presenca de 3 alelos, E*01:01, E*01:03:01 e E*01:03:03, com frequéncias de 56.7%, 9.6%

e 33% respectivamente, como mostra a TABELA 02.
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TABELA 02 - FREQUENCIA ALELICA DE HLA-E EM UMA AMOSTRA DE
CAUCASOIDES DINAMARQUESES (n=150)

Alelo Frequéncia alélica %
E*01:01 170 (56.7%)
E*01:03:01 29 (9.6%)
E*01:03:03 101 (33%)
E*01:04 0 (0.0%)

FONTE: Modificado STEFFENSEN et al., 1998.

Nos Estados Unidos, pesquisadores analisaram uma amostra composta de 54
individuos afroamericanos (MATTE et al., 2000) e observaram-se a existéncia de 3
polimorfismos E*01:01, E*01:03:01 e E*01:03:03 com frequéncias alélicas de 89%, 8,84%
e 2,16% respectivamente (TABELA 03). O alelo E*01:04 nao foi encontrado na amostra
estudada, sendo considerado um alelo raro, relatado com maior frequéncia em
populacgdes espanholas e japonesa (GRIMSLEY et al., 2002; GRIMSLEY e OBER, 1997).
Algumas pesquisas ainda sugerem que o alelo E*071:04 é um artefato de sequenciamento
(ARNAIZ-VILLENA et al., 2007) .

TABELA 03 - FREQUENCIA ALELICA DE HLA-E EM UMA AMOSTRA DE
AFROAMERICANOS DOS ESTADOS UNIDOS (n=54 INDIVIDUOS).

Alelo Frequéncia alélica (n=54) %
E*01:01 96 (89%)

E*01:03:01 10 (8,84%)
E*01:03:03 02 (2,16%)

FONTE: MATTE et al., 2000.

Recentemente um estudo analisou as frequéncias alélicas nas populacdes
amerindias do México (Mazatecas), Coldmbia (Wayu) e Chile (Mapuches). HLA-E*01:01 é
o alelo mais frequente nas populacdes estudadas, exceto na Wayu onde o alelo mais

comum € o E*01:03:03. Os Mazatecas e os Mapuches apresentam similar frequéncia
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alélica do HLA-E, como mostra a TABELA 04 (ARNAIZ-VILLENA et al., 2007) .

TABELA 04 — FREQUENCIA ALELICA DE HLA-E NAS AMOSTRAS AMERINDIAS DO
MEXICO, COLOMBIAE CHILE.

Alelo Mazatecas (n=86) Wayu (n=47) Mapuche (n=58)
México % Colombia % Chile %
E*01:01 96 55.81 39 4148 80 68.96
E*01:03:01 39 22.67 13 13.82 20 17.24
E*01:03:03 37 21.51 42 44.68 16 13.79

FONTE: Modificado ARNAIZ-VILLENA et al., 2007.

A TABELA 05 mostra as diferentes frequéncias alélicas relatadas para varios

paises nos diferentes continentes.

TABELA 05 — FREQUENCIAS ALELICAS DE HLA-E EM DIFERENTES PAISES

Pais Populagao Alelo mais frequente Alelo menos frequente N
USA BE= Dakota E*01:01 56% E*01:04 0% 38
Colémba pumm Negréide E*01:01 28% E*01:03:02 1% 38
Chile L Mapuche E*01:01 75% E*01:03:02 1,40% 34
México B BVestico E*01:01 56% E*01:03 1,30% 70
india —amNE E*01:01 70% E*01:04 0% 120
Inglaterra :NE E*01:01 29% E*01:04 0% 82
Espanha  EeuNE E*01:01 57% E*01:04 2% 60
Japao ® NE E*01:01 32% E*01:04 3% 50
Korea “®, NE E*01:01 49% E*01:04 0% 486

NE — Nao especificado; N — NUmero amostral

Fonte: Adaptado www.allelefrequencies.net
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O alelo mais frequente em todas as populacdes presentes na tabela 05 foi o
E*01:01, sendo que o alelo menos frequente na maioria das populacdes foi o E*01:04.
Este alelo pode ser um artefato de sequenciamento, por isso em varias populagdes sua
frequéncia é igual a zero.

A TABELA 06 mostra a distribuicdo dos SNPs em trés diferentes grupos étnicos,
caucasodides; afrocaribenhos e asiaticos. No SNPs 1114 pode estar presente uma citocina
ou guanina, caracterizando uma substituicdo sinénima, no cdédon 77 do éxon 2. O SNP
contendo a base citocina, apresentou maior frequéncia em todas as populagdes
analisadas. Os outros dois SNPs se localizam no éxon trés, nas posi¢cdes 1446 (codon
107) e 1596 (cédon 157), onde a adenina na posigdo 1446 prevaleceu nas amostras e a

arginina na posicao 1596 teve 100% de frequéncias em todas as populagdes.

TABELA 06 — DISTRIBUICAO DOS SNPs DE HLA-E EM TRES DIFERENTES GRUPOS
ETNICOS: CAUCASOIDE; AFROCARIBENHO E ASIATICO.

Posigéo dos Substituicdo amino acidos Frequéncias
SNPs

n % n %
1114C/T - Exon 2 Sinénimos 197 64,8 107 35,2
Codon 77
1446 A/G - Exon 3 arginina, glicina 180 59,21 124 40,79
Cédon 107
1596 A/G - Exon 3 arginina, glicina 304 100 0 0
Cédon 157
1577 C/T - Exon 3 sindnimos 283 93,09 21 6,91
Cédon 150

A TABELA 07 mostra a distribuicdo dos gendtipos para os SNPs das posi¢cdes 1114 e

1446 de HLA-E em trés diferentes grupos étnicos.
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TABELA 07 — DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS PARA OS SNPs DAS POSIGOES 1114
E 1446 DE HLA-E EM TRES DIFERENTES GRUPOS ETNICOS

ADP EC ACB AS
n  Freq. % n Freq. % n Freq. % n Freq. %
SNP
1114 CIC 66 43 105 47 38 63 39 75
CIT 65 42 88 39 16 26 11 21
TIT 21 13 30 13 6 10 2 4
1446 A/A 56 37 78 35 19 31 20 39
AIG 68 45 95 42 26 43 19 36
G/G 28 18 50 22 15 25 13 25

Fonte: ANTOUN et al., 2008.

ADP, Afro-descendentes do Parana; EC, Euro-Caucasoides; ACB, Africo- Caribenhos; AS, Asiaticos
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RESUMO

O HLA-E é um gene do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | ndo
classico, o qual apresenta limitado polimorfismo e baixos niveis de expresséo tecidual.
Atualmente estdo descritos na literatura nove alelos, sendo que somente trés produtos
protéicos com diferentes sequéncias de aminoacidos sdo codificados. Suas variantes
polimérficas estdo frequentemente associadas a varios eventos, como por exemplo,
defesa do organismo contra infec¢des virais e bacterianas, abortamento recorrente,
transplantes de células tronco-hematopoiéticas e 6rgaos sélidos. As moléculas de HLA-E
podem interagir tanto com os receptores da imunidade inata quanto adaptativa,
promovendo assim a inibicdo das células NK através de seus receptores CD94/NKG2A ou
a ativacdo das células TCD8*. No presente estudo foram investigados pela técnica de
sequenciamento de DNA os polimorfismos do gene HLA-E, bem como suas frequéncias
alélicas, genotipicas, haplotipicas e desequilibrio de ligagdo, em uma amostra composta
de 152 (cento e cinquenta e dois) individuos afroparanaenses. Observou-se que o alelo
com maior frequéncia na amostra analisada foi o E*01:01 (59.21%). Por sua vez o alelo
E*01:04 apresentou frequéncia igual a zero. Sendo assim, nao foi possivel confirmar sua

existéncia, corroborando a hipétese que este alelo possa ser um artefato de
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sequenciamento e sua presenca na lista de alelos conhecidos tera que ser questionado.
As frequéncias genotipicas e alélicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e foram
achados cinco haplétipos mais frequentes na populagdo. Foram realizadas comparacgdes

da amostra analisada com diferentes populagbes mundiais.

Introdugao

O gene nao classico HLA-E se localiza no brago curto do cromossomo 6 (seis),
mais especificadamente na regido 6p21.3, entre os genes HLA-C e —A (1). Ao contrario
dos genes de MHC de classe /la, o HLA-E é altamente conservado na evolugdo e o
significado biolégico de seu polimorfismo € incerto (2). Atualmente estdo descritos na
literatura nove alelos de HLA-E (E*01:01:01:01, E*01.01:01:02, @ E*01:01:01:03,
E*01:03:01:01, E*01:03:01:02, E*01:03:02, E*01:03:03, E*01:03:04, E*01:04), os quais
codificam somente 3 produtos protéicos com diferentes sequéncias de aminoacidos (3).
Existem trés variagdes alélicas nao sindbnimas, que correspondem aos alelos E*01:01,
E*01:03 e E*01:04 (Tabela 01). O alelo HLA-E™ 01:01, nomeado de HLA-ER, apresenta no
éxon 3 o codon 107 que ira codificar um aminoacido arginina (AGG), o qual é integrante
da cadeia pesada no dominio a2 (4). O alelo HLA-E* 01:03, que corresponde ao HLA-EG,
tém no cédon 107 uma trinca codificante para o aminoacido asparagina (GGG), sendo
esta a unica diferenca entre estes dois alelos nado sin6nimos (5). Verifica-se que estes
dois alelos tém diferentes niveis de expresséo, sendo que as moléculas de HLA-EG tém
concentracdo mais elevada na superficie celular quando comparadas com as moléculas
de HLA-ER (6). A diferenga na expressao na superficie dos dois alelos nao reflete apenas
na afinidade maior de HLA-E107G para os peptideos, mas também a maior estabilidade
do complexo na superficie celular. O alelo E*07:04 tém duas substituicdes nucleotidicas,
a primeira esta localizada no cédon 107, o qual codifica uma glicina (GGG) ao invés de
uma arginina (AGG). A segunda esta no cédon 157, polimorfismo este que o distingue dos
alelos HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03, por apresentar uma substituicao sindbnima AGA para

GGA, ambas trincas codificantes para o aminoacido glicina (7).
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TABELA 01 — DIFERENGCAS ALELICAS NO GENE HLA-E

Exon 2 Exon 3 Exon 4
Alelos Codons 77 82 107 150 157 211
CIT CG/GC A/IG C/IT AIG G/A
E*01:01 AAC CGC GGC AGG GCC AGA GCG
E*01:03:01 AAC CGG GGC GGG GCC AGA GCG
E*01:03:02 AAT CGC GGC GGG GCC AGA GCG
E*01:03:03 AAT CGC GGC GGG GCT AGA GCG
E*01:03:04 AAT CGC GGC GGG GCC AGA
E*01:04 o Fhk Ak GGG GCC GGA C?C?é

A molécula de HLA-E apresenta menor variagao na sua sequéncia de aminoacidos
quando comparada a outras moléculas de HLA de classe | (9). O unico aminoacido que
difere entre os dois alelos ndo sinbnimos de HLA-E (E*01:01 e E*01:03), esta localizado
no cédon 107, que corresponde ao dominio a2 da cadeia pesada, onde uma arginina
(E*01:01) é substituida por uma glicina (E*01:03) (Figura 01). Para ocorrer a estabilizagdo
da molécula na superficie celular é requerida a disponibilidade de peptideos derivados da
sequéncia lider de varias moléculas HLA de classe | classicas e nao classicas, incluindo,
HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-G (10). Embora a molécula HLA-E tenha sido descrita
originalmente como ligante de apenas peptideos de sequéncias lideres de HLA de classe
I, algumas pesquisas sugerem que moléculas de HLA-E podem também se ligar a
peptideos virais, bem como bacterianos (11). A molécula de HLA-E tem sido identificada
como ligante para os receptores CD94/NKG2A e CD94/NKG2C expressos em células NK,
as quais fazem parte da imunidade inata (12). Peptideos de sequéncia lider oriundas das
moléculas de HLA-C ligam-se a molécula de HLA-E que interage com o receptor inibitério
CD94/NKG2A presente na célula NK, resultando na inibicdo da lise por estas células (13).
Por outro lado, quando o peptideo sinal oriundo da molécula de HLA-G, liga-se na
molécula de HLA-E podera ocorrer interagcédo tanto com o receptor inibitério CD94/NKG2A,

quanto com o receptor ativador CD94/NKG2C, promovendo a inibicdo ou ativagéo das
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células NK (14). Além de interagir com os receptores de células que atuam na imunidade
inata, recentes estudos comprovam que a molécula de HLA-E também pode interagir com
células que atuam no sistema imunolégico adaptativo, como o linfécito TCD8" (15). O
exemplo mais caracterizado é a ligacdo que o HLA-E forma com o peptideo gpVL40 do
citomegalovirus (16). Este complexo pode interagir com os receptores TCR das células
TCD8" e ativar a lise de células infectadas, oferecendo assim particular relevancia nas
defesas imunitarias contra o HCMV (citomegalovirus humano) (17).

O presente estudo teve por objetivo analisar a variabilidade genética dos éxons 2 e
3 do gene HLA-E em uma amostra de afrodescendentes do estado do Parana, Brasil.
Para tanto, foi utilizada a técnica de sequenciamento de DNA. O trabalho proposto
contribuira para a caracterizagdo da populagdo afroparanaense para o gene HLA-E e

servira de base para posteriores estudos de associagcao que se realizarem nesta area

Materiais e Métodos

Caracterizagao da amostra

A amostra foi constituida de 152 (cento e cinquenta e dois) individuos afrodescendentes
do Estado do Parana/Brasil, os quais se autodenominaram neste grupo étnico. Estes
individuos sao potenciais doadores de medula ¢ssea, devidamente cadastrados no banco
de dados do Laboratorio de Imunogenética e Histocompatibilidade da Universidade

Federal do Parana.

Sequenciamento dos éxons inteiros

A extracdo de DNA das amostras foi realizada através do método salting-out (18). Foi
realizado posteriormente o calculo da concentragdo de DNA através do equipamento
Nanodrop. Apos ser feita a diluigdo das amostras foi realizada a amplificacdo dos éxons 2
e 3 de HLA-E pela metodologia de PCR, utilizando para isso oligonucleotideos iniciadores
para a fita forward (5GGGGTCGGGATGGAAACGGC 3') e para a fita reverse
(5GGTTCCGCAGCCTTGGGGTGAZ’) do éxon 2. Para o éxon 3 os oligonucleotideos
iniciadores  foram:  forward (5'CGGAACCCGCCCAGACCCTA3) e  reverse
(5 TGAGGTCTGTCAGCTGTGGG3I'). A PCR foi realizada de acordo com as seguintes
condigdes: volume final de 50ul contendo: 5 yL PCR buffer, 1.3 yL MgCl,, 1uL de cada
dNTPs [10uL], 0.1 yL de cada primer [50 picomoles], 2 unidade de Taqg DNA polimerase
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Platinum Invitrogen e 2 yL DNA gendmico [50 picomoles], g.s.p de agua Mili-Q. O ciclo de
desnaturagao inicial foi de 94°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de: 94°C por 30
segundos, 68°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos. O alongamento final foi de
72°C por 4 minutos (Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.). Foi realizado o
procedimento de purificagdo com acetato de aménio e etanol, posteriormente foi feita a
purificagdo com as enzimas EXO-SAP. Em seguida, os éxons inteiros foram submetidos a
reagao de sequenciamento (cada fragmento em um tubo separado) com o Kit AB/
PRISM® BIGDYE®. A precipitacao foi realizada com acetato de sédio e etanol absoluto.

Posteriormente foi utilizada a formamida para desnaturar as fitas de DNA.

Analise estatistica

Durante as atribuicbes e determinacbes alélicas procuraram-se novas formas de
variantes, porém nao foram encontrados novos SNPs nos éxons estudados. Logo, ndo
foram achados alelos ndo descritos na literatura.

As frequéncias alélicas, genotipicas, bem como o equilibrio de Hardy-Weinberg foram
obtidos através do programa computacional GENEPOP. Por sua vez, as frequéncias
haplotipicas foram determinadas utilizando o programa ARLEQUIN verséo 3.1, através do
método da maxima verossimilhanga, que usa o algoritmo da maximizagdo da expectativa
(EM) (19). Os calculos da similaridade genética da populagao afroparanaense com outras
populagdes de diferentes etnias foram realizados através do programa Biostat versao 5.0

e da analise de variancia molecular (AMOVA), estimando também os valores de FST.

Resultados e Discussao

Frequéncias dos SNPs

As frequéncias do SNPs localizados nos éxons 2 e 3 do gene HLA-E foram devidamente
analisadas (TABELA 02). O primeiro SNP esta no éxon 2, no cdédon 77, onde o alelo
E*01:03:01 tém uma citosina nesta posi¢cao e os demais alelos E*01:03:02; E*01:03:03 e
E*01:03:04 apresentam uma timina. O segundo SNP esta no cédon 107, no éxon 3, onde
pode estar presente uma adenina ou guanina. Este SNP é fundamental para diferenciar
os alelos E*01:01 e E*01:03. O terceiro SNP esta presente no cdédon 157, no mesmo
éxon, servindo para diferenciar os alelos E*01:03 e E*01:04. Por sua vez, no codon 150,

no éxon 3, ha um SNP que auxilia na diferenciagcdo do alelo E*07:03:03, pois apresenta
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uma timina ao invés de uma citosina.

TABELA 02 - FREQUENCIA DOS SNPs PRESENTES NOS EXONS 2 E 3 DO GENE
HLA-E NAAMOSTRA AFROPARANAENSE

Posigao dos Substituicdo amino acidos Frequéncias
SNPs

n % n %
1114C/T -Exon 2 Sindnimos 197 64,8 107 35,2
Codon 77
1446 A/G - Exon 3 arginina, glicina 180 59,21 124 40,79
Codon 107
1596 A/G - Exon 3 arginina, glicina 304 100 0 0
Cédon 157
1577 C/T -Exon 3 sindnimos 283 93,09 21 6,91
Cddon 150

As frequéncias genotipicas encontrados nas posi¢cdes 1114 e 1446, dos éxons 2 e
3, respectivamente, foram comparadas entre a amostra analisada (afroparanaense) com
outras trés populagdes: eurocaucasoide, afrocaribenha e asiatica, utilizando para isso o
programa BioStat versao 5.0, o qual calcula os dados utilizando uma tabela de
contingéncia (TABELA 03) (20). Observou-se que as frequéncias dos SNPs nao diferiram
significativamente entre a populacao afroparanaense e as populagdes eurocaucasoide e
afrocaribenha, com o P>0.05, corroborando assim a igualdade estatistica entre esses
grupos populacionais. Por sua vez, houve diferenga significativa entre a populagao
asiatica, onde o valor de P= 0.040, demonstrando que ela contribuiu muito pouco para a

formagao desta populagao.
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TABELA 03 — COMPARAGAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS SNPs ENTRE
QUATRO AMOSTRAS POPULACIONAIS: AFROPARANAENSE, EUROCAUCASOIDE,
AFROCARIBENHA E ASIATICA

ADP EC ACB AS
n  Freq. % n Freq. % n Freq. % n Freq. %
SNP
1114 CIC 66 43 105 47 38 63 39 75
CIT 65 42 88 39 16 26 11 21
TIT 21 13 30 13 6 10 2 4
1446 A/A 56 37 78 35 19 31 20 39
AIG 68 45 95 42 26 43 19 36
G/G 28 18 50 22 15 25 13 25

Fonte: Modificado ANTOUN et al., 2008

AP, afroparanaense; EC, eurocaucasoide; ACB, afrocaribenho; IA, asiatica
Diferenca estatistica entre AP e EC, y*=1.395, P=0.9249

Diferenca estatistica entre AP e ACB, y*=8.149, P=0.1482

Diferencga estatistica entre AP e IA, y*=17.251, P=0.0040

Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas encontradas na amostra populacional estudada estdo dispostas
na TABELA 04.

TABELA 04 — FREQUENCIAS ALELICAS PARA O GENE HLA-E

Alelos n =304 %
E*01:01 180 59.1
E*01:01:03 38 12.5
E*01:03:02/E*01:03:04 76 25
E*01:03:03 10 3.4
E*01:04 0 0

Constata-se que o alelo que apresentou maior frequéncia na amostra estudada foi
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o E*01:01, com 59.10%. No grupo alélico E*01:03, a frequéncia do E*01:03:01 foi de
12.5%. Nao foi possivel diferenciar os alelos E*01:03:02 e E*01:03:04 devido a
ambiguidade da tipagem e por isso € representado apenas um valor de frequéncia para
ambos os alelos (25.00%). Por sua vez, o alelo E*01:03:03 apresentou a menor
frequéncia 3.40%. Ja o alelo E*01:04 nao foi encontrado na amostra analisada, portanto
apresenta frequéncia igual a zero.

Foi comparada a similaridade das frequéncias dos alelos E*01:01; E*01:03:01 e
E*01:03:03 na amostra analisada (afroparanaense) com outras duas populacgoes:
caucasoides da Dinamarca e afroamericana dos Estados Unidos (TABELA 05) (21).
Verificou-se que a populagcédo caucasoide ndo apresentou igualdade estatistica nas suas
frequéncias alélicas quando comparada com a populagcdo afroparanaense, onde
P<0.0001. Ja as frequéncias alélicas da populagao afroamericana sao compativeis com a
populacao afroparanaense, caracterizando, assim, igualdade estatistica entre essas duas

amostras populacionais.

TABELA 05 - COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE TRES
POPULACOES DIFERENTES: AFROPARANENSE, CAUCASOIDE DA DINAMARCA E
AFROMERICANA DOS ESTADOS UNIDOS

Pop. AP Pop. CAD Pop. AA
Alelo n Freq. % n Freq. % n Freq. %
E*01:01 180 79 170 56 96 89
E*01:03:01 38 16 29 09 10 8,84
E*01:03:03 10 4 101 35 02 2,16

Fonte: Modificado STEFFENSEN et al., 1998; MATTE et al, 2000.

AP, afroparanaense; CAD, caucasoéide — Dinamarca ; AA, afroamericana
Diferenca estatistica entre AP e CA, y*=67.5316, P<0.0001

Diferencga estatistica entre AP e AA, *=5.014, P=0.0815

Foi analisada também a semelhanca entre as frequéncias alélicas obtidas da
amostra analisada com trés populacdes diferentes amerindias do México, Colébmbia e
Chile (TABELA 06) (22). Espera-se que a amostra analisada possua um componente
genético dos amerindios brasileiros, haja vista a notéria miscigenagdo que ocorreu no
inicio do século XVI. Constatou-se que as populagdes em questao apresentam diferencas
significativas, onde o valor de P foi menor que 0.05. Dessa forma n&o se aceita a hipotese

da similaridade das frequéncias alélicas entre estas amostras. Este resultado,
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provavelmente é decorrente das amostras de amerindios terem origem em regides da
América Norte, como o México e diferentes regides da América do Sul, ndo tendo relagao
com os amerindios brasileiros.

TABELA 06 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE A AMOSTRA
AFROPARANAENSE COM TRES POPULACOES AMERINDIAS DO MEXICO,
COLOMBIAE CHILE.

Pop. AP Pop. MAZ Pop. WA Pop. MAP
Alelo n Freq. % n Freq. % n Freq. % n Freq. %
E*01:01 180 79 96 56 39 42 80 69
E*01:03:01 38 16 39 22 13 14 20 17
E*01:03:03 10 04 37 21 42 45 16 14

Fonte: Modificado ARNAIZ-VILLENA et al., 2007.

AP, Afroparanaense; MAZ, mazatecas; WA, wayu; MAP, mapuche.
Diferenca estatistica entre AP e MAZ, »*=33.914, P<0.0001
Diferenca estatistica entre AP e WA, »*=80.990, P<0.0001
Diferenca estatistica entre AP e MAP, y*=7.109, P=0.0286

Frequéncias genotipicas e o equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias genotipicas, o equilibrio de H-W e o valor de P, para os genétipos
do HLA-E, sao mostrados na TABELA 07.

TABELA 07 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS PARA O GENE HLA-E

Genoétipos n %

E*01:01/01:01 56 36.842
E*01:01/01:03:01 26 17.105
E*01:01/01:03:03 0 0
E*01:01/01:03:02*04 42 27.631
E*01:03:01/01:03:01 5 3.289
E*01:03:01/01:03:03 0 0
E*01:03:01/01:03:02*04 12 7.8947
E*01:03:02*04/01:03:02*04 8 5.263
E*01:03:02*04/01:03:03 3 1.973
E*01:03:03/01:03:03 0 0

P=0.3389 S=0.0020

Verificou-se que as frequéncias genotipicas estdo de acordo com a hipotese do
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equilibrio de Hardy-Weinberg, com P=0,3389. Os genoétipos que apresentaram maior
frequéncia na amostra analisada foram o E*071:01/01:03, com 44.736 % e E*01:01/01:01
com 36.842% . Por sua vez trés genotipos apresentaram frequéncia igual a zero:
E*01:01/01:03:03; E*01:03:01/01:03:03; E*01:03:03/01:03:03, haja vista que a frequéncia
do alelo E*01:03:03 foi baixa, menos de 10%.

Compararam-se as frequéncias genotipicas (E*01:01/01:01.; E*01:01/01:03.;
E*01:03/01:03) da amostra estudada afroparanaense com outras trés populagdes:
afroamericana dos Estados Unidos, hispanica e chinesa (TABELA 08) (23). Foi observado
que nao houve diferenca estatistica entre as popula¢des afroparanaense, afroamericana e
hispanica. Por sua vez, houve significancia dos resultados entre a populagdo chinesa,
onde o P<0.0001, caracterizando assim, desigualdade estatistica entre as frequéncias
genotipicas da amostra estudada com a populagdo chinesa. Este resultado
provavelmente deve-se ao fato de que a populacéo chinesa néo participou da colonizagao
brasileira no inicio do século XVI, ndo contribuindo, dessa forma, para a diversidade

genética proveniente da miscigenagao brasileira.

TABELA 08 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS ENTRE QUATRO
POPULACOES DIFERENTES: AFROPARANAENSE, AFROAMERICANA DOS ESTADOS
UNIDOS, CAUCASOIDE HISPANICA ECHINESA

Pop. AP Pop. AA Pop. HI Pop. CH

n Freq. % n Freq. % n Freq. % n Freq. %
Genétipo
E*01:01/01:01 56 37 24 36 14 30 01 4
E*01:01/01:03 68 45 30 45 26 54 10 40
E*01:03/01:03 28 18 13 19 08 16 14 56

Fonte: GRIMSLEY e OBER, 1997

AP, afroparanaense.; AA, afroamericana.; HI, hispanica; CH, chinesa.
Diferencga estatistica entre AP e AA, »*=0.037, P=0.9816

Diferenca estatistica entre AP e HI, yx*=1.367, P=0.50491

Diferenca estatistica entre AP e CH, ¢*=20.077, P<0.0001

Frequéncias haplotipicas

A TABELA 09 apresenta os haplétipos que obtiveram frequéncia acima de 0.04 %. Os
haplétipos com frequéncia menor que 0.04% foram desconsiderados, pois neste caso o

erro estatistico torna-se muito grande, sendo que a possibilidade desses haplétipos serem
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verdadeiros seria baixo. O pequeno numero de amostras pode influenciar na
apresentacao de hapldtipos duvidosos.

TABELA 09 — HAPLOTIPOS MAIS FREQUENTES OBSERVADOS NA AMOSTRA
AFROPARANAENSE

n° haplétipos n obs. frequéncia Posicées 1114 1446 1577
1 92 30,26 C A C E*01:01/01:03:01
2 85 27,96 G C E*01:03/01:03:01
3 83 27,3 T A C E*01:01/01:03:02*04
4 23 7,56 T G C E*01:03/01:03:02*04
5 15 493 C G T E*01:03:01/01:03:03

Foi utilizado o calculo da analise de variancia molecular (AMOVA) para verificar o
quanto a populacdo afroparanaense se aproxima geneticamente das populagbes de
caucasobides e afroamericanas. Para tanto, foram comparadas as frequéncias

haplotipicas mais comuns entre essas amostras.

De acordo com o calculo da AMOVA, o grau de diferenciagao entre as populacoes
afroparanaense e eurocaucaséide foi de 3,874. Este valor ratifica que ha moderada
diferenciacao entre as populagdes analisadas. Por sua vez, a porcentagem de variagao
entre as populagdes afroparanaense e afroamericana foi mais significativa, com o valor de
5,368%. Esses dados demonstram que a populagdo afroparanaense é mais similar
geneticamente com a populagcdo eurocaucasoide quando comparada a populagao

afroamericana.
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Valores de D" entre os /oci localizados no gene HLA-E

Na TABELA 10 sdo dados os valores de D" entre os loci 1114,1446 e 1577 do gene
HLA-E .

TABELA 06 — VALOR DO D' ENTRE OS LOCI/ DO HLA-E

Posicao dos Loci 1446 1577
1114 0.2582 0.3387
1446 0.0245

O valor de D corresponde a frequéncia de haplétipos observados menos o
esperado. Uma limitacdo de D como medida do desequilibrio de ligagdo é que seus
valores possiveis dependem das frequéncias alélicas, dai a dificuldade de comparar os
valores de D de um par de loci em relagéo ao proximo. Por esta raz&do, D algumas vezes é
expresso como uma porcentagem de valor minimo (se D for negativo) ou como a
porcentagem do seu valor maximo (se D for positivo), o que restringe o intervalo de 0 até
100 por cento. O D’é calculado como a razdo do D/Dnsx, entdo podemos afirmar que na
primeira relagdo do loci 1114 com o 1446, o D é cerca de 25.82% de seu valor maximo
possivel, dadas as frequéncias alélicas. O mesmo raciocinio é valido para a relacdo dos

outros loci.

CONCLUSAO

A anadlise do polimorfismo genético (éxons 2 e 3) do gene HLA-E em uma amostra
populacional afroparanaense nos permite as seguintes conclusées:

As frequéncias dos alelos E*071:01 e E*01:03 sao semelhantes provavelmente em
decorréncia da selecdo equilibrada. Nao houve a constatacido da existéncia do alelo

E*01:04, sendo que seu presenca na lista de alelos tera que ser questionada. O gendtipo
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de maior frequéncia foi o E*01:01/01:03 (44.736%) e os de menor frequéncia foram o
E*01:01/01:03:03; E*01:03:01/01:03:03; E*01:03:03/01:03:03 (0%). Observou-se que
todos os gendtipos calculados se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram
encontrados cinco haplétipos em desequilibrio de ligacdo com frequéncia superior a 0.04.
As frequéncias das variantes encontradas na amostra analisada foram semelhantes com
a populacdo afroamericana dos Estados Unidos e do Caribe em todos os aspectos. Ja em
relagdo com a populagdo caucasodide houve algumas similaridades e diferencas nas
frequéncias, evidenciando assim que esta populacdo contribuiu em partes para a
formacédo da populacdo afroparanaense. Por sua vez a populacdo asiatica apresentou
diferengas significativas nas suas frequéncias quando comparado com a populagao
afroparanaense, demonstrando que ela contribuiu muito pouco para a formagao desta
populagcdo. Através do calculo do Fst foi possivel constatar que a populagao
afroparanaense € geneticamente mais similar com a populagéo eurocaucasoide do que a

populagao afrocaribenha.
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DISCUSSAO

A genética de populagdes € o estudo da origem e dinamica da variagdo genética
nas populagdes, e tem como um de seus objetivos compreender a agao dos fatores que
determinam a evolugdo. Os polimorfismos genéticos sao bastante informativos para esse
fim. Essas variagdes ocorrem devido a agcdo de fatores evolutivos, de acordo com a
histéria de cada populacédo. Para compreender a evolugcdo das populagdes € necessario
estudar um grande numero de polimorfismos nao ligados (CHAKRAVARTI, 1999). E para
compreender a histéria dos polimorfismos, € necessario estudar um grande numero de
populagdes (CAVALLI-SFORZA et al., 2003).

O estudo da diversidade das variantes polimérficas dos genes apresenta uma série
de aplicagdes, o qual compilard& em um maior entendimento da origem evolutiva,
diversificacdo da populagdo humana e da acédo dos fatores evolutivos nas sequéncias
gendmicas. As populagdes podem diferir quanto as frequéncias alélicas, e os alelos mais
comuns em um grupo podem ser raros, ou mesmo ausentes em outro, especialmente
quando as populagdes analisadas sao relativamente isoladas. Alguns polimorfismos que
melhor caracterizam grupos étnicos podem ser utilizados como marcadores genéticos na
definicdo da ancestralidade de individuos e de populagdes, possibilitando assim, a
reconstrugdo da historia da fundagcdo ou migragéo e investigacdo da estrutura genética
das populagdes (CAVALLI-SFORZA et al., 2003).

A populacédo brasileira atual apresenta uma exuberante diversidade genética,
resultante da miscigenacao entre os trés grandes grupos raciais: caucasoides (brancos),
negros e amerindios. Esse processo teve inicio no século XVI quando os portugueses
aportaram no Brasil. Inicialmente com o amerindio, seguido de negros e, em meados do
século XIX, com brancos de diferentes regides da Europa, notavelmente de Portugal,
Italia e Espanha. O estudo de polimorfismos genéticos pode auxiliar na compreensao da
origem da nossa populacdo, determinando a contribuicdo desses povos na formagéo da
populagao brasileira.

A caracterizacdo de populagbes para genes que atuam no sistema imune
apresenta ainda uma aplicagao adicional: a de servir como referéncia para estudos de
associagao a doengas, pois esses genes podem ter um papel importante na patogénese,
e seus polimorfismos podem estar associados a maior ou menor susceptibilidade de

individuos ao desenvolvimento dessas doengas. Como as frequéncias alélicas podem
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diferir entre populag¢des, a caracterizagdo das mesmas para esses polimorfismos é
essencial para a interpretacdo dos resultados encontrados em estudos de associacio
com doengas. A regido do HLA é a mais polimérfica encontrada no genoma humano e o
interesse pelo seu estudo deve-se ao fato de que numerosas doengas apresentam
evidéncias de associacdo com os genes deste sistema (TIWARI E TERASAKI, 1985).

Ao contrario dos genes de MHC de classe /a, o HLA-E é altamente conservado na
evolugdo e o significado bioldgico de seu polimorfismo € incerto, mas pode estar
relacionado com a funcéo de apresentar peptideos de sequéncias lideres (PIETRA et al.,
2010). A importancia do HLA-E no ambito das doengas esta relacionado a imunidade
antiviral, aos transplantes, bem como aos casos de abortamento recorrente. As pesquisas
realizadas envolvendo este gene poderao ser de notoria importancia para o auxilio da
elucidagao dessas patologias.

O presente estudo teve por objetivo analisar e comparar as frequéncias das
variantes encontradas no gene HLA-E, na populagdo afroparanaense, auxiliando assim
para uma melhor compreensado da histéria evolutiva desses polimorfismos. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009), a populacédo da regido sul do
Brasil € composta por 78,7% de brancos, 4,3% de negros, 16,3% de pardos e 0,7% de
amarelos e indigenas. Porém, a auto-classificacdo dos individuos em brancos, mulatos e
negros nao corresponde as mesmas proporgdes de ancestralidade européia e africana
em diferentes regides do pais, mostrando que a cor da pele € um marcador pouco
informativo da ancestralidade genémica de individuos (PARRA et al., 2003; SHRIVER et
al., 2003).

Atualmente estdo descritos na literatura 9 alelos do gene HLA-E, os quais
codificam apenas 3 produtos protéicos diferentes. O SNP da posigéo 1446, encontrado no
cédon 107 do éxon 3, apresenta grande importancia biolégica, uma vez que define os
dois principais alelos (E*01:01 e E*01:03), que diferem na sua expressao celular, bem
como, estrutura protéica (STEFFENSEN et al., 1998). Estes dois alelos apresentaram
distribuicdo similar na populacdo estudada, concordando com os relatos anteriores
(PIETRA et al.,2010). Varios estudos apontam que o alelo E*01:03, esta associado com a
protecdo contra algumas doengas, como por exemplo, a doenga do enxerto versus
hospedeiro. Verifica-se que a redugdo do risco é de quatro vezes menor, quando
comparada ao alelo E*07:01 (ANTOUN et al., 2008).

O polimorfismo encontrado no cédon 157, do éxon 3, define o alelo E*071:04, o qual
nao foi observado na amostra analisada. Sendo assim, nao foi possivel confirmar sua

existéncia, sugerindo que este alelo possa ser um artefato de sequenciamento e sua
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presenca na lista de alelos conhecidos tera que ser questionado.

Os SNPs encontrados nas posi¢cdes 1114 e 1577, nos éxons 2 e 3,
respectivamente, separam o alelo E*07:03 em E*01:03:01; E*01:03:02/04; E*01:03:03. O
unico alelo que apresentou frequéncia baixa na populagdo afroparanaense analisada
(inferior a@ 10%) foi E*01:03:03.

As frequéncias dos polimorfismos encontrados nas posi¢cdes 1114 e 1446, dos
éxons 2 e 3, respectivamente, foram comparadas entre a amostra analisada
(afroparanaense) com outras trés populacdes: eurocaucasoide; afrocaribenha; asiatica
(TABELA 01 do apéndice 03), utilizando para isso o programa BioStat versao 5.0, o qual
calcula os dados utilizando uma tabela de contingéncia.

Observou-se que as frequéncias dos SNPs nao diferiram significativamente entre a
populacdo afroparanaense e as populagdes eurocaucasoide hispanicos e afrocaribenha,
com o P> 0.05, corroborando assim a igualdade estatistica entre esses grupos
populacionais. Por sua vez, houve diferenga significativa entre a populagéo asiatica, onde
o valor de P< 0.05, demonstrando que ela contribuiu muito pouco para a formagao da
populacao afroparanaense.

Foi comparada a similaridade das frequéncias dos alelos E*071:01; E*01:03:01 e
E*01:03:03 na amostra analisada (afroparanaense) com outras duas populagdes:
caucasoides da Dinamarca e afroamericana dos Estados Unidos (TABELA 02). Verificou-
se que a populagdo caucasdide nao apresentou igualdade estatistica nas suas
frequéncias alélicas quando comparado com a populacdo afroparanaense, onde
P<0.0001. Ja as frequéncias alélicas da populacdo afroamericana sao compativeis com a
populagao afroparanaense, caracterizando assim, igualdade estatistica entre essas duas
amostras populacionais.

Foi analisada também a distribuicado das frequéncias alélicas obtidas da amostra
analisada e de trés populacdes diferentes de amerindios do México, Colédmbia e Chile
(TABELA 03). Constatou-se que as populagcbes em questdo apresentam diferencas
significativas, onde o valor de P foi menor que 0.05, dessa forma nao se aceita a hipotese
da similaridade das frequéncias alélicas entre estas amostras. Esse resultado,
provavelmente € decorrente da amostra de amerindio ter origem em regides da América
Norte, como o México e em paises diferentes da América do Sul, como Colédmbia e Chile.

Compararam-se as frequéncias genotipicas (E*01:01/01:01.; E*01:01/01:03.;
E*01:03/01:03) da amostra estudada afroparanaense com outras trés populagdes:
afroamericana dos Estados Unidos, hispanica e chinesa (TABELA 04). Foi observado que

nao houve diferenca estatistica entre as populagdes afroparanaense, afroamericana e
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hispanica. Por sua vez, houve significancia dos resultados entre a populagdo chinesa,
onde o P<0.0001, caracterizando assim, desigualdade estatistica entre as frequéncias
genotipicas da amostra estudada com a populagdo chinesa. Este resultado
provavelmente deve-se ao fato que a populacado chinesa nao participou da colonizagao
brasileira no inicio do século XVI, ndo contribuindo dessa forma, para a diversidade
genética proveniente da miscigenacéao brasileira.
Foi utilizado o calculo da analise de variancia molecular (AMOVA) para verificar o
quanto a populacdo afroparanaense se aproxima geneticamente das populagdes de
caucasoides e afroamericanas (TABELA 05). Para tanto, foi comparado as frequéncias

haplotipicas mais comuns entre essas amostras.

De acordo com o calculo da AMOVA, a porcentagem de variagao entre a populagéo
afroparanaense e eurocaucaséide foi de 3,87. Este valor ratifica que ha moderada
diferenciacao entre as populagdes analisadas.

Por sua vez, a porcentagem de variagao entre as populagdes de afroparanaense e
afroamericana dos Estados Unidos, foi mais significativa, com o valor de 5,36%.

Esses dados demonstram que a populagdo afroparanaense € mais similar
geneticamente com a populagdo eurocaucasoide quando comparada a populagao
afroamericana.

Em resumo, constata-se que as frequéncias dos alelos E*01:01 e E*01:03,
apresentam distribuicdo similar entre si na amostra analisada, acordando com as outras
pesquisas realizadas anteriormente em outros grupos populacionais. A manutencéo
destas frequéncias similares provavelmente € mantida por uma selecdo equilibrada
(PIETRA et al., 2010). Ja as diferencas de frequéncias entre os alelos sinbnimos € mais
dificil de explicar e necessariamente ndo sdo sensiveis a pressao seletiva (PIETRA et
al.,2010). Por sua vez, o alelo E*01:04 nao foi encontrado na amostra e varios estudos
apontam que € um artefato de sequenciamento. Mais pesquisas tém que ser feitas para
elucidar esta questao.

Comparando-se as frequéncias dos SNPs, alélicas e genotipicas da amostra
analisada afroparanaense com as outras populagdes mundiais, verificamos que em
muitos aspectos é compativel com a populacédo afroamericana. Com relacédo a populacéo
caucasoide, somente houve diferenga significativa com as frequéncias alélicas, haja vista,
que amostra para o calculo desta frequéncia foi obtida através de uma populagdo da
Dinamarca, e as frequéncias dos SNPs e genotipicas que foram similares com as

frequéncias da amostra estudada, foram obtidas de uma populagdo de hispanicos
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caucasoides. Esta similaridade com os caucasoides hispanicos provavelmente se deve ao
fato da colonizagdo do Brasil ter sido feita por eles e pelos portugueses, contribuindo
assim para a miscigenagdo e composi¢cao genética brasileira. Ja as populag¢des asiaticas
e amerindias do México, Coldmbia e Chile apresentaram diferengas significativas em
todas as variaveis calculadas, evidenciando dessa forma, a ndo similaridade dos
polimorfismos do gene HLA-E com amostra afroparanaense.

Foi analisado o grau de diferenciagcado entre as populagdes afrodescendentes e
caucasotides, sendo que a populacdo afroparanaense € mais similar com a
eurocaucasodide quando comparada com a populacdo afroamericana. Estes dados
auxiliam para a refutagéo do carater bioldgico de racga.

Mais estudos populacionais precisam ser realizados nesta area, pois emergentes
pesquisas de associagdo tém sido realizadas, sendo claramente importante ter o
conhecimento exato das variantes polimorficas deste gene e de sua composigao

haplotipica nas diferentes populacoes.
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CONCLUSAO

A analise do polimorfismo genético (éxons 2 e 3) do gene HLA-E em uma amostra

populacional afroparanaense, nos permite as seguintes conclusées:

- As frequéncias dos alelos E*01:01 e E*01:03 sao similares em decorréncia da

selecao equilibrada.

- Nao houve a constatacdo da existéncia do alelo E*071:04, sendo que sua

presenca na lista de alelos havera de ser questionada.

- Os gendtipos de maior frequéncia foram o E*071:01/01:03 (44.736%) e
E*01:01/01:01(36.842%). Observou-se que todos gendtipos calculados se encontram em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

- Verificou-se que os haplétipos estdo em desequilibrio de ligagao.

- Foi encontrado cinco haplétipos com frequéncia superior a 0.04.

- As frequéncias das variantes encontradas na amostra analisada foram similares
com a populagao afroamericana em todos os aspectos. Ja com a populagdo caucasoide
houve algumas similaridades e diferencas nas frequéncias, evidenciando assim que esta
populagdo contribuiu em partes para a formagao da populagdo afroparanaense. Por sua
vez a populagdo asiatica e amerindia do México, Colédmbia e Chile apresentaram
diferengas significativas nas suas frequéncias quando comparado com a populagao

afroparanaense.

- Através da analise de variancia molecular (AMOVA) foi possivel constatar que a
populagdo afroparanaense €& mais similar geneticamente com a populagédo

eurocaucasoide do que a populagao afrocaribenha.
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APENDICE 01

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacdo da amostra

A amostra foi constituida de 152 (cento e cinquenta e dois) individuos
afrodescendentes, os quais se auto intitularam neste grupo étnico. Estes individuos sao
doadores de medula 6ssea, devidamente cadastrados no banco de dados do Laboratério

de Imunogenética e Histocompatibilidade da Universidade Federal do Parana.

Extracdo do DNA genémico

A extracdo de DNA das amostras foi realizada através do método salting-out, pela
equipe do laboratério LIGH, o qual possibilita a obtencao de DNA de alto peso molecular e
consiste, basicamente, no rompimento mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, extragao
das proteinas e acidos graxos e precipitacdo do DNA com etanol (JONH, 1990 modificado
por LAHIRI e NURNBERGER Jr, 1991).

A extracao de DNA se desenvolve essencialmente em cinco etapas:

. Obtencdo da camada de leucdcitos por centrifugagdo do sangue total
coletado com anticoagulantes EDTA.

. Lise de eritrocitos através dos detergentes IGEPAL CA630 (SIGMA), SDS
10% e solugdes hipotonicas TKMI e TKM2.

. Rompimento da membrana nuclear com SDS a 20% e remogao de enzimas
como DNases e RNases por meio de proteinase K e tampao da proteinase K.

. Precipitacao de proteinas com NaCl 6M.

. Precipitacdo de DNA gendmico com etanol absoluto.

Calculo de Concentracao de DNA
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A concentracdo de DNA foi determinada através da leitura de densidade otica
(D.O.), utilizando-se o espectrofotdbmetro Gene Quantpro RNA/DNA calculator. Para
conferir as concentragcdes de DNA, as amostras ainda foram analisadas no equipamento
Nano drop. A diluicdo das amostras foi feita com agua Mili-Q, até obter a concentragéo

desejada dos éxons 2 e 3 do gene HLA-E, procedendo assim com a PCR.

Amplificagdo dos éxons 2 e 3 do gene HLA-E

Apos ser feita a diluicho das amostras, com agua Mili-Q, foi realizada a
amplificagdo dos éxons 2 e 3 de HLA-E, pela metodologia de PCR, utilizando para isso,
oligonucleotideos iniciadores para a posi¢cao 5 e 3’ para cada éxon do gene HLA-E,
descritos no QUADRO 01.

QUADRO 01 - SEQUENCIAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS (FORWARD E REVERSE),
PARA A OBTENCAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS.

Gene Exon Oligonucleotideo iniciador Oligonucleotideo iniciador Tamanho
(forward) (reverse) do éxon
5! _______ > 3! 55 _______ > 3!

HLA-E 2 GGGGTCGGGATGGAAACGGC GGTTCCGCAGCCTTGGGGTGA 502 pb

HLA-E 3 CGGAACCCGCCCAGACCCTA TGAGGTCTGTCAGCTGTGGG 490 pb

pb= pares de base.

A PCR foi realizada de acordo com as seguintes condi¢des: volume final de 50l
contendo: 5 pL PCR buffer, 1.3 yL MgCl2, 1uL de cada dNTPs [10uL], 0.1 yL de cada
primer [50 picomoles], 2 unidade de Taq DNA polimerase Platinum Invitrogen e 2 uL DNA
gendmico [50 picomoles], q.s.p de agua Mili-Q.

O ciclo de desnaturagao inicial foi de 94°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de:
94°C por 30 segundos, 68°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos. O alongamento
final foi de 72°C por 4 minutos (Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.).
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Eletroforese em gel de agarose

Os produtos obtidos das PCRs foram analisados por meio de eletroforese em cuba
horizontal (68v por 15 min) em gel de agarose a 1,0%, diluido em tampao TBE, corado
com brometo de etideo. As bandas de DNA separadas por meio de eletroforese foram

visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas.

Purificacdo com acetato de aménio

Com o objetivo de aumentar a concentragdo de DNA amplificado na reacédo de
sequenciamento, foi realizado o procedimento de purificagdo com acetato de aménio e
etanol.

Aos produtos da amplificacdo da PCR, com o volume igual a 50 pL, foram
acrescentados 27 pL de acetato de amdnio (AcNH4) a 7,5 M e 167 uL de etanol absoluto.
Os tubos ficaram em temperatura ambiente por 10 minutos € em seguida foram
centrifugados por 30 minutos a 14000 rpm. Foram descartados os sobrenadantes
gentilmente e os pellets resultantes foram lavados com 100 pyL de etanol 70% (recém
preparado), centrifugou-se por mais 30 minutos a 14000 rpm e descartou-se o etanol. O
pellet foi seco na estufa a 55°C por 30 min e ressuspendidos em 10uL de &agua
autoclavada. Para confirmacdo da presenca do DNA na amostra, 1uL foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 1%.

Purificacdo e sequenciamento das amostras amplificadas

Purificacdo Enzimatica:
Exonuclease | (EXO 1) — Amersham Biosciences — E70073Z (2.500U)
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Amersham Biosciences — E70092X 5000U

A purificagao foi realizada nas seguintes condig¢des: 0,3 uL de EXO; 0,6uL de SAP;
0,3 uL de Buffer; 0,9 yL de produto de PCR purificado com acetato de amonio.
Posteriormente este mix foi levado ao termociclador no periodo de 1 hora a 37°C mais 15

minutos a 80°C.
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Em seguida, as amostras foram submetidas a reagdo de sequenciamento (cada
fragmento em um tubo separado) com o Kit ABI PRISM® BIGDYE®. Para tanto foi
utilizado: DNA 6,9 pl (100 ng/reacgéo); Primer Sequenciamento 1,6 pl (1,6 pmol); Big Dye
1ul; Save Tampao 0,5 pl.

O ciclo de desnaturacéao inicial foi de 96°C por 1 minutos e 96°C por 15 minutos
seguidos de 35 ciclos. O anelamento se deu na temperatura de 54°C por 30 minutos. O
alongamento final foi de 60°C por 7 minutos (Termociclador GeneAmp PCR System 9700
(P.E.)

Precipitacéo

A precipitacido realizou-se nas seguintes condicdes: 2ul de acetato de sddio, 25 ul
de etanol absoluto, vértex intenso por 30 segundos. Centrifugou-se em 2800 rpm por 40
minutos e depois foi dado um spin invertido 800 rpm por 10 segundos. (em papel toalha).
Foi preparado uma solugao de etanol a 80% e foi colocado em cada tubo 50 pl, e mais,
fora passado no vortex por 10 segundos. Centrifugou-se em 2800 rpm por 15 minutos. Foi
dado um spin invertido a 800 rpm por 10 segundos, sendo que posteriormente realizou-se
a secagem de 15 minutos a 45°C, no termociclador.

Foi guardado a -20°C e depois para proceder com as reagdes foi colocado 15 pli
de formamida, passou-se no vortex rapidamente e, apds, deu-se um spin de 800 rpm em
10 segundos. Houve a desnaturagdo por 2 minutos a 95°C no termociclador, logo em
seguida deu-se um choque térmico no gelo por 40 segundos com posterior
encaminhamento ao sequenciador.

Os dados de sequenciamento obtidos foram visualizados com a ajuda do software
gratuito BIOEDIT. Cada amostra foi alinhada com as sequéncias gendmicas de alelos
oficiais (reconhecidos pela WHO e pelo Sistema de Informacdo Internacional de
Imunogenética — IMGT) e cada polimorfismo Unico de nucleotideos (SNP) detectado foi

individualmente anotado. Apds esta etapa os dados foram analisados estatisticamente.

Caracterizagao dos alelos de HLA-E (éxons 2 e 3)

A caracterizacado do éxon 2 (FIGURA 01) e do éxon 3 (FIGURA 02), foram obtidos
através do sequenciamento de DNA, permitindo assim comparacdes entre as frequéncias
alélicas, genotipicas e haplotipicas. Durante as atribuicbes e determinagdes alélicas

procurou-se novas formas de variantes, porém nao foram encontrados novos SNPs nos
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éxons estudados. Logo, ndo foram achados alelos ndo descritos na literatura.

300 310 320 330 340
AC CG C A AG ATTTTOCCGAGTGGAAT T CT GGCGGACGC CTGTCGECGGCTACTATCAAT

bl

FIGURA 01 - Eletroferograma obtido por sequenciamento mostrando parte do éxon 2 do gene HLA-E. A

flecha aponta um heterozigoto.

40 330 360 37 380
cTGCGAGCTITGGOGGCUCC CGACGGOGCOGCTTCOCT CCGOCGGGTATGAATGCAGTTOC GTC C

B [ P VN A N\ nf'\nf\f\/\ e f[\ B -~ - Al alal . Fil rAM

FIGURA 02 - Eletroferograma obtido por sequenciamento mostrando parte do éxon 3 do gene HLA-E. A

flecha aponta um heterozigoto.
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APENDICE 02

ANALISE ESTATISTICA

Frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas dos éxons analisados foram obtidas por contagem direta através

da férmula:

Fai=n/2N
Onde:
Fal = n/2N: frequéncia alélica (ou de determinado grupo alélico)
n: frequéncia absoluta de um alelo ou grupo alélico na amostra

N: numero de individuos na amostra

As frequéncias genotipicas foram determinadas por contagem direta através da férmula:

Fgen=n/N
Onde:
Fgen: frequéncia genotipica
n: frequéncia absoluta de um gendtipo na amostra

N: numero de individuos na amostra

As frequéncias genotipicas foram obtidas por contagem direta, comparado-as com
as frequéncias esperadas segundo o Teorema de Hardy-Weinberg, utilizando-se para isso
o programa ARLEQUIN versao 3.1 (EXCOFFIER e SCHNEIDER, 2005).

Calculo das frequéncias haplotipicas
As frequéncias haplotipicas foram obtidas a partir do método da maxima

verossimilhanga, utilizando para isso o algoritmo da maximizagdo da expectativa (EM). Tal

método foi empregado através do uso do programa ARLEQUIN versao 3.1, estimando-se
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as frequéncias haplotipicas.

Calculo da similaridade genética da populagao afroparanaense com outras populagdes de

diferentes etnias.

Para averiguar se a populagao afroparanaense € similar geneticamente com outras
populagdes étnicas, aplicou-se o teste de contingéncia, utilizando para isso o programa
computacional BioStat versao 5.0.

O caélculo da analise de variancia molecular (AMOVA) também foi utilizado, para
tanto, foram comparadas as frequéncias haplotipicas da amostra analisada com outras
populagdes mundiais. O valor do FST foi estimado, contribuindo assim, para analisar o

grau de diferenciagao entre populacgdes citadas acima.
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APENDICE 03
TABELAS
TABELA 01 — COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS SNPs NAS

POSICOES 1114 E 1446 ENTRE QUATRO POPULAGCOES DIFERENTES:
AFROPARANAENSE, EUROCAUCASOIDE, AFROCARIBENHA E ASIATICA

ADP EC ACB AS
n  Freq. % n Freq. % n Freq. % n Freq. %
SNP
1114 CIC 66 43 105 47 38 63 39 75
CIT 65 42 88 39 16 26 11 21
TIT 21 13 30 13 6 10 2 4
1446 A/A 56 37 78 35 19 31 20 39
AIG 68 45 95 42 26 43 19 36
G/G 28 18 50 22 15 25 13 25

Fonte: Modificado ANTOUN et al., 2008

AP, afroparanaense; EC, eurocaucasoide; ACB, afrocaribenha; IA, asiatica
Diferencga estatistica entre AP e EC, y*=1.395, P=0.9249

Diferenca estatistica entre AP e ACB, y*=8.149, P=0.1482

Diferencga estatistica entre AP e IA, y*=17.251, P=0.0040

TABELA 02 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DO GENE HLA-E
ENTRE TRES POPULACOES DIFERENTES: AFROPARANAENSE, CAUCASOIDE DA
DINAMARCA E AFROAMERICANA DOS ESTADOS UNIDOS.

Pop. AP Pop. CAD Pop. AA
Alelo n Freq. % n Freq. % n Freq. %
E*01:01 180 79 170 56 96 89
E*01:03:01 38 16 29 09 10 8,84
E*01:03:03 10 4 101 35 02 2,16

Fonte: Modificado STEFFENSEN et al., 1998; MATTE et al, 2000.

AP, afroparanaense; CAD, caucaso6ide — Dinamarca ; AA, afroamericana dos Estados Unidos



Diferenca estatistica entre AP e CAD, y*=67.5316, P<0.0001
Diferencga estatistica entre AP e AA, y*=5.014, P=0.0815
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TABELA 03 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE AAMOSTRA
AFROPARANAENSE COM TRES POPULAGCOES AMERINDIAS DO MEXICO,

COLOMBIAE CHILE.

Pop. AP Pop. MAZ Pop. WA
Alelo n Freq. % n Freq. % n Freq. %
E*01:01 180 79 96 56 39 42
E*01:03:01 38 16 39 22 13 14
E*01:03:03 10 04 37 21 42 45

Pop. MAP

n Freq. %
80 69
20 17
16 14

Fonte: Modificado ARNAIZ-VILLENA et al., 2007.

AP, Afroparanaense; MAZ, mazatecas; WA, wayu; MAP, mapuche.
Diferenca estatistica entre AP e MAZ, »*=33.914, P<0.0001
Diferenca estatistica entre AP e WA, »*=80.990, P<0.0001
Diferenca estatistica entre AP e MAP, »*=7.109, P=0.0286

TABELA 04 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS ENTRE QUATRO
POPULACOES: AFROPARANAENSE, AFROAMERICANA DOS ESTADOS UNIDOS,

CAUCASOIDE HISPANICA E CHINESA.

Pop. AP Pop. AA

n Freq. % n Freq. %
Genobtipo
E*01:01/01:01 56 37 24 36
E*01:01/01:083 68 45 30 45
E*01:03/01:03 28 18 13 19

Pop. HI

n

14
26
08

Freq. %

30
54
16

Pop. CH

01
10
14

Freq. %

40
56

Fonte: GRIMSLEY e OBER, 1997

AP, afroparanaense.; AA, afroamericana.; HI, hispanica; CH, chinesa.

Diferencga estatistica entre AP e AA, ¢*=0.037, P=0.9816
Diferenca estatistica entre AP e HI, y’=1.367, P=0.50491
Diferencga estatistica entre AP e CH, *=20.077, P<0.0001
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TABELA 05 — COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DA AMOSTRA
AFROPARANAENSE COM OUTRAS DUAS POPULACOES: EUROCAUCAOIDE E
AFROAMERICANA DOS ESTADOS UNIDOS.

n° haplotipos nobs. frequéncia Posigbes 1114 1446 1577
1 92 30,26 Cc A C E*01:01/01:03:01
2 85 27,96 C G C E*01:03/01:03:01
3 83 27,3 T A C E*01:01/01:03:02*04
4 23 7,56 T G Cc E*01:03/01:03:02*04
5 15 493 Cc G T E*01:03:01/01:03:03

Fonte: Modificado ANTOUN et al., 2008

AP, afroparanaense; EC, eurocaucaséide; AA, afroamericana.
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TABELA 06 — VARIACAO ENTRE A POPULAGCAO AFROPARANAENSE COM OUTRAS
DUAS POPULAGOES

Fonte de
Amostras variagao G.L. Porcentagem de variagdo FST
Afroparanaense X 0,0387
Eurocaucasoéide Dentro da populagéo 2 96,13 4
Entre
Populagdes 17 3,87
Afroparanaense X 0,0535
Afrocaribenha Dentro da populagéo 1 94,64 8
Entre

populagbes 267 5,36



