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RESUMO

HLA-F é um gene pertencente ao complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) néo classico. Este gene codifica moléculas MHC de classe Ib com
distribuicdo restrita e menos variagées nucleotidicas que genes MHC de classe la.
Dos 22 alelos registrados no banco de dados IMGT apenas quatro codificam
proteinas que diferem em suas estruturas primarias. A fim de estimar o genotipo e as
frequéncias alélicas, este estudo teve como foco as regides previamente descritas
do gene HLA-F que séo codificadoras de proteinas. A genotipagem foi feita atraves
de sequenciamento (SBT). A amostra foi composta por 199 doadores de medula
O0ssea sem relacdes de parentesco entre si e que fazem parte do Registro Nacional
de Doadores de Medula Ossea (REDOME), euro-brasileiros, provenientes da regido
Sul do Brasil. Cerca de 1673 pares de base foram analisados. O alelo mais
frequente foi o HLA-F*01:01 (87.19%), seguido por HLA-F*01:03 (12.31%), HLA-
F*01:02 (0.25%) e HLA-F*01:04 (0.25%). Significantes desequilibrios de ligacéo
foram verificados entre alelos do gene HLA-F e alelos de genes HLA de classe | e Il.
Este é o primeiro estudo sobre polimorfismos do gene HLA-F em uma amostra da
populacdo euro-brasileira contribuindo para a caracterizacao genética da regidao Sul
do Brasil.

Palavras-chave: Euro-brasileiros, HLA-F, desequilibrio de ligagcéo, polimorfismos,

populacao.



ABSTRACT

HLA-F is a non-classical major histocompatibility complex (MHC) gene. It
codes class Ib MHC molecules with restricted distribution and less nucleotide
variations than MHC class la genes. Of the 22 alleles registered on the IMGT
database only four alleles encode for proteins that differ in their primary structure. To
estimate genotype and allele frequencies, this study targeted on known protein
coding regions of the HLA-F gene. Genotyping was performed by Sequence-Based
Typing (SBT). The sample was composed by 199-unrelated bone marrow donors
from the Brazilian Bone Marrow Donor Registry (REDOME), Euro-Brazilians, from
Southern Brazil. About 1673 bp were analyzed. The most frequent allele was HLA-
F*01:01 (87.19%), followed by HLA-F*01:03 (12.31%), HLA-F*01:02 (0.25%) and
HLA-F*01:04 (0.25%). Significant linkage disequilibrium (LD) was verified between
HLA-F and HLA classes | and Il alleles. This is the first study regarding HLA-F
polymorphisms in a Euro-Brazilian population contributing to the Southern Brazilian

genetic characterization.

Keywords: Euro-Brazilians, HLA-F, linkage disequilibrium, polymorphisms,

population.
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1. Introducéao

1.1. Aimportancia dos estudos populacionais

Com o progressivo avanco das tecnologias aliadas a genética molecular, nas
Ultimas décadas foram acumulados dados de diversas formas de variagdo no DNA,
sobretudo, em populagcdes humanas. Com esses dados foi possivel, entre ouras
aplicacoes, melhor comprensdo da evolucdo humana. Ademais, outros aspectos
importantes séo elucidados através de estudos populacionais, tais como, a origem e
histéria demografica das populacdes, a acdo de fatores evolutivos em sequéncias
gendmicas e até mesmo extendendo-se a base genética de patologias (CAVALLI-
SFORZA, 2003).

A caracterizacdo da diversidade alélica e haplotipica nos principais genes do
sistema HLA constitui um poderoso instrumento em estudos populacionais (ARNAIZ-
VILLENA et al., 2001). Por fazer parte de um sistema altamente polimérfico e ter
como caracteristica forte desequilibrio de ligacdo, consequentemente baixa taxa de
recombinacéo, os diferentes locos do sistema HLA tem sido amplamente utilizados
como marcadores genéticos em estudos populacionais. Diferentes populacdes
apresentam padrdes distintos de frequéncias alélicas e haplotipicas, e isto tem sido
utilizado em diversos estudos para elucidar as origens das populacdes e suas
relacées evolutivas (PIMTANOTHAI et al., 2001; LUO et al., 2002; PIANCATELLI et
al., 2004; AYED et al., 2004). Populagbes com origens em comum apresentam mais
similaridade entre suas frequéncias alélicas acerca dos genes que fazem parte do
sistema HLA, sendo determinados alelos caracteristicos de certas populacbes de
acordo com suas respectivas origens geograficas (MIDDLETON, MANAVALAN e
FERNANDEZ-VINA, 2004). Além disso, inidmeros haplétipos do sistema HLA tem
sido relacionados com a distribuicdo geografica coincidente com a existéncia de
relacbes passadas entre as populacées (ARNAIZ-VILLENA et al.,, 2001; Sanchez-
Velasco et al., 2003).



1.2. Historia, funcao e organiza¢cdo gendmica do MHC

Os vertebrados desenvolveram ao longo de sua histéria evolutiva um
refinado sistema imunoldgico. Os principais genes que fazem parte deste sistema
estéo localizados na regido denominada Complexo Principal de Histocompatibilidade
(CPH), mais conhecida pela sigla MHC, proveniente do inglés Major
Histocompatibility = Complex. Este complexo de histocompatibilidade foi
primeiramente descrito em meados dos anos 40 através da observacdo da rejeicao
ou aceitacdo de transplantes de tecidos entre camundongos alogénicos ou
singénicos (SNELL, 1948). Os homologos murinos do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA — Human Leukocyte Antigen) de classe | sdo codificados pelos genes
presentes na regido denominada Histocompatibilidade-2 (H-2) localizada no
cromossomo 17 destes organismos (KLEIN, 1975). Em contrapartida, nos
humanos esta regido esta localizada no brago curto do cromossomo 6, precisamente
na regido 6p21.31, sendo denominada de Antigeno Leucocitario Humano. Esta
denominacéo surgiu devido aos anticorpos, originalmente usados para identificar as
moléculas humanas de MHC, reagirem com os glébulos brancos do sangue, o0s
leucdcitos, mas ndo com as hemacias, que nao possuem moléculas MHC
(BREUNING et al., 1977). E estimado que o sexto cromossomo humano representa
cerca de 6% do genoma e que o mesmo € constituido por 166.880.988 pares de
base (MUNGALL et al, 2003). Nos humanos o Complexo Principal de
Histocompatibilidade abrange cerca de 3,6 milhdes de bases (3,6 Mb) de extenséo e
sdo conhecidos neste sistema aproximadamente 240 locos (SHIINA, INOKO e
KULSKI, 2004), dos quais aproximadamente 128 destes foram relacionados a
funcdes diversas no sistema imune de maneira funcional e 96 sao pseudogenes
(KLEIN e SATO, 2000; The MHC Sequencing Consortium, 1999). Estudos de
densidade génica estimam que ha uma distancia média de 16 mil bases (16 Kb)
entre os diversos genes expressos e 0s pseudogenes localizados em sua extensao
(The MHC Sequencing Consortium, 1999). A transmisséo de alelos de cada gene
HLA é realizada em blocos denominados haplétipos. Cada individuo herda um
haplotipo paterno e outro materno, ou seja, um bloco de alelos HLA de cada
progenitor. Isto deve-se a outra caracteristica intrinseca do MHC, a baixa taxa de

recombinacdo. Estima-se uma frequéncia de recombinacdo de 4% entre os pontos



extremos do MHC (GERAGHTY et al.,, 1992). O complexo MHC abrange varios
genes HLA e outros genes nao pertencentes ao sistema HLA (figura 1). O sistema
génico HLA é conhecido como o mais polimorfico do genoma humano (MUNGALL et
al., 2003).
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Figura 1. Representacdo esquematica do cromossomo 6 humano, com as regibes do
complexo de Histocompatibilidade (MHC) e o sistema génico HLA. Em laranja, esta
representada a regido de classe I, em azul a regido de classe Il e em verde a regido de
classe lll. Fonte: KLEIN e SATO, 2000.

Cada molécula MHC consiste em uma fenda extracelular que tem a
capacidade de ligar-se aos peptideos antigénicos, seguida de dominios semelhantes
a imunoglobulinas (Igs), e permanece ancorada na membrana celular por meio de
dominios transmembranicos e citoplasmaticos (McDEVITT, 2000). Estas estruturas
apresentam antigenos aos linfécitos T, desencadeando uma série de sinalizacdes
gue resultam em uma resposta imune. Os linfécitos T possuem em sua superficie os
receptores de células T, também denominados TCR, do inglés T Cell Receptor.
Estas estruturas sao responsaveis pelo reconhecimento dos antigenos apresentados
pelas células apresentadoras de antigenos, APCs — Antigen Presenting Cells (figura
2).
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Figura 2. Representacdo do reconhecimento do complexo HLA-peptideo pela célula T. O esquema
demonstra uma molécula HLA (em verde) ligando e exibindo um peptideo (em marrom) a um receptor
de células T (em vermelho), que reconhece dois residuos polimérficos da molécula HLA e um residuo
peptidico. Fonte: ABBAS e LICHTMAN, 2005.

O MHC humano é dividido em trés classes génicas de acordo com sua
funcdo, estrutura e distribuicdo nas células: Classe I, Classe Il e Classe Ill.

A regido de classe | é a mais telomérica em relacdo as outras regides MHC
e € composta por mais de 122 locos e 41 deles sdo genes que se expressam e
transcrevem algum produto funcional (SHIINA, INOKO e KULSKI, 2004). Fazem
parte desta regido os genes HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G, -H, -J, -K, —-L, -N, -P, -S, -T, -
U, -V, e -W (LAWLOR et al., 1990; GERAGHTY et al., 1990; GERAGHTY, 1993;
CAMPBELL e TROWSDALE, 1993; BODMER et al., 1995; HORTON et al., 2004).
Esta regido ainda pode ser dividida em moléculas de HLA | classicas (HLA-la) e ndo
classicas (HLA-Ib). Os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C representam as moléculas
HLA | classicas e sdo os mais conhecidos. As respectivas proteinas sao expressas
na superficie de quase todas as células nucleadas (ZAVAZAVA, 1998; SULLIVAN et
al., 2006). Por outro lado, os genes HLA-E, HLA-F e HLA-G fazem parte do grupo
HLA-Ib e codificam moléculas encontradas em tecidos fetais e em tecidos mais
restritos em individuos na fase adulta (GERAGHTY, 1993; PYO et al., 2006). Além
das diferencas funcionais em relacdo aos genes classicos deste grupo, HLA-E, HLA-
F e HLA-G apresentam relativamente poucas variacdes nucleotidicas em suas
sequéncias codificantes, distribuicdo muito restrita e baixos niveis de expressao (Le
BOUTEILLER, 1997). Os locos considerados pseudogenes sao HLA-H, HLA-J, HLA-
K, HLA-L, HLA-N, HLA-P, HLA-S, HLA-T, HLA-U, HLA-V, HLA-W (CAMPBELL e
TROWSDALE, 1993; HORTON et al., 2004). Os genes HLA de classe | codificam
para a formacdo da cadeia polipeptidica alfa de receptores glicoproteicos de

membrana, constituidos por uma regido extracelular de ligacdo a antigenos, uma



regido transmembrana e um segmento citoplasmético (The MHC Sequencing
Consortium, 1999). As proteinas HLA de classe | (figura 3) contém uma porcao
extracelular constituida por heterodimeros de uma cadeia pesada a de 44 kDa (a1,
a2 e a3), ligada ndo-covalentemente a cadeia leve B2-microglobulina de 12 kDa
sendo a ultima molécula codificada por um gene de mesmo nome localizado no
cromossomo 15 (ZAVAZAVA, 1998; ADAMASHVILI, et al., 2005).
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Figura 3. Estrutura de uma molécula HLA de classe |. Fonte: ABBAS e LITCHMAN, 2005.

As variagbes nucleotidicas nos genes de classe | localizam-se
essencialmente nos éxons 2 e 3, 0s quais codificam para as estruturas moleculares
al e a2 do receptor de membrana onde se localiza o sitio de ligacdo aos antigenos
(MALISSEN, MALISSEN e JORDAN, 1982). A expressao de moléculas HLA na
superficie celular enfatiza seu importante papel na apresentacdo do peptideo
antigénico para células T e inicio da resposta imune mediada por linfocitos T. As
moléculas HLA de classe | normalmente apresentam peptideos derivados de
proteinas citosolicas para linfécitos T CD8*. Através desta interagdo € possivel
detectar alteracdes de expresséao celular as quais podem ocorrer devido a infeccoes
virais ou desenvolvimento de células tumorais. Como resultado, os linfécitos T CD8*
sdo capazes de reconhecer e atacar as células sinalizadas, combatendo o avanco
da infeccao ou tumor (DOHERTY e ZINKERNAGEL, 1975; TABAYOYONG e
ZAVAZAVA, 2007).

A capacidade das APCs de apresentarem antigenos as células T é devida a
presenca de proteinas especializadas que sé&o codificadas por genes presentes no

MHC de classe Il (ALAM et al., 1996). A regido de classe Il esta localizada mais



centromericamente quando comparada com as regifes de classe | e lll. Ja foram
descritos aproximadamente 34 locos na regido de classe Il (KLEIN e SATO, 2000).
Os genes mais estudados contidos nesta regiao sao: HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR
codificando proteinas de classe Il de mesmo nome. Estas proteinas (figura 4) séo
formadas também por heterodimeros, como as proteinas de classe |, todavia estes
heterodimeros sdo constituidos por duas cadeias a de 32 kDa (ol e a2) e duas
cadeias 3 de 29 kDa (Bl e B2) (ZAVAZAVA, 1998; ADAMASHVILI et al., 2005). A
expressao de HLA-II é restrita as células apresentadoras de antigenos (APCs), as
células endoteliais e linfécitos T ativados (ZAVAZAVA, 1998; SULLIVAN et al.,
2006).
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Figura 4. Estrutura de uma molécula HLA de classe II. Fonte: ABBAS e LITCHMAN, 2005.

No éxon 2 destes genes concentra-se a maior parte das variaces
nucleotidicas. Isto pode ser explicado pelo fato deste éxon codificar para a estrutura
extracelular do receptor de membrana, responsavel pela ligacdo aos antigenos.
Estes receptores de membrana sdo constituidos por uma porcao extracelular, uma
regido de ancoragem transmembrana e um segmento citoplasmatico. Eles s&o
responsaveis por reconhecer a presenca de elementos de origem exdgena e
estimular os linfocitos T CD4*, desencadeando uma resposta imunitaria contra
agentes infecciosos (DOHERTY e ZINKERNAGEL, 1975; GATTI e PIERRE, 2003;
TABAYOYONG e ZAVAZAVA, 2007).



A regido de classe Il localiza-se entre as regifes de classe | e Il e estende-
se por aproximadamente 900 mil bases (900 Kb), codificando mais de 70
polipeptideos diferentes (HAUPTMANN e BAHRAM, 2004). Ao contrario das regides
de classe | e classe Il onde existem dezenas de pseudogenes, a regido de classe Il
possui apenas dois (The MHC Sequencing Consortium, 1999). De acordo com
SHIINA, INOKO e KULSKI (2004) esta é uma regido de alta densidade génica,
apresentando cerca de um gene a cada 14.500 bases. Nesta regido estao presentes
tanto genes que atuam no processo de ativacao do sistema complemento (BF, C2,
C4A e C4B) quanto genes que codificam citocinas como TNFA e LTA (MATSUZAKA
et al., 2001).

1.3. Estrutura do gene HLA-F

Em 1990 GERAGHTY et al. caracterizaram por clonagem uma sequéncia
gendmica pertencente ao grupo de HLA de classe Ib denominada de HLA-5.4. Esta
denominacdo primaria foi designada devido a este gene estar localizado em um
fragmento de restricdo de 5.4 Kb (5.400 pares de base) gerado pela enzima de
restricdo Hind 11l

Este gene é constituido por aproximadamente 3.550 pares de base, sendo
este namero variavel entre os 22 alelos por conter dele¢cdes em alguns deles. O
HLA-F consiste em oito éxons e sete introns, porém, a regido referente ao sétimo
éxon pode ser excisado do transcrito maduro. Isto deve-se a uma mudanca de
apenas um nucleotideo na regido 3’ do sexto intron alterando o sitio de splicing
GT/AG altamente conservado em mamiferos. Os primeiros seis éxons desta
sequéncia tém uma organizag¢do similar a organizacdo do HLA-A2, e os dominios
extracelular e transmembrana das proteinas codificadas, pelo entdo denominado
HLA-5.4, sao similares aqueles dos antigenos de HLA classicos. O segmento
citoplasmatico desta sequéncia aparenta ser consideravelmente mais curto que das
outras moléculas de HLA classe | classicas.

A regiao 3'UTR do HLA-F é a mais distinta quando comparada com as
regides correspondentes de todos os outros genes de classe I. Os primeiros 32
pares de base desta regido sdo homologos aos outros genes de classe |, todavia, 0
restante desta sequéncia diverge completamente. Esta sequéncia Unica contem dois

sinais adicionais de polinucleotideos “A” localizados a 90 bases a jusante do codon



de parada. Ainda é sugerido que esta regido seja homologa a uma segunda familia
multigénica distinta (GERAGHTY et al., 1990).

1.4. Estrutura proteica HLA-F

A proteina HLA-F é altamente conservada no dominio a3, assim como as
demais proteinas de classe I, presumivelmente devido a importancia desta regiao na
interacdo com a B2-microglobulina. Os dominios al e a2 apresentam 52-76% de
homologia com os dominios correspondentes de outras moléculas de HLA classe |.
Similarmente a comparacgdes entre proteinas HLA-A, -B e -C, os dominios al e a2
da proteina HLA-F divergem igualmente das proteinas HLA-A2, HLA-B58, HLA-C3 e
HLA-G. Isto contrasta com HLA-E, que apresenta significantemente maior
divergéncia em a2 que em al (GERAGHTY et al., 1990).

Em 1985 LOPEZ DE CASTRO et al. identificaram regibes hipervariaveis
dentro dos dominios al e a2 em proteinas HLA de classe la. A maioria dos residuos
variaveis estdo agrupados nas regides de posicées 57 a83 em al e 143 a 171 em
a2. Do mesmo modo, as substituicbes encontradas na proteina HLA-F estédo
agrupadas dentro destas regides. Ambos os pares de cisteina encontrados em a2 e
a3, conservados entre todos antigenos de classe |, estdo presentes em posi¢cées
idénticas na proteina HLA-F. Apenas um sitio de glicosilacdo aminoterminal, Asn-86,
€ encontrado na regido al. Se o éxon sete for excisado, o segmento citoplasmatico
apresentara uma cadeia de dezesseis aminoacidos a menos quando comparado a
mesma regido nas demais moléculas de HLA. Em 1990, GERAGHTY et al.
demonstraram que a proteina HLA-F apresenta massa molecular de 41.000 daltons
(41 kDa), cerca de 2.000 daltons (2 kDa) a menos que HLA-A, HLA-B e HLA-C.

Nas proteinas HLA de classe | sdo encontrados, em geral, dez residuos
completamente conservados, destes, cinco sdo tirosinas, evidenciando o sitio de
reconhecimento do antigeno. Cinco destes dez residuos séo diferentes na proteina
HLA-F. As mudancas significativas incluem a substituicdo de Tyr por Phe na posicéo
22, Glu por Gly na posicéo 26, e uma Arg por Tyr na posi¢ao 84. Apenas quatro dos
residuos conservados séo tirosinas em HLA-F, diferente das outras moléculas HLA
em que sao encontradas cinco tirosinas. Em contraste, dos dez residuos

conservados nas moléculas HLA de classe la, apenas oito sdo conservados em



HLA-E, e nove s&o conservados em HLA-G, em ambos o0s casos incluindo todas as
cinco tirosinas (TRANSY et al., 1987).

Os residuos conservados na hélice longa do dominio al sdo também
conservados em HLA-F, exceto uma substituicdo na posi¢céo 61 de uma Asp por Glu.
A hélice longa do dominio a2 apresenta maior variabilidade, incluindo uma
substituicdo de Lys por Phe na posicdo 146 e uma Ala por Glu na posi¢cdo 150.
Quando analisamos esta mesma regido na proteina HLA-E, esta apresenta
aproximadamente a mesma extensdo de divergéncia, com substituicdo de uma Gly
por Asp na posi¢do 162, além de uma substituicdo de Arg por His na posicdo 169
(GERAGHTY et al., 1990).

1.5. Regido promotora, regulacéo e expressao do HLA-F

Ao longo da regiao 5’UTR dos genes de classe |, classicos e ndo classicos,
ha pelo menos cinco sequéncias promotoras que sao importantes na regulacdo da
transcricdo destes genes (figura 5). Quando comparadas as regides 5 dos genes
HLA-F, HLA-A2 e HLA-G, séo encontrados aproximadamente 850 pares de base de
extensdo em homologia. Contudo, o gene HLA-E compartilha homologia de apenas
190 pares de base a partir do codon de inicio, ATG, ao sitio de homologia A, a partir
do qual esta sequéncia diverge completamente das outras. J& foram identificadas as
sequéncias CAAT e TCTAA na regidao promotora do HLA-F, homologia encontrada
na maioria dos outros genes HLA de classe I, com excecdo do HLA-E, que
apresenta a sequéncia mais tipica TATAA (GERAGHTY et al., 1990).

Intensificador A madulo SXY

—_—l —{— l—:

xB2 xBl ISRE S X1 X2 Y

CONSENSUS NGGGANNYYCC NGGGANNYYCC  AGTTTCNNTTTC GRACCYY CCYRGHRACWSATGASKCR ATTGG
HLA-E AAGAACTGCTG TGGGAAACTCT  AGTTTCCCGTTC TAACCTG CCTGGATACTCATGACGCA AATGG
HLA-F TTGGAAGGCTC GAGAATTCCCC  AGTTTCTCTTIC CAACCCG CCTGGATACTCATAACGCG ATTGG
HLA-G GGGGAGGCCCC GGGGATTCTCT ----CCTCCTTC TAACCTG CCTGGATACTCACCGGGCG ATTAG

Figura 5. Estrutura da regiao promotora dos genes HLA-E, -F e -G e as sequéncias de nucleotideos
dos elementos reguladores conservados dos médulos de inducdo e SXY. Fonte: GOBIN e VAN DEN
ELSEN, 2000.



10

Duas sequéncias reguladoras foram identificadas em genes de classe | em
murinos (TRANSY et al., 1987) sendo também encontradas em genes HLA de
classe I, em humanos. O sitio de homologia A é uma sequéncia palindrémica que
extende-se por 13 pares de base e serve como um sitio de ligacdo para um fator
proteico que interage com o promotor H-2K (BALDWIN e SHARP, 1987; ISRAEL et
al., 1987), sendo a variante desta homologia também encontrada em regido
promotora do gene B2-microglobulina (ISRAEL et al., 1987). Ambas as sequéncias
dos sitios promotores dos genes H-2K e 82-microglobulina apresentam acentuador,
ou enhancer, e atividade de ligacdo proteica. Por outro lado, a sequéncia do
promotor Q10, que possui duas substituicbes de bases correspondentes a esta
regido homologa com H-2K, ndo dispbe de quaisquer das atividades de acentuador
ou ligacao proteica. No gene HLA-F, em relagdo aos murinos, a regido de homologia
A é alterada em duas posi¢cdes, em uma delas ocorre uma substituicdo de G por A
na posicao trés que é idéntica ao encontrado na sequéncia Q10 (KIMURA et al.,
1986). O gene HLA-G apresenta uma delecdo de parte desta sequéncia ao passo
gue no gene HLA-E nao é encontrada sequéncia semelhante em sua regido 5’. O
sitio de homologia B € constituido por uma sequéncia de 11 pares de base, sendo
esta sequéncia encontrada em HLA-A, HLA-B e HLA-C. Em um fragmento contendo
uma sequéncia idéntica nos promotores murinos H2-K, H2-D e H2-L foi evidenciada
atividade acentuadora (KIMURA et al., 1986). O promotor do gene HLA-F apresenta
uma variacado de base nesta sequéncia. Esta substituicdo na regido de homologia B
é distinta das outras duas substituicdes encontradas no HLA-G assim como no HLA-
E.

A montante da regido promotora do gene HLA-F ha uma sequéncia que
consiste em 25 purinas com trés repeticbes em tandem de GGGGGA. Quando
comparadas as mesmas regiées em HLA-A2 e HLA-G, estas também s&o ricas em
purina ao contrario do que ocorre em HLA-E. As sequéncias de HLA-A2 e HLA-G
sdo quase idénticas umas as outras, porém, sdo mais curtas, diferem na composicéo
de bases e ndo possuem a estrutura repetitiva detectada no gene HLA-F. A
sequéncia mais marcante na regidao 5 do HLA-F é uma extensdo continua de 184
residuos de purina estendendo-se da posicdo 110 a posicdo 293. Esta regiao
contem 47 ocorréncias de trinucleotideos GAA e 15 de GAG, incluindo GAA
repetindo-se 21 vezes em tandem (GERAGHTY et al., 1990).
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O gene HLA-G ndo contem um trecho similar de sequéncia. Apesar da
homologia com HLA-F em ambos os lados 5’ e 3’ da sequéncia 1 (figura 6), a
sequéncia correspondente em HLA-G € bastante reduzida, 20 pares de bases, e
enquanto contem 15 purinas consecutivas, ndo ha repeticbes similares de
trinucleotideos. Ambos os alelos HLA-C*01 e HLA-C*02 apresentam uma extensao
de 10 purinas, também sem repeticdes de trinucleotideos, em posi¢cdo anéloga
(GUSSOW et al., 1987).

Ha evidéncias que apoiam o compartilhamento de mecanismos regulatorios
na expressao dos genes HLA-E e HLA-F. Parte destes atuam via médulo SXY
(figura 7), pois, as expressdoes do gene sao favoraveis para HLA-E e HLA-F em
células que expressam moléculas de HLA de classe || (ROUSSEAU et al., 2004).

Em contraste com o HLA-E, a expresséo dos genes HLA-F e HLA-G é muito
restrita em condicbes ndo patologicas. A expressdo do gene HLA-F é
predominantemente intracelular, e confinado as células B e tecidos tais como
tonsilas em adultos, timo e figado fetal (HOULIHAN et al., 1992; WAINWRIGHT,
BIRO e HOLMES, 2000). Em 1992, HOULIHAN et al. descreveram a expressao dos
genes HLA-E, HLA-F e HLA-G em células de figado fetal, ressaltando a expressao
do HLA-F no primeiro e segundo trimestre, distintamente de HLA-E que sé foi
constatada a expressdao no segundo trimestre, e HLA-G que foi constatada a
expressao apenas no primeiro trimestre. Ainda neste trabalho foi sugerido que os
genes HLA de classe Ib parecem exibir padrdes distintos de expressao ao longo do
desenvolvimento do figado humano, sugerindo uma possivel correlacdo entre a
existéncia de linfécitos T y/d no figado humano (APARICIO et al.,1989), com a
expressdo de moléculas HLA de classe |b neste tipo celular e a possivel
apresentacdo de antigeno destas moléculas ndo classicas aos linfécitos T y/d
(STROYNOWSKI, 1990). Posteriormente foi constatado que os tetrameros de HLA-F
ligam-se a receptores inibidores ILT2 e ILT4, sugerindo que a proteina codificada
pelo gene HLA-F pode ligar-se a peptideos e atingir a superficie celular. Por
consequéncia, HLA-F poderia também modular a funcdo imunolégica de células
efetoras (LEPIN et al., 2000). De fato em 2003 ISHITANI et al. descreveram a
primeira expressao do antigeno HLA-F na superficie celular, além de registratem o
primeiro tipo celular a expressar simultaneamente todos os antigenos nao classicos

de classe |, as células trofoblasticas. Ainda em 2003 ISHITANI et al. afirmaram que
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Figura 6. Comparacéo entre a regido promotora do HLA-F com regides homélogas dos genes HLA-

A2, HLA-G e HLA-E. Fonte: GERAGHTY et al., 1990.
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Figura 7. Representagao esquematica dos elementos reguladores e proteinas ligantes dos sitios
promotores de HLA-E, HLA-F e HLA-G. Os modulos conservados sdo os moédulos de indugdo
contendo sitios ligantes para NF-kB, Spl e IRF1. O médulo SXY consiste dos blocos S, X1, X2, e Y
gue formam a regido de ligacdo para o complexo de multiproteinas consistindo de RFX, CREB/ATF e
NFY os quais mediam a transativacdo induzida por CIITA. Fonte: GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000.

0s padrdes obtidos de expressao na superficie celular fornecem a evidéncia de que
0 HLA-F exerce um papel fundamental na resposta imune materno-fetal. Realmente,
em 2006, SHOBU et al. verificaram que ha um aumento nos niveis da expressao do
HLA-F durante o segundo trimestre de gestacao, indicando que este gene tem um
papel no desenvolvimento fetal. SHOBU et al. em 2006 ainda concluiram que o
aumento das concentracdes das proteinas HLA-E e HLA-F estdo correlacionados
com o aumento do crescimento fetal, sugerindo que estas proteinas tenham um
importante papel na estabilizagdo de um ambiente 6timo que permita o crescimento
adequado do feto. Esta estabilizacdo seria alcancada com um mecanismo de
tolerancia gerado pela expressao dos trés genes de classe Ib, HLA-E, HLA-F e HLA-
G, mesmo que um desses genes em questao ndo seja expresso, todavia, ainda ha a
manutencdo da tolerdncia materno-fetal. Ainda ha a hipotese da necessidade do
HLA-F ser expresso na superficie celular junto com HLA-E e HLA-G para que ocorra
a devida comunicacdo celular, fundamental na imunologia da gestacdo (LEE,
ISHITANI e GERAGHTY, 2010). Em contrapartida, NAGAMATSU et al. (2006)
encontraram resultados divergentes. Foi detectada, intracelularmente, a presenca de
moléculas HLA-F em células trofoblasticas no primeiro trimestre e em EVTs no
segundo e terceiro trimestre. Os mesmos resultados foram obtidos quando utilizada
a linhagem celular JEG3. Apesar de confirmar a presenca de HLA-F em células do
trofoblasto extraviloso fetal, ndo foi constatada a expressdo destas moléculas na
superficie celular. De acordo com os autores, esta divergéncia pode ser atribuida a

diferenca de estratégia experimental, a qual a citometria de fluxo tende ser mais



14

rigorosa, em questao de distribuicdo celular, que andlise imunohistoquimica. Ainda
foi verificado em cultura de EVTs que a expressao intracelular de HLA-F foi
progressivamente aumentada, concomitantemente com a expressao de HLA-G na
superficie celular. Embora este estudo ter sugerido, pela falta de expressao na
superficie celular, que HLA-F ndo contribua diretamente na reacdo imune entre
trofoblastos e células do sistema imune materno, a molécula HLA-F tem um papel
fundamental na interface maternofetal, podendo alterar a funcdo do HLA-G
(NAGAMATSU et al., 2006). APPS et al., 2008b também ndo verificaram a
expressdo de HLA-F na superficie de leucécitos deciduais, tampouco na superficie
de células trofoblasticas fetais do primeiro trimestre de gestacdo, afirmando que,
apesar de outros estudos apresentarem resultados opostos, s6 ha evidéncias
convincentes de que apenas trés moléculas HLA de classe | sdo exibidas pelas
células trofoblasticas extravilosas fetais: HLA-C, HLA-E e HLA-G (KING et al., 2000;
APPS et al., 2007, 2008a).

Outra questdo de extrema relevancia é a maneira pelo qual o gene HLA-F é
exportado para a membrana citoplasmatica. Primeiramente, em 2000,
WAINWRIGHT, BIRO e HOLMES, detectaram evidéncias de uma associacgéo fisica
entre a proteina HLA-F e TAP. Trés anos apés estas evidéncias, em 2003 LEE e
GERAGHTY afirmaram que a expressao na superficie celular da proteina HLA-F é
parcialmente independente de tapasina e completamente independente de TAP em
linfécitos B e em linhagens de mondcitos. Esta afirmacédo foi resultante dos
experimentos que detectaram que a expressdo de HLA-F na superficie celular ndo
era reduzida em uma linhagem celular mutante que era TAP negativa. Porém, foi
observado que apesar de ndo haver diferenca nos niveis de expressédo, ficou
evidente que a expressdo do HLA-F na superficie celular e subsequente
infrarregulacdo ocorrem mais cedo que em células que ndo apresentam a mutacao
TAP- (LEE, ISHITANI e GERAGHTY, 2010). Em 2006, BOYLE et al. identificaram a
necessidade da modificacdo na cauda citoplasmatica da molécula proteica HLA-F
para sua expressdo na superficie celular. E essencial que o Gnico aminoacido
codificado no éxon 8, uma valina, esteja na por¢cao C-terminal para a exportacdo do
reticulo endoplasmatico para a superficie celular. Outras moléculas do sistema
imune como CD8aq, pro-TGFa, MTI-MPP, entre outras, também requerem uma valina
na posicdo C-terminal a fim de serem capturadas pelas vesiculas COPIl para o

transporte reticulo endoplasmatico-complexo de Golgi (BRILEY et al., 1997; URENA
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et al., 1999; IODICE, SARNATARO e BONATTI, 2001). Apesar de todas as
moléculas de classe | trafegarem pelo complexo de Golgi antes de alcancarem a
superficie celular, a concentracdo de HLA-F nesta organela é Unica quando
comparada com outras moléculas de classe |. Isto pode sugerir uma funcgéo
alternativa, tal como monitorar infec¢cdes no aparelho de Golgi (BOYLE et al., 2006).
BOYLE et al. (2006) ainda ressaltam que o padréo divergente de trafego a superficie
celular sugere que a funcdo da molécula HLA-F pode ser independente da
apresentacdo de peptideo aos linfocitos T. Ha evidéncias que sugerem que a
proteina HLA-F é expressa independentemente da presenca de peptideo e que uma
interacdo fisica especifica as cadeias pesadas do MHC-I (MHC-I HC — Major
Histocompatilibity Complex Class | Heavy Chains) tem um papel fundamental na
expressdo dessas cadeias em linfocitos ativados. GOODRIDGE et al. (2010)
sugerem que a molécula HLA-F possa servir como chaperona para estabilizar a
expressdo das cadeias pesadas MHC-I na auséncia de peptideo. Esta funcdo de
escolta poderia operar em ambos os sentidos, trazendo as cadeias pesadas MHC-I
para a superficie e as internalizando depois de os sinais apropriados terem sido

devidamente enviados.

1.6. Polimorfismos

Alguns dos SNPs identificados nas sequéncias HLA-F foram encontrados
nas sequéncias promotoras. Um SNP foi identificado no sitio kB2 do acentuador A
(GOBIN et al., 1998), enquanto um outro SNP, relativamente frequente, ocupou uma
posicdo central no médulo SXY (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000; ROUSSEAU et
al., 2004). No ultimo caso, todas as amostras que apresentavam como polimorfismo
uma timina na posi¢ado —144 tinham 12 pb deletados no intron 3, na posi¢ao 1.193, e
todas estas amostras eram do alelo HLA-F*01:01:02. Essas variacfes ha sequéncia
promotora estdo mais detalhadas na tabela 1.

Através da técnica denominada de Reacdo em Cadeia da Polimerase -
Polimorfismo de Conformacéo de Fita Simples ou PCR-SSCP, do inglés Polymerase
Chain Reaction - Single-Strand Conformational Polymorphism, UCHIGIRI et al. em
1997 descreveram um alelo nulo de HLA-F (figura 8). A mutagdo sem sentido foi
identificada no éxon 3, uma troca de C por A no terceiro nucleotideo do codon 28

deste éxon. Esta mutacao foi confirmada com o auxilio da técnica de PCR-RFLP, do
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Tabela 1. Variacdo na sequéncia promotora em genes HLA néo classicos de classe I. Fonte:
PYO et al., 2006. Adaptado.

Posicies dos sitios regulatorios SMPs Referéncias
HLA-I
Intensificador A k2 226 to0 =216 222 A w G (Gobm et al, 1998 Gobin & van den Elsen 20000)
kBl 209 1w ~199
Madulo SXY 8 171 to <165 (Gobm e wvan den Elsen 2000; Rousseau et al. 2004)
X1x2 149 to =131 4 AT
Y 112w ~108
HLA-(
TSRE 1200 o =1100 <1179 G o A (Ober et al, 2003; Solier et al. 2001 )
Elementosde resposta o
trofoblasto-especificos 1155 G wo A
1140 T 1w A
138 Aw G
Elementosde resposta N2 CuoT
estimulados por interferon [ [SRE/GAS 754 1w <735 762 T o C  {Ober et al. 2003; Solier et al. 2001)
Regido flangueadora de Stio 175 C to G
ativado por interferongama N6 G T
Elemento de proteinade H5E 487 o =475 477 G w C  {(Ober et al. 2003; Solier et al. 2001)
chogue temico HSE 486 C 1o A

inglés Restriction Fragment Length Polymorphism, usando a enzima de restricdo
Rsal. Do total de 177 individuos apenas 2 apresentaram, em heterozigose, o alelo
nulo resultando em uma frequéncia genotipica de 0,56%. UCHIGIRI et al., ainda em
1997, estimaram que o alelo nulo em homozigose estaria presente em 1 individuo a
cada 30.000 na populacédo japonesa. Ainda foi especulado que a proteina truncada
resultante da mutacdo sem sentido, quando em heterozigose, ndo traria maiores
complicacBes bioldgicas, pois, 0 outro alelo resultaria em uma proteina normal e
compensaria a funcdo da outra molécula truncada.

Posteriormente em uma amostra de 50 individuos, também da populacao
japonesa, foi revelada uma transversdo no nucleotideo 1243 do gene HLA-F. A
mutacao identificada foi uma substituicdo sinébnima de C por G no éxon 2, portanto,
ndo modificando o aminoacido alanina presente no residuo 67 do dominio al da
proteina HLA-F madura (KUNISHIMA et al., 1999). Esta substituicdo foi inicialmente
identificada pela técnica de PCR-SSCP e confirmada por PCR-RFLP e entdo
sequenciamento. Dos 50 individuos analisados, 10 eram heterozigotos para a
mutacdo 1243C/G, sendo os 40 individuos restantes homozigotos 1243C. A
frequéncia alélica calculada foi de 0,9 para 1243C e 0,1 para 1243G. Outro dado
relevante neste estudo foi a identificacdo do desequilibrio de ligacdo entre os genes
HLA-A31 e HLA-F. A distribuicdo de HLA-F 1243G esteve presente em 77,8% dos
individuos positivos para o alelo HLA-A31l. KUNISHIMA et al. (1999) ainda
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analisaram a presenca do alelo HLA-F 1243G em outros 20 individuos homozigotos
para o gene HLA-A31. A mutacdo em homozigose foi identificada em 11 individuos,
por outro lado, apenas 3 individuos foram identificados como heterozigotos
1243G/C. A frequéncia alélica em individuos HLA-A31 positivos foi de 0,375 para
HLA-F 1243C e 0,625 para HLA-F 1243G.

. 10 20
Gly Ser His Thr Leu Gin Gly Met Asn Gly Cys Asp Met Gly Pro Asp Gly Arg Leu Leu
HLA-F exon3 GGG TCT CAC ACC CTC CAG GGA ATG AAT GGC TGC GAC ATG GGG CCC GAC GGA CGC CTC CTC
078595 —— = /= e e e e e e e e e e e e m—— —— ——
28
Arg Gly Tyr His GIn His Ala Tyr
HLA-F exon3 ~ CGC GGG TAT CAC CAG CAC GCG!TAC.GAC GGC AAG GAT TAC ATC TCC CTG AAC GAG GAC CTG
078595 i 1 Y I i e —
HLA-F exon3 CGC TCC TGG ACC GCG GCG GAC ACC GTG GCT CAG ATC ACC CAG CGC TTC TAT GAG GCA GAG
D78595 —_— = = = == === em= mee mme mee mee mee e see e—e e - - ———
HLA-F exon3 GAA TAT GCA GAG GAG TTC AGG ACC TAC CTG GAG GGC GAG TGC CTG GAG TTG CTC CGC
078595 —— - m— —— —— —— ——— ——m e e e e mee e - —— —— —— — ——
HLA-F exon3 TAC TTG GAG AAT GGG AAG GAG ACG CTA CAG CGC GCA
D78595 0 e e e e e — — —

Figura 8. Sequéncia nucleotidica do éxon 3 do gene HLA-F. Em destaque a transversdo C/A que
gera uma proteina truncada. Os tracos indicam semelhanca com o nucleotideo indicado acima. Fonte:
UCHIGIRI et al., 1997.

A mais marcante caracteristica da proteina codificada pelo alelo HLA-
F*01:01:02:01 é o tamanho reduzido da cauda citoplasmatica. A por¢ao reduzida em
48 pares de base deve-se a excisdo do éxon 7 do transcrito maduro em detrimento
de um polimorfismo de apenas um nucleotideo. Este polimorfismo de Unico
nucleotideo (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) localiza-se na regido terminal
do intron 6 substituindo um G por A. Em mamiferos o sitio de excisdo conservado é
determinado pelos pares de nucleotideos GT-AG, portanto, a substituicdo do
segundo G que determina o sitio de excisdo, resultando em um par GT-AA, tem
como consequéncia a excisdo de toda a regido delimitada até o proximo sitio de
splicing, que estara localizado na porgdo terminal do intron seguinte. Em 1990
GERAGHTY et al. ja haviam descrito esta variacdo, entretanto, este alelo foi
caracterizado “oficialmente” em 2004 por HE et al. em uma amostra da populacdo

chinesa, de etnia denominada Han, através da técnica de PCR por transcricao
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reversa, ou RT-PCR (Reverse Transcription-PCR). Estes resultados foram
consistentes com um estudo prévio no qual havia sido detectada a reducdo no
tamanho da cauda citoplasmatica da proteina HLA-F (LURY, EPSTEIN e HOLMES,
1990). Em 2006 PYO et al. também identificaram esta variacdo do gene HLA-F por
sequenciamento, todavia, em uma amostra de origem afro-americana.

Outros polimorfismos, incluindo inser¢cbes e dele¢cbes, foram identificados
neste gene, porém, as modificacbes que serdo mais enfatizadas serdo as nao
sinbnimas por alterarem a estrutura proteica e potencialmente a funcado da molécula.

Trés novas variantes codificadoras foram identificadas por PYO et al. em
2006, das quais todas continham substituicdes n&o sinbnimas (figura 9). A variante
HLA-F*01:02 apresentou uma substituicdo de C (Ala) por T (Val) na sequéncia sinal
situada no éxon 1, posi¢cdo 38, codon 13, enquanto o alelo HLA-F*01:03 e HLA-
F*01:04 apresentaram as substituicdes de T (Ser) na posicdo 814 (cédon 272) foi
trocada por uma C (Pro) no éxon 4, e uma substituicdo de C (Pro) para A (GIn) no
éxon 2, posicdo 212, cédon 71, respectivamente. A tabela 2 reiine os polimorfismos

em éxons descritos até entdo para o gene HLA-F.
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Figura 9. Representacédo do gene HLA-F. As estruturas éxon-intron estao indicadas pelos retangulos
pretos. Imediatamente abaixo, linhas verticais e flechas indicam as posi¢cdes dos SNPs identificados.
Abaixo das linhas e flechas estdo indicadas as posicdes das variantes alélicas, sendo as posi¢cdes
designadas de acordo com a convencédo aceita. Blocos haplotipicos estéo representados logo abaixo
das variantes alélicas. Fonte: PYO et al., 2006.
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Tabela 2. Alelos codificantes de proteinas do gene HLA-F (exceto HLA-F*Nulo). Fonte:
Moscoso et al., 2006. Adaptado.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
HLA-F*01:01 | GCC (Ala) CCG (Pro) TAC (Tyr) TCT (Ser)
HLA-F*01:02 | GTC (Val)
HLA-F*01:03 CCT (Pro)
HLA-F*01:04 CAG (GIn)
HLA-F*Nulo TAA (Parada)

Alguns estudos também reportaram associacdes entre SNPs em regides
préximas ao gene HLA-F e patologias. Podemos usar como exemplo o estudo
realizado em 2009 por PARK et al. o qual identificou um polimorfismo, associado ao
desenvolvimento de distrofia corneal tipo Avellino, que estd em alto desequilibrio de
ligacdo com o gene HLA-F. Os autores do estudo realizado em 551 individuos de
origem coreana e viethamita ainda sugeriram que o gene HLA-F seja um forte
candidato associado ao desenvolvimento da doenca. Em 2009 TSE et al.
encontraram evidéncias de que dois polimorfismos possam estar altamente
associados ao risco de desenvolvimento de carcinoma nasofaringeo. Estes
polimorfismos estédo localizados a montante da regido reguladora do gene HLA-F e
estdo fortemente ligados ao alelo HLA-G*01:05N. Em 2004 NOGUCHI et al.
investigaram a expressdo de genes HLA de classe | ndo classicos em células
tumorais. Verificou-se a expressdo dos genes HLA-E e HLA-F, entretanto, a
expressdo de HLA-F foi considerada mais especifica, estando presente no soro de
guase 62% de pacientes acometidos por cancer e ausente nas amostras controle.
No mesmo estudo ainda foi sugerido que anticorpos anti-HLA-F deveriam ser
considerados como possiveis marcadores tumorais, ajudando no diagndstico de
cancer (NOGUCHI et al., 2004). LIN et al. (2011) ainda revelaram que a expresséo
do HLA-F em pacientes com cancer de pulméo de células ndo pequenas seria um
prognéstico desfavoravel. A média de sobrevida de pacientes que expressaram a
proteina HLA-F foi de 10 meses, contrastando em 7 meses a menos quando
comparados com pacientes que nao apresentaram a expressdo deste gene.
Andlises multivariadas revelaram que o HLA-F pode ser um prognostico
independente indicador em pacientes com cancer de pulmdo de células néo

pequenas (LIN et al., 2011). Outro dado relevante foi apontado ainda em relacédo ao
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gene HLA-F e cancer. Quando comparada com a frequéncia do alelo HLA-F*01:04
na populagao chinesa, a frequéncia deste alelo foi significativamente alta (4,3%) em
pacientes acometidos por hepatite B com carcinoma hepatocelular. Nenhum
individuo tipado era homozigoto para este alelo. Também foi observado forte
desequilibrio de ligacdo entre SNPs da regido codificadora do gene HLA-G e HLA-F,
assim como entre HLA-E e a regido 3’ nao traduzida (3’ UTR — 3’ Untranslated
Region) de HLA-G, sugerindo que HLA-G*01:05N esta associado com certos alelos
de HLA-E e HLA-F. A frequéncia observada do alelo HLA-F*01:01, na populacéo
chinesa saudavel de etnia Han, foi de 97,3%. Por outro lado, as frequéncias dos
alelos HLA-F*01:03 e HLA-F*01:.04 foram de 1,9% e 0,8%, respectivamente.
Entretanto, ndo houve registro da presenca do alelo HLA-F*01:02 nesta populagéo
(ZHANG et al., 2012). O gene HLA-F também foi relacionado com a Doenca de
Behcet. Através de um estudo de associacdo de extensdo gendémica (GWAS —
Genome-Wide Association Study) envolvendo 1.215 casos desta patologia e 1.278
controles, todos provenientes da Turquia. Foi possivel identificar SNPs candidatos e
possiveis vias (ICSNPathway — ldentify Candidate casual SNPs and Pathways),
fazendo parte do grupo de candidatos dois SNPs do gene HLA-F (LEE et al., 2012).

1.7. O HLA-F e a evolucdo do MHC

Através de analises de matrizes de pontos (Dot Matrix) usando uma
sequéncia HLA de classe | composta por 1.796.938 pares de base contra ela
mesma, foi possivel revelar varias duplicacbes em grande escala. Analise de regides
homologas e orientacdo génica forneceram dados que sugerem fortemente que
sucessivas duplicacdes segmentares deram origem ao presente sistema HLA de
classe I. Onze genes HLA de classe |, entre eles o HLA-F, além de estarem
orientados da mesma forma, também apresentam homologia de 8 a 20 kb a
montante de suas sequéncias. Por analises filogenéticas de genes HLA de classe | e
MIC (MHC class | Chain-Related) foi possivel inferir a cinética das sete rodadas de
duplicacbes sucessivas que originou o atual MHC. As evidéncias indicam que
inicialmente os genes ancestrais de HLA-F e MICE ramificaram-se de um grupo
principal de genes. Estes genes, que estdo fisicamente proximos um ao outro,
possivelmente representam genes ancestrais dos genes HLA de classe | e MIC. De

acordo com o modelo proposto, dendrogramas indicam que a duplicacdo do gene
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ancestral de HLA-F deu origem aos genes MICE e HLA-G. Como consequéncia,
uma unidade béasica de genes foi gerada, posteriormente, duas duplicacdes
segmentares independentes desta unidade geraram os segmentos HLA-A-MICF e
MICA-HLA-B. Apos Unica duplicacdo o ultimo segmento originou MICB e HLA-C. A
partir da duplicacdo de parte do segmento HLA-A-HCGIV-5 originou-se HLA-W-
HCGIV-4. De maneira similar, quatro duplicacdes subsequentes levaram a
organizacdo atual da regido HLA de classe |I. Outras evidéncias também foram
levadas em consideracédo nesta hipétese, como a ordem cronoldgica de geracao de
membros das subfamilias Alu, LINE e LTR, servindo como relégio molecular para
definir o tempo de geracdo dos segmentos de interesse (SHIINA et al., 1999).
KULSKI, ANZAI e INOKO (2005) sugeriram uma distinta hipétese da evolucdo do
MHC/HLA também envolvendo o gene Patr/HLA-F (Patr refere-se ao MHC da
espécie Pan troglodytes). Esta hipétese implica na heranca de grupos segmentares
de genes, ou duplicons, de uma espécia ancestral como um par estrutural AB.
Inicialmente ERV-16 foi inserido no duplicon progenitor do MHC de classe I/MIC do
par estrutural AB. O gene MIC foi ligado a categoria B mas ndo a categoria A. Alguns
transposons e retrotransposons coevoluiram com as categorias ancestrais de
duplicons A e/ou B. AluJ1 foi inserido na categoria ancestral A e AluJ3 na categoria
B aproximadamente ha 50-100 milhdes de anos. Através de uma duplicacdo em
tandem da categoria B, foi gerado o duplicon AB'B com inser¢cdo de Alud4 no
duplicon B. Outra duplicacdo em tandem, porém seguida de delecdo parcial, foi
gerado o duplicon BAB’B, contendo AluJ4 em ambos duplicons B mas ndo em B’. O
grupo segmentar ancestral F que abrigara o gene Patr/HLA-F pode ter emergido
nesta época como o primeiro produto de duplicacdo ortélogo fixado que ndo mais
participou de duplicagbes subsequentes. Neste contexto, o gene Patr/HLA-F pode
ser visto como o primeiro a ser fixado, ou seja, 0 mais antigo gene que nao sofreu
duplicacbes posteriores em um grupo de genes do MHC de primatas. Outros
eventos subsequentes, como duplicacbes em bloco, contribuiram posteriormente
para a atual disposicéo do sistema MHC. Também foi ressaltado que esta hipdtese é
mais simples e parcimoniosa que a anterior por inferir que ocorreram apenas quatro
duplicacbes em tandem e ndo ocorreu transposicdes, ao contrario da hipotese
anterior que sugeriu sete duplicacbes e trés transposicbes (KULSKI, ANZAI e
INOKO, 2005).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho proposto foi descrever as frequéncias alélicas e
genotipicas do gene HLA-F em uma amostra composta por 201 individuos doadores

voluntarios de medula 6ssea, sendo estes autodenominados euro-brasileiros.

2.2. Objetivos Especificos

- Desenvolver oligonucleotideos iniciadores especificos para a correta
amplificacdo e sequenciamento das regides de interesse;

- Otimizar protocolos de PCR e sequenciamento para a tipagem de
individuos para o gene HLA-F;

- Determinar as variantes polimorficas dos éxons 1, 2 e 4 do gene HLA-F;

- Estimar as frequéncias genotipicas e alélicas da amostra em questao;

- Averiguar a conformidade das distribuicdes genotipicas para o equilibrio de
Hardy-Weinberg;

- Comparar os resultados obtidos com aqueles relatados na literatura.
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3. Justificativa

Com o passar dos anos houve um aumento no numero de estudos que
compreendem os genes HLA de classe Ib, o que permitiu o esclarecimento de
distintas associacdes relacionadas as funcbes do sistema imune, antes nao
elucidadas. Todavia, a quantidade de estudos envolvendo os genes HLA de classe
Ib ainda estd muito inferior em relacdo a quantidade de estudos realizados acerca
dos genes HLA de classe la. A compreensdo dos mecanismos que regem as
interacdes intergénicas deste complexo e suas consequéncias biologicas ainda ndo
foram completamente elucidadas. Outro ponto de discussédo que deve ser ressaltado
€ a escassez de dados referentes as frequéncias alélicas do gene HLA-F tanto na
populacao brasileira quanto em outros grupos.

O atual estudo tem como principal alicerce o fato de haver um nudmero
consideravelmente baixo de trabalhos relatando polimorfismos do gene HLA-F bem
como suas respectivas frequéncias alélicas. Outrossim, este estudo populacional é

inédito no Brasil.
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4. Artigo

Os topicos Material e Métodos, Resultados e parte da Discussdo seréo
apresentados a seguir em forma de artigo como um capitulo desta dissertacdo. O

artigo a seguir esta formatado de acordo com as normas da revista Tissue Antigens.
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Abstract

HLA-F is a non-classical major histocompatibility complex (MHC) gene. It codes
class Ib MHC molecules with restricted distribution and less nucleotide variations than MHC
class la genes. Of the 22 alleles registered on the IMGT database only four alleles encode
for proteins that differ in their primary structure. To estimate genotype and allele frequencies,
this study targeted on known protein coding regions of the HLA-F gene. Genotyping was
performed by Sequence-Based Typing (SBT). The sample was composed by 199-unrelated
bone marrow donors from the Brazilian Bone Marrow Donor Registry (REDOME), Euro-
Brazilians, from Southern Brazil. About 1673 bp were analyzed. The most frequent allele was
HLA-F*01:01 (87.19%), followed by HLA-F*01:03 (12.31%), HLA-F*01:02 (0.25%) and HLA-
F*01:04 (0.25%). Significant linkage disequilibrium (LD) was verified between HLA-F and
HLA classes | and Il alleles. This is the first study regarding HLA-F polymorphisms in a Euro-

Brazilian population contributing to the Southern Brazilian genetic characterization.

Keywords: Euro-Brazilians, HLA-F, linkage disequilibrium, polymorphisms, population.

Introduction

The HLA-F gene, along with HLA-E and HLA-G genes, is a class Ib human major
histocompatibility complex (MHC) gene and is the most telomeric among the human
leukocyte antigen (HLA) genes. In comparison with the HLA classical genes, the non-
classical ones have restricted distribution, substantially less nucleotide variations, limited
protein variability, distinct immune response modulation and conspicuous structural
features [1]. HLA-F is composed by eight exons and seven introns and its expression is
mainly detected in the cytoplasm of peripheral blood B cells, as well as tissues such as
tonsils in adults, thymus and fetal liver [2-4]. HLA-F tetramers bound to ILT2 and ILT4,
suggesting that the HLA-F molecule could possibly reach cell surface [5]. Ishitani et al. were

the first to show HLA-F cell surface expression; this study also was the first to report the
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expression of all three HLA non-classical molecules simultaneously [6]. Shobu et al.
documented HLA-F surface expression on decidual trophoblasts [7], although other studies
found conflicting results, detecting only intracellular HLA-F expression [8, 9]. When activated,
CD47CD25™ T cells show strong HLA-F expression on cell surface and this suggests that
HLA-F has a potential use as marker for an activated immune response, for instance in graft
transplantation procedures [10]. This HLA Ib molecule is completely independent from TAP
although the trafficking between endoplasmic reticulum and cell surface is only possible by
the addition of a C-terminal valine residue in this molecule's cytoplasmic tail [11, 12].
Additional data suggest that HLA-F is expressed independently of peptide [13]. It is also
suggested that HLA-F can be involved in the stabilization and transport of MHC-I open
conformer form (OC) to the surface, as well as from the surface, having a role in the antigen
cross-presentation [14].

The first null allele of this gene, a non-sense mutation, was detected in the third
HLA-F exon, resulting in a truncated molecule. It was observed only in heterozygosity and
the genotype frequency was 0.56% in the Japanese population [15]. A 1243C/G transversion
was detected in exon 2 which resulted in a synonymous substitution found in linkage
disequilibrium (LD) with HLA-A*31 [16]. In 1990, Lury et al. detected a size reduction in the
HLA-F protein cytoplasmic tail [17]. This shortening is because of a very striking
polymorphism in this gene which involves the splicing of the seventh exon due to a transition
that changes the splicing site between introns 6 and exon 7 [2, 18, 19]. Three previously
unreported polymorphisms were detected concerning exons 1, 2 and 4, determining three
HLA-F allelic variants: HLA-F*01:02, HLA-F*01:04 and HLA-F*01:03, respectively [19]. In the
position +38, located in exon 1, a C/T transition is responsible for the definition of the HLA-
F*01:02 allele. In exon 4, position +1771, a T/C transition can be detected leading to
the HLA-F*01:03 allele. A transversion (C/A) in the second exon, at +342, characterizes
the HLA-F*01:04 allele.

Significant associations have been documented with Avellino corneal dystrophy,

nasopharyngeal carcinoma, gastric adenocarcinoma and Behcet's disease [20-23]. Noguchi
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et al. suggested that anti-HLA-F antibodies should be investigated as possible diagnostic
tumor markers [24]. The expression of this gene was also associated with poor survival in
both non-small-cell lung cancer and esophageal squamous cell carcinoma patients leading
the authors to propose that HLA-F could be a prognostic indicator in patients with these
types of cancer [25, 26].

In this study a sample composed of 199 Euro-Brazilians was genotyped, comprising
approximately 1673 bp analyzed per individual. LD with the HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1
genes was also calculated. The results obtained herein contribute to the scarce information

in the literature regarding HLA-F, apart from supplying significant LD data.

Material and Methods
Sample

Genomic DNA, extracted from peripheral blood leukocytes by the salting
out method, was obtained from 199 adult unrelated bone marrow donors belonging to the
Brazilian Bone Marrow Donor Registry (REDOME), who live in Curitiba, the capital city of the
southern state of Parana (Figure 1). All participants provided their personal data and
informed consent. These studies were approved by the Ethics Committee of UFPR’s Clinical
Hospital (HCUFPR/CEP-HC n037 ext. 019/2001-07). The ethnic classification was based on
self-perception of respondents, as well as the information of the ethnic origin and
composition of families involved. According to the 2010 IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica) Census, 78.9% of Curitiba residents are White people, 16.8% Pardo
(Multiracial) people, 2.9% Black people (2.9%), 1.4% Asian people and 0.2% Amerindian
people (0.2%). The population of Curitiba is mainly composed by European-Caucasoid
descendants, resulted from the Parand State government program of colonization
established during XIX and XX century [27]. Data from Curitiba population showed a
predominance of a Caucasian sample, as well as observed at North of Parana and Rio
Grande do Sul. The HLA allelic and haplotypes frequencies were related between these

populations with a similar immigration history [28-30].
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HLA-F Genotyping

Two pairs of primers were developed through the
Primer3 Plus software [31] and dnastar package version 4.0 (DNASTAR, Madison, WI) in
order to amplify the regions of interest. Sixteen SNPs located in three exons [1, 2, 4] and four
introns [1, 2, 4, 5]comprising approximately 1673 bp. The first pair of primers (5
CGCAGTTCCCAGGTTCTAAA 3') and (5" AGATGTAATCCTTGCCGTCGT 3') amplified a
region comprising part of the promoter and the beginning of the third exon, resulting in
884 bp polymerase chain reaction (PCR) products. The second pair of primers (5
GGAGTGCAAAGTGCCTGAAT 3') and (5" AGGTCCCATCACCACCATAA 3') amplified part
of intron 3 extending to part of intron 5, resulting in 789 bp PCR products. The Primer-BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) [32] program was used to check the specificity of the
probes developed. PCR was carried out according to the following conditions: final volume of
25puL containing 1x PCR buffer (20 mMTris—HCI pH 8.4, 50 mMKCI), 37.5mM MgCl,,
0.45 mM of each dNTPs, 7.5 pMols of each primer, 2.25 U of Tag DNA polymerase Platinum
(Invitrogen, Carlshad, CA) and 100 ng of genomic DNA. The cycling program was: 94°C for
5min, 94°C for 30s, 60°C (for first pair of primers) and 63°C (second pair of primers) for
30s, 72°C for 3 min, the last three steps were repeated 35 times, with a final extension step
at 72°C for 5 min (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster City, California,
USA). The PCR products obtained were purified with Exonuclease | and Shrimp Alkaline
Phosphatase (USB Corporation, Staufen, Germany), followed by a sequencing reaction
carried out with ABI Prism Large Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). The sequencing products were eluted via electrophoresis
using an ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The primers employed for direct
DNA sequencing were the same as those used for PCR amplification. Genotyping was
performed by Sequence-Based Typing (SBT). DNA sequences were analyzed using BioEdit

version 7.0.9.0. Genotype and allele frequencies were obtained by direct counting.
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HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1 Genotyping

HLA low-resolution typing for the HLA-A, -B and -DRB1 was carried out with
polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide probes (PCR-SSOP) using the
LABType® SSOP Kits (One Lambda, Canoga Park, CA) according to the manufacturer's

instructions.

Haplotype inference and Linkage Disequilibrium (LD)

Hardy—Weinberg equilibrium, haplotype inference and LD parameters were
calculated using the Software Arlequin 3.5 [33]. The Hardy—-Weinberg Equilibrium was tested
with exact test using default parameters, ELB algorithm were used to phase reconstruction of

haplotypes and D, D’ and r2 parameters were calculated for LD.

Results

Through the analysis of the DNA sequences, 199 individuals were genotyped
concerning the four HLA-F protein coding alleles. 152 of 199 individuals were homozygotes
for the HLA-F*01.01 allele whereas 42 were heterozygotes HLA-F*01:01/01:03 and 3
presented the transition T/C in position +1771 in both phases, characterizing the
homozygous HLA-F*01:03/01:03 genotype. The alleles HLA-F*01:02and HLA-F*01:04 were
also detected in this sample in only two individuals whose alleles were in heterozygosity
with HLA-F*01:01 and HLA-F*01:03, respectively. All four HLA-F protein coding alleles were
detected in the Euro-Brazilian sample of this study. HLA-F*01:01 was the most frequent
allele (87.19%), followed by HLA-F*01:03 (12.31%), HLA-F*01:02 (0.25%) and HLA-
F*01:04 (0.25%). The alleles and genotypes frequencies are summarized in Table 1. From
the Euro-Brazilians allele frequencies obtained, it was possible to compare those frequencies
with previous data from Chinese populations (Table 2).

All loci studied were in Hardy-Weinberg Equilibrium (P> 0.05). The phase
reconstruction, two by two, between HLA-F and HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1 are depicted

in Table 3. A graphical overview of LD between HLA-F and HLA-A, HLA-B and HLA-DRBL1 is
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represented in Figure 2. The HLA-F*01:01 allele is strongly linked to HLA-A*02 while HLA-
F*01:03 is strongly associated to HLA-A*03 and in repulsion with HLA-A*02. The HLA-
F*01:02 is in strong LD with HLA-A*34, HLA-B*35 and HLA-DRB1*08; also in strong LD

are HLA-B*14 with HLA-F*01:04.

Discussion

Although the HLA-F gene has been increasingly studied in the last decade, much
still remains unclear about this gene. The use of data such as composition and nucleotide
variations, genotype frequencies, allele frequencies and LD in different populations are of
utmost importance to understand the demographic and evolutionary history of populations.
Such inferences, together with gene expression studies, provide new paths to the
understanding of the exact role of the HLA-F gene and its product in the immunologic
scenario.

Concerning nucleotide variations, these should not be analyzed only under the
molecular perspective, as basis of evolutionary inferences, but should also be considered in
association studies of pathologic conditions. Zhang et al. verified a significant difference in
the HLA-F*01:04 allele frequency in patients affected by hepatitis B and hepatocellular
carcinoma (4.3%) compared to healthy Han Chinese individuals (0.8%); odds ratio (OR)
[95% confidence interval (Cl1)]=5.87 (1.28 £ 26.78) [34]. In this study population, concerning
Euro-Brazilians, a distinct frequency was obtained for HLA-F*01:04 (0.25%) while in other
four Chinese populations this allele was not detected [35]. The allele frequencies of Euro-
Brazilian and Chinese populations are depicted in Table 2. Considering these frequencies,
Euro-Brazilian population differs from all the aforementioned Chinese populations, using
Exact Test of population differentiation implemented at Arlequin 3.5 [33] and significance
level at 0.05. At the moment there are no other population studies focusing on the HLA-F
gene, thus, it is only possible to compare the present results with those found in the

aforementioned populations.
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The differences found in the allele frequencies are expected considering the
hypothesis of the colonization of the American continent through the Bering Strait followed by
subsequent migrations to the Southern regions [36]. Nearby populations are expected to be
genetically more similar than distant ones. However, this scenario can be different in Brazil
due to the high degree of admixture arising from the migratory waves which specially took
place in the last century, resulting in high gene flow mainly from German, Spanish, Italian,
Ukrainian and Japanese immigrants to the southern regions of Brazil and especially to the
state of Parana.

Despite the absence of such data, the genotype and allele frequencies found in this
study are expected to be similar to the respective values of European populations, especially
with those whose contribution was important to the ethnic composition of this state.

The verification of LD between pairs of HLA-F and HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1
alleles provides additional interesting information which might benefit future association
studies. It is possible to have a sample-size effect associated to the LD involving both HLA-
F*01:02 and HLA-F*01:04 alleles, as they were detected only once in separate individuals.

This is the first study to characterize nucleotide composition of the HLA-F gene and
to estimate allele and genotype frequencies in a Euro-Brazilian population sample,
contributing to the characterization and the study of the HLA-F gene. The information
presented here supply data for further comparisons which might be useful not only as basis
for demographic and evolutionary inferences but also for association studies that might relate
HLA-F as a genetic marker.
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Figure 1. Geographic location of Curitiba, the capital city of Parana state. The maps are not
drawn to scale. The geographical coordinates of Curitiba are 25°25'42” S, 49°16'23” W.
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Figure 2. Graphical overview of LD between HLA-F alleles and HLA-A, -B, -DRB1 alleles. The comparisons with significant LD (p
<0.01) are discriminated by superscripted indexes: (1) indicates D' = 1, (2) indicates D' = -1, (3) D' between 0 and 1, (4) indicates D'
between 0 and -1. The numbers given in the cells are the corresponding r? estimates.
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Table 1. HLA-F allele and genotype frequencies in the Euro-Brazilian population.

Alleles Frequencies Genotypes (HLA-F*) AF (RF)
HLA-F*01:01 0.8719 01:01/01:01 152 (0.7638)
HLA-F*01:02 0.0025 01:01/01:03 42 (0.2110)
HLA-F*01:03 0.1231 01:03/01:03 3(0.0151)
HLA-F*01:04 0.0025 01:03/01:04 1 (0.0050)

01:01/01:02 1 (0.0050)

AF (absolute frequencies), RF (relative frequencies)
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Table 2. Comparison among Euro-Brazilian and Chinese HLA-F allele frequencies.

Euro-Brazilian Han Chinese* HNH** IMH** IMM** GDH**

Alleles
(n=199) (n=520) (n=319) (n=104) (n=160) (n=107)
HLA-F*01:01 0.8719 0.9730 0.9890 0.9423 0.9469 0.9766
HLA-F*01:02 0.0025 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HLA-F*01:03 0.1231 0.0190 0.0110 0.0577 0.0469 0.0234
HLA-F*01:04 0.0025 0.0080 0.0000 0.0000 0.0063 0.0000

*According to Zhang J, Pan L, Chen L, Feng X, Zhou L, Zheng S., 2012 (34).

**According to Pan FH, Liu XX, Tian W., 2013 (35).

HNH, Hunan Han population; IMH, Inner Mongolia Han population; IMM, Inner Mongolia Mongol population;

GDH, Guandong Han population.



Table 3. Haplotype frequencies of HLA-F-A, -B and —-DRB1 in Euro-Brazilians.

Abs Rel Haplotype Abs Rel Haplotype Abs Rel HaSILogpe
Freq. Freq. HLA-A/HLA-F Freq. Freq. HLA-B/HLA-F Freq. Freq. DRB1/HLA-F
133 33.42% *02 /*01:01 43 10.80% *35/*01:01 57 14.32% *11/*01.01
43 10.80% *01/+01:01 42 10.55% *51/%01:01 46 11.56% *04 /*01:01
27 6.78%  *03 /*01:03 38 9.55%  *15/*01:01 45 11.31% *13/*01:.01
27 6.78%  *11/*01:.01 37 9.30%  *44 /*01:01 40 10.05% *07 /*01:01
25 6.28% *31/*01:.01 26 6.53% *18 /*01:01 33 8.29%  *15/*01:01
20 5.03% *24/*01:01 15 3.77%  *39 /*01:01 33 8.29%  *03/*01:01
19 4.77%  *32 /*01:.01 15 3.77% *08 /*01:01 23 5.78% *16 /*01:01
18 452% *68 /*01:01 13 3.27%  *40/*01:01 22 5.53% *01/*01:01
14 3.52% *23/*01:03 13 3.27% *07 /*01:03 17 4.27%  *08 /*01:01
13 3.27% *33/*01:.01 13 3.27% *07 /*01:01 15 3.77%  *01/*01:03
11 2.76% *26 /*01:01 12 3.02% *14 /*01:01 12 3.02% *07 /*01:03
11 2.76% *29/*01.01 11 2.76% *38/*01:01 12 3.02% *14 /*01:01

2.26%  *30 /*01:01
1.76% *66 /*01:01
151% *24/*01:03
151% *25/*01:01
1.01% *03/*01:01
0.25%  *02 /*01:04
0.25%  *30 /*01:03
0.25%  *11 /*01:03
0.25%  *74 /*01:01
0.25%  *34/*01:02

=
o

251% *27 /*01:01
2.26% *57 /*01:01
2.26%  *58 /*01:01
2.26% *49 /*01:01
2.01% *44 /*01:03
1.76%  *14 /[*01:03
1.76%  *50 /*01:01
1.51% *55/*01:01
1.51% *53/*01:01
1.51% *52 /*01:01
1.26%  *48 /*01:01
1.01%  *45/*01:03
1.01% *37 /*01:01
1.01% *41 /*01:01
0.75%  *50 /*01:03
0.75%  *57 /*01:03
0.75%  *35/*01:03
0.50%  *13/*01:03
0.50%  *49 /*01:03
0.50% *13/+01:01
0.50%  *38 /*01:03
0.50% *73/+01:01
0.25%  *14/+01:04
0.25%  *56 /*01:01
0.25%  *39 /*01:03
0.25%  *58 /*01:03
0.25%  *35/*01:02
0.25%  *42/+01:01
0.25%  *45/*01:01

2.01% *13/+01:03
2.01% *04 /*01:03
2.01% *12/+01:01
1.51% *10 /*01:01
1.26% *09 /*01:01
0.50%  *14/+01:03
0.50% *16 /*01:03
0.25%  *13 /*01:04
0.25%  *11 /*01:03
0.25%  *08 /*01:02
0.25%  *15/*01:03
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Note: ELB Algorithm was used for phase reconstruction.

Abs Freq. (absolute frequencies), Rel Freq. (relative frequencies).
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5. Discussao

Apesar de nos ultimos anos ter aumentado consideravelmente o nimero de
trabalhos envolvendo o gene HLA-F, muito ainda tem a ser revelado sobre este
gene. A utilizacdo de dados como composicdo e variagdes nucleotidicas, assim
como, as respectivas frequéncias em diferentes populacées, é de extrema relevancia
no entendimento da histéria demografica e evolutiva das populagbes. Tais
inferéncias, agregadas a estudos de expressao génica, podem abrir novos caminhos
que levem a favor do entendimento da fun¢cdo do gene em questao.

Ainda quanto as variacdes nucleotidicas, estas ndo apenas devem ser
analisadas sob a otica de relégio molecular, como base para inferéncias evolutivas,
mas também devem ser extendidas a investigacfes de associacdo a condicdes
patolégicas. Zhang et al., 2012 verificaram uma diferenca significativa na frequéncia
do alelo HLA-F*01:04 em individuos acometidos por hepatite crénica e carcinoma
hepatocelular (4,3%) em relacdo a frequéncia obtida na populacdo chinesa
saudavel (0,8%). No presente trabalho, que teve a amostra composta por euro-
brasileiros, foram obtidas frequéncias distintas para o mesmo alelo (0,25%).
Contudo, outro dado mostrou-se semelhante em ambas as populacdes, o alelo HLA-
F*01:04 somente foi detectado em heterozigose. A tabela 3 ainda ressalta as
diferencas encontradas nas frequéncias alélicas entre amostras das populacdes

euro-brasileiras e chinesas de etnia Han.

Tabela 3. Comparacao das frequéncias alélicas entre amostras de diferentes populagdes (Fsr =
0.09400; P<0.0001)

Alleles Frequency (Euro-Brazilians) | Frequency (Han Chinese)
HLA-F*01:01 0.8719 0.9730
HLA-F*01:02 0.0025 0.0000
HLA-F*01:03 0.1231 0.0190
HLA-F*01:04 0.0025 0.0080

A divergéncia encontrada nas frequéncias alélicas entre as populacbes
corroboram com a hipotese de MIDDLETON, MANAVALAN e FERNANDEZ-VINA,
2004 a qual afirma que populagbes com origens em comum tendem a compartilhar

alelos caracteristicos e a apresentarem frequéncias alélicas similares entre genes do
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sistema HLA. Levando em consideracdo outra hipotese, fortemente fundamentada
em dados genéticos e linguisticos, a qual sugere que a colonizacdo do continente
americano ocorreu em um uUnico evento principal pelo estreito de Bering ha milhares
de anos com subsequentes migracfes rumo ao sudoeste e entdo sudeste do
continente (WANG et al., 2007), espera-se que as populagdes localizadas nestas
regibes apresentem mais semelhancas genéticas entre si do que entre populacdes
distantes, como as européias, por exemplo. Entretanto, esse panorama pode ser
diferente quando levado em consideracdo o fato da populacédo brasileira ter como
caracteristica seu alto grau de miscigenacéo. Este atributo é oriundo das ondas
migratérias decorrentes de séculos anteriores resultando em uma alta taxa de fluxo
génico, provavelmente diminuindo de maneira consideravel as distancias genéticas
entre as populacdes. As ondas migratorias no estado do Parana eram compostas
principalmente por imigrantes alemaes, espanhois, italianos, ucranianos e
japoneses. De acordo com o censo realizado pelo IBGE em 2000 a populacdo de
Curitiba esta composta por 77,4% de brancos, 18,2% de pardos, 2,9% de negros e
1,4% de amarelos e indigenas. Com base nessas evidéncias, espera-se, portanto,
que as proporcbes genotipicas e alélicas encontradas na amostra da populacao
deste estudo ndo estejam distantes das respectivas propor¢cdes genotipicas de
populacbes européias, principalmente das que representaram maior percentual de
imigracao no estado.

Ao longo da evolucao dos vertebrados, os genes MHC que codificam para
proteinas que apresentam peptideos ndo-préprios para as células T representou
uma vantagem seletiva decisiva para o sucesso evolutivo deste grupo. Nos humanos
estes genes, HLA, além de participarem da resposta imune contra doencas
infecciosas (DOHERTY e ZINKERNAGEL, 1975) também desempenham um
importante papel na interagdo materno-fetal (HEDRICK e THOMSON, 1988).
Geralmente os genes que fazem parte do sistema HLA apresentam grande
diversidade alélica nas populacfes e alta taxa de heterozigosidade. Com isso surgiu
a hipétese da vantagem dos heterozigotos, a qual sugere que esta seria resultante
do reconhecimento de uma maior variedade de peptideos provenientes de agentes
patogénicos (DOHERTY e ZINKERNAGEL, 1975). Todavia, esta superioridade seria
alcancada apenas na condicdo de coinfeccdo e os perfis de suceptibilidade dos
patdgenos devem ser opostos ou reciprocos (DOHERTY e ZINKERNAGEL, 1975;
HUGHES e NEI, 1992; POTTS e SLEV, 1995; McCLELLAND, PENN e POTTS,
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2003). Os resultados desta dissertacdo foram condizentes com a diversidade alélica
esperada para o gene HLA-F, entretanto, quando os alelos sdo analisados se estédo
em condicbes de hetero ou homozigose, houve uma consideravel diferenca,
prevalecendo a existéncia dos alelos desta amostra em homozigose. Ainda que a
proteina HLA-F possa ser expressa sem a presenca de peptideo (GOODRIDGE et
al., 2010) e sua funcdo pode ser independente da apresentacdo de peptideo aos
linfécitos T (BOYLE et al., 2006), ainda ha a possibilidade desta molécula participar
do monitoramento de infeccdes no aparalho de Golgi (BOYLE et al., 2006).
Entretando, as frequéncias genotipicas e alélicas deste estudo devem ser refinadas,
em um futuro trabalho, com o delineamento de novos pares de oligonucleotideos
iniciadores que permitam a analise de maior quantidade de SNPs e, portanto,
resultando na determinacgéo dos alelos em maior resolucgéo.

Nas regides analisadas também foi confirmada uma combinacéo de SNPs,
em duas amostras, que ainda nao foi descrita na literatura e, portanto, nao foi
possivel definir os alelos desses individuos. Levando em consideracdo a escassez
de estudos de caracterizacdo populacional para o gene HLA-F, foi levantada a
hipétese da presenca de um novo alelo. Em relacdo ao possivel novo alelo
encontrado neste trabalho, a priori tende a ser resultado de conversao interalélica,
envolvendo o segundo intron e o quarto éxon do gene em questdo. Esta € apenas
uma inferéncia inicial baseada na combinacdo dos polimorfismos envolvidos e em
relatos frequentes deste mecanismo para genes do sistema HLA (MADRIGAL et al.,
1992; ZANGENBERG et al., 1995; PARHAM et al., 1997), todavia, andlises mais
aprofundadas seréo realizadas para a confirmacgédo do surgimento deste alelo e dos
possiveis mecanismos envolvidos.

Como perspectiva futura, ha a intencdo do desenvolvimento de
oligonucletideos iniciadores para aumentar a resolucdo das tipagens realizadas
nesta amostra e posterior aplicacdo de testes de neutralidade com a finalidade de
realizar inferéncias evolutivas com a menor margem de erro possivel, pois sera
inserido na analise um maior nimero de variagées nucleotidicas, como outros SNPs
ndo analisados neste estudo e também indels.

Este estudo € o primeiro a caracterizar a composi¢cdo nucleotidica das
regides analisadas do gene HLA-F, bem como o pioneiro no relato das frequéncias
genotipicas e alélicas para este gene em uma amostra da populacdo brasileira,

contribuindo com a caracterizagdo genotipica de euro-brasileiros, além de fornecer
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dados para posteriores comparacdes que possam servir como base de inferéncias
gue ajudem a desvendar o papel do gene HLA-F. Outros estudos relacionando as
frequéncias genotipicas e alélicas do gene HLA-F em diferentes populagdes,
associada a uma varredura genética detalhada deste gene, devem revelar novos
dados que possam contribuir para a elaboracdo de novas hipéteses que levem a

uma melhor compreenséo da funcéo deste gene.
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