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RESUMO

Os genes HLA sdo os mais polimérficos do genoma humano e suas frequéncias
alélicas variam entre populacdes de diferentes regides e etnias pelo mundo. Assim, 0s genes
HLA tém sido usados como marcadores genéticos em estudos de genética de populagdes e
historia do povoamento humano. Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacéo
HLA da populacdo gadcha, visando contribuir no melhor entendimento da ancestralidade e
miscigenacdo da populagdo do Rio Grande do Sul, bem como na efetividade na gestdo de
programas de transplante de medula 6ssea.

Foi realizado um estudo com dados genéticos HLA de doadores de medula 6ssea do
Rio Grande do Sul (RS), onde foi avaliada a correspondéncia do perfil HLA dentro e entre
grupos étnicos com a autodeclaracéo de cor de pele — sistema oficial adotado pelo IBGE para
caracterizacao étnica da populacdo. Os resultados indicam que o sistema HLA é um melhor
indicador de ancestralidade que a auto avaliagdo baseada em cor de pele, sendo esta uma
ferramenta ineficiente para a caracterizacdo da populacdo. Para a caracterizagdo da variagdo
molecular HLA em diferentes regies do RS, foram realizadas anélises em dados genéticos
HLA de mais de 90 mil doadores de medula 6ssea. Os resultados ndo indicaram correlagdo
entre a variagdo HLA e a divisdo geografica oficial definida pelo IBGE no RS. Por outro
lado, foram observadas diferencas a respeito da etnia. Além disso, quando comparada com
as populacdes parentais e com dados historicos, a populacao rio-grandense apresenta maior
similaridade genética com suas populac6es parentais correspondentes. Este estudo apresenta
uma caracterizacdo completa da variacdo genética HLA no RS.

Andlise espacial e georeferenciamento de dados genéticos HLA e de doencas
autoimunes no estado também foram realizadas. Os resultados indicam uma estrutura
genética HLA compativel com a histéria de colonizacdo do RS, onde é possivel observar
diferenciacdo entre as regides que sofreram processo de colonizagdo distintos, como as
regides sudoeste e metropolitana em relacdo a regido central e noroeste. Analises espaciais
sobre dados de internacdo de doencas autoimunes foram realizadas, revelando agrupamentos
para artrite reumatoide e doenca de Crohn na regido centro-oriental do estado e para
esclerose multipla agrupamento na regido centro-ocidental. A avaliacdo da correlagdo entre
a frequéncia alélica e a ocorréncia de doencas autoimunes indicou uma correlacdo
significativa entre o alelo HLA-B*08 e artrite reumatoide. O mapeamento genético de

populacbes tem grande relevancia econdmica na formulacdo de campanhas e politicas de



salde publica, contribuindo no planejamento e ajuste de a¢des clinicas, bem como informar
e educar profissionais e pablico.

Nesta pesquisa sdo apresentados extensivos dados referentes a caracterizacdo HLA
da populacdo rio-grandense levando em consideracdo dados histdricos e geogréaficos. Os
resultados aqui apresentados podem ter utilidade na otimizacdo de campanhas de
recrutamento de medula déssea bem como contribui com o entendimento do contexto
historico e demografico do estado do Rio Grande do Sul. As estratégias e ferramentas
utilizadas nesta pesquisa poderdo servir como base para futuros estudos em outras

populagdes.



ABSTRACT

HLA genes are the most polymorphic of the human genome and their allelic
frequencies vary among populations from different regions and ethnicities throughout the
world. Thus, HLA genes has been used as genetic markers in population genetics studies
and in the history of human settlement. This work aimed to perform the HLA
characterization of Rio Grande do Sul (RS) population, looking forward to contribute in the
understanding of the ancestry and miscegenation of the Rio Grande do Sul population, as
well as in the effectiveness in the management of bone marrow transplantation programs.

A study with HLA genetic data of bone marrow donors from Rio Grande do Sul was
performed, evaluating the correspondence of the HLA profile within and between ethnic
groups with the self-declaration of skin color — official system adopted by the IBGE for
population ethnic characterization. The results indicate that the HLA system is a better
indicator of ancestry than the self-evaluation based on skin color, this being an inefficient
tool for the characterization of the population. For the characterization of HLA molecular
variation in different RS regions, analyzes were performed on HLA genetic data of more
than 90,000 bone marrow donors. The results did not indicate correlation between the HLA
variation and the official geographic division defined by IBGE in RS. On the other hand,
major differences were observed regarding. In addition, when compared to the parental
populations and with historical data, local populations from Rio Grande do Sul were found
to be genetically similar to their corresponding parental European populations. This study
provides a thorough characterization of the HLA genetic variation in RS.

Spatial and georeferencing analysis of HLA genetic data and autoimmune diseases
in the state were also performed. The results indicate a HLA genetic structure compatible
with the RS history of colonization, where it is possible to observe differentiation among
regions that underwent different colonization processes, such as the southwest and
metropolitan regions in relation to the central and northwestern regions. Spatial analyzes
with data from hospitalization of autoimmune diseases were performed, revealing clusters
for rheumatoid arthritis and Crohn's disease in the central-oriental region of the state and for
multiple sclerosis clustering in the central-occidental region. The correlation analysis
between allelic frequency and the occurrence of autoimmune diseases indicated a significant
correlation between the HLA-B*08 allele and rheumatoid arthritis. Genetic mapping of

populations has great economic relevance in the formulation of public health campaigns and



policies, contributing to the planning and adjustment of clinical actions, as well as informing
and educating professionals and the public.

In this research, extensive data referring to the HLA characterization of the Rio
Grande population taking into account historical and geographic data are presented. The
results presented here may be useful in the optimization of bone marrow recruitment
campaigns as well as contribute to the understanding of the historical and demographic
context of Rio Grande do Sul state. The strategies and tools used in this research may be
useful as a basis for future studies in other populations.



CAPITULO 1

INTRODUCAO
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1.1. Sistema HLA

Descoberto por Peter Gorer em um estudo de transplantes de tecidos em
camundongos na década de 30, o Complexo de Histocompatibilidade Principal (Major
Histocompatibility Complex, MHC) tornou-se uma das regides mais estudadas nos genomas
de vertebrados (Gorer, 1936; Klein, 1986). A primeira descricdo em humanos ocorreu na
década de 50, quando Jean Dausset observou que o soro de pessoas submetidas a transfusdes
sanguineas aglutinava com leucdcitos de outros individuos. O primeiro antigeno MHC
humano foi batizado como “MAC” (M, A e C eram as letras iniciais dos sobrenomes dos 3
individuos “ndo-aglutinantes” em seu experimento), hoje denominado HLA-A*02, tendo
sua descoberta sido facilitada pela sua alta frequéncia — 50% — na populagdo francesa
(Dausset, 1954; Dausset, 1958; Dausset, 1984).

Localizados na superficie celular de leucdcitos, os primeiros produtos dos genes
MHC ficaram conhecidos como antigenos leucocitarios, razao pela qual o MHC humano é
conhecido como HLA (Human Leukocyte Antigen) (Horton et al., 2004). Embora as
moléculas do MHC terem sido estudadas inicialmente por sua habilidade em conferir
tolerancia — histocompatibilidade — a enxertos de tecido e, mais tarde, transplante de érgéos,
sua funcdo primaria seria a reacdo imunologica contra patdgenos (Benacerraf e McDevitt,
1972; Snell, 1981; Horton et al., 2004).

1.2 Estrutura e Funcéo

Em 1999 foi realizado o sequenciamento e mapa génico do MHC humano (The MHC
sequencing consortium, 1999). Localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.31), o
MHC humano abrange 3,6 Mb de extensdo e compreende 239 loci génicos identificados
(Shiina et al., 2009), sendo a regido génica mais densa do genoma humano sequenciada até
o momento. A densidade genica média (incluindo pseudogenes) ao longo dos 3,6Mb do
MHC é de 1 gene por 16 kb, com variagdes regionais distintas. Dos genes identificados, 128

sdo expressos e destes estima-se que 40% tém funcdo no sistema imune (The MHC
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Sequencing Consortium, 1999).

A confirmacéo do alto desequilibrio de ligacdo (Malfroy et al., 1997), da evidencia
de sintenia conservada (Yoshino et al., 1997) e da presenca de genes MHC relevantes
distantes dos limites MHC definidos previamente, levou a ideia de um MHC estendido
(XMHC) em humanos. O sequenciamento completo do cromossomo 6 permitiu a definicdo
do xMHC, que cobre um total de 7,6 Mb no brago curto deste cromossomo. Nesta regido,
cerca de 28% dos transcritos estdo potencialmente associados a processos relacionados com
a imunidade, como apresentagdo/processamento de antigeno, inflamacédo, regulacdo imune

e resposta ao estresse (Mungall et al., 2003; Horton et al., 2004).

O MHC ¢ dividido em 3 regides com estruturas e funcbes distintas: classe Il
(centromérica) e classes I e 111 (teloméricas) (Figura 1). A funcdo de ambas moléculas HLA
classe | e Il € a apresentacdo de pequenos peptideos derivados de patdgenos para células T,

processo que da inicio a resposta imune adaptativa.
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Figura 1: Localizacdo e organizacdo do complexo HLA no cromossomo 6. Apenas alguns sao
mostrados. Nos genes classe | e |l, apenas os genes expressos sao apresentados. Na classe lll, sao
apresentados genes do sistema complemento e de resposta inflamatdria (Klein e Sato, 2000).
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Existem cerca de 20 genes HLA classe I, onde os genes HLA-A, -B e -C séo
conhecidos como genes HLA classe | classicos, devido sua importéncia na resposta
imunologica. (Klein e Sato, 2000). As moléculas HLA classe | sdo formadas por cadeias
polipeptidicas a (pesada), codificadas por genes HLA classe I, e B (leve), codificadas pelo
gene betaz-microglobulina, localizado no cromossomo 15. A cadeia a possui cinco
dominios: dois dominios de ligacdo peptidica (al ¢ 02), um dominio imunoglobulina-like
(a3), regido transmembrana (TM) e cauda citoplasmatica (Figura 2) (Klein e Sato, 2000). Os
genes HLA classe I codificam produtos que apresentam antigenos endégenos para células T
CD8+ e estdo envolvidos com a resposta imune mediada pelas células NK (Natural Killer)
(Horton et al., 2004). Esses genes sdo expressos pela maioria das células nucleadas, embora
0 nivel de expressdo possa variar de acordo com cada tecido (Klein, 1986, Klein e Sato,
2000, René et al., 2016) e sob algumas condic¢des, como infecgéo, cancer e inflamacéo, essa
expressdo pode ser induzida ou reprimida por diferentes mecanismos (René et al., 2016).

Os genes HLA classe II codificam as cadeias polipeptidicas a e B das moléculas
classe II. Cada cadeia a e B da classe II possui 4 dominios: o dominio de ligacao peptidica
(al ou B1), 0o dominio imunoglobulina-like (a2 ou 2), a regido transmembrana (TM) e cauda
citoplasmatica (Figura 2) (Klein e Sato, 2000). Existem 24 genes HLA classe Il, onde 0s
genes HLA-DP, -DQ e -DR sdo os genes HLA classe Il classicos. Estes genes apresentam
antigenos exogenos para células T CD4+ (Horton et al., 2004) e sdo normalmente expressos
por um subgrupo de células imunes, que inclui células B, células T ativadas, macréfagos,
células dendriticas e células epiteliais timicas (Klein, 1986, Klein e Sato, 2000). Entretanto,
outros tipos de células podem expressar moléculas HLA classe 11 na presenca de interferon
v (Klein e Sato, 2000). A designacdo do loci génico classe I no cromossomo 6 consiste de
3 letras: a primeira (D) indica a classe, a segunda (M, O, P, Q ou R) indica familia a terceira
(A ou B) a cadeia (o ou B, respectivamente). O gene HLA-DRB1, por exemplo, codifica a

cadeia  da molécula classe II pertencente a familia R (Klein e Sato, 2000).
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Figura 2: Estrutura das moléculas HLA classe | e II. (Klein e Sato, 2000).

A densidade génica média (incluindo pseudogenes) em todo o HLA é de 1 gene por
kilobase. As regides HLA de Classe I e Il sdo ricas em pseudogenes, enquanto a regido de
classe Il apresenta poucos pseudogenes. Ambas regides de Classe | e 11 aparentam terem
sido duplicadas muitas vezes, gerando novos membros da familia genica que se divergiram
em novas funcBes. Uma possivel explicacdo para a manutencdo de niveis tdo altos de
pseudogenes poderia ser a de que eles estdo envolvidos em gerar novos alelos por conversédo
genica (The MHC sequencing consortium, 1999), fendmeno que ja fora observado em outros

loci do sistema imune (Haino et al., 1994).

Os genes HLA classe | e Il estdo separados por uma sequéncia de aproximadamente
700 kb chamada HLA classe I11. Esta € a regido mais densa do genoma humano, onde mais
de 14% da sequéncia é codificante e aproximadamente 72% é transcrita, possuindo uma
média de 8,5 genes por 100 kb (Xie et al., 2003; Vandiedonck e Knight, 2009). Os genes
desta regido estdo relacionados com os genes HLA classe | e Il funcionalmente ou
estruturalmente, ainda que alguns estejam envolvidos com a resposta imune, como no caso
dos genes de fixacdo de complemento C4, C2 e BF (B factor) que exercem funcdo na
imunidade inata e os genes TNF (Tumor Necrosis Factor), LTA (Lymphotoxin alpha) e LTB
(Lymphotoxin beta) que codificam citocinas pro-inflamatérias (Xie et al., 2003; Shiina et
al., 2004; Shiina et al., 2009). Muitos dos genes expressos na regido de classe Il ndo

possuem funcgédo especializada na resposta imune, mas possuem papel chave nos processos
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celulares, como regulagdo da transcricdo, biossintese, transporte de elétrons e atividade de
hidrolase, interagdes proteina-proteina, funcédo e sinalizacéo de chaperonas (Xie et al., 2003;
Shiina et al., 2004; Shiina et al., 2009).

1.3 Polimorfismos no HLA

A maioria dos genes possuem um nimero modesto de variantes, algumas vezes
possuindo apenas dois ou trés alelos principais enquanto que outros sdo variantes raras ou
incomuns. Os genes HLA, por sua vez, sdo 0os mais polimérficos do genoma humano,
contando com mais de 15 mil alelos descritos de acordo com o release 3.26.0.1 (2016-11-
08) do banco de dados IMGT/HLA (ImMunoGeneTics HLA) (Robinson et al., 2015). A
maior variagdo é encontrada nas regides HLA de classe I e I1, enquanto a regido de classe 111
apresenta variaces que sdo tipicas do genoma como um todo (Xie et al., 2003). Dentre
todos, o gene HLA-B é o mais polimérfico, contando com 4.647 alelos descrito até dezembro
de 2016 (Robinson et al., 2015). O numero de alelos dos principais genes HLA de classe | e
Il sdo apresentados na tabela 1 e na figura 3. O nimero de alelos novos descritos aumenta a
medida que aumenta o nimero do registro de doadores: atualmente, o banco mundial de
doadores de medula Ossea (Bone Marrow Donors Worldwide — BMDW) conta com
28.827.958 doadores registrados (bmdw.org, acesso em novembro de 2016). Além do
registro de doadores, novos alelos HLA tambem sdo descritos em estudos envolvendo HLA

e genética de populacdes.

Polimorfismos de base unica (Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) sdo o tipo
mais comum de variacdo encontrada nos genes HLA, que também conta com polimorfismos
do tipo insercdo/delecdo (indels) e variacdo no nimero de copias (Copy Number Variation
— CNV) (Horton et al., 2004; Stewart et al., 2004; Trowsdale e Knight 2013). O papel central
das moléculas HLA na histocompatibilidade e na resposta imune adaptativa levou seu alto
polimorfismo a ser interpretado em um contexto funcional. Com o advento do
sequenciamento de DNA, tornou-se aparente que o polimorfismo das moléculas HLA esta
concentrado nas regifes envolvidas com apresentacao peptidica (Parham et al., 1988; Buss,
1999; Meyer e Thompson, 2001, Buhler e Sanchez-Mazas, 2011). Os genes HLA classe |
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ndo-classicos, por exemplo, embora sejam relacionados estruturalmente com os genes HLA
classe | classicos, ndo estdo envolvidos diretamente a ligacdo peptidica e sdo menos
polimorficos (Meyer e Thompson, 2001).

Tabela 1. Numero de alelos nos genes HLA de Classe | e Classe I

Gene Alelos Proteinas Nulos
HLA Classe | 12021
HLA-A 3830 2703 173
HLA-B 4647 3408 141
HLA-C 3382 2391 119
HLA-E 25 8 1
HLA-F 22 4 0
HLA-G 53 18 2
HLA Classe Il 4082
HLA-DRA 7 2 0
HLA-DRB 2252 1661 62
L HLA-DRB1 2011 1465 50
HLA-DQB1 1054 727 28
HLA-DPB1 740 615 19

Fonte: IMGT/HLA. Disponivel em: hla.alleles.org. Atualizacdo de
dezembro de 2016. Acesso em: fevereiro de 2016.

A regido mais polimérfica dos genes HLA Classe | é encontrada nos éxons 2 e 3,
enquanto que a regido mais polimdrfica dos genes HLA Classe Il é encontrada no éxon 2
apenas. Estes éxons correspondem, em nivel de proteina, a regido de ligacdo peptidica das
moléculas HLA. Espera-se, porém, que analises de sequenciamento de alta performance, se
aplicadas em amostras de populacdes de diferentes regides geogréaficas, possam revelar uma
grande quantia de polimorfismos fora das regiGes dos éxons 2 e 3 tradicionalmente testadas.
Interesse principal é que muitos destes sites possam nao se comportar como polimorfismos
neutros, podendo ter papel funcional (Sanchez-Mazas e Meyer, 2014). A diferenca média
par-a-par (pairwise) entre os alelos HLA esta entre 10 e 26 nucleotideos, variando de acordo
com o locus (Buhler, 2007), sugerindo assim uma relevancia funcional (Sanchez-Mazas et
al., 2011).

Hernandez-Frederick e colaboradores (2014) identificaram 2127 novos alelos HLA-
A, -B e -C através do sequenciamento de um grande nimero de potenciais doadores de
medula dssea oriundos da Alemanha, Estados Unidos e Polénia. Do total de alelos novos

identificados, 28-30% foram definidos por substituicdes sinbnimas. 1sso sugere que uma
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porcdo significante de polimorfismo HLA silencioso, até entdo negligenciado em estudos de
genética de populacdo, podem ser relevantes para inferir relagdes historicas e/ou geograficas
entre populagdes. Além disso, substituicdes silenciosas sdo mais propensas a evolucao neutra
do que substituicbes ndo-sinbnimas, em particular quando ocorrem em regides de

importancia funcional, como a regido de ligacdo peptidica (Sanchez-Mazas e Meyer, 2014).
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Figura 3: Numero de alelos HLA identificados por ano de 1987 a setembro de 2016. Fonte:
hla.alleles.org (Robinson et al., 2015).

O sistema HLA possui forte desequilibrio de ligacdo, que pode ser explicado por
diferentes mecanismos. Blocos polimérficos podem ter surgido por uma recente expansao
de grandes familias em populacGes isoladas, combinadas com um tempo insuficiente para
recombinacdo. Outro mecanismo sugere um pareamento reduzido na meiose de regides
gendmicas exibindo variacdo acentuada. Quando a recombinacdo ocorreu entre haplotipos
divergentes, pode ter havido a conversdao de blocos altamente divergentes em blocos
altamente conservados. Outra explicacdo para os blocos haplotipicos é o agrupamento de
alelos de proteinas que atuam juntas, ou seja, a manutencdo de grupos de alelos

funcionalmente coordenados. Em populaces europeias, um numero de haplotipos estd
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presente em frequéncia relativamente alta, sugerindo uma potencial vantagem seletiva,
embora alguns hapl6tipos possam estar associados a doengas autoimunes em algumas

populagdes (Trowsdale e Knight, 2013).

1.4 Nomenclatura do HLA

A nomenclatura de novos genes HLA, sequencias de alelos e seu controle de
qualidade é de responsabilidade do Comité de Nomenclatura para Fatores do Sistema HLA
da Organizacdo Mundial da Saude (WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA
System). Este comité se reuniu pela primeira vez em 1968 e estabeleceu critérios para
reunifes sucessivas. Em 1989 um grande namero de alelos HLA foram sequenciados e
nomeados pela primeira vez, e desde entdo € realizado esfor¢o de extrema importancia em
avaliar e manter este banco de dados. O banco de dados IPD-IMGT/HLA coleta sequencias
novas e confirmatorias para analisar antes de serem nomeadas, passando por critérios
rigorosos antes de ser divulgada para a comunidade clinica. Atualizagdes no banco de dados

sdo lancadas trimestralmente (hla.alleles.org; Marsh et al., 2010).

Cada alelo HLA possui um numero Unico correspondente a até quatro grupos de
digitos separados por dois pontos. Todos alelos recebem um nome de pelo menos quatro
digitos, o que corresponde aos dois primeiros grupos de digitos. Os digitos antes dos
primeiros dois pontos descrevem o tipo e o grupo seguinte de digitos é usado para listar 0s
subtipos. Alelos que se diferenciam apenas por substituicdes sinbnimas de nucleotideo sdo
distinguidos pelo uso de um terceiro grupo de digitos e alelos que se diferenciam apenas pela
sequéncia polimoérfica nos introns, ou nas regides ndo traduzidas (UTR) 5’ ou 3°, sdo

distintos pelo uso de um quarto grupo de digitos (hla.alleles.org; Marsh et al., 2010).

Além do namero Unico do alelo, sufixos podem ser adicionados para indicar o status
da expressdo. Alelos que ndo sdo expressos recebem o sufixo “N” (“Null”); “L” indica baixa
(“Low”) expressdo na superficie celular quando comparada a niveis normais; “S” quando
um alelo expressa uma proteina como soluvel, molécula secretada (“Secreted”) mas ndo

presente na superficie celular; “C” em alelos que produzem proteinas presentes no
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citoplasma (“Citoplasm’) mas nao na superficie celular; “A” indica uma expressao aberrante
(“Aberrant”) onde ha alguma duvida se a proteina ¢ realmente expressa e; “Q” quando a
expressao de um alelo é questionavel (“Questionable”), devido a mutagao observada no alelo
afetar os niveis normais de expressdo em outros alelos. Até junho de 2016, nenhum alelo foi
nomeado com sufixos “C” ou “A” (hla.alleles.org; Marsh et al., 2010). A nomenclatura atual
esta exemplificada na figura 4.

Hifen usado para separar o Sufixo usado para denotar
nome do gene do prefixo HLA mudangas na expressdo
Separador Separadores de campo
HLA-A*02:101:01:02N
L L] L]

Prefixo HLA Gene Campo 4: usado para
indicar diferencas em
Campo 1: grupo alélico regido nido-codificante

Campo 2: proteina HLA especifica

Campo 3: usado para indicar uma substituigio
sindnima no DNA dentro da na regido codificante

Figura 4: Nomenclatura HLA. Fonte: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (Marsh et
al., 2010).

Atualmente a fenotipagem HLA é baseada no DNA e, portanto, realizada através de
técnicas moleculares. A reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase chain reaction — PCR)
com primers de sequéncia especifica (sequence specific primers — SSP) e/ou com sondas de
oligonucleotideos com sequéncia especifica (sequence specific oligonucleotide probes —
SSOP) permitem a genotipagem HLA de baixa resolucdo, ou seja, identificam apenas o
grupo alélico. A PCR-SSP consiste em varias reacfes de PCR, cada uma contendo um par
de primers para determinado alelo. Atualmente esta técnica estd em desuso na rotina, mas €
muito valiosa para tratar eventuais ambiguidades. Na PCR-SSOP amplifica-se uma grande
regido de um gene, onde o DNA amplificado é hibridado com sondas de oligonucleotideos

especificas para dado alelo do gene e permite maltiplos analitos simultaneamente em apenas
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uma reacdo. Atualmente o método molecular comumente utilizado para o cadastro de novos
doadores nos registros é a PCR-SSO reversa, que fornece resultados de média ao invés de
baixa resolugdo. Neste caso, 0s reagentes empregados na tipificacdo dos genes HLA
restringem o resultado final a um determinado grupo de alelos em vez de simplesmente
identificar os dois primeiros digitos, sendo que estes Gltimos incluem todos os alelos dentro
de cada grupo (Heinemann, 2009 SBTMO, 2012). O sequenciamento de DNA (sequence-
based typing - SBT) é considerado o método padréo ouro para identificacdo em alta resolucéo
dos alelos HLA (SBTMO, 2012).

1.5 Evolucéo do Sistema HLA

A regido do MHC parece ter sofrido duplicagdo génica e delecdo intermitente em
diferentes espécies, gerando loci relacionados que produzem proteinas similares. Os genes
do MHC de classe | em humanos, que contém os genes HLA-A, -B e -C, ndo possuem
ortdlogos em outras espécies, incluindo camundongos. A duplicacdo génica produz genes
que eventualmente adquirem novas fungdes (Delarbre et al., 1992; Trowsdale e Knight,
2013). O agrupamento de genes de processamento e apresentacdo de antigenos no MHC é
consistente com a ideia de que a regido evoluiu de um bloco duplicado de genes do sistema
imune (Trowsdale e Knight, 2013).

O sistema HLA possui uma evolucéo distinta e complexa. Quase todos os loci HLA
classicos estdo sob influéncia de alguma forma de selecdo natural em adicdo a forcas
estocasticas — deriva genética, evolucao demogréafica e migracdo — associada a historia do
povoamento humano. Isso tem sido mostrado através de diferentes abordagens: 1) testes de
neutralidade, que frequentemente revelam desvios da neutralidade esperada em direcdo de
um excesso de heterozigotos (Sanchez-Mazas, 2001; Meyer et al., 2006; Solberg et al., 2008;
Buhler e Sanchez-Mazas, 2011); 2) comparag6es nas taxas de substituicdes sinbnimas e ndo-
sinbnimas indicando um excesso de substituicdes de amino &cido na regido de ligacao
peptidica das moléculas HLA (Takahata et al., 1992; Satta et al., 1994); 3) profundos tempos
de coalescéncia na maioria das linhagens HLA, explicavel através da selegcdo balanceadora
(Klein et al., 1993); e 4) estudos de simulagdo (Slatkin e Muirhead, 2000), mais
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recentemente melhorados por abordagens ABC (Approximate Bayesian Computation) para

inferir coeficientes de selecdo em situagdes especificas (Currat et al., 2010).

Devido seu alto nivel de polimorfismo, os genes HLA sdo marcadores Uteis para a
reconstrucdo da histéria do povoamento humano. Entretanto, a variagdio HLA
frequentemente desvia da selecdo neutra em direcdo de um excesso de diversidade. O
excesso de heterozigosidade observado na maioria das populagdes bem como o excesso de
polimorfismos ndo-sindbnimos nos genes HLA indicam um importante papel da selecdo
natural em moldar os padrdes da diversidade HLA (Sanchez-Mazas, 2014). Devido ao papel
crucial desempenhado pelos genes HLA na imunidade, esta observacdo € geralmente
explicada pela sele¢do balanceadora dirigida por patégenos, pois a evolucao pode facilmente
adaptar o pool genético de populacdes para pressdes ambientais especificas atraves da
selecdo natural (Meyer e Thompson, 2001; Prognolle et al., 2005; Sanchez-Mazas et al.,
2011; Sanchez-Mazas et al., 2012). Ainda, a variagao alélica HLA deve ser mantida através
da vantagem do heterozigoto, pois é conhecida a associagédo de alguns alelos com resisténcia

a diversas doencas graves (Kawashima et al., 2009).

Desde o inicio da aplicacdo genética destes polimorfismos foi observado que seu
padrdo mundial de diversidade genética tente a exibir uma estrutura geografica. Arvores
populacionais geralmente discriminam populacdes de diferentes continentes, indicando que
a selecdo natural provavelmente ndo foi o Unico mecanismo a agir na evolucdo destes
polimorfismos, mas seu padrdao de diversidade genética foi também moldado pela histéria
de migracGes humanas, levando a um aumento no interesse de se usar sistemas
imunogenéticos como ferramentas informativas para reconstruir a histéria do povoamento
humano (Sanchez-Mazas et al., 2011). Correla¢6es significantes com a geografia séo obtidas
em escala global quando distancias genéticas sdo estimadas ponderadas por distancias
moleculares entre alelos (Buhler e Sanchez-Mazas, 2011). Estes achados levam a conclusao
que migrac6es humanas foram a forca primaria na evolucdo da variacgdo HLA no mundo

todo, em adicdo a expansdes e contracdes demograficas (Sanchez-Mazas et al., 2011).

Estudos demonstraram que individuos de origem africana possuem frequéncias mais
altas de alelos associados a resposta pro-inflamatdria (Ness et al., 2004), niveis aumentados
de proteina C-reativa circulante (Kelley-Hedgepeth et al., 2008), um indice mais alto de

doencas inflamatorias que individuos de origem europeia (Pennington et al., 2009) e também
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resposta mais forte a infeccdo induzida nos macrofagos do que individuos de origem
europeia (Nédélec et al., 2016). Uma possivel explicagdo € que ap0s a migracdo das
populagdes humanas para fora da Africa, elas foram expostas a niveis mais baixos de
patdgenos (Guernier et al., 2004), reduzindo a necessidade de fortes sinais pro-inflamatérios.
Mudancgas nesse sentido podem ter ocorrido devido as consequéncias prejudiciais de
inflamacdo aguda ou cronica, que podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
autoinflamatérias e autoimunes (Okin e Medzhitov, 2012). Alternativamente, a resposta
inflamatéria mais fraca detectada em europeus pode ter resultado do relaxamento da
restricdo seletiva em um ambiente onde a carga de patogenos foi reduzida, ou pelo menos

de diferente natureza, daqueles encontrados na Africa (Nédélec et al., 2016).

1.6 Importancia medica do HLA

1.6.1 TCTH - Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas

Além da conhecida importancia na resposta imune, os loci HLA e tém grande
importancia clinica no transplante de células tronco hematopoiéticas e de 6rgédos, pois sao
os determinantes primarios de tolerancia ou rejeicdo aos transplantes e enxertos (Buhler et
al., 2012). O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) a partir da medula dssea
é clinicamente indicado para o tratamento de distdrbios do sistema hematopoiético ou do
sistema imune e em casos de doencas malignas da medula dssea e tumores solidos
disseminados (Janeway et al., 2007). Um estudo global com dados dos anos de 2006 a 2008
envolvendo 1.411 centros de transplante de 72 paises dos cinco continentes mostrou que
leucemia € a principal indicacdo para TCTH alogénico (72%), seguido por doencas
linfoproliferativas (15%), doencas ndo malignas (12%) e tumores sélidos (0,6%) (Gratwohl
et al., 2010, Gratwohl et al., 2013). Na figura 5 estdo representados 0s avancos na aplicacao

dos transplantes ao longo do tempo.
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Figura 5: Principais etapas de desenvolvimento do transplante de células-tronco hematopoiéticas
no mundo (INCA, 2012).

A pratica clinica de TCTH é em grande parte dependente da histocompatibilidade
entre doador e receptor. A compatibilidade HLA entre doador e receptor é fundamental na

reducdo dos riscos de rejeicdo do enxerto. O transplante de medula 6ssea pode ser (INCA,

2012):

e Autodlogo: quando a medula Ossea € originaria do proprio paciente, com ou sem
tratamento in vitro);
e Singénico: quando o doador é irmdo gémeo do receptor;

e Alogénico:
- Relacionado ou aparentado (irméo ou familiar);

- Néo-relacionado ou ndo-aparentado (proveniente de bancos de doadores de

medula 6ssea).

No Brasil, cerca de 70% dos transplantes de célula tronco hematopoiética ocorrem
com doador ndo-aparentado. Quando ndo é encontrado doador compativel dentro da familia,
é realizada a busca por doadores compativeis em bancos de registro de doadores voluntarios.
O Brasil mantém o Registro Brasileiro de Doadores de Medula Ossea (REDOME), onde
registra informac6es de dados gerais, grupo étnico e genotipagem HLA-A, -B e -DRB1. O
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REDOME é o terceiro maior banco de doadores de medula 6ssea em todo o mundo contando
com mais de 4 milhdes de doadores registrados até o presente, sendo 0 que mais cresceu na
altima década. Mantido pelo Ministério da Saiude, o REDOME é o maior banco com
financiamento exclusivamente publico. No Brasil, a chance de identificar um doador
compativel é de 88% na fase preliminar de busca e ao final do processo 64% dos pacientes
tém um doador compativel confirmado (redome.inca.gov.br). Caso ndo seja encontrado um
doador compativel no REDOME, é possivel realizar a busca no Banco Mundial de Doadores
de Medula Ossea (Bone Marrow Donors Worldwide — BMDW).

Os doadores séo incluidos no REDOME com tipificagdo HLA-A, -B e -DRB1 em
média resolucdo. Ja a inscricdo dos receptores no Registro Nacional de Receptores de
Medula Ossea (REREME) deve ser realizada com tipificacio HLA classe | e 1l em alta
resolucdo, pois estas informacdes direcionam a selecéo e, assim, agilizam o processo de
identificacdo do doador (SBTMO, 2012). Os requisitos minimos para a compatibilidade
HLA podem variar com a situacao clinica. Os fatores avaliados pelos centros de TCTH para
identificar o melhor doador para determinado paciente é baseado em critérios que aumentam
a probabilidade de sucesso no transplante. Estes critérios podem variar de acordo com
protocolos de tratamento e entre os centros de transplante (Hurley et al., 2003, Majhail et
al., 2015).

A Sociedade Brasileira de Transplante de Medula Ossea (SBTMO) define os

seguintes critérios para selecdo de doador de medula ¢ssea ndo-aparentado (SBTMO, 2012):

e Realizar tipagem de alta resolucdo para os loci HLA-A, -B, -C, -DRBL1 e -DQBL1 de
todos os pacientes para a busca de doador ndo-aparentado e de seus potenciais
doadores, pois as incompatibilidades alélicas podem ser funcionalmente relevantes;

e Selecionar preferencialmente doador com compatibilidade alélica 8/8 (HLA-A, -B, -C
e -DRB1) devido ao efeito cumulativo ou sinergismo das incompatibilidades HLA;

e Quando ndo houver doador com compatibilidade alélica 8/8 (HLA-A, -B, -C e -

DRB1), escolher preferencialmente:

- Doador com compatibilidade DQB1 (9/10) para evitar um efeito aditivo de
DQB1;

- Doador com compatibilidade DRB1 e uma incompatibilidade em um dos
loci de classe | (HLA-A, -B ou -C);
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- Doador com incompatibilidade de alelos ao invés de antigenos. As
incompatibilidades de antigenos (baixa resolugcdo), mas ndo de alelos (alta
resolucdo) estdo associadas com falha de pega do enxerto. Com respeito ao
risco de mortalidade, as incompatibilidades alélicas e antigénicas apresentam
efeitos similares, exceto para o loco HLA-C no qual a incompatibilidade

alélica parece ser mais tolerada em relacéo a antigénica;

- Incompatibilidades -DPB1 ndo constituem critério de exclusdo de doador,
exceto quando o receptor apresentar anticorpos pré-formados contra
moléculas HLA-DP expressas pelo doador;

- Evitar doador incompativel em qualquer loco HLA quando o receptor

apresentar anticorpos especificos para moléculas HLA expressas pelo doador.

- Quando o receptor apresentar anticorpos anti-DPB1, considerar a tipagem
DPBL1 do par doador/receptor.

- Se ndo houver outro doador disponivel ou tempo para iniciar outro processo
de busca, empregar medidas para a remocao dos anticorpos anti-HLA pre-

formados.

O principal desafio para o sucesso do TCTH entre doador e receptor ndo-aparentados
é superar o alorreconhecimento do hospedeiro contra o enxerto, e do enxerto contra o
hospedeiro, que dao origem a faléncia do enxerto e a doenca do enxerto contra o hospedeiro
(graft-versus-host disease, GVHD). Esforcos para diminuir os riscos de faléncia do enxerto
e GVHD, e promover a reconstituicdo imune, requerem oOtima compatibilidade de alelos
classe I e Il entre doador e receptor (Petersdorf et al., 2003). Os produtos do sistema HLA
sdo fortemente imunogénicos, tendo maior importancia no processo de rejei¢cdo. Porém,
antigenos antigenos secundarios de histocompatibilidade (MiAgs), H-Y e ABO, também se

relacionam com o sucesso e o insucesso de um transplante (INCA, 2012).

O uso de métodos moleculares para uma melhor precisdo da tipagem HLA aumentou
0 sucesso no desfecho de TCTH entre doador e receptor ndo-aparentados. Os riscos de
faléncia do enxerto, GVHD e mortalidade sdo definidos por caracteristicas quantitativas e
qualitativas de incompatibilidade entre doador e receptor. A incompatibilidade alélica ocorre
em niveis variaveis dependendo dos haplotipos e do background étnico de doadores e

receptores. A definigdo das incompatibilidades que s&o mais bem toleradas podera permitir

25



que pacientes tenham como opc¢do doadores parcialmente compativeis para o transplante
(Petersdorf et al., 2003; Petersdorf 2016).

Incompatibilidades em cada um dos loci HLA-A, -B, -C e -DRB1 possuem efeitos
adversos similares quanto & mortalidade, enquanto HLA-A demonstra efeitos adversos
significativos em GVHD. Os efeitos adversos sdo mais evidentes em transplantes onde ha
incompatibilidades em baixa resolucdo (grupo alélico) do que em alta resolucéo.
Incompatibilidades nos loci HLA de Classe 11, HLA-DQ e HLA-DQ, ndo possuem efeito
significativo pos-transplante (Flomenberg et al., 2004). O ndmero e o tipo de
incompatibilidades podem impactar significantemente na sobrevida do paciente
transplantado (First et al., 2013).

A diversidade dos genes relacionados a transplantes provavelmente se correlaciona
com a diversidade do pool de genes em uma populacdo humana em particular. A diversidade
deste pool de genes, por sua vez, reflete a ‘mistura’ da populagdo (Oh et al., 2005). Os alelos,
antigenos e frequéncias haplotipicas do sistema HLA refletem a etnia de pacientes e
doadores (Petersdorf et al., 1998, Petersdorf et al., 2003). Riscos da ocorréncia de GVHD
relacionados a etnia apds TCTH ja foram identificados (Oh et al., 2005; Morishima et al.,
2010).

1.6.2 Doencas associadas ao MHC

Genes do MHC ou ligados ao MHC humano apresentam associacdo a diversas
doencas, seja protegendo ou predispondo. Para entender como doencas podem contribuir
para o polimorfismo HLA, é preciso considerar a geracdo da variacdo e a selecdo das
variantes na populacdo (Trowsdale e Knight, 2013). Considerando associacdes de
marcadores do MHC com infeccBes, em muitos casos o fendtipo da doenca ndo é
necessariamente de susceptibilidade, mas pode ser de complicacdo apds uma infec¢do, como
no caso da sindrome do choque da dengue, uma complicacdo da dengue com risco de morte
(Khor et al., 2011). Este tipo de efeito ndo é surpreendente, considerando os complexos

efeitos do MHC sobre as respostas imunoldgicas.
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Estudos de associacdo de todo o genoma (genome-wide association studies — GWAS)
para condi¢cbes autoimunes tem implicado muitos genes e marcadores. Muitas dessas
condicdes estdo associadas com um grupo particular de alelos de Classe | ou I, consistente
com o envolvimento de peptideos especificos, embora em muitos casos ndo sdo relacionadas
com um Unico alelo. Na maioria dos casos €é dificil identificar a ligacdo genética devido
algumas razdes, como: a densidade dos genes no MHC; o grande desequilibrio de ligacéo e;
os efeitos dos multiplos loci HLA, tornando a analise genética no MHC mais problematica
do que em outros cromossomos (Trowsdale e Knight, 2013).

Deve-se considerar, ainda, que condi¢cdes autoimunes sao multifatoriais e envolvem
gatilhos ambientais além das muitas variantes génicas. A esclerose multipla é um bom
exemplo da complexidade de fatores. Esta condicéo esté associada ao HLA-DRB1*1501, e
a susceptibilidade pode aumentar pela pouca exposi¢do a luz solar, resultando em baixos
niveis de vitamina D. Interessantemente, 0s elementos de resposta da vitamina D surgem ao
redor do gene HLA-DRB1. A expressdo de HLA-DR pode ser influenciada pela vitamina D,
ligando assim fatores genéticos e ambientais (Ramagopalan et al., 2009; Handunnetthi et al.,
2010).

A artrite reumatoide, doenca reumatica inflamatoria autoimune, tambem ¢é
desencadeada por fatores genéticos, ambientais e gatilhos autoimunes. Tem herdabilidade
estimada em 60% (van der Helm-van Mil, 2005), enquanto que a contribuicdo do HLA para
herdabilidade tem sido estimada em 11-37% (van der Helm-van Mil, 2005; van der Woude,
2009). Alelos que compartilham epitopos, como HLA-DRB1*01 e HLA-DRB1*04 (du
Montcel et al., 2005), e outros como HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*15 (Kurko et al., 2013)
ja foram associados a susceptibilidade para artrite reumatoide, enquanto que estudos de
GWAS identificaram mais de 30 loci envolvidos com a patogénese dessa doenca (Szodoray
et al., 2010; Kurko et al., 2013).

Sdo exemplos de outras doengas com associacdo HLA estabelecidas: espondilite
anquilosante (HLA-B*27); l0pus eritematoso sistémico e pénfigo vulgar (HLA-
DRB1*0301); colite ulcerativa (HLA-DRB1*1101); psoriase (HLA-C*0602) e; doenca
celiaca (HLA-DQA1*0501, HLA-DQB1*0201) (Trowsdale e Knight, 2013).
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1.7 Estudos de Diversidade Genética no Rio Grande do Sul

Embora saibamos que os humanos sdo muito similares geneticamente, pequenas
variagcbes podem ser importantes. Estas pequenas variacbes levam a muitas diferencas
fenotipicas entre os individuos, tanto dentro como entre diferentes etnias. Estudos a respeito
da diversidade genética humana possuem tanto significado evolutivo como relevancia
médica. No campo da evolucgdo, estes estudos podem ser usados para abordar uma série de
questBes da genética evolutiva, bem como compreender a origem de determinados alelos e
a rota migratdria de determinadas populacGes. Na medicina, estudos acerca da diversidade
genética humana sdo importantes na identificacdo de alelos que possam conferir resisténcia
ou susceptibilidade a determinadas doencas, bem como suas frequéncias de acordo com as

regides geograficas.

Estes estudos podem identificar importantes caracteristicas de alelos raros.
Geralmente, alelos raros e comuns possuem historias populacionais diferentes: alelos
comuns sdo mais antigos e frequentes em quase todas as populacdes; enquanto que alelos
raros sdo provavelmente populacao-especificos, tendo sido originados de efeito fundador
(Frazer et al., 2009). Além disso, estudos de diversidade genética humana podem contribuir
na identificacdo e de desequilibrios de ligacdo entre loci génicos, sendo Util no mapeamento

destes loci que possam estar relacionados a doencas ou outros fenotipos.

Os alelos e haplétipos HLA sdo herdados de ambas as linhagens parentais e estéo
distribuidos em frequéncias diferentes ao redor do globo de acordo com cada etnia. O
namero e a origem dos alelos presentes em cada populacdo podem indicar o grau de mistura
desta populacéo. (Middleton et al., 2000; Williams et al., 2001). O sistema HLA ¢ altamente
informativo em estudos de genética de populacdes, devido ao seu elevado polimorfismo e
ao forte desequilibrio de ligacdo entre loci préximos. Informacdes a respeito da variedade
genética em populacdes humanas podem ser aplicadas para o entendimento dos haplotipos

HLA e suas implicacdes no transplante e terapias relacionadas.

Localizado no extremo sul do Brasil, 0 estado do Rio Grande do Sul é formado por
uma area de aproximadamente 282.000 km? e possui uma populagdo superior a 10 milhdes
de habitantes, com forte influéncia da coloniza¢do europeia. Segundo dados do IBGE de

2010, a populacdo do estado estd constituida etnicamente por 81,4% de brancos, 5,0% de
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negros, 13,3% de pardos e 0,3% de amarelos ou indigenas (IBGE, 2010).

Ate o presente, poucos estudos genéticos foram realizados acerca da diversidade
genética da populagdo do Rio Grande do Sul. Na tabela 2 estdo representados os estudos
realizados nas populagdes do Rio Grande do Sul:

Tabela 2: Ancestralidade geogréfica de populacdes do Rio Grande do Sul

Ancestralidade geografica (%)

Cor da pele (N) DNA Europeia  Amerindia  Africana Referéncia
Branca (190)? Cromossomo Y 99 0 <1 Guerreiro-Junior, 2007
Branca (172)? Mitocondrial 69 21 10 Guerreiro-Junior, 2007
Branca (35)° Cromossomo Y 100 0 0 Marrero et al., 2005
Branca (88)° Mitocondrial 97 3 0 Marrero et al., 2005
Branca (24)° Cromossomo Y 100 0 0 Marrero et al., 2005
Branca (31)¢ Mitocondrial 48 36 16 Marrero et al., 2005
Branca (150)¢ Cromossomo Y 91 5 4 Marrero, 2006
Branca (105)¢ Mitocondrial 37 52 11 Marrero, 2006

a *Bisso-Machado, 2006;
Negra (120) Cromossomo Y 56 6 38 Hinemeier et al., 2007
Negra (109)° Mitocondrial 5 16 79 “Hunemeier, ~2006;

Hinemeier et al., 2007
Mesticos (20)° AutossdmicoeX 70 e 50 20e 30 10e20 Wangetal., 2008

Populagdes: Porto Alegre, ®Serra, “Varias regides, Pampa, °Bagé e Alegrete. *Dados compilados

Os estudos listados na tabela 1 foram realizados em regides especificas do estado, e
com restrito tamanho amostral. Além disso, com excecdo ao estudo de Wang e colaboradores
(2008), todos os demais foram realizados a partir de amostra de DNA mitocondrial ou do

cromossomo Y, e em sua maioria em populacao branca.

Chama bastante a atencdo a miscigenacdo assimétrica das populac6es analisadas no
estudo, sendo notadamente variavel de acordo com a origem do DNA — mitocondrial ou
nuclear (autossémico e sexual). Nos estudos envolvendo DNA mitocondrial, é possivel
observar a ancestralidade geografica amerindia variando de 16 a 52%, enquanto que a
ancestralidade geogréafica africana variou de 10 a 79%. Entretanto, quando apenas o
cromossomo Y foi analisado a ancestralidade geografica amerindia variou de 0 a 6% e a
ancestralidade geografica africana variou de 0 a 38%. Estes resultados ajudam a
compreender a composicdo da populacdo gaucha, formada por colonizadores europeus,

escravos africanos e 0s povos nativos americanos.
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Até junho de 2014, o estado do Rio Grande do Sul contribuiu com 254.274 entre um
total de 3.227.422 doadores em todo o Brasil, representando aproximadamente 8% de toda
amostra do REDOME, enquanto que a populacgéo brasileira era de 191 milhdes de habitantes
em 2010, sendo aproximadamente 10 milhdes no Rio Grande do Sul — cerca de 5% da
populacdo brasileira. Argumenta-se que o Rio Grande do Sul seria menos representativo em
relagdo a variabilidade genética na populacdo doadora de medula 6ssea por apresentar menor
mistura étnica que outros estados do Brasil e, assim, coletas de doadores deveriam ser
estimuladas em regiBes entre populacdes de origem africana, asiatica, européia e amerindia

tivessem tido uma maior miscigenagéo.

Por outro lado, quando se considera a questdo de alelos e hapl6tipos raros, nao se
pode desconsiderar a possibilidade de efeitos estocasticos como o efeito fundador, em que
determinadas variantes genéticas podem estar concentradas em uma pequena regido
geogréfica definida, mesmo sendo muito raro nas populacGes parentais (Buhler e Sanchez-
Mazas, 2011; Buhler et al., 2012). Além disso, apesar da forte influéncia da colonizagéo
europeia no Rio Grande do Sul, no inicio do século XIX aproximadamente 30% da
populacdo do estado era composta por escravos de origem africana. O estado também conta,
ainda que em menor grau, com a contribuicdo da colonizacdo asiatica desde a metade do
século XX (Neto e Bezzi 2008; Neto e Bezzi, 2009).

Com a abordagem aqui proposta sera possivel mapear com precisdo ndo so a
diversidade genética HLA encontrada dentro do Rio Grande do Sul, como também a origem
parental e como a mesma esta distribuida na amostra de interesse (doadores cadastrados no
REDOME). Os doadores cadastrados no REDOME representam potencialmente individuos
oriundos de popula¢cdes com uma historia evolutiva e demografica onde diferentes dinamicas
de mesticagem podem ser detectadas. Considerando que estes processos podem variar de
acordo em cada regido do Brasil, o geo-referencimento destes individuos deve ser visto como
crucial tanto para um maior entendimento da representatividade das amostras de doadores
em relacdo a populacdo brasileira por regido geografica, sendo Util para o desenvolvimento

de uma estratégia eficaz de captacdo de doadores com determinado perfil genético.
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3.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo do perfil HLA da populacdo doadora de medula 6ssea do
Rio Grande do Sul, visando aprimorar a gestdo de transplantes e contribuir para o estudo da
ancestralidade e miscigenacdo da populagéo residente no Rio Grande do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar e analisar a variabilidade alélica e haplotipica de HLA-A, -B e -DRB1

no registro de doadores, considerando os mais e menos frequentes em diferentes regides;

Comparar os dados genéticos de HLA em diferentes regifes do estado, e de acordo

com autodeclaracédo de cor de pele;

Analisar a origem ancestral de alelos e hapldtipos encontrados na amostra realizando

comparagOes com suas populacdes parentais;

Geolocalizar dados de alelos e hapldtipos do registro de doadores de medula 6ssea

do Rio Grande do Sul, bem como dados de doencas autoimunes no estado;

Correlacionar dados de frequéncia alélica de HLA-A, -B e -DRB1 com a ocorréncia

de doencas autoimunes no Rio Grande do Sul.
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Abstract

Human leukocyte antigen (HLA) genes are very informative in population genetics
studies and their variability has been widely used to reconstruct the history of geographic
and/or demographic expansions of human populations. The characterization of HLA
diversity at the population level is also fundamental in clinical studies, particularly
for bone marrow transplantation programs. In this study, we investigated the HLA
molecular variation in Rio Grande do Sul, South Brazil, in order to identify possible
regional differences across this state. More than 97,000 bone marrow donors were
typed at the HLA- A, -B and -DRB1 loci and analyzed by considering two kinds
of subdivisions based on both self-identified ethnicity and place of residence: (a) the
official geographic subdivision defined by the Brazilian Institute of Geography and
Statistics and (b) known information about the colonization history of the state. HLA
allele and haplotype frequencies were estimated and compared among the defined
subgroups. The results indicate a lack of correlation between genetic variation and
geography and thus no clear HLA genetic structure based on geographic criteria. On
the other hand, major differences were observed regarding ethnicity. In addition, local
populations from Rio Grande do Sul were found to be genetically similar to their
corresponding parental European populations from Germany, Italy and Portugal, as
documented by historical data. Overall, this study provides a thorough characterization
of the HLA genetic variation in Rio Grande do Sul and a better understanding of its
demographic history, being most useful for the development of more efficient strategies
in bone marrow donors’ recruitment.
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Resumo

Os genes HLA sdo os mais polimorficos do genoma humano e apresentam frequéncias
alelicas distintas em populacdes de diferentes regides geograficas do mundo, servindo
como marcadores genéticos em estudos de ancestralidade. Além disso, alelos HLA
especificos podem estar associados a diversas doencas autoimunes e infecciosas. O Brasil
possui o terceiro maior banco de doadores de medula 6ssea do mundo, onde constam dados
genéticos dos loci HLA-A, -B e -DRB1. Desde 1991 o Brasil mantém o banco de dados
DATASUS, sistema alimentado com dados epidemioldgicos e de saide de registro
compulsério em todo o Brasil. Neste trabalho realizamos analise espacial e
georeferenciamento de dados genéticos HLA e de doencas autoimunes no Rio Grande do
Sul. Os resultados indicam uma estrutura genética HLA compativel com a historia de
colonizacdo do RS, onde é possivel observar diferenciacdo entre as regibes que sofreram
processo de colonizacao distintos, como as regides sudoeste e metropolitana em relacdo a
regido central e noroeste. Analises espaciais sobre dados de internacdo de doencas
autoimunes foram realizadas, revelando agrupamentos para artrite reumatoide e doenca de
Crohn na regido centro-oriental do estado e agrupamento para esclerose multipla na regido
centro-ocidental. A avaliacdo da correlacdo entre a frequéncia alélica e a ocorréncia de
doencas autoimunes indicou uma correlacdo significativa entre o alelo HLA-B*08 e artrite
reumatoide. O mapeamento genético de populacdes tem grande relevancia econdmica na
formulacdo de campanhas e politicas de satde puablica, contribuindo no planejamento e
ajuste de acdes clinicas, bem como informar e educar profissionais e publico.
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Os genes HLA sdo os mais polimorficos do genoma humano e suas frequéncias
alélicas variam entre populacdes de diferentes regides geogréficas e etnias pelo mundo.
Desse modo, os genes HLA tém sido amplamente usados como marcadores genéticos em
estudos de genética de populacGes e no estudo de expansdes demogréficas de populagdes
humanas. O conhecimento do background e a diversidade genética de uma populacdo é
muito valioso para a medicina e a¢des de politicas publicas. Assim, nossa motivacao
consistiu na caracterizacdo HLA da populacdo galcha visando contribuir no melhor
entendimento da ancestralidade e miscigenacdo da populacéo do Rio Grande do Sul, bem
como na efetividade na gestdo de programas de transplante de medula 6ssea.

No Brasil, a caracterizagcdo étnica da populacdo é realizada por autodeclaracdo
baseada basicamente na cor da pele. O IBGE define cinco categorias de cor para
classificagdo: amarela, branca, indigena, parda e preta. A populacdo brasileira é
caracterizada por sua substancial miscigenacdo, sendo geneticamente composta por
diferentes graus de mistura entre suas populacdes parentais: Europeia, Africana e Nativa
Americana (Sans, 2000; Salzano, 2004). As categorias de cor definidas pelo IBGE
remetem as populacbes parentais, onde a cor branca representa origem europeia, preta
representa origem africana, indigena representa nativos americanos, amarela representa
origem asiatica e cor parda representa a mistura entre populacfes parentais. De acordo
com o censo do IBGE de 2010, baseado em auto percepc¢do de cor de pele, a populacéo
do Rio Grande do Sul é constituida por 81,4% de brancos, 5,0% de negros, 13,3% de
pardos e 0,3% de amarelos ou indigenas (IBGE, 2010).

No primeiro artigo da tese — Self-Assessment of Color Categories and Its
Relationship with HLA Profiling in Brazilian Bone Marrow Donors —, avaliamos a
correspondéncia do perfil HLA dentro e entre grupos étnicos baseado na informacao
genética HLA e na informacdo de autodeclaracdo de cor de pele. A correspondéncia entre
marcadores informativos de ancestralidade (Ancestry Informative Markers, AIMSs) e etnia
(baseada na autopercepcdo de cor de pele) tem sido bastante estudada em populacdes
brasileiras. Diferentes AIMs podem ser empregados neste tipo de estudo, como SNPs
(Leite etal., 2011; Lins et al., 2011; Parra et al., 2003), indels (Parra et al., 2003; Pena et
al., 2011; Cardena et al., 2013), microssatélites forenses (Pimenta et al., 2006) e regido
hipervariavel do DNA mitocondrial (Cardena et al., 2013). De modo geral, estes estudos
apresentam disparidades entre autopercepcdo de etnia e ancestralidade genética em

populagdes brasileiras, indicando que em populacdes altamente miscigenadas a
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autodeclaracdo de etnia baseada em cor de pele ndo é uma ferramenta eficiente para a
caracterizacao da populacdo. Ainda, Cardena e colaboradores (2013) reportam que a etnia
autodeclarada fornece indiretamente importante informacéo cultural e socioeconémica do
individuo. No mesmo sentido, Leite e colaboradores (2011) indicam que o status

socioecondmico estava significantemente associado a cor autodeclarada em seu estudo.

No nosso estudo utilizamos polimorfismos do sistema HLA como marcadores
genéticos, e os resultados obtidos sdo concordantes aos resultados obtidos em estudos
prévios entre autopercepcdo étnica e ancestralidade genética (Parra et al., 2003; Pimenta
et al., 2006; Leite et al., 2011; Lins et al., 2011; Cardena et al., 2013). Devido a
caracteristicas como a alta variabilidade genética e o forte desequilibrio de ligacdo, os
genes HLA tém sido usados como marcadores genéticos em estudos de ancestralidade
(Sanchez-Mazas et al., 2011), e dentre os genes HLA classicos, o locus HLA-A é mais
sensivel a processos demograficos por ser menos propenso a acdo da selegédo
balanceadora (Sanchez-Mazas et al., 2013; Inotai el al., 2015). De acordo com nossos
resultados, o sistema HLA € um melhor indicador de ancestralidade que a auto avaliacéo
baseada em cor de pele. No nosso trabalho utilizamos genes HLA como marcadores de

ancestralidade e incluiu mais de 70 mil individuos nas analises.

Apesar da autopercepcédo de etnia baseada em cor de pele ndo ser uma ferramenta
eficiente para a caracterizacdo da populacdo, as frequéncias alélicas apresentaram
variacdo entre os grupos étnicos. Por outro lado, o haplotipo tipicamente caucasiano
A*01~B*08~DRB1*03 foi detectado em todas as categorias testadas — incluindo os
grupos autoidentificados nas cores preta, parda e amarela, ainda que em menores
frequéncias —, refor¢ando o indicativo da mistura entre grupos da populacdo. Em 2014,
Ruiz-Linares e colaboradores observaram que individuos autodeclarados como pretos
apresentavam cerca de 40% de ancestralidade genética europeia, enquanto que 0s

autodeclarados pardos apresentavam cerca de 70% de ancestralidade genética europeia.

Populagbes miscigenadas podem favorecer o surgimento de novos haplotipos.
Interessantemente, dois haplotipos apresentaram frequéncia mais alta no grupo de cor
parda, categoria que representa a mistura entre etnias, do que nos demais grupos. O
primeiro é o haplétipo A*31~B*39~DRB1*08, que ndo estd descrito nas populacbes
parentais utilizadas no estudo, existindo apenas o registro em outra populacao brasileira
(Castelli et al., 2010). O segundo é o hapldtipo A*02~B*15~DRB1*07, que apresentou

frequéncia no grupo de cor parda muito semelhante a descrita para a populagdo agoriana
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(Spinola et al., 2005). O Rio Grande do Sul tem forte influéncia da colonizagao agoriana
em sua populacdo, principalmente na regido de Porto Alegre, que compde

substancialmente o dataset utilizado neste estudo.

Ainda neste estudo, avaliamos a probabilidade de correspondéncia HLA dentro e
entre 0s grupos autoidentificados como brancos e pretos. Nossos resultados indicaram
que é mais provavel um individuo autodeclarado preto encontrar outro individuo com
HLA correspondente no grupo todo — incluindo brancos e pretos —, do que apenas dentro
do seu grupo. Para o grupo de individuos autodeclarados brancos é mais provavel um
individuo encontrar outro individuo com HLA correspondente dentro do seu grupo do
que considerando o grupo todo. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que,
considerando o sistema HLA, populacbes Europeias sdo menos polimorficas do que
populacdes Africanas (Beatty et al., 1995).

No segundo artigo da tese — The HLA-A, -B and -DRB1 polymorphism in a large
dataset of South Brazil bone marrow donors from Rio Grande do Sul — investigamos a
variacdo molecular HLA no Rio Grande do Sul buscando identificar possiveis diferencas
regionais dentro do estado. InvestigacOes acerca da diversidade genética nos genes HLA
e diferencas genéticas regionais entre populacdes utilizando registros de doadores de
medula éssea tém sido realizadas ao longo do tempo em paises como Franca (Lonjou et
al., 1995), Itdlia (Rendine et al., 1998), Alemanha (Schmidt et al., 2010), Suica (Buhler
et al., 2012), Pol6nia (Schmidt et al., 2013), Canada (Quebec) (Buhler et al., 2015),
Hungria (Inotai et al., 2015), Portugal e Espanha (Peninsula Ibérica) (Romon et al., 2016).
No Brasil, frequéncias alélicas e haplotipicas dos genes HLA ja foram descritas em
algumas regides, como em Pernambuco (Nigam et al., 2004), no Piaui (Carvalho et al.,
2013), em S&o Paulo (Ayo et al., 2015), na cidade de Curitiba-PR (Ruiz et al., 2005) e
comparacdes regionais foram realizadas em um estudo envolvendo amostras de todas as

regides do Brasil (Fabreti-Oliveira et al., 2014).

Estes estudos auxiliam na caracterizacdo genética das populacdes. Lonjou e
colaboradores (1995), por exemplo, demonstraram através da analise de haplétipos dos
genes HLA-A, -B e -DRB1 de doadores de medula 6ssea na Franca, que a regidao da
Provenca é mais diversa haplotipicamente do que a regido da Bretanha. Resultados como
estes podem ajudar a direcionar campanhas de captacao de doadores de medula dssea em
regibes com maior diversidade genética, buscando uma maior representatividade no seu

registro de doadores. De maneira semelhante, Rendine e colaboradores (1998) analisaram
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as frequéncias alélicas dos genes HLA-A e -B do registro de doadores de medula dssea
da Italia. Seus resultados apontam que a Sardenha apresenta uma grande diferenciaco
genética em comparacdo com as outras regides que, por sua vez, também diferenciam-se
entre si, como as regides centro-sul e centro-norte. Os autores sugerem que as regioes
mais ao sul, por apresentar maior heterogeneidade genética, tém maior probabilidade de
contribuir com doadores com fendtipos que ainda ndo estdo presentes no registro de

doadores de medula 6ssea italiano.

Na Alemanha, a avaliacdo da diversidade genética dos genes HLA nas diferentes
regides do pais revelou trés agrupamentos principais: noroeste, leste e sul, sendo a regido
sul a que apresenta maior diversidade genética (Schmidt et al., 2010). Na provincia de
Quebec (Canadd) as analises revelaram que apesar da baixa diversidade genética HLA
encontrada, a variagao genética esta correlacionada com a geografia (Buhler et al., 2015).
Entretanto, nem sempre sdo encontradas grandes diferencas genéticas no sistema HLA de
algumas populagées. Em um estudo realizado na Polonia, por exemplo, as diferengas
encontradas entre as regides foram muito pequenas, ndo sendo suficientes, portanto, para
a recomendacdo de esforcos de recrutamento de doadores em regibes especificas
(Schmidt et al., 2013).

Além de permitir detectar diferencas regionais, esse tipo de estudo permite
também identificar tracos historicos e culturais. No estudo de Buhler e colaboradores
(2012), por exemplo, onde os autores apresentam a diversidade genética HLA na Suica,
foi encontrada uma relacdo genética entre as populacbes concordante com dados
historicos e linguisticos. De maneira semelhante, uma relagdo genética entre provincias
que compartilham um background linguistico em comum foi observado na Peninsula
Ibérica, sugerindo uma influéncia significante da diversidade cultural (linguistica) na
Espanha e em Portugal (Romon et al., 2016). Inotai e colaboradores (2015) realizaram
um estudo de diversidade HLA em uma populacdo de ciganos hingaros e 0s compararam
com outras populacdes ciganas da Europa. Seus resultados indicam que as diferentes
populacdes ciganas europeias compartilham uma origem comum, mas se diferenciaram
geneticamente como consequéncia do efeito fundador e da rapida deriva genética. Ao
analisar a populacdo hungara ndo-cigana, 0s autores encontraram semelhancas a
populacdes geograficamente préximas na Europa Central. Estes resultados enfatizam a
habilidade do polimorfismo HLA em detectar sinais da histéria demografica e do

povoamento humano (Inotai et al., 2015).
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No Brasil, Fabreti-Oliveira e colaboradores (2014) utilizaram amostras de 551
doadores de medula éssea das cinco regiGes do Brasil — Centro-Oeste, Nordeste, Norte,
Sudeste e Sul — em alta resolugéo para HLA-A, -B, -C, -DRB1 e DQB1. Como esperado,
o trabalho indica uma composicdo genética heterogénea da populacdo brasileira, com
frequéncias alélicas e haplotipicas muito distintas entre as regiGes brasileiras. Em
Pernambuco, um trabalho realizado apenas com HLA de Classe | apresentou resultados
condizentes com as evidencias antropoldgicas da origem da populacdo de Pernambuco
(Nigam et al., 2004). Carvalho e colaboradores (2013), ao analisar dados genéticos HLA
no Piaui, também encontraram dados que coincidem com a histéria do povoamento do

estado.

Bortolotto e colaboradores (2011) apresentaram dados referentes a frequéncia de
alelos e haplotipos HLA para a populacdo do Rio Grande do Sul em uma amostra
composta por 5 mil doadores de medula 0ssea oriundos da mesorregido metropolitana de
Porto Alegre. Neste trabalho os autores compararam as frequéncias alélicas encontradas
com frequéncias de outras regides do Brasil, bem como fizeram comparacdes dentro da
propria amostra, dividida em autodeclarados brancos, pardos (mesticos) e pretos. As
frequéncias alélicas e haplotipicas encontradas por Bortolotto e colaboradores (2011) séo
compativeis com as frequéncias encontradas para todo o estado, e também estratificado
em grupos étnicos autodeclarados, no nosso primeiro artigo (capitulo 4 - Self-Assessment
of Color Categories and Its Relationship with HLA Profiling in Brazilian Bone Marrow
Donors) e também com as frequéncias encontradas no segundo artigo na microrregiao de
Porto Alegre (capitulo 5 - The HLA-A, -B and -DRB1 polymorphism in a large dataset of
South Brazil bone marrow donors from Rio Grande do Sul), onde as frequéncias também
foram calculadas de acordo com grupos étnicos baseados em autodeclaracdo de cor de

pele.

Em seu trabalho, Bortolotto e colaboradores (2011) compararam as frequéncias
alélicas dos 10 alelos mais frequentes em cada locus (HLA-A, -B e -DRB1) com amostras
de diferentes regides do Brasil. Na maioria das comparacdes ndo foram encontradas
diferencas significativas. Entretanto, quando as frequéncias alélicas foram comparadas
entre diferentes etnias na mesma amostra, foram encontradas diferencas significativas em
alguns alelos entre brancos vs pretos, mas ndo entre brancos vs pardos e pretos vs pardos.

Similarmente, nossas analises ndo revelaram estrutura regional significante no nosso
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trabalho, mas foi encontrada estrutura quando testados grupos étnicos (capitulo 5,
appendix S6, pagina 89).

Porém, as diferengas ndo sdo téo claras quando realizamos comparacdes Fst par-
a-par em quatro microrregides com tamanho amostral suficiente para autodeclarados
brancos e pretos (Campanha Ocidental, Caxias do Sul, Pelotas e Porto Alegre). As
populagcdes compostas por brancos e pretos de cada microrregido foram reamostradas
1000 vezes em amostras de 100 individuos, e entdo submetidas ao teste de Fsr. Pelotas
foi a regido com maior diferenciagdo entre brancos e pretos (99,7% para HLA-A),
enquanto que Campanha Ocidental e Caxias do Sul (65,5% e 45% para HLA-A,
respectivamente) apresentaram menor diferenciacdo (capitulo 5, table S4, pagina 59). Os
resultados distintos observados quando comparados autodeclarados brancos e pretos de
diferentes regides, como Pelotas e Caxias do Sul, por exemplo, corroboram os achados
publicados no primeiro artigo da tese (capitulo 4), em que a autodeclaracdo baseada em
cor de pele ndo é um bom indicador de ancestralidade. Ainda, HLA-A exibiu maiores
diferencas entre as populacbes compostas por brancos e pretos, seguido de HLA-B e
HLA-DRBL. Este resultado esta de acordo com a proposicdo de que o locus HLA-A é
mais sensivel aos processos demograficos (como a deriva genética) do que 0s outros
genes HLA classicos por ser menos propenso a selecdo balanceadora (capitulo 5, table
S2, pagina 56; Sanchez-Mazas et al., 2013; Inotai et al., 2015).

No nosso trabalho, avaliamos e comparamos a diversidade genética HLA entre as
regibes administrativas do Rio Grande do Sul em uma amostra com mais de 97 mil
individuos. Segundo o IBGE, estado estd subdividido em 7 mesorregibes e 35
microrregides, sendo esta divisdo Gtil na elaboracdo de politicas pablicas. Nossos
resultados ndo indicaram correlacéo entre a variacdo genética HLA e a divisdo regional
oficial do estado. Quando comparada com as populacdes parentais e com dados
historicos, a populacdo rio-grandense apresenta maior similaridade genética com suas
populacdes parentais correspondentes. Por exemplo, regides do sudeste, sudoeste e regido
metropolitana apresentaram maior similaridade com as populacdes parentais portuguesas
incluidas no estudo para comparacdo, enquanto que as regides centrais, nordeste e
noroeste estdo mais proximamente relacionadas com populacdes parentais alemds e
italianas. E importante ressaltar que microrregides do estado possuiam tamanho amostral
bastante desigual, o que poderia afetar os resultados. Assim, foi realizado um processo de

reamostragem com robusta validagdo, a fim de evitar vieses nas comparagdes
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populacionais. A caracterizacdo da diversidade genética HLA no Rio Grande do Sul
apresentada neste trabalho contribui para o entendimento da histéria demogréfica do
estado, bem como pode ser Util para o desenvolvimento de estratégias de recrutamento de
doadores de medula 6ssea mais efetivas.

Finalmente, no terceiro artigo da tese — Anéalise da estrutura genética espacial
HLA e sua correlagdo com doengas autoimunes no Rio Grande do Sul — realizamos
analise espacial e georreferenciamento de dados genéticos HLA e de doencgas autoimunes
no estado. Através da analise de componentes principais sobre as frequéncias alélicas dos
genes HLA-A, -B e -DRBL e da interpolacdo dos pontos amostrados, foi possivel propor
um mapa com a estrutura genética HLA para cada locus no estado. A estrutura
apresentada é muito semelhante aos mapas das regifes culturais do Rio Grande do Sul,
proposto por Neto e Bezzi (2008), onde é possivel diferenciar as diferentes regides de
colonizacéo do estado. Além disso, apresentamos a distribuicdo dos dados de internacao
para doencas autoimunes — artrite reumatoide, esclerose multipla e doenca de Crohn.
Anélises de cluster relevaram regides hot spot para cada doenca incluida no estudo.
Resultados como este podem ser relevantes na acdo de agentes publicos com a finalidade

de investigar e compreender que fatores podem estar contribuindo para este desfecho.

Ainda neste trabalho, realizamos analise de correlacdo entre as frequéncias
alelicas HLA e os dados de internacdo de doencas autoimunes. Sete alelos HLA
apresentaram correlacdo positiva e significativa com as doencas autoimunes testadas,
porém apenas uma correlacdo (HLA-B*08 e RA) manteve significancia estatistica apos
correcdo para multiplos testes. Interessantemente, a correlacéo entre o alelo HLA-B*08 e
um tipo especifico de RA — tipo anticorpos anti-proteinas citrulinadas negativas — ja havia

sido estabelecida por Han e colaboradores (2014).

O uso de informagdes em grandes bancos de dados como o REDOME e o
DATASUS aliado a ferramentas de georreferenciamento pode auxiliar na identificacdo
de marcadores Uteis em genética de populacdes que possam conferir resisténcia ou
susceptibilidade a doencas. O mapeamento genético de populacdes tem grande relevancia
econdmica na formulacdo de campanhas e politicas de saude puablica, e seu uso pode
contribuir para informar e educar profissionais e publico, dar mais poder a tomada de
decisbes em todos os niveis, e auxiliar no planejamento e ajuste de ac@es clinicas e de

custo-efetivas, monitorar e analisar mudancas.
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Nesta pesquisa apresentamos extensivos dados referentes a caracterizacdo HLA
da populacéo rio-grandense levando em consideracéo dados histéricos e geograficos. Os
resultados aqui apresentados podem ter utilidade na otimizacdo de campanhas de
recrutamento de medula 6ssea bem como contribui com o entendimento do contexto
histérico e demogréfico do estado do Rio Grande do Sul. As estratégias e ferramentas
utilizadas nesta pesquisa poderdo servir como base para futuros estudos em outras

populagdes.
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