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Resumo. O MHC é um complexo génico de grande importancia na resposta imunoldgica e
apresenta alto grau de polimorfismo, sendo muito versatil diante dos desafios impostos pelas
infeccdes que afetam os animais de maneira frequente. O MHC-DRBL1 é o gene responsavel por
codificar a cadeia B do MHC de classe Il, que responde a infecgdes intravesiculares e as
apresenta aos linfécitos T CD4. Inumeras doengas autoimunes ja foram ligadas a alelos do
MHC-DRB1. Dado a importancia desse locus génico, procuramos analisar sua evolucdo ao
longo dos primatas e avaliar como o seu desenvolvimento pode contribuir para a apresentacdo

dessas doencas.
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Abstract. MHC is a genetic complex of great importance in immune response and presents a
high degree of polymorphism. It is also very versatile in front of the challenges imposed by the
frequent infections that affect animals. MHC-DBRL is the gene responsible for encoding the
class Il MHC B chain, which responds to intravesicular infections and presents them to CD4 T
lymphocytes. Also, numerous autoimmune diseases have already been linked to MHC-DRB1
alleles. Given the importance of this genetic locus, this project analyses its evolution along the
primates and evaluate how its development could contribute to the presentation of these
diseases.
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INTRODUCAO

O MHC (Major Histocompatibility Complex) é um complexo génico multi-espécie
altamente polimorfico e de expressdo codominante responsavel por codificar uma série de
genes encarregados da resposta imune e importantes na diferenciagdo entre antigenos préprios
e ndo-préprios (GENETICS HOME REFERENCE, 2017).

Esse complexo esta localizado no cromossomo 6 na posic¢ao p21.32 em humanos,

como mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Localizagéo do complexo do MHC em humanos (GENETICS HOME REFERENCE, 2017)

A principal fungdo do MHC esta em apresentar antigenos para as células do sistema
imune (ABBAS et al, 2016). A efetividade de seu mecanismo de reconhecimento repousa sobre
0 seu polimorfismo e sua capacidade de se adaptar de maneira dindmica em resposta as
infeccdes constantes enfrentadas pelos organismos (ALVAREZ-BUSTO et al, 2007).

O MHC-DRB1 ¢ o loci génico do MHC responsavel pela codificacdo da cadeia B da
molécula de MHC de classe 11, responsavel por apresentar antigenos intravesiculares para as
células T CD4 (ABBAS et al, 2016). A polimorfia do MHC Il ocorre na por¢do amino-terminal
da cadeia B (OLIVEIRA et al, 2009). A estrutura da molécula é apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura da molécula de MHC II com a cadeia B codificada pelo MHC-DRB1 (ABBAS et al, 2016)

Estudos j& mostraram correlacdo entre alelos de MHC-DRB1 e o risco de diversas
doencas autoimunes, como diabetes do tipo | (NOBLE et al, 2011; STECK et al, 2011), artrite
reumatdide (STAHL et al, 2010; EYRE et al, 2012; RAYCHAUDHURI et al, 2012), esclerose
maltipla (ALCINA et al, 2012; CREE et al, 2014), entre outras.

O estudo da estrutura de genes imunoldgicos e sua evolugdo pode nos levar a um
entendimento de como as patologias surgiram e caminhos para cura-las, ao se verificar como

esses genes se comportam em diferentes espécies e como as doencas sdo apresentadas.
METODOS E RESULTADOS
CONTEUDO CG

Quanto maior o conteido CG do DNA, mais estavel serd o gene, pois o contetido CG
possui trés ligagdes de hidrogénio, enquanto o conteddo AT possui apenas duas ligagdes, sendo
este 0 mais instavel (ALBERTS et al, 2010). O contetido CG! do gene MHC-DRB1 foi
calculado e este valor é de aproximadamente 8%, mostrando uma grande instabilidade do gene,
contudo, por tratar-se de uma regido polimorfica e de alta incidéncia de mutacdes, o valor
encontrado é coerente com o que € explicitado na literatura.

Na Figura 3 é possivel observar a distribuicdo dos quatro nucleotideos (Figura 3.A) e
dos conteudos CG e AT do gene MHC-DRB1 (Figura 3.B). Observa-se que ha regides

! para o calculo do conteudo CG foi utilizado a DNA/RNA GC Content Calculator, disponivel em:
<http://www.endmemo.com/bio/gc.php>. Acesso: 13 de novembro de 2017.
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especificas de predominio do conteido CG no inicio da sequéncia, indicando a prevaléncia de
regides mais estaveis e ndo codificantes. Percebe-se na Figura 3.B que ha um predominio do

contetido AT em todo gene, o que é equivalente com as informagdes encontradas no NCBI2.
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Figura 3: Distribuicdo dos quatro nucleotideos em (A) e distribuicdo dos conteiidos AT e GC em (B)

ALINHAMENTO DE ORTOLOGOS DO GENE MHC-DRB1

Para o alinhamento foram escolhidos genes ortélogos ao gene MHC-DRBL1 de sete
espécies diferentes do grupo dos primatas (Tabela 1). Em todas as espécies havia a presenca
de inimeros alelos diferentes, no entanto, quando possivel, o alelo DRB1 *03:01 foi escolhido,
por também estar presente no ser humano (DA SILVA, 2010). A Unica excec¢éo foi o primata
gibdo, por ndo haver dados disponiveis do alelo DRB1 *03:01, portanto foi usado o alelo DRB1
*04:01 para o sequenciamento, pelo critério de proximidade com o alelo DRB1 *03:01.

Estes alelos foram escolhidos também por haver excesso de informacéo e uma limitacéo
muito grande no equipamento utilizado para fazer o alinhamento. As sequéncias de aminoacidos
dos alelos foram obtidas no banco de dados IPD MHC NHP
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/nhp/), exclusiva de primatas ndo humanos. A partir destes dados

foram obtidos o alinhamento e a criacdo arvore filogenética. O codigo utilizado tanto para a

2 Informagdes completas podem ser obtidas em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3123>. Acesso: 13 de

novembro de 2017.
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obtencdo dos dados e os graficos do contelido CG, quanto para o alinhamento e a criagdo da
arvore genética estd no Anexo A.

Tabela 1. Relacdo entre espécie, nome comum e alelo escolhido das proteinas DRB1 ort6logas do gene MHC

DRB1

Espécie Nome comum Alelo escolhido
Gorilla gorilla Gorila DRB1*03:01
Pan paniscus Bonobo DRB1*03:01
Pan troglodytes Chimpanzeé DRB1*03:01
Hylobates moloch Gibéo DRB1*04:01
Macaca fascicularis Macaco-cinomolgo DRB1*03:01
Macaca mulatta Macaco Rhesus DRB1*03:01
Chlorocebus sabaeus Macaco-verde DRB1*03:01

O alinhamento multiplo foi obtido através do software MATLAB® e o resultado parcial
deste alinhamento estéa na Figura 4.
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Figura 4: Imagem parcial do alinhamento dos ortélogos do gene MHC-DRB1

A maioria dos métodos de sequéncia maultipla tentam minimizar o numero de
insercdes/delecdes (gaps), para que o alinhamento seja 0 mais compacto possivel. Estes gaps
também sdo muito comuns em sequéncias produzidas recentemente e que sdo pobremente
anotadas, podendo conter frameshifts, dominios errados ou splicing dos éxons ndo homologos.
Este foi 0 caso ocorrido com algumas proteinas dos genes ortélogos ao MHC-DRB1 que foram
escolhidos, pois atualmente o sequenciamento da estrutura DRB1 ainda é pouco acurado
(GROENEWEG, VOORTER & TILANUS, 2015).

DISCUSSAO

PROPOSTA DE FILOGENIA

O estudo da filogenia permite inferir uma relagdo evolutiva entre as espécies a partir de
dados moleculares e morfoldgicos. O alinhamento proposto neste trabalho teve como referéncia
sete genes ortdlogos ao MHC-DRB1 de primatas ndo humanos.

A partir dos alinhamentos dos sete ortologos foi possivel construir a arvore filogenética
que se encontra na Figura 5.
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Figura 5: Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento dos sete ortdlogos utilizados neste trabalho

Analisando a filogenia proposta na Figura 5, percebe-se que ha variagdes conflitantes
com os dados da literatura, como é observado na Figura 6. Enquanto a literatura (Figura 6)
mostra que ha maior proximidade entre os humanos e os grandes simios, os dados obtidos
através do alinhamentos dos ortélogos do gene MHC-DRB1 mostram que hd uma maior
proximidade entre os humanos e 0s macacos do velho mundo, o que ndo €é corroborado pela

literatura.



Plesiadapiformes
{apes, humans)

Homincidea

IMITS)

I Adapiformes

Strepsirrhini

Figura 6: Cladograma dos primatas (adaptado de FLEAGLE, 1999)

O tempo de divergéncia evolutiva dos macacos do Velho Mundo e hominideos foi
calculado em aproximadamente 25 milhGes de anos, enquanto dos grandes simios e dos seres
humanos em aproximadamente 15 milhdes de anos (DOXIADIS et al, 2012). Contudo, o gene
DRB1 é o gene mais polimorfico do locus de classe 1l (BERGSTROM & GYLLENSTEN,
1995) e isto infere diretamente na modificacdo do cladograma e em sua informagé&o conflitante
encontrados a partir do alinhamento proposto neste trabalho.

Sabe-se que se uma espécie ancestral é polimorfica segregando alelos A e B (Figura 7)
e dividindo-se em duas linhagens descendentes, ambos os alelos podem ser retidos nas duas
linhagens filhas. Se uma dessas linhagens se divide novamente relativamente em breve, entéo
todas as trés linhagens de espécies podem carregar ambos os alelos. Com o tempo, cada
linhagem pode perder um ou mais alelos devido a deriva genética ou selecdo natural. Neste
caso, a espécie 1 retém o alelo A e a espécie 3 retém o alelo B. Neste segmento gendmico, a
especie 2 se parecerd mais proximamente relacionada tanto com a espécie 1 ou 3, dependendo
se ird reter o alelo A ou B. A retencdo do alelo B significaria que este segmento genémico é
coerente com a arvore filogenética mais comumente encontrada, no entanto, a retencdo do alelo
A levaria a uma discrepancia. Anélises de sequéncias gendmicas de humanos, chimpanzés e

gorilas indica que uma porc¢éo especifica do genoma néo é coerente com a arvore filogenética



mais comumente encontrada, na qual coloca os chimpanzés mais préximos evolutivamente dos
humanos que os gorilas (ROGERS & GIBBS, 2014).

Species 1 Species 2 Specles 3 Species 1 Species 2 Specles 3
Present

' 9

Past

Figura 7: Separacdo incompleta da linhagem ancestral pode produzir uma discrepancia na arvore filogenética para

um gene ou segmento gendmico especifico (Adaptado de ROGERS & GIBBS, 2014)

A partir desta interpretacdo, pode-se entdo sugerir que o ancestral comum tanto dos
macacos do Velho Mundo quanto dos hominideos, que viveu ha mais de 25 milhGes de anos,
japossuia um alto grau de polimorfismo no locus DRB1, como propomos no cladograma abaixo
(Figura 8).
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Figura 8: Cladograma proposto com o ancestral comum tanto dos macacos do Velho Mundo quanto dos

hominideos.

HIPOTESES DE EVOLUCAO MOLECULAR DO GENE MHC-DRB1

O gene DRB1 apresenta um polimorfismo de extrema importancia para o sistema
imunoldgico, na identificacdo de proteinas e moléculas proprias e ndo proprias, sendo uma
proteina integrante do MCH de classe 11, que ¢ denominada cadeia [ que se liga a outra proteina
funcional denominada cadeia a, formando a proteina funcional chamada heterodimero de
ligacdo ao antigeno relacionado D. O complexo MHC do tipo Il desempenha papel fundamental
no inicio de respostas imunoldgicas contra parasitas intracelulares, virus e na auto-tolerancia a
antigenos proprios (ABBAS et al, 2012). Todavia, inUmeras doencas de carater
imunometabdlicas vém sendo associadas a variantes do gene DRB1 envolvidas em resposta
imunolégicas exacerbadas ou falhas de funcdo por diversos fatores ambientais e de carater
genético.

Durante a evolucdo das espécies, diversos eventos ocorreram como resposta a pressdes
evolutivas internas e pressdes de co-evolugdo que ocasionaram a construcdo de diversos
sistemas imunoldgicos caracteristicos de cada grupo biolégico. O desenvolvimento e
refinamento do sistema imune foi modulado também por co-evolucdo a fatores de restricdo
celular, deriva génica, metabolismo, aumento na complexidade reprodutiva entre outros
(FLAINIK & KASAHRA, 2010).

O sistema imune em mamiferos, segundo estudos na area de genémica, surgiu a cerca
de 500 milhGes de anos em peixes gnatostomados, sendo que esse sistema de defesa apresenta
diversas moléculas, que ndo estdo presentes em peixes agnatos. Este evento foi possivel devido
ao surgimento de um conjunto de genes denominado RAG e ha eventos de duplicacdo do
genoma (Figura 9). Essas descobertas sobre a evolucdo imunoldgica pode ajudar a elucidar
como se sucedeu o surgimento de cada gene do sistema imune e assim identificar possiveis
causas de patologias imunoldgicas, estudando grupos basais e espécies que possuem 0s genes
e apresentam o fenétipo. O estudo da evolugdo imunoldgica é importante também para
identificar anomalias fatais ou ndo para um maior entendimento do curso evolutivo da espécie
estudada, sendo possivel ser vista como uma perspectiva evolutiva mostrando que a anomalia
ndo compromete a sobrevivéncia do individuo (DU PASQUIER, 1992).
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Figura 9: Uma visdo geral da evolugdo do sistema imunolégico. Moléculas restritas aos vertebrados com e sem
mandibula indicados em azul e verde respectivamente. A cor puUrpura indica genes semelhantes ao gene
RAG.1R,2R e 3R indicam eventos onde ocorreu rodadas de duplicagdo do genoma (Adaptado FLAINIK &
KASAHRA, 2010)

O complexo RAG é responsavel pela codificacdo da enzima que desempenha o processo
de rearranjo e recombinacdo de genes de imunoglobulinas e receptores de células linfocitarias,
como de células T no processo de recombinacao de VDJ (ABBAS et al, 2012).

Assim, é evidenciado que o aumento na complexidade gendmica foi uma solucao
encontrada para adquirir mecanismos de protecdo contra infecgbes. O MHC é um dos
mecanismos desenvolvidos pelos vertebrados que Ihe conferem uma barreira defensiva dificil
de ser transpassada, caracterizado pela grande polimorfia, taxas de heterozigose maiores do que
taxas esperadas sobre neutralidade e grande divergéncia nucleotidica (MURPHY et al, 2010).

Os primatas ndo humanos apresentam um sistema imunoldgico muito similar ao sistema
imunologico humano, sendo algumas espécies com mapas genéticos na ordem de 98,7% de
semelhanga com o Homo sapiens (PRUFER et al, 2011). Conforme mostrado, os primatas néo
humanos tém em seu codigo genético genes homdlogos aos dos seres humanos, demonstrando

sua proximidade com ancestrais comuns.
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O gene DRBL esta presente nos primatas de maneira geral, com algumas diferencas em
sua composicdo nucleotidica. Esse gene esta relacionado a diversas doencas de caréter
imunologico que é descrito como um fator importante para patogénese e eventos de intolerancia.
Em diversas patologias relacionadas ao metabolismo insulinico, como na diabetes do tipo 1,
tem por causa inumeros fatores, como infecgBes virais e fatores genéticos, e nos primatas
estudados neste trabalho somente o gibao néo apresenta o fenétipo da doenca. Dai, constata-se
que as diferencas nucleotidicas relacionadas as espécies estudadas, Ihe conferem suscetibilidade
para algumas doencas imunoldgicas e outras nao.

No curso evolutivo, um ancestral comum tinha um gene DBR1-X e através de um
processo de especiacao, devido a mutag¢fes no codigo genético causada por eventos de insercéo,
delecdo ou deslocamento no quadro de leitura, eventos no processo de recombinacdo genética
na fusdo de nucleos ou crosstalk na meiose, eventos de saltos transposodnicos ou infec¢des virais
(RIDLEY, 2006) , deram origem a duas espécies com um gene DBR1-X1 e DBR1-X2. O
individuo com o gene DBR1-X1 sofreu as mesmas pressdes evolutivas e surgiu duas espécies
uma com um gene DBR1-Y e DBR1-Z. O individuo DBR1-Y sofreu pressdes evolutivas e a partir
de eventos de especiacdo surgiram as espécies bonobo e chimpanzé e o individuo DBR1-Z pelo
mesmo mecanismo evolutivo deu origem as espécies Gorila e Gibdo. Consequentemente, o
individuo DBR1-X2 sofreu o processo de especiacdo e deu origem a individuos DBR1-H e
DBR1-M, onde o individuo DBR1-M deu origem a espécie macaco-verde e o individuo DBR1-
H sofreu pressdes evolutivas e surgiram individuos com genes e DBR1-H1 e DBR1-H2. Os
individuos DBR1-H1 deram origem aos hominideos que mais tarde deram origem aos humanos
e os individuos DBR1-H2 pelo mesmo mecanismo evolutivo deram origem as espécies Macaca
mulatta e Macaca fascicularis.

CONCLUSAO

Essa é apenas uma proposta de evolugéo se embasando somente no gene DBR1. Apesar
de muita proximidade genética entre as espécies de primatas, podemos observar que a diversas
doencas imunoldgicas afetam algumas espécies e outras ndo. Provavelmente isso ocorre por
mecanismos de co-evolugdo, pois 0s microrganismos e virus desenvolveram maneiras de evadir
0 sistema imune através de evasinas e mimetismo molecular, mostrando que apesar da
simplicidade genémica, os patdgenos tém estratégias refinadas para garantir a perpetuacéo do

seu material genético e sua sobrevivéncia, e evidenciando a complexidade evolutiva que 0s
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organismos desenvolveram para se proteger dos patégenos. Contudo, mesmo com esse aparato

ainda ocorrem inimeros falhas, que em sua maioria comprometem o sistema imune.
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