Saulo José dos Reis

Andlises Filogenéticas da Regido MHC em Primatas:
Evolucdo do Gene MHC-G

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado como requisito para
cumprimento da disciplina TCC I
(B107016) do curriculo do Curso de
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Santa
Catarina.

Orientadora: Prof? Dr2 Andrea Marrero

Florianopolis
2015



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,através do
Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Reis, Saulo José

Anélises Filogenéticas da Regido MHC em Primatas: Evolucdo do
Gene MHC-G / Saulo José Reis; orientadora, Andrea Marrero -
Floriandpolis, SC, 2015. 57 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacdo) - Universidade
Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas.
Graduacéo em Ciéncias Bioldgicas.

Inclui referéncias
1. Ciéncias Bioldgicas. 2. Genética. 3. Andlise Filogenética. 4.

MHC-G. 5. Evolugdo. I. Marrero, Andrea. Il. Universidade Federal
de Santa Catarina. Graduacéo em Ciéncias Bioldgicas. I1l. Titulo.




Saulo José dos Reis

Anélises Filogenéticas da Regido MHC em Primatas:
Evolucdo do Gene MHC-G

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado para
o cumprimento da disciplina TCCII (BIO7016)e aprovado em sua forma
final pelo Banca Examinadora.

Floriandpolis, 19 de junho de 2015.

Prof® Dr® Maria Risoleta F. Marques
Coordenadora do Curso de Ciéncias Bioldgicas

Banca Examinadora:

Prof2 Dr2 Andrea Rita Marrero Leili Daiane Hausmann
Orientadora UFSC
UFSC
Profe Dr2 Yara C. N. Muniz Msc. Ticiana D.J. Farias

UFSC UFPR






Dedico esse trabalho aos meus pais
que sempre me apoiaram e estiveram
presentes em todos 0s momentos.






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Universidade Federal de Santa
Catarina, seu corpo docente, direcdo, administracdo e demais
funcionarios que me oportunizaram a toda uma construcdo de
conhecimento cientifica e pessoal que vou carregar comigo por toda
minha vida e agora faz parte de mim.

Agradeco também a minha orientadora Prof® Dr* Andrea Rita
Marrero, pelo suporte e disponibilizacdo de seu tempo para correcdes,
incentivos, sugestdes, auxilio e paciéncia comigo, acredito que mais que
uma professora ganhei uma grande amiga.

Aos membros da banca pela participacdo da avaliacdo desse
trabalho; a todos seus apontamento e sugestdes que auxiliaram ndo
apenas na melhoria deste, como também na minha formacéo.

Sou muito grato aos meus pais, por estarem sempre presentes
para 0 que eu precisasse, incentivo, apoio, sugestdes, conselhos e nunca
me deixaram faltar nada. Ao meu irmdo por simplesmente ser meu
irmédo e meu amigo. Um obrigado a todos da minha familia que sabiam
da realizacdo desse trabalho e em qualquer momento pensaram em mim.

Obrigado aos meus amigos e amigas que me ajudaram e sempre
se lembram de mim. Em especial aos meus amigos e amigas da
faculdade, Alviani Kunzler, Ana Paula Correia, Antonio Lourenco,
Bruna Freitas, Dionia Dorneles, Gabriel Delapedra, Mariana Freitas e
Rafael Meurer, sem vocés esse curso nao teria sido 0 mesmo!

Agradeco a minha namorada Daniela Polla, por ser a melhor
namorada do mundo e me dar todo suporte e carinho que precisei!!

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha

formagéo, 0 meu muito obrigado.






“As vezes sinto arrepios por todo 0 meu
corpo, e pergunto-me se nao me dediquei a
uma fantasia”

(Charles Darwin, 1887)






RESUMO

Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
representam uma importante contribuicdo evolutiva e estdo relacionados
a imunidade em vertebrados. A analise da variabilidade de homologos
da regido MHC-G em primatas contribui para a compreensdo das
diferentes forgas evolutivas as quais 0 gene esta submetido. Visando a
compreensdo dos padrfes de diversidade deste gene no intuito de
construir relagGes filogenéticas intra e interespecificas, o presente estudo
é constituido por duas etapas, 1) revisdo bibliogréafica inserindo termos
isolados e combinados entre si para selecionar e refinar as buscas; e 2)
andlise filogenética hierarquica, a partir de sequéncias previamente
publicadas para primatas humanos e ndo humanos. Foram obtidas 351
sequéncias de MHC-G para 17 espécies de diferentes familias
(Hominidae, Cercopithecidae, Cebidae, Atelidae e Pithecidae) que
foram alinhadas com programa BioEdit. Destas, 108 puderam ser
utilizadas para construir uma relacéo filogenética utilizando o método de
Neighbor Joining a partir das distancias evolutivas do modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura-dois-parametros. Verificou-se uma
clara divisdo entre as parvordens Platyrrhini e Catarrhini, e dentro de
cada cluster foi evidente o agrupamento das diferentes familias. Apesar
do papel bem descrito de genes do MHC como marcadores de
divergéncia alélica e distancia entre espécies, os resultados obtidos ndo
puderam esclarecer alguns pontos da topologia da &rvore, o que
provavelmente esta associado ao baixo ndmero de espécimes

representados para cada espécie, e ndo ao gene em si.

Palavras-chave: MHC-G; Catarrhini; Platyrrhini; Filogenia.






ABSTRACT

The Major Histocompatibility Complex (MHC) genes play role as an
important evolutionary contribution and are related to immunity in
vertebrates. The analysis of variability MHC-G region in primates
contribute to understanding the different evolutionary forces to which
the gene is subjected. To understand the diversity patterns of this gene in
order to build intra- and interspecific phylogenetic relationships, this
study consists of two steps: 1) literature review by entering terms
isolated and combined to select and refine searches; and 2) hierarchical
phylogenetic analysis, based on previously published sequences for
human and non-human primates. 351 sequences were obtained MHC-G
for 17 species of different families (Hominidae, Cercopithecidae,
Cebidae, Atelidae and Pithecidae) that were aligned with BioEdit
software. Of these, 108 were used to build phylogenetic relationships
using the Neighbor Joining method of evolutionary distances from the
nucleotide substitution model “Kimura two-parameter”. There was a
clear division between Platyrrhini and Catarrhini parvorders, and within
each cluster was clear grouping of different families. Despite the well-
described role of MHC genes as allelic divergence markers and distance
between species, the results could not clarify some points of the tree
topology, which is probably related to the low number of specimens for

each species represented, not the gene itself.

Keywords: MHC-G; Catarrhini; Platyrrhini; Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

O projeto do genoma humano revolucionou diversas areas de estudo,
tais como bioldgicas, médicas, tecnolégicas, entre outras. Muitos destes
avangos também envolvem um contexto evolutivo na interpretacdo e
construcdo, através dessas descobertas, de hierarquias filogenéticas nas
espécies de primatas em nivel molecular.

Com o sequénciamento do genoma completo de diversas espécies de
primatas, novas analises e interpretacfes (além de uma adaptacdo) sobre
a evolucdo do genoma humano foi iminente, auxiliando entre outras
areas, nos avancos biomédicos e novas descobertas taxondmicas
(Perelman et al., 2011). Goodman (et al., 1998) e Wilson e Reeder
(2005) defendem que cerca de 68 géneros de primatas possuem um
ancestral comum durante o periodo Cretaceo/ Paleoceno (80 a 90
milhGes de anos atras). O nimero de espécies em primatas € um pouco
controverso, estando numa faixa entre 261 a 377 (Goodman et al., 1998;
Groves, 2001; Wilson e Reeder, 2005). Em 2011, Perelman e
colaboradores publicaram uma extensa andlise utilizando 186 espécies
de primatas representativos dos géneros descritos e reconstruiram as
relagdes filogenéticas com base em analises de marcadores uniparentais
(cromossomo Y e mtDNA) e marcadores biparentais (54 regides génicas
autossdmicas) e apresentaram a mais conclusiva arvore de relacdo
evolutiva entre as espécies de primatas atuais, totalizando 70 géneros.

Na expansdo do Periodo Eoceno, teve-se a formagéo das principais
linhagens existentes dos grupos de primatas (Perelman et al., 2011),
Strepsirrhini:  Lorisiformes,  Chiromyiformes e  Lemuriformes;
Haplorrhini: Tarsiiformes e Simiiformes; Simiiformes onde estdo as

parvordens de Platyrrhini, Macacos do Novo Mundo e de Catarrinos,
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que inclui os Macacos do Velho Mundo,humanos, grandes macacos e

gibdes) (Figura 1).
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Figura 1 - Filogenia molecular da ordem dos Primatas. Entre parénteses estdo
representados 0 nimero de espécies ou géneros utilizados, seguido pelo nimero
de espécies ou géneros descritos. Os boxes indicam os géneros nos quais pelo
menos uma espécie teve 0 genoma completo sequenciado (Perelman et al.,
2011).
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1.1 SOBRE ANTROPOIDES MODERNOS E SUA FILOGENIA

Os Catarrhini (macacos do Velho Mundo) sdo primatas de aspectos
semelhantes aos humanos, também chamados de antropoides modernos.
Apresentam narinas voltadas para frente e para baixo; uma abertura
6ssea nasal no cranio pequena, cauda geralmente curta ou ausente (sem
evolucdo de cauda pénsil). Os registros mais antigos estdo no Mioceno
(Periodo Terciario), mas é importante ressaltar que ao final do Mioceno
e no inicio do Plioceno houve uma importante redugdo da diversidade de
simios generalizados e suas formas semelhantes. A radiacdo dos
primatas é mais derivada (de modo geral) e mais bem sucedida quando
comparada em variedade de espécies (Pough et al., 2008; Fleagle, 2013).

Mesmo tendo dentes mais especializados a herbivoria, os Catarrhini
sdo onivoros: alimentam-se de frutos, flores e sementes, mas insetos e
pequenos vertebrados estdo incluidos na dieta. Apresentam algumas
especializagbes do aparelho digestorio (necessitam de um aparelho
digestivo de maior comprimento para que as fibras vegetais possam ser
digeridas) (Marques, 2006).

A parvordem Catarrhini inclui as familias Cercopithecidae
(babuinos, mandris e rhesus entre outros), Hylobatidae (gibdes) e a mais
conhecida familia Hominidae, onde estdo o orangotango, gorila,
chimpanzé/ bonobos e os hominideos, sendo destes ultimos Homo
sapiens a Unica espécie vivente. A figura 2, obtida de Perelman et al.,
2011, apresenta a relagdo filogenética de Catarrinos, definida por

diversos marcadores moleculares.
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Figura 2 - Relag8o filogenética entre os primatas da parvordem Catarrhini. Os
nlmeros entre parénteses representam o nimero de géneros incluidos, seguidos
pelo total de géneros descritos espécies. Os boxes indicam géneros onde pelo
menos uma espécie teve 0 genoma completo sequenciado (adaptada de
Perelman et al., 2011).

Os Platyrrhini (macacos do Novo Mundo) tiveram seus primeiros
registros na época do Oligoceno como uma radiacdo exclusiva do
chamado Novo Mundo — América do Sul. Possivelmente deixaram o
continente africano através do Oceano Atlantico. Os Platyrrhini séo
evolutivamente mais basais que os Catarrhini; um exemplo disso € a
presenca de trés pré-molares de cada lado da mandibula dos Platyrrhini
enquanto os Catarrhini apresentam apenas dois pré-molares. Os grupos

também diferem em algumas caracteristicas cranianas, em especial na
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regido da orelha e a abertura éssea nasal comentada anteriormente
(Poughet al., 2008).

Os Platyrrhini podem ser divididos em trés familias: Atelidae
(conseguem ficar suspensos pela cauda por um modo de locomocéo
arbdrea bastante especializada), Pitheciidae (apresentam especializagfes
dentarias para processar frutas e sementes) e Cebidae (unhas na forma
de garras em todos os dedos, exceto polegar). A figura 3 apresenta a
relacdo filogenética de Catarrinos, definida por diversos marcadores

moleculares (Fleagle, 2013).
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Figura 3 - Relacdo filogenética entre os primatas da parvordem Platyrrhini. Os
nlmeros entre parénteses representam o nimero de géneros incluidos, seguidos
pelo total de géneros descritos espécies. Em destaque no boxe o género com a
Unica espécie de platirrinos com genoma completo sequénciado (adaptada de
Perelman et al., 2011).

Alguns exemplos popularmente identificados de Platirrinos sdo os
Saguis (Callithrix), Mico Ledo Dourado (Leontopithecus), Macaco da
noite (Aotus), Macaco de Cheiro (Saimiri), Macaco barrigudo
(Lagothrix), Macaco Aranha (Ateles), Bugio (Alouatta) e Macaco Prego
(Cebus).
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Uma vez que a nomenclatura bioldgica visa possibilitar a indexacao
das informacBes sobre organismos, revisdes importantes sdo
periodicamente realizadas também nos géneros/ familias de primatas.
Uma das mais recentes mudou o género de uma espécie bastante
conhecida — 0 macaco prego — de Cebus para Sapajus (Guimardes,
2012).

O grupo dos Cebideos tem registros em diferentes Biomas
Brasileiros (Amazénia, Cerrado, Caatinga e em toda a Mata Atlantica);
existindo evidéncias do grupo até a Argentina. Sdo bastante singulares,
variando em forma, tamanho, cor, comportamento e até preferéncias
alimentares. Possuem um sistema social com alta complexidade e séo
capazes de usar ferramentas simples, algo bastante incomum entre 0s
primatas (Guimaraes, 2012).

Mesmo com essas grandes variagdes entre espécies, 0 macaco-prego
e caiararas eram classificados no mesmo género, Cebus, sendo a maioria
dos registros cientificos com o nome Cebus apella (Guimarées, 2012).
Considerando que a taxonomia desses primatas seguia o trabalho de
naturalistas e com base das novas tecnologias moleculares, sugeriu-se
uma nova classificagdo, com intuito de reorganizacdo do grupo em
questdo (Alfaro et al., 2012).

Com essa reorganizacdo foram propostos dois grupos, a partir do
género Cebus, um mantendo a mesma nomenclatura para os caiararas,
primatas mais esguios e com ampla distribuicdo na Amazobnia para o
sentido norte, sugerindo um novo grupo (Sapajus) para 0S macacos-
prego, que sd80 mais robustos e muitas vezes caracterizados por
apresentarem um topete na cabeca, presentes na Amazoénia para o sul
(Guimarées, 2012).
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Por meio de analises genéticas, essa divisdo ampliou-se, mostrando
gue Cebus e Sapajus apresentam diferencas a ponto de serem
considerados géneros distintos mesmo possuindo caracteristicas visuais
parecidas (Guimardes, 2012). Estudos mostram que as duas linhagens
dividem-se filogeneticamente ha cerca de 6 milhGes de anos (mesmo
tempo do surgimento de chimpanzés e humanos por um ancestral
comum) (Alfaro et al., 2012).

A formacdo do rio Amazonas pode ser responsavel pela
separacdo norte-sul que criou uma divergéncia nos primatas que ali
viviam, ramificando o grupo que deu origem a Cebus e a Sapajus. A
cerca de 2 milhdes de anos, os macacos que faziam parte do grupo mais
robusto dessa ramificacdo (Sapajus) espalharam-se pela mata atlantica
sem deixar vestigios ancestrais. A ocupacdo da costa brasileira foi
rapida; ha cerca de 700 mil anos essa expansdo alcangava uma pequena
parte da regido norte do Brasil (no cerrado) e toda regido sul, chegando
até a Argentina. Ha cerca de 400 mil anos o grupo dos Sapajus voltou
para Amazodnia, onde teve seu primeiro contato com o grupo dos Cebus,
mais frequente pela regido norte, em torno dos Andes, e chegado a

América Central (Guimardes, 2012).
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1.2. GENOMICA COMPARATIVA DE PRIMATAS

O objetivo principal de estudar genomas completos de primatas esta
essencialmente relacionado a observacdo e interpretacdo das anotacGes
genéticas que surgiram desde a separacdo dos grupos ha cerca de 70 mil
anos. Estas diferencas sdo responsaveis, ao longo dos anos, pelas
mudancas e divergéncias e produzem tracos Unicos entre espécies. Com
0 passar do tempo, tais modificagdes podem trazer mudancas
morfolédgicas fenotipicas, como o surgimento de regides reguladoras
envolvendo pequeno nimero de bases de DNA, ou ainda rearranjos
gendmicos em larga escala (Rogers e Gibbs, 2014).

Por outro lado, a percepcdo da conservacdo de regifes inter e extra
génicas relacionam conclusbes de pressao seletiva sobre o genoma e
podem elucidar questionamentos sobre o delineamento de genes ao
longo da evolugdo das espécies. Conjuntos gendmicos de grandes
primatas fornecem notaveis informacdes sobre origens evolutivas destas
espécies e também dos processos envolvidos na formacdo do genoma
humano, considerando diferenga e semelhancgas que séo utilizadas como
modelo para investigacdo relacionada a genes (Enard et al., 2010).

Apos a finalizago do Projeto Genoma Humano,uma diversidadede
conhecimentos sobre a variabilidade genética humana surgiu na
comunidade cientifica especializada. A partir de tais resultados e de
outros que sucederam, foi possivel utilizar dados de diferentes regifes
do genoma para fazer inferéncias robustas sobre a histéria demogréfica
humana comparando com a de outros primatas (Voight et al., 2005;
Fagundes et al., 2007) e determinar a estrutura genética das populagdes
a partir de um grande nimero de polimorfismos representativos do
genoma (Li et al., 2008).
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Trés critérios principais foram considerados para definir a ordem de
sequénciamento de primatas ndo humanos: a posicao filogenética com
relacio a humanos, a utilidade de identificacdo de elementos
regulatérios primata-especificos e a relevancia biomédica onde os outros
dois critérios tivessem empate. Desta forma, o primeiro grande primata a
ter o genoma sequénciado foi o chimpanzé (Pan troglodytes) em 2005
(The Chimpanzee Sequencing and Anaysis Consortium, 2005), seguido
do macaco rhesus (Macaca mulatta) em 2007 (Gibbs et al., 2007).
Ambos genomas foram analisados utilizando exclusivamente o método
de sequénciamento de Sanger (que foca na sintese de cadeias a partir de
um fragmento de DNA).

No ano de 2011 foi publicada uma série de sequénciamentos de
genomas completos, foram eles: Orangotango (Pongo abelii) (Locke et
al., 2011), Macaco rhesus chinés e indiano (M. mulatta) (Fawcett et al.,
2011; Fanget al., 2011), Macaco cinomolgosdo Vietnd (Macaca
fascicularis) (Yan et al., 2011), Iémure rato (Microcebus murinus)
(Lindblad-Toh et al., 2011), "Bushbaby" (Otolemurgarnettii) (Lindblad-
Toh et al., 2011), tarso (Tarsiussyrichta) (Lindblad-Toh et al., 2011).

A evolugdo estrutural do genoma do orangotango tem acontecido
muito mais lentamente do que outros grandes macacos. Esta concluséao é
evidenciada por menos rearranjos genéticos, menor taxa de duplicagdo,
segmentacdo e taxa mais baixa de familias génicas (Locke et al., 2011).
A comparacdo do genoma completo de chimpanzés com de macaco
rhesus (tanto indiano quanto chinés) revela que ambos mantém
heterogeneidade genética bastante alta. Padrbes de divergéncia genética
sugerem que o genoma do Macaco cinomolgos do Vietna pode ter sido

moldado ap6s hibridacdo com o macaco rhesus chinés (Yan et al.,
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2011). Com a comparagdo dos genomas relacionados, Lindblad-Toh e
colaboradores (2011) apresentaram o |émure rato ("Bushbaby") e o
tarso, mostrando sobreposi¢cdo com variantes associados a doencas, 0
gue pode apontar direcBes importantes nos estudos da biologia humana,
da saude e da doenga.

Em 2012, com o sequénciamento do genoma de Bonobo (Pan
paniscus) e a analise comparativa deste com outros primatas, verificou-
se que ao comparar chimpanzés, bonobos e humanos, a proximidade
filogenética entre os dois Gltimos é 3% maior que entre humanos e
chimpanzés (Prufer et al., 2012). O autor conclui que isso pode elucidar
a base genética de fendtipos que os seres humanos compartilham com
outros primatas.

Os gorilas (Gorilla gorilla) sdo parentes vivos mais proximos dos
seres humanos apés chimpanzés. Scally e colaboradores (2012) mostram
indicativos que, considerando cerca de 30% do genoma humano e
fazendo uma comparacéo filogenética com gorila, chimpanzé e humano,
os gorilas estariam geneticamente mais proximos de humanos do que
chimpazés. O sequénciamento do genoma destes e futuras analises
promovera uma melhor compreensdo de grandes macacos, biologia e
evolucao.

Apos o0 sequénciamento do genoma completo do aye-aye, feita em
2012 por Perry e colaboradores, foram comparados dados com outros
guatro genomas de primatas (humanos, chimpanzés, orangotangos e
macaco rhesus) e observou-se uma taxa de substituicdo relativamente
lenta na linhagem aye-aye quando comparada com estes primatas. Parte

da explicacdo pode ser dada pelo padrdo de vida do aye-aye, como
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desmame e reproducao tardios em relacdo a outros 1émures (Perry et al.,
2012).

O macaco cinomolgo da Malasia (Macaca fascicularis) teve seu
genoma completo sequénciado em 2012. Como resultados deste
sequénciamento, verificou-se que ele tém alta diversidade genética e
genes do macaco rhesus intimamente relacionados (Macaca mulatta). A
comparacdo de dois cinomolgos (da Malasia e do Vietnd) e dois rhesus
(da india e da China) sugere que os cinomolgos da China foram mais
afetados por introgressdo de genes de macacos rhesus, isso pode auxiliar
em encontrar diferencas genéticas que séo responsaveis pela diversidade
fenotipica em macacos (Higashino et al., 2012).

Em 2014 teve-se o sequénciamento do genoma mitocondrial
completo do primeiro primata do novo mundo,o Sagui-do-Tufo-Branco
(Callithrix jacchus), os dados foram depositadas no banco de dados
GenBank com o nimero de acesso de KM588314. Esta sequéncia
mitocondrial relatada pode ser vista como um novo recurso genético
para o género Callithrix, sendo Util para estudos comparativos de
genomas em primatas (Wang et al., 2014). Em 2014 foi apresentado
também o sequénciamento de genoma completo do Callithrix jacchus.
As comparacOes desse genoma com 0s genomas dos macacos do velho
mundo (Catarrhini) disponiveis, identificaram aspectos antes néo
detectados na evolugdo génica, incluindo uma porcédo significativa de
segmentos conservados que anteriormente ndo estava devidamente
identificada. O genoma exibe uma série de caracteristicas Unicas, tais
como mudangas na expressao de microRNAs (expressos na placenta) e
alteracdes em genes codificadores de proteinas envolvidas na fisiologia

reprodutiva, que podem estar relacionados a formacdo de gémeos ou
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quimerismo bastante comum na espécie (The Marmoset Genome
Sequencing and Analysis Consortium, 2014).

A partir das informacGes obtidas com estes grandes projetos de
sequénciamento foi desenvolvido um importante poder de anotacdo
gendmica em cada uma e entre as espécies analisadas, revelando
elementos que foram alterados na evolucdo das mesmas. A comparacao
entre as diferentes espécies de grandes primatas tem sido um extenuante
exercicio de interpretacdo da variagdo versus conservagdo. Em breve
outros primatas terdo seus genomas completos sequénciados e esta
podera ser a chave para o refinamento das interpretacbes e hipdteses
evolutivas.

Embora seja uma especie extinta, foi muito importante o
sequénciamento do genoma completo de Homo neanderthalensis. E
possivel inferir que existiam relacionamentos de consanguinidade na
espécie e 0 cruzamento entre parentes proximos era comum entre Seus
antepassados. Recentemente considerado filogeneticamente diferente de
H. sapiens e H. neanderthal, Denisova ficou conhecido por ter o
genoma completamente sequénciado, ainda que por falta de informacGes
morfoldgicas ndo tenha sido possivel descrever a espécie. Uma andlise
historica das relagbes da populacdo mostra que varios eventos de fluxo
génico ocorreram entre os Homo neanderthal, Denisovae humanos
modernos, incluindo possivelmente o fluxo génico em Denisovanos de
um grupo arcaico desconhecido. Desta maneira, cruzamentos, embora
poucos ocorreram entre muitos grupos de hominideos no final do
Pleistoceno. Além disso, o genoma de H. neanderthal nos permite

estabelecer uma lista definitiva de substituicGes fixadas em seres


http://www.avph.com.br/homodenisovensis.htm
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humanos modernos ap6s sua separacdo dos ancestrais Homo

neanderthale Denisova (Priifer et al., 2014).
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1.3 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do
inglés Major Histocompatibility Complex) apresentam uma série de
detalhes que chamam a atenc¢do para estudos de adaptacdo e selegdo em
espécies, uma vez que a quantidade de informagdes presentes nesses
genes traz uma gama de informacGes, podendo assim fazer analises
comparativas em individuos diferentes de uma mesma espécie ou
analises comparativas em grupos diferentes (Bernatchez e Landry,
2003).

O MHC foi descrito pela primeira vez em 1936 a partir de
camundongos em estudos relacionados a transplante de tecido.
Caracterizando as primeiras moléculas como antigenos polimérficos de
superficie celular (codificadas pelo locus H-2), alguns dos resultados
disso constituiram a barreira imunoldgica, e com isso, 0 sucesso dos
transplantes dependeria da similaridade doador/ receptor H-2 para
antigenos chamados "antigenos de histocompatibilidade”. Apds esses
estudos, complexos génicos similares foram descritos em espécies de
mamiferos, mostrando resultados muito préoximos, codificando produtos
moleculares da resposta imune (Hunham et al., 1987; Christiansen et
al.,1993; Croua-Roy et al., 1994).

Localizado no cromossomo humano 6, sdo encontradas trés
diferentes regides do MHC (figura 4) nomeadas como: Classe I, Classe
Il e Classe Il (Pirri, 2006). Considerando que genes de mesma regiao
do MHC podem receber diferentes nomenclaturas dependendo do grupo
de estudo em questdo, HLA — humanos, Patr — chimpanzé, DLA —
cachorros, B — galinha, RT1 — ratos, H-2 - camundongos, Mamu —

macacos rhesus, Caja — Callithrix jacchus, FLA — gatos,
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(https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/) apenas para citar alguns exemplos, a
descricdo a seguir serd exemplificada tendo como exemplo a regido do
MHC humano (HLA).

Os genes Classe | sdo localizados na regido mais telomérica do
sistema HLA e possuem varios éxons (com introns intercalados), que
formam a cadeia polipeptidica dos receptores glicoprotéicos (presente na
membrana de células nucleadas ou em formas soldveis), constituidos por
uma regido extracelular de ligaco a antigenos, um segmento

citoplasmatico e uma regido transmembranar (Malissen et al., 1982).

Cromossomo 6 ;

}H%HHIH%H'!<I-+-Z+-H-}Z~§HH)—)WH%*H—’H—"’&HMMHMKM%W%HHWM-@HI

l Lo

Classelll Classellll Classe |

Figura 4 — Mapa genémico do MHC Humano (HLA), identificando as
diferentes regides génicas (mostrando a posi¢do no cromossomo 6 e 0s genes
dentro dos loci (Fonte: http://www.iayork.com/Images/XPlasMap/HLA.PNG).

A regido de Classe Il apresenta uma organizacdo mais complexa,
onde as moléculas ali presentes sdo codificadas por diferentes loci e
mapeados na regido HLA do MHC; isso resulta em uma grande
variabilidade estrutural para essas moléculas, exibindo uma distribuicéo
restrita apenas em células endoteliais de vénulas ou capilares, linfocitos

B, macréfagos e mondcitos (Pirri, 2006).
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A regido de Classe Il esta entre as regiGes e Classe | e Classe lI,
apresenta 59 genes. Possui densidade génica maior do que quando
comparada as outras regides do MHC. Foram definidos alguns genes
gue atuam no processo de ativacdo do sistema complemento (Bf, C2,
C4A, C4B), envolvidos com citocinas e genes atuantes para
susceptibilidade a doencas (Doenca de Graves, Doenca de Crohn, e
outras) (Matsuzaka et al., 2001).

O HLA-G é um gene de classe | e apresenta 8 éxons e 7 introns em
sua extensdo. Nos éxons 2 e 3 sdo encontrados os polimorfismos que
codificam para as estruturas moleculares onde ha um sitio de ligacéo
para os antigenos (Malissen et al., 1982). E possivel a formacao de sete
isoformas de proteinas provindas do processamento alternativo apés a
transcricdo do mRNA, quatro delas ligados a membrana (HLA-G1, G2,
G3, G4) e trés soluveis (G5, G6, G7), isso resulta numa variacdo na
funcionalidade de nucleotideos das regies reguladoras, ocasionando
expressdo diferencial desse locus (Castelli et al., 2011).

No gene HLA-G existem algumas peculiaridades que o distinguem
dos outros genes de classe I. Tendo uma estrutura molecular
diferenciada, proporciona uma apresentagdo do antigeno mais restrita, o
gue permite uma modulacéo celular do sistema imune (células NK, entre
outras), pode também, funcionar como uma molécula tolerogénica e
imunossupressora (Donadi et al, 2011).

Com funcéo fisioldgica na participacdo da tolerancia entre células
maternas e fetais no contexto placentario (Yao et al., 2005), o HLA-G
esta envolvido na etiopatologia de diversas doencas; em primatas
humanos existe uma forte presenca imunoldgica em infeccdes virais

(citomegalovirus, HIV, hepatite B/C), incompatibilidade ou rejeicdo de
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6rgdos em transplantes, neoplasias e doengas autoimunes (esclerose
sistémica/multipla, artrite reumatoide, diabetes mellitus do tipo I e lUpus
eritematososistémico) (Carosella et al., 2008).

Por apresentar regulacdo da resposta imune, associacdo na inibicao
de células T e funcdo citoldgica das células NK, inibicdo da proliferacéo
de células T alogénicas, 0 HLA-G tem sido associado com o resultado
(rejeicdo) de aloenxertos e doencas autoimunes (também doencas
infecciosas ou de desordens malignas) (Castelli et al., 2011).

Em processos de transplantes, por sua ativacdo e expressdo, acaba
suprimindo a modulagéo da resposta imune, gerando assim, uma melhor
aceitacdo a enxertos, com isso, tem-se um melhor controle a rejei¢fes
agudas e/ou cronicas, e um auxilio na protecdo de processos
inflamatdrios (Lila et al., 2000; Lila et al., 2002).

A andlise da variabilidade de homélogos da regido MHC-G em
primatas contribui para a compreensdo das diferentes forcas evolutivas
as quais o gene esta submetido. No momento, poucos dados na literatura
estdo disponiveis acerca da variabilidade deste gene para primatas do
velho mundo (chimpanzés, gorila e orangotango) e apenas uma espécie
(C. jacchus) dos 16 géneros de primatas neotropicais teve seu genoma
sequénciado. Os poucos dados disponiveis contrastam com dados sobre
a variabilidade dessas regi6es em humanos (Kono et al., 2014).

Diante do exposto anteriormente, pode-se dizer que os resultados
obtidos na investigacdo proposta neste trabalho permitirdo a melhor
compreensdo dos padrdes de diversidade do gene MHC-G, visando a
inclusdo desses resultados em consistentes estudos de relagdes
filogenéticas entre individuos de uma mesma espécie ou entre grupos de

espécies distintas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL.:

Construir a relacdo filogenética do gene MHC-G em primatas
humanos e ndo humanos, com informacdes compiladas a partir de
revisdo bibliogréfica, visando compreender a evolugédo do gene MHC-G

dentro das parvordens Catarrhini e Platyrrhini.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Selecionar bibliografia pertinente a partir de diversos bancos de
dados publicos e da literatura especializada utilizando palavras-
chave relacionadas ao estudo evolutivo do gene MHC-G em
primatas ndo humanos e humanos;

v' Implementar alinhamentos comparativos de sequéncias
disponiveis em bancos de dados indexados;

v Verificar a analise filogenética do gene MHC-G da regido MHC

Classe | em primatas das parvordem Platyrrhini e Catarrhini.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Acessando o site PubMed - US National Library of Medicine
National Institutes of Health (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed), foi
utilizado o termo “primate complete genome”, localizando os artigos
referentes aos primatas que tem seu genoma completo, os quais foram
estudados e usados como referéncia no presente trabalho.

Os principais artigos relacionados ao MHC-G também estavam
disponiveis no site PubMed e foram localizados usando o préprio termo
como busca "MHC-G".

Demais artigos fizeram parte dessa revisdo utilizando termos
isolados como "HLA-G", "primates", ou inserindo o proprio nome
cientifico de cada espécie no mecanismo de busca do mesmo site, 0s
artigos foram devidamente lidos, verificando se o contetido e assunto em
questdo poderiam fazer parte ou adicionar informagdes relacionadas ao
tema abordado.

A busca por identificadores chave no PubMed resultou inicialmente
em dados volumosos de informag6es publicadas. Por exemplo, o termo
“primates” retornou 13.932.809 resultados ¢ a busca refinada para cada
uma das parvordens diminui esses valores em Catarrhini (29.253) e
Platyrrhini (116). Por outro lado, a busca booleana do termo misto
“primates complete genome” retornou quinze registros especificos.

Inserindo o termo “MHC” a busca resultou em 57.430 artigos
indexados, porém os resultados apurados para “MHC-G” reduziram a 19
registros. Cabe ressaltar que a busca considera presenca e auséncia do
traco espacador e é ndo sensitiva ao caractere, ou seja, independe de

fonte tipografica mailscula ou minuscula. Se for adicionado o termo
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“HLA-G”, os nimeros aumentam consideravelmente (1.851), mas €
importante considerar que o PubMed inclui todos estes na categoria
“MHC” pois a busca ndo ¢ textual, mas sim baseada na busca avancgada
de gerenciamento por palavras-chave registradas no acesso primario de
indexacgédo (PMID).
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3.2 COMPILAGAO DE SEQUENCIAS -DESCRIGAO E ANALISES

Sequéncias foram compiladas a partir da base de dados do IPD
(Immuno Polymorphism Database) (https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/), a
partir da qual foram extraidas todas aquelas depositadas para primatas
humanos e primatas ndo humanos, mantendo a nomenclatura proposta
para as espécies descritas abaixo (entre parénteses o numero de
sequéncias utilizadas, seguido do nimero de sequéncias disponiveis no
IPD):

Homo sapiens Humano (n = 31/ 50)

Pan troglodytes Chimpanzé (n = 1/1)

Pan paniscus Bonobo(n = 1/1)

Gorilla gorilla Gorila(n = 1/1)

Macaca fascicularis Macaco-cinomolgo (n = 10/10)
Macaca mulatta Macaco rhesus (n = 4/4)
Chlorocebus aethiops Macaco verde africano (n = 2/2)
Aotus trivirgatus Macaco da noite (n = 1/3)

Ateles belzebuth Macaco-aranha (n = 1/3)

Ateles fusciceps Macaco-aranha-castanho (n = 8/9)
Callithrix jacchus Sagui-de-tufos-brancos (n = 18/59)
Leontopithecus rosalia Mico-ledo-dourado (n = 2/2)
Pithecia pithecia Parauagu (n = 4/4)

Saguinus fuscicollis Sagui-de-cara-suja (n = 4/4)
Saguinus labiatus Sagui-de-boca-branca (n = 13/13)
Saguinus oedipus Sagui-cabeca-de-algoddo (n = 8/11)
Saimiri sciureus Macaco de cheiro (n = 1/1)

Para as andlises comparativas foram localizados os arquivos FASTA
de MHC-G dos primatas que possuiam o gene do MHC-G sequenciado.

As sequéncias foram alinhadas e editadas com auxilio do programa
BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). Apds o alinhamento, as sequéncias foram
exportadas para o programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013) com o qual
foram construidas relacdes filogenéticas entre as linhagens, utilizando-se
0 método Neighbor-Joining a partir das estimativas de distancias

evolutivas baseadas nos modelos de substituicdo nucleotidica Kimura-
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dois-parametros, que assume taxas diferentes entre transicfes e

transversoes.
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4 RESULTADOS

Foram compiladas 351 sequéncias de primatas, das quais apenas 108
apresentavam qualidade ou tamanho de segmento satisfatorio para o
alinhamento. A sequéncia considerada referéncia para o alinhamento foi
a correspondente ao alelo humano HLA G*01:01:01:01 (com 1017
pares de bases nucleotidicas). A arvore filogenética foi construida
utilizando 34 sequéncias da familia Hominidae, 16 da familia
Cercopithecidae (ambas da parvordem Catarrhini). Representando a
parvordem Platyrrhini, foram utilizadas 46 sequéncias de espécies da
familia Cebidae, 8 da familia Atelidae e 4 da familia Pithecidae. A

arvore filogenética molecular obtida esta representada na Figura 5.



46

Jac Us 4
nc"”ﬂhﬁx CChyg 6

Ccf
O Callithriy, Jacch, ::2

OCallithrix jae e
OCallithrix jacchus 5
Callithrix jacchus 9
DCallithrix jacchus 12

i 1
oCallithrix jacchus 1

nbeg
Geg
beg

Snun,

I Sy,
06 smeiqe; snypn

Qe
D 04 smgyge,
09 sndipeo snuinbeg

D2t sy,

Homo sapiens 28 s
28

Homo sapiens 19 B
H

omo sapiens
iy

0 ¢ sndipao snuinbes
Ges

0 € sndipso snuinBeg

o

Homo sapiens om
Homo sapiens 12 @
Homo sapiens 13 gg
Homo sapiens 16 g
Gorilla gorifja =

Figura 5 — Relacéo filogenética do gene MHC-G em primatas humanos e néo
humanos, utilizando o método de Neighbor Joining a partir das distancias
evolutivas do modelo de substitui¢do nucleotidica Kimura-dois-parametros. Os
simbolos azuis indicam sequéncias de catarrinos (Quadrado — Familia
Hominidae; Estrela — familia Cercopitecidae) e os simbolos amarelos indicam
as sequéncias de platirrinos (quadrado — Familia Cebidae; Estrela — familia

Atelidae; triangulo — familia Atelidae)
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5 DISCUSSAO

A comparacdo filogenética (figura 5) evidencia uma clara separacao
entre catarrinos e platirrinos, em acordo com o descrito na literatura
(Fleagle, 2013). Esta separacdo aconteceu ha cerca de 38 milhGes de
anos, embora possa parecer confuso, uma linhagem de primatas do
Novo Mundo originou os primatas do Velho mundo e os antropoides
modernos (Fleagle, 2013).

Como indicado na legenda da figura, as familias Cebidae
(representadas por quadrados amarelos), Atelidae (representada por
estrelas amarelas) e Pithecidae (representada por tridngulos amarelos)
formaram cada uma delas clusters bem definidos, com excecéo da Unica
sequéncia da espécie Saimiri sciureus que se agrupou ao individuo
Pithecia pithecia 4. Ao localizar o macaco de cheiro (S. sciurus) na
arvore filogenética verifica-se que este pertence a um género da familia
Cebidae mais basal que os saguinos e calitriquideos, géneros aos quais
pertencem as outras espécies cujas sequéncias foram compiladas. Desta
forma, € mais parcimonioso pensar em agrupamentos por similaridade
com grupos basais (neste caso Pithecidae) do que com o0s mais
derivados (Saguinus e Callithrix).

O Saguinus oedipus (sagui-cabeca-de-algoddo) apresenta tufo de
pelos brancos que se estendem do topo da cabeca até o pescogo (Burton,
2002), habita a regido central sul-americana (Panama, Colémbia e Costa
Rica) (Castelli et al., 2011), e artigos anteriores indicaram que este
possui genes funcionais do MHC-G funcionando como MHC-A e MHC-
B, com sequéncias de MHC-C deletadas e podendo interagir com genes
KIR (Receptor de Células "Killer Immunoglobulin-like") (Watkins et al.,
1990a).
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S.oedipus apresenta uma maior homologia com o HLA-/G do que
com MHC classicos de classe | (Watkins e Letvin et al.,1990b;
Watkinset al., 1990a). Arnaiz-Villena (1999) e Parga-Lozano (2009) e
seus respectivos colaboradores propem que o HLA-G pode ser o gene
ancestral do MHC de classe I, e que 0 MHC no Saguinus oedipus pode
apresentar uma grande homologia com o locus do HLA-G. Também foi
visto sob outra perspectiva, que o MHC-E pode ser mais semelhante ao
MHC de primatas do Novo Mundo quando o MHC-E ¢é analisado junto
com o MHC-G.

MHC-G mostra uma sequéncias de pares de bases bastante
conservadas (considerando as espécies de primatas estudadas); uma
pequena delecdo estd presente entre as posicdes 161 e 183 (23 pb)
(Arnaiz-Villena, 1997 e 1999). De acordo com Diehl (1996), existem
duas explicacGes viaveis e possiveis para 0 ocorrido: 1 - a sequéncia de
MHC-G descrita nos primatas pode ndo ter dado origem para 0s
macacos do Velho Mundo ou alelos do MHC-G humano; 2 - a delecéo
de 23 pb pode ter ocorrido depois de acontecer a separagdo do Novo
Mundo/Velho Mundo (cerca de 38 milhdes de anos atras). Com melhor
aceitacdo cientifica, a primeira explicagdo mostra-se mais vidvel, uma
vez que peptideos do S. oedipus referentes a moléculas de MHC-G nédo
sdo (tipicamente) iguais ao MHC-G classe I.

Existem moléculas muito parecidas (no sentido funcional) e que
podem se portar como 0 MHC-G em espécies de macacos que se
separaram da linhagem humana; os alelos do MHC-G apresentam um
polimorfismo no receptor de células T, de células NK e em locais de

ligacdo de antigenos, o que deixa bastante provavel que a funcdo do



49

MHC-G para 0s macacos do Novo Mundo seja similar ou muito
parecido com o HLA de classe | cléssico (Castelli et al., 2011).

Recentemente, Kono e colaboradores (2014) publicaram o primeiro
artigo com resultados de MHC- G/F (denominado Caja) para Primatas
do Novo Mundo, analisando Callithrix jacchus, uma espécie que ganhou
muita atencdo e importancia nos estudos experimentais com animais
devido ao pequeno porte, facilidade de manipulacdo, tempo curto entre
as gerac0es e gastos diminuidos quando comparado com outras espécies
primatas utilizadas em laboratoérios (como chimpanzés, orangotangos ou
gorila). Os autores sequénciaram um segmento de 854.000 bases e
verificaram que nesta espécie ndo existe um, mas 25 genes Caja G/F,
sendo 19 funcionais e os demais pseudogenes. Esta diversidade
gendmica é explicada por sucessivos eventos de duplicacdo de unidades
segmentadas consistentes de cinco genes MHC, seguidos de
subsequentes expansdes/ delecGes de genes. As analises filogenéticas
indicaram que Caja-G evoluiu depois da divergéncia de Catarrhini,
sendo que os calitriquideos estdo entre os géneros mais derivados da
familia Cebidae.

Dois clusters sdo formados incluindo saguinos (tanto Saguinus
labiatus quanto S. fuscicolis e S.oedipus), mas todas as sequéncias de
Callithrix jacchus foram organizadas em um Unico agrupamento, mas
com muitas subdivisdes internas, salientando a variabilidade das
espécies.

Para os macacos do Velho Mundo, grupos de macacos viventes na
Africa e Eurésia, os alelos MHC-G de M. fascicularis, M. mulata e C.
aethiops mostram uma particularidade nos cédons de paradas, presentes

numa zona do éxon 3 bastante restrita (codons 164, 133, 118 e 176)
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(Castro, 1996). Os sitios aloantigénicos mostraram-se preservados para
todas as espécies estudadas, o que pode ser um forte indicio para provar
a funcionalidade do MHC-G, considerando que o0 MHC-G preserva o
feto numa gestacdo normal do ataque de células NK maternas,
favorecendo o sucesso reprodutivo ao longo da evolugdo dos primatas
(Fernandez-Soria, 1998; Peltola, 1994).

Dentro do agrupamento filogenético obtido no presente estudo para o
cluster de Primatas do Velho Mundo, h4 uma divisdo evidente entre
Hominidae (humanos, gorila, chimpanzé e bonobo) e Cercopithecidae
(macacos rhesus e macaco verde).

O gene MHC-G néo se mostrou um bom indicador filogenético para
organizar a hierarquia dentro das familias, como em Hominidae. Na
arvore filogenética gerada, as duas espécies de chimpanzés (Pan
paniscus e Pan troglodytes) e o gorila (Gorilla gorilla) sdo indicadas
como mais recentes que todas as sequéncias de Homo sapiens, 0 que
estd em desacordo com o conhecimento mais atual que situa Homo
sapiens como a espécie mais derivada, tendo o género Pan com grupo
irmdo e Gorilla como externo. Porém, antes de concluir o poder de
decisdo do gene, é muito importante ressaltar que apenas uma sequéncia
de cada uma destas espécies (chimpanzés e gorila) foi incluida no
alinhamento, polarizando o poder de agrupamento em Homo sapiens
pela quantidade de alelos variantes.

Entre os Cercopithecidae é importante ressaltar que a distancia entre
Chlorocebus e Macaca é suficiente para separar dois grupos, mas as
espécies Macaca fascicularis e Macaca mulatta ainda tem nés (nodes)
com agrupamentos multiplos. Isto pode ser devido a variabilidade dentro

de cada uma das espécies que pode ndo estar representada na amostra,
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destacando que ndo apenas as diferencas filogenéticas devem ser
consideradas, mas também a quantidade de variacdo entre individuos da
mesma espécie.

A utilizac8o de genes da regido MHC como marcadores de tempo de
divergéncia entre alelos e distancia entre espécies vem se mostrando
eficiente & medida que aumenta o conhecimento da variabilidade destas
regides. Os genes MHC sdo modelados constantemente por processo
demogréficos e acdo das forcas evolutivas (mutacdo, migracdo, deriva
genética e selecdo natural), o que explica os diversos padrdes de
variagao.

Embora muitas espécies de primatas ndo humanos e a espécie atual
de humanos tenham o genoma completamente elucidado, é preciso
aumentar o nimero de amostras sequénciadas para identificar o poder
das variacGes intra-especificas nas relagBes filogenéticas. Grande parte
das sequéncias depositadas no IPD para primatas ndo humanos sao
resultantes do esforco de Cadavid e colaboradores, publicado em 1997.
Novos sequénciamentos devem ser realizados, tanto para aumentar o
tamanho do segmentos investigado quanto a variabilidade nos
individuos de cada espécie, levando em consideracdo as recentes
informacdes de quimerismo ou duplicacdo de genes.

Mais amostras de individuos da parvordem Catarrhini devem ser
adicionadas e também é essencial aumentar o nimero de espécies
estudadas para cada um dos 16 géneros das trés familias de Platyrrhini e
das infraordens externas como Tarsiiformes, Lemuriformes e

Lorisiformes, entre outros.
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