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RESUMO

Os genes HI.A (Antigenos leucocitarios humanos) estdo localizados no Complexo
Principal de Histocompatibilidade humano (o MHC), e possuem os maiores niveis de variagdo
do genoma, com milhares de alelos, altas taxas de heterozigose e diversidade nucleotidica. No
presente estudo, nosso objetivo foi a identificagdo dos principais alvos da selegao natural nos
genes HI.A. Para isso, propusemos duas abordagens que resultaram na redagdo de dois
manuscritos. Na primeira abordagem, nds testamos a hipétese de que os principais alvos da
atuacdo da selecao natural nas moléculas HLA seriam os aminoacidos que compdes os sitios que
ancoram os peptideos antigénicos (os bolsodes B e F da regiao de ligacao de peptideos (PBR)).
Para isso, utilizamos um conjunto de dados de 6.435 e 6.409 individuos genotipados para os
genes HI.4-A e -B respectivamente, gerados para o 13° Workshop Internacional de
Histocompatibilidade (IHW) e pertencentes a 55 populagdes espalhadas por todos os
continentes. Nos estimamos a diversidade nucleotidica (r) das sequéncias que codificam para os
bolsdes B e I' e comparamos esses dados com os obtidos de outros bolsdes da PBR.
Concomitantemente, utilizamos a classificagao de alelos dos locos HI.A-4 e -B em supertipos,
que siao agrupamentos alélicos com similaridades nos perfis de ligacao de peptideos, devido a
semelhangas em aminodcidos especificos dos bolsdes B e F. Nos descrevemos os padroes
observados de variagao dos supertipos e desenvolvemos um teste de hipdtese onde comparamos
os estimadores observados de diferenciagao populacional (Gst) e diversidade genética (taxa de
heterozigose (He) e nimero de alelos (k)) com os obtidos a partir de 10.000 réplicas constituidas
por agrupamentos aleat6rios de alelos.

O bolsio B foi a regidao que apresentou os maiores niveis de diversidade no gene HI.A-
B (p <0,00001, teste de soma de ranques de Mann-Whitney) e boa parte de sua varia¢do esta
estruturada entre os supertipos desse mesmo loco. Além disso, os padroes observados de
variacdo nos supertipos de HI.4-B nao foram reproduzidos pelos agrupamentos aleatérios de
alelos (com 98 % das simulagoes apresentando valores de Gst menores do que os observados,
utilizando as amostras africanas, europeias e asiaticas). Esse resultado indicou que os supertipos
e consequentemente as especificidades do bolsao B estao significativamente estruturas entre as
populacdes, um indicativo de adaptagoes locais aos patogenos especificos de diferentes regides
geograficas. Esses mesmos padroes nao foram reproduzidos na analise do loco HI.A-A, pois
boa parte da variagao no PBR desse gene nao esta localizada nos bolsées B e F. Além disso, as
simulagoes envolvendo os supertipos de HI.4-A reproduziram mais frequentemente os padroes
observados de variacdo, indicando que os bolsdes B e F nao sio os principais alvos da sele¢ao
nesse gene, ou que os niveis de selecdo em HI.4-A sejam menores dos atuantes em HI.A4-B.

Na segunda abordagem, o nosso principal objetivo foi a identificagdo de genes que
contribuiram para a adaptacdo local das populacdes nativas das Américas, que teria ocorrido
durante o recente processo de colonizac¢ao desse continente. Nos sequenciamos os exons 2 ¢ 3
dos /Joci de classe I HI.A-B e -C e o exon 2 do loco de classe II -DRB7 em 635, 524 e 568
individuos, respectivamente, pertencentes a 32 popula¢ées nativas do continente Americano. Os
dados de sequéncia foram utilizados na estimativa das frequéncias alélicas, taxa de heterozigose
(He), grau de compartilhamento de alelos entre popula¢oes (medido pela distancia de Prevosti)
e desvios de neutralidade utilizando o teste D de Tajima. N6s também comparamos os padroes
de variagdo das taxas de heterozigose obtidas a partir dos loci HI.4 ao longo do continente com
os obtidos a partir de um conjunto de 61 microssatélites espalhados ao longo do genoma,
permitindo-nos a diferenciacio dos padrdes provavelmente gerados pela historia demografica
ou selecdo natural.

O loco HI.A-B apresentou o maior numero de pares de populagdes em que nio
observamos compartilhamento de alelos (44 pares contra 4 e 6 para os /e HL.A-C e -DRBI,



respectivamente) sendo que a regiao leste da América do Sul (SAE) foi a que apresentou os
menores niveis de compartilhamento de alelos com outras regides das Américas (39 dos 44 pares
de populagées continham uma populagio SAE). Essa maior diferenciagao do gene HI.A-B nas
populacées SAE ¢é uma consequéncia da presenga de alelos exclusivos dessa regiao, originados
por eventos de conversio genica e/ou recombinacio envolvendo alelos presentes em outras
regioes do continente. As populagdes SAE também apresentaram niveis elevados de variagiao
para o gene HI.A-B, resultado evidenciado pela falta de correlagdo entre a diminui¢do da taxa de
heterozigose e o0 aumento da distincia em relacio ao Estreito de Bering (+* = -0,1117, p > 0,05),
0 que contrasta com a tendéncia geral observada nos microssatélites e genes HI.A -C e -DRBT
(r* = -0,1957, -0,2261 e -0,2637, respectivamente (p < 0,05)). Finalizando, as populacdes SAE
apresentaram valores de D de Tajima maiores (p <0,001, teste de soma de ranques de Mann-
Whitney) e mais significativos (p < 0,0000005, aplicando um teste binomial exato) no loco HI.A-
B, quando comparadas as populagbes das outras regides. Essas diferencgas entre regioes
geograficas nao foram observadas nos genes HI.A-C e -DRB7, corroborando a explicagao
seletiva para o aumento da frequéncia dos alelos de HI.A-B originados por conversiao
génica/recombinacio em resposta aos novos desafios ambientais das regides tropicais na
América do Sul.

As conclusoes obtidas a partir de ambas as abordagens do presente trabalho apontam o
gene HI.A-B como o principal alvo da selegao natural, uma vez que esse loco concentra as
maiores evidéncias de atuagao de sele¢ao natural recente quando comparado aos demais genes
HI A analisados. N6s também demonstramos com as analises intragénicas que o bolsio B do
PBR de HI.A-B concentra por boa parte das diferencas observadas entre as populagdes,
implicando em diferencas nos perfis de apresentagdo de peptideos entre essas mesmas
populacdes, o que pode ser interpretado como um indicativo de adaptagoes locais aos conjuntos
de patdgenos presentes em distintas regioes geograficas.



ABSTRACT

The Classical HI.A genes (Human Leucocyte Antigens) are located in the human Major
Histocompatibility Complex (the MHC) and present the highest levels of variation on the
Human genome, with thousands of alleles associated with high levels of heterozygosis and
nucleotide diversity. In the present study, our goal was the identification of the main targets of
natural selection on the HI.A genes. We proposed two different approaches to address this issue
resulting in two manuscripts. At the first approach, we performed an intragenic analysis,
verifying if the amino acids at the peptide-binding region (PBR) anchor positions (the B and F
pockets) exhibit higher evidences of evolution under natural selection when compared with the
remaining regions of the HLLA molecules. To do so, we used a dataset generated for the 13"
International Histocompatibility Workshop (IHW), composed by 6,435 and 6,409 individuals
genotyped for HI.A-A and -B respectively, belonging to 55 populations scattered along all the
continents. We measured the levels of nucleotide diversity (m) of the sequences coding for the B
and I pockets and compared them with the remaining PBR pockets. Concomitantly, we applied
the supertype classification which consists in groups of HI.4-A4 and -B alleles which bind
ovetlapping sets of peptides, as a consequence of sharing specific amino acids at B and F pockets
and described the patterns of supertype variation in the observed data. Next, we developed a
hypothesis test in which the observed patterns of population differentiation (Gst) and variability
(heterozygosity (He) and number of alleles (k)), using the supertype definition, were compared
with 10,000 replicates of random assigned groups of alleles.

At the HI.A-Blocus, the B pocket presented the highest levels of variation (p < 0.00001,
Wilcoxon rank sum test) and concentrated most of the differences between supertypes. Our
simulations results revealed that the reassignhment of alleles into random groups could not
reproduce the observed patterns of population differentiation (with 98% of the simulations
presenting Gst values smaller than the observed, using the African, European and Asiatic
samples), indicating that supertypes and more specifically the B pocket specificities are
significantly structured among populations, which could be an indicative of adaptations to local
pathogens. We did not observe the same patterns at the HI.4-A locus which presented relative
lower levels of variation at B and I pockets when compared with the remaining PBR regions,
and simulated values of Gst and He which often reproduced the observed data.

At the second approach, our main objective was the identification of genes that
contributed for local adaptation on Native American Populations because of the relatively recent
colonization of the new American environments. We sequenced the exons 2 and 3 of the HI.A-
B and -C class I loci and the exon 2 of the -DRBT class 11 locus in 635, 524 and 568 individuals,
respectively, belonging to 32 different Native American Populations scattered along all the
Americas. We estimated the allele frequencies, expected heterozygosity (He), degree of allelic
sharing between populations (measured by the Prevost’s Distance) and departure from neutral
expectation using the Ewens-Watterson (EW) and Tajima’s D test. Concomitantly, we used a
dataset of 61 microsatellites scattered along the genome as a demographic control, comparing
the degree of variation of the heterozygosity along the continent.

The HI.A-B locus showed the highest number of pairs of populations in which we did
not observe any sharing of alleles (44 pairs against 4 and 6 for HI.A-C and -DRBT loci,
respectively) and the Eastern South American (SAE) region was the one presenting the smallest
levels of allelic sharing with other American regions at this locus (39 out the 44 pair of
populations contained a SAE population). The presence of exclusive gene conversion and/or
recombination alleles accounts for the higher differentiation of SAE populations at the -B locus.
The -B locus also exhibited a higher level of variation at SAE populations which was evidenced




by the lack of correlation between the decrease of variation and the increase of distance from
Bering Strait (r* = -0.1117, p > 0.05), a general trend observed at the microsatellites marker and
HI.A-C and DRBT loci (r* = -0.1957, -0.2261 and -0.2637, respectively (p < 0.05)). Finally, The
SAE populations presented the highest (p < 0.001, Wilcoxon rank sum test) and most significant
(p < 0.0000005, applying an exact binomial test) positive Tajima’s D values for the -B locus when
compared with the other regions. We did not observe such differences between geographic
regions at the HI.A-C and -DRBT loci, corroborating the adaptive explanation for the increase
on the frequency of the HI.A4-B gene conversion/recombination alleles as a response for the
new environmental challengers of the tropical regions in South America.

The combined conclusions obtained from both approaches indicate that HI.4-B locus
seems to be the main target of natural selection, collecting the highest evidences of recent
evolution when compared with the other HI.A loci analyzed in the present study. We also
demonstrated with the intragenic analysis that at HI.4-B PBR, the B pocket seems to be the
portion of the molecule whose variation accounts for most of the differences observed between
populations, which can be direct associated with the immunological function of HI.4-B, since
this pocket was one of the more important containments for the peptide presentation.




Introdugao Geral

O entendimento da contribuicao relativa dos processos estocasticos e da selecao
natural na evolugdao e manutencao da variagido genética ¢ um dos principais objetivos da
pesquisa em biologia evolutiva (Piertney and Oliver 2006). Dentre os /oc/ que apresentam
sinais de evolugido por selegdo natural, podemos citar os genes HI.A (Human Leukocyte
Antigen), que apresentam niveis de diversidade incompativeis com o esperado de acordo
com o modelo de evolugao neutra em humanos. Além das evidéncias populacionais, os
resultados de estudos de associagdo com doengas infecciosas indicam que os genes HI .4
estao evoluindo sob selecao natural dirigida por patdégenos (Meyer and Thomson 2001).

Apesar do grande numero de estudos, ainda ha debate a respeito de diversos
aspectos do processo seletivo que molda a variacao dos genes HI.4. Nosso objetivo no
presente trabalho foi entender qual ou quais foram os principais alvos da atuagdo da
selecao natural dentro desse sistema génico. Alvos plausiveis incluem desde aminoacidos
especificos, até genes inteiros. Esses dois niveis de analise, o intra e intergénico, motivaram
a organizacao do presente trabalho em dois capitulos no formato de manuscritos. Porém,
antes de entrarmos nas questdes especificas exploradas em cada um desses capitulos, nos
faremos uma breve contextualizagao do tema, descrevendo a estrutura e fun¢ao dos genes
HI A e apresentando as evidéncias de que esses genes estdao evoluindo sob a agdo da

selecdao natural.



1.1.  Genes HL.A: Estrutura, Funcao e Evidéncias da atuacao da Sele¢ao Natural.

Os genes HLA encontram-se no MHC (o Complexo Principal de
Histocompatibilidade), localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3) (Figura 1).
O MHC ¢ uma das regides mais bem conhecidas do genoma humano, apresentando altos
niveis de diversidade e uma alta concentra¢iao génica (The MHC sequencing consortium
1999). Esse complexo é organizado em trés regioes, definidas de acordo com a fungao dos
genes localizados em cada uma delas: classe I, II e III.

Na regiao de classe I estao localizados os genes HI.A-A, -B e -C, também
conhecidos como genes HI.A de classe I classicos, que codificam respectivamente as
moléculas HLA-A, -B e -C. As moléculas HLA de classe I sao formadas por duas
subunidades: a cadeia a e a B2-microglobulina. A cadeia a ¢ codificada pelos genes HLA
de classe I e apresenta trés dominios extracelulares: al, a2 e a3. Os dominios al e a2
formam a fenda de ligacdo de peptideos (Saper, Bjorkman, and Wiley 1991).

Na regiao MHC de classe II estao localizados os genes HI.A-DPAT e -DPBT que
codificam a molécula HLA-DP; os genes HI.A-DQ.AT e -DQBT que codificam a molécula
HLA-DQ); e os genes HI.A-DRA e o complexo dos genes -DRB (HI.A-DRBT, -DRB3, -
DRB4 e -DRB5) que codificam as moléculas HLLA-DR. As moléculas de classe II siao
também formadas por duas subunidades: as cadeias a e 3, entretanto, diferentemente das
moléculas de classe I, ambas as subunidades sao codificadas por diferentes genes HI.4
(ex: as cadeias a e B da molécula HLA-DRB1 sio codificadas pelos genes HI.4-DRA e
HI.A-DRBT, respectivamente. Cada uma das subunidades das moléculas de classe II
apresentam dois dominios: a cadeia « com a1 e a2; ¢ a cadeia 3 com 31 e $2. Os dominios

ol e B1 formam a fenda de ligagdo do peptideo (Figura 2).
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Figura 1. Mapa esquematico do MHC humano: as caixas indicam os genes que foram
estudados no presente trabalho HI.A-A, -B e -C e -DRB. Fonte: (The MHC sequencing
consortium 1999).
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Figura 2. Imagem ilustrando as estruturas das moléculas HLA de classe I e classe
IT: (veja descricao no texto).

Inicialmente, acreditava-se que a funcao dos genes HI.A estava correlacionada
apenas com a compatibilidade tecidual observada durante transplantes (PONTES e
PORTO 2007). A verdadeira funcao fisiolégica desses genes somente foi compreendida
posteriormente: as moléculas codificadas pelos genes HI.A-4, -B e -C apresentam
peptideos citoplasmaticos na superficie da maioria das células nucleadas aos linfécitos T
CD8+ (Doherty and Zinkernagel 1975) e também sao ligantes dos receptores KIR (Killer
cell immunoglobulin-like receptors) expressos pelas células natural killers, ou NK (Parham
2005). Ja as moléculas de classe 11 sio constitutivamente expressas pelas chamadas células
apresentadoras de antigeno profissionais (APC) (Watts 1997; Varney, Gavrilidis e Tait
1999) e apresentam peptideos oriundos do exterior das células (que foram previamente
fagocitados ou pinocitados) aos linfécitos T CD4+ (Varney et al,, 1999).

Normalmente as moléculas HLLA sao expressas associadas a peptideos oriundos de

proteinas proprias. Porém, na presenca de proteinas nao proprias, moléculas HLA com



peptideos antigénicos sao levadas a superficie celular onde sdao reconhecidas por linfécitos
T (Abbas e Lichtman 2005). A sobrevivéncia dos patdgenos esta atrelada a presenca de
variantes antigénicas que permitem a evasiao da apresentacao pelas moléculas HLA,
enquanto que a sobrevivéncia dos hospedeiros esta atrelada a capacidade de apresentagao
de antigenos dos pat6genos.

A consequéncia do elo evolutivo entre hospedeiros e patégenos faria com que as
moléculas HLA e antigenos coevoluam. Os patégenos tenderiam a acumular mutagoes de
escape, que sao aquelas que evitam a apresenta¢ao de seus peptideos pelas moléculas HLA
mais comuns na popula¢ao de hospedeiros. Por outro lado, novas moléculas HLA, capazes
de apresentar de forma eficiente essas mutacGes de escape, seriam adaptativas e
aumentariam de frequéncia na popula¢ao de hospedeiros, recomecando o ciclo. Portanto,
os microrganismos patogénicos seriam a fonte da sele¢do atuante nos genes HLLA. Essa
hipétese evolutiva é conhecida como selecao dirigida por patogenos (Gillespie 1977).

Simulagbes computacionais mostraram que a selegao dirigida por patdgenos
explica de maneira satisfatoria varias das caracteristicas observadas nos dados reais para
genes HI.A, tal como o grande numero de alelos, altas taxas de heterozigose e longa
persisténcia dos alelos nas populag¢oes ao longo das geracdes (Borghans, Beltman, and De
Boer 2004). Esse mecanismo evolutivo também seria capaz de explicar as altas taxas de
identidade por descendéncia descritas para genes os genes HI.A (Albrechtsen, Moltke e
Nielsen 2010).

Estudos de associacao com doengas infecciosas corroboram a hipétese de selecao
dirigida por patégenos. Por exemplo, foram descritas associagdes entre alelos HI.A e
resisténcia a malaria em populagdes do oeste africano (Hill et al. 1997). Alelos de HI..4-B
foram associados a uma maior ou menor progressao a infec¢ao por HIV (Carrington et al.

1999; Kaslow et al. 1996). Além disso, Prugnolle et al. (2007), Qutob et al. (2011) e



Sanchez-Mazas et al. (2012) mostraram que populacoes localizadas em regides com grande
diversidade de patdgenos, possuem em média, uma maior diversidade nos loci HI.A.
Todas esses resultados indicam que os genes HI.A estao evoluindo sob agao da
selecdo natural e que a provavel fonte da pressio seletiva atuante nesses loci vem da
interagdo com os patégenos presentes no ambiente.
Baseando-se nessas premissas nos desenvolvemos as duas principais questoes que
motivaram o desenvolvimento do presente trabalho:
1) As regioes das moléculas HLLA que interagem de forma direta com os antigenos
patogénicos foram os alvos principais da atuagao da selegao natural?
2) Quais foram os genes HI.4 mais impactados durante a ocupagio de novos

ambientes pelas populagcdes humanas?



Consideragdes Finais

Os genes HI.A apresentam os mais altos niveis de variagdo do genoma e uma vasta
gama de evidéncias apontam a selegao natural dirigida por patégenos como o principal
fator evolutivo contribuindo para a manutencdo dessa variagdo. Partindo desse
pressuposto, nossa motivagao consistiu na identificagao dos principais alvos da atuagao da
selecdo natural nos genes HI.A. No primeiro capitulo, nosso objetivo foi a caracterizagiao
das regides que apresentam as mais fortes evidéncias da atuacao de selecao dentro dos
genes HI.A4-A e -B. No segundo capitulo, nos perguntamos quais dentre os genes HI.4-
B, -C e -DRBT evoluiram mais rapidamente durante a ocupagao relativamente recente do
continente Americano.

As diferencas nos regimes seletivos atuantes nas distintas por¢oes das moléculas
HLA foram inicialmente exploradas por Hughes e Nei (1988) que demonstraram que os
cédons dos aminoacidos que compdes a fenda de ligacao dos peptideos apresentam uma
maior taxa de varia¢do nao sinonima quando comparados aos demais cédons dos genes
HI _A. Entretanto, esse estudo nao levou em consideragao as diferencas entre as regioes
da fenda de ligagio dos peptideos. Como descrevemos na introdugio do primeiro
manusctito, ha evidéncias que apontam os bolsoes B e FF como os mais criticos na restricao
do repertério de peptideos apresentados pelas moléculas HLA de classe 1. Além disso,
Sidney e colaboradores (19906), Sette e Sidney (1999) e Sidney e colaboradores (2008)
demonstraram que os alelos dos genes HI.4-4 e -B poderiam ser classificados em quatro
e cinco supertipos, respectivamente, baseando-se no grau de compartilhamento do
repertério de apresentagao de peptideos, uma propriedade definida basicamente pela
variacao nos bolsoes B e F. Baseando-se nessas caracteristicas, nos perguntamos se os

bolsoes B e IF apresentariam niveis mais elevados de variagao e se os supertipos estariam



pouco estruturados entre as populagdes humanas, sinais condizentes com a atuagao da
selecao balanceadora.

Essas hipoteses foram parcialmente corroboradas na andlise do gene HI.A4-B. O
sitio de ligagao de peptideos desse gene apresentou niveis significativamente mais elevados
de variagao quando comparado a mesma regiao em HI.4-A. Também demonstramos que
o bolsaio B concentra boa parte da variagdo observada em HI.A-B e a maioria das
diferengas entre os supertipos desse loco. Por outro lado, o bolsao F apresentou os niveis
mais baixos de variacio em ambos os /o e boa parte das diferencas entre os supertipos de
HI.A-A.

Esses resultados indicam uma provavel restricio evolutiva na varia¢ao do bolsao
F que pode ter sido imposta pelos padroes de geragao e transporte dos peptideos até a luz
do reticulo endoplasmatico, realizados pelo proteossomo e proteinas TAP,
respectivamente. Essa interpretacao é corroborada pelo resultado de que boa parte dos
peptideos extraidos de moléculas HLLA de classe I apresentam extremidades carboxila
hidrofébicas e essa limitacdo pode ser a forca por tras dos baixos niveis de diversidade no
bolsao F. Por outro lado, a restricio da variagdo no bolsao I provavelmente tornou
vantajosa a maximiza¢ao da variagado no bolsao B, pois individuos contendo alelos que
codificam bolsoes B distintos teriam uma capacidade mais ampla de ligacao de peptideos
e consequentemente, de desencadear uma resposta imunolégica.

Os elevados niveis de variacao no bolsio B de HI.A4-B corroboram essa ideia,
indicando que esse bolsio provavelmente é o alvo da atuagao da sele¢ao balanceadora
nesse loco. Em HI.A-A, por outro lado, o bolsio B nao ¢ a regido com os mais altos niveis
de variacao indicando que outras regides da fenda podem contribuir para a ancoragem dos
peptideos na molécula, ou que o repertério de apresentacao de peptideos pelas moléculas
HLA-A seja mais restrito e/ou conservado quando comparado a HLA-B. Os resultados

com as simula¢oes envolvendo os supertipos corroboram as interpretagdes obtidas a partir



das analises moleculares, uma vez que as simulagdes nao foram capazes de reproduzir os
padroes observados de variagdo e diferenciacio populacional que obtivemos com os
supertipos de HI.4-B. Esses resultados permitem a interpretagao de que as especificidades
de ligagao de peptideo das moléculas HLLA-B encontram-se mais estruturadas entre as
populacées do que seria esperado pelo acaso o que pode ser um reflexo de adaptagdes
locais contra patdgenos.

Os nossos resultados permitem a inferéncia de que as moléculas HLA-B
provavelmente possuem os mais amplos repertorios de apresentagao de peptideos. Essa
maior diversidade na capacidade de apresentacdo seria uma consequéncia dos niveis mais
elevados de variacio no bolsio B associados a estruturacio dessa variacio entre os
supertipos, fazendo dessas moléculas a principal linha de defesa contra novos agentes
patogénicos ou mutagdes de escape. Essa interpretacao esta completamente de acordo os
resultados que apresentamos no segundo capitulo dessa tese.

O gene HI.A-B apresenta varios alelos originados por conversao génica e/ou
recombinac¢do, presentes em altas frequéncias nas regides tropicais das Américas,
especialmente no leste da América do Sul, sendo praticamente ausentes nas populagoes
nativas da América do Norte. Esse perfil alélico distinto foi descoberto no inicio da década
de 90 e a relevancia deste achado deve-se ao contraste com outros marcadores genéticos,
incluindo outros genes de HI.A, cuja diversidade parece ser um subconjunto do
encontrado em outras regiGes das Américas e nordeste da Asia. Para explicar esse padrio
incomum, Parham e colaboradores (1997) propuseram a hipotese furnover de alelos que
aponta a selecdo imposta pelos patdégenos endémicos das regides tropicais das Américas
como a principal for¢a que contribuiu para a substituicio dos alelos ancestrais e aumento
da frequéncia dos novos alelos produtos de recombinagdo e conversiao de génica. Apesar

de intuitiva, essa hipotese nunca foi formalmente testada, nido havendo estudos



populacionais que tenham comparado as frequéncias dos novos alelos de HI.4-B com
desvios do esperado segundo o modelo de neutralidade e equilibrio populacional.

No segundo capitulo dessa tese nds revisitamos esse modelo e demonstramos que
as populagoes do leste América do Sul (SAE) apresentam as maiores frequéncias dos alelos
de HI.A-B gerados por conversdo génica/recombinacio. Também demostramos que boa
parte da variagao observada nos /loc HI.A-C e -DRBT foi constituida por um subconjunto
do observado nas demais regioes do continente Americano.

Corroborando com os dados presentes na literatura, demonstramos que as
populacées SAE apresentam niveis de variacio obtidos a partir de 61 microssatélites
espalhados pelo genoma e dos genes HI.A-C e -DRBT, significativamente inferiores ao
observado nas demais regides do continente. Esse resultado esta de acordo com a
interpretagao de que as populagdes SAE experimentaram elevadas taxas de deriva genética,
causando uma diminuigdo global dos niveis de variagio do genoma. Entretanto,
contrastando com esse padrio geral, demonstramos que os niveis de diversidade do gene
HI.A-B niao sofreram esse mesmo decaimento, indicando que a sele¢io natural
provavelmente contribuiu na manutencgao da diversidade nesse loco no leste da América
do Sul.

Esse resultado indicou uma provavel relagao entre a presenga dos novos alelos de
HIA-B e a atuacao da selecdao natural. Essa reagao foi confirmada com a aplica¢ao do
teste D de Tajima, uma vez que as populagdes do leste da América do Sul apresentaram
para o gene HI.A-B os mais elevados e significativos valores para essa estatistica. Por outro
lado, nao observamos esse mesmo padrao nos genes HI.A-C e -DRB7. Valores
significativos e positivos de D de Tajima sdo obtidos de populagdes que apresentam alelos
divergentes em frequéncias intermediarias. Como ja discutimos, as populagoes SAE
apresentam as mais altas frequéncias dos alelos de HI.4-B originados por eventos de

conversio génica/recombinac¢io. Esses alelos sio muito divergentes, diferindo um dos



outros em multiplas posi¢des e a sua presenga em frequéncias intermediarias explica os
valores elevados de Tajima D que obtivemos. O aumento da frequéncia dos alelos gerados
por conversdo génica/recombinacio em detrimento de alelos gerados por mutagdes de
ponto foi provavelmente a consequéncia da combinagao da maior velocidade geragao de
novos alelos associada a maior probabilidade de criagio de novas especificidades
peptidicas. Dentre os genes que analisamos, HI.A-B foi o que teve o maior nimero de
alelos que foram aumentados de frequéncia desde que o leste da América do Sul foi
ocupado.

As conclusbes obtidas a partir de ambas as abordagens do presente trabalho
apontam o gene HI.A-B como o principal alvo da sele¢ao natural, uma vez que esse loco
concentra as maiores evidéncias de atuagao de selegdo natural recente quando comparado
aos demais genes HI.4 analisados. N6s também demonstramos com as analises
intragénicas que o bolsao B do sitio de ligagao de peptideos de HI..4-B concentra por boa
parte das diferengas observadas entre as populagdes, implicando em diferengas nos perfis
de apresentacao de peptideos entre essas mesmas populacoes, o que pode ser interpretado
como um indicativo de adaptagoes locais aos conjuntos de patdégenos presentes em

distintas regioes geograficas.
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