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1. RESUMO

O enhancer HACNS1 compreende uma regido de 546 pares de base altamente
conservada na maioria dos vertebrados terrestres. Em humanos esta regidao acumula
16 mutacdes especificas surgidas apds a separacao das linhagens humano-chimpanzé.
Trabalhos recentes tém discutido se este acimulo de mutacdes ocorreu por selegdo
positiva ou por uma conversao génica enviesada. Neste trabalho, estudamos 83
amerindios do sul, 11 esquimés e seis africanos subsaarianos, e nestes ndao foram
encontrados variacdes nesta regido do DNA. Este resultado favorece a idéia de que
tenha ocorrido uma seleg¢do positiva no passado e de uma selecdo conservativa no
presente, como o esperado para uma regido com influéncias nos tragcos como o

polegar opositor, destreza manual e locomocgdo bipede vista na linhagem humana.



2. INTRODUCAO

Como seres humanos, ndés temos interesses especiais em identificar as
modificacdes genéticas responsdveis por caracteristicas especificas que nos
distinguiram dos outros grandes primatas. Diferencas morfoldgicas podem ocorrer
devido a poucas mutacbes de grande efeito em genes regulatérios ou estruturais
chaves, assim como em sequéncias ndo codificantes com papel na regulacdo génica
(major gene effect hypothesis; Nei 1987, 2007). Prabhakar e cols. (2008) descreveram
uma seqiiéncia de 546 pares de base (pb) que atua como um enhancer da expressao
de genes, o HACNS1, sendo esta altamente conservada em todos os genomas de
vertebrados terrestres. No entanto, em humanos este enhancer acumula 16 mudancas

especificas surgidas apds a separacdo entre a linhagem humanos e a dos chimpanzés.

Treze destas 16 mutagGes sdo encontrados num segmento funcional de 81 pb
desta regido de 546 pb. Esses autores mostraram, usando um teste estatistico baseado
em Jog de verossimilhanca, que estas mudangas eram altamente inesperadas pelo

acaso (p=9.2x10™").

Prabhakar e cols. (2008) também demonstraram que essas
alteragdes de nucleotideos promovem uma forte expressao de genes envolvidos nos
membros do corpo, quando comparado com o elemento ortolégo encontrado em
chimpanzés, tendo isto um provavel impacto em nossa histdria evolutiva. Duret and
Galtier (2009), por outro lado, argumentaram que o padrdo que substituicdes
encontrado no HACNS1 poderia ser explicado por um processo neutro chamado de
conversao génica enviesada (BGC — Biased Gene Conversion) associado com eventos de

recombinacdo aleatéria, que favorece a fixacao de transicdes AT-GC, e que também

pode levar a fixacdo de mutagdes fracamente deletérias em elementos funcionais.



Prabhakar e cols. (2009), depois de uma avaliacdo ampla do genoma,
demonstraram que o HACNS1 é incomum com relacdo aos eventos de recombinacao, e
gue apesar do excesso de mudancas AT-GC encontradas neste enhancer, mudancas
deletérias, ou neutras, ndo seriam esperadas por fortalecer os padrdes de expressdo
ancestrais introduzindo um novo e robusto dominio de expressdo na linhagem
humana. Estes autores também evidenciaram a acelerada evolu¢do no HACNS1 devido
a um mecanismo comum: a sinergia entre a BGC e a selecdo positiva produzindo um
cluster de substituicdoes AT-GC neste sitio funcional (Prabhakar e cols., 2009). Por fim,
Katzman e cols. (2010) sugeriram que a BGC poderia ser um importante fator guiando
a evolugcdo do HACNS1, mas indicando que nenhum dado estava disponivel com o qual
fosse possivel distinguir se as muta¢cdes humano-especificas refletiriam um processo
que foi essencialmente uma batalha para evitar o ataqgue da BGC e deste modo
continuar num contexto adaptativo, ou se as mutagdes pressionaram este elemento
levando-o a uma nova configuracdo que permitiu a acdo da selecdo positiva, num
cendrio adaptativo para os humanos. Até o momento, nenhuma discussao havia

focado e considerado dados populacionais.

Nativo-americanos possuem um padrao bem conhecido de variagdo molecular,
com diferengas marcantes em relagao a outras popula¢des humanas, quando sistemas
genéticos neutros sdo considerados (Wang e cols., 2007). Considerando que analises
com popula¢des humanas revelam que os padrdes de variagao sob sele¢do natural sdo
diferentes daqueles esperados sob neutralidade (Meyer e cols. 2006), este estudo foi

desenhado para avaliar as duas hipdteses sobre a evolugdo do HACNS1.



Neste trabalho sdo apresentados dados do seqlienciamento de uma regido de
710 pb, que inclui o enhancer HACNS1 e regides adjacentes, em populacdes sul-
americanas amplamente distribuidas e com distintas histérias demograficas. Para uma
maior cobertura étnica e continental, esquimds siberianos, europeus, africanos
(bantus e ndo-bantus) e brasileiros miscigenados foram incluidos no estudo.
Adicionalmente foi realizada uma busca nos bancos de genomas humanos completos e

no genoma do Neandertal.



3. MATERIAL E METODOS

Amostras de DNA

Um total de 194 amostras foi analisado, incluindo 83 nativo-americanos de 12
populacbes distintas (Apalai, Arara, Galibi, Kuben-Kran-Keng, Mundurucu, Karitiana,
Xavante, Ache, Guarani, Ticuna, Wayuu e Zenu), amplamente distribuidas por todo
continente. Onze esquimos siberianos, 37 africanos sub-Saarianos, 35 europeus, e 28

brasileiros miscigenados também foram incluidos como amostras ndo-amerindias.

Os 37 africanos foram obtidos de individuos bantus e ndo-bantus que vivem na
Republica Democratica do Congo, Camardes e Costa do Marfim, enquanto os europeus
sdo espanhodis. Informaces adicionais sobre as populacdes africanas e européia
podem ser encontradas em Silva e cols. (2006) e Bortolini e cols. (2004),
respectivamente. Os esquimds da amostra falam a lingua Yupic e vivem em uma
comunidade no extreme leste da Sibéria. Vinte e oito gauchos do sul do Brasil também
foram amostrados. Os mesmos podem ser caracterizados como miscigenados a partir

do encontro de amerindios, africanos e europeus (Marrero e cols., 2007).

A aprovagdo ética para este estudo foi provida pela Comissdo Nacional de Etica
na Pesquisa (CONEP — ResolugGes niumero 123/1998 e 133/2002), bem como pelos

comités de ética dos paises onde as amostras ndo-brasileiras foram coletadas.

Genotipagem e Sequenciamento

O fragmento de 710 pb incluindo o HACNS1 foi amplificado com primers
especificos (F-5'TCTCGTCGGCATTACTCATCGTCA3’; R- 5’CAAATGGAGGCTTTTCTGCA3’),

desenhados especificamente para este estudo. As reacdes de PCR continham 20 to 50



ng de DNA genOmico, 5uL de Hot Start Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Germany), 4 uL
adgua e 0.5 pL (10 pmol/ pL) de cada par de primer, expostos a 94°C por 15min, 33
ciclos a 94°C por 30s, 57°C por 40s, 72°C por 30s, seguido de 10 min a 72°C. O produto
de PCR foi verificado em eletroforese em gel de agarose 1.0% corado com brometo de
etidio, e depois purificado com o kit caseiro Microclean. Os fragmentos de DNA foram
sequenciados em um sequenciador ABI 3730x| e analisados com os programas BioEdit

v7.0.9 e Sequence Scanner v1.0.

Testes Evolutivos

O programa EvoNC (Wong and Nielsen, 2004) foi utilizado para testar se o
padrdo de variacdo no “enhancer” HACNS1 poderia ser explicado por um modelo
neutro ou ndo. As seqliéncias de seis espécies de primatas ndao-humanos (Otolemur
garnettii, Callithrix jacchus, Macaca mulatta, Pongo pygmaeus, Gorilla gorilla, Pan
troglodytes), bem como de Homo sapiens, Homo neanderthalensis e um hominideo
sem classificagcdo definida encontrado na caverna de Denisova foram obtidas por
buscas nos bancos de genomas Ensembl (http://www.ensembl.org) e UCSC

(http://genome.ucsc.edu).

As seqliéncias analisadas incluiram o “enhancer” HACNS1 (659 bp) mais o exon
1 do gene AGP1/CENTG2 (163 bp), que codifica a proteina ativadora da GTPase e estd
localizado imediatamente apds o “enhancer”. Estes alinhamentos em conjunto com
uma arvore filogenética dos primatas foram entao utilizados para identificar o padrao

evolutivo do “enhancer” HACNS1.

O programa EvoNC compara as taxas de substituicdes em regides nao-

codificadoras em relagao as taxas de substituicdes sindnimas nas regides codificadoras.

10



Com base nisto, o parametro C (zeta) foi entdo calculado. Trés modelos foram
testados: Um modelo nulo é comparado com dois modelos alternativos com duas e
trés categorias de ¢, respectivamente. O modelo neutro assume dois conjuntos de
sitios com £0<1 e {1=1. O modelo de duas categorias também assume dois conjuntos
com £0<1 e {1>1; e o modelo de trés categorias assume trés conjuntos: £0<1, {1=1e
€2>1. Basicamente, (=1 quando os sitios na regido ndo-codificadora estdo evoluindo
de maneira neutra, £>1 quando ha sele¢ao natural, e (<1 quando a sele¢do negativa
estd presente. Também foi feita a andlise da probabilidade a posteriori (Teorema de
Bayes) para classificar cada sitio individual como pertencente a uma das classes de

mencionadas acima (Wong and Nielsen, 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 13 substituicdes agrupadas na regido de 81 pb identificadas por Prabhakar e
cols. (2008), assim como trés outras que nos distinguem dos chimpanzés, foram
observadas em todos os individuos estudados, sugerindo que elas estdo fixadas na
nossa espécie. Uma mutacdo adicional (cromossomo 2: 236774267; Figura 1) ndo
reportada por Prabhakar e cols. (2008), dado que eles seqlienciaram somente 546bp
(236773657 to 236774202) enquanto nds seqiienciamos 710bp (236773577 to

236774286), também foi encontrada distinguindo as duas espécies (ver Figura 1).

N3do foram encontradas variagdes intra ou inter-populacionais, sugerindo que a
regido é conservada. Vale a pena mencionar que uma amostra de 4.000 anos do recém
seqlienciando Palaeo-eskimo, bem como um Khoisan, um Bantu, dois Yorubas, um
chinés Han, um coreano e cinco europeus ou europeu-derivados, que possuem seu
genoma completo seqlienciado, também apresentam todas as substituicGes humano-
especificas (Rasmussen e cols., 2010; Schuster e cols., 2010; http://www.ensembl.org/;

http://www.galaxy.org/).

A comparagdao com os recém publicados genomas do Neandertal e o espécime
de Denisova (Green e cols., 2010, Reich e cols., 2010) mostra que 8 das 13
substituicdes humano-especificas do HACNS1 presentes entre 236774003 e 236774084
também estdo presentes no neandertal. Infelizmente, o genoma do Neandertal nao
oferece informacdo completa para toda a regidao do HACNS1, mas outras mutac¢des
sapiens-especificas localizadas fora da regido de 81lpb, incluindo a que nds

descrevemos aqui (236774267), também estdo presentes no genoma do Neandertal
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(ver figura 1). O espécime de Denisova possui uma maior cobertura do genoma, e foi
possivel verificar que todas as 13 substituicdes humano-especificas estdo presentes

(ver figura 1).

Prabhakar e cols. (2008) demonstraram usando o teste estatistico de log de
verossimilhanga que o HACNS1 esta sobre selegao funcional em humanos,
considerando que a rdpida divergéncia é altamente inesperada dada a forte
conservacdo desta regido em outras espécies. Aqui nds realizamos testes adicionais
para checar se a variacdo H. sapiens/Neandertal pode ser explicada pelo modelo
neutro. Comparacbes entre os modelos mostraram um evidéncia significativa de
selecdo positiva quando as seqliéncias de H. sapiens/Neandertal sdo comparadas com
as de outros primatas, incluindo chimpanzé (Pan troglodytes) (Tabela 1). O teste A de
verossimilhanca indicou que cerca de 18% dos sitios naquela regido estdo sob selecdo
positiva. Interessantemente, todos os 13 sitios reconhecidos como exclusivos na
linhagem Homo mostram sinais de selecdo positiva com probabilidade posterior maior
que 99% (Figura 1). Nossas andlises adicionais fornecem evidéncia de que um modelo
neutro ndo explica a variagcdao que ocorreu depois da separagdo nos géneros Homo e

Pan.

Nativos americanos apresentam uma pequena diversidade genética (calculado
por 1t e indices de heterozigosidade) e altos niveis de estruturacao populacional (como
determinado por Fst e outras estatisticas similares) quando comparados com outras
popula¢des/grupos continentais (Cavalli-Sforza e cols., 1994; Wang e cols., 2007). O
oposto é visto quando estudamos populacdes africanas sub-Saarianas (Rosenberg e

cols., 2002). Estes padrdes de diversidade/divergéncia derivam principalmente de
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processos demograficos (efeito-fundadores sucessivos com posterior expansao)
relacionado com a dispersio do Homo sapiens moderno da Africa para outros
continentes (Alonso and Armour, 2001; Ramachandran e cols., 2005; Fagundes e cols.,
2007; Santos-Lopes e cols., 2007; Wang e cols., 2007). Como os efeitos demograficos
afetam todo o genoma, os desvios deste modelo classico de diversidade/divergéncia,
assim como o observado neste estudo sdo esperados quando por¢des do genoma
estdo sofrendo pressdo por selecdo natural (Bamshad and Wooding, 2003; Barreiro e

cols., 2008).

Nossos resultados em nivel populacional ddo suporte a idéia de que estas 13
substituicdbes conferem alguma vantagem adaptativa a linhagem sapiens,
provavelmente a linhagem Homo, e em algum momento da histdria evolucionaria dos
hominideos elas foram fixadas por selecdo positiva. Apds a fixacdo, uma forte selecdo
purificadora tem mantido a conservacdo intra-especifica/intra-género do cluster de

81pb.

O real impacto deste achado deve ainda ser explorado através de mais estudos
funcionais e populacionais, mas as implicagdes destas mutagdes podem indicar uma
provavel influéncia em tracos comuns a espécie Homo sapiens ou ao género Homo,
tais como polegares opositores, destreza manual e adapta¢des do calcanhar ou pé

para o bipedalismo.
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Figura 1 (modificada de Hiinemeier e cols.2010). Identificagdo das 13 substituicdes humano-
especificas no enhancer HACNS1 (regido de 81bp) e 4 substituicGes humano-especificas

encontradas adicionalmente dentro dos 710 pb sequenciados.
* sem variagao intraespecifica

# sitios com selecdo positiva com probabilidade de superior a 99%
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Tabela 1. Parametros e escores de verossimilhanga sob diferentes modelos considerando a

varidvel £ entre conjuntos de nucleotideos avaliados

Model

Estimated parameters

£

P-value

Test 1

Test 2

M1: Neutral model

M3: 3 category

M1: Neutral model

M2: 2 category

Zeta[0] = 0.001000, p[0] = 0.699713;

Zeta[1] = 1.000000, p[1] = 0.300287

Zeta[0] = 0.001000, p[0] = 0.803405;

Zeta[1] = 1.000000, p[1] = 0.019007
Zeta[2] = 5.044662, p[2] = 0.177588

Zeta[0] = 0.001000, p[0] = 0.699713;

Zeta[1] = 1.000000, p[1] = 0.300287

Zeta[0] = 0.001000, p[0] = 0.807452;

Zeta[1] = 4.028553, p[1] = 0.192548

—1737.911095

—1728.952010

—1737.911085

—1728.720487

<0.001

<0.001
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