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RESUMO

Existem evidéncias de que o gene HLA-B, cujo produto tem como fungdo a apresentagdo de
peptideos a linfécitos CD8" e ligacio a receptores KIR, esteja sob a aciio da selegdo natural. As
populacdes nativas da América do Sul possuem uma grande quantidade de alelos de HLA-B exclusivos
(endémicos) em freqiiéncias elevadas, enquanto que as populagdes nativas norte-americanas
compartilham seus alelos com a Asia. A hipétese elaborada para explicar a diferenca de perfil alélico
entre as populagdes norte e sul-americanas ¢ conhecida como furnover de alelos. Segundo essa
hipotese, os alelos exclusivos de amerindios teriam aumentado de freqiiéncia e substituido os
ancestrais por apresentarem com eficiéncia os antigenos dos patégenos sul-americanos e/ou devido ao
efeito de deriva genética, que provavelmente foi importante como conseqii€éncia dos pequenos
tamanhos efetivos populacionais. Esse processo teria ocorrido varias vezes, explicando as diferencas
nos perfis alélicos entre as populagdes sul-americanas, cada uma das quais com um determinado
conjunto de alelos endémicos.

Para verificar se as populagdes que possuem maiores freqiiéncias de alelos endémicos
apresentam sinais da atuacdo da selecdo natural, nés analisamos o polimorfismo do gene HLA-B em
474 amostras oriundas de 26 populagdes nativo-americanas e uma siberiana, quantificamos a
freqiiéncia de alelos endémicos por populagdo e regido, e aplicamos os testes de neutralidade Ewens-
Watterson e D de Tajima.

Nos encontramos uma correlagdo positiva entre aumento da distancia do Estreito de Bering e
maior freqiiéncia de alelos endémicos (r* = 0,351, p<0,01)). Entretanto, essa correlagdo desapareceu
quando excluimos as populagdes norte-americanas (r* = 0,109, p>0,10), mostrando que a correlagdo é
uma conseqiiéncia das diferencas entre as popula¢des localizadas na regido nedrtica, que praticamente
ndo possuem alelos endémicos, e as populagdes neotropicais, que apresentam uma maior freqiiéncia de
alelos endémicos. Esse resultado estd de acordo com a hipotese de que ha uma correlagdo entre o

ambiente tropical e alteracdes do perfil alélico das popula¢des amerindias.
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O teste de D de Tajima mostrou desvios significativos de neutralidade, na direcdo de selecdo
balanceadora, ao longo de todo o continente (p<0,05), ndo havendo diferengas entre as populagdes
com maiores ou menores freqii€ncias de alelos endémicos. Esse resultado é, provavelmente,
conseqiiéncia da captacdo de um sinal seletivo anterior a entrada no continente americano.

Nossos resultados mostram que a composicdo de alelos endémicos difere entre os grupos
populagdes, e ndo entre as populagdes individuais. Portanto, é plausivel que a sele¢do natural tenha
promovido a substitui¢do dos alelos asidticos antes do estabelecimento das populagdes amerindias
individuais que conhecemos hoje. Essa hipdtese estd de acordo com a quase total auséncia de
populacdes desviando significativamente do esperado segundo o modelo neutro, quando aplicamos o
teste de Ewens-Watterson, que ao contrario do D de Tajima, ¢ menos afetado por eventos seletivos

antigos.
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1. INTRODUCAO

Ha um crescente interesse na deteccdo de genes e/ou regides gendmicas que foram
alvos da selecdo natural, com intuito de desvendar os processos evolutivos que atuaram na
nossa e em outras espécies. A inferéncia de quais genes sdo selecionados indica quais sdo as
regides funcionalmente importantes do genoma (Nielsen, 2005) e contribui para o debate
sobre a importancia dos processos de deriva e selecdo natural na evolugdo molecular. Varios
estudos demonstraram a existéncia de regides cujos padrdes de variagdo sdo incompativeis
com regimes neutros de evolugdo e, paralelamente, houve importantes avangos nos métodos
empregados para detectar a selecdo natural a partir de dados genéticos (Bustamante, Fledel-
Alon et al., 2005; Nielsen, 2005; Sabeti, Schaftner et al., 2006).

Muitos genes que participam da resposta imune apresentam evidéncias de selegdo
natural (Vallender e Lahn, 2004). Dentre esses, os genes HLA (Human Leukocyte Antigen),
devido a sua importancia funcional, apresentam fortes evidéncias de estarem evoluindo sob
selecdo natural (Meyer e Thomson, 2001). Estudos populacionais mostraram que o gene HLA-
B, um dos genes que apresenta os maiores niveis de diversidade na nossa espécie (Robinson,
Waller et al., 2003), apresenta grande diferenciacdo entre os amerindios da América do Sul e
outras populagdes, inclusive de amerindios norte-americanos. Esse padrio pode ser
interpretado seletivamente.

No presente estudo nds exploramos essa questdo caracterizando a variacdo do gene
HLA-B em 26 populagdes nativas de diversas regides do continente americano para verificar a
existéncia de sinais da atuacdo da selecdo natural. Até o momento, nenhum estudo analisou a
variabilidade genética em genes HLA-B para um conjunto de populagdes amerindias com
ampla distribuicdo geografica e diversidade lingiiistica. Nas proximas segdes revisaremos o

papel dos genes HLA no sistema imune e apresentaremos as evidéncias de atuacdo da selegdo



2
natural nesses genes, para entdo discutir quais caracteristicas do polimorfismo do gene HLA-B

em populagdes nativo-americanas fomentaram as hipoteses que motivaram o presente estudo.

1.1.1. O CONTEXTO DA RESPOSTA IMUNE E ESTRUTURA DOS GENES HLA

O sistema imune ¢ constituido por uma colegdo de células e macromoléculas que nos
protegem da uma infinidade de microorganismos patogénicos. Grosseiramente, podemos
classificar o sistema imune em inato e adaptativo (Abbas e Lichtman, 2005). O sistema imune
inato constitui a primeira linha de defesa do organismo e seus componentes sdo encontrados
ao longo de toda a arvore filogenética dos animais (Parham, 2005). Os componentes do
sistema imune inato incluem barreiras quimicas e fisicas (os epitélios em geral e as
substancias antimicrobianas produzidas por eles), células fagociticas (macréfagos e
neutrofilos), células NK (natural killers) e proteinas soluveis (sistema complemento e
mediadores inflamatorios) (Abbas e Lichtman, 2005). Esses componentes ja estdo prontos
mesmo antes de uma infec¢do e respondem rapidamente aos agentes invasores. Com excegdo
das células NK, os componentes do sistema imune inato reconhecem estruturas genéricas e
essenciais a sobrevivéncia dos microrganismos, impedindo o estabelecimento da maioria das
infecgdes.

Mecanismos de evasdo do sistema imune inato surgiram em varios microrganismos.
Como resposta, outro conjunto de células e moléculas permite a eliminagdo de infec¢cdes que
escapam do controle da imunidade inata, montando uma resposta especifica contra o agressor.
Essa ¢ a fun¢do do sistema imune adaptativo (Janeway, Travers et al., 2001).

A resposta adaptativa ¢ extremamente especifica, normalmente sendo desencadeada
por, e dirigida a, um determinado antigeno. Antigenos sdo os alvos da resposta imune,
geralmente macromoléculas presentes nos patogenos. Toda a resposta adaptativa ¢ dependente

da fungdo de linfocitos B e T. Os linfocitos B reconhecem antigenos soluveis (desde pequenas



moléculas a macroestruturas encontradas nas superficies de patdgenos) e produzem os
anticorpos, proteinas soliveis que se ligam aos antigenos, neutralizando sua atividade. Os
anticorpos marcam os alvos e recrutam moléculas do sistema complemento e células
fagociticas, que por sua vez, eliminam os agentes infecciosos (Janeway, Travers et al., 2001).
A resposta mediada por anticorpos ¢ o principal mecanismo de defesa contra patdgenos
extracelulares e suas toxinas.

Contra antigenos intracelulares existem os mecanismos da resposta adaptativa celular.
Quando ha uma infecgdo viral ou alteragdo de proteinas proprias como ocorre no cancer,
peptideos das proteinas estranhas sdo clivados no citoplasma da célula e bombeados para o
reticulo endoplasmatico. No reticulo esses peptideos associam-se as moléculas HLA de classe
I e o complexo HLA + peptideo é levado & superficie celular. Linfocitos T CD8" reconhecem
esse complexo e desencadeiam uma resposta que culmina na eliminagdo da célula
apresentadora (figura 1) (Doherty e Zinkernagel, 1975b). As células NK também interagem
com as moléculas HLA de classe I, entretanto, elas sdo sensiveis as variagdes nos niveis de
expressdo dessas moléculas (Parham, 2005). Alguns patdégenos e células cancerosas induzem
a diminui¢do da expressdo das moléculas HLA, um possivel mecanismo de evasdo do
reconhecimento pelos linfocitos T. As células NK expressam receptores inibidores, os
receptores KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptors), que interagem com as moléculas
HLA de classe I. Na auséncia do sinal inibidor das moléculas HLA, as células NK

desencadeiam uma reac¢do citotoxica, eliminando a célula infectada.



Apresentacéo do
peptideo via HLA de

Complexo HLA +
peptideo é enviado
do golgi paraa

v

classe | aos linfocitos Membrana Slntes?, d_as plrntelnas
TCD8* Plasmatica virals pelos
ribossomos

citoplasmaticos

Proteina globular
viral recém
sintetizada

Degradagio das
proteinas
citoplasmaticas a

superficie celular { ) rER peptideos via
s \ ] t
& Associagdo do peptideo P RISIRRSROME
. aa com a molécula HLA de i T 00%e
’ ‘ e classe | q T A
¥ —4-
-| Proteinas de transporte

Y-
. ?' transferem os peptideos
para dentro reticulo

endoplasmatico

Sintese da molécula

- Complexo HLA + de HLA de classe |
Complexo de Golgi peptideo é enviado ao no reticulo
complexo de golgi A
endoplasmatico
rugoso

Figura 1. Processamento e apresentagdo de peptideos via moléculas HLA de classe 1. Fonte:
Male e colaboradores (2006), modificado.

As moléculas HLA-A, -B ¢ -C, também conhecidas como moléculas HLA de classe 1
classicas, sdo as principais responsaveis pela apresentacdo de peptideos citoplasmaticos. Essas
moléculas sdo constituidas por duas sub-unidades: a cadeia o e a f2-microglobulina. A
cadeia o € codificada pelos genes HLA de classe 1 classicos, HLA-A, -B e -C, e apresenta trés
dominios extracelulares: a;, a; ¢ a;. Os dominios a; ¢ a, formam a fenda apresentadora de
peptideos, um sulco flanqueado por duas a-hélices dispostas sobre um assoalho de folhas [3-
pregueadas (figura 2) (Bjorkman, Saper et al., 1987). Pequenos “bolsos” (pockets) na fenda
da molécula HLA acomodam seis dos nove residuos de aminoacido dos peptideos (Saper,

Bjorkman et al., 1991).
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Figura 2. Esquema e estrutura da molécula de HLA de classe 1 obtida por
cristalografia de raio X. A cadeia o é mostrada em azul e a cadeia f,-
microglobulina em vermelho. A regido trans-membrana e a cauda citoplasmatica
sd0 mostradas apenas no esquema. A molécula de HLA na sua forma expressa
sempre apresenta um peptideo inserido na fenda formada pelos dominios a; € a,,
nessa representacdo no entanto, o peptideo ndo é mostrado. Fonte: Abbas e
colaboradores (2005).

Os genes HLA estdo localizados no Complexo Principal de Histocompatibilidade
Humano, o MHC (Major Histocompatibility Complex) (figura 3). O MHC localiza-se no
braco curto do cromossomo 6 (6p21.3), ¢ uma das regides com os maiores niveis de
polimorfismo do genoma e apresenta uma alta concentra¢do génica. Cerca de 40% dos genes
localizados no MHC estdo envolvidos em algum processo imunoldgico (consoércio de

seqiienciamento do MHC, 1999).

O MHC apresenta trés regides: classe I, Il e III. A regido de classe II, mais
centromérica do complexo, estende-se por aproximadamente um megabase (Mb) e contém os
genes HLA de classe II. A regido de classe Il também se estende por um Mb e apresenta

genes envolvidos na resposta imune, porém ndo possui genes HLA. A regido de classe I ¢ a
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mais telomérica, estende-se por dois Mb e contém os genes HLA-A4, -B e -C, cada um dos

quais com 649, 1029 e 350 alelos descritos respectivamente (Robinson, Waller et al., 2003).
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Figura 3. Mapa do MHC humano. O eixo horizontal marca a distdncia em Mb com relagao
ao inicio do complexo que esta mais proximo do centrdmero. Os genes HLA de classe I sdo
mostrados em amarelo. Alguns dos genes ndo-HLA sdo representados em azul. Os genes HLA
de classe I sdo mostrados em vermelho. As caixas mostram a localizagdo dos genes HLA de
classe I classicos: HLA-A, -B e -C. Fonte: Janeway e colaboradores (2001), modificada.

1.2.  EVIDENCIAS DE SELECAO NATURAL NOS GENES HLA DE CLASSE I

CLASSICOS

1.2.1. Evidéncias Populacionais de Selecdo Natural nos Genes HLA

As regides codificantes dos genes HLA-A, -B e -C apresentam caracteristicas

compativeis com a atuagdo de selecdo natural, tais como:



1.

2.

4.
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Niveis de diversidade superiores ao esperado segundo o neutralismo: para HLA-B,
por exemplo, existem em média 35,5 alelos por populagdo (Meyer, Singe et al., 2007).
Esses alelos estdo distribuidos em freqiiéncias intermediarias, levando os indices de
diversidade a valores superiores ao esperado segundo simulagdes que levam em
consideragdo o tamanho das amostras e o numero de alelos (Solberg, Mack et al.,
2008);
Altos niveis de diferengas entre os alelos: a divergéncia média entre dois alelos dos
genes HLA ¢ de 4%, valor dez vezes superior ao observado em outros /oci do genoma
(Bubb, Bovee et al., 2006). Essa diferenciagdo ¢ fruto dos grandes tempos de
coalescéncias das linhagens dos genes HLA que parecem ser mais antigas que 0s
tempos de especiacdo de humanos, chimpanzés e gorilas, fendmeno conhecido como
polimorfismo trans-especifico (Ayala, Escalante et al., 1994);
Taxas de substitui¢do ndo-sinonimas sdo elevadas na regido de ligacdo dos peptideos:
de maneira geral, substituigdes ndo-sindnimas alteram o aminoacido codificado por
um codon, e por isso sdo normalmente removidas pela selecdo natural. Ja as sindnimas
ndo alteram o aminoacido ¢ ndo sdo ecliminadas pela selegdo. Portanto, as taxas de
substituicdo sinonimas sdo geralmente mais elevadas do que as ndo-sindnimas.
Entretanto, a situagdo se inverte nos coédons que codificam as regides responsaveis
pela ligacdo dos peptideos dos genes HLA: a taxa de substituicdo ndo-sindnima é mais
elevada (Hughes e Nei, 1988);
Desequilibrio de liga¢do elevado: os niveis de desequilibrio de ligacdo na regido
MHC sao extremamente altos (Huttley, Smith et al, 1999). A sele¢cdo aumenta o
desequilibrio de ligagdo em torno de variantes vantajosas, elevando a freqiiéncia de
todas as mutagdes fisicamente ligadas a essas variantes (Gordo e Charlesworth, 2001).
O resultado no MHC ¢ que os alelos de diferentes genes HLA estdo associados de

maneira nao aleatoria, originando haplotipos que sdo muito mais comuns do que seria



esperado com base na freqiiéncia alélica dos genes sem desequilibrio de ligagao.

Os niveis de diversidade observados nos genes HLA sdo incompativeis com o modelo
de evolucdo neutra, implicando que o modelo alternativo de selecdo balanceadora seja mais
plausivel. Varios dos polimorfismos moleculares atribuidos a esse tipo de sele¢do ocorrem em
proteinas celulares que interagem com microorganismos (Garrigan e Hedrick, 2003). Nas
moléculas HLA, praticamente toda a variagdo localiza-se nos dominios a; € a,, nos sitios
constituintes da fenda apresentadora de peptideos (figura 4). Portanto, as regides com maior
evidéncia da atuacdo da selecdo balanceadora sdo as que interagem diretamente com o0s
antigenos, indicando que os microrganismos patogénicos sejam a fonte da sele¢@o atuante nos
genes HLA. Essa hipotese evolutiva é conhecida como selegdo dirigida por patogenos.

Estudos de associagdo com doengas infecciosas corroboram a hipotese de selecdo
dirigida por patogenos. Por exemplo, foram descritas associagdes entre alelos HLA e
resisténcia a malaria em populacdes do oeste africano (Hill, Jepson et al., 1997). Alelos de
HLA-B foram associados a uma maior ou menor progressdo a infec¢do por HIV (Kaslow,

Carrington et al., 1996; Carrington, Nelson et al., 1999).
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Figura 4. Distribuicdo da diversidade nos genes HLA de classe |
classicos. Acima a esquerda é mostrado um esquema de uma molécula
HLA de classe I. A cadeia a ¢ mostrada em amarelo. Acima a direita é
mostrada a fenda apresentadora.de peptideos. Abaixo ¢ mostrada a
distribui¢do da variagdo ao longo dos dominios a;, o, € 3. Nas trés
representagdes, os residuos com os maiores niveis de diversidade
medidos pela taxa de heterozigose sdo marcados em vermelho (taxa de
heterozigose ou H, ¢ a probabilidade de se amostrar dois alelos

distintos na populagdo dada por H =1—Zpi2 , onde p; representa a

freqiiéncia de cada i alelo). Fonte: Janeway e colaboradores (2001).

Se realmente foi a selegdo dirigida por patdégenos que moldou o polimorfismo dos
genes HLA, ¢ plausivel supor que regides geograficas com alta diversidade patogénica
apresentem um maior sinal seletivo. Prugnolle e colaboradores (2005) mostraram que ha uma
correlacdo positiva entre a carga de patogenos de uma determinada regido geografica e os
niveis de diversidade nos loci HLA, especialmente em HLA-B.

Todos esses resultados sustentam a hipotese de selecdo dirigida por patdogenos, mas
ainda ha debate a respeito dos mecanismos especificos de como a interacdo com os
microorganismos moldou a variagdo dos genes HLA. Na proxima seg¢do nos

mostraremos/discutiremos alguns dos modelos propostos para explicar os niveis de
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polimorfismo observado nesses genes e porque o estudo de populacdes amerindias ¢

informativo para o entendimento dos processos seletivos que atuam nos genes HLA.

1.2.2. Modelos de Selecdo Natural em Genes HLA

Dentre os varios modelos evolutivos propostos, o mais aceito ¢ o de vantagem de
heterozigotos ou sobredominancia (Doherty e Zinkernagel, 1975a). Nesse modelo individuos
heterozigotos apresentam um valor adaptativo superior aos homozigotos, pois possuem uma
maior capacidade de apresentacdo peptidica. Takahata e Nei (1990), utilizando simulacdes
coalescentes, demonstraram que a sobredominéncia ¢ capaz de explicar os altos niveis de
diversidade observados nos genes HLA se o valor adaptativo for igual entre os heterozigotos e
superior ao de todos os homozigotos.

O apoio ao modelo de sobredominancia vem sendo desafiado por estudos recentes.
Trabalhos utilizando simulagdes computacionais re-visitaram os estudos de Takahata e Nei
(1990), e alteraram o pressuposto de que todos os heterozigotos possuiam aptiddo superior ao
dos homozigotos e idénticas entre si. Ao invés, foi feita uma modelagem assumindo uma
hipotese biologicamente mais plausivel, na qual a aptiddo dos heterozigotos era determinada
pela soma dos valores adaptativos de cada alelo individualmente. Tal analise indicou que a
sobredominéncia ndo ¢ capaz de explicar o polimorfismo observado nos genes HL.A (De Boer,
Borghans et al., 2004).

Borghans e colaboradores (2004) realizaram simula¢des matematicas do modelo de
co-evolucdo entre patdogenos e sistema imunologico. De acordo com esse modelo, as
mudangas em genes dos patdgenos e genes imunoldgicos ocorreriam paralelamente: os
patogenos tenderiam a acumular mutacdes de escape, isto €, mutagdes que evitassem a
apresentacdo pelas moléculas HLA mais comuns na populacdo de hospedeiros. Por outro

lado, novas moléculas HLA que apresentassem de forma eficiente essas mutacdes de escape,
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seriam adaptativas e aumentariam de freqiiéncia na populagdo de hospedeiros, recomecando o
ciclo. Esse modelo de co-evolucdo entre patdogenos e hospedeiros se mostrou mais adequado
que o de sobredominancia simples, explicando de maneira satisfatoria varias das
caracteristicas dos dados reais tal como o grande niimero de alelos, altas taxas de heterozigose
e grande persisténcia dos alelos nas populagdes ao longo das geragoes.

De acordo com o modelo de co-evolugdo, espera-se que populagdes localizadas em
regides geograficas distintas possuam alelos HLA que garantam a geracdo de respostas imunes
contra os microorganismos endémicos de cada regido. O interesse em estudar os genes HLA
em populagdes amerindias estd atrelado a essa idéia, uma vez que a América possui uma
grande heterogeneidade de ambientes, e foi colonizada a partir de populagdes vindas do clima
artico, no qual o perfil de patdogenos difere significativamente daquele presente nas regioes
tropicais desse continente.

No presente trabalho pretendemos investigar se os regimes seletivos impostos pelo
ambientes americanos foram intensos o suficiente para marcar a variagdo dos genes HLA nas
populacdes amerindias. Para responder essa questdo é preciso entender os padrdes de
colonizacdo das Américas. Nas proximas se¢des faremos um breve resumo dos modelos mais

aceitos de ocupacao desse continente, baseados em dados de diferentes disciplinas.

1.2. POPULACOES AMERINDIAS

As populagdes amerindias constituem os povos nativos do continente americano que
falam linguas pertencentes ao tronco lingliistico Amerindio (Mithun, 1999). Segundo essa
classificagdo tradicional, dois outros grupos lingiiisticos sdo encontrados em populagdes
nativas da América do Norte: Na-Dene e o Esquimo-Aleut (Mithun, 1999).

Os amerindios formam o grupo populacional com os menores niveis de variabilidade

na espécie humana. Por exemplo, estudos com DNA mitocondrial (DNAmt) revelaram que os
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essas populacdes apresentam niveis de variagdo trés vezes menores que os encontrados em
africanos (Salzano, 2002). Wang e colaboradores (2007), utilizando dados de 678 loci
microssatélites, verificaram que as populagdes amerindias possuem o menor niimero de alelos
por lécus e o menor numero de alelos privativos, quando comparadas ao resto do mundo.
Parte desses resultados ¢ explicada pelo efeito da colonizagdo serial a partir da Africa
(Salzano, 2002; Wang, Lewis et al., 2007). A América foi a ultima das grandes massas de
terra a ser ocupada e, portanto, estd no final da série de colonizagdo, sendo precedida por um
grande niimero de efeitos de fundador, que levaram a uma significativa perda de diversidade.

Dentre as populagdes do Velho Mundo, as siberianas sdo as que apresentam os
maiores niveis de similaridade genética com os amerindios (Wang, Lewis et al, 2007),
indicando que a colonizacdo das Américas provavelmente se deu a partir do nordeste asiatico.
Os cenarios mais aceitos de colonizagdo do continente americano apontam a Beringia como
provavel regido utilizada na entrada das Américas. A Beringia, ponte continental que uniu a
Eurasia e a América do Norte por aproximadamente 60.000 anos durante o Pleistoceno, ficou
emersa até¢ aproximadamente 10.000 anos atras, quando os niveis oceanicos subiram mais de
120 metros devido ao fim do periodo glacial (Hopkins, 1982). Atualmente, o estreito de

Bering apresenta mais de 100 quilometros de extensdo e separa as Américas da Sibéria.

Trabalhos que utilizaram DNAmt mostraram que a populag@o ancestral dos amerindios
provavelmente entrou no continente americano numa data recente (ndo mais que 20.000 anos)
e sofreu uma rapida expansdo em dire¢@o ao sul do continente (Fagundes, Kanitz et al., 2008;
Kitchen, Miyamoto et al., 2008). Wang e colaboradores (2007) mostraram que o alelo 275 do
locus D9S1120 esta presente em todas as 29 populacdes nativo-americanas analisadas (numa
freqiiéncia de 36,4% considerando a amostra total). Esse mesmo alelo estd ausente nas demais
populacdes mundiais, exceto na Sibéria. A alta freqiiéncia com que esse alelo foi encontrado e
o seu compartilhamento entre as populacdes amerindias estdo de acordo com o modelo de

colonizagdo a partir da Beringia e rapida expansao.
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Na América do Sul existem claramente dois padrdes de distribui¢do de diversidade,
evidenciados por varios marcadores genéticos. Dados de microssatélites do cromossomo Y
(Tarazona-Santos, Carvalho-Silva et al., 2001) e microssatélites autossdmicos (Wang, Lewis
et al., 2007) mostraram que populagdes da regido andina, apresentam valores intermediarios
de F§, enquanto as populagdes do leste apresentam os valores mais altos. Esses resultados
foram interpretados como evidéncia de que as populacdes da porcdo ocidental da América do
Sul experimentaram niveis mais altos de fluxo génico e/ou apresentaram um maior tamanho
efetivo que as populagdes do leste do continente, onde o efeito de deriva genética foi mais
importante devido aos pequenos tamanhos efetivos e isolamento.

Qual a implicagdo desses resultados nos estudos de selecdo natural no genoma
humano? As populagcdes amerindias enfrentaram drasticas mudanga ambientais, quando
partiram da regido artica a 20.000 anos atras, e seguiram para o sul do continente. E plausivel
imaginar que as mudancas ambientais tenham criado pressoes seletivas, inclusive sobre os
genes do sistema imune. Essa hipotese explica as diferencas de composi¢ao alélica do gene
HLA-B entre os amerindios sul- e norte-americanos e na proxima se¢do nos descreveremos os

trabalhos que a propuseram.

1.2.2. Variacao dos genes HLA em Amerindios

As primeiras analises da diversidade dos gene HLA em populagdes amerindias foram
baseadas em dados sorologicos. Elas demonstraram o mesmo padrdo descrito para outros
marcadores genéticos: as populacdes amerindias apresentavam um subconjunto da
diversidade encontrada no continente asiatico (Kostyu e Amos, 1981). O nivel de resolucao
dos dados sorologicos ¢ de linhagens alélicas, portanto, podemos afirmar que as linhagens
alélicas dos genes HLA encontradas nas Américas sdo um subconjunto das presentes em

populacdes do Velho Mundo.
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No inicio da década de 90, Belich e colaboradores (1992) ¢ Watkins e colaboradores
(1992), utilizando técnicas moleculares, descreveram uma série de alelos do gene HLA-B
exclusivos de populagdes nativas da América do Sul (populagdes Guarani, Kaingang e
Waorani). Esse padrdo ¢ contrastante com o obtido a partir dos marcadores genéticos
estudados até entdo, inclusive com relacdo aos demais genes HLA-A e -C. Os novos alelos de
HLA-B eram, em sua maioria, frutos de conversdo génica entre os alelos encontrados no
Velho Mundo. Watikins e colaboradores (1992) analisaram paralelamente a populagio norte-
americana Zuni e demonstraram que os alelos nela presentes sdo os mesmos encontrados na
Eurédsia. Apesar da presenca de novos alelos, as populagdes sul-americanas possuiam o
mesmo numero de alelos das norte-americanas, indicando que os alelos antigos foram
substituidos.

Para explicar essas observagdes foi proposta a hipdtese do turnover alélico, segundo a
qual a populagdo ancestral dos amerindios teria passado de um ambiente glacial ao norte da
América do Norte para uma regido tropical na América do Sul. Os tropicos apresentam uma
maior biodiversidade, inclusive de microorganismos patogénicos, que por sua vez, criaram as
pressdes seletivas que favoreceram os novos alelos. Os novos alelos acabaram substituindo os
antigos € o pequeno tamanho efetivo associado a baixos niveis de fluxo génico entre as
populacdes provavelmente contribuiram nesse processo (Belich, Madrigal et al, 1992;
Watkins, Mcadam et al., 1992; Cadavid e Watkins, 1997; Parham, Amett et al., 1997).

Outros trabalhos de descricio das freqliéncias de alelos de genes HLA foram
publicados na ultima década, porém, a hipotese do tunover alélico nunca foi revisitada.
Nenhum trabalho testou a hipétese de haver uma correlagdo entre a presenca de alelos
exclusivos de amerindios em freqiiéncias elevadas e desvios com relagdo ao modelo de
evolucdo neutra, algo esperado sob o pressuposto de que a presenca dos alelos endémicos
seria resultado de selecdo natural. A substituicdo dos alelos presentes em populagdes

ancestrais por um novo conjunto, restrito aos amerindios, ¢ sem divida um resultado
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consistente com o papel da selecdo natural na diferenciagdo entre populagdes. Porém, cabe
perguntar se, nas freqiiéncias alélicas de populagdes atuais, haveria evidéncias genéticas de tal
processo seletivo? Nosso principal objetivo foi testar se as populagdes nativo-americanas que
apresentam repertorios alélicos muito distintos daqueles das populacdes asiaticas possuem

desvios com relagdo as previsdes do modelo de evolugdo neutro e equilibrio populacional.
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OBJETIVOS

Nesse trabalho investigamos a variacdo do gene HLA-B numa extensa amostra de

populacdes amerindias com o objetivo de responder as seguintes questdes: qual é a

distribuicdo dos alelos exclusivos de HLA-B dentro do continente americano? Onde esses

alelos sdo encontrados em maior freqiiéncia? Existe uma correlagdo entre sinais de atuagdo de

selecdo natural e a presenca em freqiiéncias elevadas de alelos exclusivos?

2.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seqiienciar os éxons 2 ¢ 3 do gene HLA-B em populacdes amerindias das Américas do
Norte, Central e do Sul;

Comparar os resultados de seqiienciamento com o de tipagem por PCR-SSOP
(tipagem de produtos de PCR utilizando oligonucleotideos sonda seqiiéncia-
especificos), realizada no mesmo conjunto de amostras que seqiienciamos;

Havendo correspondéncia entre os resultados obtidos pelas técnicas de PCR-SBT
(tipagem baseada em seqiienciamento de produtos de reacdo de PCR, para detalhes da
técnica ver se¢do 3.2) e PCR-SSOP, mesclar os dados obtidos por ambas as técnicas e
descrever o polimorfismo do gene HLA-B no continente americano;

Testar a hipotese de que populacdes com altas freqiiéncias de alelos endémicos estdo
evoluindo de modo consistente com um modelo de neutralidade e equilibrio

populacional,
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAS POPULACIONAIS

As amostras de DNA que utilizamos nesse trabalho foram obtidas através de doagdo
de bancos de amostras pertencentes ao Laboratéorio de Genética Humana e Médica da
Universidade Federal do Para (LGHM-UFPA), Laboratorio de Genética Molecular Humana
da Universidade Federal do Parana (LGMH-UFPR) e do Galton Laboratory da University
College London (GL-UCL) (tabela 1).

Recebemos as amostras vindas dos laboratorios da UFPA e da UFPR na forma de
DNA gendmico extraido pelos métodos de fenol-cloroférmio, como descrito por Sambrook e
Russell (2001) e salting out com base na técnica de Lahiri e Nurnberger (1991), modificada.

Utilizamos a técnica de amplificacdo de genoma inteiro através da metodologia de
multiple  displacement amplification (MDA), implementada pelo kit GenomiPhi,
comercializado pela GE Healthcare. Na amplificacdo de genoma inteiro por MDA, a DNA
polimerase do bacteriofago Phi29 amplifica exponencialmente DNA molde, utilizando
oligonucleotideos aleatdrios de seis pares de base como iniciadores. As amostras vindas do
GL-UCL sofreram o processo de amplificagdo de genoma inteiro no laboratério de origem.

Um total de 474 amostras oriundas 26 populagdes nativo-americanas ¢ uma siberiana
foram utilizadas nesse trabalho (figura 5 e tabela 1). Dessas amostras, 249 foram tipadas por
mim durante meu mestrado utilizando a técnica de PCR-SBT e 370 foram tipadas pela
pesquisadora Dra. Carolyn Hurley do Department of Oncology and Microbiology &
Immunology da Georgetown University (DOMI-GU) que utilizou a técnica de PCR-SSOP, de
modo que 145 amostras foram tipadas utilizando-se as duas técnicas (tabela 8).

Como resultado dessa colaboracdo, nés obtivemos um conjunto de dados que foi

gerado em dois distintos laboratorios, utilizando duas diferentes técnicas de tipagem. Isso nos
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permitiu testar a confiabilidade dos métodos de genotipagem e diminuir o risco de eventuais
erros. A comparagdo dos resultados obtidos pelas duas técnicas sera descrita na secdo 4.1

(tabela ).

Tabela 1. Dados lingiiisticos, localizagdo geografica e tamanho amostral das populacdes

estudadas.

Populagéo Localizagdo Lingua — Grupo Lingiiistico Amostra (N) Laboratorio
Nentsi da Tundra Sibéria/Russia Samoyédico - Uralico 20 GL-UCL
Chipewyan Canada Dene Suline - Na Dene 25 GL-UCL
Cree Canada Ojibwemowin - Algoquiano 18 GL-UCL
Ojibwa Canada Almosan-Keresiouan 16 GL-UCL
Mixtec México Otomangue 20 GL-UCL
Zapotec México Otomangue 16 GL-UCL
Mixe México Penutian 20 GL-UCL
Quiche Guatemala Penutian 19 GL-UCL
Cabecar Costa Rica Chibcha 20 GL-UCL
Guaymi Panama Chibcha 17 GL-UCL
Embera Colombia Paezan 14 GL-UCL
Waunana Colombia Paezan 20 GL-UCL
Zenu* Colombia - 20 GL-UCL
Kogi Colombia Chibcha 14 GL-UCL
Arhuaco Colombia Chibcha 17 GL-UCL
Wayuu Colombia Arawaque 19 GL-UCL
Ingano Colombia Quéchua 15 GL-UCL
Aymara Chile Aymara 20 GL-UCL
Huilliche Chile Araucano 20 GL-UCL
Ticuna N Brasil/AM Ticuna-Yuri 19 GL-UCL
Ticuna S Brasil/AM Ticuna-Yuri 12 GL-UCL
Zoe Brasil/PA Tupi 9 LGHM-UFPA
Katuena Brasil/PA Tupi 7 LGHM-UFPA
Arara 1 Brasil/PA Karib 10 LGHM-UFPA
Arara L Brasil/PA Karib 11 LGHM-UFPA
Kaiapo Brasil/PA Ge 28 LGHM-UFPA
Guarani Brasil/MS Guarani 28 LGMH-UFPR

* Os Zenu perderam a sua linguagem, utilizando atualmente o espanhol.
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Figura 5. Mapa das Américas mostrando a localizacdo geografica das populagdes amostradas nesse
trabalho. A localizagdo da populacdo Nentsi também é mostrada. Fonte: Wang e colaboradores (2007),
modificada (todos os demais mapas utilizados no presente trabalho apresentam essa mesma fonte).
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3.2. AMPLIFICACAO, PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS EXONS 2 E 3 E

DO INTRON 2 DO GENE HLA-B

Todas as técnicas de tipagem do gene HLA-B analisaram a variagdo contida nos éxons
2 e 3. Nos amplificamos o segmento entre os intron 1 e 3, que contem os éxons 2 € 3, ¢
utilizamos uma bateria de iniciadores internos de seqiienciamento (figura 6). Inicialmente,
utilizamos o protocolo do [International Histocompatibiliy Working Group (IHWG)
(FERRARA et al. 2003), mas ndo obtivemos sucesso. NOs desenvolvemos nosso proprio
protocolo de amplificacdo, utilizando alguns dos iniciadores propostos por Ferrara e
colaboradores (2003) (tabelas 3, 4 ¢ 6).

Apobs a PCR, submetemos todos os produtos a eletroforese em gel de agarose 1%,
corando-os utilizando brometo de etidio. A visualizagdo e fotografia dos géis foram feitas sob
luz ultravioleta. Estimamos a concentracdo dos produtos visualmente utilizando o marcador

Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Submetemos os produtos de PCR com concentragdes entre 20 a 30 ng/pl ou superior a
purificacdo com as enzimas exonuclease 1 (GE Healthcare) e fosfatase alcalina de camardo
(GE Healthcare). As concentracdes dos reagentes que utilizamos no protocolo de purificacdao

foram 1pl de cada solugdo de enzima para cada 10 ul de produto de PCR.

Nos seqiienciamos os produtos de PCR purificados (tabelas 5 e 6) realizando quatro
leituras em cada amostra (tabela 3 e figura 6). Inicialmente, utilizamos os iniciadores seqB1,
seqB2, seqB3 e ampBr para seqilienciar as amostras amazonicas. Quando comegamos a
seqiienciar as amostras provenientes da regido andina e das Américas Central e do Norte,
tivemos de desenhar os iniciadores seqB6, seqB7 e seqB9. O motivo dessa mudanca foi a

prevaléncia de alelos com delegdes e insercdes nessas populagdes (figura 6).

Aproximadamente, 1065 reagdes de seqiienciamento foram submetidas a corrida

eletroforética em dois seqiienciadores: o ABI PRISM™ 377 (Applied Biosystems) do
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laboratério Biologia Molecular de Plantas do Departamento de Botinica do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (USP-SP) e o ABI PRISM ™ 3100 (4pplied
Biosystems) do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP-SP. Nos
analisamos os dados gerados pelos seqlienciadores utilizando os programas Phred, Phrap e
Consed (Ewing e Green, 1998; Ewing, Hillier et al., 1998; Gordon, Abajian et al., 1998). Os
sitios polimoérficos foram indicados utilizando os codigos de ambigiiidade nucleotidica

propostos pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Para inferir o par de haplotipos presentes em cada individuo a partir dos dados
genotipicos (que ndo contém informacdo sobre a fase entre os sitios polimorficos),
submetemos as seqiiéncias com as posi¢des heterozigotas a ferramenta on-line disponibilizada
no dbMHC, que permite a resolugdo de genotipos HLA gerados a partir de PCR-SBT
(Helmberg, Dunivin et al., 2004). O primeiro passo realizado por essa ferramenta é delimitar
as regides referentes aos éxons, introns, 5’ ¢ 3’UTRs (regides ndo traduzidas a 5° ¢ 3’
respectivamente) contidos na seqiiéncia que submetemos. Apoés isso os segmentos delimitados
no passo anterior sao alinhados com as seqiiéncias dos alelos contidos no banco de dados. O
terceiro passo consiste na busca do par de alelos do banco de dados cuja combinagdo de sitios
polimorficos seja correspondente a presente na seqiiéncia submetida. Como os alelos HLA
apresentam diferencas em vérias posi¢des ao longo da seqiiéncia dos éxons 2 e 3 e do intron
2, a combinagdo de sitios polimodrficos permite a definicdo do genotipo do individuo. Nos
inferimos a fase com que os polimorfismos estdo ocorrendo em cada individuo utilizando a

informagdo genotipica.



Tabela 2. Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

Iniciador’ Seqiiéncia (5°-3°)

ampBf' GGGAGGAGCGAGGGGACCGCAG
ampBr ' GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT
seqBla ' GGGCGCAGGACCYGRGGA
seqB2 ' TGTGAGCCCTGGCCC

seqB3 ' CGAGGCCGGTGAGTGACC
seqB6 ° GCGGATCTCGGACCCGG

seqB7 2 GCTGACCGCGGGGCC

seqB9 * GCTCCCACTCCATGAGG

“amp” e “seq” referem-se respectivamente a iniciadores utilizados na amplificacdo e

seqiienciamento. O iniciador ampBr também foi utilizado nas reagdes de seqiienciamento.

1

Iniciadores obtidos do protocolo proposto por Ferrara e colaboradores (2003). * Iniciadores

desenhados no presente trabalho.

Tabela 3. Concentracio dos reagentes utilizados no mix de amplificacao.

Reagentes Concentragdes
Tampao* 1X

Dntp 0,2mM
MgCl, 1,5mM
DMSO 5%
ampBf 0,2mM
ampBr 0,2mM
Tagq pol. 0,1 U/ml
DNA 50 ng

* A composicdo do tampdo 1X é: tris pH 9,0 a 0,08M, (NH,4),SO, a 0,02M e tween 0,1%. A sigla
DMSO refere-se ao reagente dimetilsulfoxido. O volume final de reagdo é de 25pl.

Tabela 4. Volumes dos reagentes utilizados na reacdo de seqiienciamento.

Reagentes Volumes
Produto de PCR purificado’ 3ul
Iniciador® 0,5 ul
Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) 2ul
Agua 4,5 ul

*Os produtos de PCR devem estar com a concentragdo entre 20-30 ng/ul. A concentragdo das

solucdes dos iniciadores é de 10 uM.
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Tabela 5. Protocolo de ciclagem.

Amplificagdo

Seqiienciamento

96°C por 3min, 96°C por
25seg, 70°C por 45 seg,
72°C por 30 seg; repete-se
os trés ultimos passos 23

Purificacao
Incubag@o por uma hora a
37°C, seguida de

desnaturagdo enzimatica por
15 min a 80°c.

96°C por 25 seg, 56°C por 1
min, 60°C por 4 min; repete-
se os trés ultimos passos 40
vezes.

23

vezes; 96°C por 25 seg,
70°C por 1 min, 72°C por 2

min; repete-se 0s  trés
ultimos passos 17 vezes.
Insergdo dos alelos B*08,
B*140201, B*18, B*27,
Inserciio do 5737, B*38, B39, B0,
alelo B*41, B*42 e B*57
seqB9 seqB2 B*4901
intron 1 l Exon 2 l . Exon 3 )
270 pb E‘;;‘;"pﬁ 276 pb B ’

amprsqu\ I Y \ AmpBr
Delegéo seqB6 seqB3 seqB7
dos alelos Delegao
FhEe dos alelos
B*27, B*40
e B*4

Figura 6. Esquema do posicionamento dos iniciadores utilizados na amplificagdo e
seqiienciamento. As setas apontam a dire¢do de extensdo a partir dos iniciadores. As setas
amarelas representam os iniciadores utilizados na amplificacdo (ampBr também passou a ser
utilizado no seqiienciamento). As setas verdes representam os iniciadores utilizados no
seqiienciamento das amostras cedidas pelos laboratérios LGHM/UFPA ¢ LGMH/UFPR. As
setas vermelhas representam os iniciadores utilizados no seqiienciamento das amostras cedidas
pelo GL-UCL. Os circulos rosas representam as delecdes e os circulos laranja representam as
insergoes.

3.3.  METODOS ANALITICOS

Para testar a se ha desvios das proporgdes genotipicas esperadas sob equilibrio de
Hardy-Weinberg no6s utilizamos o método de Guo e Thompson (1992). Testamos os desvios

de neutralidade e equilibrio populacional utilizando os seguintes testes:

A) Teste Ewens-Watteson: Watterson (1978) demonstrou que a taxa de homozigose

1

(F =Zp?j, onde p; € a freqii€ncia de cada um dos i alelos amostrados, pode ser utilizada

i



B)

24
como medida sumaria do padrdo de distribui¢do das freqiiéncias alélicas de uma amostra.
Nesse teste, a taxa de homozigose observada (F,5) ¢ comparada com a esperada (Fg). O
valor da taxa de homozigose esperada ¢ derivado de amostras simuladas com um mesmo
tamanho ¢ nimero de alelos da amostra observada (a simulagdo ¢ baseada na teoria de
amostragem de alelos sob neutralismo de (Ewens, 1972). Amostras com Fop > Flgp,
apresentam poucos alelos em alta freqliéncia e varios em baixa, situacdo compativel com
selegdo direcional ou expansdo populacional. Amostras com F, < Flqp, apresentam alelos
em freqliéncias intermediarias, situagdo compativel com selecdo balanceadora, gargalo
populacional recente ou estruturacdo populacional (Watterson, 1978). A significancia
desse teste ¢ dada pela propor¢do de F.y, que sdo inferiores ou iguais ao valor observado

(F 0bs)-

D de Tajima (Tajima, 1983): esse teste compara dois estimadores do pardmetro 8 (simbolo
usado para denotar o produto 4Ny para os loci nucleares, onde N representa o tamanho da
populagdo e i € a taxa de mutacdo). Um dos estimadores € o 7 que corresponde ao niimero
médio de diferencgas nucleotidicas entre pares de seqiiéncias (6x). O outro estimador (65) é
o numero de sitios segregantes presentes na amostra, normalizados por um valor
proporcional ao tamanho da amostra. Tajima (1989) demonstrou que sob evolugdo neutra
o valor esperado da diferenga entre esses dois estimadores de 6 ¢ zero, criando assim a

Or — 65

\Var(6r —65)

presenca de polimorfismos em freqiiéncias intermedidrias na amostra, fendmeno causado

estatistica D que ¢ definida por: p = . Valores positivos de D refletem a

pela selegdo balanceadora ou gargalo populacional recente. Valores negativos sdo um
reflexo da presenga de varios polimorfismos de baixa freqii€éncia nas seqiiéncias,
fendmeno causado pela agdo da selegdo direcional, purificadora ou expansdo

populacional. A significancia do teste D de Tajima ¢ dada pela propor¢ao de valores de D
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de amostras obtidas por simulacdo coalescente (com o mesmo numero de sitios

segregantes que a amostra observada) menor que o D observado.

Todos os testes acima mencionados foram realizados implementando o pacote de

programas Arlequin v.3.1 (Excoffier, Laval ef al., 2006)

3.4. NOMENCLATURA DOS ALELOS DO GENE HLA-B

Nos utilizamos o sistema de nomenclatura indicado pelo comité internacional de
nomenclatura de alelos HLA (Marsh, Albert et al., 2005). Nesta secdo apresentaremos
sucintamente esse sistema ao leitor, para uma melhor compreensdo dos resultados que
apresentaremos posteriormente.

Alelos de genes HLA sao identificados com base na seqiiéncia de nucleotideos em sua
extensdo total, incluindo as regides codificadoras ¢ ndo-codificadoras. Cada seqiiéncia (ou
haplotipo) tnica recebe um nome com quatro, seis ou oito digitos. Todos os alelos recebem
um nome com no minimo quatro digitos. Os primeiros dois digitos referem-se aos antigenos
reconhecidos sorologicamente, ¢ definem as linhagens alélicas. Por exemplo, B*15 ¢ B*35
sdo duas linhagens alélicas de HLA-B. Os terceiros e quartos digitos representam os subtipos
dentro de uma mesma linhagem, sendo os numeros dados de acordo com a ordem de
descoberta das seqiiéncias. Alelos que diferem nos primeiros quatro digitos apresentam uma
ou mais substituicdes nucleotidicas nao-sindnimas. Por exemplo, B*[504 e B*1505
pertencem a linhagem B*[5 e, portanto, possuem os mesmos antigenos reconhecidos
sorologicamente, mas diferem em alguns aminoacidos.

Alelos que apresentam diferencas nucleotidicas sinonimas sdo diferenciados pelos
quintos e sextos digitos (B*520101 e B*520102, por exemplo). Alelos que apresentam
polimorfismos localizados nos introns e/ou nas regides 5’ ou 3’UTRs, s@o diferenciados pelos

sétimos ¢ oitavos digitos (B*15010101 e B*15010105, por exemplo).
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Boa parte dos alelos do gene HLA-B diferem entre si nos éxons 2 e 3. Por esse motivo,
os nossos esforcos de genotipagem e seqiienciamento foram voltados para esses dois éxons.
Entretanto, existem alelos que apresentam éxons 2 e 3 idénticos, diferindo em outras regides
da seqiiéncia. Para esses casos, seguimos a ultima lista de ambigiidades alélicas
disponibilizada no banco de dados do IMGT-HLA (Robinson, Waller et al., 2003). Duas
formas de nomenclatura foram utilizadas: 1) digitos separados por barras, na qual os nomes
dos alelos com seqiiéncias dos éxons 2 e 3 idénticas sdo separados por barras (ex.,
B*400201/4056); 2) A introducdo do codigo G1, no qual ¢ especificada a linhagem a qual
pertencem os alelos com éxons 2 e 3 idénticos, seguida de G1 (ex., B*51G1) (tabela 6).

Vale a pena comentar que essa ambigiiidade alélica ¢ distinta da ambigiiidade
genotipica. Na ambigiiidade alélica, os dois haplotipos que compdem o genotipo do individuo
sdo identificados, entretanto, existem varios alelos HLA compativeis com os haplotipos
observados. Na ambigiiidade genotipica, varios haplotipos distintos, que diferem na fase em
que ocorrem os polimorfismos, s3o compativeis com o padrio genotipico obtido pelo
seqiienciamento.

Baseando-se nas distribui¢des alélicas revisadas em Solberg ¢ colaboradores (2008) ¢
em dados de tipagem do banco de dados do IMGT-HLA (Robinson, Waller et al., 2003),
classificamos os alelos encontrados neste trabalho de acordo com sua distribuicdo nas
populacdes humanas em trés grupos: alelos cosmopolitas (alelos que provavelmente estavam
presentes na populacdo ancestral dos amerindios, encontrados atualmente em populacdes
asiaticas e amerindias), endémicos (alelos exclusivos do continente americano, frutos de
eventos de conversdo génica, recombina¢do e mais raramente mutacdes de ponto envolvendo
os alelos cosmopolitas) (figura 7) e ndo-amerindios (alelos raros em populagdes amerindias,
presentes na amostra provavelmente por fluxo génico com populacdes européias ou, mais

raramente, com populagdes africanas) (tabela 7).



Tabela 6. Lista de alelos com éxons 2 e 3 idénticos que encontrados neste trabalho.
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Grupos de alelos

Alelos possiveis

Alelo mais provavel'

B*07G1

B*070201, B*070206, B*0744, B*0749N,
B*0758, B*0759 e B*0761;

B*070201

B*070501/0706 B*070501 e B*0706; B*070501
B*080101/0819N B*080101 e B*0819N; B*080101
B*15G1 B*15010101, B*150106, B*150107, B*9502, B*15010101
B*9504, B*9540 e B*9546;
B*18G1 B*180101, B*180103 e B*1817N; B*[80101 ou B*180103
B*270502/270504/2713 B*270502, B*¥270504 e B*2713; B*270502
B*35G1 B*350101, B*350103, B*3540N, B*3542, B*350101
B*3557;
B*3543/3567/3579 B*3543, B*3567 e B*3579; B*3543
B*40G1 B*400101, B*400102e  B*4055; B*400101
B*400201/4056 B*400201 e B*4056, B*400201
B*44G1 B*44020101, B*44020102S, B*4419N, B*4427  B*44020101
B*440301/440303 B*440301 e B*440303; B*440301
B*480101/4809 B*480101 e B*4809; B*480101
B*51G1 B*510101, B*510105, B*510107, B*511IN, B*510101
B*5130, B*5132, B*5148 e B*5151;
B*550101/550103 B*550101 e B*550103; B*550101
B*580101/5811 B*580101 e B*5811; B*580101

'. A escolha do alelo mais provavel foi baseada em dados de freqiiéncias alélicas de populagdes
espalhados por todo mundo.

Tabela 7. Classificacdo dos alelos de acordo com a sua distribuicao geografica

Classificagao

Alelos

Endémicos

Cosmopolitas

Nao-amerindios

B*070201, B*1504, B*15040102, B*1507, B*1520, B*1530, B*1539, B*350401,
B*3505, B*35050102, B*3506, B*350901, B*3511, B*3512, B*351401, B*3517,
B*3519, B*352001, B*3521, B* 3523, B*3524, B*3543, B*35(2458), B*3548,
B*390202, B*3903, B*3904, B*3905, B*390601, B*390602, B*3908, B*3909,
B*39090102, B*3911, B*391301, B*391902, B*4004, B*4802, B*480301,
B*4807, B*5104, B*5110, B*511301, B*511302 ¢ B*520102;

B*15010101,
B*39010101,
B*510101;

B*1505, B*1508, B*1539, B*270502, B*350101, B*3510,
B*400101, B*400201, B*4003, B*44020101, B*480101 e

B*070501, B*080101, B*1401, B*140201, B*1503, B*15170101, B*1801,
B*2712, B*3549, B*370101, B*380101, B*3937, B*4008, B*4101, B*4201,
B*4202, B*440301, B*47010101, B*4901, B*5001, B*5108, B*530101,
B*550101, B*570101, B*5702 ¢ B*580101.

Alelos novos foram sublinhados, sendo os nomes ndo oficiais (digito entre parénteses refere-se
ao codigo do individuo em que esse alelo foi observado).
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4. RESULTADOS

4.1. COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PELAS TECNICAS PCR-SBT E
PCR-SSOP

Nessa primeira se¢do iremos descrever os resultados da comparagdo dos dados de
genotipagem das técnicas de PCR-SBT (realizada por mim) e PCR-SSOP (realizada no
DOMI-GU). Das 145 amostras que foram tipadas com ambas as técnicas, 132 apresentaram
resultados idénticos (tabelas 8 € 9). Dentre as 13 discrepancias de resultados, sete (cinco em
Chipewyan, um em Ojibwa ¢ um em Huilliche) resultaram de um polimorfismo no sitio de
hibridacdo do iniciador ampBf, utilizado na técnica PCR-SBT. Esse polimorfismo esta
presente nos alelos B*44020101 e B*4408, tornando-os nulos na tipagem baseada em
seqilienciamento, de modo que os individuos que os continham mostravam-se homozigotos na
PCR-SBT. A presenca do alelo nulo foi notada mesmo antes da comparagao pois, aplicando o
teste de Hardy-Weinberg nos dados de seqiienciamento, encontramos um excesso de
homozigotos para populagdo Chipewyan (dados ndo mostrados). Nesse caso, nds utilizamos
os gendtipos gerados por PCR-SSOP.

Duas amostras da populagdo Huilliche identificadas como homozigotas por PCR-
SSOP se mostraram heterozigotas no seqiienciamento. Em ambos os individuos, o alelo ndo
observado na técnica de PCR-SSOP foi o B*3909. Essa situacdo ¢ distinta da que
apresentamos no paragrafo anterior, pois o alelo B*3909 nao ¢ nulo para técnica de PCR-
SSOP, aparecendo em outros genotipos do conjunto dos dados. Nessa situacdo, a clara
presenga de sitios polimorficos nesses individuos nos indicou que o resultado de
seqiienciamento estava correto e, por isso, adotamos o gendtipo obtido por essa técnica.

Duas amostras da populagdo Ticuna S e uma da populagdo Waunana tiveram
diferengas em um dos alelos inferidos. No caso de Ticuna S, o gendtipo do individuo 2544

inferido por PCR-SBT foi o B*390201:B*3903 enquanto o inferido por PCR-SSOP foi
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B*390202:B*3903. Re-examinando os resultados do seqiienciamento, percebemos que
haviamos ignorado a presenca de um SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) que
caracteriza o alelo B*390202, confirmando o resultado de SSOP. (tabela 8). Para o individuo
2558, o gendtipo obtido por PCR-SBT foi B*3903:B*520102 enquanto que o obtido por
PCR-SSOP foi B*3903:B*520101. A diferenca entre os alelos B*520101 e B*520102
também ¢ de apenas um SNP. Re-examinando os dados de tipagem nos confirmamos o
resultado obtido por PCR-SBT (tabela 8).

Para o individuo 2585 da populacdo Waunana, o genétipo inferido por PCR-SBT foi
B*400201:B*4004 enquanto o inferido por PCR-SSOP foi B*400201:B*4064. A diferenca
entre os alelos B*4004 ¢ B*4064 também ¢ de apenas um SNP. Noés conferimos os resultados
obtidos por ambas as técnicas e confirmamos o resultado de PCR-SBT, corrigindo o genotipo
inferido por PCR-SSOP (tabela 8).

Em apenas uma amostra (2021, da populagdo Cabecar), houve discrepancia completa
do gendtipo inferido pelas duas técnicas. O gendtipo inferido pelo seqiienciamento ¢
extremamente comum nessa populacdo, enquanto que o gendtipo inferido pela técnica PCR-
SSOP ¢ extremamente raro. Além disso, em comunicagdo pessoal, a aluna Kelly Nunes, do
programa de pds-graduagdo do departamento de Genética de Biologia Evolutiva da USP-SP,
que estd gerando dados de microssatélites adjacentes ao gene HLA-B nessas mesmas
amostras, detectou a presenca de variantes microssatélites comuns em amerindios nesse
individuo (dado ndo mostrado). Por esse motivo nds supomos que o genotipo obtido pela
técnica de PCR-SSOP seja fruto de erro de identificagdo da amostra. E consideramos o
genotipo obtido por seqiienciamento.

A grande concordancia entre os resultados obtidos por ambas as técnicas nos deu
confianca para unir os dois conjuntos de amostras. As analises que mostraremos nas proximas
se¢cOes foram realizadas com a base de dados na qual foram reunidos os resultados de PCR-

SSOP e PCR-SBT.
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Tabela 8. Numero de individuos tipados em cada técnica e discrepancias de resultados.

Populagao PCR-SBT (N)' PCR-SSOP (N)°  Sobreposicio (N)’  Discrepancias (N)
Nentsi da Tundra - 20 - -
Chipewyan 20 25 20 5
Cree 12 18 12 R
Ojibwa 8 16 8 1
Mixtec - 20 - -
Zapotec - 16 - -
Mixe - 20 - -
Quiche - 19 - -
Cabecar 18 20 18 1
Guaymi 6 17 6 -
Embera - 14 - -
Waunana 12 20 12 1
Zenu 14 15 9 -
Kogi - 14 - -
Arhuaco 8 17 8 -
Wayuu 3 19 3 -
Ingano - 15 - -
Aymara 20 20 20 R
Huilliche 17 17 14 3
Ticuna N 13 18 12 -
Ticuna S 5 10 3 2
Zoe 9 - - -
Katuena 7 - - ;
Arara 1 10 - - -
Arara L 11 - - -
Kaiapo 28 - - -
Guarani 28 - - -
Total 249 370 145 13

" Numéro de amostras tipadas utilizando a técnica PCR-SBT; * Numero de amostras tipadas pela
técnica PCR-SSOP; > Numero de amostras tipadas por ambas as técnicas. * Niimero de amostras com
discrepancias entre os resultados de PCR-SBT ¢ PCR-SSOP.

Tabela 9. Individuos com discrepancia entre os resultados de PCR-SBT e PCR-SSOP.

Individuos

Populagao

Genotipo PCR-SBT

Genotipo PCR-SSOP

Resolugdo

2382
2384
2390
2395
2396
2423
2126
2129
2133
2544
2558
2585
2021

Chipewyam
Chipewyam
Chipewyam
Chipewyam
Chipewyam
Ojibwa
Huilliche
Huilliche
Huilliche
Ticuna S
Ticuna S
Waunana
Cabecar

B*400201:8*400201
B*39010101:B*39010101
B*15010101:B*15010101
B*15010101:B*15010101

B*270502:B*270502

B*350101:B*350101

B*510101:B*510101

B*3909:B%440301
B*39010101:B*3909
B*390201:B*3903
B*3903:8*520102
B*400201:B*4004
B*350101:B*3543

B*400201:B*44020101
B*39010101:B*44020101
B*15010101:B*44020101
B*15010101:8*44020101

B*270502:B*44020101

B*350101:B*4408
B*44020101:B*510101
B*440301:B*440301
B*39010101:8*39010101
B*390202:B*3903
B*3903:B*520101
B*400201:B*4064
B*180101:B*380101

B*400201:8*44020101
B*390101:8*44020101
B*15010101:B*44020101
B*15010101:B*44020101
B*270502:B*44020101
B*350101:B*4408
B*44020101:B*510101
B*3909:B*440301
B*39010101:B*3909
B*390202:B*3903
B*3903:B*520102
B*400201:B*4004
B*350101:B*3543
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4.2.  VERIFICACAO DO EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG (HW)

Observamos desvios significativos do equilibrio de HW nas populagdes Kogi e Ticuna
N (tabela 10). Na populacao Kogi no6s observamos um excesso de heterozigotos com relagdo
ao esperado, enquanto que em 7icuna N observamos um excesso de homozigotos. O excesso
de homozigotos em Ticuna N poderia ser explicado pela presenca de um alelo nulo, resultante
de um polimorfismo na regido de hibrida¢do de um dos iniciadores da PCR. Esse
polimorfismo resultaria na ndo amplificacdo das amostras com essa mutacdo em homozigose,
enquanto que os individuos com a mutagdo em heterozigose seriam genotipados como
homozigotos para o segundo alelo. Como os Ticuna N foram genotipados utilizando as
técnicas PCR-SSOP e PCR-SBT, que utilizaram iniciadores diferentes, ¢ improvavel que esse
desvio seja conseqiiéncia da presenca de um alelo nulo.

Uma segunda explicag@o para o excesso de homozigotos em Ticuna N seria uma alta
taxa de endogamia nessa populagcdo. Se o desvio observado fosse causado por endogamia, o
genoma como um todo desses individuos apresentaria desvios com relagdo as expectativas de
Hardy-Weinberg, aumentando a taxa de homozigose de varios /oci. Sendo essa a provavel
causa do desvio que observamos nessa populagao.

O excesso de individuos heterozigotos que observamos na amostra da populagdo Kogi
ndo pode ser explicado por problemas metodologicos. E provavel que esse desvio tenha sido
gerado no processo de amostragem dessa populacdo. Como mostraremos na secao 4.4., essa
populacdo ndo apresentou uma taxa de heterozigose maior que a esperada segundo o modelo
de evolucdo neutra, mostrando que apesar da presenca de um excesso de individuos

heterozigotos, ndo ha sinais de atuacdo de selegdo natural.
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Tabela 10. Resultados do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Populagoes H)' HS P

Tundra Nentsi 0,93750 0,89113 0,83290
Chipewyan 0,88000 0,90618 0,24809
Cree 0,83333 0,87619 0,58542
Ojibwa 0,87500 0,88508 0,86199
Mixtec 0,95000 0,88590 0,84140
Zapotec 1,0000 0,95565 1,00000
Mixe 0,90000 0,82949 0,73938
Quiche 0,94737 0,94737 087136
Cabecar 0,75000 0,70769 097416
Guaymi 094118 0,70588 0,45038
Embera 0,78571 0,78307 0,62139
Waunana 0,85000 0,87051 0,20802
Zenu 0,90000 0,85641 0,77387
Kogi 0,85714 0,71958 0,02453
Arhuaco 0,82353 0,75579 0,57514
Wayuu 0,94737 0,90043 0,89372
Ingano 0,86667 0,89195 0,40620
Aymara 0,85000 0,83718 0,89442
Huilliche 0,78947 0,83926 0,38452
Ticuna N 0,52632 0,76956 0,00686
Ticuna S 0,83333 0,87681 0,89525
Zoé 0,77778 0,83007 0,67351
Katuena 0,57143 0,89011 0,07610
Arara 1 0,30000 0,47895 0,47982
Arara L 0,76923 0,88923 0,62494
Kaiapo 0,67857 0,83506 0,10446
Guarani 0,78571 0,91494 0,13913

" taxa de heterozigose observada; * taxa de heterozigose esperada; * valor de p.

4.3. DESCRICAO DA VARIACAO DO GENE HLA-B

Encontramos um total de 90 alelos, com 41 sitios polimorficos localizados no éxon 2,
16 no intron 2 (trés deles sendo polimorfismos de inser¢do-delecdo) e 38 sitios no éxon 3,
totalizando 95 sitios polimoérficos em aproximadamente 791 pares de base. Detectamos trés
novos alelos caracterizados por mutacdes localizadas no final do intron 2. Os novos alelos
diferem de B*1504, B*3505 e B*3909 nas posicdes 514 (t — g), 496 (g — t) e 479 (g — 1),
respectivamente (essas posigdes sdo relativas ao primeiro nucleotideo do éxon 2). Detectamos

um quarto alelo caracterizado por uma transi¢do T — C no sitio 716 (éxon 3, posi¢do também
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relativa ao primeiro nucleotideo do éxon 2) com relagdo ao alelo B*3543, levando a
substituicdo ndo-sinonima Trp156Arg.

Dentre os 259 individuos que seqiienciamos, havia 73 individuos com ambigiiidade
genotipica. As ambigiiidades foram resolvidas utilizando o seguinte procedimento: buscamos
dentre os individuos com genétipos ndo-ambiguos aqueles que apresentaram alelos
compativeis com algum dos possiveis genodtipos dos individuos com ambigiiidade. Por
exemplo, quatro individuos Kaiapo possuiam o genétipo B*1504:B*3505, que apresenta o
mesmo padrdo de posi¢des heterozigotas que o gendtipo B*1507:B*3537. O alelo B*1504 foi
encontrado em homozigose em dois individuos e em heterozigose sem ambigiiidade em cinco
individuos Kaiapo. O alelo B*3505 também foi encontrado em homozigose em dois
individuos e em heterozigose sem ambigiiidade em oito individuos Kaiapo. Os alelos B*1507
e B*3537, por outro lado, estavam completamente ausentes dos genotipos ndo-ambiguos da
mesma amostra, permitindo que inferissemos o gendtipos dos individuos como sendo
B*1504:B*3505. Esse critério foi aplicado em todas as populacdes, e as comparagdes entre 0s
genotipos ambiguos com os homozigotos ou genotipos ndo ambiguos sempre foram
realizadas dentro de cada populacdo. Com excecdo de um individuo Guarani, que foi
descartado das andlises, todas as ambigiliidades foram resolvidas utilizando essa estratégia,
ndo sendo necessaria a realizagdo de clonagens para a inferéncia de fase e resolugdo das
ambigiiidades genotipicas. A inferéncia dos gendtipos com ambigiiidade dos dados obtidos
PCR-SSOP foi realizada independentemente, havendo total correspondéncia entre as

inferéncias realizadas a partir dos dados obtidos por ambas as técnicas.

4.3.1. Distribuicado e Freqiiéncias Alélicas

Nessa se¢do faremos a descricdo das freqiiéncias e distribui¢do geografica dos alelos
que observamos. Boa parte da descri¢do que faremos € baseada na classificagdo dos alelos

como endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios (tabela 7). Por esse motivo, gostariamos de
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comentar sobre a classificacdo dos alelos B*140201, B*180101 ¢ B*490] como nao-
amerindios. Esses alelos estdo em freqiiéncias elevadas em populagdes européias e africanas e
sdo raros no leste e nordeste asiaticos. Por esse motivo, quando os observamos nas populagoes
amerindias, consideramos uma provavel origem por fluxo génico recente com populagdes
européias ou africanas. Nos observamos esses alelos nos Nentsi da Tundra, inica populacdo
ndo-americana que incluimos nesse trabalho, localizada na regido central da Sibéria, proxima
aos Montes Urais (tabela 11). A presenca desses alelos nos Nentsi da Tundra ndo invalida a
nossa classificacdo dos alelos como nao-amerindios, pois ha um gradiente de diminui¢do de
freqiiéncia de B*140201, B*180101 e B*4901 desde a Europa até o leste da Asia (Solberg,
Mack et al., 2008). Por esse motivo, a presenca desses alelos nos Nentsi da Tundra pode ser

explicada pela existéncia desses gradientes.

Tabela 11. Distribui¢do alélica na populagdo Tundra Nentsi.

Alelos Nentsi da Tundra Freqiiéncia (2N=50)
B*070201¢ 26,3%
B*130201" 53%
B*140201" 2,6%
B*180101¢ 53%
B*270502¢ 2,6%
B*350101°¢ 53%
B*39010101¢ 7,9%
B*400201°¢ 53%
B*44020101¢ 10,5%
B*480101¢ 18,4%
B*4901™ 2,6%
B*510101¢ 7,9%
Alelos nédo-compartilhados” 5,3%
Total de cosmopolitas® 84,2%
Alelos néo-Asidticos™ 10,5%

A Alelos que aparentemente nio entraram nas Américas; ©
Alelos que provavelmente estavam presentes na populacdo
ancestral dos amerindios; V. Alelos provavelmente de origem
européia.
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B*070201 TTGCTACAGAGAAGGGACAGCGGGAGGACTGG cCctggtgcy CCCTCGCACGGCTGTAGCCGAGACGGGGAGTCAGT
B*15010101 .GA.G....GATCCA.GGCAACAT C.AG....T...CT..GCCG
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B*35050102 .GA.G.. .C.AGC..T.T..CT..GCCG
B*3506 .GA.G. . E.AGC. .T.T..CT..GCCG
B* .GA.G.. A....GC..T.T..CT..GCCG
B*3510 GA.G. . .C.AGC..T.T..CT..GCCG
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B*3512 GA.G. . ..AGC..T.T..CT..GCCG
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Legenda: Seqiiéncia do alelo B*15010101
Seqiiéncia do alelo B* 350101
Seqiiéncia do alelo B*39010101
Seqiiéncia do alelo B*400201
Seqiiéncia do alelo B*480101

Seqiiéncia do alelo B*510101
*  (trechos em branco): Mais de um doador possivel
G (bases em negrito): Mutagdes de ponto
AGCT (trechos sublinhados): Trechos néo encontrados em nenhum dos possiveis doadores

Figura 7. Alinhamento dos alelos cosmopolitas e endémicos. Sdo mostrados os
trechos minimos de conversdo necessarios para formacao dos alelos endémicos. Os
provaveis alelos cosmopolitas envolvidos nos eventos de conversdo sdo mostrados
em cores na lista de alelos. Os alelos B*3909 ¢ B*391902 apresentam trechos de
seqiiéncia ndo compativeis com nenhum dos possiveis doadores (inclusive entre
outros alelos cosmopolitas que ndo foram mostrados nessa figura). O alelo
cosmopolita B*070201 foi utilizado como referéncia.
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As populagdes Chipewyan, Cree e Ojibwa localizam-se no norte da América do Norte
e apresentam a maior propor¢do de alelos cosmopolitas da amostragem (figuras 8 e 9). Dentre
as populagdes que analisamos, Chipewyan ¢ a Unica ndo pertencente ao tronco lingiiistico
amerindio. Essa populacdo ¢ pertencente ao estoque lingiiistico Na-Dene e, curiosamente, ¢ a
unica onde ndo encontramos nenhum alelo endémico. (figura 8). O alelo B*350101, que se
encontra em altas freqiiéncias nas populagdes do leste e nordeste asiaticos (Solberg, Mack et
al., 2008), ¢ o mais comum em Chipewyan (16%), seguido de B*270502 e B*400201 (ambos
com freqiiéncia de 14%)(figura 8). O alelo B*270502 ¢ encontrado em freqiiéncias elevadas
nas populacdes ao norte do hemisfério norte e o alelo B*400201 apresenta altas freqiiéncias
no nordeste asiatico (Solberg, Mack et al., 2008). Encontramos os alelos B*44020101,
B*39010101 e B*510101 com freqiiéncias superiores a 10%, resultando num excesso de
alelos em freqliéncias intermediarias nos Chipewyan, como mostraremos nos resultados dos
testes de neutralidade (tabela 13).

Diferentemente do que ocorre nos Chipewyan, as populagdes Cree e Ojbwa
apresentam dois alelos em maior freqiiéncia, seguidos de varios em freqiiéncias mais baixas.
O alelo mais comum encontrado na popula¢do Cree foi B*510101 (30,6%), seguido de
B*350101 (16,7%). B*510101 ¢ um dos alelos com mais ampla distribuicio mundial,
encontrado na Africa, Europa e Asia (Solberg, Mack et al., 2008). Nos encontramos um alelo
endémico nessa populagdo, B*390601 (2,8%) (figura 8). Os alelos B*350101 ¢ B*400201 sao
os mais comuns da populagdo Ojibwa (25 ¢ 15,6%, respectivamente). O alelo B*4807 foi o
unico endémico que encontramos nessa populagado (6,3%) (figura 9).

Diferentemente do que ocorre no norte do continente, os alelos endémicos sdo
freqiientes nas populagdes Mixe, Mixtec e Zapotec. O alelo mais comum da populacdo Mixe é
o endémico B*390202 (32,5%), seguido de B*3512 (15%), B*400201 (15%) e B*350101

(12,5%). A freqiiéncia total de alelos endémicos nessa populagdo foi de 60% (figura 9).
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Figura 8. Freqiiéncias alélicas das populagdes Chipewyean e Cree. Os expoentes A", A
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e A" indicam os alelos endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.
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Figura 9. Freqiiéncias alélicas das populagdes Ojibwa e Mixe. Os expoentes A", A® ¢ A™

indicam os alelos endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios respectivamente.

37



38

O alelo B*3512 ¢ o mais freqiiente da populagdo Mixtec (25%), seguido de B*3905
(17,5%) e B*350101 (12,5%). B*3905 ¢ um alelo endémico e o total de alelos endémicos
observados nos Mixtec foi de 62,5% (figura 10). Na populagdo Zapotec, os trés alelos mais
comuns foram B*3512, B*390202 e B*3905 (todos na freqiiéncia 12,5%). A soma das
freqiliéncias dos alelos endémicos nessa populagio foi de 75%.

Na Guatemala noés encontramos a populacdo Quiche. O alelo mais comum dessa
populacdo ¢ o cosmopolita B*350101 (18,4%), seguido do endémico B*35/2 (10,5%). Assim
como os Zapotec, os Quiche apresentam uma alta proporcdo de alelos ndo-amerindios
(21,1%). A freqiiéncia total de alelos endémicos (42,1%) ¢ superior a de cosmopolitas
(36,8%) (figura 11).

A freqiiéncia somada dos alelos B*350101, B*3543 e B*400201 nas populagdes
Cabecar ¢ Guaymi ¢ de aproximadamente 90%. O alelo mais comum nos Cabecar € o
cosmopolita B*400201 (47.5%), seguido do endémico B*3543 (22.5%) e dos cosmopolitas
B*350101 e B*15010101 (10%) (FIGURA 11). Nos Guaymi, o alelo mais comum ¢ o
B*350101 (44.1%), seguido de B*3543 (29.4%) e B*400201 (17.6%). O tnico alelo
endémico que observamos em ambas as populacdes foi B*3543.

Na populagdo Zenu, o alelo mais comum foi o cosmopolita B*400201 (27,5%),
seguido dos endémicos B*5110 (20%) e B*3543 (15%). Nos encontramos uma alta proporcao
de alelos n3o-amerindios nessa populacdo (22,5%), sendo o alelo europeu B*3549 o mais
comum deles (12,5%) (figura 12). Os Embera apresentam um perfil alélico completamente
distinto dos Zenu, apesar da proximidade geografica: o endémico B*3905 ocupa quase metade
da amostragem (42,9%), seguido do endémico B*3510 (17,9%). A freqliéncia somada dos
alelos endémicos foi de aproximadamente 90% nessa populacdo e ndo encontramos alelos
ndo-amerindios (figura 12). Na populagdo Kogi, o alelo que ocupa praticamente a metade da

amostragem € o B*3543 (42,9%) seguido do cosmopolita B*400201 (32,1%) (figura 13).
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Figura 10. Freqiiéncias alélicas das populacdes Mixtec e Zapotec. Os expoentes A°, A~ e A
indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.
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Figura 11. Freqiiéncias alélicas nas populagdes Quiche, Cabecar ¢ Guaymi. Os expoentes
AF, A® ¢ AM indicam os alelos endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.
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Figura 12. Freqiiéncias alélicas das populagdes Zenu e Embera. Os expoentes A", A® ¢
A indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios,
respectivamente.

A populacdo Waunana, assim como os Embera, apresenta maior parte da amostragem
compreendida por alelos endémicos (65%). Apesar disso, o alelo mais comum ¢é o
cosmopolita B*400201 (25%), seguido dos endémicos B*4004 (17,5%), B*1504 (15%) ¢
B*3905 (15%) (figura 14). Na populacdo Ingano, o alelo B*400201 também ¢é o mais
freqliente, seguido de B*15010101 (16,7%) e B*3543 (13,3%) (figura 14).

Nos Arhuaco, o alelo B*3543 também ¢ encontrado em freqiiéncia elevada (44,1%),
seguido do alelo novo que denominamos aqui B*35(2468) e do alelo ndo amerindio
B*180101 (ambos na freqiiéncia de 17,6%). A populacdo Arhuaco foi a tnica sul-americana
na qual o alelo B*270502 foi detectado (figura 13). Até esse resultado, a linhagem B*27 seria
a unica dentre as linhagens presentes nas populagdes norte-americanas que estd ausente nas
sul-americanas. Como ja comentamos, B*270502 ¢ encontrado em freqiiéncias elevadas em
populacdes do norte do hemisfério norte, havendo a possibilidade de que a sua presenca na

populacdo Arhuaco seja devido a fluxo génico com europeus. Entretanto, ndo podemos
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descartar a possibilidade desse alelo ter chegado a América do Sul juntamente com a
populacado ancestral.

O alelo mais comum observado na populagdo Wayuu foi B*400201 (23,7%), seguido
de B*3512 e B*180101. Assim como as populacdes Arhuaco e Zenu, os Wayuu apresentam
uma elevada proporcdo de alelos ndo amerindios na amostragem, principalmente B*/80101.
A populacdo Wayuu apresenta uma grande quantidade de alelos endémicos em baixa
freqiiéncia (figura 13).

As populacdes Aymara e Huilliche habitam respectivamente o norte e sul do Chile. Os
alelos mais comuns em ambas as populagdes sdo endémicos das Américas, seguidos de alelos
cosmopolitas. Nos Aymara, o alelo mais freqiiente é B*3505 (37,5%), seguido do cosmopolita
B*480101 (15%). Nos Huilliche, o alelo mais comum ¢ o endémico B*3909, seguido do

cosmopolita B*570101 (figura 15).
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Figura 13. Freqiiéncias alélicas das populacdes Kogi, Arhuaco ¢ Wayuu. Os expoentes A",
A® e AM indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios,
respectivamente.
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Figura 14. Freqiiéncias alélicas das Populacdes Waunana e Ingano (Inga). Os expoentes A",
A® e AM indicam os alelos que s3o endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios,
respectivamente.
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B*4901M 26%
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Total de Endémicos® 52.6%

Total de cosmopolitas® 31.6%

Aleios ndo-amerindios™ 15.8%

Figura 15. Freqiiéncias alélicas das populagdes Aymara e Huilliche. Os expoentes A", A® e
AM indicam os alelos que sdo endémicos e cosmopolitas respectivamente.
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Todas as populagdes sul-americanas cujos resultados apresentamos acima estdo
localizadas a oeste dos Andes. Dentre as populagdes localizadas ao leste dos Andes, os Ticuna
habitam a regido mais ocidental. As duas populagdes Ticuna que estudamos estdo separadas
pelo Rio Amazonas, uma localizada a norte (Ticuna N) e outra a sul (Ticuna S). O alelo mais
comum em Ticuna N e Ticuna S ¢é o cosmopolita B*400201 (44,7% e 29,2%,
respectivamente). Em Ticuna N, o segundo alelo mais freqiiente ¢ o endémico B*350401
(15,8%), enquanto que em Ticuna S, o segundo alelo mais freqiiente ¢ o endémico B*3903,
seguido de B*350401 (16,7% e 12,5%, respectivamente). Em ambas as populacdes os alelos
endémicos sdo mais comuns e ha uma baixa evidéncia de fluxo génico (figura 16).

O alelo mais freqiiente na populagdo Zoé é o cosmopolita B*570101 (33,3%), seguido
do endémico B*4802 (22,2%) e do cosmopolita B*400201 (16,7%) (figura 17). O pequeno
tamanho amostral da populagdo Katuena niao nos permitem realizar fortes inferéncias a
respeito das distribuicdes alélicas. Entretanto, fica claro que essa populacdo apresenta uma
alta proporg¢ao de alelos endémicos das Américas (figura 17).

Nos trabalhamos com duas populac¢des da etnia Arara: Arara do Iriri e Arara do
Laranjal. A populagdo Arara do Laranjal apresenta a maior freqiiéncia de alelos B*15,
pertencendo a essa linhagem os trés alelos mais freqiientes: B*1504 (23,1%), B*1508 (19,2%)
e B*1520 (15,4%). Desses trés, B*1508 ¢ o tnico cosmopolita, presente em populagdes norte-
americanas e asiaticas (figura 18). Os individuos da populagdo Arara do Iriri sdo
descendentes de um casal de irmdos da tribo Arara do Laranjal. O gendtipo dos individuos
fundadores ¢ conhecido, um deles seqiienciado no nosso trabalho, e o segundo inferido a
partir do heredograma da tribo. Os genétipos dos fundadores eram B*1520:B*1520 e
B*1505:B*1520. Devido a esse efeito fundador, apenas B*1505 (33,3%) e B*1520 (66,7%)
foram encontrados nessa populagao.

Praticamente todos os alelos observados nos individuos da populagdo Kaiapo sdo

endémicos das Américas. Nessa populacdo os trés alelos mais freqiientes sdo os endémicos
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B*3505 (26,8%), B*1504 (23,2%) ¢ B*520102 (17,9%). O unico alelo cosmopolita observado
nessa populagdo foi B*1508 (3,6%) (figura 18). Dentre as populagdes a leste dos Andes, os
Guarani sdo os mais meridionais. Os alelos endémicos representam 75% da freqiiéncia total,

sendo B*1504 (19,6%), B*3905 (16,1%) e B*4004 (10,7%) os mais comuns (figura 19).

Alelos Ticuna N Freqliéncia (2N=38) 5 América do
B*1504F 7.%% Sul
B*350401F 15.8%
B*35065 2.6% Katuena
B*352001F 7.9%
B*3903¢ 5.3%
B*3905° 5.3% A
B"400201° 44.7% 206 @@ ”t;’
B*40045 26%
B'520102¢ 7.9% Arara g
Total de Endémicost 55.3% ™
Total de cosmopolitas® 44.7% Kaiapt
Alelos ndo-amerindios™ -
Alelos Ticuna § Freqliéncia Zn=24)
B*1 5037 4.2%
B*1h04F 4.2% Aymara Guarani
B*350401F 12.5%
B*3506¢ 42% ;/(
B*352001¢ 4.2%
B*3903F 16.7%
B*3905F 8.3%
B*3909F 4.2%
B*400201¢ 28.2%
B*520102¢ 12.5%
Total de Endémicast 66.7%
Tatal da cosmopolitas® 29.2%
Alelos hdo-amerindios™ A.2%

Figura 16. Freqiiéncias alélicas das Populagdes Ticuna N ¢é Ticuna S. Os expoentes A", A® e
AM indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.
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Figura 17. Freqiiéncias alélicas das populagdes Zo¢ e Katuena. Os expoentes A°, A~ ¢ A
indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.
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81520 66.7% B*1508¢ 19.2%
Total de Endémicast 66.7% Br1520° 15.4%
Totai de cosmopolitas® 33.3% B*350401° 7.1%
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Figura 18. Freqiiéncias alélicas das populagdes Arara do Iriri, Arara do Laranjal e Kaiapo.

E C M - . ~ A . . ~
Os expoentes A°, A~ ¢ A" indicam os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-
amerindios, respectivamente.
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_ América do
Sul
Katuena
Alelos Guarani Freqléncia (2N=56)
B*080101 3.6%
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¢ 9 84140207 1.6%
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B*3905° 16.1%
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B*3909F 5.4%
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Aymara G“a’a’“ i B*400201¢ 1.8%
B*4003¢ 1.8%
B*4004F 10.7%
B*510101¢ 8.9%
B*5104F 1.8%
B*520102¢ 3.6%
Total de Endémicos® 75.0%
Total de cosmopoliitas® 19.6%
Alelos ndo-amerindios” 5.4%
Huilliche

Figura 19. Freqiiéncias alélicas da populagdes Guarani. Os expoentes A", A® e A indicam
os alelos que sdo endémicos, cosmopolitas e ndo-amerindios, respectivamente.

Depois de observarmos o padrdo de distribui¢do de freqiiéncias alélicas ao longo do
continente (figura 20), resolvemos testar a presenga de um gradiente norte-sul de aumento de
freqiiéncia dos alelos endémicos nas Américas. Nos calculamos os valores dos coeficientes de
determinagao (rz) entre a distancia em quilémetros (km) de cada populagdo com relagdo ao
Estreito de Bering e a freqiiéncia de alelos endémicos (figura 21). As distancias entre as
populacdes e o Estreito de Bering foram obtidas manualmente utilizando o software google
earth (4.3.7284.3916 beta), levando em consideracdo o modelo de colonizacdo pela costa.
Nos tragamos linhas paralelas ao Equador entre cada populagdo e a costa do Oceano Pacifico.
Depois disso tragamos manualmente linhas ao longo da costa do Pacifico até o estreito de
Bering.

A unidade utilizada para quantificar a regressdo ¢ o coeficiente de determinagdo (r°).

2 . ~ .y A e
O valor de r° ¢ uma medida da propor¢do de uma varidvel (ex., freqiiéncia de alelos
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endémicos) que ¢ explicada pela outra variavel (ex., distdncia com relacdo ao estreito de
Bering). Nos confirmamos a presenca de uma correlagdo positiva, porém nido muito elevada,
entre a distancia e a freqiiéncia de alelos endémicos (r*= 0,351). Para verificar se valor de r*
que obtivemos era significativo, realizamos o teste F da andlise de variancia do modelo. Nos
casos em que os valores de F sdo significativamente diferentes de zero a hipotese nula de que
ndo ha correlacio é rejeitada. Esse teste mostrou que o valor de r* que obtivemos foi
significativo (p<0,01).

As populagdes Chipewyan, Cree e Ojibwa sdo as que apresentaram as menores
freqiiéncias de alelos endémicos e distancias com relagdo ao Estreito de Bering (figura 21).
Quando excluimos essas populacdes da regressdo o valor de r* perdeu significncia (r* =
0,109, p>0,10). Esse resultado mostra que o valor significativo de r* é reflexo da diferenga de
freqiiéncia de alelos endémicos entre as populacdes norte-americanas com relacao as demais.
Quando calculamos a regressdo considerando apenas as populacdes localizadas nos dois
extremos da distribuicdo (América do Norte e leste da América do Sul) obtivemos um alto e

significativo valor de r®™% (> =

0,876, p<0,0001), mostrando que as populagdes centro-
americanas ¢ andinas sdo as responsaveis pelo enfraquecimento da correlagdo entre distancia

e freqiiéncia de endémicos.
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Figura 20. Freqiiéncia dos alelos cosmopolitas, endémicos e ndo-amerindios.
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Figura 21. Regressdo linear entre a distdncia em km da Beringia e a freqiiéncia de
alelos endémicos. * Levamos em consideragdo o modelo de colonizagdo das
Américas pela costa do Oceano Pacifico no calculo da distancia (detalhes no texto).

4.4. TESTES DE DESVIO DE NEUTRALIDADE

Os testes de neutralidades foram aplicados a duas bases de dados: 1) uma incluindo

todas as amostras de cada populacdo; 2) e uma segunda na qual excluimos os individuos
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miscigenados. Os individuos miscigenados sdo aqueles que apresentaram alelos ndo-
amerindios (tabelas 7 e 12). Observamos desvios significativos de neutralidade detectados
pelo teste de Ewens-Watterson apenas em duas populacdes: Chipewyan e Huilliche. Nos
Chipewyan, a taxa de homozigose observada foi significativamente menor que o esperado
(tabela 13), tanto na amostra total quanto na amostra sem os individuos miscigenados. Esse
resultado ¢ compativel com a agdo de selegdo balanceadora ou gargalo populacional recente.
Nos Huilliche nés observamos desvios na dire¢do contraria, pois a taxa de homozigose nessa
populacdo foi significativamente maior que o esperado (tabela 13), resultado compativel com
acdo de selecdo direcional ou expansdao populacional. A significancia desse resultado ndo

persistiu apos a exclusao dos individuos miscigenados (tabela 13).

Com relagdo aos resultados obtidos com o teste D de Tajima, nds observamos desvios
significativos com relagdo ao esperado segundo o modelo neutro em 16 das 29 populagdes
que analisamos (tabela 13). Levando em consideragdo a amostra total, as populac¢des do leste
da América do Sul apresentaram com exce¢do de Arara do Larawnjal, D de Tajima
significativamente positivos (7icuna S apresentou valores de D de Tajima préximos a margem
de significancia). Dentre as populagdes localizadas no lado oeste da América do Sul, Zenu e
Waunana foram as unicas com valores de D de Tajima positivo e significativo. Na América
do Norte, as popula¢des Chipewyan e Cree apresentaram D de Tajima positivo e significativo.
Os Nentsi apresentaram valores de D de Tajima proximos a margem de significancia (tabela

13).

Quando excluimos os individuos miscigenados, os valores de D de Tajima das
populacdes Zenu e Cree perderam significancia, apesar de manterem-se proximos a margem.
Nas populagdes Chipewyan, Waunana ¢ Guarani, os desvios mantiveram-se significativos.
Nos obtivemos D de Tajima significativamente positivo apos a exclusdo dos individuos

miscigenados nas populagdes Zapotec, Cabecar e Kogi. Na populacdo Arhuaco, noés
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obtivemos o resultado contrario: um D de Tajima significativamente negativo apés a exclusdo

dos individuos miscigenados.

Tabela 12. Tamanho das amostras totais e sem individuos miscigenados.

Populagoes Amostra Total (N) N° de individuos Miscigenados (N)

Chipewyan
Cree
Ojibwa
Mixtec
Zapotec
Mixe
Quiche
Cabecar
Guaymi
Embera*
Waunana
Zenu
Kogi
Arhuaco
Wayuu
Ingano
Aymara
Huilliche
Ticuna N*
Ticuna S
Zoe*
Katuena*
Arara I'*
Arara L*
Kaiapo*
Guarani

25
18
16
20
16
20
19
20
17
14
20
20
14
17
19
15
20
19
19
12
9
7
10
13
28
28

[l S RN B (S Te N (O TF NN B0

[o) e NeNEN e e

[\

* Nao encontramos evidéncias de miscigenacio



Tabela 13. Resultados dos testes de neutralidade.

Amostra Total Amostra sem Miscigenados
Ewens-Watterson D de Tajima Ewens-Watterson D de Tajima
F obsI i, esp2 (E€V)3 Tg]ldf'; a p (D)4 F obsl F esp2 (E€V)3 qu)]ldf'; a p (D)4

Nentsi 0,1367 01518 04262 1,3885 0,94400%* # # # # #
Chipewyan 0,1120 0,1811 0,0136 2,3012 09941  0,1375 0,2677 0,0003 2,1836  0,9925
Cree 0,1482 01178 0,8896 1,5189 0,9549  0,2273  0,1867 08588 1,3402  0,9368*
Ojibwa 0,1426  0,1507 0,5140 1,1093 0,8965 0,1458 10,1939 0,0990 1,1178  0,9074
Mixtec 0,1363 0,1493 04493 09122 0,8684  0,1512 0,1991 01621 08526  0,8473
Zapotec 0,0742  0,0843 0,2490  0,8669 0,8508  0,0950 0,1046 0,3498 1,6443  0,9693
Mixe 0,1913 0,2082 04785 0,5159 0,7668  0,2176 0,2593 10,3593  1,0809  0,8935
Quiche 0,0776  0,0794 0,5648 0,7023 0,8202 0,1458 0,1483 0,6056  0,6065  0,7868
Cabecar 0,3100 0,3559 04204 05827 0,7866  0,3256 0,4934 0,0896 2,9820  1,0000
Guaymi 0,3149 10,3432 04851 0,0951 0,6058  0,3262 0,4009 0,3230 0,3242  0,6893
Embera 0,2449  0,2381 0,6510 1,0356  0,8862 # # # # #
Waunana 0,1513 0,185 0,2682 2,0228 0,9860  0,1648 0,2034 02548 2,1154  0,9887
Zenu 0,1650 0,2072 0,2509 1,5490 09585  0,2245 0,2376 05225 1,2635 0,9220*
Kogi 0,3061 0,3244 05131 0,5824 0,7731 0,3521 04676 0,2120 2,0656  0,9912
Arhuaco 0,2664 0,2529 0,6709 -0,4824 0,3598  0,4568 0,4324 0,6810 -2,2466 0,0014
Wayuu 0,1233  0,1208 0,6378 1,0443 0,8875 0,1944 0,1939 0,6107 0,8440  0,8448
Ingano 0,1378 0,1314 0,6988 0,5619 0,7615 0,2778 10,2838 0,5752  1,3037  0,9343*
Aymara 0,1838 0,1360 09184 0,2661 0,6763 0,2579 0,2067 0,8891  0,0038  0,5700
Huilliche 0,1828 0,1206 0,9655 09106 0,8624  0,2917 0,2620 0,7396  1,0501 0,8941
Ticuna N 0,2507 0,2299 0,7164 1,6292  0,9637 # # # # #
Ticuna S 0,1597 0,1693 05174 1,3976  0,9465* 0,1612 0,1862 03354 1,4001 0,9471%*
Zoé 02161 02832 0,1542 2,0326  0,9923 # # # # #
Katuena 01735 02130 0,163] 1,8509  0,9879 # # # # #
Arara 0,5450 0,7315 02086 2,4450  0,9967 # # # # #
Arara L 0,1653 0,1623 0,6727 08272 0,8407 # # # # #
Kaiapo 0,1799 02594 0,1269 2,2935  0,9934 # # # # #

Guarani 0,1014 01133 03971 2,1987 09897  0,1120 0,1160 05429 2,2382  0,9907

o

" valor observado da taxa de homozigose; * valor esperado da taxa de homozigose. ° Valor de p do teste de
Ewens-Watterson. * Valor de p do teste de D de Tajima. Valores significativos sdo mostrados em negrito e
sublinhados. *Valores proximos as margens de significancia. # Valores idénticos ao da amostra total uma
vez que nao achamos evidéncias de miscigenagéo.
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5. DISCUSSAO

Turnover e as distribuicées alélicas

Um dos objetivos do presente trabalho foi caracterizar a variacdo do gene
HLA-B em populagdes nativas do continente americano, tendo como €nfase a hipdtese
do turnover alélico. Nossos resultados representam uma expressiva ampliacdo do
conhecimento do gene HLA-B nas populagdes amerindias e mostram que o padrao de
alta freqii€ncia de alelos endémicos que foram propostos para algumas populagdes
sul-americanas ¢ geral para a América do Sul.

Corroborando resultados ja descritos na literatura, nds encontramos uma clara
diferenciagdo entre as populagdes localizadas na América do Norte e as demais, no
que diz respeito a presenca dos alelos endémicos. Nas analises em que populacdes
norte-americanas foram removidas, ndo ha uma correlagdo estatisticamente
significativa entre localizacdo geografica e freqiiéncias de alelos endémicos (figura
21). Esse resultado sugere que as populagdes nativas do continente podem ser
divididas em dois grupos: populagdes nearticas (que praticamente nao possuem alelos
endémicos ¢ estdo localizadas a norte do Tropico de Cancer) e neotropicais (que
apresentam alelos endémicos em freqiiéncias elevadas, localizadas ao sul do Tropico
de Cancer).

Como as populagdes norte-americanas presentes no nosso estudo restringem-
se ao territorio canadense, havia a possibilidade de ocorréncia de um gradiente de
aumento de freqiiéncia de alelos endémicos dentro da América do Norte. Para
verificar essa questdo nds buscamos na literatura trabalhos que analisaram a variacao
do gene HLA-B em outras populagdes nativas da América do Norte. As populagdes

Havasupai e Zuni, localizadas no sudoeste dos Estados Unidos n3o mostraram
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qualquer evidéncia da presenga de alelos endémicos (Watkins, Mcadam et al., 1992;
Parham, Arnett et al., 1997); os Pima e Sioux, também localizadas no sudoeste dos
Estados Unidos, apresentaram 27% e 2% de alelos endémicos, respectivamente
(Leffell, Fallin ef al., 2004; Mack, Castro ef al., 2007); os Seri, populacdo nativa do
noroeste do México, apresentou 9,1% de alelos endémicos (Williams, Meenagh et al.,
2001). Exceto pelos Pima, as populagdes amerindias do sul dos Estados Unidos e
norte do México apresentam baixas freqiiéncias de alelos endémicos, assim como as
populagdes nativas do territdrio canadense que analisamos. Entre as populagdes do sul
Meéxico, as freqiiéncias alélicas se invertem, havendo uma maior prevaléncia de alelos
endémicos (figura 20). Esses resultados indicam que a presenca de popula¢des com
uma maior freqiiéncia de alelos endémicos estd realmente associada ao comego da
regido climatica neotropical. Esse padrao corrobora as suposicdes de que o ambiente
patogénico tropical seja a fonte das pressodes seletivas que aumentaram as freqiiéncias
dos alelos endémicos do neotrdpico.

As populagdes neotropicais ndo sdo homogéneas no que diz respeito a
composicdo alélica, havendo alelos de distribuigdes mais amplas ou outros com
distribuigdes mais restritas. Por exemplo, o alelo B*3905 ocorre desde as populagdes
mexicanas aos Guarani. Na América do Sul os alelos B*1504, B*350401, B*3505,
B*3909, B*4004 ¢ B*520102 também possuem distribui¢cdes amplas, e também
apresentam freqiliéncias elevadas nas populagdes individuais em que ocorrem. Essa
observagao € contraria as interpretagdes apresentadas nos trabalhos que propuseram a
hipotese do turnover alélico, onde cada populagdo analisada apresentou perfis alélicos
distintos (Belich, Madrigal et al., 1992; Watkins, Mcadam et al, 1992; Cadavid ¢
Watkins, 1997; Parham, Arnett et al., 1997). E provavel que as diferengas que

apresentamos sejam resultado da amostragem mais ampla que utilizamos o que nos
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permitiu detectar maiores compartilhamentos de alelos do que os propostos
originalmente.

De acordo com os nossos resultados, as maiores diferencas de perfis alélicos
ndo ocorrem entre as populacdes individuais, mas sim entre grupos de populacdes.
Por exemplo, as populagdes Mixtec, Zapotec e Mixe, localizadas no sul do México,
possuem os alelos endémicos B*3512, B*390202 e B*3905 em freqiiéncias elevadas
(cada um desses alelos ¢ freqliente em pelo menos duas dessas populagdes). Ja as
populacdes Arara do Laranjal, Kaiapo e Guarani compartilham os alelos endémicos
B*1504, B*350401, B*3505, B*3905 e o cosmopolita B*1508.

Esses padrdes de compartilhamento alélico indicam que, provavelmente, o
aumento de freqiiéncia dos alelos endémicos e perda dos alelos asiaticos nao
ocorreram em populagdes isoladas. Consideramos que ¢ mais parcimonioso supor que
esses alelos tenham surgido e aumentado de freqiiéncia em diferentes “estoques” da
populacdo ancestral da regido neotropical. Cada “estoque” teria colonizado
determinada regido, tal como o planalto mexicano ou a regido amazoOnica, 0 que
explicaria o compartilhamento de determinados conjuntos de alelos endémicos dentro
dessas regides. Essa idéia ¢ muito parecida com a do furnover original, exceto pelo
fato de que, na nossa suposi¢do, o aumento de freqiiéncia dos alelos tenha ocorrido
nos estoques ancestrais ¢ ndo nas populagdes individuais. Essa hipdtese ¢ reforcada

pelos resultados de testes de neutralidade que discutiremos no proximo topico.

Turnover e os resultados dos testes de neutralidade

Como comentamos no item anterior, ha uma extrema diferenca entre as

freqiiéncias de alelos endémicos em populagdes norte-americanas (nearticas) e as

demais (neotropicais). Enquanto as populacdes nedrticas mantiveram o perfil alélico
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asiatico, nas neotropicais esses alelos foram substituidos por micro-recombinantes dos
alelos asiaticos (figura 7). Os eventos de conversdo génica que geraram os alelos
endémicos ocorreram preferencialmente no inicio do éxons 3. De acordo com a
predicdo funcional para diferentes regides das moléculas HLA feita por Saper e
colaboradores (1991), os trechos envolvidos nas conversdes dos alelos endémicos nao
teriam um papel crucial na capacidade de ligacdo dos peptideos antigénicos.
Entretanto, trabalhos mais recentes demonstraram que essas regides podem ser
fundamentais para a ligagdo dos peptideos. Bade-Doeding e colaboradores (2007)
demonstraram que as posi¢des chave para ancoragem dos peptideos podem variar de
acordo com a linhagem HLA analisada. Por exemplo, em alelos pertencentes a
linhagem B*4] os aminoacidos chaves sdo diferentes dos preditos por Saper ¢
colaboradores (1991) e coincidem com os trechos envolvidos nos eventos de
conversdao do éxon 3, caracteristicos dos alelos endémicos. Yaglie e colaboradores
(2000) demonstraram que apesar do alelo B*3905 apresentar apenas uma diferenga
nucleotidica (G — T) com relagdo ao seu provavel alelo ancestral, o cosmopolita
B*390101, a substitui¢do levou a uma profunda mudanga nas propriedades de
apresentacdo. Se uma mudanga nucleotidica teve tamanho impacto na capacidade de
apresentacdo do alelo B*3905, ¢ plausivel supor que os eventos de conversao que
envolveram varios aminodcidos nos alelos endémicos provavelmente tiveram um
grande impacto funcional.

As diferencas funcionais entre os alelos endémicos e seus provaveis ancestrais
asiaticos sustentam a hipotese de que o processo de substituicdo dos alelos antigos
tenha sido promovido pela selecdo natural. Entretanto, ndo observamos relacdo entre a
presenca de alelos endémicos em altas freqiiéncias e desvios de neutralidade

utilizando os testes de Ewens-Watterson e D de Tajima.
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Encontramos uma diferenca marcante no numero de populagdes que
desviaram das expectativas neutras utilizando os dois testes. Apenas duas populagdes
desviaram com relacdo ao esperado sob neutralidade utilizando o teste de Ewens-
Watterson enquanto que, utilizando a amostra total, dez populagdes apresentaram
desvios significativos para o teste D de Tajima (tabela 13). Excluindo-se os
individuos provavelmente miscigenados, o nimero de populagdes com valores
significativos de D de Tajima subiu para 12, havendo duas que perderam significincia
(tabela 13).

Garrigan e Hedrick (2003) mostraram que varias populacdes humanas
estudadas para o gene HLA-A ndo apresentavam desvios significativos com relagdo ao
esperado pelo teste de Ewens-Watterson, enquanto desvios positivos e significativos
de D de Tajima foram obtidos. Valores significativamente positivos de D de Tajima
sdo obtidos para amostras que apresentam alelos com altas divergéncias nucleotidicas
enquanto que o grau de diferenciagdo entre os alelos ndo ¢ levada em conta no teste de
Ewens-Watterson, que so utiliza as freqiiéncias alélicas. Segundo Garrigan e Hedrick
(2003), os altos niveis de divergéncia nucleotidica observados entre os alelos de HLA-
A sd3o mais compativeis com a atuacdo de selecdo balanceadora por milhdes de anos
do que com selegdo recente nas populagdes individuais.

Aplicando esse mesmo raciocinio ao nosso resultado com HLA-B, chegamos a
conclusdo que os desvios significativos que captamos com o teste D de Tajima
resultam da presenca de alelos com altos niveis de divergéncia. Ha varias linhagens
alélicas, divergentes ao nivel molecular, presentes nas populagdes amerindias. A
existéncia dessas linhagens divergentes explica o valor de D de Tajima significativo.
Uma vez que o processo que resulta em diferencas entre linhagens, envolvendo

multiplas substitui¢des, se da em longas escalas de tempo, concluimos que o sinal de
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selecdo balanceadora captado pelo D de Tajima é anterior a entrada no continente
americano, e talvez a especiacdo humana.

Apesar dessa tendéncia geral a valores de D positivos, encontramos diversas
populagdes com valores de D que ndo desviavam significativamente da neutralidade.
Uma provavel explicacao seria a presenca de individuos miscigenados na amostra. As
amostras das populagdes Zapotec, Cabecar, Kogi e Arhuaco adquiriram valores
significativos de D, quando delas excluimos os individuos supostamente
miscigenados, enquanto as populacdes Cree e Zenu perderam significancia quando
realizamos o mesmo procedimento (tabela 13). Muitos dos alelos presentes na
amostra devido a fluxo génico com europeus pertencem a linhagens raras nas
populacdes amerindias. Conseqiientemente, a presenca desses alelos introduz sitios
polimorficos de baixas freqiiéncias, que contribuem para o componente S do D de
Tajima, tornando-o mais negativo (ver segdo 3.3. METODOS ANALITICOS).
Quando retiramos os individuos que contém alelos nao-amerindios, retiramos também
sitios polimoérficos de baixa de freqiiéncia da amostra e dessa forma o D de Tajima
torna-se mais positivo, explicando a significancia que observamos nas populagdes
Zapotec, Cabecar e Kogi.

Os alelos nao-amerindios B*570101, B*3549 e B*180101 encontram-se em
freqiiéncias elevadas nas populacdes Cree, Zenu e Arhuaco. Como conseqiiéncia, a
exclusdo dos individuos com esses alelos removeu sitios polimoérficos de freqiiéncia
intermediaria na amostra, diminuindo o componente 8z do D de Tajima, tornando
essa estatistica mais negativa.

A discussdo acima mostra que ¢ incorreto interpretar os resultados
significativos do teste D de Tajima para HLA-B como indicativos de que as
populagdes estdo ou estiveram sobre selegdo em tempos recentes. Os resultados do

teste de Ewens-Watterson sdo menos afetados por eventos remotos e, portanto, mais
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adequados na captagdo de sinais seletivos ou demograficos mais recentes (Garrigan e
Hedrick, 2003). Esse teste utiliza a taxa de homozigose como estatistica sumaria,
captando informacgdo sobre as freqiiéncias alélicas da amostra. Com exce¢do das
populagdes Chipewyan e Huilliche, todas as demais apresentaram distribuicdo de
freqliéncias alélicas compativeis com as expectativas neutras. Em Chipewyan
observamos uma taxa de homozigose menor que a esperada. Isso significa que os
alelos estdo distribuidos com freqiiéncias muito parecidas, uma situagdo compativel
com selecdo balanceadora. A populacido Huilliche apresenta uma taxa de homozigose
maior que a esperada. Esse resultado ¢ o reflexo da alta freqiiéncia do alelo B*3909
com relagdo aos demais, situagdo compativel com a atuagdo de selegdo a favor desse
alelo.

De acordo com esses resultados, as populagdes com maiores freqii€éncias de
alelos endémicos ndo apresentam mais evidéncias de desvio da neutralidade, quando
comparadas as populacdes com menor freqiiéncia de alelos endémicos. Uma
explicagdo para esse resultado ¢ que o baixo poder estatistico do teste de Ewens-
Watterson (Garrigan e Hedrick, 2003) ndo permitiu a detec¢do de diferencas entre
populagdes com mais ou menos alelos endémicos, mesmo se elas existissem.

Uma segunda hipotese ¢ que a selegdo promotora da substituicdo dos alelos
asidticos ndo estabeleceu padrdes tais como a presenca de varios alelos em
freqiiéncias intermediarias ou favorecimento de um unico alelo. Esses padrdes sdo os
responsaveis pela rejeicdo da hipétese nula de neutralidade e equilibrio. E possivel
que diferencas entre os coeficientes seletivos dos alelos endémicos individuais criem
padrdes populacionais que ndo refutem a neutralidade.

Uma terceira alternativa estd atrelada a hipotese que langamos no item
anterior, de acordo com a qual o evento de substitui¢do alélica ndo ocorreu nas

populagdes individuais, ¢ sim nos “estoques” ancestrais de diferentes regides do
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continente. Segundo nossa hipotese, a seleg@o teria atuado nos “estoques” ancestrais,
0 amazonico por exemplo, promovendo aumento de freqii€ncia dos alelos endémicos
e substitui¢do dos alelos antigos. Entretanto, a deriva genética associada a fundagao
de grupos populacionais e pequenos tamanhos efetivos teriam levado as freqiiéncias

alélicas a padrdes compativeis com neutralidade.

Conquistas européias

As populagdes nativo-americanas sofreram um severo gargalo populacional,
com estimativas de até 90%, apds os primeiros contatos com os conquistadores
europeus (Naranjo, 1995). Os relatos da conquista do continente, vindo tanto dos
colonizadores quanto dos colonizados, apontam as doencas trazidas pelos europeus
como as principais responsaveis pela drastica reducdo populacional sofrida pelas
populacdes nativas do continente (Bethell, 1999; Hemming, 2007). Dentre as
principais epidemias, variola, sarampo e/ou rubéola e gripe foram as que ceifaram
mais vidas dentro de todo o Novo Mundo (Settipane ¢ Russo, 1995). Essas trés
doencas sdo causadas por virus e a resposta imune adaptativa gerada contra esse tipo
de patogenos ¢ via moléculas HLA de classe I, incluindo as moléculas HLA-B.

Apesar do impacto que causaram em todo o continente, as epidemias
européias ndo tornaram homogéneas as distribui¢des alélicas das populagdes nativo-
americanas. Os nativos norte-americanos sdo um exemplo. Tanto os Chipewyan
quanto os Cree sofreram com as epidemias de gripe, variola e sarampo trazidas com o
estabelecimento da companhia Hudson's Bay no Canada (Ray, 1976). Apesar disso,
essas populagdes apresentam discrepancias nos niveis de taxa de heterozigose (tabela
13) e composicao dos alelos (figura 8). Isso nos indica que as epidemias trazidas pelos

europeus ndo tiveram um impacto seletivo na variacdo do gene HLA-B.
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Existem associa¢des bem documentadas entre alelos de genes HLA e protegdo
a doencas de progressdo lenta ou cronica, tal como AIDS e maldria. O mesmo nao
ocorre com agentes infecciosos de contagio e progressdo rapidos, tal como os virus
que assolaram as populagdes nativo-americanas. Existem relatos, tanto da América
espanhola quanto da portuguesa de tribos inteiras dizimadas em questdo de poucos
dias pelas doencas trazidas pelos europeus (Bethell, 1999; Hemming, 2007). A
resposta imune adaptativa requer alguns dias para ser montada, sendo provavel que
ndo houve tempo para a montagem de uma resposta imune contra os virus trazidos
pelos conquistadores. Por esse motivo, acreditamos que as epidemias dos tltimos 500
anos causaram a variagdo do gene HLA-B um forte gargalo populacional, sem efeito

seletivo.

Alelos endémicos no Velho mundo, um desafio ao modelo de tunover?

Toda a teoria do turnover e as consideracdes que apresentamos nas sec¢des
anteriores dessa discussdo sdo baseadas na premissa da existéncia dos alelos
endémicos. Entretanto, trabalhos recentes demonstraram a presenga de alguns alelos
tidos como endémicos das Américas em populagdes do leste Asiatico (Solberg, Mack
et al., 2008). Entre esses alelos encontramos B*3505, o segundo mais freqiiente entre
populacdes amazonicas (figuras 18 e 19). O alelo B*3505 provavelmente surgiu por
uma conversao envolvendo o alelo B*350101 como receptor ¢ os alelos B*¥400201 ou
B*480101 como doadores (figura 7). Ha trés possibilidades para explicar a
distribuigdo disjunta de B*3505: 1) Trata-se de um alelo cosmopolita, que teria vindo
a América do Sul durante a colonizacdo do continente a 20.000 anos e que
posteriormente se perdeu nas populacdes norte e centro-americanas e asiaticas; 2)

Trata-se de um alelo homoplasico, originado por dois eventos independentes de
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conversio génica na Asia e na América do Sul; 3) O compartilhamento desse alelo se
deu por fluxo génico entre as populagdes do sudeste asiatico e a América do Sul.

Nao hé nenhum estudo publicado com populagdes nativas norte-americanas
que tenha encontrado qualquer evidéncia da presenca desse alelo. Igualmente, nao
encontramos nenhum indicio da presenca de B*3505 nas populacdes norte-americanas
que estudamos. O alelo B*3505 nunca foi descrito em populagdes que habitam as
ilhas do oceano Pacifico (Solberg, Mack et al., 2008), dessa forma, a hipotese de
fluxo génico trans-Pacifico fica enfraquecida. Dado o elevado desequilibrio de ligagéo
observado na regido do MHC, a duvida entre ancestralidade comum ou homoplasia
dos alelos B*3505 sul-americano e asiatico seria solucionada averiguando em que
haplétipos os alelos ocorrem nesses dois continentes. Devido a distribui¢do disjunta, a
alta freqiiéncia desse alelo nas populacdes sul-americanas e a presenca dos provaveis
alelos ancestrais em ambos os continentes, ¢ provavel que o alelo B*3505 encontrado
na América do Sul seja homoplasico com relagdo ao asiatico, tendo aumentado de

freqiiéncia independentemente nesses dois continentes.
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CONCLUSOES

A grande concordancia entre os resultados obtidos pelas técnicas de PCR-SBT
e PCR-SSOP nos permitiu a constru¢do de um conjunto de dados de alta
confiabilidade.

De acordo com nossos resultados de regressdo linear entre distdncia do
Estreito de Bering e freqiiéncia de alelos endémicos, nds associamos a
ocorréncia de populagdes com altas freqiiéncias de alelos endémicos ao inicio
da regido climatica neotropical, corroborando a hipotese de que o ambiente
tropical seja fonte das pressdes seletivas que promoveram a mudanga do perfil
alélico observado nas populagdes nativas da América Latina;

Concluimos que as maiores diferengas de perfis alélicos ndo ocorrem entre as
populagdes individuais, mas entre grupos de populacdes e, conseqiientemente,
consideramos que a substituicdo dos alelos asiaticos pelos amerindios ndo
ocorreu em populacdes isoladas, mas nos estoques ancestrais de pelo menos
duas regides do neotropico: sul do México e leste da América do Sul;

Os resultados obtidos com o teste de D de Tajima ndo foram informativos
sobre os processos de mudanca de perfis alélicos que ocorreram nas
populagdes amerindias, pois os sinais de selecdo balanceadora captados por
esse teste referem-se a eventos anteriores a entrada das populagdes no
continente americano;

A auséncia de desvios significativos com relagdo a expectativa de neutralidade
e equilibrio populacional, associada a nossa conclusdo do item 3, sdo uma
evidéncia que a selecdo teria atuado nos “estoques” ancestrais, promovendo
aumento de freqiiéncia dos alelos endémicos e substituicao dos alelos antigos,

e que a deriva genética associada a fundacdo das populagdes individuais e os
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pequenos tamanhos efetivos mantidos por essas populagdes teriam levado as
freqiiéncias alélicas a padrdes compativeis com neutralidade;

Acreditamos que as epidemias dos ultimos 500 anos resultaram num gargalo
populacional que afetou o genoma inteiro das populagdes, inclusive o gene
HLA-B . Entretanto, ¢ provavel que essas epidemias ndo tenham representado

um fator seletivo sobre genes do sistema imune adaptativo, como o HLA-B.
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