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A minha familia



“E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...

Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo busca-las.

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucéo.

Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oasis.

Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia descobri que meu Unico rival ndo era mais que minhas préprias limitacbes e
que enfrenta-las era a Unica e melhor forma de as superar.

Naquele dia, descobri que eu ndo era o melhor e que talvez eu nunca tivesse sido.

Deixei de me importar com quem ganha ou perde.

Agora me importa simplesmente saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar la em cima, e sim deixar de subir.

Aprendi que o melhor triunfo é poder chamar alguém de"amigo".

Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento, "o amor é uma
filosofia de vida".

Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e passei a ser
uma ténue luz no presente.

Aprendi que de nada serve ser luz se ndo iluminar o caminho dos demais.

Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia, aprendi que os sonhos existem para tornar-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar... simplesmente durmo para sonhar.”

Walt Disney
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1.INTRODUCAO

A identificacdo dos processos que moldam a variacdo genética nas populagbes
naturais permanece um problema chave na genética de populagbes. Mutagdo, migracao,
deriva, recombinacao, selecdo em lécus individuais, os efeitos da selecao em sitios ligados
e a histéria demogréfica, conjuntamente, participam deste processo, embora a importancia
relativa desses fatores ainda nao seja clara (NACHMAN & CROWELL 2000).

Recentemente, o estudo dos efeitos da sele¢do natural sobre genes humanos tem
assumido maior proeminéncia, e um grande numero de genes sob selecao na historia da
nossa espécie foi descoberto (ex. VALLENDER & LAHN, 2004). Em paralelo, houve
importantes avancos nos métodos empregados para detectar a selecao natural a partir de
dados genéticos (NIELSEN, 2005a). Atualmente, ha grande esforco voltado para
caracterizar regimes de selecdo que atuam sobre genes especificos, assim como em
distinguir os efeitos da sele¢do natural e da historia demogréfica de populagbes (BAMSHAD
& WOODING, 2003).

Dentre as categorias de genes estudadas, 0s genes do sistema imune parecem ser
um importante alvo de selecdo natural, pois vem consistentemente aparecendo em estudos
evolutivos como uma classe intensamente selecionada (ex. NILSEN et al., 2005b).
Evidéncia de selecdo natural positiva € relativamente comum em genes de funcao
imunoldgica quando comparada com outras classes funcionais de genes, sugerindo que as
respostas a patdgenos tém exercido uma importante presséo seletiva durante a histéria
evolutiva humana (FERRER-ADMETLLA et al., 2008).

Estudos populacionais constituem uma das formas de se testar a hipétese de que
genes especificos ou regides do genoma estdo sob acdo de selecdo natural. Nesse
contexto, o estudo da variacdo genética em populacbes Amerindias apresenta algumas

peculiaridades, uma vez que essas populacdes (1) ocuparam recentemente uma nova



regido com novos desafios ambientais; (2) apresentam histéria demografica distinta das
demais populacbes do mundo, caracterizada por gargalos populacionais na fundacdo e
pequenos tamanhos efetivos das populacdes. Essas caracteristicas tornam a analise de
populacBes indigenas particularmente informativa para estudos de selecéo natural e sobre
as interacoes entre processos demograficos e seletivos.

Dessa forma, no presente estudo foram analisados trés genes de funcéo
imunologica em populagdes Amerindias. Foram escolhidos os genes KIR2DL4, KIR3DL1/S1
e HLA-G devido aos seus papéis funcionais e fortes evidéncias de acao de sele¢édo natural
em populagbes anteriormente estudadas. Estudos prévios analisaram os efeitos de sele¢éo
sobre populacdes Africanas, Européias e Asiaticas (TAN et al., 2005; YAWATA et al., 2006;
NORMAN et al., 2007). O presente trabalho propde o estudo dos efeitos da sele¢&o natural
sobre populagbes Amerindias a fim de investigar se a sele¢do natural, que parece ser
relevante numa escala global deixa uma marca quando populagfes de escalas geograficas
menores e historia evolutiva recente, como o0 caso das popula¢cdes Amerindias, s&o
analisadas. Além disso, o presente trabalho pretende examinar a interagdo dos efeitos de

selecdo e demografia nos padrdes de variacdo encontrados nessas populacoes.

1.1. ESTUDOS DE SELECAO NATURAL

De um modo geral, duas classes de fatores explicam a variacdo genética. Primeiro, a
histéria demogréfica das populagdes, incluindo fatores tais como os tempos de divergéncia
entre populacbes, seus tamanhos populacionais efetivos, a ocorréncia de gargalos e
expansdes populacionais e a troca de genes entre populacdes (fluxo génico). Segundo, a
selecdo natural também afeta os padrbes de variacdo intra- e inter-populacional.
Consequéncias desse processo incluem uma maior diferenciagdo genética (no gene
selecionado) quando os regimes de selecdo diferem entre as popula¢des, para o gene sob

consideracdo. Alternativamente, regimes de selecdo balanceadora (que favorecem a



manutencdo da diversidade em popula¢des) podem resultar numa diminuicdo da
diferenciacdo entre populacBes, com relacdo ao esperado se ndo houvesse selecdo

(revisado em BAMSHAD & WOODING, 2003).

A deteccdo da selecdo natural a partir de dados genéticos se transformou
profundamente nas ultimas décadas, com avan¢os nos métodos analiticos e do volume de
dados genéticos gerados, permitindo estudos mais efetivos e estatisticamente mais
poderosos (NIELSEN, 2005a). Duas classes principais de abordagem vém sendo utilizadas.
A primeira consiste em definir a priori genes candidatos a sele¢éo natural, com base no
conhecimento funcional ou estudos populacionais prévios. Esses genes sao entédo
estudados numa escala populacional e padrées de variacdo intra e inter-populacionais (e as
vezes também os inter-especificos) sdo analisados utilizando os testes para detectar
selecdo (SABETI et al., 2002). Tais estudos permitem testar a hipotese de que os genes
candidatos estédo sob sele¢éo, fazer inferéncias sobre o regime seletivo ao qual o gene esta
submetido, e comparar os regimes de sele¢do entre diferentes populacbes (HARRIS &
MEYER, 2006).

A segunda abordagem consiste em realizar varreduras gendmicas. Essa segunda
abordagem difere da anterior na medida em que tem como objetivo encontrar genes
selecionados sem a definicdo prévia de candidatos e requer a analise molecular muito mais
extensa, e em geral é empreendida utilizando grupos de populagdes relativamente
reduzidos, enfatizando os efeitos de selecdo que diferenciam humanos de chimpanzés ou
“grandes grupos” geograficos, tais como os africanos, europeus e asiaticos (ex. NIELSEN,
2005b; VOIGHT et al., 2006).

Com a répida expansdo dos dados gendmicos e o aumento das ferramentas
analiticas, recentes estudos tém demonstrado que a selegdo positiva tem um papel
importante na evolugcdo do genoma humana (ex. VOIGHT et al., 2006; WILLIAMSON et al.,
2007). Estudos de regides gendmicas que tém sido alvo de selecao positiva sdo importantes

para o entendimento da histdria evolutiva humana e de como as populagbes se adaptaram



aos diferentes ambientes. Além disso, a descricdo dessas regibes € uma poderosa
ferramenta para identificar regides que sao funcionalmente relevantes (RONALD & AKEY,
2005).

Sinais de presséo seletiva tém sido descritos em varios genes (AKEY et al 2002;
VOIGHT et al, 2006; MYLES et al, 2008). Diferentes abordagens gen6émicas tém mostrado
gque a imunidade é uma das classes funcionais mais enriquecidas com genes selecionados
positivamente (ANDRES et al., 2009). Sele¢do balanceadora tem sido invocada para
explicar o padrdo de variagdo encontrado em alguns sistemas génicos relacionados com a
resposta imune para manter altos niveis de variabilidade genética (HUGHES et al, 2005).
Exemplos classicos de selecdo balanceadora atuando em genes do sistema imune s&o os
genes HLA, cuja variabilidade esta entre as maiores descritas na espécie humana. A
variagdo no repertério de genes HLA de um individuo esta correlacionada com o papel
dessas moléculas na apresentacdo de antigenos na resposta imune adaptativa, ou seja,
com o conjunto de peptideos que ele é capaz de apresentar e, conseqlientemente, com o
conjunto de patégenos aos quais ele poderd iniciar uma resposta imune (SOLBERG et al,
2008). FERRER-ADMETLLA et al. (2008) também demonstrou assinaturas de selecéo
positiva, especialmente de selecdo balanceadora, em genes da resposta imune inata,
confirmando a importancia da plasticidade do sistema imune nos processos evolutivos
adaptativos.

Mudancas na regulacdo génica também contribuem para adaptacdo de populacbes
naturais e diferencas na regulagdo da expressdo tém uma importante fungdo na variacao
fenotipica entre e dentro de espécies (HAHN 2007). H& fortes evidéncias de que a selecao
natural também atua sobre regifes cis-reguladoras (WRAY, 2007). Evidéncias de selecdo
balanceadora tém sido identificadas em regides cis-reguladoras de genes de funcédo
imunoldgica, tais como HLA-G (TAN et al., 2005) e HLA-DPA1 e HLA-DPB1 (LIU et al.,

2006).



1.2.  POPULACOES AMERINDIAS E DIVERSIDADE GENETICA

As populagcbes Amerindias apresentam um padrdo de variacdo genética
caracteristico, provavelmente resultado das peculiaridades de sua historia demografica. A
migracdo do homem moderno para as Américas representou um dos Ultimos grandes
eventos de povoamento. Evidéncias vindas de varias ciéncias foram utilizadas para a
elaboracdo de teorias para explicar a colonizacdo das Américas (KLEIN, 1999). Uma das
teorias mais aceitas é de que no final do Paleolitico, marcado por um intenso periodo
glacial, houve a formacédo de espessas calotas de gelo, fazendo com que os niveis dos
oceanos baixassem 140m. Formou-se uma ponte continental onde hoje € o Estreito de
Bering, fazendo com que o Alaska e regibes livres de gelo do Canada se tornassem uma
extensao da Sibéria, onde nao havia glaciares devido ao clima seco na época. Entre 22.000
a 12.000 anos atras (sendo a data mais antiga sugerida a partir de estudos de mtDNA e
cromossomo Y, e mais recente por evidéncias arqueoldgicas e paleoclimaticas) especula-se
que chegaram os primeiros habitantes da América, que conseguiram alcancar regidoes
meridionais do continente a partir de um corredor livre de gelo, ou por uma rota pela costa
(KLEIN, 1999).

Os amerindios formam o grupo populacional com os menores niveis de diversidade
genética na espécie humana. Estudos com mtDNA (DNA mitocondrial) mostraram que o0s
nativos americanos foram fundados por um nimero limitado de linhagens maternas que
deixaram a Asia (SCHURR et al., 1990). Outro estudo com mtDNA revelou que 0s
amerindios apresentam niveis de variacdo trés vezes menores que 0s encontrados em
africanos (SALZANO, 2002). WANG et al. (2007), utilizando dados de 678 loci
microssatélites, verificaram que as populacdes Amerindias apresentam o menor nimero de
alelos por I6cus e 0 menor nimero de alelos privativos, quando comparadas ao resto do
mundo. Esses resultados sdo condizentes com o efeito da colonizacdo serial a partir da

Africa. Como citado acima, a América foi a Ultima das grandes massas de terra a ser



ocupada e, portanto, esta no final da série de colonizagéo, sendo precedida por um grande

namero de efeitos de fundador, que levaram a uma significativa perda de diversidade.

Comparacdes entre as populacdes Amerindias e Asiaticas sugerem que dois
haplétipos do cromossomo Y, origindrios da regido central da Sibéria, tenham contribuido
para a populacdo fundadora das Américas (revisado por SALZANO, 2002). WANG et al.
(2007) também motraram que dentre as populac¢des do velho mundo, as Siberianas séo as
gque apresentam 0s maiores niveis de similaridade com os amerindios, indicando que a

colonizacdo das Américas provavelmente se deu a partir do nordeste asiético.

Na América do Sul existem claramente dois padrfes de distribuicdo de diversidade,
evidenciado por varios marcadores genéticos. Estudos do cromossomo Y em Amerindios
mostraram que diferentes populagdes da América do Sul apresentam dois padrdes distintos
de diversidade: as populagfes andinas sdo mais homogéneas e com uma maior diversidade
intra-populacional quando comparadas as populagbes da porcdo oriental do continente
(onde ocorre uma grande diversidade inter-populacional, porém, com baixos indices de
diversidade dentro das populagfes individuais). Nos Andes as condi¢cdes geograficas e
culturais favoreceram o fluxo génico e o0 estabelecimento de uma cultura relativamente
uniforme, que teve seu 4pice com o estabelecimento do império Inca. Nas popula¢gbes da
Bacia Amazobnica, Planalto Brasileiro e Chaco, o efeito de deriva foi importante, devido aos
pequenos tamanhos efetivos e isolamento (TARAZONA-SANTOS et al. 2001). Dados de
microssatélites autossémicos reforcam essas consideracdes ao mostrarem que populacdes
da regido andina apresentam valores intermediarios de Fg, enquanto as populacdes do leste
apresentam os valores mais altos (WANG et al.,, 2007). Dessa forma, esses resultados
revelam que as populagcfes da por¢céo ocidental da América do Sul experimentaram niveis
mais altos de fluxo génico e/ou apresentam 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.



Andlises de 72 microssatélites em 14 populacbes do mundo sugerem que 0S
Amerindios tiveram uma expansdo muito mais recente, quando comparados com as
popula¢cdes dos demais continentes (ZHIVOTOVSKY, 2000). Estudos que utilizaram mtDNA
também mostraram que a populacdo ancestral dos Amerindios provavelmente sofreu uma
rapida expansao em direcdo ao sul do continente (FAGUNDES et al., 2008; KITCHEN et al.,

2008).

A combinacgéo de fatores que moldaram a historia de popula¢cdes Amerindias torna-
as particularmente interessantes para estudos de selecdo natural. Primeiro, elas ocuparam
novos ambientes num periodo relativamente recente (fator esse que parece estar associado
a presenca de assinaturas de selecdo em populacdes de outras regibes do mundo, ex.
AKEY et al. 2004). Segundo, elas apresentam uma estrutura demografica extrema entre as
populagdes humanas, com alta diferenciagédo inter-populacional (ZAGO et al., 1996;
SALZANO e CALLEGARI-JACQUES, 1988; WANG et al., 2007), oferecendo um estudo de

caso para os efeitos da histéria demografica sobre os fatores seletivos.

Além disso, de um modo geral, poucos marcadores autossémicos foram analisados
nessas populagbes. H4 estudos para STRs e marcadores classicos, mas poucos para
haplétipos definidos ao nivel de DNA. Diante disso, a analise de mais marcadores podera
auxiliar no entendimento do padrdo de variacdo genética e contribuir para a compreenséo

da historia evolutiva e demogréfica das populacdes Amerindias.

1.3. SELECAO E DEMOGRAFIA

Como mencionado acima, a selegcdo natural apresenta um papel crucial na
modulacdo dos padrBes de variacdo intra e inter-populacional. Entretanto, a histéria

demografica também pode deixar padrbes similares fazendo com que, muitas vezes, seja



dificil distinguir entre os dois processos. Um ponto chave para estudos populacionais é

justamente a distin¢do entre a acao da selecdo natural da histéria demografica.

Sabe-se que as diferentes formas de selecdo deixam suas assinaturas em locos
especificos, enquanto a histéria demografica tende a deixar sinais ao longo de todo o
genoma dentro de uma populacdo. Os fatores demogréaficos sdo os responsaveis pela
alteracdo das frequéncias alélicas nos genes neutros, exceto nos casos em que esses
genes estdo ligados a um gene selecionado, tornando-os influenciados indiretamente pela

selecéo (revisado em BAMSHAD & WOODING, 2003).

Ha duas principais formas de lidar com o desafio de distinguir entre os efeitos da
selecdo e da historia demografica. Uma forma € a realizacdo de testes para detecgédo de
selecdo natural, levando-se em conta os possiveis efeitos demogréaficos, como o que foi
realizado no trabalho de AKEY et al. (2004). Outra forma é comparar diferentes conjuntos
de marcadores, onde alguns estdo sob um regime de selecdo neutra, e outros
possivelmente sob agdo de selecdo natural. Nessa segunda abordagem s@o os proprios
marcadores neutros que sdo usados para determinar o papel da demografia no padrdo de

variagdo encontrado.

1.4. GENES CANDIDATOS

Como mostrado acima, evidéncias de selecdo natural atuando em varias regides do
genoma humana vém crescendo e muitos estudos apontam os genes de sistema imune
como uma categoria de genes que tem sido alvo de selecéo natural (ex. ANDRES et al.,

2009).

No presente trabalho, foram escolhidos trés genes de funcdo imunologica para
estudo de selecdo natural em populacdes Amerindias. Nas secBes a seguir serdo
apresentados os genes candidatos a selecdo natural que foram escolhidos para o presente

estudo e a motivacao para o estudo dos mesmos.



1.4.1. Os genes KIR

1.4.1.1. Os receptores de células NK: Funcéo e diversidade entre populactes

As células Natural Killer (NK) humanas séo linfécitos do sistema imune inato que sdo
cruciais na defesa do hospedeiro e na regulacdo imune. As células NK séo derivadas da
medula éssea que compartiham o mesmo progenitor com as células T, ndo expressam
receptores de superficie celular antigeno-especifico e compreendem cerca de 10-15% dos
linfécitos circulantes (revisado em MIDDLETON & GONZALEZ, 2009). Devido a sua
producéo de citocina e quimiocinas e sua habilidade de lisar células alvo sem requerer uma
sensibilizacdo a priori (por isso o termo “assassinas naturais”), as células NK séao
importantes componentes do sistema imune na primeira linha de defesa contra agentes
infecciosos virais e células cancerigenas, além de apresentarem uma relevante funcéo na
reproducdo (ORANGE & BALLAS, 2006).

Apesar de serem classificadas como componentes do sistema imune inato, as
células NK nao sdo “armas” independentes do sistema imune, nem sao células nas quais
faltam especificidade. As células NK tém receptores que reconhecem moléculas HLA de
classe | e sua funcdo € altamente integrada com outras células do sistema imune inato e
adaptativo (ORANGE & BALLAS, 2006).

Embora as células NK possam ser ativadas de varias maneiras, muitos detalhes do
mecanismo de ativagcdo permanecem pouco elucidados. O mecanismo de ativacdo de
células NK melhor caracterizado é a reduzida expressao de moléculas HLA de classe I. A
reduzida expressdo dessas moléculas na superficie celular é consequéncia comum de
infeccdo intracelular, ja que muitos patégenos desenvolveram mecanismos que sabotam a
expressao de moléculas HLA de classe | e apresentacdo de antigeno as células T CD8.

Tais mecanismos permitem ao virus evitar que as células infectadas sejam detectadas por
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linfécitos T. Mecanismos similares também sdo usados por células tumorais, que
apresentam mutacdes que reduzem a expressdo de moléculas HLA de classe | (revisado
em VILCHES & PARHAM, 2002).

Nas duas Ultimas décadas, avancos significantes também tém sido feitos no
entendimento da regulacéo das células NK. Varios receptores ativadores e inibidores foram
descobertos e acredita-se que o balanco entre os sinais desses receptores possibilita as
células NK de fornecerem efetiva funcdo de matar as células alvo enquanto mantém a
tolerancia ao proprio (CHEENT & KHAKOO, 2009).

Com base na estrutura de proteinas, os receptores de células NK podem ser
classificados em dois principais grupos: a superfamilia de receptores imunoglobulina-similes
(IgSF) e a superfamilia de receptores de lectina tipo C calcio independente. Pertencente a
superfamilia de receptores de lectina tipo C esta o heterodimero CD94:NKG2A, mapeado
no cromossomo 12. No cromossomo 19 esta localizado o complexo LCR (Leukocyte
Receptor Complex) que contém genes que codificam moléculas relacionadas a superfamilia
das imunoglobulinas, como os receptores KIR. Os receptores KIR sédo uma familia diversa
de glicoproteinas de superficie celular que sdo expressas em células NK e em uma sub-
populacéo de linfécitos T CD8+ e que se ligam as moléculas HLA de classe | (VILCHES &
PARHAM 2002).

A familia génica KIR € composta atualmente por 15 genes (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DS1) e dois pseudogenes (KIR2DP1 e

KIR3DP1) (http://www.ebi.ac.uk/idp/kir). A classificacdo de genes KIR € determinada de

acordo com o numero de dominios extracelulares, dois dominios (2D) ou trés dominios (3D)
e se possuem a cauda citoplasmatica longa (L) ou curta (S). Os receptores com longa
cauda citoplasmatica contém imunoreceptores com motivos inibitérios baseados em tirosina
(ITIM), enquanto os receptores com cauda citoplasmatica curta tém uma funcéo
potencialmente ativadora. Similaridades estruturais e de sequéncia entre as diferentes

moléculas KIR definem os trés tipos de dominios na proteina, denominados dominios DO,


http://www.ebi.ac.uk/idp/kir
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D1 e D2 (BASHIROVA et al., 2006).

Os genes que codificam os receptores KIR mostram extensivo polimorfismo. Eles
estdo agrupados em uma das regibes mais variaveis do genoma humano em termos de
conteudo génico e polimorfismo de sequéncia (MIDDLETON & GONZALEZ &, 2009).
Haplotipos KIR exibem variabilidade em numero e tipo de genes apresentados e em
polimorfismo alélico de genes individuais (PARHAM et al., 2005). Dois grupos de haplétipos
KIR humanos sé&o definidos. O haplogrupo A tem uma organizagédo fixada de sete genes, a
maioria dos quais com potencial inibidor. O haplogrupo B tem um numero variavel de genes
KIR, muitos dos quais, de funcéo ativadora (UHRBERG et al., 1997; YAWATA et al., 2002).
Comparacdes entre populagfes revelaram diferencas nas frequéncias de haplogrupos A e
B. Em populag¢des do leste Asiatico, o haplogrupo A é dominante. Em populagdes européias
e africanas os haplogrupos A e B séo igualmente abundantes. J& nas popula¢des nativas da
Australia e América, o haplogrupo B predomina.

Outra caracteristica marcante dos genes KIR é a sua rapida evolugdo. Uma das
hipoteses para explicar a rapida evolucdo dos genes KIR esta relacionada ao papel central
atribuido a interacdo KIR:HLA na modulag&o da resposta imune. Recentes estudos sugerem
gue as diferencas encontradas entre humanos e outras espécies sdo consequéncias da
rapida evolugcdo dos genes HLA de classe I, um processo conduzido por pressdes
idiossincréaticas de patdégenos sobre a imunidade do hospedeiro. Nesse modelo, 0os genes
codificando receptores de células NK com especificidade para moléculas HLA de classe |
classicas evoluiram rapidamente para seguir a evolugdo de seus ligantes, mantendo, dessa
forma, as interacdes funcionais apropriadas (KHAKOO et al., 2000; KHAKOO et al., 2002).
A idéia de co-evolugcdo entre genes HLA e KIR também é sustentada por estudos que
revelam que associacbes a doencas dependem das combinacdes de alelos HLA e KIR
presentes, assim como por estudos populacionais que indicam correlagbes entre as
frequéncias de genes HLA e KIR em diferentes popula¢des humanas (NORMAN et al. 2007;

SINGLE et al. 2007; GUINAN et al., 2010).
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1.4.1.2. Evidéncias de acéo de sele¢ao natural

Dado que a ativagdo das células NK é fundamental nas fases iniciais da resposta
imune, uma questao relevante é se a grande diversidade haplotipica e o polimorfismo alélico
dos genes KIR séo consequiéncias de selecdo natural ou de mudancas neutras.

YAWATA et al. (2006), através de estudos funcionais e populacionais, mostraram
evidéncia de acdo de selecdo natural no aumento ndo usual de um haplétipo A em
populacdes japonesas e a acdo de selecdo positiva na parte centromérica dos genes KIR
(contendo os genes KIR2DL1 e KIR2DL3). Em contraste com a regido centromérica, a
regido telomérica (contendo os genes KIR2DL4, KIR3DL1/S1, KIR2DS4 e KIR3DL2) mostra
forte evidéncia de acéo de selecéo balanceadora (YAWATA et al., 2006).

NORMAN et al. (2007) também mostraram a acao de sele¢cdo natural atuando no
gene KIR3DL1/S1 em diversas populacdes. Os autores também mostraram que a selecéo
balanceadora vem mantendo antigas trés linhagens nesse lécus, sendo duas linhagens do
receptor KIR3DL1 (3DL1*015 e 3DL1*005) e uma linhagem do alétipo KIR3DS1.

Evidéncia de selecdo balanceadora mantendo a diversidade haplotipica de genes
KIR também foi encontrada na tribo Amerindia Yucpa, localizada na Venezuela
(GENDZEKHADZE et al., 2009). Nesse trabalho, os autores descrevem um possivel modelo
para explicar a diversidade dos haplétipos KIR e a manutencao da mesma pela acdo de
selecdo natural. Segundo eles, haplot6tipos A e B seriam mantidos nas populacdes devidos
aos seus papéis na imunidade e reproducdo, respectivamente. Os haplotipos A séo
protetores contra alguns tipos de infeccGes, mas, sao fatores de risco para disturbios de
gravidez, como pré-eclampsia e aborto recorrente. Ja certas combinacdes de haplétipos B
seriam protetores de doencas da gravidez. Dessa forma, haplotipos A séo principalmente
selecionados por seu papel na defesa imune, enquanto os haplétipos B sdo selecionados

pelo seu papel na reproducdo. Neste modelo, a selecao balanceadora que tem mantido os
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haplétipos A e B em todas as populacdes seria decorrente de distintas pressdes sobre o
sistemas imune e reprodutivo.

GUINAN et al. (2010), analisando uma populacdo irlandesa também encontrou
diversidade mais alta do que o esperado em varios genes KIR, consistente com histéria de
selecdo balanceadora atuando para manter varias variantes alélicas em alta frequéncia
nessa populacdo. Os autores também observaram que a diversidade em genes KIR
aumenta quando haplotipos contendo polimorfismos funcionais dos genes KIR2DL3,
KIR3DL1/S1 e KIR2DS4 sé&o analisados.

Como citado nos exemplos acima, os genes KIR apresentam evidéncias de selecdo
natural moldando o padréo de variabilidade desses genes entre populacdes. Dentre 0s
genes KIR, os genes KIR3DL1/S1 e KIR2DL4 estdo entre aqueles que apresentam
caracteristicas marcantes em termos de diversidade e as maiores e mais significativas
evidéncias de acdo de selecdo balanceadora (YAWATA et al., 2006; GUINAN et al., 2010).

O gene KIR3DL1/S1 é o unico l6cus KIR que codifica um alétipo ativador (KIR3DS1)
e/ou um alétipo inibidor (KIR3DL1). O alétipo KIR3DL1 pode estar presente tanto em
haplétipos A como em haplétipos B. O al6tipo 3DS1 esta presente somente nos haplétipos
B. O alétipo KIR3DL1 tem especificidade para moléculas HLA-B (e algumas moléculas HLA-
A) com o motivo soroldgico Bw4. Embora o ligante para do al6tipo KIR3DS1 ndo tenha sido
definido por ensaios de ligag&o, estudos populacionais e de associacdo a doencgas sugerem
que eles interagem com moléculas HLA-B com isoleucina na posi¢cdo 80 (THOMAS et al.,
2008).

O aldtipo KIR3DL1 possui grande importancia na modulacdo da ativacdo das células
NK e sua frequéncia é elevada em todas as populacfes estudadas (SINGLE et al. 2007).
Polimorfismos nesse lécus apresentam consequéncias fenotipicas nas quais diferentes
alelos sao expressos em diferentes niveis (alto, baixo e nulo) na superficie de células NK
(GARDINER et al., 2001; YAWATA et al., 2006)

O gene KIR3DL1/S1 tem se destacado em termos de sua importancia médica. A

associacao desse lécus com o seu ligante (a molécula HLA-B) mostra-se importante na
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modulagdo da progressdo da AIDS e hepatite C, bem como na protecdo contra condicdes
auto-imunes, como endometriose e colangite esclerosante primaria, além da associacdo de
do alétipo KIR3DS1 com a protecdo contra linfoma de Hodgkin e predisposicdo ao cancér
cervical (KULKARNI et al., 2008).

O gene KIR2DL4 codifica um receptor para a molécula HLA-G e é expresso em
praticamente todas as células NK e, em significante proporcdo, em células NK uterinas
durante o primeiro trimestre da gravidez. Esse padréo de expressao, aliados a estudos
envolvendo associacdes deste gene com complicagbes gestacionais, indicam uma
importante fungdo deste gene na manutencdo do sistema imune, principalmente na
interface materno-fetal (SCHELLEKENS et al., 2008).

O gene KIR2DL4 apresenta algumas particularidades com relacdo aos demais genes
KIR: 1) Ele é considerado um gene moldura (framework), estando presente em quase todos
0s genomas; 2) A estrutura genbmica é diferente quando comparado aos demais genes
KIR2DL: a maioria dos genes KIR2DL constistem em 9 exons, incluindo o pseudoexon 3.
KIR2DL4 consiste de somente 8 exons, faltando o exon 4. Como os exons 3-5 codificam
dominios extra-celulares, isso resulta em uma diferente combinacdo de dominios; 3) A
molécula KIR2DL4 apresenta uma combinacdo Unica do dominio ITIM intracelular e uma
argenina carregada positivamente na regido transmembrana, sugerindo que KIR2DL4
exerce tanto as fungfes inibitoria (pela presenca do motivo ITIM) como a ativadora (pela
presen¢ca do aminodcido argenina carregado positivamente) e que pode mediar diferentes
fungBes sob diferentes circunstancias (GOODRIDGE et al., 2003).

A grande diversidade, as fortes evidéncias de acdo de selecdo natural e as
caracteristicas funcionais distintas desses genes fazem deles excelentes candidatos a
estudos populacionais. Além disso, apesar de muito ja se conhecer sobre a diversidade dos
genes KIR, as estimativas de diversidade desse complexo provavelmente s&o
subestimadas, o que limita as inferéncias sobre 0s possiveis mecanismos evolutivos
atuando nesses genes e a real magnitude da diversidade dentro do complexo KIR. Essa

subestimativa é decorrente do fato que a maioria dos estudos de diversidade de genes KIR
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em populagdes investigou apenas a diversidade desses genes com relacdo ao conteudo
génico desse complexo, o que permite apenas afirmar se certo l6cus esta presente ou ndo
(SANTOS EJM, comunicacédo pessoal).

Nesse contexto, o presente estudo propds a caracterizacdo alélica dos genes
KIR3DL1/S1 e KIR2DL4. A caracterizacao alélica desses genes trara um panorama mais
completo de sua diversidade e contribuira para um melhor entendimento de como as forcas

evolutivas atuam sobre esses polimorfismos.

1.4.2. Ogene HLA-G

O MHC (Major Histocompatibility Complex) ou, CPH (Complexo Principal de
Histocompatibilidade) € uma regido cromossémica contendo mais de 200 genes. Localiza-
se no bragco curto do cromossomo 6, na posicdo 6p21.3 Encontra-se dividido em trés
regides: classe | (mais telomérica), classe Il (mais centromérica) e classe Ill (ROBINSON et
al., 2003).

As moléculas HLA de classe | subdividem-se em cléassicas e ndo-classicas. As
classicas (la) sdo altamente polimoérficas e compreendem as moléculas HLA-A, -B e -C
(ROBINSON et al., 2003). As nédo classicas compreendem as moléculas HLA-E, HLA-F e
HLA-G. Os genes HLA classicos e ndo classicos diferem em relagdo ao nivel de
polimorfismos, distribuicao tecidual e funcdo. A funcao primaria de genes HLA de classe |
classicos é a apresentacdo de antigenos, enquanto os genes nao classicos exibem novas
funcdes, todas as quais ainda nao tao bem esclarecidas (O’'CALLAGHAN et al., 1998).

O gene HLA-G é um gene HLA de classe | ndo classico expresso
predominantemente em tecidos placentarios que apresenta propriedades imunoreguladoras
caracteristicas, atuando na modulacdo do sistema imune materno durante a gravidez
(OBER et al., 2003).

Durante a gravidez, o sistema imune materno esta em contato proximo com células

e tecidos do feto semi-alogénico. Portanto, mecanismos especificos devem existir para
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modular e moderar o sistema imune materno, de modo que a mae nao rejeite o0 seu préprio
feto (KOVATS et al., 1990). As células trofoblasticas da placenta, as quais se originam do
feto, ndo expressam moléculas HLA de classe | classicas, exceto pela baixa expressdo de
HLA-C (KING et al.,, 1996; 2000). Dessa maneira, as células fetais semi-alogénicas nao
entram em contato direto com o sistema imune materno. Entretanto, sabe-se que células
que nao expressam moléculas HLA em sua superficie sofrem lise celular através de células
NK. A forte expressédo de moléculas HLA-G, juntamente com a expressdo de HLA-E e -F na
placenta, previne tal evento (ISHITANI et al., 2003). Aberracdes nos mecanismos de
modulagdo do sistema imune materno podem conduzir a complicagbes na gravidez. A
presenca de certos alelos de HLA-G e niveis de expressédo de proteinas e RNAm j& foram
associados com problemas na gravidez como pré-eclampsia, aborto e taxas de sucesso ha
gravidez apos fertilizacéo in vitro (HUNT et al., 2005; MENIER et al., 2010) .

A descoberta em 1990 de que o gene HLA-G era um gene HLA ndo classico
expresso em células da placenta na interface materno-fetal, chamou a atencéo de bi6logos
e imunologistas da reproducéo e por varios anos os estudos envolvendo esse gene ficaram
focados na capacidade desta molécula em proteger o feto do sistema imune materno.
Novos estudos tém demonstrado que a expressdo de HLA-G ndo é restrita somente a
células fetais. Em condi¢cdes ndo patologicas, HLA-G também €& expresso por células
epiteliais timicas adultas, cornea, matriz de unha, entre outros, 0os quais sdo considerados
sitios imunologicamente privilegiados. Dessa forma, esses estudos mostram a relevancia
dessa molécula em novos contextos e sua associagcdo em outras condigbes patoldgicas,
que vao além do sucesso ou insucesso reprodutivo.

Estudos tém demonstrado que HLA-G inibe a resposta imune por diferentes
mecanismos. A expressdo de HLA-G por células alvo confere resisténcia contra células
Natural Killer (NK) ou citotoxidade mediada por células T citotoxicas CAROSELLA et al.
(2007a). Esse grupo também demonstrou que HLA-G é capaz de inibir resposta
aloproliferativas de células CD4" de trés diferentes maneiras: a) como moléculas solGveis; b)

como moléculas de membrana; ¢) como molécula de membrana expressa por células
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apresentadoras de antigenos estimuladas. Em todos esses casos, HLA-G induz a
diferenciacdo de células T reguladoras CD4" que sio capazes de inibir a reatividade de
outras células T. Além disso, experimentos in vivo demonstraram que HLA-G interrompe a
maturacdo de células dentriticas, conduzindo a inibicdo da resposta imune celular,
diferenciacéo de células reguladoras e sobrevivéncia prolongada de alo-enxerto (FAVIER et
al., 2007).

A andlise da relacéo entre HLA-G e tumores é relativamente recente, mas expandiu
rapidamente no campo de pesquisa sobre o céncer. A expressdo de HLA-G foi
primeiramente descrita em tumores sélidos, mas com o passar dos anos o numero de
artigos publicados de associagfes de HLA-G e cancer tem aumentado. Atualmente, a
expressao de HLA-G tem sido identificada na maioria dos tumores, incluindo cancer de colo,
melanoma, céncer renal, cancer de pulmdo e mama, glioblastoma e linfomas cutaneos
(revisado de CAROSSELA et al., 2007hb).

De maneira similar aos tumores, virus desenvolvem estratégias para escapar da
reacdo imune do hospedeiro. Dessa forma, a indugdo da expressdo de HLA-G por células
infectadas por virus pode ser um mecanismo adicional que ajudam os virus a subverter a
defesa do hospedeiro. Diante disso, estudos foram realizados para verificar a fungéo de
HLA-G ap6s infeccdo com citomegalovirus (CMV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
e viroses neurotrépicas. Em pacientes com HIV, a expressdo de HLA-G foi regulada
positivamente em células T CD8" e mondcitos. Enquanto pacientes progressores expressam
altos niveis plasméticos de HLA-G, pacientes ndo-progressores ndo expressam. Este fato
sugere um novo mecanismo através do qual o HIV escapa da citotoxicidade das células
imunes. O mesmo foi verificado em mondcitos infectados por CMV, na qual a expressao de
formas sollveis de HLA-G é induzida. Estudos em infecc¢des virais neurotropicas mostram
que os virus da herpes simplex tipo | e virus rabico também regulam positivamente a
expressao neuronal de isoformas de HLA-G em células infectadas e células vizinhas

(revisado de CAROSELLA et al., 2008).
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1.4.1.1. Evidéncia de selecdo em HLA-G

A regido codificadora do gene HLA-G é praticamente monomoérfica, o que é
notavelmente contrastante com os genes altamente polimoérficos HLA de classe la e Il.
Entretanto, polimorfismos nas regides ndo codificadoras foram descritos, a maioria dos
quais na regido promotora (TAN et al. 2005).

O fato de altos niveis de expressédo de HLA-G serem protetores na gravidez e esses
mesmos altos niveis contribuirem para doencas imuno-mediadas sugere que deve haver um
balanco 6timo nos niveis de expressdo do feto para a vida adulta. Essas consideracdes
motivaram estudos para a caracterizacéo das regides reguladoras do gene HLA-G.

A regiao promotora de HLA-G é muito diferente daquela dos demais genes HLA,
com varios dos elementos cis-reguladores conservados em todos os outros genes HLA
sendo interrompidos ou deletados em HLA-G. Por exemplo, o acentuador A, 0 médulo SXY
e 0 elemento regulador estimulado por interferon (ISRE) adquiriram mutacdes que o0s
tornaram n&o-funcionais. Como consequéncia, o gene HLA-G ndo responde a NF-kB e
trans-ativadores de classe Il e € menos responsivo a interferon-y (IFN-y) quando comparado
com outros genes HLA. Além disso, enquanto todos os elementos reguladores conhecidos
estdo contidos dentro de aproximadamente 500pb a montante do exon 1, os elementos
reguladores de HLA-G estendem-se a 1500pb do exon 1 (SOLIER et al., 2001).

TAN et al. (2005) analisaram a regido promotora do gene HLA-G em populacbes
Afro-americana, Euro-americana e Chinesa. Em todas as trés populaces analisadas foram
observados altos niveis de diversidade nucleotidica, chegando a ser até 8 vezes mais alta
gue a média do genoma humano. Na analise da frequéncia de polimorfismos, empregando-
se teste D de Tajima, foi encontrado um valor de D positivo nas trés populagdes, sugerindo

gue a selecao balanceadora esteja influenciando o padrédo de variacdo na regido promotora
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de HLA-G.

Comparacdoes de HLA-G com HLA-A e o pseudogene HLA-J mostraram que o
padréo de variacdo da regido promotora de HLA-G néo é devido a selecdo em outros genes
HLA (TAN et al., 2005). Uma comparacdo com Patr-G de chimpanzés (gene homodlogo ao
HLA-G humano) evidenciou que nenhum dos 27 sitios polimérficos encontrados em
humanos séo polimérficos em chimpanzés, sugerindo que esses polimorfismos séo
especificos em humanos e se originaram depois da diferenciagdo entre humanos e
chimpanzés.

O estudo de TAN et al. (2005) também sugeriu que a selecdo manteve duas
linhagens alélicas no lécus HLA-G e que elas estariam relacionas com atividades
promotoras diferentes para manter balanco entre hapl6tipos de alta e baixa expressao.
Essas atividades promotoras diferentes podem resultar em padrdes de expressdo espago-
temporais variaveis dependendo das diferentes necessidades imunoldgicas encontradas.
Por exemplo, durante a gravidez, haplétipos conferindo alta expressdo podem favorecidos
na auséncia de infecgédo, enquanto haplétipos de baixa expressdo podem ser favorecidos na
presenca de infeccao.

A regido 3'UTR do gene HLA-G é caracterizada pela presenca de um polimorfismo
de insercéo/delecéo de 14 pb no exon 8 (HARRISON et al., 1993). Tal polimorfismo pode
ter consequéncias funcionais, uma vez que ja foi verificada associa¢cbes com aborto
recorrente e pré-eclampsia (HVIID et al., 2002; HVIID et al., 2004; HYLENIUS et al., 2004).
As consequéncias funcionais desse polimorfismo podem estar associadas com o fato de
que a insercdo de 14pb é conhecida por gerar um sitio de splicing adicional, na qual 92
pares de bases sdo removidos do inicio do exon 8. ROUSSEAU et al. (2003), verificaram
que mRNAs de HLA-G que apresentam essa delecdo de 92pb sdo mais estaveis que as
outras formas de mRNA, sugerindo que esta regido pode estar envolvida em mecanismos
controlando a regulagdo pés-transcricional. Entretanto, a presenca da insercdo foi
associada a baixos niveis de RNAm (HVIID et al., 2003)

MENDES-JUNIOR et al. (2007), sugerem a possibilidade de haver selecdo natural
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contra alelos com a insercdo, uma vez que 0 mesmo encontra-se relacionado com
complicacbes na gravidez. Nesse estudo, foram analisadas populacbes indigenas
amazobnicas com o0 objetivo de verificar o efeito de selecdo em populacdes isoladas. Como
resultado, esses autores ndo encontraram desvio de neutralidade nas populacdes em
direcdo a selecdo contra alelos com a insercdo, mas acharam uma tendéncia de selecdo
balanceadora e sugerem, portanto, que a influéncia de selecdo natural ndo pode ser
descartada até que novas populagfes sejam estudadas.

A regido 3UTR apresenta, além do polimorfismo de insercdo e delegdo de 14pb
mencionado acima, varios sitios polimorficos que podem influenciar a transcricdo e/ou
traducdo de HLA-G. Entre esses estdo o SNP na posi¢do +3142, o qual esta localizado em
uma regido alvo de micro-RNAs que degradam o RNAmM de HLA-G e o SNP na posicdo
+3187, que esta relacionado com estabilidade do RNAm (revisado de DONADI et al., 2011).

Dados de andlise de sequenciamento nessa regido em populacdes européias
revelam uma alta diversidade nucleotidica (ALVAREZ et al., 2009), mas, até o momento
evidéncias de acdo de selecdo nessa regido ndo foram documentadas.

Diante dessas informacdes, as regides promotora e 3’UTR do gene HLA-G mostram-
se boas candidatas para estudos de selecdo natural em populagdes. Dessa forma, o
presente trabalho prop6s o estudo das regides reguladoras do gene HLA-G em populacdes

Amerindias e em uma populacdo ndo-Amerindia.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos populacionais geram informacbes sobre a variagdo intra- e inter-
populacional. Através da andlise baseada na teoria da genética de populacdes € possivel
fazer inferéncias sobre os processos demograficos (a historia das mudancgas de tamanhos e
estrutura de populacdes, assim como seus deslocamentos), genéticos (0s processos de
recombinacdo e mutagcdo) e seletivos (a sobrevivéncia diferencial de individuos em
decorréncia da presenca de variantes genéticas especificas) que moldaram os niveis de
variagéo observados.

A maior parte dos estudos dos genes KIR2DL4, KIR3DL1/S1 e HLA-G e dos estudos
de selecdo natural em geral, tratam a variacdo genética humana numa escala global
comparando amostras das principais regides do mundo. H& comparativamente poucos
estudos feitos em escalas geograficas e histéricas menores, com amostragens mais densas
de varias populacdes de uma mesma regido. Dessa forma, populacdes Amerindias
oferecem uma 6tima oportunidade para estudos de selecao natural, pois as populagées sul-
americanas sao as mais diferenciadas de qualquer regido do mundo e estao distribuidas por
um extenso territério geografico, criando potencial para heterogeneidade ambiental e,
portanto, seletiva.

Além disso, a analise da variacdo de genes especificos em populacdes Amerindias e
a comparacdo com marcadores neutros podem auxiliar na compreensdo de como a
demografia atua na variacéo intra- e inter-populacional, permitindo examinar a importancia

relativa desse processo na diferenciacéo entre as populacoes.
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3.OBJETIVOS

3.1.

OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo dos polimorfismos alélicos e

haplotipicos dos genes KIR2DL4, KIR3DL1/S1 e HLA-G, em populacdes indigenas das

Américas, para uma andlise micro-evolutiva a fim de contribuir para o entendimento de

como os fatores evolutivos, tais como a selecdo natural e deriva, e os fatores demograficos

moldam a variagdo genética nessas populacoes.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o polimorfismo dos genes KIR2DL4 e KIR3DL1/S1 e das regibes nao-
codificadoras do gene HLA-G em populacbes Amerindias, utilizando a técnica de
sequenciamento;

Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas e verificar a conformidade das
proporcdes genotipicas com respeito as expectativas em equilibrio de Hardy-
Weinberg;

Descrever os alelos e hapl6tipos mais frequientes e compara-los entre as populacées
estudadas e com outros grupos populacionais;

Testar a hipotese nula de que esse marcador evolui de modo consistente com um
modelo de neutralidade e equilibrio populacional;

Analisar o polimorfismo de regifes presumidamente neutras para verificar os efeitos

de processos demogréficos.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. AMOSTRA

4.1.1. Amostras indigenas

O presente trabalho analisou amostras de populagbes indigenas Americanas
distrubuidas nas regides Norte, Centro e Sul do continente Americano, sendo a maioria
proveniente de populagdes indigenas da Amazénia (figura 1).

As amostras de DNA que utilizamos neste trabalho foram obtidas através de doacgéo
de bancos de amostras pertencentes ao Laboratério de Genética Humana e Médica da
Universidade Federal do Para (LGHM-UFPA), do Galton Laboratory da University College
London (GL-UCL) e do Laboratory of Experimental Immunology do National Cancer Institute
(NCI-Frederick).

O numero de amostras e populacdes difere entre os genes estudados devido as
questdes especificas associadas a cada um dos estudos e serdo detalhados
posteriormente. O niumero pequeno de amostras para algumas das populacdes estudadas
ndo compromete o projeto, pois o0 objetivo é obter uma amostra da diversidade da regido
como um todo, fazendo um estudo do impacto da selecdo dentro do continente sul-

americano e ndo apenas nas populacdes individuais.

4.1.2. Amostras de células de trofoblasto

O presente trabalho também analisou amostras de DNA de 49 células de trofoblasto
extraviloso provenientes da populacdo inglesa. Essas amostras foram obtidas a partir de
tecidos placentérios e deciduais de gravidez normais entre 6-12 semanas de gestacédo. As

amostras de DNA tiveram a expressao da proteina HLA-G na superficie medidas através de
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citometria de fluxo (APPS, manuscrito em preparacao).As amostras de DNA que utilizamos
neste trabalho séo pertencentes ao Laboratory of Experimental Immunology do National

Cancer Institute (NCI-Frederick).

*
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Figura 1. Mapa das Américas mostrando a localizacdo geogréfica das populagdes

estudadas neste trabalho.
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4.2. EXTRACAO DE DNA

Os métodos para a extracdo de DNA dessas amostras foram: fenol-cloroférmio de
acordo com o descrito por SAMBROOK et al. (1989) e salting out com base na técnica de

LAHIRI & NURNBERG (1991), modificada.

4.3. TECNICA DE AMPLIFICACAO DE GENOMA INTEIRO

Foi utilizada a técnica de amplificacdo de genoma inteiro através da metodologia de
multiple displacement amplification (MDA), implementada pelo kit GenomiPhi (GE
Healthcare) para obtencdo de maior quantidade de DNA para cada amostra. Na
amplificacdo de genoma inteiro por MDA, a DNA polimerase do bacteriofago Phi29 amplifica
exponencialmente DNA molde, utilizando oligonucleotideos aleatérios de seis pares de base

como iniciadores.

4.4, METODOLOGIA DE ANALISE DOS GENES CANDIDATOS

4.4.1. KIR2DL4

A caracterizacdo de presenca e auséncia desse locus foi realizada pelo Professor
Eduardo José Melo dos Santos no Laboratério de Imunologia Experimental no National
Cancer Institute em Frederick através de PCR-SSP (primer sequéncia especifico), como
descrito por KULKARNI et al. (2010).

Para a caracterizacdo dos alelos do gene KIR2DL4 os exons 3, 5, 7 e 9 foram
amplificados e seqienciados. A amplificacdo dessas regides constituem em duas reacoes

de PCR, uma para a amplificagdo dos exons 3 e 5 e outra para os exons 7 a 9. Dessa
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forma, para a genotipagem desse l6cus, foram realizadas duas reac6es de PCR para cada
individuo.
Os iniciadores utilizados encontram-se na tabela 1. As condi¢cdes de amplificacdo

desse gene encontram-se na tabela 2.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo dos exons do gene

KIR2DLA.

Oligonucleotideos

iniciadores Regido amplificada
2DL4/1 — Forward 5 GGT CAG GACAAGCCCTTICTZ Exons 3-5
2DL4/4 — Reverse 5 CCT CAC CTG TGA CAG AAACAG 3
2DL4/5 - Forward 5 GCCAGACACCTGCATGCT G Exons 7-9
2DL4/8 — Reverse 5 CTG GCCCTTCTCAGAGGAG 3

Tabela 2. Protocolo para a amplificagdo do gene KIR2DLA4.

Reagentes Concentragoes
Tampéo 1X
Dntp 0,2mM
MgCl, 1,5mM
Iniciador_Forward 0,4 mM
Iniciador_Reverse 0,4 Mm
Taq Platinum 0,25 U/ml

DNA 50 ng
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As condicdes de ciclagem foram as mesmas para todos os exons: 95°C por 2
minutos, 35 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos, 72 °C por 45
segundos e um ciclo final de extenséo de 72 °C por 7 minutos.

Apbs a amplificacdo, foi feita a verificacdo do tamanho e da concentracdo dos
produtos da PCR através de corrida eletroforética em gel de agarose 2,0 % juntamente com
o marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Os produtos de PCR foram submetidos a purificagdo com método automatizado
utilizando beads magnéticos (AMPURE XP, Beckman Coulter Genomics).

Os produtos purificados foram submetidos a quatro reacbes de sequenciamento,
cada uma referente a um exon especifico. Para as reagbes de sequenciamento foram
utilizados iniciadores 2DL4/1, 2DL4/4, 2DL4/5 e 2DL4/7 (5 CTG GCC CTT CTC AGA GGA
G 3’). O protocolo de seqglenciamento é mostrado na tabela 3. O protocolo de ciclagem
utilizado para o seqlienciamento das amostras amplificadas consiste uma etapa inicial de
94°C por 1 minuto e 25 ciclos de 94°C por 5 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4

minutos.

Tabela 3. Protocolo da reagéo de sequenciamento para o gene KIR2DL4.

Reagentes Volumes
Produto de PCR purificado 3.0 ul
Iniciador 0.2 l
Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) 0.25 pl
Tampéo 5X 1.875 pl
Agua 4.75 M

As reacdes de sequenciamento foram submetidas a corrida eletroforética em

sequenciador no Laboratério de Imunologia Experimental no National Cancer Institute.
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Para andlise da qualidade das sequéncias e identificacdo dos polimorfismos no gene
KIR2DL4 o programa Mutation Surveyor ® (Softgenetics) foi usado.

A identificacdo dos alelos foi feita com base na combinacdo de sitios polimérficos
nesses quatro éxons, de acordo com o Immuno Polymorphism Database (IPD,

http://www.ebi.ac.uk/ipd/Kir).

4.4.2. KIR3DL1/S1

A caracterizacdo de presenca e auséncia desse lécus também foi realizada pelo
Professor Eduardo José Melo dos Santos através da metodologia de PCR-SSP (primer

sequéncia especifico), como descrito por KULKARNI et al. (2010).

Para a genotipagem do al6tipo KIR3DL1 os exons 3, 4, 5 e 9 foram amplificados e
sequenciados. Cada um dos exons exigiu uma amplificacdo separada, de modo que para a
genotipagem de KIR3DL1 foram necessarias quatro reagfes de PCR diferentes para cada
individuo analisado. Os iniciadores utilizados encontram-se na tabela 4. As condicbes de

amplificacdo desse gene encontram-se na tabela 5.

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a genotipagem do al6tipo KIR3DL1.

Oligonucleotideos Regido amplificada
iniciadores
3DL1/2.5 — Forward 5 TTC TTG GTC CAG AGG GCC GGT 3 Exon 3
3DL1/3.3- Reverse 5CTGTGACCATGATCACCACY
3DL1/4.5 — Forward 5" GAA ACC ACA GAAAAC CTTCCC & Exon 4
3DL1/5.3A — Reverse 5" AGA GAG AAG GTT TCT CATATG &
3DL1/5.5 — Forward 5 GCC TCT TCT CCTTCCAGG TCC & Exon 5
3DL1/5.3B — Reverse S5CACCTG TGACAGAAACAAG Y
3DL1/7.5 — Forward 5’AGT GGT CAT CAT CCTCTT CATC & Exon 9

3DL1/9.3 — Reverse 5 GTG TACAAGATG GTATCT GTA &
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Tabela 5. Protocolo para a amplificagdo do al6tipo KIR3DL1.

Reagentes Concentractes
Tampao 1X

dNTP 0,2mM
MgCl, 1,5mM

Iniciador_Forward 0,4 mM

Iniciador_Reverse 0,4 mM

Taq Platinum 0,5 U/ml
DNA 50 ng

Para a amplificacdo dos exon 3, as condi¢cdes de ciclagem foram: 95°C por 2
minutos, 5 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 70 °C por 15 segundos, 72 °C por 90
segundos, 26 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 65 °C por 15 segundos, 72 °C por 90
segundos, 4 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos e um

ciclo final de extenséo de 72 °C por 7 minutos.

Para a amplificacéo dos exons 4, 5 e 9, as condi¢Bes de ciclagem foram: 95°C por 2
minutos, 5 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 65 °C por 15 segundos, 72 °C por 90
segundos, 26 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos, 72 °C por 90
segundos, 4 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos e um

ciclo final de extens&o de 72 °C por 7 minutos.

Os produtos foram submetidos a purificagdo com método automatizado utilizando

beads magnéticos (AMPURE XP, Beckman Coulter Genomics).

Os produtos purificados foram submetidos a reacbes de seglienciamento cujo
protocolo € mostrado na tabela 6. Para as reac¢des de sequenciamento foram utilizados os

iniciadores 3DL1/3.3, 3DL1/4.5, 3DL1/5.3B e o iniciador 3DL1/1172 (5 CTG CAG GGA ACA
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GAA CAG CC 3). O protocolo de ciclagem utilizado para o sequenciamento das amostras
amplificadas consiste uma etapa inicial de 94°C por 1 minuto e 25 ciclos de 94°C por 5

segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Tabela 6. Protocolo da reacdo de sequiienciamento para al6tipo KIR3DL1.

Reagentes Volumes

Produto de PCR purificado 3.0 ul

Iniciador 0.2 ul

Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) 0.25 pl
Tampéo 5X 1.875 pl

Agua 5.0 ul

As reacOes de sequenciamento foram submetidas a corrida eletroforética em
sequenciador no Laboratério de Imunologia Experimental no National Cancer Institute.

O programa Mutation Surveyor ® (Softgenetics) foi usado para andlise da qualidade
das sequéncias e identificacdo dos polimorfismos no alétipo KIR3DL1/S1.

A identificacdo dos alelos foi feita com base na combinag¢édo de sitios polimérficos
nesses quatro éxons, de acordo com o Immuno Polymorphism Database (IPD,

http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir).

4.4.3. HLA-G

4.43.1. Regido promotora

A regido promotora do gene HLA-G foi analisada em 61 amostras Amerindias e em
49 amostras de DNA de células. Para a amplificacdo do segmento que contém a regido
promotora do gene HLA-G foi utilizada a reacdo de PCR (Polimerase Chain Reaction). Os
primers utilizados, descritos por OBER et al. (2003), e o respectivo tamanho do fragmento

amplificado encontram-se na tabela 7.
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Tabela 7. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido promotora
do gene HLA-G.

Primers Tamanho do fragmento
Forward 5 ACATTC TAG AAG CTT CAC AAGAATG 3
Reverse 5 TGG GCCTTGGTG TTC CGT G3 1742 pb

Ap6s a amplificacdo, foi feita a verificacdo do tamanho e da concentracdo dos
produtos da PCR através de corrida eletroforética em gel de agarose 2,0 % juntamente com
o marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Os produtos da PCR foram purificados, utilizando-se as enzimas exonuclease | (GE
Healthcare) e fosfatase alcalina de camardo (GE Healthcare). As concentracdes dos
reagentes utilizados no protocolo de purificacdo foram as seguintes: 1u de cada solucdo de
enzima para cada 10 ul de produto de PCR.

Apos a purificacdo, os produtos de PCR foram seqiienciados em ambas as diregées
utilizando-se o kit Big Dye Terminator v.3 (Applied Biosystems). A reacao foi feita utilizando-
se os primers da reagédo de PCR descritos acima, assim como outros 6 primers internos (G-
908: 5 TTC ACC TCA CAG TTG TAA GTG TTC 3’; G-830F: 5° CAC ACG GAA ACT TAG
GGC TAC G 3’; G-1123F: 5 GCC TCG CTG GGT GTT CTT TGC 3’; G-304R: 5 GCC AAG
CGT TCT GTC TCA GTG T 3’; GPR-247: 5 CTC AAG CGT GGC TCT CAG GGT C 3;;

GIN1: 5 GTT TCC CTC CTG ACC CCG CAC T 3).

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas e os produtos
desta reacdo foram submetidos a corrida eletroforética no sequenciador ABI PRISM™ 3100
(Applied Biosystems) do laboratério Biologia Molecular de Plantas do Departamento de
Botanica do Instituto de Biociéncias da USP-SP e no sequenciador ABI PRISM ™ 3100

(Applied Biosystems) do Departamento de Bioquimica-1Q USP-SP.
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Para analise da qualidade, montagem e edicao das leituras (reads) geradas através
do seqiienciamento automatico, foi usado o programa Phred/Phrap/Consed. O programa
Phred realiza a identificacdo e avalia a qualidade da leitura dos nucleotideos presentes em
sequéncia nos cromatogramas gerados pelo sequenciador automatico. O Phrap utiliza os
arquivos gerados pelo Phred e realiza a montagem das sequéncias de modo a formar uma
Unica sequéncia. O Consed é o programa de visualizacdo e edicdo dos contigs montados

pelo Phrap (EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998).

4.4.3.2. O polimorfismo de 14pb

Os iniciadores utilizados, descritos por HVIID et al. (2002), e o respectivo tamanho
do fragmento amplificado encontram-se na tabela 8. As condi¢cdes de amplificacdo desse

segmento encontram-se na tabela 9.

Tabela 8. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo do polimorfismo de

14pb do gene HLA-G.

Iniciadores Tamanho do fragmento

Forward 5-GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’ 210-224 pb

Reverse 5-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3’
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Tabela 9. Protocolo para amplificagéo do polimorfismo de 14pb.

Reagentes Concentractes
Tampéo 1X
Dntp 0,2mM
MgCl, 1,5mM
HLA-G_14For 0,4 mM
HLA-G_14Rev 0,4 mM
Taq Platinum 0,75 U/ml
DNA 50 ng

As siglas HLA-G_14For e HLA-G_14Rev referem-se aos iniciadores 5 e iniciador 3’,

respectivamente. O volume final de reagéo € de 25pl.

As condi¢Bes de ciclagem foram: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30

segundos, 64°C por um minuto, 72°C por dois minutos e um ciclo final de extenséo de 72°C

por 10 minutos.

Os produtos da reacédo de PCR foram analisados através da separacéo eletroforética

em gel de poliacrilamida 8% n&o-desnaturante, preparado através da mistura dos seguintes

componentes:

7,5 ml de acrilamida + bis-acrilamida (29 g de acrilamida recristalizada + 1 g de
bisacrilamida recristalizada, diluidas em 100 ml de agua deionizada);

1.25 ml de glicerol;

16,25 ml de tamp&o TBE 0.5x (TBE 10x: pH 8,0 — 108 g de Tris + 53 g de Acido
Bdrico + 7,44 g de EDTA, diluidos em 1 litro de agua deionizada);

25 pyl de TEMED (N, N, N’, N’, tetrametiletilenodiamina);

250 pl de persulfato de potéssio [100 mg/ml].
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Apbs a polimerizacao do gel, este é colocado em uma cuba de eletroforese vertical,
contendo tampao TBE 0.5x nas por¢des superior (anddica) e inferior (catdédico). Em cada
poco do gel, aplica-se 5 yl de produto da PCR, juntamente com 1 ul de tampédo de
carregamento (loadding buffer — TBE 1x; Xilenocianol 0,25%; Azul de Bromofenol 0,25%;
EDTA 0,1M pH 8,0; Ficoll 15%) e com o corante gel-red para visualizacdo das bandas em
luz ultra-violeta. A cuba de eletroforese foi conectada a uma fonte de eletroforese de alta
voltagem e a separacgdo eletroforética dos fragmentos foi realizada durante 4 horas a 200

volts, com amperagem liberada.

4.43.3. Regido 3UTR

As 49 amostras de DNA de células foram amplificadas e sequienciadas para a regido
3’UTR. Todos os iniciadores utilizados foram desenhados para o presente projeto baseados
no conhecimento da seqiéncia da regido. Para a amplificacdo de toda a regido 3'UTR do
gene HLA-G foram utilizados os iniciadores: CG3_F2 5 TCT CGA GGG TCC AAG ACT
AGG AGG 3 (foward) e CG3_R2 5 ACT GGG CGC AGC CCC ATC TA 3 (reverse). O

protocolo para amplificacdo encontra-se na tabela 10.

Tabela 10. Protocolo para primeira amplificagao da regiao 3’'UTR do gene HLA-G.

Reagentes Concentragdes
Tampéo 1X
Dntp 0,2Mm
MgCl, 1,5Mm
Iniciador_Forward 0,5 Mm
Iniciador_Reverse 0,5 mM
Taq Platinum 0,25 U/ml

DNA 50 ng
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As condicdes de ciclagem foram: 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 95 °C por 15
segundos, 65 °C por 15 segundos, 72 °C por 45 segundos e um ciclo final de extensao de
72 °C por 7 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a purificagdo com método automatizado
utilizando beads magnéticos (AMPURE XP, Beckman Coulter Genomics). Para as reacoes
de sequenciamento foram utilizados os dois iniciadores descritos acima e mais dois
iniciadores internos: 5 GTG ATG GGC TGT TTA AAG TGT CAC C 3’ (foward) e 5 GGA
AGG AAT GCA GTT CAG CAT GA 3. Para os individuos heterozigotos para o polimorfismo
de insercao/delecdo de 14pb, foram utilizados iniciadores adicionais para confirmacdo dos
polimorfismos adjacentes ao mesmo, foram eles: CG3_F4 5AGT GGC AAG TCC CTT TGT
GAC 3’ (forward), CG3_IF3 5 TGT GAC TTC AAG AAC CCT GAC 3’ (foward), CG3_IF5
5GTC TTC CAT TTA TTT TGT CTC T (reverse) e CG3_R4 5 CAA GAT TTG TTC ATG

CCT TCC C 3’ (reverse). O protocolo de sequenciamento encontra-se na tabela 11.

Tabela 11. Protocolo da reacéo de sequenciamento para a regido 3’'UTR do gene HLA-G.

Reagentes Volumes

Produto de PCR purificado 2.5yl

Iniciador 0.2 yl

Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) 0.25 yl
Tampéo 5X 1.875 pl
Agua 4.675 pl

4.4.4. Metodologia de andlise das regi6es presumidamente neutras
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A analise de marcadores neutros como controles gendmicos para efeitos
demograficos foi feito através da andlise de polimorfismos em microssatélites pela aluna de
doutorado Kelly Nunes. Foram analisados 23 microssatélites espalhados pelo genoma
(D5S816, D1S551, D7S3061, D4S3248, D16S539, D9S922, D10S1426, D7S821, D13S317,
D8S2324, D19S559, D6S1040, D20S482, D9S301, D18S535, D12S395, D17S1299,
D1S1660, D3S3039, D10S2470, D4S2366, D3S3038, New). A genotipagem dos
microssatélites foi baseada na amplificacdo por reacdo de PCR (Polimerase Chain
Reaction). Os microssatélites foram agrupados em reagdes multiplex e submetidos a corrida

eletroforética no sequienciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare).

4.5. ANALISE DOS RESULTADOS

4.5.1. Frequéncias de portadores, alélicas e genotipicas

As frequéncias de portadores, alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem

direta.

4.5.2. Estimativa da frequéncia de alelos nulos para os genes KIR

As estimativas de frequiéncias de alelos nulos foram feitas através de trés métodos
1) Considerando apenas a frequéncia dos homozigotos para a auséncia do gene; 2)
Inferindo o gendtipo dos individuos heterozigotos (para a presenca do alelo nulo) através da
analise dos haplétipos contendo a combinacao de presenca e auséncia dos outros genes do
complexo KIR. Os 14 genes do complexo foram analisados para presenca e auséncia e o
haplétipo dos individuos homozigotos para o alelo nulo foi determinado. Todos os individuos

gque nao se enquadravam nesse perfil foram considerados verdadeiros homozigotos. 3)
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Estimativa das frequéncias alélicas por maxima verossimilhanca, usando o algoritmo de
expectativa e maximizacdo (EM) de DEMPSTER et al. (1977), implementado no programa

GENEPOP 3.4 (RAYMOND & ROUSSET, 1995)

4.5.3. Frequéncias haplotipicas

Para a determinagdo dos haplétipos e das frequéncias haplotipicas foi utilizado uma
abordagem Bayesiana implementada no programa PHASE (STEPHENS, et al., 2001) para

inferéncia de fase dos dados gerados.

4.5.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias observadas dos genoétipos foram comparadas com aquelas
esperadas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, através do método de GUO &
THOMPSON (1992), realizado através do uso do pacote de programas Arlequin 3.5

(EXCOFFIER & LISHER, 2010).

4.5.5. Desequilibrio de ligacéo

A determinacdo do grau de desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos das
regides promotora e 3'UTR do gene HLA-G foi realizado utilizando-se o programa

HAPLOVIEW (BARRETT et al., 2005)

45.6. Testes de neutralidade
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Foi utilizado o teste de Ewens-Watterson para testar desvios da neutralidade seletiva
para os dados alélicos (WATTERSON, 1978; EWENS, 1972), Nesse teste, a taxa de
homozigose observada (Fq.s) € comparada com a esperada (Fesp). O esperado € derivado
de amostras simuladas com um mesmo tamanho e nimero de alelos da amostra observada
(a simulacdo é baseada na teoria de amostragem de alelos sob neutralismo de EWENS
(1972). Amostras com Fqps > Fegp, apresentam poucos alelos em alta freqliéncia e varios em
baixa, situagdo compativel com selegéo direcional ou expanséo populacional. Amostras com
Foos < Fesp, apresentam alelos em frequéncias intermediarias, situagdo compativel com
selecdo balanceadora, gargalo populacional recente ou estruturacdo populacional
(Watterson, 1978). A significancia desse teste é dada pela proporgdo de F.s, que sdo
inferiores ao observado. Esse teste foi realizado utilizando a implementagédo do pacote de
programas Arlequin v.3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISHER, 2010).

Andlises ao nivel molecular foram feitas através do teste D de Tajima (TAJIMA,
1989). O testde D de Tajima compara dois estimadores do parametro 6, também conhecido
como 4Ny para os loci nucleares, onde N representa o tamanho da populacdo e y é a taxa
de mutacdo. Um dos estimadores é o 1 ou diversidade nucleotidica, 0 numero meédio de
diferencas par a par entre as sequéncias da amostra (617). O outro estimador € o nimero de
sitios segregantes na amostra (6S). Tajima (1989) demonstrou que sob evolugédo neutra ndo
h& diferencas entre esses dois estimadores de 6. Valores positivos de D refletem a
presenca de polimorfismos em frequéncias intermediarias na amostra, fenbmeno causado
pela selecdo balanceadora ou gargalo populacional recente. Valores negativos sdo um
reflexo da presenca de varios polimorfismos de baixa frequiéncia nas sequiéncias, fenbmeno
causado pela acdo da selecdo direcional, purificadora ou expansdo populacional. A
significancia do teste D de Tajima é dada pela proporcdo de valores de D de amostras
obtidas por simulacdo coalescente (com o mesmo numero de sitios segregantes que a
amostra observada) menor que o D observado. O tesde D de Tajima foi realizado utilizando

0 pacote de programas Arlequin v.3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISHER, 2010).
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4.5.7. Diferenciacao inter-populacional

A estatistica Fst foi utilizada como medida de similaridade genética entre cada par de
populacdes e realizada através do pacote de de programas Arlequin v.3.5.1.2 (EXCOFFIER

& LISHER, 2010).

4.5.8. Inferéncias demograficas a partir da analise de marcadores neutros

Os dados gerados a partir da genotipagem de 23 marcadores microssatélites
autossdmicos foram utilizados para fazer inferéncias sobre a historia demografica das
populacdes através de correlagfes entre a diversidade genética dos microssatélites (através
da medida theta H, que € um estimador de 4Ny obtido a partir da taxa de heterozigose dos
microssatélites) e a diversidade haplitpica dos genes KIR. A possibilidade de terem ocorrido
recentes gargalos ou expansfes foi testada utilizando métodos baseados na diversidade
alélica através do indice de GARZA & WILLIAMSON (2001) e realizada através do pacote

de programas Arlequin v.3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISHER, 2010).
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5. RESULTADOS

5.1. GENE KIR2DL4

5.1.1. Caracterizacdo da variabilidade alélica

Para o gene KIR2DL4 foram analisados 219 individuos pertencentes a 10 tribos
localizadas na regido Amazonica, sendo 39 individuos pertencentes a tribo Arara, 13 a tribo
Assurini, 18 a tribo Awa-Guaja, 25 a tribo Araweté, 56 a tribo Xikrin, 12 a tribo Urubu-
Kaapor, 8 a tribo Katuena, 23 a tribo Parakand, 3 a tribo Waiampi e 1 individuo pertencente
a tribo Yanomami.

Apesar de KIR2DL4 ser considerado um gene moldura (framework), isto €, presente
em todos os haplotipos KIR, alguns estudos relatam a existéncia de haplétipos nos quais
esse gene esta ausente. Dessa forma, a primeira parte das analises com o gene KIR2DL4
consistiu na caracterizacdo de presenca e auséncia desse l6cus. Essa parte do trabalho foi
realizada pelo Professor Eduardo José Melo dos Santos no Laboratério de Imunologia
Experimental no National Cancer Institute em Frederick, Estados Unidos. Dos 219
individuos analisados, 2.3% apresentaram o gene KIR2DL4 ausente em ambos o0s
Cromossomos.

Para os individuos contendo pelo menos uma cépia do gene KIR2DL4, a
genotipagem foi feita através do sequenciamento dos éxons 3, 5, 7 e 9. Os alelos foram
identificados com base na combinacdo de sitios polimérficos nesses quatro éxons, de

acordo com o Immuno Polymorphism Database (IPD, http://www.ebi.ac.uk/ipd/Kir). Apesar

de terem sido sequenciados os quatro éxons mais polimorficos e que definem o maior
namero de alelos para o gene KIR2DL4, um caso de ambigiidade foi encontrado: os alelos

KIR2DL4*00102 e KIR2DL4*00105 apresentam uma unica diferenca no éxon 8 desse gene


http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir
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(que nao foi sequienciado no presente trabalho). Dessa maneira, para nomear esse alelo, foi
seguida a nomenclatura na qual o alelo é definido pelos digitos separados por barra
(KIR2DL4*00102/05).

O sequenciamento dos quatro éxons do gene KIR2DL4 nas populacbes Amerindias
estudadas revelou a presenca de 7 alelos, dos quais 6 ja foram previamente descritos em
outras populagdes: KIR2DL4*00501, KIR2DL4*00102/05, KIR2DL4*011, KIR2DL4*00801,
KIR2DL4*00802, KIR2DL4*006. O alelo novo foi denominado de KIR2DL4*New. Esse alelo
€ idéntico ao KIR2DL4*00801, exceto pela mutacdo A — G na posi¢cao 568 no éxon 5.

Os sitios polimérficos que discriminam os alelos encontrados sdo mostrados na
tabela 12. As frequéncias de portadores dos alelos foram calculadas para o grupo

Amerindio e sdo apresentadas na tabela 13.
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Tabela 12. Sitios polimoérficos dos alelos do gene KIR2DL4 encontrados no presente trabalho.

Exon 3 Exon 5 Exon 7 Exon 9
Proteina Dominio DO Dominio D2 Dominio Regido
transmembrana | citoplasmatica
Aminoécido* Y30C G109P T115A G167R A186P
Nucleotideo 158 395 412 480 568 615 625 762 811 1023
2DL4*00101 A C A A G A G T A G
2DL4*00102/05 - - - G - G - C - A
2DL4*00501 G - G G - G C C - -
2DL4*006 - C G G - G C C - -
2DL4*00801 - - G G - G C - * G
2DL4*00802 - - G - - G C - * G
2DL4*011 G - G G - G C - * G
2DL4*New - - G G A G C - * G

O alelo KIR2DL4*00101 foi usado como referéncia
Tracos indicam identidade com a referéncia
* representa a delecdo de uma adenina no final do exon 7, introduzindo um cédon de parada prematuro na proteina

' Posicbes que apresentam mudancas de aminoécidos n&o-sinénimas
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Tabela 13. Frequéncias de portadores de alelos do gene KIR2DL4 no conjunto de

populacdes Amerindias.

Alelos %
2DL4*00501 79.0
2DL4*00102/05 51.1
2DL4*011 5.9
2DL4*New 3.2
2DL4*00802 0.46
2DL4*00801 0.9
2DL4*006 0.46

5.1.2. Determinacdo das frequéncias alélicas

A metodologia de genotipagem dos genes KIR basea-se na detectacdo de auséncia
e presenca de genes especificos. Como mencionado na introducédo, os haplétipos KIR s&o
compostos por diferentes nimeros de genes, sendo alguns ausentes e outros presentes.
Dessa forma, a presenca ou auséncia do gene é tratada como estado alélico. Um desafio
na analise das frequéncias alélicas dos genes desse complexo, quando baseada somente
em genotipagem de presenca e auséncia e sequenciamento, € a distingdo entre 0s
individuos que séo realmente homozigotos daqueles que sdo heterozigotos para a auséncia
do gene. A dificuldade resulta do fato desses dois genotipos serem, no referido desenho
experimental, indistinguiveis.

Como mencionado no item anterior, 0 KIR2DL4 é considerado um gene moldura

(framework). Entretanto, a auséncia do gene, embora rara, foi documentada em 8 individuos

de um painel de 12.741 individuos analisados (www.allelefrequencies.net). No presente
trabalho, a auséncia desse gene no conjunto de popula¢cdes Amerindias analisadas tem
uma frequéncia significamente maior, superior a 4% em 6 tribos estudadas. Dessa forma,
fez-se necessario investigar a contribuicdo da auséncia do gene em heterozigose na

determinacdo das frequéncias alélicas e verificar qual é o peso da mesma nos testes a


http://www.allelefrequencies.net/
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serem realizados. Para tentar solucionar esse problema, trés diferentes metodologias foram
empregadas. A primeira consistiu em assumir que todos os individuos que apresentam
apenas um alelo por sequenciamento sdo homozigotos para aquele alelo (denominado aqui
de método 1). A segunda metodologia consistiu em inferir quais individuos séo
heterozigotos (isto €, carregam um alelo nulo) através da analise dos haplétipos contendo a
combinacdo de presenca e auséncia dos outros genes do complexo KIR. Os 14 genes do
complexo foram analisados para presenga e auséncia e o haplotipo dos individuos
homozigotos para o alelo nulo foi determinado. Todos os individuos que nédo se
enquadravam nesse perfil foram considerados verdadeiros homozigotos (método 2). A
terceira metodologia consiste em estimar as frequéncias alélicas por maxima
verossimilhanga, usando o algoritmo de expectativa e maximiza¢éo (EM) de DEMPSTER et
al. (1977) (método 3). Nas tabelas 14, 15 e 16 sao apresentadas as frequéncias alélicas do

gene KIR2DL4 para cada uma das metodologias citadas.



Tabela 14. Frequéncias alélicas do gene KIR2DL4 para a metédo 1.
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Arara  Assurini  Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena  Parakana Waiampi ~ Yanomami
Alelos\2N 78 30 36 50 112 24 16 84 6 2
2DL4*00501 56.4 50.0 61.1 92.0 54.5 45.9 56.2 46.4 66.7 0.5
2DL4*00102/05  43.6 43.3 5.6 4.0 28.6 37.5 25.0 52.4 33.3 0.5
2DL4*011 0 6.7 22.2 0 6.3 0 6.3 0 0 0
2L D4*New 0 0 0 4.0 3.5 8.3 12.5 1.2 0 0
2DL4*00802 0 0 0 0 0.9 0 0 0 0 0
2DL4*00801 0 0 0 0 1.8 0 0 0 0
2DL4*006 0 0 0 0 0.9 0 0 0 0
Nulo 0 0 111 0 3.5 8.3 0 0 0 0




Tabela 15. Frequéncias alélicas do gene KIR2DL4 para a metddo 2.

Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté  Xikrin  Urubu-Kaapor Katuena Parakand Waiampi Yanomami

Alelos\2N 78 30 36 50 112 24 16 84 6 2
2DL4*00501 56.4 50.0 41.7 88.0 48.2 41.7 43.8 35.7 66.7 0.5
2DL4*00102/05  43.6 43.3 5.6 4.0 24.1 33.3 25.0 58.3 33.3 0.5
2DL4*11 0 6.7 13.9 0 5.3 0 6.2 0 0 0
2LD4*New 0 0 0 4.0 2.7 8.3 12.5 1.2 0 0
2DL4*00802 0 0 0 0 0.9 0 0 0 0
2DL4*00801 0 0 0 0 1.8 0 0 0 0
2DL4*006 0 0 0 0 0.9 0 0 0 0
Nulo 0 0 38.8 4.0 16.1 16.7 12.5 4.8 0 0




Tabela 16. Frequéncias alélicas do gene KIR2DL4 para a metddo 3.
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Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté  Xikrin  Urubu-Kaapor Katuena Parakand  Waiampi Yanomami

Alelos\2N 78 30 36 50 112 24 16 84 6 2
2DL4*00501 56.4 50.0 46.6 92.0 46.7 38.9 54.1 455 66.7 0.5
2DL4*00102/05 43.6 43.3 55 4.0 25.0 32.6 25.0 514 33.3 0.5
2DL4*11 0 6.7 15.5 0 55 0 6.3 1.2 0 0
2LD4*New 0 0 0 4.0 2.7 4.5 9.0 0 0 0
2DL4*00802 0 0 0 0 0.9 0 0 0
2DL4*00801 0 0 0 0 1.8 0 0 0
2DL4*006 0 0 0 0 0.9 0 0 0
Nulo 0 0 32.4 0 16.5 24.0 5.6 1.9 0 0
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5.1.3. O teste do equilibrio de Hardy-Weinberg para avaliacdo das metodologias

aplicadas

As freqliéncias genotipicas obtidas pelos métodos 1 e 2 foram testadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os resultados dos testes sdo mostrados nas tabelas 17 e 18.

Para o método 1 foram encontrados desvios significativos nas tribos Arara, Awa-
Guaja, Xikrin e Urubu-Kaapor, sendo que na primeira ha um excesso de heterozigotos e nas
demais ha um excesso de homozigotos. Os desvios significativos do equilibrio tendendo a
um excesso de homozigotos podem indicar problemas de origem metodolégica, como a
presenca de alelo nulo. O resultado nessas trés tribos ndo é surpreendente, uma vez que
elas apresentam individuos com a auséncia do gene em homozigose, sugerindo que a
presenca do alelo nulo pode ser relativamente alta. O resultado do teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg indica que a metodologia 1 subestima a frequéncia dos alelos nulos,
levando a desvios de equilibrio.

Quando a segunda metodologia foi empregada, foram encontrados desvios
significativos para as tribos Arara, Xikrin e Parakand, sendo todas as trés com um excesso
de heterozigotos. O resultado do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg indica que, ao
contrario da metodologia anterior, essa abordagem superestima a frequéncia de alelos
nulos.

O terceiro método para estimar as frequéncias alélicas, a partir da presenca de um
alelo nulo, assume que as populacdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Sendo
assim, populagbes com desvios das condi¢cdes de equilibrio podem ter as estimativas das
frequéncias alélicas enviesadas. As populacbes Amerindias sdo conhecidas por serem
endogamicas, fato esse que pode causar desvios de equilibrio, na direcdo de um excesso
de homozigose. Portanto, assumir que as populacdes estdo em equilibrio poderia ndo ser

adequado nesse cenario.
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Para testar o pressuposto de que as populacdes estdo em equilibrio, as taxas de
heterozigose observada e esperada foram calculadas para marcadores microssatélites
nessas populacbes. Em média, considerando 23 microssatélites autossémicos, os valores
observados nao desviaram do equilibrio. A frequéncia de desvios em direcdo de excesso de
homozigotos € de 4.96%, que é aproximadamente o préprio valor nominal usado nos testes.
Portanto, ndo ha evidéncias de um desvio significativo causado por endogamia, indicando
que os desvios, quando encontrados, sdo provavelmente decorréncia de erros
metodoldgicos mais do que caracteristicas histéricas das populacdes (Kelly Nunes,
comunicagéo pessoal).

Diante da auséncia de evidéncia de desvio de Hardy-Weinberg para marcadores

espalhados pelo genoma, a metodologia 3 foi considerada a mais adequada.



Tabela 17. Resultados dos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg para o método 1.
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Arara Assurini Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena Parakana Waiampi
Het. Obs. 0.7195 0.5333 0.2222 0.1600 0.4286 0.4167 0.6250 0.4762 0.6667
Het. Esp. 0.4982 0.5770 0.5778 0.1535 0.6203 0.6630 0.6417 0.5161 0.5333
P 0.008 1.000 0.000 1.000 0.000 0.008 0.120 0.870 1.000

Het. Obs.: Taxa de Heterozigose observada
Het. Esp.: Taxa de Heterozigose esperada
p: Valor de p



Tabela 18. Resultados dos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg para o método 2.
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Arara Assurini Awéa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena Parakana Waiampi
Het. Obs. 0.8750 0.5333 0.7778 0.3157 0.8409 0.6364 0.8750 0.8276 1.0000
Het. Esp. 0.5059 0.5770 0.6714 0.2902 0.7487 0.7273 0.7583 0.5862 0.5862
P 0.000 1.000 0.760 1.000 0.005 0.079 0.074 0.002 1.000

Het. Obs.: Taxa de Heterozigose observada
Het. Esp.: Taxa de Heterozigose esperada
p: Valor de p
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5.1.4. Distribuicdo das frequéncias alélicas

Uma vez que o método 3 foi avaliado como sendo o mais apropriado para a
determinacédo das frequéncias alélicas, a discussdo da distribuicdo das frequéncias dos
alelos encontrados no presente trabalho foi baseada nos resultados obtidos através dessa
metodologia.

Os alelos mais frequentes encontrados nas tribos indigenas sdo KIR2DL4*00501 e
KIR2DL4*00102/05, respectivamente. Esses alelos também sdo os mais frequentes em
populacdes ndo-Amerindias (tabela 19). Entretanto, ha grande variacdo na frequéncia de
varios outros alelos, sendo mais marcante nos alelos KIR2DL4*00501 (cuja frequéncia varia
de 51.3% a 4.5%), KIR2DL4*00102/03/05 (57% a 18.4%), KIR2DL4*00801 (23% a 0.5%)

e KIR2DL4*00802 (20.7% a 0.3%).



Tabela 19. Frequéncias alélicas do gene KIR2DL4 em varias populagdes.
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Populacbes
Francesa' Irlandesa’ Replblica do Congo® Japonesa’ Chinesa’ Amerindios
Alelos/N 49 230 49 132 78 219
*00102/03/05 18.4 25.9 47.2 51.3 57.0 30.2
*00201 1.0 0 2.5 0 0 0
*00202 0 0 1.0 0 1.9 0
*00203 0 0 3.6 0 0 0
*005 15.0 21.9 4.5 17.1 154 51.3
*011 16.4 13.0 4.5 12.8 14.1 3.3
*006 2.0 2.6 2.0 12.8 7.1 0.2
*00801 23.0 204 1.0 6.0 5.1 0.5
*00802 20.7 16.1 11.4 0 0 0.3
*12 0 0 6.1 0 0 0
*New? 0 0 0 0 1.8
*New 1° 0 0 1.0 0 0 0
*New 2° 0 0 1.0 0 0 0
*New 3° 0 0 1.0 0 0 0
*New 4° 0 0 1.0 0 0 0
*Nulo/blank® 3.5 0 3.4 0 0 12.4

! Dados de frequéncias alélicas obtidos em BUHLER et al. (2009). * Dados de frequéncias alélicas obtidos em GUINAN et al. (2010).° Dados

de frequéncias alélicas obtidos em YAWATA et al. (2006). * Dados de frequéncias alélicas obtidos em ZHU et al. (2006). * Alelo novo descrito

no presente trabalho. ® Alelos novos descritos em BUHLER et al. (2009). Blank® Alelo ndo definido (ou indetectavel) encontrado em BUHLER

et al. (2009) através do algoritmo EM para multiplos genotipos. Para fim de comparacdo foram agrupados na mesma categoria dos alelos

nulos.
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5.1.5. Diferenciacao inter-populacional (Fst)

Foi calculado o Fst entre os pares de populacdes ndo-Amerindias e o grupo
Amerindio como um todo (figura 2, tabela 20). A maior parte das comparagfes, com
excecdo daquela entre duas populagbes asiaticas e as duas populagdes européias, revelou
diferenciacdo significativa. As comparacdes entre o grupo Amerindio e as demais
populacdes analisadas também mostram valores de Fst significativos, inclusive quando

comparados com populagdes Asiaticas, ancestrais das populagbes Amerindias.

Franca —|
0.15

Irlanda —|

0.10
Congo

FST

Japao

— 0.05

China

Amerindios — 0.00

Irlanda
Congo
Japao
China

@
©
e
®
=

w

Amerindios

Figura 2. Diferenciacdo inter-populacional entre as popula¢gdes ndo-Amerindias e o0 grupo

Amerindio.



Tabela 20. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre o grupo Amerindio e populages ndo-Amerindias.
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Franca Irlanda Republica do Congo Japéao China Amerindios
Franca 0.00000
Irlanda -0.00242 0.00000
Republica do Congo 0.10770* 0.08628* 0.00000
Japéo 0.10676* 0.06930* 0.03367* 0.00000
China 0.12235* 0.08149* 0.02437* -0.00555 0.00000
Amerindios 0.11529* 0.07677* 0.15962* 0.11146* 0.12978* 0.00000

* Valores de Fst significativos
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Comparacdes par-a-par entre as tribos estudadas no presente trabalho também
foram realizadas. Apesar de termos definido que o método 3 é o método mais adequado
para a estimativa das frequéncias alélicas, foram calculados os valores de Fst entre todas
as tribos (com excecdo de Yanomami, representada por apenas um individuo) para os trés
métodos de estimativa de frequéncias alélicas. O objetivo foi verificar se os valores de Fst
sao sensiveis ao método de estimativa de frequiéncia alélica escolhido.

Os valores de Fst obtidos e suas respectivas significAncias sdo mostrados nas
tabelas 21, 22 e 23 e representados na figura 3.

Para as trés metodologias de estimativa de frequéncias alélicas empregadas, as
tribos que apresentaram maior diferenciacdo com as demais, nas comparagfes par-a-par,
foram Awa-Guaja e Araweté.

Para verificar a possibilidade da diferenciagdo encontrada para as tribos Awa-Guaja
e Araweté resultarem de gargalos populacionais recentes, estimamos o indice de Garza-
Williamson (GW, utilizado para quantificar a ocorréncia de gargalo populacional através de
seu efeito sobre a distribuicdo de frequéncias alélicas em microssatélites) foi aplicado para
0 conjunto de 23 marcadores microssatélites (tabela 24). Os dados maostram que as tribos
Awa-Guaja e Araweté sao justamente aquelas que apresentam os menores valores de GW
obtido entre as populagbes analisadas, sugerindo a ocorréncia de efeito de gargalo

populacional mais pronunciado nessas tribos.



Tabela 21. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagbes Amerindias pelo método 1.
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Arara Assurini Awa-Guaja  Araweté Xikrin Urubu-Kaapor  Katuena Parakand  Waiampi
Arara 0.00000
Assunni .0.01507  0.00000
Awa-Guaja 0.15190* 0.11922*  0.00000
Arawete 0.27270*  0.34015*  0.17817*  0.00000
Xikrin 0.01508  0.00081  0.05854*  0.16826* 0.00000
Urubu-Kazapor -0.00040  -0.01876  0.11474*  0.33223* -0.00594 0.00000
Katuena 0.01400 -0.00356  0.03223  0.23099* -0.02736 -0.02275 0.00000
Parakana 0.00518  -0.00950  0.20847*  0.36065* 0.04747* 0.00443 0.05431  0.00000
Waiampi -0.07379  -0.06724  0.02613 0.23610  -0.07326 -0.06162 -0.09196  -0.01467  0.00000

* Valores de Fst significativos



Tabela 22. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagdes Amerindias pelo método 2.

58

Arara Assurini Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena Parakand  Waiampi

Arara 0.00000

Assurini -0.01507  0.00000

Awa-Guaja 0.22161* 0.17554*  0.00000

Araweté 0.27270¢  0.34015*  0.35588*  0.00000

Xikrin 0.04795*  0.02675  0.05157*  0.19074*  0.00000
Urubu-Kaapor 003287  0.00658  0.07107  0.34475¢ -0.01138  0.00000

Katuena 0.03998  0.00589 0.04542  0.32112* -0.02665  -0.04380  0.00000

Parakana 0.04971*  0.02238  0.25530*  0.43324* 0.09871* 0.04539 0.07901  0.00000

Waiampi -0.01946  -0.01030  0.15452*  0.18765*  0.00589 0.01926 0.00085  0.11753  0.00000

* Valores de Fst significativos
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Tabela 23. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagdes Amerindias pelo método 3.

Arara Assurini Awa-Guaja  Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena  Parakand  Waiampi

Arara 0.00000

-0.01507  0.00000
AWA-GUaJa (19376  0.14967*  0.00000
Arawete 0.27270*  0.34015*  0.30508*  0.00000

Xikrin 0.04664*  0.02419  0.03763*  0.20016*  0.00000
Urubu-Kaapor

Assurini

0.06859*  0.03518  0.04927  0.38998*  -0.00624 0.00000
Katuena 0.00655 ~ -0.01035  0.05113  0.22642* -0.02122 0.00711 0.00000
Parakand 000586  -0.01034  0.20773*  0.35199*  0.05813* 0.04866 0.04081  0.00000
Waiampi -0.01946  -0.01030  0.11840*  0.18765*  0.00929 0.05825 -0.05569  0.04265 0.00000

* Valores de Fst significativos
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Figura 3. Diferenciacao inter-populacional entre as populagdes Amerindias.

Tabela 24. Resultados do teste de Garza-Williamson.

Arara  Assurini  Awa-Guaja  Araweté  Xikrin  Parakana

indice de Garza-Williamson 0.1777 0.1890 0.1493 0.1446 0.2392 0.1899

s.d 0.0473 0.0511 0.0465 0.0871  0.0397 0.0497

s.d: desvio padréao

Para quantificar o grau de semelhanca entre as estimativas de Fst obtidas a partir
das frequéncias estimadas pelos diferentes métodos, foi estimada a correlacdo entre os
valores de Fst entre pares de populacdes obtidos por cada par de métodos. Os resultados

mostraram que, para as estimativas de Fst, as correlacfes entre todos os métodos séo altas
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(R>0.95 em todos os casos), indicando que a analise de diferenciacdo populacional é

robusta a efeitos associados ao método de estimativa de frequéncias alélicas escolhido.

5.1.6. Testes de neutralidade

A hipétese de haver selecéo natural atuando no gene KIR2DL4 foi estudada através
dos testes de Ewens-Watterson e D de Tajima. Assim como as analises de comparagéo
inter-populacional (Fst), os testes de neutralidade foram aplicados aos dados obtidos
através dos trés métodos de estimativa de frequéncias alélicas. Novamente, o objetivo foi
verificar se os resultados obtidos por esses testes sédo sensiveis ao método de estimativa de

frequiéncia alélica escolhido (tabelas 25, 26 e 27).



Tabela 25. Resultados obtidos nos testes de neutralidade pelo método 1.
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Arara Assurini Awéa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena  Parakana

Teste de Ewens-Watterson

F observado 0.50822  0.44222 0.43827 0.84960  0.38520 0.36458 0.39844 0.49008
F esperado 0.80879  0.59499 0.48665 0.63079  0.34348 0.46101 0.41423 0.65350
P 0.0500 0.1790 0.44500 0.84200  0.70030 0.24900 0.58900 0.22800
D de Tajima

D 3.01661  1.94290 -0.80109 -1.51568  0.86287 1.40021 0.85212 1.29883
P 1.00000 0.97900 0.24300 0.04600  0.83200 0.91300 0.82800 0.89400

p: Valor de p



Tabela 26. Resultados obtidos nos testes de neutralidade pelo método 2.
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Arara Assurini Awéa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena  Parakana

Teste de Ewens-Watterson

F observado 0.50822  0.44222 0.34722 0.77920 0.32047 0.31944 0.28906 0.47024
F esperado 0.80649  0.59961 0.49470 0.52738  0.34350 0.45360 0.33045 0.56209
P 0.0540  0.16600 0.15500 0.90600  0.52600 0.10000 0.37500 0.36400
D de Tajima

D 3.05287  1.94290 -0.72534 -1.42634  0.93242 1.41642 1.11460 1.59581
P 1.00000 0.98100 0.26400 0.07500 0.84700 0.91700 0.87700 0.93500

p: Valor de p



Tabela 27. Resultados obtidos nos testes de neutralidade pelo método 3.
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Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Katuena  Parakana

Teste de Ewens-Watterson

F observado 0.50822  0.44222 0.34551 0.84960  0.31353 0.31597 0.39062 0.46740
F esperado 0.78921  0.59057 0.49847 0.62902  0.34371 0.45349 0.33404 0.54781
P 0.05500  0.18000 0.14700 0.83200  0.49000 0.11900 0.83800 0.37600
D de Tajima

D 3.01661  1.94290 -0.63648 -1.51568  0.80901 1.08689 0.51038 1.66035
P 0.99800 0.9700 0.29300 0.0390 0.82000 0.87400 0.73400 0.93400

p: Valor de p
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A aplicacao do teste D de Tajima revelou desvios de neutralidade significativos nas
tribos Arara e Assurini, apresentando um valor de D positivo. Embora ndo significativos, de
maneira geral ha mais valores de D positivos (6) do que negativos (2) nas tribos.

Ja o teste de Ewens-Waterson ndo mostrou desvios com relacdo ao esperado sob
neutralidade, embora para a tribo Arara o valor de p esta perto do limiar de significancia.

Assim como para os dados de Fst, os resultados obtidos pelos testes de
neutralidade nos trés métodos analisados apresentaram resultados muito semelhantes, com
correlagbes de R>0.99, indicando que a andlise dos testes de neutralidade também é

robusta a efeitos associados ao método escolhido.

5.2. GENEKIR3DL1/S1

5.2.1. Caracterizacdo da variabilidade alélica

Para o gene KIR3DL1/S1 foram analisadas 569 amostras pertencentes a 14 tribos
Amerindias (tabela 28).

Na primeira parte deste trabalho as amostras foram analisadas para presenca e
auséncia dos al6tipos KIR3DL1 e KIR3DS1, respectivamente. As frequéncias de portadores
dos dois al6tipos encontram-se na tabela 28. Nas figuras 4 e 5 foram apresentadas as
distribuicbes de frequéncias desses al6tipos em populagbes mundiais previamente
estudadas, cujos resultados foram sumarizados no site www.allelefrequencies.net. Essas
fuguras sdo apresentadas para permitir uma comparacdo com os dados das tribos

Amerindias obtidas no presente trabalho.
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Tabela 28. Frequéncia de portadores dos al6tipos KIR3DL1 e KIR3DS1 em populactes

Nativo-Americanas.

Frequéncia de

portadores
Populacéo KIR3DL1 KIR3DS1
Arara 74.2 90.3
(n=31)
Assurini 80.0 75.0
(n=20)
Awa-Guaja 42.9 71.4
(n=13)
Araweté 15.8 97.4
(n=38)
Xikrin 59.3 66.7
(n=54)
Urubu-Kaapor 66.0 76.0
(n=50)
Karitiana 81.8 80.0
(n=55)
Katuena 80.0 80.0
(n=15)
Maya 94.0 56.0
(n=50)
Pima 77.9 70.5
(n=95)
Parakana 70.0 80.0
(n=30)
Surui 91.3 30.4
(n=46)
Ticuna 93.7 46.0
(n=63)
Waiampi 88.9 62.5

(n=9)
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Figura 4. Distribuicdo da frequéncia do alétipo KIR3DL1 em populagbes mundiais

previamente estudadas (fonte: www.allelefrequencies.net).

0-19% 20-59% 60-89%

19 Pois 136 Pois 16 Pois

Figura 5. Distribuicdo da frequéncia do al6tipo KIR3DS1 em populagbes mundiais

previamente estudadas (fonte: www.allelefrequencies.net).



http://www.allelefrequencies.net/
http://www.allelefrequencies.net/
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E interessante notar que das 14 tribos Amerindias analisadas neste trabalho, 11
apresentaram frequéncias de portadores do alétipo KIR3DS1 maior que 60%, sendo que em
algumas tribos esse valor passa de 90%. Das 171 populacbes mundiais analisadas, apenas
16 apresentam frequéncia desse al6tipo superior a 60%. Esse resultado mostra que as
tribos Amerindias, especialmente nas Amazbnicas, o0 albétipo KIR3DS1 é mantido em
frequéncias excepcionalmente altas.

Uma vez que os dados de presencga e auséncia ndo inferem a variabilidade alélica do
I6cus, o alétipo KIR3DL1 (o mais polimérfico dentre os genes KIR) foi seqlienciado para os
éxons 3, 4, 5 e 9. Assim como para o lécus KIR2DL4, os alelos foram identificados com
base na combinacao de sitios polimoérficos nesses quatro éxons, de acordo com o Immuno

Polymorphism Database (IPD, http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir). O alétipo KIR3DS1, por ser

pouco variavel, ndo foi sequenciado e sera tratado nas andlises como um alelo do lécus
KIR3DL1/S1.

O sequenciamento dos quatro éxons revelou a presenca de 7 alelos para o al6tipo
KIR3DL1 nas tribos Amerindias (KIR3DL1*001, KIR3DL1*01502, KIR3DL1*029,
KIR3DL1*00501, KIR3DL1*00401, KIR3DL1*007 e KIR3DL1*008), sendo que todos ja foram
previamente descritos. Os sitios polimorficos que permitem a discrimicdo dos alelos séo

mostrados na tabela 29.


http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir

Tabela 29. Posicdes dos nucleotideos polimorficos nos alelos do al6tipo KIR3DL1.
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Exon 3 4 5 9
Proteina Dominio Dominio Dominio Regido
DO D1 D2 Citoplasmatica
Aminoacido* R31H  R44G 147V 154L  S86L P182S Q256K W283L E373Q
Nucleotideo 84 155 193 202 223 320 607 732 829 882 911 1180 1194
3DL1*001 A G A A A C C T C C G G C
3DL1*01502 G - - G T - - C - - - - -
3DL1*029 G - - G T - - C A - - - -
3DL1*00501 - - - - - - T - - T T - -
3DL1*00401 - A G - - T T - C T T C -
3DL1*007 G - - G T - C - - - - C T
3DL1*008 G A - G T - - - - - - - -

Tracos indicam identidade com a referéncia. *Posi¢ces que apresentam mudancas de aminoacidos ndo-sinénimas.



70

As frequéncias de portadores dos alelos do l6cus KIR3DL1/S1 foram calculadas
para as tribos Amerindias agrupadas e sdo apresentadas na tabela 30. Os numeros
amostrais diferem dos mostrados na tabela 15, pois nem todos os individuos que tiveram a

genotipagem para presenca e auséncia dos aldtipos puderam ser sequenciados.

Tabela 30. Frequéncias de portadores do gene KIR3DL1/S1 no grupo de populacdes

Nativo-Americanas.

Frequéncia(%)

Alelo N=459
3DS1 71.5
3DL1*01502 43.1
3DL1*029 19.6
3DL1*00501 10.9
3DL1*001 4.1
3DL1*008 15
3DL1*00401 0.9
3DL1*007 0.2

Assim como para o gene KIR2DL4, a metodologia de genotipagem do l6cus
KIR3DL1/S1 baseia-se na detectacdo de auséncia e presenca de genes KIR especificos.
Aqui, novamente, o desafio na andlise das frequéncias alélicas é a distingdo entre os
individuos que sdo realmente homozigotos daqueles que s&o heterozigotos para a
auséncia do gene. As mesmas trés metodologias descritas para as andlises do gene
KIR2DL4 também foram aplicadas para as analises com o gene KIR3DL1/S1. A seguir
serdo apresentadas as frequéncias alélicas do gene KIR3DL1/S1 nas tribos indigenas aqui

estudadas para cada uma das metodologias (tabelas 31, 32 e 33).



Tabela 31. Frequéncias alélicas do gene KIR3DL1/S1 para a metédo 1.
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Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Karitiana Katuena Maya Pima Parakand Surui Ticuna Waiampi
Alelos\2N 62 32 40 72 98 76 94 18 80 136 52 70 92 10
3DS1 58.1 50.0 60.0 93.1 54.1 61.8 50.0 61.1 30.0 52.2 57.7 229 26.1 40.0
3DL1*01502 32.3 25.0 2.5 0 13.3 28.9 43.6 22.2 36.2 16.2 135 529 38.0 30.0
3DL1*029 9.6 18.8 2.5 2.8 16.3 0 6.4 0 10.0 25.0 28.8 14 6.5 20.0
3DL1*00501 0 6.2 25.0 0 5.1 2.7 0 5.6 11.3 2.2 0 185 20.7 10.0
3DL1*001 0 0 0 4.1 6.1 4.0 0 11.1 6.3 3.7 0 14 1.1 0
3DL1*007 0 0 0 0 1.02 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3DL1*00401 0 0 0 0 0 0 0 0 3.7 0.7 0 0 0 0
3DL1*008 0 0 0 0 0 0 7.6
NULO 0 10.0 4.08 2.6 2.5 2.9 0




Tabela 32. Frequéncias alélicas do gene KIR3DL1/S1 para a metédo 2.
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Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Karitiana Katuena Maya Pima Parakand Surui Ticuna Waiampi
Alelos\2N 62 32 40 72 98 76 94 18 80 136 52 70 92 10
3DS1 58.1 50.0 40.0 80.6 44.9 55.3 43.6 50.0 275 427 48.1 186 304 30.0
3DL1*01502 32.3 25.0 2.5 0 10.2 26.3 43.6 222 337 154 135 45.7 33.7 30.0
3DL1*029 9.6 18.8 2.5 2.8 15.3 0 6.4 0 10.0 22.8 28.8 14 6.5 20.0
3DL1*00501 O 6.2 15.0 0 4.1 1.3 0 5.6 11.3 2.2 0 18.6 19.6 10.0
3DL1*001 0 0 0 4.2 5.1 4.0 0 111 6.3 3.7 0 14 11 0
3DL1*007 0 0 0 0 1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3DL1*00401 O 0 0 0 0 0 0 0 3.7 0.7 0 0 0 0
3DL1*008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.6 0
NULO 0 40.0 12.4 194 13.1 6.4 111 75 125 9.6 143 11 10.0




Tabela 33. Frequéncias alélicas do gene KIR3DL1/S1 para a metédo 3.
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Arara Assurini Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Karitiana Katuena Maya Pima  Parakand Surui Ticuna Waiampi
Alelos\2N 62 32 40 72 98 76 94 18 80 136 52 70 92 10
3DS1 56.4 49.3 45.2 93.0 45.1 53.2 50.0 50.0 29.39 499 57.69 20.87 25.01 38.35
3DL1*01502 33.9 24.7 2.5 0 10.0 26.0 43.6 16.7 34.65 15.7 13.46 49.43 36.65 27.86
3DL1*029 9.7 18.3 2.5 2.8 14.8 0 6.4 0 10.0 23.4 28.85 143 6.52 20.0
3DL1*00501 O 6.3 17.1 0 4.2 14 0 5.6 11.25 2.3 0 17.85 19.01 10.0
3DL1*001 0 0 0 4.2 5.2 2.7 0 154 6.25 3.8 0 143 1.09 0
3DL1*007 0 0 0 0 1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3DL1*00401 O 0 0 0 0 0 0 0 3.75 0.1 0 0 0 0
3DL1*008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.61 0
NULO 0 14 32.7 19.7 16.7 12.3 4,71 4.8 0 898 4.11 3.78
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5.2.2. O teste do equilibrio de Hardy-Weinberg para avaliacdo das metodologias

aplicadas

Os resultados dos testes do equilibrio de Hardy-Weinberg sdo mostrados nas
tabelas 34 e 35.

Assim como para o gene KIR2DL4, os resultados dos testes do equilibrio de Hardy-
Weinberg para a primeira metodologia empregada mostraram desvios significativos para as
populacdes Awa-Guaja, Xikrin e Urubu- Kaapor, sendo que em todas as trés had um excesso
de homozigotos. Novamente, o resultado do teste indica que essa metodologia subestima a
frequéncia de alelos nulos (pois hd uma subestimativa de individuos heterozigotos para o
alelo nulo), sendo que para tribos que apresentam a auséncia do gene em homozigose
esse efeito é maior, levando a desvios em relacao ao esperado sob equilibrio.

Para a segunda metodologia empregada, foram encontrados desvios significativos
para as populacdes Arara, Karitiana e Pima, todas as trés tendendo a um excesso de
heterozigotos. Os resultados do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg indicam um excesso
de heterozigotos, assim como os encontrados para o gene KIR2DL4, e reforcam a idéia de
gque essa abordagem superestima a frequéncia de alelos nulos em algumas populacoes.

O terceiro método de estimativa assume que as populacdes estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Como apresentado anteriormente, dados de microssatélites mostraram
gue, em média, ndo ha desvio de equilibrio nessas populacdes (Kelly Nunes, comunicagao

pessoal). Dessa forma, a metodologia 3 pode ser aplicada para os dados deste estudo.



Tabela 34. Resultados dos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg pelo método 1.
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Arara Assurini Awa- Araweté Xikrin Urubu- Karitiana Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna Waiampi
Guaja Kaapor

0.6774  0.6250 0.2000 0.1389 0.4082 0.3684 0.6170 0.5556 0.7750 0.5441 0.5769 0.6000 0.6522 0.6000
Het. Obs.

0.5584  0.6694 0.5808 0.1334 0.6619 0.5379 0.5617 0.5948 0.7595 0.6416 0.5769 0.6418 0.7424 0.7778
Het. Esp.

0.52 0.73 0.00 1.00 0.00 0.00 0.72 0.12 0.51 0.23 0.92 0.05 0.29 0.19
p

Het. Obs.: Taxa de Heterozigose observada
Het. Esp.: Taxa de Heterozigose esperada
p: Valor de p



Tabela 35. Resultados dos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg pelo método 2.
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Arara Assurini Awa- Araweté Xikrin Urubu- Karitiana Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna Waiampi
Guaja Kaapor
Het. Obs.  0.9130 0.6250 0.8000 0.3889 0.8333 0.6286 0.8140 0.7778 0.8750 0.8709 0.8333 0.8286 0.7610 0.8000
Het. Esp. 0.6184 0.6694 0.6731 0.3376 0.7785 0.6406 0.6230 0.7124 0.7867 0.7562 0.6932 0.7114 0.7648 0.8444
P 0.00 0.73 0.73 1.00 0.15 0.07 0.00 0.19 0.63 0.03 0.26 0.15 0.54 0.36

Het. Obs.: Taxa de Heterozigose observada
Het. Esp.: Taxa de Heterozigose esperada
p: Valor de p
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5.2.3. Distribuicdo das frequéncias alélicas

A discussdo da distribuicdo das frequéncias dos alelos do gene KIR3DL1/S1
encontrados no presente trabalho foi baseada nos resultados obtidos através da
metodologia 3.

Comparada com a diversidade alélica em 28 populacdes analisadas por NORMAN et
al. (2007) (tabela 36), percebe-se que as tribos indigenas apresentam diversidade reduzida
em relacdo ao numero de alelos do al6tipo KIR3DL1. Por exemplo, as populagfes africanas
apresentam em média 32 alelos, as populacdes européias apresentam 27 alelos, as
populacdes do sul Asiatico 17 alelos, as populacdes do sudeste e leste Asiatico com 13
alelos e as tribos Amerindias aqui estudadas com 7 alelos. Comparacdes com as
populacdes Asiaticas estudadas por esses autores mostraram que os alelos encontrados
nas tribos indigenas sao um sub-conjunto dos alelos descritos para populacdes do leste e
sudeste Asiatico, resultado que se encaixa com o modelo de colonizacdo da América a
partir da Asia.

Os alelos do alétipo KIR3DL1 encontrados nas tribos estudadas no presente trabalho
também sdo os mesmos encontrados nas tribos indigenas Venezuelanas analisadas por
NORMAN et al. (2007), com excecao do alelo KIR3DL1*001 que é compartilhado com todas
as outras 25 populacdes mundiais analisadas por esses autores, mas nao é representado

nas tribos indigenas Venezuelanas.
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Tabela 36. Frequéncias dos alelos do al6tipo KIR3DL1 em populages.

América do Sul

idwerep g
'undl| 9o
ning ge
euedeIed 92
euwid 89
ekeiN 0C
eusney 6
euenuey| /v
odeey-ngnin 8¢
WLIX 6%
g12IaMY 9
eleno-emy 0z
luunssy 91
elely 1€
edoni zz1
lreg 09T

oeleM 861

Asia, Leste e
Sudeste

oeder 9z

BI910D Z6T

uemre| ap sasauly)d Gz<
VSN ‘eluiojied 6L

elpuejrel 15¢

Sul da Asia

uellyseinos 80¢
seAeypeA zve
slejey ferewrelid 922
lyoerey 091

SpeplulL 6T

Europa e Oriente Médio

©laNyD 0T
eunssfed z1T
einbin] zST

VSN ‘eluiojied 90z
elbi099 18¢

oplun oulsy Z1¢

sooluedsiH GTE

Africa

Z eluezue] v€T
T eluezue] $ST
amgequiZ 98T
euabIN 8z€

eues J0¢

VSN ‘eluioed 681
VSN ‘uoisog 50T
apepiulL OTT

ﬁ

*01501
*01502
*018
*002
*029

oz |

*024N
*008
*030
*028

*020
*023
*025
*007
*032
*033
*017
*034
*022
*035




Continuacéo tabela 36.
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5.2.4. Diferenciacdo inter-populacional (Fst)

Foram calculados os valores de Fst entre todas as tribos estudadas neste trabalho,
com excecao da tribo Waiampi, representada por apenas trés individuos. Os valores de Fst
obtidos e suass significAncia sdo mostrados nas tabelas 37, 38 e 39 e representados na
figura 6.

Aqui, assim como nas analises para o gene KIR2DL4, houve uma concordancia nos
resultados de comparaglOes inter-populacionais. As tribos que apresentaram maior
diferenciacdo nas comparacfes par-a-par foram Awa-Guaja e Araweté. As tribos Surui e

Ticuna também mostraram valores de Fst significativos mais altos que as demais.



Tabela 37. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagdes Amerindias pelo método 1.
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Waiamp
Arara Assurini Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Karitiana  Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna i

Arara 0.00000

Assurini 4 00364 0.00000

AWECURIA 4 19513x 007277 0.00000

Arawete ) o5p73«  0.30953* 022830  0.00000

Xikrin 0.02647* -0.00442  0.04392*  0.17188* 0.00000
Urubu-Kaapor 4 05109 002430  0.08816* 0.20332¢ 003529  0.00000

Karitiana o488 0.02421  0.17028* 0.32028* 0.07475*  0.02602*  0.00000

Katuena 00426 000376 004308  0.24529% 0.00079 -0.02469 0.03417  0.00000

Maya 0.05601* 0.02434* 0.13204* 0.36703* 0.06884*  0.07743*  0.03706* 0.05463 0.00000

Pima 0.03162* -0.00759  0.08618*  0.19990* 0.00044 0.05948*  0.07684* 0.03103 0.07361* 0.00000

Parakand 04380 0.00199  0.10021*  0.24086* 0.00510 0.07818*  0.10310* 0.05217 0.10471* -0.00764  0.00000

Surui 0.13639* 0.11431* 0.23309* 0.50946* 0.17696*  0.15722*  0.08121* 0.15006* 0.02102 0.18459* 0.22985* 0.00000

Ticuna 0.09300* 0.05564*  0.14526*  0.39931* 0.10752*  0.11233*  0.06789* 0.09031* 0.00322 0.11557* 0.14846* 0.01065 0.00000
Waiampi 01936 -0.05875  0.07595*  0.48604* -0.01276 0.02737 -0.00621  0.00194 -0.03793 -0.02025  0.00337  0.03617  -0.0145 _ 0.00000

* Valores de Fst significativos
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Tabela 38. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagdes Amerindias pelo método 2.

Waiamp
Arara Assurini  Awé-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor  Karitiana Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna i

Arara 0.00000

Assurini 4 05117 0.00000
AWR-GURIA 18300+ 0.13907*  0.00000

AraWete 4 29295+ 0.17254* 0.21305* 0.00000

Xikrin 0.06596* 0.03433* 0.03787* 0.16059 0.00000

Urubu-

Kaapor 0.01185 0.02291 0.10123* 0.13311* 0.04413*  0.00000

Karitiana 4 50001 003455 0.10077* 0.27362* 0.09456*  0.03448* 0.00000

Katuena 00334 000090 0.06743 0.13056* 0.01136 -0.02883 0.03101  0.00000

Maya 0.01545* 0.02987* 0.11940* 0.25952* 0.04587*  0.04734*  0.01899* 0.01876 0.00000

Pima 0.03674* 0.01108 0.08613* 0.16982* 0.00103 0.05010*  0.07350* 0.02316 0.03842* 0.00000

Parakand 4 4871+ 0.00458 0.11452¢ 0.18139* 0.01340 0.06860*  0.09711* 0.04385 0.06363* -0.00556 0.00000

Surui 0.08991* 0.11173* 0.16365* 0.37048* 0.12071*  0.10855*  0.05232* 0.08476* 0.01520 0.11918* 0.15992* 0.00000

Ticuna 0.05244* 0.05421* 0.15801* 0.30588* 0.08916*  0.08532*  0.04883* 0.05348* 0.00189 0.07785* 0.10752* 0.01714* 0.00000
Waiampi 05004 -0.02826 0.07877 0.30271* -0.01228 0.02147 -0.00878 -0.01163 -0.04692 -0.02918 -0.01148 -0.00098 -0.0257 0.00000

* Valores de Fst significativos



Tabela 39. Valores de Fst obtidos nas comparacdes entre as populagdes Amerindias pelo método 3.
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Arara Assurini  Awa-Guaja Araweté Xikrin Urubu-Kaapor Karitiana  Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna ~ Waiampi
Arara 0.00000
Assurini 4 50360 0.00000
AWA-CGURIA 15740+ 010612%  0.00000
ATawete ;26880 0.30953* 0.35365* 000000
Xikrin 0.06775* 0.02507 0.02395 0.23028* 0.00000
Urubu-Kaapor  ; no351  0.03007 0.06436* 0.24484* 0.02918*  0.00000
Karitiana 60030 0.02421 0.19472% 0.32028* 0.10420*  0.04100*  0.00000
Katuena (03489 001621 0.03863 0.31607* 000195  -0.00733  0.06474* 0.00000
Maya 0.05038* 0.02369 0.11332* 0.35999* 0.06029*  0.05279*  0.04055* 0.03219  0.00000
Pima 0.03485* -0.00713 0.09748* 0.20086* 0.01627*  0.05105*  0.07478* 0.02551 0.06103  0.00000
Parakand ;04860 0.00199 0.14262* 0.24086* 0.04092*  0.08459*  0.10310* 0.06672 0.10146* -0.00326 0.00000
Surui 0.12185* 0.10773* 0.18743* 0.49596* 0.14783*  0.11405*  0.08255* 0.11750* 0.01812* 0.16176* 0.21908* 0.00000
Ticuna 0.08331* 0.05338* 0.12941* 0.39343* 0.09356*  0.08262*  0.06680* 0.06726* 0.00080* 0.10019* 0.14330* 0.00711 0.00000
Waiampi 5 01688 -0.05875  0.08724 0.48604* 0.00453 001635  -0.00621 -0.00348 -0.03759 -0.02336 0.00337 0.03027 -0.0161 0.00000
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Figura 6. Diferenciacao inter-populacional entre as popula¢cdes Amerindias.

5.2.5. Testes de neutralidade

Para investigar a acdo de selecdo natural no gene KIR3DL1/S1 nas tribos aqui
estudadas, os testes de neutralidade de Ewens-Watterson e D de Tajima foram
empregados. A primeira parte das analises foi feita considerando a frequéncia de presencga
e auséncia dos alétipos KIR3DL1 e KIR3DS1, através do teste de Ewens-Waterson para o

método 3. Para o teste D de Tajima, apenas o alotipo KIR3DL1 foi analisado, nas tribos com
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namero amostral maior que 5. O teste foi aplicado aos resultados obtidos pelos trés
métodos de estimativa de frequéncias alélicas e os resultados encontram-se nas tabelas 40,

41, 42 e 43.
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Tabela 40. Resultados obtidos no teste de neutralidade de Ewens-Waterson para presenga e auséncia dos alotipos KIR3DL1 e KIR3DS1.

Arara  Assurini Awa-Guaja Araweté Xikrin

Urubu-Kaapor Karitiana Katuena Maya Pima Parakana Surui Ticuna

2N 62 32 40 72 98 76 94 18 81 136 52 70 92
F observado 0.50832 0.50000 0.35875 0.87076 0.36672 0.39785 0.50000 0.41358 0.51837 0.45978 0.51183 0.54327 0.56356
F esperado 0.78901 0.75531  0.60862  0.80085 0.67127 0.65926 0.80683 0.55985 0.65448 0.68639 0.77813 0.65694 0.66899

p 0.06800 0.02100  0.03400  0.54000 0.01800 0.06000 0.00300 0.14200 0.31000 0.12000 0.08200 0.34400 0.35300

p: valor de p



Tabela 41. Resultados obtidos no teste de neutralidade de D de Tajima pelo metodo 1.
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Arara Assurini Xikrin  Urubu-Kaapor Karitiana Maya Pima Parakana Surui Ticuna
N 26 16 41 27 47 54 65 22 52 69
D de Tajima 0.6689 -0.4151 0.7394 -0.2257 -0.1939 1.0276  -0.6476 1.1422 1.3667 2.0445
p 0.8500 0.3840 0.8040 0.4440 0.2970 0.8610  0.2950 0.9060 0.9140 0.9740

p: valor de p



Tabela 42. Resultados obtidos no teste de neutralidade de D de Tajima pelo metodo 2.
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Arara Assurini Xikrin  Urubu-Kaapor Karitiana Maya Pima Parakana Surui Ticuna
N 26 16 36 24 47 52 63 22 47 64
D de Tajima 0.6689 -0.4151 0.5469 -0.7755 -0.1939 1.1010 -0.6198 1.1422 1.5851 2.0927
p 0.8470 0.3720 0.7510 0.2380 0.3130 0.8830  0.3190 0.8850 0.9430 0.9860

p: valor de p



Tabela 43. Resultados obtidos no teste de neutralidade de D de Tajima pelo metodo 3.
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Arara Assurini Xikrin  Urubu-Kaapor Karitiana Maya Pima Parakana Surui Ticuna
N 26 16 35 24 47 53 62 22 56 67
D de Tajima 0.6690 -0.4151 0.5921 -0.7755 -0.1939 1.0641 -0.6045 1.1422 1.4519 1.9900
P 0.8390 0.3580 0.7730 0.2490 0.2930 0.8780 0.3150 0.8960 0.9310 0.9720

p: valor de p
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As andlises de desvio de neutralidade para a auséncia e presenca dos albtipos
KIR3DL1 e KIR3DS1 através do teste de Ewens-Watterson mostraram desvios significativos
de neutralidade para as tribos Assurini, Xikrin e Karitiana, indicando acdo de selecdo
natural mantendo os dois al6tipos em frequéncias intermediarias. Apesar de ndo terem sido
encontrados desvios significativos nas outras tribos estudadas, com excec¢do de Araweté, as
populacoes estudadas mostraram um excesso na taxa de heterozigose, reforcando a
evidéncia de selecdo balanceadora atuando nessas tribos.

A aplicacdo do teste D de Tajima revelou um desvio de neutralidade positivo e
significativo com relacdo ao esperado para a tribo Ticuna. Esse resultado pode indicar que
além da manutencéo dos al6tipos desse gene, a selecdo natural também esté atuando para

manter diferentes linhagens do al6tipo KIR3DL1 nessa tribo.

5.3. O PAPEL DA DEMOGRAFIA

Para poder analisar o papel da demografia na diversidade dos genes KIR nas
populacoes estudadas foram realizadas comparacbes com os dados dos 23 marcadores
microssatélites autossdmicos. A figura 7 mostra a comparacdo entre a diversidade
nucleotidica do gene KIR2DL4 e a diversidade dos microssatélites analisados (através do
parametro theta, que é 4Ny, estimado a partir da taxa de heretozigose desses loci), para
populacbes genotipadas para ambos marcadores. Os resultados mostraram que a
diversidade de ambos esta correlacionada (p=0.02), o que reitera a importancia da histéria

demografica moldando a diversidade das populacdes, mesmo sobre genes selecionados.



91

o] [#]

o0 —
— " O
[ ]
o —
ih
E B c
= o
2
=] E n

T - o

I I I I
1.0 1.5 2.0 25

2di4 (pi)

Figura 7. Correlagdo entre os indices de diversidade para os dados do gene KIR2DL4 e os
marcadores microssatélites, para as populagfes Arara, Assurini, Awa-Guaja, Araweté, Xikrin
e Parakana.

E importante notar que o fato da histéria demogréfica (inferida pelo padrdo de
variagdo dos marcadores microssatélites) influenciar a diversidade do gene KIR2DL4 néo
significa necassariamente auséncia de sele¢do nesse locus. Como exemplo, sabe-se que
genes HLA possuem taxa de heterozigose fortemente associada com a diversidade de
microssatélites, apesar de estarem sob selecdo (MEYER D, dados n&o publicados).

Para testar se a demografia pode explicar os resultados obtidos pelo teste D de
Tajima para o gene KIR2DL4, a relacéo entre os valores de D de Tajima e a diversidade dos
marcadores microssatélites foi analisada. Os resultados indicam que os valores de D de
Tajima encontrados para o gene KIR2DL4 ndo sdo totalmente explicaveis pela demografia
(uma vez que a relacdo ndo ¢€ linear).

Esses resultados indicam que a demografia tem um importante papel na modulag&o
das frequéncias alélicas do gene KIR2DL4, entretanto, para algumas populacdes, esse
efeito ndo é suficiente para explicar todos os padrdes encontrados, ressaltando que o efeito

de sele¢éo balanceadora encontrado nesse trabalho néo é reflexo da demografia.
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Figura 8. Correlagéo entre os indices de diversidade dos marcadores microssatélites e os

valores de D de Tajima obtidos para o gene KIR2DLA4.

J& as andlises com gene KIR3DL1/S1 apresentaram uma correlagdo negativa e ndo
significativa. Esse resultado difere dos achados para KIR2DL4 e para genes HLA classicos.
A correlagdo negativa encontrada pode ser decorréncia do fato de que as andlises feitas
continham apenas a informagédo de diversidade do al6tipo KIR3DL1 (obtida através do
sequenciamento desse al6tipo), ndo sendo representativa da diversidade total do locus.

Dessa forma, ndo sendo totalmente informativa para as analises em questao.
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Figura 8. Correlacdo entre os indices de diversidade para os dados do gene KIR3DL1/S1 e
0os marcadores microssatélites, para as populagbes Arara, Assurini, AwWa-Guaja, Arawete,

Xikrin e Parakana.

No presente trabalho também foi analisada a relacéo entre a diversidade encontrada
para o gene KIR2DL4 e para o gene KIR3DL1/S1 através da comparagdo entre as taxas de

heterozigose desses dois marcadores (figura 9).
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Figura 9. Correlacéo entre os indices de diversidade para os dados do gene KIR2DL4 e os

marcadores microssatélites.
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Os resultados mostram que h4 correlacédo entre os marcadores quando comparadas
as taxas de heterozigose dos dois l6cus. Essa correlacdo é essencialmente resultado da
baixa variacdo da populacdo Araweté, ou seja, a populacdo menos variavel apresenta esse
padréo para os dois marcadores, como seria de se esperar em se tratando de um padréo de
origem demogréfica que afetou tanto o gene KIR2DL4 quanto KIR3DL1/S1. Entretanto, a
associacao fisica desses marcadores pode implicar que ambos partilham a mesma histéria,

seja ela demografica ou seletiva.

5.4. HLA-G

5.4.1. Regi&do promotora

5.4.1.1. Caracterizacao da variacao de sequéncia e determinacao dos haplétipos

Para a analise da regido promotora do gene HLA-G em populac¢des indigenas
americanas foram analisados 61 individuos pertencentes as populacdes Ojibwa (n=7),
Chipewyan (n=4), Guaymi (n=11), Arhuaco (n=6), Embera (n=1), Zenu (n=2), Inga (n=2),
Ticuna (n=3), Xikrin (n=3), Arara (n=14), Urubu-Kaapor (n=2), Assurini (n=3), Aymara (n=1)
e Huiliche (n=2).

Foram encontrados 25 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), sendo 24 deles
previamente descritos em populacdes Afro-Americanos, Euro-Americanos e Chineses, nas
posicdes: -1306 (A/G), -1179 (G/A), -1155 (G/A), -1140 (T/A), -1138 (A/G), -964 (A/G), -810
(C,T), -762 (T/C), -725 (GIT), -716 (GIT), -689 (GIA), -666 (T/G), -633 (A/G), -540insG, -
533delA, -509 (C/G), -486 (C/A), -477 (GIC), -443 (GIA), -400 (G/A), -391 (G/A), -369 (A/C),
-201 (A/G), -56 (C/T), e um polimorfismo novo na posicdo -1098 (G/A). As posicdes dos

polimorfismos encontrados no presente trabalho sdo mostradas na figura 10.
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Figura 10. Desenho esquematico da regido 5°UTR do gene HLA-G mostrando a localizagéo
dos polimorfismos encontrados no presente trabalho. Em destaque, os fatores de
transcricdo e a localizagédo de sitios de ligacao dos sitios de transcricdo conhecidos nessa

regido (Figura modificada de LARSEN et al., 2009).

Como ja destacado por TAN et al. (2005), a maioria dos polimorfismos para a regido
promotora do gene HLA-G, que incluem os polimorfismos encontrados no presente trabalho,
esta localizada perto ou dentro de elementos reguladores, sugerindo que as mesmas
afetam a ligacdo de fatores nucleares especificos e, dessa forma, podem influenciar os
niveis de transcrito.

Com base nos polimorfismos encontrados foram identificados 35 diferentes
haplétipos nas populacbes indigenas americanas (Tabela 44). Os hapl6tipos foram
nomeados de 5UTR_1 a 5°UTR_35, com base em suas frequéncias.

Os trés haplotipos mais comuns encontrados nas populacdes indigenas americanas
também séo encontrados em populacdes Euro-Americana, Afro-Americana e Chinesa (TAN

et al., 2005). O haplotipo 5°UTR_1, cuja frequéncia é de 16.5%, também é o mais freqlente
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em popula¢des Euro-Americanas (34%), Afro-Americanas (22.7%) e Chineses (37%). J4 0
haplétipo 5°UTR_2, o segundo haplétipo mais frequente em tribos indigenas americanas
(13.9%), foi encontrado somente na populacdo Chinesa (9%). O haplétipo 5°UTR_3, que
apresenta a frequéncia de 13.1%, também foi encontrado em altas frequéncias em
populacbes Euro-Americanas (43.6%), Afro-Americanas (30.7%) e em populacdes
Chinesas (31%).

Os demais haplotipos também apresentam semelhancas aos ja descritos (TAN et al.,
2005; HVIID et al., 2005), variando em apenas poucas posi¢des entre eles, sendo que a
maioria dos haplétipos menos freqiientes aqui descritos sdo provavelmente exclusivos de
tribos indigenas americanas.

Os nossos resultados mostram que os haplétipos mais freqiientes encontrados nas
Américas sdo compartilhados com outras popula¢gdes mundiais, 0 que sugere que esses
haplétipos sdo mantidos atraves da historia evolutiva das populacdes, indicando uma
possivel importancia na manutencgéo desses haplotipos na linhagem humana.

O trabalho de TAN et al. (2005) sugere que a sele¢do natural vem mantendo duas
linhagens alélicas no l6cus HLA-G, representados pelas posi¢des -1306 e +15, sendo uma
linhagem definida pela combinacdo G-G (denominada de linhagem “G-G”) e a outra pela
combinacdo A-A (denominada de linhagem “A-A”). Os resultados das analises dos

haplétipos em populacdes Amerindias mostram que eles apresentam essas duas linhagens.
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Tabela 44. Hapl6tipos encontrados para a regido promotora do gene HLA-G para populacdes Amerindias e suas respectivas frequéncias.

-1179  -1155  -1140 -1138 -1098 -964 -810 -762 -725 -716 -689 -666 -633 -540 -533 -509 -486 -477 -443 -400 -391 -369 -201 -56 +15 Frequéncia

-1305

Haplétipo

5UTR_1

16.5

G

5UTR_2

13.9

A

5UTR_3

131

A

5UTR_4

8.2

G

5UTR_5

7.0

G

5UTR_6

5.6

A

5UTR_7

4.7

G

5UTR_8

2.4

G

5UTR_9

2.4

A

5UTR_10

1.8

A

5UTR_11

1.7

G

5UTR_12

1.6

A

5UTR_13

15

A

5UTR_14

15

G

5UTR_15

1.0

G

5UTR_16

1.0

A

5UTR_17

1.0

A

5UTR_18

1.0

A

5UTR_19

1.0

A

5UTR_20

1.0

G

5UTR_21

1.0

A
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-1179  -1155  -1140 -1138 -1098 -964 -810 -762 -725 -716 -689 -666 -633 -540 -533 -509 -486 -477 -443 -400 -391 -369 -201 -56 +15 Frequéncia

-1305

Haplétipo

50UTR_22

1.0

A

5UTR_23

1.0

G

5UTR_24

1.0

G

5UTR_25

1.0

G

5UTR_26

1.0

G

5UTR_27

1.0

A

5UTR_28

0.9

G

5UTR_29

0.8

G

5UTR_30

0.8

A

5UTR_31

0.7

A

5UTR_32

0.6

G

5UTR_33

0.5

G

5UTR_34

0.4

A

5UTR_35

0.4

G

éncias.

35, com base em suas frequé

1a5UTR

Os haplétipos foram nomeados de 5UTR



54.1.2. Teste de neutralidade

Para verificar se a selecdo natural estd atuando na regido promotora do gene HLA-G
em populacdes Nativo-Americanas o teste D de Tajima foi aplicado. Na analise com as
amostras foram reunidas em um Unico, foi observado um desvio significativo da expectativa
de neutralidade e equilibrio populacional, com valor de D positivo (D=3,01; p<0,01). Além
disso, observamos altos niveis de variacdo nucleotidica. A diversidade nucleotidica foi de
0.00701, o que € uma ordem de grandeza mais elevada que a média para o genoma
humano (0.00075) (SACHIDANANDAM et al., 2001).

Resultados de D de Tajima positivos podem indicar a acdo de selecédo balanceadora
como também subdivisdo populacional. Para tentar minimizar esse efeito, uma vez que o
grupo Amerindio analisado no presente trabalho é composto por populagdes Nativo-
Americanas de varias regides do continente, a analise de D de Tajima foi feita para as
populacdes divididas conforme localizagéo geografica de acordo com o proposto por YANG
et al. (2010). As populacdes foram separadas por regiées: América do Norte, Noroeste da
América do Sul, Andes e Amazébnia. Os valores de D encontrados e o respectivo valor de

significancia estao na tabela 45.

Tabela 45. Valores de D de Tajima para os grupos Amerindios.

Noroeste Amazbnia Norte Andes
N 40 50 22 10
D de Tajima 1.71731 2.33456 1.39307 0.18199
P 0.97250 0.99500 0.94000 0.56500

p: valor de p

Os resultados de D de Tajima para 0s grupos separados mostram que 0S grupos
Noroeste e Amazbnia apresentam sinal de selecdo balanceadora quando analisadas

individualmente. Apesar do teste em populagdes da América do Norte ndo ser significativo,
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o valor de p do mesmo encontra-se perto do limiar de significancia. O grupo dos Andes foi 0
gue apresentou um menor valor de D (préoximo a 0, ndo significativo), entretanto, esse
padrédo encontrado pode ser devido ao baixo nimero amostral analisado nesse grupo.

Os nossos resultados sugerem que a selecdo natural atuou na regido promotora do
gene HLA-G, gerando um aumento da variabilidade em relacdo ao esperado sob
neutralidade. Apesar desse resultado ja ser conhecido para populacées Euro-Americanas,
Afro-Americanas e Asiaticas (TAN et al., 2005), tal resultado ndo havia sido documentado
em populacdes Amerindias.

O fato das populacdes Amerindias terem experimentado um intenso gargalo
populacional associado a coloniza¢do do continente e, no entanto, apresentarem evidéncias
de selecéo balanceadora, pode ser interpretado de duas formas. Uma possibilidade é que a
variagdo acumulada antes da ocupagdo do continente gerou variacdo que nao foi perdida
no processo de colonizagdo do continente, e a assinatura seletiva que vemos é a
persisténcia de um sinal de selecdo antiga. A segunda interpretacdo € a de que a selegéo
balanceadora atuou sobre o gene em popula¢cdes Amerindias, contribuindo para a geragéo
do padrdo observado. As andlises presentes ndao permitem distinguir entre esses dois
cenarios, ambos envolvendo selecéo natural, uma vez que atribuem a variacdo observada a

eventos que operaram em diferentes escalas de tempo.

5.4.1.3. Polimorfismo 14pb

Para a andlise desse polimorfismo, 200 individuos, pertencentes a 14 populacdes
Nativo-Americanas distribuidas por todo o continente Americano, foram analisadas. Para todas
as populacoes estudadas foram encontrados ambos os alelos (de insercdo e dele¢édo). Nao
foram econtrados desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as

popula¢cBes analisadas. As frequéncias dos alelos nas popula¢gBes encontram-se na tabela 46.
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Tabela 46. Frequéncia do polimorfismo de 14pb do gene HLA-G nas popula¢gbes Nativo-

Americanas estudadas.

Populacgéo Tamanho amostral -14 bp (%) +14 pb (%)
Chipewyan 17 82.3 17.7
Cree 11 81.8 18.2
Ojibwa 16 56.2 43.8
Quiche 14 42.9 57.1
Cabecar 14 67.9 32.1
Arhuaco 16 65.6 34.4
Zenu 16 59.4 40.6
Embera 14 60.7 39.3
Kogi 19 39.5 60.5
Inga 17 38.2 61.8
Aymara 11 59.1 40.9
Huiliche 18 22.2 77.8
Waunana 15 46.7 53.3
Ticuna 2 50.0 50.0
Total 200 54.3 45.7

Foi aplicado o teste de Ewens-Watterson para verificar se a sele¢do natural esta
influenciando esse padréo de variagcdo encontrado para o polimorfismo de 14pb do gene HLA-
G. Para a amostra agrupada das populagbes Amerindias, o teste indicou um desvio em
direcdo a um excesso na taxa de heterozigose, com um valor de p perto do limiar de
significAncia (tabela 47), sugerindo uma possivel assinatura de sele¢cdo balanceadora nesse
polimorfismo. Quando as populagbes foram analisadas separadamente, ndo foi encontrado

significancia no teste em nenhuma das populagbes estudadas. Entretanto, para todas as



populacdes hd um excesso na taxa de heterozigose (tabela 48), compativel com a acao de
selecdo balanceadora. O fato de ndo termos encontrado significancia para o teste de Ewens-
Watterson pode ser devido ao baixo poder estatistico do teste, em particular em situacdes
envolvendo sistemas com poucos alelos.

O fato de dispormos de diversas amostras populacionais permitiu realizar um teste
adicional. Sob um cenario neutro haveriam valores de F maiores e menores do que o esperado
em iguais proporcdes. NOs observamos 14 casos de F menor que o observado em 14
populacdes, que sob a hipdtese nula tem p<0.001 (teste binomial). Portanto, o fato de termos
encontrado um desvio em diregdo a um excesso na taxa de heterozigose em todas as
populacdes estudadas, é compativel com a acdo de selecdo atuando no polimorfismo de 14pb

em populacdes Amerindias.

Tabela 46. Resultados obtidos no teste Ewens-Watterson para a amostra total.

Populacdo Amerindia

2N 400
F observado 0.5036
F esperado 0.8475

P 0.0290
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Tabela 47. Resultados obtidos no teste Ewens-Watterson para as populacdes Amerindias analisadas individualmente.

Arhuaco Embera Ingano Kogi Zenu Aymara Cabecar Chipewyan Cree Huiliche Ojibwa Quiche Ticuna Waunana

2N 32 28 34 38 32 22 28 34 22 36 32 28 4 30
F obs 0.5488 05223 05277 0.5222 0.5176 0.5165 0.5638 0.7093 0.7025 0.6543 0.5078 0.5102 0.5000 0.5022
F esp 0.7677 0.7502 0.7583 0.7644 0.7622 0.7545 0.7534 0.7646 0.7388 0.7635 0.7639 0.7507 0.5921 0.7552

P 0.1560 0.1230 0.1270 0.1040 0.1120 0.1190 0.2160 0.4020 0.4430 0.3220 0.0780 0.0880 0.2630 0.0570

F obs: F observado
Fesp: F esperado

p: valor de p
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5.4.1.4. Regido 3UTR

A acdo de selecao natural sobre regifes regulatérias de genes envolvidos na resposta
imune tem aparecido recorrentemente em diversos estudos (TAN et al., 2005; LIU et al., 2006;
HAYGOOD et al., 2010). Portanto, além de investigarmos o papel da sele¢cédo natural na regido
promotora, o presente trabalho também investigou o papel da sele¢do natural na regidao 3’ UTR
do gene HLA-G. A regido 3'UTR do gene HLA-G foi sequienciada em 49 amostras de uma
populacdo européia. As andlises revelaram a presenca de 10 polimorfismos nas posicoes
+2798 (G/A), +2804 (GIT), +2838 (C/G), 14pb insercio/delecdo, +3003 (T/C), +3010 (G/C),
+3035 (C/T), +3142 (C/G), +3187 (G/A), +3196 (C/G) (figura 11). Todos os polimorfismos aqui

encontrados ja foram previamente descritos.
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Figura 11. Estrutura genética do gene HLA-G, contendo a regido 3’UTR. As flechas indicam as
posicdes dos polimorfismos encontrados nesse trabalho (Figura modificada de CASTELLI et

al., 2010).



Com base nos polimorfismos encontrados foram identificados 12 diferentes haplétipos
(tabela 48). Os haplotipos mais frequentes encontrados na populacéo européia aqui estudada
também foram os mais freqlientes encontrados em uma populacdo urbana brasileira

(CASTELLI et al., 2010).

Tabela 48. Hapl6tipos encontrados para a regido 3'UTR do gene HLA-G para populacdes

Nativo-Americanas e suas respectivas frequéncias.

Haplotipos +2798 +2804 +2838 +14pb +3003 +3010 +3035 +3142 +3187 +3196 Frequéncia (%)

SUTR_1 G G C Del T G C C G C 32.6
3UTR_2 A T G Ins T C C G A G 26.3
3UTR_3 G G C Del C G C C A C 11.2
3UTR_4 G T G Del T C C G A C 11.2
3UTR_5 G G C Del T G C C A C 4.1
3UTR_6 G T G Ins T C T G A C 4.1
3UTR_7 A T G Ins T C C G A C 4.4
3UTR_8 G T G Ins T C C G A C 1.9
3UTR_9 G T G Ins T C C G A G 1.2
3UTR_10 G G G Ins T G C G A C 1.0
S3UTR_11 G G G Ins T C C G A C 1.0
3UTR_ 12 G T G Ins T G C G A C 1.0

Para verificar se a selecdo natural estd atuando também na regido 3’UTR do gene
HLA-G, o teste D de Tajima foi aplicado. Foi observado um desvio significativo da expectativa
de neutralidade e equilibrio populacional, com valor de D positivo (D=2.81; p=0.9990),
corroborando a idéia da influéncia de selecdo balanceadora nessa regido, reforcando os

resultados obtidos nas analises do polimorfismo de 14pb.

105



5.4.1.5. Andlise das regiées promotora e 3 UTR do gene HLA-G

Evidéncias de selecdo balanceadora foram previamente descritas para a regido
promotora do gene HLA-G (TAN et al., 2005). No presente trabalho, n6s mostramos que a
regido 3'UTR também apresenta sinais de sele¢céo balanceadora. A existéncia de duas regides
em um mesmo gene com assinaturas de selecdo balanceadora significa que o padréo
observado pode ser resultado de selecdo em apenas uma das regides, levando a um padréo
de selecdo na outra, mesmo que a segunda nao seja selecionada. Alternativamente, ambas as
regides podem ser selecionadas. Para examinar essa questdo, foram determinados os
hapl6tipos para a combinacdo dessas duas regides e o grau de associacdo entre 0s
polimorfismos nas regides promotora (5°UTR) e 3'UTR do gene HLA-G, quantificando os niveis
de desequilibrio de ligacao.

Para esse fim, a amostra européia caracterizada para a regiao 3’UTR analisada no
topico anterior foi também sequienciada para a regido promotora. Foram analisadas 42
amostras e encontrados 25 polimorfismos, sendo esses nas posi¢des: -1306 (A/G), -1179
(G/A), -1155 (G/A), -1140 (T/A), -1138 (A/G), -1121 (C,T), -964 (A/G), -762 (TI/C), -725 (GIT), -
716 (GIT), -689 (G/A), -666 (T/G), -646 (A,G), -633 (A/G), -540insG, -533delA, -509 (C/G), -
486 (C/A), -483 (A,G), -477 (G/C), -400 (G/A), -391 (G/A), -369 (A/C), -201 (A/G), -56 (CIT).

A analise conjunta das regifes promotora e 3’'UTR nessas amostras revelou a presenca
de 22 diferentes haplétipos (tabela 49). Os dois hapl6tipos mais freqiientes encontrados
apresentam frequéncias similares (28.4 e 22.3%) e somam mais de 50% de todos os
haplétipos encontrados. Comparando esses dois haplotipos, percebe-se que 22 das 36
posicBes polimorficas analisadas diferem entre 0os mesmos, mostrando uma grande
divergéncia entre ambos, 0 que pode estar relacionado com atividades reguladoras distintas.
Dessas 22 posicdes, 13 estdo localizadas na regido promotora, uma no éxon 1 (na posi¢ao
+15, que define as diferentes linhagens da regido promotora do gene juntamente com a
posicao -1306), e 8 na regido 3’UTR do gene. Das 13 posicbes divergentes localizadas na

regido promotora desses dois haplétipos, 8 estdo localizadas dentro ou perto de sitios de
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ligacdo a fatores de transcricdo, indicando que possivelmente elas sdo importantes para a
regulacdo do gene e apresentam funcBes antagonicas, o que vai de acordo com o estudo de
TAN et al. (2005).

Dos 8 polimorfismos divergentes encontrados na regido 3’'UTR, trés ja foram descritos
como tendo influéncia na variacdo de expressdo da molécula. Sao eles: o polimorfismo de
14pb, a posicdo +3142 e a posicdo +3187. Estudos prévios tém reportado que o alelo de
insercao de 14pb, o alelo G na posigcéo +3142 e o alelo A na posicdo +3187 estédo associados
com baixa expressdo da molécula HLA-G. CASTELLI et al. (2010) analisando uma populacao
urbana brasileira encontraram haplo6tipos na qual esses trés polimorfismos sdo encontrados
associados e sugerem que, in vivo, possivelmente haja um efeito aditivo entre esses
polimorfismos na regulagéo da expressdo da molécula. No presente trabalho, nds verificamos
gue a insercdo no polimorfismo de 14pb estd sempre associada ao alelo G na posigéo +3142 e
ao alelo A na posicdo +3187 em todos os haplétipos contendo a insercdo de 14pb, condizentes
com os achados por CASTELLI et al. (2010).

No presente trabalho, nés também verificamos que esses trés polimorfismos estao
ligados em um dos haplotipos mais frequentes e a combinagdo oposta é encontrada no outro
haplétipo mais freqliente, corroborando a idéia de que esses dois principais haplétipos
encontrados pelas andlises conjuntas das regibes promotora e 3UTR devem possuir
atividades antagonicas no que diz respeito a expressdo da molécula HLA-G. Além disso, é
interessante notar que esses dois hapl6tipos mais comuns sdo formados pelas duas linhagens
da regido promotora propostas por TAN et al. (2005) em combina¢cdo com os dois haplétipos
divergentes da regido 3'UTR. Os resultados das andlises com as duas regides mostram alto
desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos, o que mostra uma forte associacdo das
regides promotora e 3'UTR do gene HLA-G. E interessante notar que as posi¢cdes +3142 e
+3187 (funcionalmente implicados com diferencas na expressdo de HLA-G) estdo em
desequilibrio de ligacdo com todas as demais posi¢des analisadas. J& o polimorfismo de 14pb,
apesar de mostrar um desequilibrio de ligacao alto com as demais, possui um menor valor do

gue o encontrado para as posi¢oes +3142 e +3187.
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Tabela 49. Hapl6tipos encontrados para as regides promotora e 3’UTR do gene HLA-G

108

Haplétipo -1306 -1179 -1155 -1140 -1138 -1121 -964 -762 -725 -716 -689 -666 -646 -633 -540 -533 -509 -486 -483 -477 -400 -391 -369 -201 -56 +15 +2798 +2804 +2838 14pb +3003 +3010 +3035 +3142 +3187 +3196 Freq.
1 G A G A A C G C C T A G A G - A c A A c G G C G C G G G C - T G C C G C 28.4
2 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A A T G + T C C G A G 22.3
3 G A G A A T G C T T A G A G - A c A A c G G C G C G G G C - C G C C A C 8.1
4 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A A T G + T C C G A C 5.4
5 G A G A A C G C C T A G A G — c A A c G G C G C G G G C - T G C C A C 4.1
6 G A G A A C G C T T A G A G - A C A A C G G C G C G G G C - C G C C A C 4.1
7 G A G A A C G C C T A G A G - A c A A c G G C G C G G G C - C G C C A C 1.4
8 G A G A A C G C C T A G A G - A C A G C G G C G C G G G C - T G C C G C 1.4
9 G G G A G C G C G T A G A G - A G A A G A A A G T G G T G + T C T G A C 1.4

10 A G G A A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A A T G + T C C G A G 1.4
11 A G G T A C A T C G G T A A - A c C A G G G C A C A A T G + T C C G A G 1.4
12 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A G G G + T G C G A C 1.4
13 A G G T A C A T C G G T A A - A c C A G G G A A C A G G G + T C C G A C 1.4
14 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A G T G + T G C G A C 1.4
15 A G G T A C A T C G G T A A - A c C A G G G A A C A G T G + T C C G A C 1.4
16 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A G T G + T C C G A G 1.4
17 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A A T C + T C C G A G 1.4
18 A G G T A C A T C G G T A A G A C C A G G G A A C A G T G + T C T G A C 0.82
19 G G G A G C G C G T A G G G - A G A A G A A A G T G G T G + T C T G A C 0.72
20 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A A T G + T C C G A G 0.62
21 G G G A G C G C G T A G A G G A G A A G A A A G T G G T G + T C T G A C 0.54
22 A G G T A C A T C G G T A A - A C C A G G G A A C A G T G + T C T G A C 0.54
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Figura 4. Desequilibrio de ligacao entre os polimorfismos encontrados para a regido promotora e 3’UTR do gene HLA-G em uma populacao
européia. Os blocos representam os polimorfismos presentes nas regides promotora de 3'UTR, respectivamente. O esquema de cores é
GOLD HEATMAP, que indicam valores de D’ aumentando do azul ao vermelho. Os valores de D sé&o indicados na figura. Foi adotado um filtro

para os alelos de menor frequencia (MAF=0.042)
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5.4.1.5. Investigacao da relacao entre polimorfismos do gene HLA-G e niveis de

expressao da molécula

As amostras analisadas para a regido promotora e 3°'UTR da populacdo européia
citadas acima sao amostras de DNA de células de trofoblasto, cujo os niveis de expresséo
da molécula HLA-G foram medidos por citometria de fluxo (APPS, manuscrito em
preparacdo). O resultado do perfil de expressdo da molécula HLA-G nessas células
mostram diferencas entre os diferentes doadores.

Para investigar se os polimorfismos encontrados nas regides promotora e 3’'UTR do
gene HLA-G estao associados com as diferencas nos padrfes de expressao da molécula
HLA-G encontrados, andlises de correlacdo entre os gendtipos individuais determinados
para as posi¢fes polimérficas encontradas nessas duas regifes e o0s niveis de expressao
foram realizadas.

Todos os 36 polimorfismos encontrados foram analisados e néo foi encontrada
nenhuma correlagdo entre os polimorfismos individuais e variacdo na expressao da

molécula HLA-G nas amostras analisadas.
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6. DISCUSSAO

6.1. CONSIDERACOES SOBRE A ANALISE DO GENE KIR2DL4

Muito ja se conhece sobre a variabilidade haplotipica dos genes KIR em populacdes
no que diz respeito a presengca e auséncia de diferentes lécus KIR. Entretanto, a
caracterizacdo alélica dos mesmos ainda € pouco explorada. Para tentar suprir a falta de
informacdo alélica populacional do gene KIR2DL4, populacbes Amerindias foram
analisadas. Além de caracterizar os alelos para esse lécus, o presente trabalho buscou
estimar as frequéncias alélicas através de trés metodologias diferentes e testar se ha sinal
de sele¢do natural atuando nesse gene em populacdes Amerindias.

O sequenciamento do gene KIR2DL4 nas populagbes Amerindias estudadas no
presente trabalho revelou a presenca de sete alelos, sendo seis destes compartilhados
com popula¢des nao-Amerindias e um alelo novo.

Um importante aspecto levantado no presente trabalho é o desafio de se trabalhar
com genes que podem estar ausentes no haplétipo, dificultando as inferéncias sobre os
gendtipos dos individuos estudados. Trés diferentes metodologias foram empregadas para
tentar inferir as frequéncias alélicas a partir dos dados de sequencimento e verificar se as
trés metodologias abordadas causam impacto nos testes realizados. Através do teste de
Hardy-Weinberg pode-se verificar que a primeira metodologia subestima a frequéncia de
possiveis individuos heterozigotos para a auséncia do gene em um dos cromossomos e,
esse efeito, como ja era de esperar, € mais pronunciado em populacdes pequenas e que
apresentam a auséncia do gene em homozigose.

O teste de Hardy-Weinberg na segunda metodologia empregada revela o oposto:
uma possivel superestimativa do alelo nulo em heterozigose, mostrando uma limitacédo

dessa abordagem na inferéncia dos gendétipos.
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Ja a terceira metodologia permite a estimativa de frequéncias alélicas quando um
alelo nulo esta presente assumindo que as populacBes estdo em equilibro de Hardy-
Weinberg. Embora populaces Amerindias sejam conhecidamente endogamicas, ndo se
encaixando perfeitamente nos pressupostos do teste, dados obtidos com marcadores
microssatélites estudados pela aluna de Doutorado Kelly Nunes foram usados para testar
se esses marcadores apontam para desvio de equilibrio nessas populacdes. Os dados
com esses marcadores mostraram que em média, ndo ha desvios significativos de
equilibrio para os marcadores analisados. Sendo assim, essa metodologia foi considerada
a mais adequada para determinagdo das frequéncias alélicas quando apenas dados de
presencga e auséncia do gene e sequenciamento dos mesmos séo utilizados. Dessa forma,
os dados de frequéncias alélicas obtidas por essa metodologia foram utilizados para as
comparagdes com dados de frequéncia em populacdes ndo-Amerindias.

Apesar de haver 37 alelos descritos para esse lécus (www.ebi.ac.uk/ipd/kir), as
populacdes Amerindias apresentaram 7 alelos, sendo apenas 1 ndo descrito previamente.
Os dados de frequéncias dos alelos mostram que as populacdes Amerindias
compartilham, em sua maioria, os alelos frequientes encontrados em populagfes mundiais
(ZHU et al., 2006; YAWATA et al., 2006, BUHLER et al., 2009; GUINAN et al., 2010). O
fato de que maior parte das populagfes investigadas, incluindo as populagbes Amerindias
aqui estudadas, apresentar um pool pequeno de alelos, pode ser um indicativo que mais
importante do que manter a diversidade através de um maior numero de alelos € manter
alelos especificos em frequéncias intermediarias em todas as populacoes.

Comparacdes inter-populacionais através da estatistica Fst mostraram que os
grupos populacionais de diferentes regibes geogréficas apresentam diferencas
significativas nas comparagdes par-a-par, incluindo o grupo Amerindio que apresentou
diferencas significativas inclusive com populagfes Asiaticas. Esses resultados mostram
gue essas populacdes, apesar de compartiiharem os mesmos alelos, apresentam

diferencas significativas entre elas, provavelmente devido a diferengcas nas frequéncias
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desses alelos. Esse resultado pode sugerir que esses alelos estdo sendo selecionados em
diferentes regides geograficas, devido a pressodes seletivas encontradas nessas regides.

Comparacdes inter-populacionais através da estatistica Fst também foram
realizadas para comparacédo entre as diferentes tribos estudadas no presente trabalho. Os
resultados mostraram que as tribos Amerindias apresentam diferencas significativas entre
elas, sendo que as populacbes Awa-Guaja e Araweté se mostram as mais diferentes entre
todos os pares de comparagoes.

Dados do Instituto Sécio-Ambiental (http://pib.socioambiental.org/p) mostram que as

populacdes Awa-Guaja e Araweté sofreram grandes declinios populacionais devido ao
contato recente com a sociedade atual. De modo geral, para a populacdo Awa-Guaja,
sitios arqueoldgicos demonstram que a transicdo para a agricultura trouxe consigo
complicacdbes na medida em que cacgadores-coletores se assentam de modo mais
permanente, ora por mudanca de dieta, ora por doengas contagiosas decorrentes da falta
de saneamento e da maior concentragdo de populacao.

A populacdo Araweté, imediatamente anterior ao contato com a FUNAI, era de pelo
menos 200 pessoas. Devido as condigbes em que o contato se realizou, a mortalidade
causada por epidemias e desnutricdo levou o grupo ao minimo de 120 pessoas, em 1977.
Em setembro de 1992 a popula¢do chegou a 206, alcangando assim o efetivo da época
pré-contato. Em 2000 a populagéo foi acometida por um surto de varicela (popularmente
conhecida como catapora), mas a queda populacional ndo foi tdo intensa quanto na
década de 70. Esses declinios populacionais e posterior expansdo podem justificar porque
essas duas populacbes sdo mais diferenciadas que as demais no que diz respeito a
frequéncia dos alelos encontrados.

Para testar se a diferenciacdo mais acentuada encontrada para as tribos Awa-
Guajad e Araweté é decorréncia de gargalos populacionais mais pronunciados nessas
tribos, foi aplicado o teste de Garza-Williamson em dados de marcadores microssatélites
analisados nessas mesmas popula¢des. Os dados mostram que as populacdes Awa-Guaja

e Araweté apresentam 0s menores valores dentre as populacbes analisadas,
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demonstrando um efeito de gargalo populacional mais pronunciado nessas populacées,
possivelmente em decorréncia dos fatores histéricos de contato com a sociedade atual,
mencionados acima.

Apesar de termos julgado o método 3 de estimativa de frequéncias alélicas mais
adequado para as analises a serem realizadas, uma preocupacdo nho nosso trabalho foi
verificar se os resultados obtidos para os trés métodos de estimativa de frequéncias
alélicas poderiam ser sdo sensiveis ao método escolhido (uma vez que todos os métodos
tratam-se de estimativas). Para tanto foi analisada a correlagdo entre os valores de Fst
entre pares de populacdes obtidos por cada par de métodos. Os resultados mostraram que
as correlagdes entre todos os métodos séo altas, indicando que os resultados obtidos para
a estimativa de Fst séo robustos a efeitos associados ao método escolhido, assegurando a
confianga nos resultados obtidos.

O gene KIR2DL4 é um dos genes KIR que mostra uma assinatura forte de sele¢céo
natural, freglentemente apresentando maior diversidade do que o esperado por
neutralidade (YAWATA et al.,, 2006; BUHLER et al., 2009; GUINAN et al.,, 2010) . No
presente trabalho, foi investigada se ha evidéncia de sele¢cdo natural atuando no gene
KIR2DL4 através das andlises dos testes de neutralidade de Ewens-Watterson e D de
Tajima, em populacdes indigenas da Amazbnia. As populacdes Arara e Assurini
apresentaram um valor de D positivo significativo, 0 que aponta para um possivel efeito de
selecdo balanceadora. Entretanto, ndo encontramos significancia no teste de Ewens-
Waterson. O teste de Ewens-Watterson é mais adequado que o teste D de Tajima na
captacdo de sinais seletivos ou demogréaficos mais recentes (GARRIGAN & HEDRICK,
2003). O fato de termos encontrado significAncia no teste D de Tajima e ndo no teste de
Ewens-Waterson pode indicar que o sinal seletivo encontrado nas populagbes aqui
estudadas sdo antigos e, possivelmente, anteriores a entrada no continente americano.

O fato de que nem todas populacdes mostraram o mesmo perfil nos testes pode ser
um indicativo de que a demografia, em alguns casos, foi mais forte do que a selecéo,

apagando os sinais da mesma. Para verificar o papel da demografia na diversidade do
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gene KIR2DL4 em populacdes Amerindias, comparacdes com dados de marcadores
microssatélites foram realizadas. Os resultados mostram que a diversidade de ambos esta
correlacionada, mostrando a importancia da historia demografica moldando a diversidade
dessas populacdes. Entretanto, correlacbes nao significativas entre os resultados do teste
D de Tajima e as medidas de diversidade gendmica mostram que a demografia ndo é
suficiente para explicar todos os padrdes encontrados, corroborando a idéia de que os
sinais seletivos encontrados nas popula¢cdes Amerindias séo de fato evidencia de agéo de
selecdo natural atuando nesse locus. Além disso, estudos de resequenciamento em outros
marcadores em populacdes Amerindias mostram que os valores de D encontrados no
presente trabalho sdo maiores do que os previamente descritos, sendo que grande parte
desses trabalhos mostraram valores de D negativos e ndo significativos (revisado de

RAMALHO et al., 2010), o que fortalece os nossos resultados.

6.2. CONSIDERACOES SOBRE A ANALISE DO GENE KIR3DL1/S1

O gene KIR3DL1/S1 é conhecido entre os genes KIR como tendo alto polimorfismo
alélico e estudos prévios mostram evidéncia de sele¢&o natural nesse l6cus em populagdes
humanas (YAWATA et al., 2006; NORMAN et al., 2007; GUINAN et al., 2010).

Assim como para o lécus KIR2DL4, o presente trabalho prop6s a caracterizacao
alélica para o gene KIR3DL1/S1, a comparacdo de metodologias para estimativa das
frequéncias alélicas através de trés diferentes abordagens e testar a hipotese de que ha
sinal de selecdo natural atuando nesse gene em popula¢gdes Amerindias.

A primeira parte do trabalho consistiu da analise da frequéncia dos portadores dos
alotipos KIR3DL1 e KIR3DS1 nas populacdes indigenas. Foi verificado que em populacdes
Amerindias, especialmente, para as populacdes indigenas Amazénicas, o alétipo KIR3DS1
€ mantido em altas frequéncias, sugerindo que pressdes seletivas podem estar atuando

nesse lécus para favorecer o alétipo ativador.
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A segunda parte do trabalho consistiu na caracterizacao alélica do al6tipo KIR3DL1
nas populacdes Amerindias. Assim como para 0 lécus KIR2DL4, as populacbes
Amerindias apresentaram 7 alelos. Os dados de frequéncias dos alelos mostram que as
populagdes Amerindias compartilham os mesmos alelos mais frequentes em diferentes
populagdes mundiais descritos em NORMAN et al. (2007). Além disso, os alelos
encontrados aqui sdo um subconjunto dos alelos encontrados em popula¢cdes Asiaticas,
condizente com a histéria evolutiva das populacdes Nativo-Americanas.

Como parte deste estudo, comparamos metodologias para determinagdo das
frequéncias alélicas desse l6cus. As trés diferentes metodologias empregadas mostraram
resultados semelhantes aos encontrados nas analises do gene KIR2DL4: 1) A primeira
metodologia subestima a frequéncia de possiveis individuos heterozigotos para a auséncia
do gene em um dos cromossomos, levando a um excesso de homozigotos em algumas
populacdes; 2) A segunda metodologia empregada superestima a presenca do alelo nulo
em heterozigose; 3) A terceira metodologia assume que as populacdes estdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg para a estimativa das freqiiéncias alélicas. Viés nas estimativas pode
ocorrer caso as populagdes estudadas ndo estejam em equilibrio.

Utilizando o mesmo raciocinio mencionado na discussao do gene KIR2DL4, através
da comparagdo com dados de marcadores microssatélites, a terceira metodologia
empregada foi julgada a mais adequada para determinag&o das frequéncias alélicas.

As comparagdes inter-populacionais através da estatistica Fst mostraram que as
populacdes Awa-Guaja e Araweté apresentam uma diferenciacdo inter-populacional mais
acentuada do que demais Como mencionado para o l6écus KIR2DL4, a diferenciagédo
populacional encontrada para as tribos Awa-Guaja e Araweté podem indicar que 0s
recentes declinios populacionais sofridos por essas duas tribos tiveram consequéncias
mais pronunciadas na distribuicdo das frequéncias alélicas do que se observa nas outras
populacdes indigenas. As populagbes Surui e Ticuna também sdo um pouco mais
diferenciadas das demais e esses resultados apontam para uma diferenciacdo entre

populacdes Amazbdnicas mais a oeste do continente quando comparadas com as



117

popula¢gdes mais a leste. Esses resultados corroboram estudos prévios que mostram que
populacbes do oeste da América do Sul apresentam maior diversidade do que as
populagdes do leste do continente (TARAZONA-SANTOS et al., 2001). Comparacfes com
marcadores microssatélites nessas populacdes, como foi realizado para os dados das
analises do gene KIR2DL4, poderédo fortalecer essa hipotese.

Para as andlises de diferenciacdo inter-populacional, assim como para 0S
resultados obtidos para o gene KIR2DL4, as trés metodologias de estimativa de
frequéncias alélicas trazem resultados bastante similares, mostrando que os dados de
comparacdo inter-individual discutidos aqui séo bastante confiaveis independentemente do
método ultizado.

A Ultima parte do trabalho investigou se ha evidéncias de atuacdo de selecéo
natural no gene KIR3DL1/S1. As analises de desvio de neutralidade para a auséncia e
presengca dos aldtipos KIR3DL1 e KIR3DS1 mostraram desvios significativos de
neutralidade para as tribos Assurini, Xikrin e Karitiana, indicando que a selecdo natural vem
mantendo os dois alotipos em frequéncias intermediarias nessas populagdes. O fato de ter
se encontrado desvio em direcdo a um excesso na taxa de heterozigose em quase todas
as tribos analisadas (exceto para a tribo Araweté), embora n&o significativo, reforca a idéia
de sele¢&o natural atuando nessas populacées.

A aplicacdo do teste D de Tajima revelou desvio de neutralidade significativo para
os Ticuna, apresentando um valor de D positivo. Esse resultado pode indicar que além da
manutencdoo dos aldtipos desse gene, a selecdo natural também est4 atuando para
manter diferentes linhagens do al6tipo KIR3DL1 nessa populacéo.

NORMAN et al. (2007) mostraram que trés diferentes linhagens, duas linhagens do
alétipo inibidor KIR3DL1 (*015 e *005) e uma linhagem do al6tipo KIR3DS1, evoluiram sob
acdo de selecao natural, levando as trés linhagens a adquirirem especificidades de ligagédo
diferentes. Estudos funcionais corroboram as conclusbes desses autores mostrando
inibicdo ou citotoxidade diferencial quando diferentes alotipos de KIR3DL1 s&o desafiados

com seu respectivo ligante YAWATA et al., 2006; THANANCHAI et al., 2007).
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No presente trabalho, nés verificamos que a maioria das populacbes tendem a
manter um balango entre duas principais linhagens descritas por NORMAN et al. (2007)
representadas aqui pelos alétipos de KIR3DL1 e KIR3DS1. Ja o valor de D de Tajima
positivo na tribo Ticuna mostra o papel da selecdo natural também mantendo diferentes
linhagens para o al6tipo KIR3DL1.

O fato de no presente trabalho ter se encontrado assinatura de selec¢édo natural em
populacdes Amerindias corrobora a idéia de que a manutencao desse padrdo seja
ancestral e a importancia da manutencdo do balango entre os perfis ativadores e
inibidores, além da manutencgéo de diferentes alelos do alétipo KIR3DL1. Entretanto, o fato
de ndo encontrarmos 0 mesmo padrdo em todas as popula¢des pode evidenciar o papel da
demografia no padréo de variacdo encontrado.

Outra possivel explicacdo para esse cendrio € que para populacdes indigenas,
principalmente as da regido Amazbnica, ha um desvio de regime seletivo nesse gene em
direcdo a selecdo direcional, verificado pela alta frequéncia de individuos portadores do
aldtipo KIR3DS1 em populacdes. Nesse segundo caso, o perfil mais ativador estaria sendo
favorecido. Perfis KIR ativadores sdo importantes em contextos de infec¢cdes (BASHIROVA
et al., 2006). E sabido que populacées Amerindias sofreram com epidemias trazidas por
populacdes européias no periodo de colonizagdo e algumas tambem sofreram com o
contato mais recente. Dessa forma, perfis ativadores seriam importantes e selecionados
positivamente.

Devido a essas caracteristicas, uma hipétese provavel € que as epidemias que
atingiram o continente americano tenham deixado impacto seletivo, causando um aumento
de frequéncia de perfis KIR ativadores. Entretanto, a medida que os efeitos dessa presséo
seletiva foram sendo minimizados, um balancgo entre os perfis ativadores e inibidores vem

sendo restaurado.
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6.3. CONSIDERACOES SOBRE AS ANALISES DO GENE HLA-G

Apesar de ter sido primeiramente descrito em células de placenta e por muitos anos
ter se acreditado ter como Unica fungéo a protecdo do feto na gravidez, os Ultimos anos de
pesquisa com o gene HLA-G tem revelado que ele apresenta uma importante fungéo na
regulacéo do sistema imune (CAROSELLA et al., 2008).

O fato de HLA-G apresentar uma regido codificadora bem menos polimérfica do
gue os genes HLA classicos e evidéncias de que sua expressdo deve estar sob intenso
controle e regulagéo, fez com que grande atencéo fosse dada a estudos com as regides
reguladoras desse gene.

A regidao promotora do gene HLA-G é Unica entre os genes HLA, na qual varios
elementos cis-reguladores sao deletados ou modificados (SOLIER et al., 2001) Andlises
dessa regido em populagdes mostraram que muitos dos polimorfismos descritos coincidem
com ou estdo perto de sitios de ligacao a fatores de transcricdo, indicando que esses
podem influenciar a expressao de transcritos de HLA-G. Essa regidao também tem alta
diversidade nucleotidica e evidéncia de acdo de selecdo balaceadora, mantendo na
espécie humana duas linhagens de promotores divergentes que podem ter atividades
promotoras diferentes (TAN et al., 2005). A regido 3'UTR do gene HLA-G também
apresenta polimorfismos associados com diferencas na expressdo da molécula
[ROUSSEAU et al. (2003); VEIT et al., (2009)], alta diversidade nucleotidica (sendo esta
mais alta do que o estimado para os exons 2, 3 e 4 juntos) (ALVAREZ et al., 2009) e
hipoteses sobre a acdo de selecdo balanceadora atuando também em um polimorfismo
contido nessa regido (MENDES-JUNIOR et al., 2007).

Diante das caracteristicas marcantes das regides reguladoras do gene HLA-G, o
presente trabalho teve o intuito de fazer uma investigacdo dessas regibes em populacdes
Amerindias a fim de tentar contribuir para um melhor entendimento da histéria evolutiva
dessas regifes. Os resultados aqui encontrados nos levaram a um estudo mais amplo

dessas regides em uma populacdo européia, culminando com um estudo de associacao
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entre 0os polimorfismos descritos para essas duas regides e diferencas nos niveis de
expressao da molécula.

A primeira parte do estudo caracterizou a variabilidade da regido promotora desse
gene em populacdes Amerindias. Os resultados de seqlenciamento mostraram a
presenca de 25 polimorfismos nessa regido, muitos dos quais localizados perto ou dentro
de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo, em concordancia ao jA encontrado para
outras populagdes mundiais analisadas.

Os resultados das andlises haplotipicas mostraram que o0s haplétipos mais
frequentes encontrados nas populagbes Amerindias também s&o compartilhados com
outras populacdes mundiais estudadas. Além disso, as andalises dos haplétipos em
populacdes Amerindias mostram que eles estdo enquadrados nas duas linhagens
previamente descritas por TAN et al. (2005), reiterando a importancia dessas duas
linhagens alélicas para o I6cus HLA-G.

Para verificar se em populacdes Amerindias também sdo encontrados sinais de
selecdo balanceadora na regido promotora, nés aplicamos o teste D de Tajima. Os
resultados apontaram para um D positivo, indicando a influéncia de sele¢do balanceadora
no padrdo de variacdo encontrado também em populacdes Nativo-Americanas. Além disso,
observamos altos niveis de variacdo nucleotidica, cerca de 10 vezes mais elevado que a
média para o genoma humano.

O fato de termos encontrado retencdo de um montante substancial de diversidade
alélica, mesmo em populagbes que sofreram perda de heterozigose, como é o caso das
populacdes Nativo-Americanas, é compativel com a hipétese de que a selegéo
balanceadora vem mantendo a variabilidade dessa regido génica também nas populacfes
Nativo-Americanas. Entretanto, n&o podemos descartar que os resultados aqui
encontrados sejam um sinal antigo de selecdo que ainda ndo foi apagado nessas
populacgoes.

No presente estudo também investigamos a variabilidade populacional do

polimorfismo de 14pb em populagbes Nativo-Americanas. Um estudo prévio feito em
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populagbes indigenas da Amazbnia sugere uma leve tendéncia de acdo de selecdo
balanceadora atuando no polimorfismo de 14pb localizado na regido 3’'UTR do gene HLA-
G nessas populacdes (MENDES-JUNIOR et al., 2007). Entretanto, os autores sugerem a
necessidade de que mais populacbes fossem analisadas para tentar elucidar os
mecanismos envolvidos na manutencao da variabilidade desse polimorfismo.

Os resultados obtidos neste trabalho (que contempla popula¢des indigenas de todo
o continente Americano) mostram que todas as popula¢cdes Amerindias apresentam ambos
os alelos de insercdo e delecdo. Para testar se ha um desvio de neutralidade, o teste de
Ewens-Watterson foi aplicado. Os resultados, apesar de nao significativos, apontam para
um excesso de desvios na direcéo de taxas de heterozigose maiores do que esperada sob
0 modelo de neutralidade e equilibrio populacional

O conjunto de populacdes apresenta um significativo viés na direcdo de excesso de
heterozigose, indicando uma possivel acdo de selecdo balanceadora nesses polimorfismos
em populacdes indigenas de todo o continente Americano.

Uma vez que variagdes em regifes regulatorias sdo alvo de sele¢cdo natural em
varios genes do sistema imune, investigamos a variagdo na regido 3’'UTR do gene HLA-G
e se a mesma esta sob agéo de selecdo natural através do sequenciamento de individuos
de uma populacdo urbana européia. Para tanto, o teste D de Tajima foi aplicado e mostrou
um valor de D positivo significativo.

Dados de andlise de seqienciamento nessa regido em populacdes européias
apontam para uma alta diversidade nucleotidica (ALVAREZ et al., 2009), embora nesse
estudo, testes de neutralidade néo tenham sido aplicados, deixando em aberto a questao
de uma possivel acdo de selecdo natural mantendo essa alta diversidade nucleotidica.
Andlises de desvio de neutralidade dessa regido em uma populacdo urbana brasileira ndo
revelaram resultados significativos nos testes de Ewens-Watterson e D de Tajima.
Entretanto, os autores chamam a atencdo para o fato de que esses resultados podem
estar mascarados pela histéria da populagdo (CASTELLI et al., 2010). No presente estudo,

nés demonstramos evidéncia de selegédo natural atuando na regido 3’'UTR do gene HLA-G,
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indicando que assim como a regido promotora, a regidao 3’UTR de HLA-G também mostra
evidéncia de selecao balanceadora influenciando o padrao de variagéo encontrado.

Além da caracterizagcdo da regido 3'UTR, a regido promotora também foi
sequlienciada nessas amostras com o intuito de ver a relagdo entre a variacdo encontrada
na regido promotora e 3'UTR. Os hapl6tipos conjuntos foram inferidos e mostraram a
presenca de dois haplétipos mais freqlientes nessa populacdo com uma combinacao
oposta de alelos na maioria das posi¢cdes analisadas, mostrando uma grande divergéncia
entre ambos, que pode estar relacionado com atividades reguladoras distintas.

O fato de termos encontrados dois haplétipos mais frequientes tao diferentes aponta
para o fato de que nédo s6 a regido promotora, mas, toda a regido reguladora do gene HLA-
G, mantém duas linhagens divergentes, possivelmente relacionadas a manutencdo entre
alta e baixa expressao da molécula. Esses resultados também apontam para a idéia de
gue mais do que os SNPs individuais, a associacéo entre eles é determinante na regulagéo
da expressado. Os dados de andlise de desequilibrio de ligag&o entre os polimorfismos, que
mostram um alto desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos, ajudam a reforgar essa
idéia.

No presente trabalho nos também analisamos possiveis associacdes entre 0s
polimorfismos individuais encontrados e variagfes nos niveis de expressdo da molécula
HLA-G. Andlises dos SNPs individuais ndo mostraram associagdo dos mesmos com 0S
diferentes niveis de expressdo. Esse resultado também reforca a idéia de que muito mais
do que SNPs individuais, a combinacdo desses SNPs em diferentes hapl6tipos é

responsavel pela variacdo dos niveis de expressao encontrados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos recentes tém mostrado que muitos genes na espécie humana foram alvo
de selegéo natural (AKEY et al 2002; VOIGHT et al, 2006; MYLES et al, 2007). A origem
deste grande interesse € aprender mais sobre 0s processos evolutivos que moldaram a
variabilidade genética em popula¢cdes humanas e em outros organismos, alem de fornecer
informagOes relevantes a respeito da importdncia funcional das regifes analisadas
(NIELSEN, 2005a).

Dentre as categorias de genes que mostram grande influéncia da acéo de selecdo
natural, os genes do sistema imune aparecem em destaque (ANDRES et al., 2009).
Grande interesse também tem sido voltado para estudos de selecdo natural em regides
reguladoras, as quais tém demonstrado apresentar um importante papel na evolugéo
adaptativa (WRAY et al., 2007).

Apesar do crescente conhecimento envolvendo estudos de selegdo natural em
populacdes humanas, os mesmos tratam a variagdo genética humana numa escala global
contemplando, na maioria das vezes, populacdes em escalas geogréaficas maiores, o que
permite poucas inferéncias sobre a historia evolutiva mais recente, como é o caso da
diferenciacdo das populacbes Amerindias. Dessa forma, estudos com populacdes
Amerindias podem contribuir significantemente para ampliar o conhecimento de como a
selecdo natural vém moldando os padrdes de variacdo em populacdes humanas. Além
disso, estudos de selecao natural nessas populacbes sdo interessantes devido a sua
histéria demografica e a ocupacdo de um novo ambiente que pode ter trazido novas
pressbes seletivas, tais como contato com novos patdgenos, motivando o estudo de genes

de sistema imune nessas populacoes.
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Dessa forma, o presente trabalho investigou questdes relativas ao papel da selecéo
natural na histdria evolutiva de genes de func¢do imunolégica em populagdes Amerindias,
tais como: 1) Se genes que apresentam evidéncias de selecdo natural globalmente
também apresentam o0 mesmo padrdo em Amerindios; 2) Se o padrdo de variacdo
encontrado traz informacoes sobre a forma como a sele¢cdo e processos demograficos
interagem; 3) Se genes do sistema imune aqui estudados apresentam um padrdo de
variagao distinto da média genémica.

A primeira parte do trabalho consistiu do estudo de dois genes KIR. Para o gene
KIR2DL4 foram encontramos sete alelos em populagbes Amerindias, sendo um deles
descrito pela primeira vez no presente trabalho. Os alelos encontrados em populagtes
Amerindias também s&o compartiihados por populacdes n&o-Amerindias. Apesar de
compartilharem os mesmos alelos, comparacdes de diferenciagdo inter-populacional
mostraram que 0s grupos populacionais de diferentes regies geograficas apresentam
diferencas significativas nas frequéncias dos alelos encontrados, sugerindo que diferentes
alelos podem estar sendo favorecidos em diferentes regiées geogréficas.

Evidéncia de selecdo natural atuando no gene KIR2DL4 foi de fato observada em
populacdes indigenas da Amazbnia, nas quais as populacdes Arara e Assurini
apresentaram um valor de D positivo significativo, compativel com efeito de selegéo
balanceadora.

Para o gene KIR3DL1/S1, as analises de frequéncia dos portadores dos al6tipos
KIR3DL1 e KIR3DS1 mostraram que para populacdes Amerindias, especialmente, para as
populacdes indigenas Amazobnicas, o alotipo KIR3DS1 € mantido em altas frequéncias,
sugerindo um efeito seletivo favorecendo o al6tipo ativador nessas populacdes. Entretanto,
resultados prévios com marcadores microssatélites mostram que populagées Amerindias
apresentam alta diferenciacdo em relacdo as demais populacdes do mundo, resultado
coerente com o gargalo populacional associado a ocupacgédo do continente (WANG et al.,
2007). Dessa forma, o padrdo observado também é compativel com essa recente histéria

demografica.
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A caracterizacao alélica do al6tipo KIR3DL1 nas populacdes Amerindias revelou a
presenca de 7 alelos. Os dados de frequéncias dos alelos mostram que os alelos
encontrados aqui sdo um subconjunto dos alelos encontrados em populacfes Asiaticas,
condizente com a histéria evolutiva das populacbes Amerindias.

Evidéncias de atuacdo de selecao natural no gene KIR3DL1/S1 foram encontradas
em popula¢cdes e mostraram que a selecéo atua em dois niveis diferentes de variacao: (1)
as andlises para a auséncia e presenca dos al6tipos KIR3DL1 e KIR3DS1 mostraram
desvios significativos de neutralidade para as tribos Assurini, Xikrin e Karitiana, consistente
com a sele¢cdo natural mantendo os dois al6tipos em frequéncias intermediarias nessas
populacdes; (2) através da manutencdo de diferentes linhagens do alotipo KIR3DL1,
verificada na tribo Ticuna na qual encontramos desvio de neutralidade significativo com um
valor de D positivo.

NORMAN et al. (2007) mostraram que trés diferentes linhagens, duas linhagens do
alétipo inibidor KIR3DL1 (*015 e *005) e uma linhagem do al6tipo KIR3DS1, evoluiram sob
acdo de selecao natural, mostrando que a selecdo balanceadora no I6cus KIR3DL1/S1 é
antiga. Dessa forma, as assinaturas de sele¢do natural encontradas em populacdes
Amerindias refletem o padréo global encontrado para esse gene. Entretanto, a auséncia de
evidéncia de selecdo natural em algumas populagfes estudadas pode ser consequéncia
de dois processos: 1) A histéria demogréfica recente das populacfes resultou em deriva
genética suficientemente intensa para causar grande diferenciagdo genética, dessa forma,
apagando o sinal de selecdo papel da demografia no padrédo de variacdo encontrado;
alternativamente, o préprio regime de selecdo pode ter sido alterado, com um desvio de
regime seletivo nesse gene em direcdo a selecdo direcional, favorecendo o o alétipo
KIR3DL1.

Uma forma de compreender melhor os padrdes de variacdo encontrados para os
genes KIR2DL4 e KIR3DL1/S1 é analisar esses dois genes conjuntamente e contextualiza-
los em haplétipos através das andlises de presenca e auséncia dos demais genes do

complexo. Apesar de termos analisados esses dois genes individualmente, eles estdo
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localizados proximos fisicamente e analises dos haplétipos constituidos pelos alelos desses
dois genes podem fornecer informacoes adicionais sobre os efeitos seletivos e
demograficos atuando na variacdo desses genes. Analises desses genes com 0S seus
respectivos ligantes também podem contribuir para um melhor entendimento de como os
processos evolutivos estdo atuando no padrBes de variacdo encontrados para o gene
KIR3DL1/3DS1. Evidéncias de atuacdo de selecdo favorecendo determinadas
combinagfes de alelos dos genes HLA-B e KIR3DL1/3DS1, mostrando o papel da co-
evolugao entre receptor-ligante tem sido mostradas (SINGLE et al., 2007; NORMAN et al.,
2007).

Regibes reguladoras sob acdo de selegdo natural também foram analisadas no
presente trabalho. As regides promotora e 3’UTR do gene HLA-G foram investigadas para
acdo de selegdo natural. Evidéncia de selecdo natural atuando na regido promotora desse
gene ja havia sido documentada em populagoes Euro-Americanas, Afro-Americanas e
Chinesa e no presente trabalho foi mostrada evidéncia de agdo de sele¢éo natural atuando
na regido promotora do gene HLA-G em populacoes Amerindias. Entretanto, ndo é
possivel diferenciar se esse sinal ocorreu no passado e persiste nas populagfes atuais,
mesmo na auséncia de selecdo, ou se a selecdo natural atua na regido promotora em
populacdes Amerindias atualmente.

A regiao 3UTR do gene HLA-G também foi investigada através da andlise de um
polimorfismo especifico (polimorfismo de 14pb) em populacoes Amerindias e também
através do sequenciamento da regido 3'UTR em uma populacéo européia. Em ambos os
casos, evidéncia de selegdo natural foi encontrada para a regido 3'UTR.

Além das andlises das regides promotora e 3’'UTR individualmente, haplotipos
formados pela combinagcdo dos polimorfismos nas duas regides foram inferidos. Os
resultados das andlises conjuntas mostraram a presenca de dois haplétipos mais
frequentes que apresentam grande divergéncia na combinacdo de alelos na maioria das
posi¢Bes analisadas. O fato de termos encontrados dois haplétipos tdo divergentes e que

correspondem aos dois haplotipos mais frequentes aponta para o fato de que ndo s6 a
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regidao promotora, mas, também, a regido 3'UTR do gene HLA-G mantém duas linhagens
divergentes, possivelmente relacionadas com a manutencao entre alta e baixa expressao
da molécula. A analise de desequilibrio de ligacao entre os polimorfismos mostrou uma alta
associacao entre os sitios dessas duas regides do gene, reforcando essa idéia.

Por altimo, associacBes entre os polimorfismos individuais encontrados e variacdes
nos niveis de expressdo da molécula HLA-G foram analisadas. Andlises dos SNPs
individuais ndo mostraram associagdo desses com as diferengas nos niveis de expressao,
0 que pode indicar que a regulagcdo entre alta e baixa expressdo dessa molécula esta
relacionada com o efeito combinado dos polimorfismos ao invés de polimorfismos
individuais.

Juntos esses resultados mostram que as regides promotora e 3 UTR apresentam
um padrdo de variagdo indicativo de selecdo natural balanceadora e que as duas regides
estdo altamente associadas, possivelmente para manter um balango entre atividades
reguladoras diferentes.

O presente trabalho teve como importante desafio o fato de trabalhar com genes
cuja metodologia de genotipagem nao permite a inferéncia de possiveis haplétipos com
auséncia do gene, fato muito comum nos genes KIR para os quais h& variagcdo de
presenca e auséncia de genes especificos. Trés metodologias para estimar as frequéncias
alélicas desses genes foram testadas. A metodologia baseada em méxima-
verossimilhanca foi julgada a mais adequada, por nédo introduzir os vieses extremos de
excesso e deficiéncia de homozigose, observados nos métodos 1 e 2. A plausiabilidade
biologica de que ndo h& tais desvios foi apoiada na observacdo de dados de
microssatélites genotipados para as mesmas populacbes. E interessante notar que as
andlises de comparacéo inter-populacional e testes de neutralidade ndo foram sensiveis ao
método escolhido, mostrando que apesar da limitagdo metodoldgica, as inferéncias feitas
no presente trabalho séo robustas.

No presente trabalho nos também tentamos lidar com o desafio de se trabalhar com

populacdes cuja historia demogréfica € complexa e inclui eventos recentes de gargalos
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populacionais. A abordagem usada foi comparar os dados para os genes aqui analisados
com dados para marcadores neutros (que sao informativos sobre como a demografia
moldou a variacdo nas populacdes). Essas compara¢cdes permitiram algumas conclusoes,
tais como: (1) Em populacbes Amerindias, desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg séo,
em meédia, pouco freqlentes, permitindo a confiangca na abordagem de estimativa de
frequéncias alélicas que assume que populacbes estdo em equilibrio, (2) Efeitos de
gargalo recente foram mais pronunciados nas populacdes Awa-Guaja e Araweté,
mostrando que as altas diferengas entre essas e as demais, nas analises dos genes KIR,
sdo provavelmente consequéncia de efeitos demograficos, (3) A diversidade do gene
KIR2DL4 esta correlacionada com a diversidade dos marcadores neutros, mostrando que a
demografia tem um papel importantissimo na modulacdo da diversidade dessas
populacdes; (4) Nao ha uma correlagédo clara entre diversidade dos marcadores neutros
com os resultados dos testes de neutralidade para o gene KIR2DL4, mostrando que a
demografia ndo é suficiente para explicar todos os padrdes encontrados, corroborando a
idéia de que os sinais seletivos encontrados nas populagbes Amerindias sdo de fato

evidencia de agéo de selecdo natural atuando nesse locus.



129

8. RESUMO

Sinais de pressédo seletiva tém sido descritos em varios genes. Dentre esses, 0s genes
do sistema imune parecem ser um importante alvo de sele¢&o natural. Diversos estudos
tém demonstrado a atuacdo de pressdes seletivas também modulando o padrdo de
diversidade de regides reguladoras. Populagdes Amerindias possuem uma historia
evolutiva relativamente recente, com processos demograficos marcantes e novos
desafios ambientais trazendo diferentes pressdes seletivas. Dessa forma, elas oferecem
Otimas oportunidades para estudos de sele¢cdo natural. Com o intuito de ampliar os
conhecimentos sobre como a sele¢édo natural vem atuando nas popula¢cées humanas, o
presente estudo propés uma analise populacional de trés loci de fungdo imunolodgica,
caracterizados previamente como alvos de selecdo, em populacées Amerindias: dois
pertencentes ao complexo KIR (KIR2DL4 e KIR3DL1/S1) e regibes regulatérias do gene
HLA-G. Evidéncias de acédo de sele¢cdo balanceadora em populagdes Amerindias foram
encontradas para os genes KIR2DL4 e KIR3DL1/S1. Para KIR3DL1/S1 foram
observadas evidéncias de selecdo natural atuando em dois niveis diferentes de
variagdo: (1) para a auséncia e presenca dos alétipos KIR3DL1 e KIR3DS1 e (2) para a
manutencédo de diferentes linhagens do alétipo KIR3DL1. Comparacdes da diversidade
do gene KIR2DL4 com marcadores autossdmicos mostram que 0S processos
demograficos tém um importante papel na modulacdo da variabilidade genética
observada nessas populagbes, mas ndo explicam todos os padrdes de variacdo
encontrados. Os resultados de analises das regides promotora e 3’'UTR do gene HLA-G
mostraram evidéncias de sele¢do balanceadora atuando na regido promotora em
populagdes Amerindias e na regido 3'UTR em uma populagdo européia. Além disso,
andlises dessas duas regifes conjuntas mostraram que essas estdo altamente
associadas e dois haplotipos divergentes em alta frequéncia foram encontrados, 0s
quais podem estar relacionados com diferentes atividades reguladoras. Andlises dos
SNPs encontrados nas regides reguladoras do HLA-G ndo mostraram associacdo com
diferencas nos niveis de expressdo da molécula. Esse resultado sugere que mais do
gue SNPs individuais, a combinacdo desses SNPs em diferentes haplétipos é

responséavel pela variacdo dos niveis de expressao da molécula HLA-G.
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9. ABSTRACT

The diversity of several genes has been explained by the action of natural selection.
Among them, the immune system genes are highlighted. In addition, several studies
have demonstrated the action of selective pressure modulating the diversity of regulatory
regions. Amerindian populations have a relatively recent evolutionary history, with
remarkable demographic processes and new environmental challenges with different
selection pressures. Therefore, those populations are excellent candidates for studies of
natural selection. In order to broaden the knowledge of how natural selection has been
acting in human populations, this study proposed a population analysis of three loci,
previously characterized as targets of selection in Amerindian populations: two from the
KIR complex (KIR2DL4 and KIR3DL1 / S1) and regulatory regions of HLA-G. Evidence
of action of balancing selection in Amerindian populations was found for KIR2DL4 and
KIR3DL1/S1 genes. For KIR3DL1/S1 gene were observed evidences of natural selection
acting on two different levels of variation: (1) absence and presence of KIR3DL1 and
KIR3DS1 allotypes and (2) maintenance of different strains of KIR3DL1 allotype.
Correlations between the diversity of KIR2DL4 and autosomal markers show that the
demographic processes have an important role in modulating the genetic variation
observed in these populations, but do not explain all the variation patterns found. The
results of analysis of promoter regions and 3'UTR of the HLA-G gene revealed evidence
of balancing selection acting at the promoter region in Amerindian populations and at the
3'UTR region in a European population. Furthermore, the analysis of these two regions
together showed that t both are highly related and divergent haplotypes at high
frequency were found, which may be related to different regulatory activities to maintain
a balance of high and low expression of the gene. Analyses of SNPs found in the
regulatory regions of HLA-G were not associated with differences in expression levels of
the molecule. Together, these results suggest that the effetcs of individual SNPs in the
regulatory region of the HLA-G gene are not independent and balancing selection has

mainteined these lineages.
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ANEXO

PROJETO ADICIONAL: Andlise populacional do GENE MC1R

Além do estudo dos genes KIR e HLA-G, o presente projeto de doutorado também
propbs estudar a variacdo da regido codificadora do gene MC1R em populacbes
Amerindias. Os dados para a analise desse gene foram gerados e analisados durante o
periodo de doutoramento. Entretanto, como esse gene esta relacionado com pigmentacao,
ficando fora do contexto adotado na presente tese (selecédo natural em genes do sistema
imune), optamos por transformar esse capitulo em um manuscrito para submisséo e inclui-
lo na presente tese como um projeto adicional. Assim, apresentamos uma tese dentro de
um grande tema central sem desmerecer a importancia e o tempo dedicado ao estudo
desse gene durante os quatro anos de doutoramento.

A seguir, apresentamos uma cépia do manuscrito referente ao estudo do gene
MC1R em populacdes indigenas americanas. Além do gene MC1R, o manuscrito analisa
um polimorfismo no gene MATP, cujos dados foram obtidos no laboratério da Professora

Doutora Regina Célia Mingroni Netto.
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ABSTRACT

Skin pigmentation is one of most diverse human phenotypes and varies across human
populations. The correlation between the skin pigmentation and sunlight suggests that the
variation in pigmentation is due adaptation to different ultraviolet radiation. Some MC1R and
MATP variants have been associated with normal skin variation and, therefore, good
candidates to studies of evolution of skin pigmentation as well as the study of Amerindian
populations that show darker skin pigmentation when compared with their ancestors. In this
study, we resequence the entire coding region of the MCI1R gene and the C394G
polymorphism in the MATP gene in Amerindian populations. We found seven variants in the
MC1R gene, five of them are non-synonymous sites (Leud4His, Argl63Glin, Alal81Thr,
Pro268Leu and Ala299Se) and two are synonymous sites (Asp42 and Thr314). Five of the
seven variants found (Asp42, Leud4His, Alal81Thr, Pro268Leu and Ala299Se) have been
not reported previously. We also find eight MC1R haplotypes. When compared the
frequencies of these alleles between Amerindian and Asian populations. We found that they
are very similar, mainly because of the sharing of the Arg163GIn allele in high frequencies.
For the MATP polymorphism, the allele G is almost fixed in Amerindian populations. Asian
populations also present this allele in high frequency. Though has been postulate that the
MC1R and MATP gene are correlated with variation in skin pigmentation, our results
demonstrated that variants in MC1R gene and the C394G MATP polymorphism cannot

explain the morphological difference between Amerindians and Asian populations.
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INTRODUCTION

The correlation between skin pigmentation and incident ultraviolet radiation (UV)
suggests that sunlight is one of the most important environmental variables shaping normal
pigmentation variation, leading to adaptive hypotheses for variation in pigmentation
(Jablonski and Chaplin, 2000).

Over the last decade remarkable progress has been made in understanding the genetic
basis of pigmentation and currently several loci that contribute to normal variation in
pigmentation have been detected (reviewed in McEvoy et al., 2006). Recent studies have
shown evidence for positive selection associated to the transition of dark to light skin,
leading to large haplotypes of low variation or large Fst values surrounding loci involved in
pigmentation. Interestingly, this transition appears to have involved different loci in
Europeans (e.g. TYRP1, SLC24A5, MATP, MYO5A) and Asians (e.g., ADAML17,
ADAMTS20). The functional argument underlying this scenario is that darker skin is favored
in regions of high ultraviolet radiation (UVR) due to its protection against sunburn and skin
cancer, but that at higher latitudes individuals with lighter pigmentation were favored by
experiencing increasing penetration of UVR, allowing sufficient vitamin D photosynthesis
(reviewed in McEvoy et al., 2006).

The first gene discovered to be associated to normal skin pigmentation variation was
the Melanocortin 1 Receptor gene (MC1R) (Harding et al., 2000). The MC1R protein is a
cell-surface receptor of melanocytes and a major player in the melanin production pathway,
regulating the switch between the production of eumelanin (red/yellow melanins) and
pheomelanin (brown/black melanins) (Makova and Norton, 2005). The MC1R gene is highly
polymorphic in humans, shows high association to the red hair color (RHC) phenotype (Box

et al., 1997; Sturm et al., 2003), and has increased polymorphism in European as compared
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to African populations (Rana et al., 1999; Harding et al., 2000). The high diversity of MC1R
in European populations, along with the high number of non-synonymous polymorphisms
found in these populations, has been interpreted as an evidence for diversifying selection
acting in Europeans (Rana et al., 1999), which would favor lighter skin in regions of low UV
incidence due to loss-of-function mutations in the MC1R gene. However, the same finding
has also been interpreted to be a consequence of relaxed functional constraints in regions of
low UV incidence, where deviation from normal eumelanin production is tolerated (Harding
et al., 2000).

A second locus associated with variation in normal pigmentation is the Membrane
Associated Transporter Protein locus (MATP), whose product plays a role in the trafficking
and intracellular processing of the tyrosinase (TYR), which catalyzes the first two steps in
the melanin synthesis pathway (Costin et al., 2003). MATP gene polymorphisms are
associated to variation of normal human skin, hair end eye color, with two alleles, C374G
and G272A are significantly associated with dark hair, skin and eye color in Europeans (Graf
et al., 2005).

While much of the investigation on the role of selection on genes involved in skin
color has focused on the transition from dark to light skin, Amerindians offer an opportunity
to investigate change towards darker pigmentation. Jablonski and Chaplin (2000) showed
that four Native America populations (the Caingang and Guarani of Brazil, and the Maranon
and Nunoa of Peru) had lower reflectance values than Asian populations included in the
survey (Cambodian, Southern Chinese, Tibetan, Japanese, Nepalese, and Vietnamese). In the
present study, we investigate the genetic variability of two well documented pigmentation
genes (MC1R and MATP) in Amerindians, by resequencing of the entire coding region of the
MCI1R gene and by genotyping of the C374G polymorphism of the MATP locus. Our goal is

to characterize the diversity of the MC1R and MATP genes and to investigate if the transition
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from lighter to darker skin, observed in the contrast between Amerindians and North-East
Asians, is correlated to variability in these genes. Our samples include populations from

Eastern Amazonia and the Andes, which are regions with high UV incidence.
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MATERIALS AND METHODS

Population samples and DNA extraction

We analyzed DNA samples from 82 individuals for MC1R and 60 for MATP genes
(Table 1). Samples are curated by the Laboratory of Human and Medical Genetics of
Universidade Federal do Para, Brazil (Arara do Laranjal, Arara do Iriri, Kayapo, Krokaimoro,
Parakana, Katuena Zoe, Waiampi and Awa-Guaja ); Laboratory of Human Molecular
Genetics of Universidade Federal do Parana, Brazil (Guarani-Kaiowa, Guarani-Nandeva,
Guarani-Mbia, Ache and Kaingang ); Departament of General Biology of Universidade
Federal de Minas Gerais, Brazil (Quechua population), Department of Genetics of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil (Guaymi, Zoro, Lengua, Xavante, Bribri,
Guatuso, Kuben-Kran-Keng), and The Galton Laboratory, University College London,
United Kingdom (Arhuaco). Appropriate consent was obtained from tribes to use the DNA in

genetic and anthropological studies.

Amplification and sequencing of MC1R gene

The nucleotide sequence of MC1R gene (a single 954 bp exon) was obtained using a
nested polymerase chain reaction (PCR) and direct sequencing method. The primers for
amplification and sequencing were based on Box et al. (1997).

All nucleotide polymorphisms were confirmed by using sequencing primers in both
directions. Sequences were analyzed using the program package Phred/Phrap/Consed (Ewing
and Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998).

For novel mutations found in the present study, a second round of amplification and

sequencing was performed to validate the findings.
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Amplification and genotyping of MATP gene

For the identification of the C374G polymorphism in the MATP gene (1122G>C), the
MegaBace SNUPe genotyping kit (Amersham Biosciences) was employed. Products of the
SNUPe reactions were purified with AutoSeq96 Dye Terminator clean-up kit (Amersham
Biosciences) and were analysed with the MegaBACE 1000 DNA analysis system

(Amersham Biosciences).

Data Analysis

Allele frequencies were obtained by direct counting and Hardy-Weinberg equilibrium
was assessed using the Guo & Thompson’s method (1992), implemented in ARLEQUIN v.
3.1 (Excoffier et al., 2005). The same software was used to perform the Tajima’s D and Fu’s
Fs tests. Comparisons of the allelic frequencies between Asian and Amerindians populations

to test for population differentiation were performed via contingency tables.



158

RESULTS AND DISCUSSION

The entire coding sequence of the MC1R gene was sequenced in 82 individuals.
Compared to the human consensus sequence (Rana et al., 1999), our samples differed at five
non-synonymous sites (Leu44His, Arg163Glin, Alal81Thr, Pro268Leu and Ala299Se) and
two synonymous sites (Asp42 and Thr314). The Arg163GIn and Thr314 variants have been
previously reported in several human populations, but the other five mutations were found
for the first time in our study. Only the Arg163GIn mutation was found at high frequencies
(with the A allele found at an overal frequency of 74%). All others were restricted to single
individuals or to very closely related family members (Table 2).

Argl163GIn mutation is also the most frequent variant observed in Asian populations
(65.5%), a frequency which is substantially higher than that of Europeans (average 3.5%) and
Africans (0.7%) (Gerstenblith et al., 2007). The synonymous variant Thr314 was found in
only one Kaingang individual. This variant is found at high frequencies in Africa (44.44%)
and intermediate frequency in Asia (13.27%) (compiled by Savage et al., 2008).

Among the five new variants in the MC1R gene described in this study, only Asp42 is
synonymous. This variant was only found in individuals of the Arara do Iriri population, with
the derived allele reaching the frequency of 79% in this population. According to Ribeiro-
dos-Santos et al. (1999), oral reports indicate that the individuals who constitute this village
today are descendants from a single couple of siblings who were expelled from the largest
Arara village. Therefore, the high frequency of this allele is a result of founder effect.

The non-synonymous Ala299Ser variant, found in a single individual from the
Mapuera population, coincides with a polymorphic position already described (Ala299Thr).
The variant Pro268Leu was found in homozygosous state in the Kaingang population in a

single individual and the non-synonymous variants Leu44His and Alal81Thr were found in
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individuals in heterozygosous state in the Aché and Guarani-Kaiowa populations,
respectively.

Overall, we observed significant deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium
(p<0.001), with an excess of homozygous genotypes. This deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium is likely a consequence of the fact that our overall sample consists of a pool of
individuals from highly differentiated populations, resulting in an excess of homozygotes
(the Wahlund effect).

We compiled a list of the variants found in East Asian populations (Table 2) and
compared the frequencies of the most frequent variants found in Asian and Amerindian
populations: Val92Met (13.41% and 0%, respectively), Arg163GIn (75.51% and 74%), and
Thr314(13.27% and 1.2%). The frequencies for Argl63GIn did not differ significantly
between Asian and Amerindians populations (p=0.83). The frequencies of Val92Met and
Thr314 differ significantly between the two populations (p<0.01 for both). However,
Nakayama et al. (2006) show that the Val92Met has increased allele frequency in the
Southeast Asian populations, and its frequency decreases in East Asian populations. They
also show that the Val92Met allele arose on a haplotype carrying the Thr314 variant. We
postulate that differences between the allele frequency of these two variants are due
demographic events leading to a recent increase of this haplotype in Asian populations, most
probably after the split of between Amerindians and Asians. Overall, the MC1R allele
frequencies in Amerindian populations are very similar to that of Asian population, mainly
due to the sharing the high frequency variant Argl63GIn. The main differences observed
among these regions concern variants at substantially lower frequencies.

We also determined the haplotypes at the MC1R locus. We found eight different

haplotypes in the samples studied (Figure 1), with the most common MC1R haplotype found
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in Amerindian populations is also common in East Asian populations, (Nakayama et al.,
2006).

We also compared the frequencies between Amerindian populations living in
different UV incidence areas. No difference between allele frequencies were found (data no
showed).

In the present study we found five new variants that show very low frequencies
(except for the Asp42 variant, which shows a high frequency, but is found in a single highly
inbred population, the Arara do Iriri). The new alleles found in this study, due to low
frequencies and the fact that they were found only in the present samples, may be considered
private alleles of Amerindians populations. Private MC1R alleles have also been found in
Asian populations (Nakayama et al., 2006). The presence of private alleles in these
populations may be an indicative of a continued relaxation of functional constraint on the
MCI1R gene in non-African populations, as postulated by Harding et al (2000).

For the MATP gene, a total of 60 Amerindians from different populations were
analyzed for the C374G SNP. The G allele was found at a frequency of 98%. This allele
shows high frequencies in non-Caucasian population, and has been found at a frequency of
89% in Asians (Graft et al., 2005). The C374G SNP at the MATP locus was reported to be
associated with normal variation in pigmentation in a population of European ancestry (Graf
et al., 2005), and valuable as an ancestry informative marker for Europeans (Yuasa et al.,
2004). Our results for the C374G polymorphism are consistent with the idea that the 374*C
allele originated outside of Africa after the divergence of modern Asians and Europeans. Our
results show that for C374G polymorphism there is no significant difference between
Amerindian and Asian populations in their allele frequency.

Although variants in the MC1R and MATP genes show a strong correlation with

normal skin pigmentation variation, we found a lack of differentiation in their variants in
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contrasts between Asians and Amerindians. Recent studies involving characterization of
positive selection in human populations have shown new regions of the genome that have
experienced recent evidence of selection, many of which show strong evidence of
population-specific selective sweeps (Williamson et al., 2007). Population-specific selective
sweeps have been found in several genes related to skin pigmentation, suggesting the
importance of multiple loci in the evolution of skin pigmentation. Therefore, our results
confirm the idea that, despite the influence of MC1R and MATP genes in the variation in
pigmentation of the skin and hair, other genes are involved in the control of pigmentation in
the modifications in pigmentation seen in Amerindian populations .

In summary, in the present study we characterized the variation in the entire coding
region of the MC1R gene and we genotyped the C374G position of MATP in Amerindians
populations, which until this work had been poorly studied. Our goal was to test whether
populations that show a transition to darker pigmentation display an underlying genetic
change at these loci. Comparisons between our results and data from Asian populations show
that there is no marked difference in the allele frequencies in these genes that can explain the
morphological difference in their skin pigmentation. However, low frequency non-
synonymous variants are fairly common in the Americas, and found restricted to individual
populations. The identification and analysis of additional genes involved in human skin
pigmentation will help clarify how the evolution of skin pigmentation in Amerindian

populations took place.
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TABLE 1. Populations considered in this study for the MC1R and MATP genes.

Population Localization Languages  Sample size Sample size
group MCIR MATP
Arara do Laranjal Brazil/Para Karib 10 8
Arara do Iriri Brazil/Para Karib 12 4
Kayapé Krokaimoro Brazil/Para Ge 9 12
Kayapé Xikrim Brazil/Para Ge 3 14
Kayap6 Kuben-Kran-Kegn Brazil/Para Caiapo 1 0
Parakana Brazil/Para Tupi 1 9
Katuena Brazil/Amazonia Karib 4 4
Zoe Brazil/Para Tupi 1 1
Waiampi Brazil/Amapa Tupi 6 5
Awa-Guaja Brazil/Maranh&o Tupi 2 3
Guarani-Kaiowa Brazil/Mato Guarani 3 0
Grosso do Sul
Guarani-Nandeva Brazil/Mato Guarani 3 0
Grosso do Sul
Guarani-Mbia Brazil/Parana Guarani 2 0
Kaingang Brazil/Parana Ge 4 0
Aché Paraguai Guarani 4 0
Guaymi Panama Guaymi 1 0
Zoré Brazil/Mato Guarani 1 0
Grosso
Lengua Paraguai Lengua 1
Xavante Brazil/Mato Ge 1
Grosso

Bribri Costa Rica Chibchan 1 0
Guatuso Costa Rica Rama 1 0
Quechua Peru Quechua 7 0
Arhuaco Colombia Chibchan 4 0

Total 82 60
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TABLE 2. Allele frequencies (%) of MC1R polymorphisms in Asian and Native-American

populations.

Protein Nucleotide Amerindians Asia
Non-
synonymous
Leud4His® 131 T->A 0.6 0
Arg67GIn? 200 G—A 0 1.17
Val92Met? 274 G—A 0 13.41
lle120Thr? 359 T—>C 0 1.75
Phel 744" 439-441del 0 0.004
Arg151Cys” 451 C—>T 0 0.002
Thr15711e” 470 C—T 0 0.004
Pro159Thr’ 475 C—A 0 0.002
Argl63GIn® 488 G—A 740 7551
Ala166GIn® 497 C—G 0 0.004
Ala181Thr® 541 G—A 0.6 0
Fen196Leu® 586 T—C 0 0.15
Pro268Leu’ 803 T—C 1.2 0
Ala299Ser © 895 G—T 0.6 0
Synonymous
Asp42© 126 C—T 12.0 0
Thr314? 942 A—>G 1.2 13.27

% Frequencies from East and Southeast Asian populations compiled by Savage et al., 2008.
® Frequencies from East Asian populations obtained by Nakayama et al., 2006.

“New variants found for the first time in this study.
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