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RESUMO

Microssatélites sdo seqiiéncias curtas de DNA, repetidas em tandem, que
ocorrem em todo o genoma. Muitos apresentam alto grau de polimorfismo e sdo bons
marcadores genéticos para estudos populacionais. A genética de populacdes ¢ uma
otima ferramenta para melhorar nosso entendimento da historia das populacdes
humanas e da evolucdo de genes e de genomas. Neste trabalho, caracterizamos 14
microssatélites da regido gendomica do MHC em populagdes amerindias dos estados do
Parana e do Mato Grosso do Sul. Foram descritas as freqiiéncias alélicas e genotipicas,
o desequilibrio de ligagdo dos microssatélites com genes desta regido cromossdmica
estudados anteriormente e as distancias genéticas entre as populagdes. Foram feitas
comparagdes das freqii€ncias alélicas entre as populacdes deste estudo e com
populacdes descritas na literatura. Além disso, foi construido um dendrograma baseado
nas freqiiéncias alélicas dos microssatélites. Os microssatélites com a maior diversidade
genética estdo na regido do MHC de classe I, o que € consistente com um resultado
anterior que encontrou maior diversidade proximo ao gene HLA-B. A populagdo com
maior diversidade foi Guarani Nandeva, que também teve a menor distincia genética
em relagao a uma populacdo euro-brasileira. Estes resultados sdo consistentes com o
maior fluxo génico com populagdes ndo amerindias observado anteriormente para essa
populacdo. Nos Kaingang, foi encontrado pela primeira vez em um estudo populacional
uma alta freqiiéncia do alelo STR_ MICA*A10. Este alelo parece ter surgido associado
ao HLA-B*3505, que ¢ evolutivamente novo e exclusivo de amerindios e que teria sido
favorecido pela sele¢do natural balanceadora e/ou por deriva genética, fazendo com que
a freqiiéncia do alelo STR_ MICA*A10 também aumentasse. Os resultados deste estudo
evidenciam a grande distancia genética entre os Kaingang ¢ os Guarani, apesar da
grande proximidade geogréafica. Os resultados também confirmam o forte desequilibrio
de ligagdo entre genes do MHC, principalmente entre os genes HLA classicos. Além
disso, os resultados apontam para uma evolu¢do mais rapida na regido do MHC de

classe I.
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ABSTRACT

Microsatellites are short tandem repeats (STR) found throughout the genome.
Many are highly polymorphic, being good markers for genetics studies. In the present
work, we analysed 14 microsatellites of the MHC region in the Brazilian Amerindian
populations, Guarani and Kaingang, with the aim of characterizing the populations and
improving the knowledge on MHC evolution. The allelic and genotypic frequencies of
all markers are described and compared to those in the literature for other populations.
The allelic frequencies were also used to estimate the genetic distances between the
populations, which were then used to construct a dendrogram. The patterns of linkage
disequilibrium among the microsatellites and with other MHC loci are described.
Haplotypic frequencies were estimated for the loci in strong linkage disequilibrium.
First, the most polymorphic loci were those located in the MHC class I region. The
population found to have the greatest diversity was Guarani Nandeva, that also has the
smallest distance to an Euro-Brazilian population, what can be explained by more
intense gene flow with non Amerindian populations, which was observed previously.
Additionally, the allele STR MICA*A10 was observed for the first time with a
significant frequency in a population, the Kaingang. It was found in a haplotype
containing HLA-B*3505, an allele exclusive to the Amerindians and thought to have
emerged in South America. It is possible that the high frequency of STR MICA*A410 in
the Kaingang is explained by the balancing selection and genetic drift that have favored
the new HLA alleles in the Amerindians, as proposed in the turnover hypotesis. The
results also highlight the great genetic distance between the Kaingang and Guarani,
despite the short geographic distance. Finally, the results point to a faster evolution in
the class I region, with stronger patterns of linkage disequilibrium, greater diversity and

greater differentiation among populations.
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1 INTRODUCAO

O estudo de genes em populagdes ¢ muito empregado no entendimento da
evolucdo humana, da histéria demografica de populagdes, da evolucdo de seqiiéncias
gendmicas e da base genética de doengas. Como exemplo de seu potencial, pode-se
reconstruir a evolugdo de grupos humanos a partir de dados genéticos de populagdes
atuais. Para tal, deve-se colher o maximo de informagdes sobre o maior numero possivel
de genes, especialmente em populagdes isoladas, como as amerindias, que ndo
apresentam fluxo génico recente tdo intenso quanto o que ocorre em populagdes urbanas
(CAVALLI-SFORZA, 2003).

Nesse contexto, a caracterizacdo de populagdes quanto aos genes de proteinas do
sistema imune ¢ duplamente informativa, pois estes podem estar participando da
patogénese de certas doengas. Um alelo que confira susceptibilidade a uma doenga pode
ser raro em uma popula¢do ¢ comum em outra, tendo impacto diferente em cada uma
delas. Assim, o conhecimento das freqiiéncias alélicas pode servir de referéncia para
estudos de associacdo com doencas na populacdo em questdo e podem ajudar a
compreender a susceptibilidade/resisténcia nela encontradas (PETZL-ERLER, 1999).

Para a caracterizacdo de populacdes podem ser utilizados marcadores genéticos,
como os microssatélites, os quais sdo seqiiéncias curtas que se repetem em tandem.
Encontram-se espalhados pelo genoma e alguns tem alto grau de polimorfismo, sendo
muito informativos no estudo genético de populacdes. Além disso, muitos
microssatélites estdo em desequilibrio de ligagdo com genes proximos a eles, podendo
também trazer informacdes a respeito desses genes, como, por exemplo, sobre sua
histéria evolutiva (FOISSAC et al., 1997; FOISSAC et al., 2000).

No presente trabalho foram caracterizados microssatélites da regiao do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em populagdes indigenas. O MHC
¢ uma regido cromossdmica que contém muitos genes que codificam proteinas do
sistema imune, inclusive os genes das moléculas HLA (JANEWAY e TRAVERS,
1997), os quais sdo extensivamente estudados, tanto para caracterizacdo de populagdes,
quanto para estudos de associagdo com doengas. Sabe-se relativamente muito sobre a
evolucdo dos genes HLA, mas para o restante do MHC este tipo de conhecimento ¢ mais
restrito. Um dos objetivos deste trabalho ¢ a unificagdo de dados de genes e

microssatélites da regido do MHC.



As populacdes escolhidas para este trabalho sdo os Guarani e Kaingang dos
estados do Parana e do Mato Grosso do Sul. Segundo estudos anteriores estes grupos
apresentam caracteristicas culturais, lingiiisticas e genéticas bem distintas (PETZL-
ERLER et al., 1993; TSUNETO et al., 2003). O fato de estes grupos serem tdo
diferentes ¢ surpreendente se levarmos em conta a proximidade geografica existente
entre eles.

O presente estudo podera trazer maiores informagdes sobre a distancia genética e
a existéncia ou ndo de fluxo génico entre as populacdes de Guarani e Kaingang. Para
tal, marcadores microssatélites sdo uteis, pois possuem uma alta taxa de mutacdo
(CULLEN et al., 2003), sendo muito informativos mesmo quando as populagcdes em

questdo divergiram ha um curto periodo de tempo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMERINDIOS

2.1.1 O povoamento das Américas

Sempre houve interesse em entender a origem das populagdes nativas das
Américas. Muitas abordagens, como arqueoldgica, paleontoldgica, lingiiistica e
genética, foram utilizadas e muitas hipoteses ja foram elaboradas a este respeito. E
consenso entre os cientistas a hipdtese de que o homem chegou na América, através do
estreito de Bering, provindo da Sibéria, durante a ultima glaciagdo. As principais
perguntas, ainda em aberto, concernem a quantidade de ondas migratorias que
efetivamente ocorreram, o periodo de ocorréncia da primeira delas e quais rotas teriam
sido utilizadas (ROGERS et al., 1992; WALLACE e TORRONI, 1992).

Uma hipoétese afirma que houve trés ondas migratérias. A primeira teria ocorrido
ha mais de 11.500 anos e corresponderia as populagdes que originaram os Amerindios,
que se espalharam por todo o continente, at¢ a América do Sul. Esta primeira migragao
estaria associada ao complexo Clovis (nome dado a um estilo de ferramentas encontrado
em escavagoes na América do Norte). Uma segunda onda teria dado origem aos Aleutas
e Esquimds e uma terceira onda teria originado os Na-Dene. Esta teoria encontra
suporte em dados genéticos, lingliisticos, dentarios e paleobiologicos (ROGERS et al.,

1992; STEELE e POWELL, 1992; SARDI et al., 2005).



A discussdo mais calorosa se refere a data da primeira migragdo ou migracdes
que originaram os Amerindios. Datas como 150.000 anos ja foram propostas (IRVING,
1985 apud SCHANFIELD, 1992). Ha evidéncias de que por dois periodos a faixa de
terra do estreito de Bering estaria exposta e descongelada, entre 75.000 a 45.000 anos
atras e entre 25.000 e 14.000 anos atras. Entre estes dois periodos, ou seja, de 25.000 a
45.000 anos atras, seria possivel atravessar até o Alasca de barco ou cruzando o estreito
congelado (ROGERS et al., 1992).

Estudos genéticos tém sido amplamente realizados e os resultados podem apoiar
mais de uma teoria. Em um estudo de al6tipos de imunoglobulinas conclui-se que pelo
menos quatro migragdes ocorreram. A primeira teria sido entre 17.000 e 25.000 anos
atras e teria originado os Amerindios do sul. A segunda, entre 10.000 e 13.000 anos,
teria originado os Amerindios do Canada, Estados Unidos e¢ norte do México. As
migragdes seguintes originariam os Aleutas e Esquimds e depois os Na-Dene e teriam
ocorrido entre 8.000 e 10.000 anos atras (SCHANFIELD, 1992). Uma hipdtese
semelhante ¢ apoiada por dados de DNA mitocondrial. A diferenca seria a datagdo da
primeira migracdo em 21.000 a 42.000 anos atras (WALLACE e TORRONI, 1992).
Porém, em um estudos posteriores, utilizando-se tanto aldtipos de imunoglobulinas
quanto DNA mitocondrial, foram obtidos resultados concordantes com as hipoteses
anteriores de trés migragdes (DUGOUJON et al., 1995; FUSELLI et al., 2003). Em
outro estudo com DNA mitocondrial, no qual ¢ feita uma sintese dos dados publicados
até aquela época, sugere-se apenas uma migragio saindo da Asia para a Beringia. Nesta
hipotese, a separacao dos Amerindios dos demais (Na-Dene ¢ Esquimos) teria ocorrido
na Beringia, pelo bloqueio de uma passagem (o corredor de Alberta). Esta migracao
teria ocorrido entre 22.000 ¢ 55.000 anos atrds (BONATTO e SALZANO, 1997a;
BONATTO e SALZANO, 1997b). Em uma hipotese parecida propde-se duas
migracdes saindo da Asia para a Beringia, a primeira ha aproximadamente 34.000 anos
atras, ¢ a segunda entre 16.000 e 13.000 anos atrds. Os Amerindios teriam, em sua
maioria, se originado desta primeira migracdo, enquanto que as demais populagdes
teriam se diferenciado na Beringia em diferentes refiigios no final da ultima glaciacdo
(STARIKOVSKAYA et al., 1998).

Em alguns estudos utilizaram-se apenas amostras de populagdes Amerindias.
Em um destes, que utilizou DNA mitocondrial, sugere-se quatro migra¢des da Asia

originando os Amerindios, entre 14.000 e 21.000 anos atrds (HORAI et al., 1993). Ja



em outro, que utilizou cromossomo Y, propde-se uma Unica migragdo ¢ um unico
haplétipo fundador de cromossomo Y (PENA et al., 1995).

Estudos de craniometria também s3o abundantes e apontam em uma outra
direcdo. Os cranios mais antigos tém morfologia mais semelhante a de australianos e
africanos do que a de asiaticos modernos. Isto poderia ser explicado por uma migragao
antiga, vinda da Asia, de individuos com morfologia ndo mongoloide. Posteriormente,
uma ou mais ondas migratdrias teriam originado os Amerindios, Na-Dene e Esquimos,
substituindo os chamados Paleoindios (GONZALEZ-JOSE et al., 2001; GONZALEZ-
JOSE et al., 2005; NEVES et al., 2005; NEVES e HUBBE, 2005; SARDI et al., 2005).

Com a utilizacdo de modelos matematicos para estimar o nimero de individuos
que teriam vindo da Asia para as Américas, originando os Amerindios, sugeriu-se um
tamanho da populagdo efetiva de fundadores em torno de 70 individuos. Isto
representaria 1% da populagdo asiatica de origem. Se isto for real, fica evidente o efeito
fundador ocorrido e o forte efeito da deriva genética nas populagdes Amerindias. Além
disso, nesse estudo estimou-se a data da chegada destes individuos entre 7.000 ¢ 33.000
anos atras (HEY, 2005).

Ainda estamos longe de um consenso quanto ao povoamento das Américas,
principalmente no que diz respeito a data da chegada do homem no continente, ao
numero de migracdes e as rotas utilizadas. Mais estudos, englobando um maior nimero
de dados e integracdo de dados de diferentes areas, poderdo permitir uma maior

compreensdo desta questao.

2.1.2 Diversidade encontrada na América do Sul

Os indigenas da América do Sul apresentam uma grande diversidade genética e
lingiiistica, maior que a observada na América do Norte. Em alguns estudos tentou-se
relacionar esta grande diversidade genética com distribuigdes geograficas, mas os
resultados sdo contraditdrios. Em um estudo com genes HLA de classe I, foi encontrado
um gradiente longitudinal muito claro, determinado pela variacdo de freqiiéncia de
alguns alelos. Foram vistos também gradientes latitudinais. Estes gradientes mostram
que as freqiiéncias alélicas estdo relacionadas com a distribuicdo geografica das
populacdes (ROTHHAMMER et al., 1997). Em outro estudo, que descreve os dados de
freqiiéncia encontrados para Kaingang e Guarani e os compara com outras 7 populacdes

Amerindias, ndo foi observada nenhuma relagdo entre distancias genéticas e lingua ou



distancia geografica das populacdes (PETZL-ERLER et al., 1993), assim como em um
estudo no qual foram utilizados antigenos de hemaceas (O’ROURKE et al., 1992). Em
um estudo mais recente com genes HLA foi observada uma relagdo entre distancia
genética e distancia cultural e lingiiistica (TSUNETO et al., 2003).

Em um trabalho com microssatélites do cromossomo Y em varias populagdes foi
verificada uma diferenca entre as populacdes do leste e do oeste do continente. No oeste
(populacdes dos Andes) a variagdo intra-populacional ¢ maior que nas populacdes do
leste. Além disso, a variacdo inter-populacional ¢ menor no oeste. Estas variagdes foram
explicadas por maiores tamanhos efetivos populacionais e maior grau de fluxo génico
nas populagdes dos Andes. Essas hipoteses sdo consistentes com a diversidade
lingiiistica e cultural observada no continente e também com dados histdricos e

paleoecologicos (TARAZONA-SANTOS et al., 2001).

2.1.3 Povos indigenas do Brasil

Hoje existem aproximadamente 200 povos indigenas no Brasil, totalizando
370 mil individuos. Destes, 60% vivem na Amazodnia legal, composta pelos estados do
Amazonas, Acre, Amapa, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e parte
oeste do Maranhdo. Nos estados do Parana e do Mato Grosso do Sul sdo encontrados
nove povos (Tabela 1).

Sao faladas 180 linguas e dialetos pelos povos indigenas do pais. Antes da
colonizacdo pelos portugueses acredita-se que este nimero chegava a 1.000. Das 180
linguas, 11 sdo faladas por mais de 5.000 pessoas: Baniwa, Guajajara, Kaingang,
Kayapd, Makuxi, Sateré-mawé, Terena, Ticuna, Xavante, Yanomami ¢ Guarani
(Instituto Socioambiental). As linguas apresentam similaridades, permitindo classifica-
las em familias e troncos lingiiisticos. Um tronco lingiiistico ¢ constituido por linguas
que tiveram uma origem comum ha milhares de anos atrds e entre as quais as
semelhancas sdo sutis. As familias sdo formadas por linguas mais proximas e mais
semelhantes. As 180 linguas ou dialetos dos povos indigenas do Brasil estdo
distribuidas em 2 troncos lingiiisticos, Tupi e Macro-J¢, e algumas familias isoladas
(que ndo foram classificadas em nenhum tronco lingiiistico). Na tabela 2 sdo mostrados
estes troncos com suas familias lingliisticas e uma das linguas de cada familia para
exemplificar (Instituto Socioambiental). O tronco Indo-Europeu foi colocado para

ilustrar melhor as semelhangas entre linguas de um mesmo tronco ou familia.



TABELA 1. Povos indigenas dos estados do Parana e Mato Grosso do Sul (FONTE:

Instituto Socioambiental).

PARANA
Povo Outros nomes, grafias e/ou sub-grupos Familia/lingua
Guarani Nandeva (Avakatueté, Chiripd), M’bya Tupi-Guarani
Kaingang Caingangue Jé
Xeta Tupi-Guarani
MATO GROSSO DO SUL
Povo ‘ Outros nomes, grafias e/ou sub-grupos ‘ Familia/lingua
Chamacoco Samuko
Guarani  Kaiow4 (Pii Tavyterd), Nandeva (Avakatueté, Chiripd)  Tupi-Guarani
Guato Guato
Kadiweu Caduveo, Cadiuéu Guaikuru
Kamba Camba ?
Ofaié Ofayé-Xavante Ofaié
Terena Aruak

TABELA 2. Troncos e familias lingiiisticas dos povos indigenas do Brasil (FONTE:

Instituto Socioambiental).
‘ Exemplo de ; Exemplo de
TRONCO | FAMILIA LINGUA TRONCO| FAMILIA LINGUA
Latina Portugués Tupi-Guarani ~ Guarani*
Indo-Europeu Celta Bretao Arikérp Karitiapa
Eslava Russo Aweti Aweti
Germénica Inglés Juruna Juruna
Tupi Mawé Mawé
Boroéro Boroéro
Krenak Krenak Mondé Arua
Guatd Guat6 Purobora Purobora
Je Kaingang* Mundurukt Kuruaya
Macro-Jé Karaja Karaja Ramarama Karo
Maxakali Maxakali Pataxo Tupari Aruju
Ofayé¢ Ofayé
Rikbaktsa Rikbaktsa
Yaté Yaté

*Linguas com dialeto. O Tronco Indo-Europeu foi incluido para efeito de comparacao.



2.1.4 As populagdes deste estudo

Neste trabalho estdo sendo estudadas populacdes Guarani e Kaingang dos
estados do Parana e Mato Grosso do Sul. Os Guarani estdo entre as popula¢des que
tiveram os primeiros contatos com os colonizadores. Mesmo assim, parte da populacao
continuou isolada e manteve boa parte de sua identidade cultural, principalmente os
M’bya e Kaiowa. Sua lingua € o Guarani, da familia Tupi-Guarani, tronco Tupi, sendo
que Kaiowd, Nandeva e M’bya sio dialetos. Atualmente, existem no Brasil 6 mil
Guarani M’by4, 18 mil a 20 mil Guarani Kaiowa ¢ 8 mil a 10 mil Guarani Nandeva,
distribuidos nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do
Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Eles também s3o encontrados na
Argentina, no Paraguai, no Uruguai e na Bolivia. A agricultura ¢ sua principal atividade
econdmica, mas apreciam a caga e a pesca. Para os Guarani M’by4, o artesanato ¢ a
principal fonte de renda (Instituto Socioambiental).

Ja os Kaingang (ou Caingangue) encontram-se nos estados do Parana, Sdo
Paulo, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, em numero de 25 mil. Sua lingua é o
Kaingang, da familia J&é (ou G€), do tronco Macro-Jé, com 4 dialetos: Kaingang do
Parand, Kaingang Central, Kaingang do Sudoeste e Kaingang do Sudeste. A agricultura
¢ sua principal fonte de subsisténcia, mas a caga ¢ coleta de frutos também sdo
importantes. Além disso, hoje em dia a venda de produtos artesanais adquiriu grande
importancia (Instituto Socioambiental).

Os Guarani e Kaingang convivem intimamente por muitos séculos e apesar disso
possuem linguas e culturas distintas. Os estudos genéticos destes povos com genes da
regido do MHC e polimorfismos de proteina demonstram que estas populacdes diferem
entre si geneticamente (BELICH et al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993; WEG-
REMERS et al., 1997; PARHAM et al., 1997, SALZANO et al., 1997, SOTOMAIOR
et al., 1998; FAUCZ et al., 2000; TSUNETO et al., 2003). Outro dado importante dos
estudos com genes HLA € a taxa de miscigenacao dessas populagdes com populagdes
ndo indigenas, calculada em torno de 4% para os Guarani Mbya, 14% para os Guarani
Nandeva e 7% para os Kaingang, para os Guarani Kaiow4 nio foi detectada nenhuma
evidéncia de fluxo génico (SOTOMAIOR et al., 1998; TSUNETO et al., 2003). Dessa
forma, essas populagdes fornecem um material singular extremamente interessante para
estudos genéticos, evolutivos e antropologicos ja que, embora apresentem uma relagao

de convivéncia espago-temporal intima, divergem geneticamente e culturalmente.



2.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

2.2.1 Estrutura

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (ou MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) ¢ uma regido cromossOmica que, em humanos, possui
4 Mb e mais de 200 genes conhecidos. Esta localizado no cromossomo 6 (6p21.31) e
cerca de 40% de seus genes codificam proteinas envolvidas na resposta imune, o que
pode refletir co-evolucdo de fungdes ou co-expressdo de transcritos relacionados.
Historicamente foi dividido em trés regides: classe Il (centromérica), classe I1I e classe 1
(telomérica). Uma parte da regido de classe III, contendo um grupo de genes envolvidos
em respostas inflamatorias, incluindo membros da superfamilia de fatores de necrose
tumoral (TNF), ¢ as vezes chamada de classe IV. A densidade génica estimada no MHC
¢ de um gene ou pseudogene a cada 16 kb, existindo diferenca na propor¢ao entre genes
expressos e pseudogenes entre as regides, sendo que a regido de classe III possui um
nimero muito baixo de pseudogenes em relagdo as outras (The MHC Sequencing

Consortium, 1999).

2.2.2 Genes HLA

Dentre os genes do MHC estdo aqueles que codificam as moléculas MHC
classicas, responsaveis pela apresentacdo de antigenos a células T (JANEWAY e
TRAVERS, 1997). Estas moléculas recebem, em humanos, o nome de HLA e sdo
referenciadas em duas classes: I e¢ II. Seus genes apresentam o maior grau de
polimorfismo entre os genes humanos, sendo que para classe I o gene mais polimoérfico
¢ 0 HLA-B e para classe Il ¢ o HLA-DRBI. Este alto polimorfismo indica que esses
genes estdo sofrendo algum tipo de selecdo, provavelmente selegdo balanceadora,
dependente de freqiiéncia e/ou favoravel aos heterozigotos, modelada pela co-evolucdo
do sistema imune e patdogenos humanos (BLACK e SALZANO, 1981; MEYER e
THOMSON, 2001).

Os genes HLA-B ¢ HLA-DRBI também s3o os mais polialélicos, com 850 e 545
alelos conhecidos, respectivamente (IMGT/HLA Sequence Database). Porém, a maior

parte desses alelos ¢ muito rara e alguns sdo exclusivos de certas populagdes. Um



estudo de genes HLA de classe I com uma populagdo brasileira encontrou 74 alelos de
HLA-B (BRAUN-PRADO et al., 2000). Populagdes isoladas, como os Amerindios, tém
um numero ainda menor de alelos. Por exemplo, foram encontrados apenas seis alelos
de HLA-DRBI nos Aché (TSUNETO et al., 2003). A presenca de poucos alelos em
Amerindios, somada ao fato dos alelos Amerindios serem um subconjunto dos alelos
encontrados no leste asiatico ou serem derivados de alelos deste subconjunto, esta de
acordo com a hipotese de que estas populagdes foram formadas a partir de um pequeno
numero de individuos vindos da Asia. Populagdes com grande numero de alelos sdo
populacdes urbanas, que resultam da mistura de diferentes sub-populagdes, o que
explica sua grande diversidade.

Outra peculiaridade de populagdes Amerindias quanto aos genes HLA ¢ a grande
proporgao de alelos novos encontrados. Quatro a seis alelos de HLA-A, oito a quatorze
alelos de HLA-B e sete a nove alelos de HLA-C sdo hipoteticamente considerados como
sendo os alelos fundadores das populacdes das Américas. Os alelos novos diferem
destes por um evento de conversdo génica interalélica, ou ainda por uma mutagdo de
ponto ou por recombinagdo (PARHAM et al., 1997). Existe uma grande diferenca na
composicdo alélica entre as populacdes da América do Norte comparadas com as
Américas Central ¢ do Sul, sendo que um unico alelo novo, isto ¢, diferente dos
considerados fundadores, foi encontrado nos Amerindios do Norte, enquanto que nas
Américas Central ¢ do Sul muitos dos alelos sdo novos e exclusivos destas populacoes,
apesar do numero de alelos nestas populagdes continuar constante. Este processo ¢
conhecido por turnover de alelos, com alelos novos substituindo alelos antigos
(BELICH et al., 1992; PARHAM et al., 1997).

Foi observado também um gradiente de freqiiéncias alélicas para genes HLA nos
povos da América do Sul, com as freqiiéncias de alguns alelos sendo altas em certas
regides e decrescendo nas outras, de acordo com a distribui¢do geografica das
populagoes (ROTHHAMMER et al., 1997). Por tudo isso, genes do MHC tem grande
importancia nos estudos de genética de populagdo e evolugdo, podendo contribuir para o
entendimento da histéria demografica das populagdes e seu grau de miscigenagao

(CADAVID e WATKINS, 1997; MEYER e THOMSON, 2001).
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2.2.3 Microssatélites

No genoma humano existem varios trechos de DNA repetitivo. Dentre eles,
estdo os VNTR (repeticdes em tandem de nimero varidvel), que sdo separados em
classes de acordo com seu tamanho: minissatélites e microssatélites. Os microssatélites
possuem motivos base com um a seis pares de base (pb), ou seja, uma seqii€ncia com 1
a 6 pb se repete em tandem por diversas vezes. Sdo abundantes em todo o genoma,
seguem o padrdo mendeliano de heranga e alguns possuem alto polimorfismo, o que os
torna bons marcadores genéticos. Por isso, sdo muito usados como ferramenta para
estudos de doencas genéticas multifatoriais, transplantes, medicina forense, genética de
populacdes e evolucdo (FOISSAC et al., 1997; FOISSAC et al., 2000).

Os microssatélites possuem uma elevada taxa de mutagdo, que varia entre 10° e
10 por locus por geragdo. Estas mutacdes ocorrem durante a replicagdo, na qual ocorre
ganho ou perda de repetigdes, geralmente apenas uma repeticdo por vez, por um
mecanismo de deslizamento da DNA polimerase. Com isso, cada alelo de um
microssatélite se refere ao nimero de repeti¢des encontradas (FOISSAC et al., 1997;
CAVALLI-SFORZA, 2003; CULLEN et al., 2003).

Ja foram descritos mais de 270 microssatélites na regido do MHC
(GOURRAUD et al., 2004). Nesta regido predominam microssatélites dinucleotideos
(CA)n, que sdo observados a cada 30-60 Kb. Sua importincia ¢ aumentada pela
localizagdo, pois ja foi descrito desequilibrio de ligacdo entre alelos de varios genes do
MHC e de microssatélites, como por exemplo alelos de genes HLA de classe I e de
MOGc (D652972) e D6S265 em haplétipos finlandeses (KARELL et al., 2000).

Portanto, microssatélites do MHC sao informativos no estudo de genética de
populagdes e ja sdo muito usados para definir grupos, reconstruir migragdes e investigar
a estrutura genética de populacdes (PENA et al., 2002). Além disso, sdo importantes e
largamente utilizados na localizagdo de genes de susceptibilidade a doengas, como, por
exemplo, diabetes, esclerose multipla (YU et al., 1999; RUBIO et al., 2002; ver também
Tabelas 5 e 6) e pénfigo folidceo endémico (PEREIRA et al, dados ainda ndo
publicados do Laboratorio de Genética Molecular Humana - UFPR). Existem poucos
estudos de microssatélites em populacdes Amerindias, mas em um destes estudos
percebeu-se uma influéncia da distribui¢do geografica das populagdes na diversidade
destes marcadores, sendo que as populacdes estudadas tinham diferengas marcantes nas

freqii€ncias alélicas (KOHLRAUSCH et al., 2005).
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Para este estudo, foram selecionados os seguintes microssatélites: D6S291,
D6S2749 (RING3CA), D682874 (TAP1CA), D652876 (G51152), D6S273, D6S265,
D6S2972 (MOGCA), D6S276, D6S105, D6S2222, D65439, HLABC-2CA, TNFd e
STR _MICA (Figura 1), dos quais sabe-se que trés estdo dentro de genes (STR_MICA -
éxon 5 do gene MICA, regido que codifica o dominio transmembrana da proteina MIC-
A - D652874 - intron 3 do gene TAPI - D6S273 - regido do gene G6D). Estes
microssatélites sdo, na sua maioria, dinucleotideos, mas o tamanho da unidade de
repeticdo varia (Tabela 3). Para alguns deles, ha varios trabalhos, com diversos
objetivos, enquanto para outros os estudos anteriores sdo raros. A maioria desses
trabalhos refere-se a estudos de doencas complexas, sendo que destes apenas alguns
trazem dados de freqiiéncia alélica (Tabelas 4 e 5). Mesmo quando esses dados existem
para mais de uma populagdo, nem sempre uma comparacao € possivel, pois as vezes ndo
se pode estabelecer relagdo entre os alelos encontrados nos diferentes estudos. Este
problema decorre da falta de padronizagdo para estudos de microssatélites, tanto no que
se refere aos oligonucleotideos utilizados na amplificagdo quanto a nomenclatura dos
marcadores e dos alelos. Esta sendo adotada neste trabalho a nomenclatura proposta por
GOURRAUD et al. (2004).

Até o momento, estudos de genética de populagdes com estes microssatélites
(Tabela 4) existem apenas para: D6S291, D6S2876 (G51152), D6S273, D6S265,
D652972 (MOGCA) e D6S276 em finlandeses; D6S2876 (G51152) no Japao, Noruega e
Nova Guiné; TNFd em coreanos; STR_MICA no Japao, Indonésia, Coréia, China,
Cazaquistao, Ird, Arabia Saudita, Grécia ¢ Italia; D6S105 ¢ D6S265 em Bascos da
Espanha (KARELL et al., 2000; LIN ef al., 1997; KIM et al., 2000; NISHIYAMA et
al.,2004; PYO et al., 2003; OTA et al., 1997; PENA et al., 2002).
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FIGURA 1. Posi¢ao dos microssatélites no MHC.
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NOTA: Em azul estdo os 14 microssatélites que foram analisados neste trabalho.
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TABELA 3. Unidade de repeticdo, nimero de alelos e heterozigosidade dos
microssatélites investigados neste trabalho.

Loco UR | NA H Loco UR NA H
D6S265  CA 8 07939 | D6SIO5  CA 10-12  0,77-0,79
D6S439  CA 8 0,600l | STR MICA GCT 5  0,629-0,759
D6S276  CA 10 0839 | D6S2222 i 5 0,6004
D6S291  CA 7 07245| TNFd*  TC 6
D6S2874 A 7 o2 | DOS2876* oA g

(TAPICA) (G51152)
D6S2972 cA 11 081 | D6S2749* A

(MOGCA) (RING3CA)
D6S273  CA 60,7664 | HLABC-2CA* CA

UR: unidade de repetigdo; NA: nimero de alelos de acordo com FOISSAC et al. (2000); H:
heterozigosidade de acordo com FOISSAC et al. (2000); di: dinucleotideo; *para estes marcadores, as
informagdes nao colocadas na tabela ndo estdo disponiveis.

TABELA 4. Estudos populacionais ja realizados com os microssatélites investigados
neste trabalho.

Loco Estudos Loco Estudos
D6S276 Finlandeses (1). D6S29] Finlandeses (1).
D6S265 Bascos (2); finlandeses (1). D6S105 Bascos (2).
D652972 Finlandeses (1). Finlandeses (1).

(MOGCA) D6S273
Toba, Wichi e Terena (3); TNFd Croatas (9); coreanos (11).
chineses (4, 5); coreanos (6);
japoneses e indonésios (7);
STR MICA italianos (8); croatas (9); nove n o N
- populagdes: Japao, Indonésia, | D6S2876 Trlflsoig p:ielzlgsgséﬁﬁgo’
Coréia, China, Cazaquistdo, Ira, | (G51152) &

Arabia Saudita, Grécia e
Italia (10).

(12); finlandeses (1).

Para os microssatélites ndo citados nesta tabela ndo foram encontrados estudos deste tipo. (1) KARELL et
al., 2000; (2) PENA et al., 2002; (3) ZHANG et al., 2002; (4) FENG et al., 2004; (5) TIAN et al., 20006;
(6) PYO et al., 2003; (7) NISHIYAMA et al., 2004; (8) BOLOGNESI et al, 2001; (9) GRUBIC et al.,
2006; (10) OTA et al., 1997; (11) KIM et al., 2000; (12) LIN et al., 1997.
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TABELA 5. Estudos ndo populacionais que trazem dados de freqiiéncia alélica ja
realizados com os microssatélites investigados neste trabalho.

Loco Estudos Loco Estudos
D652574 Diabetes (26).
Artrite (1, 2, 3); cancer (TAPICA)

cervical (4); carcinoma oral | D6S273 Diabetes (26).

(5); colite ulcerativa (6); Artrite juvenil (27); descrigdo
diabetes (7,8,9); doenca de | D6SI105 (28); haplétipos (29);
Addison (10, 11); doenca de hemocromatose (30, 31).

Behget (12, 13, 14, 15, 16); Haplotipos (29);

doenca celiaca (17); doenca D65265

STR MICA mista do tecido conjuntivo

(18); espondilite
anquilosante (19); fibrose
oral submucosa (20);

japoneses e indonésios (21);
neoplasia cervical (22); TNFd

método de tipagem (23);
psoriasis (24); uveitis (25).

hemocromatose (31).
D6S276 Haplotipos (29).

Artrite juvenil (27); doenca de
Crohn’s (32); esclerose multipla
(33, 34); metodologia de
tipagem (35); nefropatia de IgA
(36); sensibilidade a UVB (37);
transplante renal (38).

Para os microssatélites ndo citados nesta tabela ndo foram encontrados estudos deste tipo. (1)
GONZALEZ et al., 2001; (2) NIKITINA-ZAKE et al., 2002; (3) MOK et al., 2003; (4) GHADERI et al.,
2001; (5) CHUNG-JI et al., 2002; (6) FDEZ-MORERA et al., 2003; (7) GAMBELUNGHE et al., 2000;
(8) KAWABATA et al., 2000; (9) PARK et al., 2001; (10) PARK et al., 2002b; (11) GAMBELUNGHE
et al., 1999; (12) MIZUKI et al., 1997, (13) GONZALEZ-ESCRIBANO et al., 1999; (14) WALLACE et
al., 1999; (15) YABUKI et al., 1999a; (16) PARK et al., 2002a; (17) FERNANDEZ et al., 2002; (18)
HASSAN et al., 2003; (19) YABUKI et al., 1999b; (20) LIU ef al., 2004; (21) NISHIYAMA et al., 2004;
(22) GHADERI et al., 1999; (23) NOVOTA et al., 2004; (24) CHOI et al., 2000; (25) GOTO et al., 1998;
(26) YU et al., 1999; (27) FEICHTBAUER et al., 1998; (28) WEBER et al., 1991; (29) WORWOOD et
al., 1997; (30) JAZWINSKA et al., 1993; (31) RAHA-CHOWDHURY et al., 1995; (32) PLEVY et al.,
1996; (33) KIRK et al., 1997; (34) McDONNELL et al., 1999; (35) SPINK et al, 2004; (36)
TUGLULAR et al., 2003; (37) NIIZEKI et al., 2001; (38) ASANO et al., 1997.
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TABELA 6. Estudos ndo populacionais que ndo trazem dados de freqiiéncia alélica ja
realizados com os microssatélites investigados neste trabalho.

Continua
Loco Estudos
Artrite juvenil (1); caracterizagdo em linhagens celulares de referéncia (2);
diabetes (3); esclerose multipla (4); evolugdo de HLA-G (5);
D6S265 hemocromatose (6-8); mapa meidtico (9); padronizagdo de dados (10);
pénfigo vulgar (11); psoriasis (12); recombinagdo (13); revisao (14, 15);
transplante (16, 17).
Caracterizacdo em linhagens celulares de referéncia (2); evolugdo de microssatélites
D652876 (18); esclerose multipla (4); haplotipos (19); narcolepsia (20); padronizagdo de dados
(G51152) (10); pénfigo vulgar (11); recombinagao (21); revisdo (14, 15).
Azoospermia (22); caracterizacdo em linhagens celulares de referéncia (2);
D6S276 esclerose multipla (4, 23, 24); hemocromatose (8); mapa meidtico (9);
mapeamento por desequilibrio de ligagdo (25); pénfigo vulgar (11);
recombinagdo (13); revisao (14).
Caracterizacdo em linhagens celulares de referéncia (2); diabetes (3);
D6S291 esclerose multipla (24); mapa (26); mapeamento por desequilibrio de
ligacdo (25); padronizacdo de dados (10); pénfigo vulgar (11); revisdo (14).
Caracterizagdo em linhagens celulares de referéncia (2); esclerose multipla (4);
D6S2749 . N . -
haplotipos (19); padronizagdo de dados (10); pénfigo vulgar (11); recombinacdo (21);
(RING3CA) )
revisdo (15); transplante (16).
Artrite reumatdide (27); azoospermia (22); caracterizagdo em linhagens celulares de
D6S2 8C74 referéncia (2); haplotipos (19); padronizagdo de dados (10); pénfigo vulgar (11);
TAPICA
( ) recombinacdo (21); revisdo (14, 15); transplante (16).
Caracterizagdo em linhagens celulares de referéncia (2); descrigdo (28); esclerose
(l]‘)/fgé?j) multipla (4, 29); evolugdo de HLA-G (5); hemocromatose (6, 8); padronizagdo de dados
(10); pénfigo vulgar (11); revisdo (14, 15); recombinagdo (13); transplante (16).
Artrite reumatodide (27); azoospermia (22); caracterizagdo em linhagens
celulares de referéncia (2); diabetes (3, 30); doenca de Addison (31);
D6S273 esclerose multipla (4, 23, 24, 32); haplotipos (19); mapa (26); mapeamento
por desequilibrio de ligacdo (25); padronizagdo de dados (10); pénfigo
vulgar (11); psoriasis (12); revisdo (14, 15); transplante (16, 17).
D6S105 Caracterizacao em linhagens celulares de referéncia (2); esclerose multipla
(4); hemocromatose (6-8); psoriasis (12); recombinacao (13); revisao (14).
Artrite reumatoéide (27); azoospermia (22); esclerose multipla (4);
TNFd padronizagdo de dados (10); padronizagdo de tipagem (33); revisao (14);

transplante (17, 34, 35).
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TABELA 6. Estudos ndo populacionais que ndo trazem dados de freqiiéncia alélica ja
realizados com os microssatélites investigados neste trabalho.
Conclusdo

Loco Estudos

Artrite (36); azoospermia (22); haplotipos (19); novo alelo (37); doenga
STR MICA de Behget (38); padronizagdo de dados (10); psoriasis (12); revisdo (14);
transplante (17).

Azoospermia (22); esclerose multipla (4); mapa (26); padronizacdo de

D65439 dados (10); revisdo (14).
D6S52222 Artrite reumatoide (27); diabetes (3); hemocromatose (8); revisio (14).
HLABC-2CA Pénfigo vulgar (11); revisdo (15).

(1) SMERDEL et al., 2003; (2) MARTIN e al., 1998; (3) LIE ef al., 1999; (4) RUBIO e al., 2002; (5)
ALDRICH et al., 2002; (6) BURT et al., 1996; (7) CAMASCHELLA et al., 1996; (8) THOMAS e al.,
1998; (9) BOUISSOU et al., 1995; (10) GOURRAUD et al., 2004; (11) SLOMOV et al., 2003; (12)
NAIR et al., 2000; (13) MALFROY et al., 1997; (14) FOISSAC et al., 2000; (15) CULLEN ef al., 2003;
(16) CARRINGTON et al., 1996; (17) LI et al., 2004; (18) LIN et al., 1998; (19) VORECHOVSKY et
al., 2001; (20) MIGNOT et al., 1997; (21) CULLEN et al., 1997; (22) TSUIIMURA et al., 2002; (23)
EBERS et al., 1996; (24) SAWCER et al., 1996; (25) COLLINS-SCHRAMM et al., 2002; (26)
TRIPODIS ef al., 1998; (27) YU et al., 2003; (28) ROTH et al., 1995a; (29) ROTH ef al., 1995b; (30)
CHEONG et al., 2001; (31) PARK et al., 2002b; (32) HAINES et al., 1996; (33) UDALOVA et dl.,
1993; (34) MIDDLETON e al., 1998; (35) CAVET et al., 1999; (36) GRUBIC et al., 2004; (37) PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2000; (38) MIZUKI et al., 2000.
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3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Estudos de microssatélites em Amerindios sdo raros, apesar de serem de grande
importancia para melhor compreensdo da historia demografica e evolutiva destas
populacdes. Temos conhecimento de apenas um trabalho com microssatélites do MHC
em Amerindios (ZHANG et al., 2002). Mais estudos como esse podem ajudar também
na compreensao da evolugdo haplotipica desta regido.

O objetivo geral deste trabalho ¢ o de caracterizar as populacdes Amerindias de
Guarani e Kaingang quanto aos seguintes microssatélites: D6S291, D652749, D6S2874,
D6S2876, D6S5273, D6S265, D6S2972, D65276, D6S105, D652222, D6S439, HLABC-
2CA, TNFd e STR_MICA. Os objetivos especificos sdo:

- Estimar as freqiiéncias alélicas e genotipicas e medidas de diversidade genética para
os microssatélites nestas populagoes;

- Verificar se as freqii€ncias genotipicas dos locos estudados estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg;

- Comparar as freqiiéncias encontradas entre as populagdes analisadas e destas com
outras populagdes quando possivel;

- Estimar freqiiéncias haplotipicas e desequilibrio de ligacdo entre os microssatélites e

também com genes do MHC j4 analisados para estas populacgoes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRA POPULACIONAL

Os Guarani Kaiowa (n=168) sao das aldeias Amambai (23°06°S; 55°12°W) ¢
Limao Verde (23°12’S; 55°06°’W), no municipio de Amambai, no Mato Grosso do Sul,
nas quais habitam, respectivamente, 4.500 e 460 individuos, sendo que Guarani
Nandeva também estdo em Amambai. Os Guarani Nandeva (n=87) sdo de Amambai e
também Porto Lindo (23°48°S; 54°30°W) que tem 1.600 individuos e fica também no
Mato Grosso do Sul. Os Guarani M'bya (n=93) sdo da reserva de Rio das Cobras
(25°18°S, 52°32’W), no municipio de Nova Laranjeiras, no estado do Parana. Nesta
reserva encontram-se cerca de 1.600 individuos, sendo que aproximadamente dois
tercos sdo Kaingang. Os Kaingang (n=235) sdo da reserva de Rio das Cobras e também
da reserva de Ivai (24°30°S, 51°40°W), municipio de Manoel Ribas, também no estado
do Parand, na qual vivem 700 pessoas.

Este trabalho ¢ parte do projeto de pesquisa “Analise de Genes do MHC e de
Outros Genes Relacionados a Resposta Imune em Populagdes”, que atende aos
requisitos fundamentais das Resolugcdes CNS 196/96 e 304/00 sobre Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, tendo sido
aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa — MS, registro CONEP 2046,
parecer 332/2001.

A coleta de sangue e a extragdo de DNA foram realizadas para projetos
anteriores do Laboratdrio de Genética Molecular Humana da UFPR (PETZL-ERLER et
al., 1993; PETZL-ERLER e McDEVITT, 1994; TSUNETO et al., 2003). Para as
amostras de Guarani M'bya e Kaingang, a extragdo do DNA foi realizada pelo método
de fenol/cloroformio (MANIATS et al., 1982, com modifica¢des). Para as amostras de
Guarani Kaiow4 e Nandeva, a extracdo de DNA seguiu o método de salting-out, com

modificacdes (LAHIRI e NURNBERG, 1991).
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4.2 ANALISE DOS MICROSSATELITES

A tipagem dos microssatélites foi feita com base em um método semi-
automatizado, no qual foram amplificadas as regides de microssatélites selecionadas por
PCR com oligonucleotideos iniciadores (primers) marcados com fluorescéncia. Os
segmentos amplificados, depois de desnaturados, foram submetidos a corrida
eletroforética, juntamente com um marcador de peso molecular, no aparelho
seqiienciador MegaBACE 1000, no qual foram separados por tamanho. Os alelos foram
designados com o uso do programa Fragment Profiler version 1.2 (GE Healthcare).

A amplificagdo foi realizada através de reagdes multiplex para cada amostra.
Neste tipo de PCR, varias regides sdo amplificadas simultaneamente pela adi¢do de
diversos pares de oligonucleotideos iniciadores (que deste ponto em diante serdo
designados oligos). Foram formados os seguintes grupos de microssatélites para
amplificag@o simultinea:

GRUPO I: D65273, D6S291, D65276 ¢ D6S2874,;
GRUPO 1II a: D65265, D6S2876 ¢ D6S2749;
GRUPO II b: D652972;

GRUPO III: TNFd, STR MICA e D652222;
GRUPO 1Va: HLABC-CA2;

GRUPO 1Vb: D65439;

GRUPO IVc: D6S105.

Os grupos Ila e IIb; IVa, IVb e IVc foram aplicados juntos na corrida
eletroforética.

A marcacao fluorescente dos oligos foi escolhida de maneira que permitisse que
produtos amplificados de diferentes /oci, com sobreposicdo de tamanho, fossem
aplicados juntos para corrida eletroforética. A seqiiéncia e cor de marcagdo dos primers
e os tamanhos de fragmentos gerados na PCR estdo descritos na Tabela 7.

As condigdes de PCR variaram para cada reacdo (Tabelas 8 e 9). A ciclagem foi
de 3 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54,5-64°C
(Tabela 8) por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando com 72°C por 10
(grupo 1V) ou 40 minutos (grupos I, II e III).
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TABELA 7. Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho dos fragmentos
resultantes da PCR e marcagdo fluorescente para cada microssatélite.

Continua
Grupo 1 Seqiiéncia do primer 5’- Seqiiéncia do primer Tamanho dos
Loco 3’ (marcacao) 3°-5 fragmentos (pb)
S’tcaatcaaatcatccccagaag .
D6S276 S’ccttctttgcagactgtcace 63-151
(NED — amarelo ou FAM - azul)
D6S273 5’ggagaagttgagtatttctge 5’accaaacttcaaattttcgg 139-163
(VIC - verde)
D652874 5’ getttgatctceccecte 5’ggacaatattttgctcctgagg 185-215
(FAM - azul)
D6S291 5’ ggcattcaggeatgeetgge 5’ ggggatgacgaattattcactaact 166-186
(NED - amarelo)
Grupo 11 Seqiiéncia do primer 5°- Seqiiéncia do primer Tamanho dos
Loco 3’ (marcacao) 3°-5° fragmentos (pb)
5’ tgt t
D652972 gaaatgigagaataaageaga 5’gataaaggggaactactaca 122-160
(NED — amarelo ou FAM - azul)
D6S265 5’agtcaccctactgtgetate 5’atcgaggtaaacagcagaaag 176-218
(VIC - verde)
D6S2749 5’tgcttatagggagactaccg 5’gaggtaatgtcacaggatggg 221-243
(FAM - azul)
D6S52876 5’ ggtaaaattcctgactggee 5’gacagctcttcttaacctge 193-251

(NED - amarelo)
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TABELA 7. Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho dos fragmentos
resultantes da PCR e marcagdo fluorescente para cada microssatélite.

Conclusdo
Grupo III | Seqiiéncia do primer 5’- 3’ Seqiiéncia do primer Tamanho dos
Loco (marcagio) 3-5 fragmentos (pb)
TNFd > cataglgggactetgletecaaag 5"agatccttcectgtgagttetgct 124 - 134
(NED - amarelo)
D6S2222 > agleatetgaagagligg 5’gcatgtcttctttgttaagg 230 - 250
(FAM - azul)
STR MICA > cetttttticagggaaaglec 5" ccttaccatctccagaaactge 180 - 200
- (VIC - verde)
Grupo IV | Seqiiéncia do primer 5’- 3’ Seqiiéncia do primer Tamanho dos
Loco (marcacio) 3°-5 fragmentos (pb)
HLABC- )
204 5’tgggcaatgagtcctatgac 5’tgccatttggecctaaatge 90 - 130
(VIC - verde)
D6S5439 5’ttcaaggacagcctcaggg 5’ gatgatttaagtttcctgtggace 270 - 300
(NED — amarelo ou FAM — azul)
D6S105 5’gggattacaggcaggagccac 5’gaaggagaattgtaattccg 144 - 164

(FAM - azul)
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TABELA 8. Concentragdes dos reagentes e temperaturas de hibridacdo nas PCR.

Concentracdo final / Quantidade

Reagente
(concentragdo inicial) (;JI? re)olsigj Grupo III | Grupo IVa | Grupo IVb (;J\r]uc 110
dNTP (2 mM) 02mM 025mM 025mM 0.25mM 0,25 mM
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 1,5 mM ISmM  25mM  25mM
Taq Pol. (5 U/ul) 0,25 U 0,25 U 0,25 U 0,25 U 0,25 U
Tampao (10 X)** 1X 1 X 1X 1X 1 X
DNA (20 pg/ml) 6 pg/ml 5 pg/ml 4 pg/ml 6 pg/ml 4 pg/ml
TA 55°C 54,5°C 60°C 60°C 60°C

O volume final para todas as reagdes ¢ de 10 pl.

Taq Pol. — Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen); TA — temperatura de anelamento.
*Nesta reagao ¢ acrescentado Dimetil Sulféxido (DMSO) 0,5%.
**Na maior parte dos casos ¢ utilizado o Tampao da Invitrogen (20 mM Tris HCl pH=8, 40 mM NaCl,
2 mM Sulfato de Sddio, 0,1 mM DTT, glicerol 50%), mas para o grupo IVb o tampao utilizado ¢ feito no
laboratorio (600 mM Tris HCI pH=9, 150 mM Sulfato de Aménia, Tween 20 0,1%).

TABELA 9. Concentragdes dos oligonucleotideos iniciadores (primers) nas PCR.

Primer do

Primer do

Concentracao Concentragao
GRUPO I* GRUPO III*
D6S276 0,56uM TNFd 0,2uM
D6S273 0,68uM D6S2222 0,2uM
D6S2874 0,22uM STR MICA 0,2uM
D6S291 0,26uM Primer do Concentracdo
GRUPO IV*
Primer do | Concentragdo| HLABC-2CA 2uM
GRUPO II*
D682972 0,3uM D65439 2uM
D6S265 0,4uM D6S105 2uM
D6S2749 0,3uM
D6S2876 0,3uM

*A concentrag@o ¢ sempre a mesma para os primers 5’ e 3°.
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Apo6s a amplifica¢do, os produtos de PCR foram diluidos em 4gua ultrapura.
Nesta etapa, produtos de diferentes PCR foram unidos para corrida eletroforética. As
condi¢des de dilui¢do foram as seguintes:

e GRUPO I: 2 pl de produto de PCR em 8 pl de agua;

e GRUPO II: 2 pl de produto de PCR de Ila, 7 pl de produto de PCR de IIb, 15 pul de
agua;

e GRUPO III: 2 pl de produto de PCR em 8 pl de agua;

e GRUPO IV: 4 pl de produto de PCR de 1Va, 2 ul de produto de PCR de IVb e 4 pl
de produto de PCR de IVc (neste grupo, como o volume final ja somou 10 pl, ndo foi
adicionado agua).

Ap0s a diluicdo, os produtos de PCR foram preparados para inje¢do no aparelho
seqiienciador MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Uma solugdo era preparada com
tween e o marcador de peso molecular ET400-R (GE Healthcare). Para cada amostra
eram colocados 0,3 pl do marcador, 6,7 pl de tween 0,02X e 2 ul do produto de PCR
diluido. Os produtos eram entdo desnaturados por 3 minutos a 94°C e colocados
diretamente no gelo para manter a desnaturacdo. A injecdo no MegaBACE era feita a
3KV por 80 segundos e a corrida se dava a 8KV por 80 minutos.

O programa Fragment Profiler version 1.2 (GE Healthcare) utiliza os picos do
marcador de peso molecular como referéncia para calcular o tamanho em pares de base
(pb) dos produto de PCR. O marcador contém fragmentos com tamanhos conhecidos:
60, 90, 100, 120, 150, 160, 170, 190, 200, 220, 250, 270, 290, 300, 310, 330, 350, 360,
380 e 400 bases (Figura 2). O programa constréi uma curva baseada nestes tamanhos e
no tempo de corrida em que cada um desses fragmentos foi detectado (Figura 3). Para
inferir o tamanho dos produtos de PCR, seu tempo decorrida ¢ colocado na curva. A

visualizacdo do resultado est4 representada com um exemplo na figura 4.
FIGURA 2. Picos do marcador de peso molecular ET400-R (GE Healthcare).

T T

| e = ‘._ i J [ |

e | I S — e b LR |]_ il
5000 5030

NOTA: Os picos representam oligonucleotideos de tamanho conhecido: 60, 90, 100, 120, 150, 160, 170,
190, 200, 220, 250, 270, 290, 300, 310, 330, 350, 360, 380 e 400 bases.
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FIGURA 3. Grafico gerado pelo programa Fragment Profiler version 1.2 (GE
Healthcare) com base nos picos do marcador de peso molecular ET400-R (GE
Healthcare).
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NOTA: No eixo x esta o tempo de corrida, representado pelo numero de vezes em que o laser, que faz a
leitura da fluorescéncia no seqiienciador MegaBACE, leu os capilares. No eixo y a esquerda estd o
tamanho dos fragmento em pares de base. Os pontos em cor de rosa representam a posi¢ao dos picos do
marcador de peso molecular ET400-R (GE Healthcare). A curva em vermelho € construida para plotagem
dos dados dos produtos de PCR e inferéncia de seus tamanhos. A linha em preto representa a variagdo da
corrente durante a corrida eletroforética (os valores de corrente estdo no eixo y a direita).
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FIGURA 4. Exemplo da visualizacdo dos resultados no programa Fragment Profiler
version 1.2 (GE Healthcare).
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NOTA: No eixo x estd o tamanho em pares de base. No eixo y estd a intensidade de fluorescéncia. Estao
representados individuos com os seguintes gendtipos: D6S273*153/155, D6S273%147/147 e
D6S273*151/153.

4.3 ANALISE DOS GENES DO MHC

Para analise de haplotipos e de desequilibrio de ligagdo com genes do MHC foram utilizados
resultados de tipagens anteriores. Na regido de classe II, foram utilizados os genes HLA-DPAI, HLA-
DPB1, HLA-DMA, HLA-DMB (dados nio publicados); LMP2, TAPI, LMP7, TAP2 (FAUCZ et al.,
2000); HLA-DQBI e HLA-DQAI (SOTOMAIOR et al., 1998; TSUNETO et al., 2003); HLA-DRBI,
HLA-DRB3, HLA-DRB4 ¢ HLA-DRBS5 (PETZL-ERLER e McDEVITT, 1994; TSUNETO et al., 2003);
HLA-DRA (dados ndo publicados). Na regido de classe III, foram utilizados os genes C4B, C44 ¢ BF
(GUERRA et al., 1992; WEG-REMERS et al., 1997). Na regido de classe I, foram utilizados os genes
HLA-B, HLA-C e HLA-A (BELICH et al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993; dados nio publicados).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

As freqiiéncias genotipicas foram obtidas por contagem utilizando o programa
Convert (PROBST, 1998). As freqiiéncias alélicas também foram obtidas por contagem
a partir das freqiiéncias genotipicas, utilizando o pacote de programas Arlequin v. 3.01
(EXCOFFIER et al., 2005). A freqiiéncia de um alelo (FA) ¢ obtida somando-se o
numero de individuos heterozigotos para aquele alelo (het) mais duas vezes o nimero
de individuos homozigotos (hom) e dividindo-se o resultado pelo dobro do ntimero total
de individuos (n): FA = (het + 2 hom)/2n.

A verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi feita pela comparacao da
freqiiéncia observada dos gen6tipos com aquela esperada em equilibrio com o teste de
GUO e THOMPSON (1992), utilizando-se também o pacote de programas Arlequin v.
3.01 (EXCOFFIER et al., 2005) e adotando-se como limite de significancia p=0,05.
Foram utilizados 100.000 passos na cadeia de Markov e 1.000 passos de
desmemorizagdo.

A diversidade do loco em cada populagéo foi quantificada pelo niimero de alelos
observado, pela heterozigosidade observada (porcentagem de individuos heterozigotos)
e pela diversidade génica (heterozigosidade esperada), que consiste na proporgao
esperada de individuos heterozigotos para as freqiiéncias alélicas observadas. Foram
considerados mais diversos os locos ¢ as populagdes com valores altos para todos estes
parametros, principalmente a diversidade génica, que indica o grau de polimorfismo.
Estes pardmetros também foram calculados utilizando-se o pacote de programas
Arlequin v. 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005).

Comparagdes entre freqii€ncias alélicas absolutas das diferentes populagdes
foram feitas pelo teste exato de Fisher, que ¢ baseado em tabelas de contingéncia. Estes
testes foram feitos com auxilio do programa RXC (MILLER, 1997) e foi adotado como
limite de significancia p=0,05. As freqii€ncias utilizadas nas compara¢des podem
apresentar desvios com relagdo a freqiiéncia real do alelo na populagdo, especialmente
no caso de alelos com freqiiéncias baixas. Por isso, alelos com freqiiéncia absoluta
menor ou igual a 5 (no total dos cromossomos) foram excluidos nas comparagdes.
Porém, isso s6 ocorreu se o alelo apresentasse freqii€éncia baixa ou nula nas duas
populagdes que estavam sendo comparadas; em uma comparagdo com uma populagao
que possui uma freqiiéncia alta daquele mesmo alelo, ele era mantido. Por exemplo, o

alelo STR MICA*A410 foi incluido nas comparagdes dos Kaingang com as demais
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populagdes, mas ndo foi incluido nas compara¢des dos Guarani M bya (GRC) com as
demais populacdes (ver Tabela 24).

As distancias genéticas entre as populacdes foram calculadas com o método de
Cavalli-Sforza e Edwards (CAVALLI-SFORZA e EDWARDS, 1967), com o pacote de
programas PHYLIP (FELSENSTEIN, 2004). As distancias genéticas foram utilizadas
para a constru¢do de um dendrograma utilizando o método Neighbor-Joining (SAITOU
e NEI, 1987), também com o pacote de programas PHYLIP (FELSENSTEIN, 2004). O
dendrograma foi visualizado com o programa TreeView 1.6.6 (PAGE, 1996). Para estas
analises foi utilizada uma amostra populacional de Curitiba, analisada anteriormente
para os microssatélites, para servir de grupo de fora. Para esta amostra, ndo foi
analisado o marcador D652876(G51152), que portanto foi excluido dessas analises.

As freqiiéncias haplotipicas foram obtidas por maxima verossimilhanga, com o
algoritmo EM, incluido no pacote de programas Arlequin v. 3.01 (EXCOFFIER et al.,
2005). Este método foi adotado por ndo conhecermos a fase dos alelos em cada
gendtipo. Consiste em estimar freqiiéncias haplotipicas aleatorias e a partir delas
computar a verossimilhanca de obter as freqiiéncias genotipicas esperadas assumindo
equilibrio de Hardy-Weinberg a partir das freqliéncias haplotipicas geradas.
Posteriormente, as freqiiéncias genotipicas sdo utilizadas para estimar novas freqiiéncias
haplotipicas. A cada passo do procedimento a verossimilhanga aumenta. Este
procedimento ¢ repetido até se alcancar uma estabilidade, ou seja, ndo haver mais
aumento da verossimilhanca. O desvio padrao das freqii€ncias ¢ obtido pelo método de
bootstrap, no qual varias amostras aleatorias sao retiradas, e depois repostas, da amostra
total e testadas pelo mesmo algoritmo. O nimero de réplicas utilizadas para o boostrap
foi 1.000.

Quando a freqiiéncia haplotipica observada difere da esperada, ou seja, do
produto das freqiiéncias alélicas individuais, diz-se que os locos estdo em desequilibrio
de ligacdo. O calculo de desequilibrio de ligagao (valores de D’ e p) foi feito com o
pacote de programas PyPop (LANCASTER et al., 2003), adotando como limite de
significancia p=0,05. Para melhor visualizacdo dos resultados foram confeccionados
graficos atribuindo-se cores aos diferentes valores de p e de D’ para cada par de locos,
utilizando o programa MATLAB (The MathWorks). O célculo de D" usou a seguinte
formula (HEDRICK, 2005):

—

D’=22 piqi [D’

1=1)=1
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S RESULTADOS

5.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Os resultados de freqiiéncias alélicas e genotipicas, as heterozigosidades e o
teste do equilibrio de Hardy-Weinberg sdo mostrados para cada microssatélite. Os
microssatélites sao comentados na ordem em que se encontram no Cromossomo.

Foram feitas comparagdes entre as freqii€ncias alélicas das populagdes deste
estudo e destas com uma populagdo de Curitiba (BRA). Esta populagdo de Curitiba é de
origem predominantemente européia. Além disso, os dados foram comparados com

dados de populagdes disponiveis na literatura sempre que possivel.

5.1.1 Microssatélites da Regido de Classe 11

Para o microssatélite D65439, que ¢ centromérico a regido de classe II, o alelo
D6S439*280 foi o mais comum nas 5 populagdes Amerindias estudadas, atingindo uma
freqiiéncia de até 83% nos Guarani Kaiowd (GKW), seguido pelo alelo D6S439*274,
que teve freqiiéncia muito proxima ao D6S5439*282 em Guarani Kaiowa (Tabela 10). O
alelo D6S439*270 so6 foi observado nos Guarani, com uma freqiiéncia relativamente alta
nos Guarani Nandeva (GND). O alelo D6S439*268 s6 foi encontrado nos Kaingang de
Ivai (KIV). Na comparacao das freqiiéncias alélicas entre populagdes a diferenca foi
significativa em todos os casos. O tnico valor de p que foi maior que 10° foi na
comparag¢do entre as populacdes de Kaingang (Tabela 11).

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes, exceto Guarani M 'bya (GRC),
para a qual o valor de p (p=0,04056) foi muito proximo ao limiar de 5% (Tabela 12). Os
genotipos mais freqiientes foram D6S439*280/280 e D65439*274/280 (Figura 5). A
heterozigosidade observada e a diversidade génica tiveram uma grande variacdo entre
populagoes, com valores minimos de 25,8% e 30% nos Guarani Kaiowa ¢ maximos de

71,7% e 66% nos Guarani M "bya, respectivamente (Tabela 12).



TABELA 10. Freqiiéncias alélicas (%) de D65439.
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Populagao
D65439 1 GND GKW GRC KRC KIV BRA
n=83) | @=155) | (=92) | (@=109) | (n=126) | (n=144)

266 0,3
268 0,4
270 10,2 0,3 1,6 0,7
272 0,6 0,3 11 0,5 0,4 31
274 12,7 6,8 21,2 33,9 373 2,4
276 2,8
278 12 17,9 1,4 10,8
280 68,1 82,9 51,1 41,7 51,2 51,4
282 42 6,1 6,5 12,4 10,7 10,4
284 0.6 0,5 11,8
286 3,0 2,9 1,7
288 4,1 2.8
204 0,3
296 1,0
208 0,3

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4a; KRC: Kaingang de Rio das

Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagio euro-brasileira; n: numero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagio.
B Alelos exclusivos de uma populag@o.

TABELA 11. Valores de p nas comparagdes das freqiiéncias alélicas de D6S439 entre

populagoes.
D65439 GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10°®
GRC <10°® <10°®
KRC <10°® <10°® <10°
KIV <10°® <10°® <10° 0,004440
BRA <10 <10 <10 <10° <10

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira.
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TABELA 12. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D65439.

D65439 | GND | GKW | GRC | KRC KIV
p HW 0,93002 0,04056 0,48397 0,25225 0,29157
Heterozigosidade* 49,4% 25,8% 71,7% 58,7% 67,5%
Diversidade** 51% 30% 66% 64% 59%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

B Desvio significativo.

FIGURA 5. Freqiiéncias genotipicas de D65439.
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sdo
mostrados.
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O microssatélite D65291 também se localiza centromérico a regido de classe II.
O alelo D65291*170 foi o mais comum, seguido por D6S291*176 nos Amerindios
(Tabela 13). O alelo D65291*172 s6 foi observado nos Guarani do Mato Grosso do Sul
(GKW e GND) e na populacdo de Curitiba e o alelo D65291*186 s6 foi observado nos
Guarani M 'bya (GRC). Na comparacao das freqiiéncias alélicas entre populagdes s6 nao
foi observada diferenca significativa entre os Guarani do Mato Grosso do Sul (GKW e
GND) e entre os Kaingang de Ivai e os Guarani M'bya (Tabela 14). O valor de p da
comparagdo entre Kaingang de Rio das Cobras e Guarani Kaiow4 foi préximo ao limiar
de 5% e nao € significativo no nivel de 1%.

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populacdes (Tabela 15). Os genotipos mais
freqiientes foram D6S291*170/170 e D6S291*170/176 (Figura 6). A heterozigosidade
variou de 34,8% nos Guarani M bya, a 44% nos Guarani Nandeva (Tabela 15).

Para o microssatélite D6S2749 (RING3CA) os alelos mais freqlientes foram
D6S52749%233 ¢ D6S2749%235, respectivamente, em todas as populacdes (Tabela 16).
Nos Kaingang de Rio das Cobras (KRC) as freqiiéncias destes alelos sdo praticamente
idénticas. O alelo D6S2749*227 s6 foi encontrado nos Kaingang de Ivai (KIV) com
uma freqiiéncia muito baixa. Houve diferenca significativa em todas as comparagdes
entre populagdes (Tabela 17). O maior valor de p observado foi de 1% entre os Guarani
do Mato Grosso do Sul (GKW e GND).

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes (Tabela 18). O gendtipo mais
freqliente foi D6S2749*233/235 nas 5 amostras (Figura 7). A heterozigosidade
observada variou de 50%, em Guarani Nandeva, a 67,4%, em Guarani M'bya. Ja a
diversidade génica foi de 59% em Guarani Nandeva a 65% em Kaingang de Ivai

(Tabela 18).
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TABELA 13. Freqiiéncias alélicas (%) de D65291.

Populagao
D65291 1 GND GKW GRC KRC KIV BRA
(n=84) | (m=156) | (m=92) | (n=109) | (n=129) | (n=118)

168 13 7.1 55 0.4 233
170 70,2 73,1 80,4 65,1 78,3 45,3
172 1.8 42 5,5
174 12 32 7,6
176 13,1 15,1 18,5 24,8 20,9 5,9
178 12 0.3 1,4 11,9
180 12 0,4
182 0,3 0.4
186 1,1

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4a; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: namero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagao.

B Alelos exclusivos de uma populagéo.

TABELA 14. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas

de D6S291.
D6S291 GND GKW GRC KRC KIV
GKW 0,244860
GRC <10® <10°®
KRC 0,003220 0,000020
KIV <10° <10 0,548360  0,000080
BRA <10° <10 <10 <10 <10

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira.

B Diferenca ndo significativa considerando limite p=0,05.

O Diferenca ndo significativa considerando limite p=0,01.

TABELA 15. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D6S291.

D65291 | GND | GKW | GRC | KRC KIV

p HW 0,40657 0,09553 0,83068 0,92238 =1
Heterozigosidade* 44,0% 39,8% 34,8% 51,4% 35,7%

Diversidade** 48% 44% 32% 51% 34%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no céalculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.



FIGURA 6. Freqiiéncias genotipicas de D6S291.
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TABELA 16. Freqiiéncias alélicas (%) de D652749 (RING3CA).

populagdo sdo

Populagao
D6S52749 | GND GKW GRC KRC KIV BRA
(n=84) (n=156) (n=92) @=110) | (n=130) | (n=117)

223 0,4
227 0,4
229 3,0 2,6 11,4 4,5 2,7 41,0
231 1,8 6,8 14,2 11,5
233 49,4 48,4 47,3 44,1 50,4 19,7
235 40,5 34,9 40,2 43,6 28,1 20,9
237 5.4 14,1 1,2 0,9 4,2 6,0
239 0,4

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: namero de individuos.
B Alelo mais freqiiente em cada populagao.

B Alelos exclusivos de uma populagéo.
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TABELA 17. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas
de D652749 (RING3CA).

D6S2749 | GND GKW GRC KRC KIV
GKW
GRC 0,002700 <10°®
KRC 0,004320 <10°® 0,000020
KIV <10°® <10° <10° 0,000120
BRA <10 <10 <10° <10 <10

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4a; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira.
O No limite de significancia de 1%.

TABELA 18. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para
D652749 (RING3CA).

D6S2749 | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,27291 0,87905 0,30472 0,90633 0,58811
Heterozigosidade* 50,0% 61,5% 67,4% 64,5% 63,1%
Diversidade** 59% 63% 60% 61% 65%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

FIGURA 7. Freqiiéncias genotipicas de D6S2749 (RING3CA).
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Para o microssatélite D6S2874 (TAPICA), o alelo mais freqiiente foi o
D6S2874*193 nos Kaingang (KIV e KRC), o D652874*201 nos Guarani (GKW, GND
e GRC) e o D6S2874*201 na populagdo de Curitiba. Entre os amerindios, o alelo
D6S52874%203 s6 foi observado nos Guarani Kaiowa (GKW) e os alelos D652874*205
e D652874*207 nos Kaingang de Ivai (KIV), nos trés casos com freqiiéncias bem
baixas (Tabela 19). Nas comparacdes das freqiiéncias alélicas entre populagdes a
diferenca nao foi significativa apenas entre os Kaingang (Tabela 20).

Para este microssatélite, as freqii€ncias genotipicas observadas estavam de
acordo com as esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populacdes
(Tabela 21). O genotipo mais freqliente foi D6S52874*201/201 nas 3 populagdes de
Guarani, D652874*193/201 nos Kaingang de Rio das Cobras e D652874*193/201 e
D6S2874*193/193 nos Kaingang de Ivai (Figura 8). A heterozigosidade observada
variou de 50%, em Guarani Kaiowda, a 64,2%, em Kaingang de Rio das Cobras. A
diversidade génica variou de 54% em Guarani Kaiowa e M 'bya a 64% em Kaingang de
Ivai (Tabela 21).

Para D6S2876 (G51152), o alelo mais freqiiente entre os Guarani foi o
D6S2876*215 e entre os Kaingang foi o D6S2876*223 (Tabela 22). O alelo
D652876*221 s6 foi observado nos Guarani M’byé e o alelo D6S2876*225 nos Guarani
Nandeva. Para este marcador ndo foi feita a comparagdo com a populagio de Curitiba,
pois as tipagens para esta populacdo apresentaram problemas. Nas comparacdes entre as
populacdes indigenas (Tabela 23), os Kaingang diferiram significativamente entre si e
dos Guarani. Nao houve diferenca significativa entre os Guarani.

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes (Tabela 24). O gendtipo mais
freqiiente foi D6S2876%223/223 nos Kaingang, D6S2876*215/223 nos Guarani Mbya e
D6S2876%215/223 e D6S2876*215/215 nos Guarani Kaiowa e Nandeva (Figura 9). A
heterozigosidade e a diversidade variaram de 27,7% e 27% em Kaingang de Rio das

Cobras, a 59,8% e 52% em Guarani M by4, respectivamente (Tabela 24).
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TABELA 19. Freqiiéncias alélicas (%) de D652874 (TAPI1CA).

Populagao
D652874| GND GKW GRC KRC KIV BRA
(n=84) | (m=156) | (m=93) | (@=109) | (=129) | (n=117)

191 16,1 9,9 263 252 295 444
193 38,7 28,5 12,4 51,8 47,7 41
201 45,2 60,9 61,3 22,9 2.1 13
203 0,6 6,8
205 0.4 2,5
207 0,4 3.8

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4a; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: numero de individuos.
B Alelo mais freqiiente em cada populagao.

TABELA 20. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas
de D6S52874 (TAP1CA).

D6S2874 | GND GKW GRC KRC KIV
GKW 0,004300
GRC <10°® <10°®
KRC <10° <10 <10°
KIV <10° <10° <10° 0,533660
BRA <10° <10° <10° <10° <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populacdo euro-brasileira.
B Diferenca nio significativa.

TABELA 21. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para

D652874 (TAPICA).
D6S2874 | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,12533 0,43271 0,60324 0,23915 0,39223
Heterozigosidade* 52,4% 50,0% 58,1% 64,2% 60,5%
Diversidade** 62% 54% 54% 62% 64%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M’'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.
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FIGURA 8. Freqiiéncias genotipicas de D652874 (TAPI1CA).
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sao
mostrados.

TABELA 22. Freqiiéncias alélicas (%) de D6S2876 (G51152).

D6S2876 Populacio
GND (n=84) | GKW (n=156)| GRC (n=92) | KRC (n=110) | KIV (n=130)

215 65,5 65,7 57,1 273 16,2
217 0,3 1,6
221 1,1
223 30,9 33,3 40,2 70,9 83,8
225 1,2
239 2,4 0,6 1,8

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; n: nimero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagio.

B Alelos exclusivos de uma populagéo.

TABELA 23. Valores de p nas comparagdes entre populacoes das freqliéncias alélicas
de D6S2876 (G51152).

D6S2876 GND GKW GRC KRC
GKW 0,754620
GRC 0,109840 0,108340
KRC <10°® <10° <10°
KIV <10° <10° <10° 0,001960

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai.
B Diferenca ndo significativa.
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TABELA 24. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para

D6S2876 (G51152).
D6S2876 | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,29497 0,95569 0,36731 0,40632 =]
Heterozigosidade* 50,0% 44,9% 59,8% 40,0% 27,7%
Diversidade** 48% 46% 52% 42% 27%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

FIGURA 9. Freqiiéncias genotipicas de D652876 (G51152).
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sido
mostrados.
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5.1.2 Microssatélites da Regido de Classe 111

Para o microssatélite D65273 (Tabela 25), o alelo mais freqiiente nos Kaingang
e na populagdo de Curitiba foi 0 D65273*153. Nos Guarani, o alelo D65273*147 foi o
mais comum, juntamente com D6S273*153 nos Guarani Nandeva. Houve diferenca
significativa em todas as comparagdes. Entre os Guarani do Mato Grosso do Sul (GKW
e GND) e entre os Kaingang (KIV e KRC) as diferengas ndo sdo significativas se
considerarmos o limite de significancia de 1% (Tabela 26).

As freqiiéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 27) em todas as populagdes, exceto Guarani
Nandeva (p=0,01195). O genétipo mais freqiiente foi D6S273*147/153 nos Guarani
Kaiowa e M'bya, D6S273*151/153 nos Guarani Nandeva e nos Kaingang de Ivai e
D6S273%153/153 ¢ D6S273*151/153 nos Kaingang de Rio das Cobras (Figura 10). A
heterozigosidade variou de 55%, em Kaingang de Rio das Cobras, a 74,4%, em Guarani
Kaiowa e a diversidade génica, de 54%, também em Kaingang de Rio das Cobras, a
72%, em Guarani Kaiow4 e Nandeva (Tabela 27).

Para o microssatélite TNFd (Tabela 28), nos Guarani do Mato Grosso do Sul
(GKW e GND) e nos Kaingang (KIV e KRC), os alelos mais freqiientes foram
TNFd*130 e TNFd*134, respectivamente. J& nos Guarani M’by4, estes dois alelos
também tiveram as maiores freqiiéncias, porém na ordem inversa. Para este marcador
foi possivel a comparacdo com populacdes de origem européia e uma populagdo
coreana. Na literatura, os alelos s3o denominados d1 a d7 e foi possivel estabelecer a
equivaléncia desta nomenclatura com o tamanho dos alelos em pares de base
encontrados neste trabalho (Tabela 28). As diferencas ndo foram significativas apenas
nas comparagdes entre os Guarani do Mato Grosso do Sul (GND e GKW) e entre os
Guarani Nandeva e M ‘bya (Tabela 29).

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes (Tabela 30). Nos Kaingang, os
genotipos mais freqilientes foram TNFd*130/130 e TNFd*130/134 (Figura 11). Nos
Guarani do Mato Grosso do Sul (GKW e GND), TNFd*130/132 e TNFd*130/134. Ja
nos Guarani M’bya, foram 7TNFd*130/134 e TNFd*132/134 (Figura 11). A
heterozigosidade variou de aproximadamente 50% em Kaingang a 74% em Guarani

M bya, com valores proximos aos da diversidade génica (Tabela 30).
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TABELA 25. Freqiiéncias alélicas (%) de D65273.

Populagao
b65273 IE}N](Z;) GKW GRC KRC KIV BRA
(n=84) (n=156) (n=92) 0=109) | @®=130) | (n=118)

147 33,3 38,1 57,1 1.4 5,8 7,6
149 0,6 0,8
151 22,0 16,0 12,5 26,1 28,5 19,1
153 33,3 28,2 29,3 61,9 51,9 32,6
155 9,5 17,3 1,1 10,5 10,8 24,6
157 0,3 0,8 3,0
159 1,2 2,3 6,3

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: namero de individuos.
B Alelo mais freqiiente em cada populagio.

TABELA 26. Valores de p nas comparagdes entre populacoes das freqliéncias alélicas
de D6S273.

D6S273 GND GKW GRC KRC KIV
GKW
GRC <10° <10
KRC <10° <10 <10
KIV <10° <10 <10
BRA <10° <10 <10 <10 <10

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira.
O Diferenca nio significativa considerando limite p=0,01.

TABELA 27. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D65273.

D6S273 | GND | GKW | GRC | KRC KIV
p HW 0,01195 0,09496 0,75426 0,45303 0,18764
Heterozigosidade™ 69,0% 74,4% 60,9% 55,0% 66,9%
Diversidade** 72% 72% 58% 54% 64%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

B Desvio significativo.



FIGURA 10. Freqiiéncias genotipicas de D6S273.
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sao

mostrados.

TABELA 28. Freqiiéncias alélicas (%) de TNFd.

TNFd GND | GKW | GRC KRC KIV
126 d1 0,6 0,4
128 d2 0,6 1,6
130 d3 41,6 48,1 32,6 70,2 65,9
132 d4 27,1 21,0 26,6 7.8 0,4
134 ds 30,7 30,3 39,1 22,0 33,3
TNFd COR' BRA ING? FRA® IRL* NAC’
dl 7,5 6,3 0,1 5,7 17,5 6,3
d2 1,5 2,4 1,5 0,5 3,4 7.3
d3 34,6 52,4 54,5 57,4 48,5 41,7
d4 19,9 25,9 29,5 26,9 25,2 28,1
ds 29,3 11,5 6,0 8,3 4,6 13,5
d7 6,4 0,5 1,2 1,0

Apenas alelos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populag@o.
GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M’bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; COR: Coreanos ('KIM et al., 2000); BRA: populagdo euro-brasilera;
ING: ingleses (*SPINK et al., 2004); FRA: franceses CTUGLULAR et al., 2003); IRL: irlandeses (*
McDONNELL et al., 1999 e KIRK et al., 1997); NAC: estado-unidenses de origem predominantemente
européia CPLEVY et al., 1996).
B Alelo mais freqiiente em cada populagao.
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TABELA 29. Valores de p nas comparacdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas

de TNFd.
TNFd GND GKW GRC KRC KIV
GKW 0,228700
GRC 0,145340  0,004160
KRC <10® <10 <10°®
KIV <10° <10 <10° <10°®
COR' <10° <10° <10° <10°® <10°
BRA <10° <10 <10 <10° <10°
ING? <10° <10 <10 <10° <10°
FRA’ <10° <10 <10 <10 <10
IRL* <10 <10 <10 <10 <10°
NAC’ <10° <10 <10 <10 <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; COR: Coreanos ('KIM ez al., 2000); BRA: populagido euro-brasilera;
ING: ingleses (*SPINK er al., 2004); FRA: franceses CTUGLULAR et al., 2003); IRL: irlandeses
(*McDONNELL et al., 1999 e KIRK et al, 1997); NAC: estado-unidenses de origem
predominantemente européia CPLEVY et al., 1996).

B Diferencga ndo significativa.

TABELA 30. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para TNFd.

TNFd | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,66040 0,45608 0,39511 0,92371 0,31118
Heterozigosidade* 65,1% 67,1% 73,9% 48,6% 50,0%
Diversidade** 66% 64% 67% 45% 45%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.
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FIGURA 11. Freqiiéncias genotipicas de TNFd.
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sao
mostrados.

5.1.3 Microssatélites da Regido de Classe |

O microssatélite STR_MICA ja foi estudado em diversas populacdes (Tabela 4),
sendo que geralmente sio encontrados 5 alelos: A4, A5, AS5.1, A6 e A9. Este
microssatélite estd localizado em um éxon e as repetigdes codificam alaninas na
proteina MICA. A nomenclatura dos alelos se refere ao numero de repeticdes do
microssatélite, que determina o niumero de alaninas codificadas (4, 5, 6 ou 9). No caso
do alelo 5.1, ha uma inser¢do, e uma das repeticoes GCT passa a ser GGCT (OTA et al.,
1997), causando uma alteracdo na matriz de leitura e gerando uma proteina solavel. Os
alelos A7 e A10 ja foram descritos (RUEDA et al., 2002; PEREZ-RODRIGUEZ et al.,
2000), mas sdo raros, sendo que o A10 havia sido observado apenas em chineses, em
um Unico haplétipo com HLA-B*5801 (TIAN et al., 2006).

No presente estudo, o alelo STR_ MICA*A10 foi encontrado em Kaingang com
uma freqiiéncia alta e nos Guarani M'bya (GRC) com freqiiéncia baixa (Tabela 31). O
alelo mais comum foi o STR MICA*A9 para os Kaingang (KIV ¢ KRC) e para os
Guarani Kaiowa (GKW) e 0 STR_MICA*AS5 para os Guarani Nandeva e M 'bya. O alelo
STR_MICA*A44 s6 foi observado nos Guarani Nandeva (GND) e nos Kaingang de Ivai,
nestes ultimos com uma freqiiéncia muito baixa.

Como ja existem diversos trabalhos para este marcador, foram selecionadas
algumas populagoes descritas na literatura para comparacoes estatisticas das freqiiéncias

alélicas com as populagdes do presente estudo. Nas comparagdes, as diferencas foram
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sempre significativas. Porém, o valor de p na comparagio entre os Guarani Nandeva e
os Wichi, da Argentina (ZHANG et al., 2002), foi muito préximo ao limiar (Tabela 32).

As freqiiéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 33) em todas as populagdes. Os genotipos mais
freqiientes foram STR MICA*A5/45, STR _MICA*A9/49 e STR MICA*A5/49
(Figura 12). A heterozigosidade variou de 41%, em Guarani M by4, a 59%, em Guarani
Nandeva e a diversidade génica foi de 40%, também em Guarani M'bya, a 67%, em
Kaingang de Ivai (Tabela 33).

Além disso, foi descrita uma delecdo de um segmento contendo o gene MICA
inteiro, que ocorre normalmente com o alelo HLA-B*4801 (KOMATSU-WAKUI et al.,
1999). A metodologia utilizada no presente trabalho ndo permite a deteccdo desta
delecdo, mas ¢ possivel inferir sua existéncia utilizando-se conjuntamente a informagao
do genétipo do individuo para HLA-B e para STR_MICA. E praticamente certo que
individuos portadores do alelo HLA-B*48 tenham a delecdo. Isto se refletiria como um
gendtipo homozigoto para o loco STR_ MICA, com a deleg¢do se comportando como um
“alelo recessivo”. Portanto, admitiu-se que individuos portadores de HLA-B*48 e
homozigotos para STR_MICA seriam, na verdade, heterozigotos, com a delecdo em um
dos cromossomos, e que individuos homozigotos para HLA-B*48 que ndo obtiveram
amplificagdo para o microssatélite seriam, na verdade, homozigotos para a delecdo. A
partir desta inferéncia percebeu-se que a delecdo tem uma freqiiéncia alta em Kaingang.
Por isso, as freqiiéncias alélicas para STR MICA foram re-calculadas nos Kaingang,

inferindo-se a freqiiéncia da delegdo como explicado acima (Tabela 34).



TABELA 31. Freqiiéncias alélicas (%) de STR MICA.
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STR MICA| GND GKW GRC KRC KIV wiIC'
A4 7,2 0,8 1,2
A5 48,8 27,1 74,5 29,4 34,5 50,0
A5.1 3,0 0,6 1,6 4,6
A6 2,4 10,0 2,2 3,7 2,4 1,2
A9 38,6 62,3 21,2 49,5 40,1 47,6
Al0 0,5 12,8 22,2
STR MICA| TER' TOBA' JAP? IND’ BRA NAC'
A4 0,5 21,0 15,4 11,0 17,5
A5 52,4 58,6 27,6 26,0 11,7 15,4
A5.1 0,8 1,0 11,2 16,5 27,0 37,7
A6 2,3 4,3 27,0 5,5 28,0 14,1
A9 44,5 35,1 13,2 36,6 223 20,8
Al0

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; WIC: Wichi; TER: Terena; JAP: japoneses; IND: indonésios;
BRA: populagdo euro-brasilera; NAC: estado-unidenses de origem predominantemente européia.
'ZHANG et al., 2002. "NISHIYAMA et al., 2004.

B Alelo mais freqiiente em cada populagao.

TABELA 32. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas

de STR MICA.
STR MICA GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10°
GRC <10°® <10°®
KRC <10 <10° <10°
KIV <10 <10° <10° <10°
TER' 0,004460 <10® <10 <10 <10®
wiC! <10°® <10° <10° <10°
TOBA' 0,002100 <10 0,001460 <10° <10°®
JAP? <10 <10 <10° <10° <10
IND? <10°® <10°® <10° <10° <10°
BRA <10 <10 <10° <10° <10
NAC' <10° <10° <10° <10° <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; TER: Terena; WIC: Wichi; JAP: japoneses; IND: indonésios;
BRA: populagdo euro-brasilera; NAC: estado-unidenses de origem predominantemente européia.
'ZHANG et al., 2002. NISHIYAMA et al., 2004.

O Diferenca nao significativa considerando limite p=0,01.
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TABELA 33. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para

STR_MICA.
STRMICA | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,39211 0,72701 0,30134 0,08388 0,10972
Heterozigosidade* 59,0% 52,3% 41,3% 55,0% 56,3%
Diversidade** 61% 53% 40% 65% 67%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

FIGURA 12. Freqiiéncias genotipicas de STR_MICA.
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sdo
mostrados.

TABELA 34. Freqiiéncias alélicas (%) de STR_MICA em Kaingang, considerando-se a
delecdo do gene MICA.

STR MIC4A A4 AS AS.1 A6 A9 Al0 del
KRC 26,8 4,5 3,6 46,4 12,3 6,3
KIv 0,8 31,9 2 35,8 20,9 8,7

KRC: Kaingang de Rio das Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; del: delecdo do gene MICA.
B Alelo mais freqiiente em cada populagio.
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Para o microssatélite HLABC-2CA o alelo mais comum variou entre as
populacdes, sendo que para os Kaingang foi o HLABC-2CA*125, para os Guarani
Kaiowa foi 0 HLABC-2CA*109, para os Guarani Nandeva foi 0 HLABC-2CA*91, para
os Guarani M'bya foi 0 HLABC-2CA*111 e para a populagdo de Curitiba foi o HLABC-
2CA*113 (Tabela 35). Entre os amerindios, os alelos HLABC-2CA*103, HLABC-
2CA*107 e HLABC-2CA*115 s6 foram observados nos Guarani Nandeva, o alelo
HLABC-2CA*133 s6 foi observado em Guarani Kaiowa e o HLABC-2CA*135 nos
Kaingang de Rio das Cobras. Todas as comparacdes mostraram diferengas
significativas, sendo que o Unico valor de p maior que 10° foi entre os Kaingang
(Tabela 36).

Para este microssatélite, as freqii€ncias genotipicas observadas estavam de
acordo com as esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 37) nos Guarani
M'bya e Nandeva e nos Kaingang de Rio das Cobras. Nas demais populag¢des (Guarani
Kaiowa e Kaingang de Ivai), foi observado um desvio do equilibrio significativo
(p=0,0095 ¢ p<I0°, respectivamente). Com excegdo dos Guarani M’bya, que tem
genotipos com freqiiéncias acima de 25% (HLABC-2CA*111/111 e HLABC-
2CA*111/117), as demais populagdes tém varios gendtipos com freqiiéncias baixas
(Figura 13). Nos Guarani Nandeva, apenas dois gendtipos (HLABC-2CA*91/109 e
HLABC-2CA*91/111) tém freqliéncias maiores que 5%, sendo que a soma das
freqiiéncias dos genotipos representados na figura 13 para esta populagdo ¢ de apenas
48%. A heterozigosidade observada variou de 61,9%, em Kaingang do Ivai, a 90,4%,
em Guarani Nandeva e a diversidade de 64%, em Guarani M'by4, a 89%, tem Guarani

Nandeva (Tabela 37).



TABELA 35. Freqiiéncias alélicas (%) de HLABC-2CA.
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Populagdo
HLABC-2CA | GND GKW GRC KRC KIV BRA
(n=83) (n=155) (n=92) (0=109) | (n=126) | (n=143)

91 18,1 17,4 7,1 1,4 0,4 0,4
95 3,8
97 0,4
101 1,2 0,3 1,6 0,4 3.8
103 1,2 1,7
105 0,6 0,6 1,8 0,4 6,3
107 1,8 1,4
109 13,9 36,1 2,2 21,6 20,2 11,2
111 15,1 21,3 53,8 11,0 19,0 5,9
113 7,2 1,0 2,2 0,4 12,9
115 0,6 5,6
117 12,7 6,1 26,1 0,9 2,4 3,5
119 0,4 2,8 2,1
121 9,0 1,0 2,2 2,3 32 7,0
123 10,2 21,1 11,1 9,4
125 4,2 6,5 1,6 31,2 36,9 6,6
127 0,6 0,4 2,8 8,7
129 3,6 9,4 3,3 6,0 0,4 3,1
131 2,4
133 0,3 1,7
135 1,4 0,7
137 0,4
141 0,4
151 0,4

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das

Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populacdo euro-brasileira; n: nimero de individuos.
B Alelo mais freqiiente em cada populagio.

B Alelos exclusivos de uma populagao.
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TABELA 36. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas

de HLABC-2CA.
HLABC2CA GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10°®
GRC <10°® <10°
KRC <10°® <10° <10°
KIV <10 <10 <10° 0,000020
BRA <10° <10° <10° <10° <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: Populagao euro-brasilera.

TABELA 37. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para HLABC-
2CA.

HLABC-2CA | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,33677 0,00950 0,47689 0,11516 <10®
Heterozigosidade* 90,4% 76,8% 69,6% 70,6% 61,9%
Diversidade** 89% 78% 64% 80% 78%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

B Desvio significativo.

FIGURA 13. Freqiiéncias genotipicas de HLABC-2CA.
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sdo
mostrados.
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Para o microssatélite D65265 o alelo mais comum foi o D65265*186 para os
Kaingang, Guarani M'bya e Guarani Kaiowa, D65S265%184 nos Guarani Nandeva e
D6S265*180 nas demais populacdes (Tabela 38). Em Guarani Nandeva e M'by4, os
alelos D6S265*184 e D6S265*186 tiveram freqiiéncias bem proximas. Para este
marcador foram possiveis comparagdes com freqiiéncias alélicas observadas em
populacdes européias. SO ndo houve diferenca significativa na comparagdo entre
Guarani Nandeva e Kaingang de Rio das Cobras (Tabela 39).

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 40) em todas as populagdes, exceto Guarani
Nandeva (p=0,02518). Com exce¢do dos Guarani M'bya, que tem um gendtipo com
freqiiéncia de 47% (D6S265*184/186), as demais populagdes tém varios gendtipos com
freqiiéncias relativamente baixas (Figura 14). A heterozigosidade variou de 60,9%, em
Guarani M'bya, a 84,5%, em Guarani Nandeva e a diversidade, de 58%, também em
Guarani M'bya, a 76%, em Guarani Nandeva e em Kaingang de Rio das Cobras
(Tabela 40).

Para o microssatélite D652972 (MOGCA), as populagdes apresentaram um
grande nimero de alelos em freqiiéncias relativamente baixas (Tabela 41), com excecao
dos Kaingang de Ivai, que apresentaram um alelo com freqiiéncia de 47,7%
(D6S2972*%134). O alelo D6S2972*154 s6 foi observado nos Guarani Nandeva. Para
este marcador todas as comparagdes apresentaram diferencas altamente significativas,
com valores de p menores que 10™ (Tabela 42).

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes (Tabela 43). Todas as populacdes
tétm varios gendtipos com freqiiéncias relativamente baixas (Figura 15). A
heterozigosidade observada e a diversidade génica variaram de 73,1% e 70%, em

Kaingang do Ivai, a 86,9% e 86%, em Guarani Nandeva, respectivamente (Tabela 43).
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TABELA 38. Freqiiéncias alélicas (%) de D65265.

D6S265| GND GKW GRC | KRC KIV | BRA | GAL' | BRI’ | BAS®

176 0,6 0,9 27 96 100 11,9 10,9
180 83 06 38 54 42 295 358 381 344
182 149 264 33 159 212 113 50 68 63
184 333 280 456 268 158 238 31,7 284 177
186 31,0 439 462 33,6 44,6 183 158 13,1 27,1
190 10,1 164 96 0,6

Apenas alelos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagéo.

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M’bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasilera; GAL: galeses ('WORWOOD et al.,
1997); BRI: britanicos CRAHA-CHOWDHURY et al., 1995); BAS: bascos (CPENA ef al., 2002).

B Alelo mais freqiiente em cada populagéo.

TABELA 39. Valores de p nas comparagdes entre populagdes das freqiiéncias alélicas
de D6S265.

D6S265 GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10
GRC <10 <10°
KRC 0,238640 <10° <10
KIV <10 <10° <10°® 0,002360
BRA <10 <10° <10° <10° <10
GAL' <10 <10° <10 <10° <10
BRI <10 <10° <10 <10 <10
BAS® <10 <10° <10 <10 <10

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagio euro-brasilera; GAL: galeses (‘' WORWOOD et al.,
1997); BRI: britanicos CRAHA-CHOWDHURY et al., 1995); BAS: bascos CPENA et al., 2002).

B Diferenca ndo significativa.

TABELA 40. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D6S265.

D6S265 | GND | GKW | GRC | KRC KIV
p HW 0,02518 0,84888 0,10976 0,88036 0,35919
Heterozigosidade* 84.,5% 65,6% 60,9% 80,0% 77,7%
Diversidade** 76% 66% 58% 76% 72%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

B Desvio significativo.



FIGURA 14. Freqiiéncias genotipicas de D6S2635.
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sao

mostrados.

TABELA 41. Freqiiéncias alélicas (%) de D652972 (MOGCA).

Populagdo
Db652972 IE}ng GKW GRC KRC KIV BRA
(n=84) (n=156) (n=93) 0=110) | (=129) | (@=119)

122 9,5 12,5 36,6 2,7 0,8 233
126 0,4
130 1,2 1,6 0,4 15,8
132 22,6 14,1 33,9 17,7 14,6 23,8
134 15,5 16,0 3,2 31,4 47,7 3.8
136 10,7 5,4 18,6 9,6 8,3
138 1,2 0,3 0,5 3,2 1,9 5,8
140 4,1 0,4 0,4
142 0,8
144 0,4 5,0
146 11,3 9,6 12,9 1,4 0,4 0,8
148 16,1 16,0 8,6 6,4 3,5 9,6
150 10,7 26,0 2,7 13,6 21,1 1,7
154 1,2

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai;BRA: populagdo euro-brasileira; n: nimero de individuos.
B Alelo mais freqiiente em cada populagéo.
B Alelos exclusivos de uma populagao.



53

TABELA 42. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas
de D652972 (MOGCA).

D6S2972 | GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10®
GRC <10® <10°
KRC <10° <10° <10°
KIV <10° <10° <10° 0,000020
BRA <10° <10 <10 <10 <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: Populagdo euro-brasilera.

TABELA 43. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para
D652972 (MOGCA).

D6S2972 | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,17068 0,52243 0,74616 0,33936 0,19990
Heterozigosidade* 86,9% 83,3% 78.,5% 77,3% 73,1%
Diversidade** 86% 84% 73% 81% 70%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

FIGURA 15. Freqiiéncias genotipicas de D652972 (MOGCA).
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sdo
mostrados.
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O microssatélite D6SI105 ¢é telomérico a regido de classe I. Para este
microssatélite o alelo mais comum foi o D6S105*155 para todas as populagdes,
atingindo uma freqiiéncia de até 80% em Guarani Kaiowa (Tabela 44).0 alelo
D6S105*%169 foi observado apenas em Guarani M’'byd, com uma freqiiéncia alta
(12,5%). As diferencas entre as populagdes foram altamente significativas, com valores
de p menores que 10°® (Tabela 45). Para este marcador foram encontrados alguns
trabalhos na literatura (Tabelas 4 e 5), porém ndo foi possivel fazer a correspondéncia
dos alelos descritos com os alelos encontrados no presente estudo.

As freqiliéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes (Tabela 46). O gendtipo mais
freqliente foi o D6S105*155/155 em todas as populagdes (Figura 16), atingindo uma
freqiiéncia de 64% em Guarani Kaiowa. A heterozigosidade observada e a diversidade
génica variaram de 33% e 34%, em Guarani Kaiowa, a 75% e 68%, em Guarani M bya
(Tabela 46).

O microssatélite D65276 também se encontra telomérico a regido de classe I.
Para este microssatélite o alelo mais comum foi o D6S276*143 nos Guarani e na
populacdo de Curitiba e o D6S5276*131 nos Kaingang. O alelo D6S276*147 s6 foi
observado em Guarani, com uma freqiiéncia relativamente alta nos Guarani M bya
(Tabela 47). As populagdes apresentaram diferengas altamente significativas, sendo que
a diferenca menos pronunciada foi observada entre as populacoes de Kaingang
(Tabela 48).

Para este microssatélite, as freqiiéncias genotipicas observadas estavam de
acordo com as esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populacdes
(Tabela 49). Todas as populacdes tém varios genotipos com freqiiéncias relativamente
baixas (Figura 17), sendo que o genotipo com maior freqiiéncia é o D6S276*131/143
em Kaingang do Ivai. A heterozigosidade variou de 53,2%, em Kaingang de Rio das
Cobras, a 92,4%, em Guarani M'bya e a diversidade génica, de 60% em Kaingang do
Ivai, a 85%, também em Guarani M 'bya (Tabela 49).



55

TABELA 44. Freqiiéncias alélicas (%) de D6S105.

Populagao
D6S105 7 GNp GKW GRC KRC KIV BRA
m=83) | (=155 | (m=92) | (=109) | (n=126) | (n=145)

143 2.4 32 71 1.4 1.4
145 12 1,6 0,5 5,1 24
147 0,6 0,7
149 24 31
151 9,0 13,9 0,5 6,4 1,6 13,4
153 0,6 2.8 13,1
155 72,3 80,0 52,7 72,9 68,6 33,4
157 3,6 1,9 114 0,9 0.4 14,1
159 11 23 1,6 13,1
161 6,6 0,3 11,4 0,9 48 2.8
163 2,1
165 42 1,6 11,9 15,5
167 0,3
169 12,5

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: numero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagao.

B Alelos exclusivos de uma populagao.

TABELA 45. Valores de p nas comparagdes entre populacoes das freqli€ncias alélicas
de D6S105.

D6S105 GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10
GRC <10°® <10°
KRC <10 <10 <10°
KIV <10°® <10°® <10° <10°
BRA <10° <10° <10° <10° <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasilera.



56

TABELA 46. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D6S105.

D6S105 | GND | GKW | GRC | KRC KIV
p HW 0,86629 0,49360 0,59996 0,87073 0,23306
Heterozigosidade* 48,2% 32,9% 75,0% 47,7% 48,4%
Diversidade** 46% 34% 68% 45% 49%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4a; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.

FIGURA 16. Freqiiéncias genotipicas de D6S105.
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sido
mostrados.
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TABELA 47. Freqiiéncias alélicas (%) de D65276.

Populagao
D65276 ""GND | GKW | GRC KRC KIV BRA
(n=84) (n=156) (n=92) (n=109) | (=129) | (n=120)

119 2.4 16,3 6,0 1,8 9,6
127 0,6 1,0 9,6
129 1,2 0,3 15,2 0,5 5,4 1,7
131 14.9 14,1 17,4 45,4 49,2 12,6
133 0,6 0,3 0,5 3,5
135 2,2 1,7
137 4,1 8,7
139 20,8 26,0 9,8 2.3 5,4 3,0
141 11,9 7,0 13,0 3,2 0,8 10,4
143 46,4 34,3 22,3 42,2 39,1 32,2
145 0,6 6,1
147 0,6 0,6 14,1
149 0,4

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasileira; n: namero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagio.

B Alelos exclusivos de uma populag@o.

TABELA 48. Valores de p nas comparagdes entre populacdes das freqiiéncias alélicas
de D6S276.

D6S276 GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10°
GRC <10® <10°
KRC <10° <10 <10
KIV <10° <10 <10 0,007620
BRA <10° <10° <10° <10° <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasilera.

TABELA 49. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para D6S276.

D6S276 | GND | GKW | GRC | KRC KIV
p HW 0,48783 0,60871 0,83580 0,21519 0,60958
Heterozigosidade* 77,4% 77,6% 92,4% 53,2% 59,7%
Diversidade** 71% 77% 85% 61% 60%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no céalculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.
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FIGURA 17. Freqiiéncias genotipicas de D6S276.
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NOTA: Apenas genotipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sdo
mostrados.

Ainda mais telomérico a regido de classe I esta o microssatélite D652222, para o
qual o alelo mais comum foi 0 D652222%*24() nos Guarani ¢ na populacdo de Curitiba e
0 D6S52222*250 nos Kaingang (Tabela 50). O alelo D652222*243 s6 foi observado nos
Guarani, com uma freqiiéncia relativamente alta nos Guarani M’'bya. As comparagdes
entre populagdes revelaram diferencgas altamente significativas, sendo que a diferenga
menos pronunciada foi observada entre as populagdes de Kaingang (Tabela 51).

Para este microssatélite, as freqiiéncias genotipicas observadas estavam de
acordo com as esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populacdes
(Tabela 52). Todas as populacdes tém varios gen6tipos com freqiiéncias relativamente
baixas (Figura 18), sendo que o genodtipo com maior freqiiéncia € o D652222%240/240
em Guarani M’bya (37%). A heterozigosidade variou de 58%, em Guarani Kaiow4, a
74%, em Kaingang de Rio das Cobras e a diversidade génica de 59%, em Guarani

M’'bya, a 74% em Kaingang de Rio das Cobras (Tabela 52).
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TABELA 50. Freqiiéncias alélicas (%) de D652222.

Populagao
D6522221 GND GKW GRC KRC KIV BRA
Mm=83) | =155 | @=92) | (=109) | (=126) | (n=142)

236 41 0,7
238 7,2 7,7 1,0
240 52,4 49,0 58,7 19,7 19,8 47,9
241 2,3 1,4
242 6,0 1,3 3,8 19,3 17,1 38,4
243 4,8 0,3 11,4
244 6,6 4.2 21,2 14,7 21,8 7,4
246 0,4
250 21,7 37,4 4,9 39,9 41,3 2,1
252 1,2 0,7

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populacdo euro-brasileira; n: nimero de individuos.

B Alelo mais freqiiente em cada populagio.

B Alelos exclusivos de uma populag@o.

TABELA 51. Valores de p nas comparagdes entre populacoes das freqliéncias alélicas
de D652222.

D6S2222 GND GKW GRC KRC KIV
GKW <10°¢
GRC <10° <10°
KRC <10 <107 <10
KIV <10 <107 <10° 0,003620
BRA <10 <10 <10 <10 <10°

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasilera.

TABELA 52. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidades para

D652222.
D6S2222 | GND | GKW | GRC | KRC | KIV
p HW 0,35595 0,34548 0,19830 0,63804 0,64567
Heterozigosidade™ 68,7% 58,1% 61,9% 74,3% 69,8%
Diversidade** 67% 61% 59% 74% 71%

GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; p HW: valor de p no célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Heterozigosidade observada; **Diversidade génica ou heterozigosidade esperada.
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FIGURA 18. Freqiiéncias genotipicas de D6S2222.
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NOTA: Apenas genétipos com no minimo 5% de freqiiéncia em pelo menos uma populagdo sao
mostrados.

5.2 DISTANCIAS GENETICAS ENTRE POPULACOES

Os microssatélites foram utilizados como marcadores para o calculo da distancia
genética entre as populacdes. Para que fosse utilizada a populacdo euro-brasileira de
Curitiba (ver item 5.1) foi excluido o microssatélite D6S2876 (G51152). Nao foram
adicionadas outras populagdes, pois para nenhuma outra populagdo hd dados de todos os
microssatélites analisados.

As maiores distancias foram observadas entre a populagdo de Curitiba ¢ os
Guarani M’'byd e Kaiowd. Entre os indigenas, as maiores distancias foram entre os
Kaingang (KRC e KIV) e os Guarani M'bya (Tabela 66). A menor distancia foi
observada entre os Kaingang de Rio das Cobras e os Kaingang de Ivai. Também foi
pequena a distancia entre os Guarani Kaiowa e Nandeva, ambos do Mato Grosso do Sul
(Tabela 53).

O dendrograma mostrou que a populacao mais distante das outras ¢ a populacao
de Curitiba. Além disso, o dendrograma agrupou os trés grupos de Guarani e também

agrupou os Kaingang (Figura 19).
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TABELA 53. Distancias genéticas entre as populagoes.

GND GKW | GRC KRC KIV
GKW 0.027883
GRC 0.037045  0.058099
KRC 0.037497  0.053501  0.073865
KIV 0.044331  0.058874  0.074426  0.014764
BRA 0.067050  0.095406  0.097677  0.074385  0.094958

Distancias genéticas estimadas com o método de Cavalli-Sforza e Edwards (1967).
GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiowa; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populacdo euro-brasilera.

FIGURA 19. Dendrograma nao-enraizado com as populacdes deste estudo e uma
populagao de Curitiba.
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NOTA: Dendrograma obtido pelo método Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987).
GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'bya; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populacdo euro-brasilera.
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5.3 DESEQUIL{BRIO DE LIGACAO

Foi estimado o desequilibrio de ligagdo com base nos dados dos microssatélites
deste trabalho e também de genes do MHC analisados em estudos anteriores (ver item
4.3). No célculo também foi utilizada a populagdo euro-brasileira da regido
metropolitana de Curitiba (ver item 5.1). Para os genes do MHC incluidos na analise
nem sempre ha dados para todas as populagdes. Por isso, foram feitos dois conjuntos de
figuras de padroes de desequilibrio de ligagdo. O primeiro conjunto mostra todos os
locos que tém dados para todas as populagdes. O segundo conjunto mostra todos os
locos analisados em cada populacdo, portanto os locos apresentados nas figuras deste
conjunto diferem entre as populacdes.

Para os genes HLA, pelo fato das metodologias de tipagem nem sempre
permitirem a disting@o entre todos os alelos, alguns resultados foram mantidos em baixa
resolu¢do, agrupando alelos. Este foi o caso dos grupos alélicos HLA-DQBI1*02, HLA-
DQB1*06, HLA-DQA1*03 ¢ HLA-DRBI*03. Em um grupo, HLA-DQA1*01, apenas
dois alelos foram agrupados, HLA-DQAI*0101 e HLA-DQAI*0104. Para os genes de
classe I, foi utilizada a tipagem soroldgica, pois para apenas duas populagdes ha dados
moleculares. Esta baixa resolugdo utilizada nas analises pode afetar os padrdes de
desequilibrio de ligagdo encontrados. Por exemplo, se dois alelos diferentes que foram
agrupados estiverem em desequilibrio de ligagdo com alelos diferentes de outro loco, o
desequilibrio do grupo deve ficar menor do que seria sem o agrupamento. Ja se os alelos
agrupados estiverem em desequilibrio com o mesmo alelo de outro loco, o padrao deve
ser mantido.

O desequilibrio de liga¢do ¢ visivelmente menos pronunciado na populagao de
Curitiba (Figuras 20 a 25). Entre os amerindios, os Guarani Nandeva sdo os que

apresentam desequilibrio menos intenso e os Guarani M 'bya mais intenso.
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FIGURA 20. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe II observado nos Guarani M bya.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldmero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sio
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe 1.

Outro resultado que chama a atengdo ¢ que o Unico segmento com forte
desequilibrio de ligagdo em todas as populagdes, incluindo a populagdo de Curitiba, € o
que se estende do gene HLA-DQOBI ao gene HLA-DRBI. Nas cinco populagdes
amerindias pode ser observado um desequilibrio forte entre os microssatélites D6S52972
(MOGCA) e D6S265, menos intenso nos Guarani Nandeva. Alguns pares de locos
apresentam desequilibrio de ligagdo forte em pelo menos trés populagdes: D6S2749
(RING3CA) e HLA-DRBI, D652874 (TAP1CA) e HLA-DRBI1, HLA-DRB1 e D6S2972
(MOGCA), STR MICA e HLABC-2CA, HLABC-2CA e D6S2972 (MOGCA), D6S105 e
D6S2222.
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FIGURA 21. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe II observado nos Guarani Kaiowa.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe .

Com excecdo do segmento mencionado, do gene HLA-DQBI ao gene HLA-
DRBI, a regido de classe I tem desequilibrio de ligagdo mais acentuado. Por outro lado,
o desequilibrio menos intenso € entre locos de classe I € locos de classe I1.

Na regido de classe IlI, neste primeiro conjunto de figuras, foram analisados
apenas dois locos. Nos Guarani (Figuras 20, 21 e 22), estes dois locos estdo em

desequilibrio com valores de D" acima de 65%. Ja nos Kaingang e na populacdo de

Curitiba (Figuras 23, 24 e 25), os valores de D’ estdo entre 20% e 50%.
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FIGURA 22. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe II observado nos Guarani Nandeva.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centrdmero ao telomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe .

O segundo conjunto de graficos (Figuras 26 a 30) mostra os resultados de
desequilibrio de ligacdo para todos os locos do MHC dos quais hd dados para a
populacdo em questdo. A populacdo de Curitiba ndo aparece aqui, pois a Figura 25 ja
representa todos os locos com dados para esta populacdo. Os locos analisados
coincidem para os Guarani do Mato Grosso do Sul, Guarani Nandeva e Guarani Kaiow4
(Figuras 26 e 27). Os locos também sdo os mesmos para as popula¢des do Parana,

Guarani M 'by4, Kaingang de Rio das Cobras e Kaingang de Ivai (Figuras 28, 29 e 30).



66

FIGURA 23. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe Il observado nos Kaingang de Rio das Cobras.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe 1.

O segmento que apresentava forte desequilibrio no primeiro conjunto de
graficos, do gene HLA-DQBI ao gene HLA-DRBI, ¢ estendido neste conjunto,
englobando o microssatélite D6S2876 (G51152) e os genes HLA-DR analisados (HLA-
DRB3, HLA-DRB4 ¢ HLA-DRBS5 nos Guarani de Mato Grosso do Sul; HLA-DRA nas
populacdes do Parana). Outro segmento se destaca, englobando os locos D65265, HLA-

A e D652972 (MOGCA).
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FIGURA 24. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe Il observado nos Kaingang de Ivai.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sao
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe .

Nas populacdes do Parana, outros segmentos apresentaram forte desequilibrio de
ligacao (Figuras 28, 29 e 30). O primeiro segmento vai do gene HLA-DPAI ao gene
HLA-DMB. Outro segmento vai do gene LMP2 ao gene TAP2. Estes dois segmentos
englobam apenas um microssatélite cada um, D6S2749 (RING3CA) e D6S2874

(TAP1CA), respectivamente.
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FIGURA 25. Padrao de desequilibrio de ligagdo para os microssatélites e genes HLA de
classe II observado na populagéo de Curitiba.
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Nos Guarani do Mato Grosso do Sul (Figuras 26 e 27), o desequilibrio entre
locos de classe I e locos de classe II ¢ muito reduzido. Nas demais populagdes, alguns
pares de locos de classe I e classe II apresentam desequilibrio forte.

A regido de classe III apresenta desequilibrio de ligagdo mais acentuado em

Guarani (Figuras 26, 27 e 28) do que em Kaingang (Figuras 29 e 30).
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FIGURA 26. Padr
2
£

do de desequilibrio de ligacdo observado nos Guarani Kaiowa.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe L.

Chama aten¢@o o padrdo de desequilibrio de ligacdo na regido de classe I nos
Guarani M’'bya (Figura 28). Nesta populagdo, a regido de classe I parece formar um
grande bloco de desequilibrio de ligagdo, com valores altos de D" para quase todos os

pares de locos.
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FIGURA 27. Padrio de desequilibrio de ligagio observado nos Guarani Nandeva.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centrdmero ao telomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe 1.

Para verificar a relagdo entre desequilibrio de ligacdo e distancia fisica entre os
locos e, também, para facilitar a comparagdo entre populagdes, foi feito um grafico em
que os valores de D’ sdo plotados em relacdo a distancia entre os locos (Figura 31). Para
este grafico foram utilizados apenas os microssatélites e foi excluido o loco D6S2876
(G51152), pois para este loco ndo ha dados para a populagdo de Curitiba. Por este
gréfico, percebe-se o menor desequilibrio de ligacdo da populagdo de Curitiba. H4 uma

leve tendéncia, nao significativa, de um menor desequilibrio de ligagdo para locos mais

distantes (Figura 31B), os quais ndo apresentam valores de D" acima de 75%.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centromero ao teldmero. A diagonal superior se refere a valores de

D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe I.

As freqiiéncias haplotipicas foram calculadas para os segmentos que
apresentaram desequilibrio de ligacdo relativamente forte, com pares de locos com D’
maior que 80%, em todas as populacdes (Figuras 20 a 30). Como nem todos os locos
foram genotipados em todas as populacdes, em dois casos (Tabelas 54 e 55), as
freqii€ncias sdo apresentadas apenas para as populagoes do estado do Parana, Guarani

M’bya e Kaingang.
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FIGURA 29. Padrao de desequilibrio de ligacdo observado nos Kaingang de Rio das
Cobras.
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centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe I.

As freqiiéncias haplotipicas evidenciam as diferengas genéticas entre as
populacdes, principalmente entre os Guarani e os Kaingang (Tabelas 54 a 57). Muitos
haplétipos sdo exclusivos de Guarani ou de Kaingang, ou muito freqiientes em um e
raros no outro. O segmento que mais evidencia isso € justamente aquele que apresentou
desequilibrio de ligacdo mais acentuado, do loco D652876 (G51152) ao HLA-DRBI.
Entre as populagdes de Guarani também ha diferengas, principalmente entre os Guarani
do Mato do Grosso do Sul, Kaiow4 e Nandeva, e os do Parana, M'bya (Tabelas 56 ¢

57).
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FIGURA 30. Padrao de desequilibrio de ligagdo observado nos Kaingang de Ivai.
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NOTA: Os locos estdo em ordem do centrdmero ao telomero. A diagonal superior se refere a valores de
D’; a diagonal inferior se refere a valores de p. As linhas verticais e horizontais separam os locos que sdo
centroméricos a regido de classe II, locos de classe II, locos de classe III, locos de classe I e locos
teloméricos a classe .

O segmento que vai do gene HLA-DPAI ao HLA-DMB (Tabela 54) engloba o
microssatélite D652749 (RING3CA). Tré€s dos cinco alelos do microssatélite ocorrem
somente em um haplotipo, D6S2749%229, D6S2749*231 e D6S2749*237. Destes, o
haplotipo com D6S2749%231 ¢ exclusivo de Kaingang e o haplétipo com D6S2749*237
s6 ocorre em Kaingang do Ivai. Dos outros dois alelos, D6S2749%233 s6 ocorre com

HLA-DMA*0101.
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FIGURA 31. Grafico dos valores de D’ em relagdo a distancia entre os locos.
A)

1 GRC + GND + GKW « KV « KRC = BRA
0,9

08 -+

0,7 o4 o _—

0,6

04 = -I- |

0,3 ] -

0,1

0 # T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

B)
0s | —BRA GRC GND KRC KIV GKW
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 —
0,3
0,2
0,1

O T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

NOTA: A) Os pontos representam um par de loco, a distancia entre os locos (em pares de base) esta no
eixo x e valor de D’ para este par no eixo y. B) Linhas de tendéncia relativas ao pontos plotados em A.
GND: Guarani Nandeva; GKW: Guarani Kaiow4; GRC: Guarani M'by4; KRC: Kaingang de Rio das
Cobras; KIV: Kaingang de Ivai; BRA: populagdo euro-brasilera.
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No segmento que vai do loco LMP2 ao loco TAP2 (Tabela 55), esta englobado o
microssatélite D652874 (TAP1CA), que estéa localizado no intron 3 do gene TAPI. Os
alelos D6S2874*191 e D6S2874*193 s6 ocorrem com TAPI*0101. Ja o alelo
D6S2874*201 ocorre com TAPI1*0201.

Considerando-se os locos D6S2876 (G51152), HLA-DQBI e HLA-DQAI, que se
localizam, como visto acima, num segmento com forte desequilibrio de ligacdo, o alelo
D6S2876*215 (Tabela 56) s6 ocorre com DQBI*0301-DQA1*0501 ou com
DQOBI1*0303-DQAI1*03. Ja o alelo D652876*223 ocorre com DQBI*0302-DQA1*03 ou
com DQBI1*0402-DQA1*0401. Cada haplotipo destes ocorre com mais de um alelo de
HLA-DRBI, com excecdo de D6S2876*215- DQBI1*0303-DQAI*03, que s6 ocorre com
DRBI1*09012. Porém, cada alelo de HLA-DRBI ocorre em somente um hapldtipo
D6S2876 - HLA-DQBI - HLA-DQAI.

O segmento que vai do loco STR_ MICA ao loco D652972 (MOGCA) engloba
todos os genes HLA de classe I classicos, HLA-A, HLA-B ¢ HLA-C (Tabela 57).
Percebe-se que cada tipo sorologico de HLA-B ocorre com somente um alelo de
STR _MICA, com excecdo do B*35, que ocorre com STR_MICA*A9 e STR_MICA*A10.
Além disso, os alelos HLABC2CA*123, D65265*190 ¢ D6S2972*136 ocorrem em
somente um haplotipo, com STR_MICA*A49, B*35, Cw*04 e A*31, haplotipo freqiiente
entre os Kaingang.

Com as freqii€ncias haplotipicas (Tabela 57) fica visivel a diferenga do
desequilibrio de ligagio nos Guarani Nandeva (Figura 27). Eles apresentaram um maior
numero de haplétipos em menor freqii€ncia. Os haploétipos colocados na tabelas, que
sdo apenas aqueles com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagao,
somam 29,2% nesta populagao, 50,3% em Guarani Kaiowa e mais de 65% nas outras
populagdes. Além disso, o haplotipo mais freqiiente em Guarani Nandeva tem

freqiiéncia de apenas 7,9%.
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TABELA 54. Freqiiéncias haplotipicas (%) para os locos HLA-DPAI, HLA-DPBI,
D652749 (RING3CA), HLA-DMA e HLA-DMB nas populagdes indigenas do estado do
Parana.

HLA-DPAI | HLA-DPBI | D652749 | HLA-DMA | HLA-DMB| GRC | KRC | KIV

01 0301 233 0101 0103 8,0 15,5
01 0401 233 0101 0103 15,1 7,0 2,7
01 0402 229 0101 0101 11,3 1,1 4,5
01 0402 231 0101 0101 7,4 9,1
01 0402 233 0101 0101 7,3 3,6
01 0402 233 0101 0103 18,3 11,9 5,6
01 0402 235 0101 0103 9,1 5,3
01 0402 235 0102 0101 6,1 25,3 23,6
0201 0901 233 0101 0103 0,6 14,0 14,4
0201 1302 237 0101 0103 5,4
0201 1401 235 0102 0101 11,0 1,5
0201 2701 235 0101 0103 18,4
OUTROS 11,9 14,7 10,3

Apenas haplotipos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagdo, a soma da
freqiiéncia dos demais haplétipos esta na linha OUTROS.

GRC — Guarani M’bya; KRC — Kaingang de Rio das Cobras; KIV — Kaingang de Ivai.

B Haplotipo mais freqiiente.

TABELA 55. Freqiiéncias haplotipicas (%) para os locos LMPZ2, D652874 (TAP1CA),
TAPI, LMP7 e TAP2 nas populagdes indigenas do estado do Parana.

LMP2 | D6S2874 | TAPI | LMP7 | TAP2 | GRC | KRC | KIV

H 193 0101 A D 12,5 19,0
R 191 0101 B 0101 9,3 21,7 23,3
R 191 0101 B 0201 10,7 2,7
R 193 0101 A 0101 12,3 19,7 22,7
R 193 0101 A 0201 10,6 5,8 4,8
R 201 0201 B 0102 27,9
R 201 0201 B 0201 29,5 21,8 20,5
OUTROS 10,4 7,8 7,0

Apenas haplotipos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagdo, a soma da
freqiiéncia dos demais haplotipos esta na linha OUTROS.

GRC — Guarani M’bya; KRC — Kaingang de Rio das Cobras; KIV — Kaingang de Ivai.

B Hapldtipo mais freqiiente.
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TABELA 56. Freqiiéncias haplotipicas (%) para os locos D652876 (G51152), HLA-
DOBI, HLA-DQOAI e HLA-DRBI nas populagdes deste trabalho.

D652876 | HLA-DQBI | HLA-DQAI | HLA-DRBI | GRC | GKW | GND|KRC | KIV

215 0301 0501 1402 LI 208 193 41 04
215 0301 0501 1413 152 03 0.6
215 0301 0501 1602 364 33,7 295 165 9.8
215 0303 03 09012 2,7 90 48 0,4
223 0302 03 0404 0,3 15,9 29,9
223 0302 03 0407 7,1 06
223 0302 03 0411 255 42 78 12 04
223 0402 0401 0802 2,7 61 84 524 504
223 0402 0401 0804 8,1 42
223 0402 0401 0807 22 112 66

OUTROS 61 73 182 99 87

Apenas haplotipos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagdo, a soma da
freqiiéncia dos demais haplétipos esta na linha OUTROS.

GRC — Guarani M'bya; GKW — Guarani Kaiowa; GND — Guarani Nandeva; KRC — Kaingang de Rio das
Cobras; KIV — Kaingang de Ivai.

B Haplotipo mais fregiiente.
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TABELA 57. Freqiiéncias haplotipicas (%) para os locos STR_MICA, HLA-B, HLABC-

2CA, HLA-C, D65265, HLA-A e D652972 (MOGCA) nas populacdes deste trabalho.

STR MICA | firA-B | "LA5C | HLA-C | D6S265 | HLA-4 | D652972 | GRC | GKW | GND | KRC | KIV
A5 s 117 3 184 2 132 51
A5 0 13 184 2 146 105 85 69
A5 0 113 186 28 122 225 03 0,4
A5 51113 182 3150 83 16,5
A5 51 1251 184 2 132 92 52
A5 053G 91 b 186 31 148 72
A5 62 117 3 184 2 132 239
49 35 11 3 184 2 148 76 13
49 35 113 186 28 122 97 1.9
49 35 123 4 190 31 136 32 156 89
49 35 125 4 184 24 148 50 36
49 35 129 4 186 28 122 53
49 39 109 7 182 31 150 29 79 18 14
49 39 109 7 184 2 132 0,3 55 36
49 39 109 7 186 31 134 5429 111 124
10 35 125 4 186 31 134 9,1 202

OUTROS 262 49,7 708 344 2738

Apenas haplotipos com freqiiéncia de no minimo 5% em pelo menos uma populagdo, a soma da
freqiiéncia dos demais haplétipos esta na linha OUTROS.
GRC — Guarani M'bya; GKW — Guarani Kaiow4; GND — Guarani Nandeva; KRC — Kaingang de Rio das
Cobras; KIV — Kaingang de Ivai.

B Hapldtipo mais freqiiente.
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6 DISCUSSAO

6.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

As freqliéncias alélicas e genotipicas obtidas mostram uma tendéncia
interessante: os microssatélites da regido de classe I sdo mais polimorficos que os
demais. Isto ¢é representado por um maior nimero de alelos, uma maior
heterozigosidade e maior diversidade génica, além de muitos locos desta regido terem
alelos e gendtipos com freqii€ncias relativamente baixas e nenhum alelo com freqiiéncia
muito elevada.

O microssatélite mais polimorfico foi o HLABC-2CA, que teve a maior
diversidade génica (89%, em Guarani Nandeva, ver item 5.1). Este loco teve também o
maior numero de alelos (18) no conjunto das populagdes, sendo que nos Guarani
M’by4, nos quais foram observados 9 alelos de HLABC-2CA, outro loco apresentou o
mesmo numero de alelos, D6S105. A heterozigosidade observada chegou a 90,4% para
HLABC-2CA em Guarani Nandeva, apenas mais baixa que a heterozigosidade do loco
D6S276 nos Guarani M'bya, que foi de 92,4%. O tnico alelo com freqiiéncia acima de
40% foi o HLABC-2CA*111 em Guarani M'bya e o unico gendtipo com freqiiéncia
acima de 30% foi HLABC-2CA*111/117, também em Guarani M by4a, enfatizando o
alto grau de polimorfismo deste loco. Vale ressaltar que para este loco foi observado
desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg para duas amostras, Kaingang do
Ivai (p<10°) e Guarani Kaiowa (p=0,0095). Em nenhum dos casos ha genotipos
especificos com desvio maior, ou seja, os desvios estdo distribuidos entre os genotipos.
Porém, nos dois casos, a diversidade génica foi maior que a heterozigosidade observada,
indicando um excesso de homozigotos. Esse excesso ¢ altamente significativo no caso
dos Kaingang de Ivai (p=0,00004). O fato do excesso de homozigotos nao ser
significativo para Guarani Kaiowa e do valor de p para o calculo do equilibrio de
Hardy-Weinberg estar muito proximo a 0,01 podem estar indicando que esta populacao
esta em equilibrio e a significancia pode ter sido conseqiiéncia de erro do tipo I. Foram
feitos muitos testes estatisticos e ndo foi feita nenhuma correcdo dos valores de p, por
1sso, esses valores devem ser avaliados com cautela.

O microssatélite com menor grau de polimorfismo foi o D6S2876 (G51152),

para o qual a diversidade génica foi de apenas 27% para Kaingang de Ivai. Este loco
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apresentou apenas 2 alelos nos Kaingang de Rio das Cobras. O nimero maximo de
alelos observado por amostra foi 4, totalizando 6 alelos em todas as amostras. A maior
heterozigosidade para este loco foi de 59,8% em Guarani M ‘bya. O alelo mais freqiiente
(D652876*223 em Kaingang do Ivai) apresenta a freqiiéncia de 83,8% e o genoétipo
mais freqiiente (D6S2876%223/223, também em Kaingang do Ivai), 70%.

Foi relatado em estudo anterior que marcadores proximos aos genes HLA
classicos tém maior heterozigosidade, principalmente aqueles proximos a HLA-B
(MALKKI et al., 2005). Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com os
desse estudo, pois foram observadas altas heterozigosidade nos locos HLABC-2CA,
D6S265 e D652972 (MOGCA). Porém, o loco D652876 (G51152), que no presente
trabalho teve uma heterozigosidade baixa, esta localizado préximo aos genes classicos
HLA-DQOBI, HLA-DQAI e HLA-DRBI. Este loco pode ser uma excecdo e outros
microssatélites desta regido devem ser estudados para se entender melhor a distribuicao
da diversidade ao longo do MHC e proximo aos genes HLA classicos. Ou entdo, nos
indigenas, pode haver uma diferenca na taxa evolutiva dos locos das diferentes classes,
com uma evolucao mais rapida na regido de classe I, aumentando sua diversidade.

Entre as populagdes, a que parece ter maior diversidade ¢ a dos Guarani
Nandeva. Apesar de ser a amostra com menor nimero de individuos, foi para ela que foi
observado o maior numero de alelos (15 para HLABC-2CA) e a maior diversidade
génica (89%, também para HLABC-2CA). Além disso, esta amostra apresentou o maior
numero de alelos em 10 dos 14 locos estudados (ainda que em 5 desses apresente
numero igual ao de outras amostras). Dentre os microssatélites analisados, os unicos
casos em que esta populacdo nao aparece com o maior valor em pelo menos um dos
pardmetros de diversidade analisados (numero de alelos, diversidade génica e
heterozigosidade) sdo para D6S2874 (TAP1CA), D6S2749 (RING3CA) e D6S105. Esta
alta diversidade deve estar relacionada com o alto fluxo génico com populagdes nao
indigenas observado nos Guarani Nandeva, estimado em 14% para genes HLA de classe
I (TSUNETO et al., 2003).

E importante destacar que para esta populagdo (Guarani Nandeva) foram
observados dois casos de desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg, nos
locos D6S265 ¢ D6S273. Deve-se levar em consideracao os valores de p destes desvios,
que em ambos os casos estdo acima de 1% (0,02518 e 0,01195; respectivamente). Como
ja foi dito, foram feitos varios testes e ndo foi feita nenhuma corregéo para os valores de

p. Portanto, pode estar ocorrendo erro do tipo I e estes desvios podem ter sido
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observados ao acaso. Com esses valores de p, o desvio desapareceria com a correcao.
Isto também vale para o desvio observado em Guarani Kaiowa para o loco D6S5439,
para o qual o valor de p ja estd bem proximo de 5% (p=0,04056) e talvez para o desvio
observado nesta mesma populagdo para o loco HLABC-2CA, discutido acima. Além
disso, foram analisadas as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas em cada um
desses casos e ndo foi observado nenhum desvio significativo, o que fortalece a hipotese
de estar ocorrendo erro do tipo I.

As comparagdes entre populagdes geraram um resultado inesperado. As
freqiiéncias diferem significativamente em praticamente todos os casos. As diferengas
entre os Kaingang de Ivai e os Kaingang de Rio das Cobras ndo haviam sido observadas
em outros estudos (GUERRA et al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993). Devido a
homogeneidade dessas duas populagdes, os Kaingang eram considerados um grupo
unico (PETZL-ERLER e McDEVITT, 1994; SALZANO et al., 1997, WEG-REMERS
et al., 1997; FAUCZ et al., 2000; TSUNETO et al., 2003). No presente trabalho, estas
populagdes diferiram significativamente em 13 dos 14 locos estudados, ndo diferindo
significativamente apenas para D6S2874 (TAP1CA). Porém, as diferencas encontradas
nem sempre devem ser verdadeiras. Foram feitos muitos testes estatisticos e ndo foi
feita nenhuma correcdo dos valores de p, por isso, os valores de p devem ser analisados
com cautela. De qualquer maneira, em trés casos os valores de p foram menores que 10
% Portanto, pelo menos para alguns locos, existe diferenca entre estas populagdes. Esta
diferenca pode resultar da deriva genética. Outra possibilidade seria o fluxo génico com
populacdes ndo indigenas, que pode ter sido diferente nas duas populagdes, levando a
uma diferenciagdo nas freqiiéncias alélicas. Uma evidéncia disto seria o alelo
STR_MICA*A5.1, que pelas freqiiéncias (item 5.1.3) parece ndo ser de origem indigena
e aparece nas populagdes deste trabalho principalmente com alelos ndo indigenas de
HLA-B, como B*07 ¢ B*I3, fortalecendo a hipotese de que entrou nas populagdes
indigenas por fluxo génico. Este alelo aparece apenas nos Kaingang de Rio das Cobras e
ndo aparece nos Kaingang de Ivai, podendo ser reflexo de um fluxo génico diferente nas
duas populagdes. Outros fatores, como selecdo natural e a elevada taxa de mutagdo dos
microssatélites, ainda poderiam explicar as diferengas entre as populagdes de Kaingang,
mas sao improvaveis, pois estas populagdes sdo evolutivamente proximas, encontram-se
geograficamente proximas e ha fluxo génico entre elas.

Para os Guarani do Mato Grosso do Sul (GND e GKW) ja se esperava encontrar

diferencas, porém, devido a sua ancestralidade comum, divergéncia recente e
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proximidade geografica e cultural, também se esperava encontrar semelhanga em pelo
menos alguns locos. Para oito dos 14 microssatélites analisados, o valor de p na
comparagdo entre estas duas populagdes foi menor que 107, principalmente em locos da
regido de classe 1. Para os microssatélites D6S291, D6S2876 (G55152) e TNFd a
diferenca nao foi significativa. E para os locos D652749 (RING3CA) e D6S5273 o valor
de p foi maior que 0,01, podendo indicar diferenga, mas também podendo ser reflexo de
erros do tipo L.

Esta maior diferenciacdo na regido de classe I pode estar refletindo uma
evolucdo mais rapida de genes neste segmento, como HLA-B, o que levaria a uma
diferenciacdo mais rapida entre populagdes. A maior diferenciacdo na regido de classe I
ndo foi exclusiva dos Guarani do Mato Grosso do Sul, sendo que os locos de classe |
diferiram mais entre todas as populagdes, apresentando inclusive diferencas mais
significativas, o que fortalece a hipotese de uma evolucao mais rapida nesta regido.

Para alguns locos, a diferenca ndo foi significativa em outras comparagdes. Para
o loco D6S2876 (G51152), as trés populagdes de Guarani tiveram freqiiéncias
semelhantes. Para TNFd, além da semelhanga entre os Guarani do Mato Grosso do Sul
(GKW e GND) também houve semelhanca entre as freqiiéncias dos Guarani M bya e
dos Guarani Nandeva. Estas semelhangas podem existir pelo fato de estas populagdes
terem divergido mais recentemente e por um possivel fluxo génico entre elas.

Para dois locos, D6S291 e D6S265, ndo foi observada diferenga significativa
entre populagdes Kaingang e populacdes Guarani. No caso do D65291, as freqiiéncias
foram semelhantes entre Guarani M’'bya e Kaingang de Ivai e o valor de p ficou
proximo a 0,05 na comparacdo entre Guarani Kaiowa e Kaingang de Rio das Cobras. J&
para o loco D6S265, nao foi observada diferenca entre as freqliéncias de Guarani
Nandeva e Kaingang de Rio das Cobras. Nestes casos, as freqiiéncias alélicas podem ter
se aproximado por deriva genética, ou estes valores de p podem refletir erros
decorrentes do numero de comparagdes feitas.

Nas comparagdes com a populagdo de Curitiba, as diferencas foram
significativas em todos os casos. Isto ja era esperado e diferencas como estas ja haviam
sido observadas para outros locos do MHC. Populagdes urbanas refletem a mistura de
varias populacoes e, geralmente, apresentam uma diversidade bem maior em relagdo a
populacdes isoladas, como os Amerindios deste trabalho. Esta maior diversidade da
populacdo de Curitiba pode ser observada nas freqiiéncias alélicas, com um maior

numero de alelos em freqiiéncias mais baixas.
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Nas comparagdes com freqiiéncias alélicas de populacdes encontradas na
literatura, as diferengas foram sempre significativas. Porém, para o microssatélite
STR _MICA, para o qual foi possivel a comparagdo com outras populacdes amerindias, o
valor de p ficou muito préximo de 5% na comparagio entre Wichi e Guarani Nandeva e
foi maior que 10™ nas comparagdes entre Terena e Guarani Nandeva, Toba e Guarani
M'bya e Toba e Guarani Nandeva. Os Wichi e Toba s3o da Argentina, ja os Terena sio
do Mato Grosso do Sul (FERNANDEZ-VINA et al., 1997; LAZARO et al., 1999).
Estas possiveis semelhangas entre as freqiiéncias alélicas podem ser resultado da origem
comum destas populacdes associada a fluxo génico e deriva genética. Em um estudo de
genes HLA de classe II, foi construido um dendrograma no qual as populagdes de Toba,
Wichi e Terena ficaram mais proximas aos Kaingang em comparacdo aos Guarani
(TSUNETO et al., 2003). Esta diferenca na proximidade de populagdes quanto a genes
da regido de classe [ (MICA) e de classe II indica que as semelhancas podem ser devidas
a deriva genética.

Algumas freqiiéncias alélicas chamam aten¢do e podem estar indicando fluxo
génico entre as populagdes. Um exemplo € o alelo D65439*278, que aparece com uma
freqiiéncia alta em Guarani M 'by4 e com freqiiéncias baixas em Guarani Nandeva e em
Kaingang de Rio das Cobras. Este alelo pode ter surgido nos Guarani M’'bya e ter
passado para as outras duas populacdes por fluxo génico. Outra possibilidade seria este
alelo estar presente na populagdo ancestral das populacdes de Guarani deste estudo e ter
sido perdido, ou ter tido a freqiiéncia diminuida em todas menos nos Guarani M'bya e
ter entrado na populagdo Kaingang por fluxo génico. Além disso, pode ser que este alelo
tenha surgido separadamente nas trés populagdes em que ele ocorre. Para avaliar estas
hipoteses foi verificado em que hapldtipos HLA-DQBI1-HLA-DQAI-HLA-DRBI este
alelo aparece em cada populacdo. Foi verificado que em cada populagao o alelo
D65439*278 aparece em uma combinacdo haplotipica diferente. Esta observacao
descarta a hipdtese de fluxo génico e deixa mais plausivel a idéia do alelo estar na
presente na populagdo ancestral asiatica ou entdo ter surgido mais de uma vez em
diferentes haplotipos.

Outros exemplos de possiveis casos de fluxo génico sdo os alelos D6S276*147,
que tem freqii€ncia alta em Guarani M’bya, baixa nas outras popula¢des de Guarani e
ndo ocorre nos Kaingang e D6S273*147, que tem freqiiéncia alta nos Guarani e baixa
nos Kaingang. Nestes casos também foram analisados haplétipos. Para o microssatélite

D6S276, os haplotipos de HLA-B-HLA-C-HLA-A observados com o alelo D6S276*147
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sdo diferentes entre as populagdes, diferindo inclusive quanto ao alelo HLA-A4, que € o
loco mais proximo ao microssatélite. Ja o alelo D6S273*[47 ocorre em muitas
combinagdes haplotipicas HLA-DQBI-HLA-DQAI-HLA-DRBI diferentes. Neste caso, o
loco mais proximo é o HLA-DRBI, que tem muitos alelos. Portanto, fica dificil concluir
sobre a ocorréncia de ou ndo de fluxo génico.

Pela comparag@o com a populagdo de Curitiba € possivel fazer inferéncias sobre
fluxo génico entre indigenas e outras populagdes brasileiras. E o caso do alelo
D6S2874*201, que ¢ muito comum em indigenas, principalmente nos Guarani, e tem
freqiiéncia de 1,3% na populacdo de Curitiba. Este alelo deve ter entrado na populacao
curitibana por fluxo génico com populacdes indigenas. Para confirmar esta hipotese,
foram analisados os genotipos dos individuos da populacdo de Curitiba que tem o alelo
D6S2874*201 quanto aos genes HLA de classe II. Dos cinco individuos analisados, dois
possuem haplotipos que sdo muito freqiientes nos Guarani, DRBI1*1602-DQAI1*0501-
DQB1*0301 e DRB1*0411-DQAI1*03-DQB1*0302 (SOTOMAIOR et al., 1998), porém
raros ou inexistentes em populagdes ndo-Amerindias. Os demais apresentam haplotipos
comuns em todas as populagdes. Estes haplotipos ndo excluem a possibilidade do fluxo
génico, mas ndo nos permitem afirmar com clareza a origem do alelo nas populagdes.

Este poderia também ser o caso do alelo D652222%250, que é muito comum em
Kaingang e em Guarani do Mato Grosso do Sul e tem freqii€ncia de 2,1% na populacdo
de Curitiba. Este microssatélite estd mais proximo dos genes HLA de classe I, para os
quais foram analisados os gendtipos dos individuos da populacdo de Curitiba. Dois seis
individuos analisados, trés possuem haplotipos bem comuns entre os indigenas, HLA-
B*39-HLA-Cw*07-HLA-A*31-D652222%250 e HLA-B*35-HLA-Cw*04-HLA-A*31-
D652222*%250. Os demais haplotipos sdo menos frequentes em Amerindios ¢ poderiam
ser de origem européia. Com isso, parece plausivel que o fluxo génico com Amerindios
tenha contribuido para a freqiiéncia do alelo D65222*250 na populagdo de Curitiba,
mas este alelo devia estar presente também na populagdo européia que migrou para o
Brasil.

J& para o alelo D6S52972*130, pode ter ocorrido o inverso. Este alelo parece ter
sido introduzido nas popula¢des indigenas por fluxo génico de outras populagdes. Para
confirmagdo foram analisados os genétipos dos individuos para verificagdo dos
haplotipos com genes HLA de classe 1. Dos cinco indigenas com D6S52972*130, quatro
possuem alelos HLA ndo amerindios, B*14, Cw*05 ou A*29. Para o outro individuo, a

tipagem néo esta completa, sendo impossivel inferir os alelos. Isto ¢ uma forte evidéncia
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de que realmente o alelo D652972*]30 entrou nas populagdes amerindias por fluxo
génico. Outro exemplo deste tipo, do alelo STR_MICA*A5.1, ja foi citado acima.

Outro caso interessante ¢ do STR MICA, para o qual foi observada uma
freqiiéncia alta do alelo A10 em Kaingang. Além disso, o alelo A10 aparece com uma
freqliéncia baixa nos Guarani M bya, podendo indicar fluxo gé€nico entre estes Guarani
e os Kaingang. Este alelo havia sido observado apenas em chineses, em um unico
haplotipo com HLA-B*5801 (TIAN et al., 2006).

Para inferir a origem deste alelo verificou-se em quais haplétipos HLA de
classe I este alelo ¢ encontrado. Em Kaingang, foi possivel observar que o alelo
STR MICA*A10 ocorre principalmente no haplotipo STR MICA*A10-B*35-Cw*04-
A*31. Este haplotipo teve uma freqiiéncia de 20% em Kaingang de Ivai e de 10% em
Kaingang de Rio das Cobras. Os demais haplotipos que continham o alelo
STR MICA*A410 apareceram com freqiiéncias muito baixas. Como nido conhecemos a
fase dos alelos nos individuos e o método para célculo das freqiiéncias haplotipicas
pode gerar hapldtipos que ndo ocorrem, estes haplotipos com freqiiéncias muito baixas
ndo necessariamente sao os haplotipos reais nos individuos. Por isso, foi feita uma
inferéncia do haplotipo de cada individuo, baseando-se nos genétipos e nos haplotipos
amerindios conhecidos para os genes HLA de classe I (PARHAM et al., 1997). Esta
inferéncia gerou um total de 83 haplotipos com o alelo STR_ MICA*A410. Destes, apenas
10 ndo eram STR MICA*A10-B*35-Cw*04-A*31. Além disso, foram inferidos os
haplétipos de todos os individuos com os alelos B*35, Cw*04 e A*31. Com esta
inferéncia, observou-se que dos 148 haplotipos B*35-Cw*04-4*31, 73 também tinham
o alelo STR MICA*A10, 66 o alelo STR MICA*A49, 3 o alelo STR_ MICA*A45 e em 6
casos ndo foi possivel determinar o alelo do microssatélite. E interessante observar que
nos Guarani o haplotipo B*35-Cw*04-4*31 ¢ raro, ocorrendo sempre com o alelo
STR_MICA*49. O tnico individuo Guarani que possui o alelo STR_MICA*A10 nao
possui a tipagem para os genes HLA de classe I, ndo sendo possivel saber seu haplétipo.
Porém, este individuo possui alelos em outros locos que parecem confirmar a origem
Kaingang do STR_ MICA*A10, como, por exemplo, o alelo BF*S05, que ¢ amerindio e
mais comum em Kaingang (GUERRA et al., 1992; WEG-REMERS et al., 1997) e o
alelo DRBI1*0802, para o qual o individuo é homozigoto, que também possui freqii€ncia
muito mais elevada em Kaingang, porém baixa em Guarani (TSUNETO et al., 2003).

Em estudo anterior (PARHAM et al., 1997), foi verificado que, nas mesmas

populacdes indigenas analisadas no presente trabalho, o haplotipo B*35-Cw*04-4*31
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pode conter dois alelos de HLA-B, B*3501 ou B*3505. O alelo B*3505 surgiu na
Ameérica do Sul, provavelmente a partir de um evento de conversao génica, tendo como
alelo receptor B*3501, que ¢ considerado um dos alelos fundadores, ja presente na
populacdo Asiatica que migrou para as Américas (PARHAM et al., 1997). Dos
individuos que possuem o alelo STR MICA*A10, trés tiveram seus alelos de HLA-B
seqiienciados e sdo B*3505. Por isso, € plausivel admitir que este seja o alelo presente
nos demais individuos STR MICA*A410-B*35-Cw*04-A*31. Com isso, propomos a
seguinte hipotese: o alelo STR_ MICA*A10 surgiu em algum individuo com o haplétipo
B*3505-Cw*04-4A*31, em um momento em que o alelo B*3505 era raro. Quando o alelo
B*3505 aumentou sua freqiiéncia na populagdo, possivelmente por selecdo natural, a
freqiiéncia do alelo STR_ MICA*410 também aumentou pelo chamado efeito carona, no
qual um alelo ¢ selecionado indiretamente por estar em desequilibrio de ligagdo com
outro. Estd sendo proposto que o alelo B*3505 aumentou de freqii€ncia por selecao
natural, pois hé forte evidéncia de selecdo natural balanceadora nos genes HLA (ver
item 2.2.2) e este tipo de selecdo pode levar ao aumento da freqiiéncia de alelos raros,
que seria do B*3505 no momento de seu surgimento. Porém, este aumento de
freqiiéncia do haplotipo B*3505-STR_MICA*A10 pode ter ocorrido por outros motivos,
como deriva genética, migracdo, efeito fundador ou até selegcdo natural direcional. Para
explicar as freqiiéncias dos alelos HLA nos amerindios foi proposta a hipotese do
turnover de alelos (BELICH et al., 1992; PARHAM et al., 1997), que propde a
ocorréncia conjunta de selecdo natural balanceadora e deriva genética.

O gene MICA realmente estd em forte desequilibrio de ligacdo com HLA-B em
varias populagdes (KOMATSU-WAKUI et al., 1999; ROMPHRUK et al., 2001; TIAN
et al., 2003; GAO et al., 2006; GRUBIC et al., 2006; TIAN et al., 2006; e neste estudo,
Figuras 26 a 30). Além disso, os individuos que possuem o haplotipo B*35-Cw*04-
A*31 e ndo t€m o alelo STR_MICA*A10, tém, na sua maioria, o alelo STR_MICA*A9.
Isso significa que, provavelmente, o individuo no qual surgiu o alelo STR MICA*A10
deveria ter o haplotipo STR MICA*A9-B*3505-Cw*04-A*31, sendo necessario o
acréscimo de apenas uma repeticdo para o surgimento do alelo STR MICA*A10,
mutacao relativamente freqiliente entre os microssatélites, com taxa variando entre 10° ¢
107 por locus por geragao (CULLEN et al., 2003).

E possivel também que a sele¢do tenha atuado favorecendo individuos com o
alelo STR_ MICA*A10 e que o alelo B*3505 ¢ que tenha aumentado de freqiiéncia por

efeito carona. Porém, esta hipdtese ¢ menos verossimil pela forte evidéncia de selecdo
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nos genes HLA e pelo padrao de diversidade do gene MICA, que ndo ¢ indicativo de
selecdo neste loco.

Os dez haplotipos que tém o alelo STR MICA*A10 e nédo sdo B*35-Cw*04-A*31
podem estar refletindo erros na metodologia utilizada para tipagem ou na interpretacao
dos resultados, tanto de STR_MICA, quanto de HLA, ou eventos de recombinagdo entre
os locos MICA e HLA-B. Dos dez hapldtipos, oito ocorreram em individuos
homozigotos para STR_MICA*A410. Uma possivel explicagdo seria a presenga da
delecdo do gene MICA (KOMATSU-WAKUI et al., 1999). Esta delegdo foi encontrada
em alta freqiiéncia em uma populagdo Amerindia e também em populacdes asiaticas
(AIDA et al., 2002; KOMATSU-WAKUI et al., 2001; TIAN et al., 2006), normalmente
com o alelo HLA-B*4801, tendo sido sugerido que este haplétipo ¢ mantido por selecao
natural (TIAN et al., 2006). Esta dele¢do também foi observada com B*48 nas
populagdes dos Guarani do Mato Grosso do Sul estudadas no presente trabalho
(ALBERT et al., no prelo). A presenca desta dele¢do explicaria, no minimo, 3 dos 10
haplotipos que supostamente portariam o alelo STR_MICA*A10, mas que nao sdo B*35-
Cw*04-A*31. Estes individuos foram genotipados como STR MICA*A10/A10-
B*35/48-Cw*04/08-A*31/31, mas na verdade eles seriam STR MICA*A10/nulo-
B*35/48-Cw*04/08-A*31/31.

6.2 DISTANCIAS GENETICAS ENTRE POPULACOES

Como era esperado, as maiores distdncias genéticas interpopulacionais,
calculadas em uma analise conjunta de todos os microssatélites (exceto D6S2876),
foram observadas com relagao a populacdo de Curitiba (ver item 5.2). Porém, as
distdncias entre os Guarani M’bya e os dois grupos de Kaingang (KRC e KIV) foram
maiores que as distdncias entre os Guarani Nandeva e a populacdo de Curitiba e foram
muito proximas a distdncia entre Kaingang de Rio das Cobras e a populacdo de
Curitiba. Isto mostra que realmente as popula¢des de Guarani M'bya e de Kaingang sao
muito distintas geneticamente, apesar de viverem lado a lado (PETZL-ERLER et al.,
1993). Além disso, os Guarani Nandeva sdo os que apresentaram maior grau de fluxo
génico com populagdes ndo Amerindias (TSUNETO et al., 2003), o que talvez explique
sua menor distancia em relagdo a populagdo de Curitiba.

A menor distancia foi entre os dois grupos Kaingang (Tabela 66). Apesar das

diferencas nas freqiiéncias alélicas, as distdncias genéticas realmente confirmam a
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grande proximidade genética entre estas populacdes, que havia sido observada
anteriormente (GUERRA et al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993; PETZL-ERLER e
McDEVITT, 1994; SALZANO et al., 1997; WEG-REMERS et al., 1997; FAUCZ et
al., 2000; TSUNETO et al., 2003). Outra distancia muito pequena foi observada entre
os grupos Guarani do Mato Grosso do Sul, Nandeva e Kaiowa. Esta proximidade era
esperada por serem populagdes que sdo evolutivamente proximas e que tem grande
proximidade geografica e cultural, possibilitando fluxo génico. A proximidade genética
entre estas populagdes ja havia sido observada em um estudo de genes HLA de classe 11

(TSUNETO et al., 2003).

6.3 HAPLOTIPOS E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

O desequilibrio de ligacdo (ver item 5.3) mais acentuado nos indigenas em
relacdo a populacdo de Curitiba era esperado, pois ¢ provavel que as populagdes
ancestrais dos amerindios tenham passado por um forte efeito fundador durante a
migracdo e a ocupacdo da América, o que aumenta o desequilibrio de ligagdo. Além
disso, estas populagdes sdo isoladas e devem ter tido tamanho efetivo relativamente
pequeno durante sua historia evolutiva, sofrendo forte efeito de deriva genética. O
desequilibrio de ligagdo ndo tio acentuado nos Guarani Nandeva pode estar refletindo
um efeito menos intenso de deriva genética nesta populagdo. Além disso, apesar do
fluxo génico geralmente aumentar o desequilibrio de ligacdo, € possivel que, neste caso,
o fluxo génico com populagdes ndo indigenas (TSUNETO et al., 2003) tenha diminuido
o desequilibrio de ligagdo dos Guarani Nandeva.

O desequilibrio de ligacdo mais acentuado na regido do MHC de classe I ja havia
sido observado em populacdes de origem européia e africana (STENZEL ef al., 2004),
com blocos de desequilibrio menores nas regides central e centromérica do MHC.
Porém, em um outro estudo foi encontrado o padrao inverso (MALKKI et al., 2005). A
amostra desse estudo consistia de pacientes e controles em transplantes de tecido
hematopoiético. Este padrao diferente de desequilibrio pode estar relacionado com a
ocorréncia preferencial de alguns haplotipos nesta amostra, aumentando o desequilibrio
na regido centromérica. Algumas associagoes fortes observadas nesse estudo (MALKKI
et al., 2005) também foram observadas no presente trabalho, como ¢ o caso das
associagdes entre o loco D6S2876 (G51152) e os genes HLA-DQBI e DRBI e entre o

loco D65265 e o gene HLA-A. Estas informagdes em conjunto parecem mostrar um
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desequilibrio mais pronunciado proximo aos genes HLA classicos, o que poderia indicar
co-evolucdo entre estes genes. Além disso, estes genes possuem evolugdo rapida, o que
também leva a um elevado desequilibrio de ligagdo. Novamente (ver item 6.1), uma
evolucdo mais rapida na regido de classe I poderia explicar a diferenca observada entre
as classes no presente trabalho.

Mais de um resultado aponta para uma evolugdo mais rapida, ou seja, acumulo
mais rapido de mudancas, na regido do MHC de classe I em relagdo as outras regides. O
primeiro € a maior diversidade observada nesta regido, com microssatélites mais
polimorficos. Além disso, as freqiiéncias alélicas dos locos desta regido diferem mais
entre as populacdes. Por ultimo, o desequilibrio de ligagdo nesta regido ¢ mais
acentuado, considerando-se a regido como um todo. Estes padrdes podem ser explicados
por sele¢do natural balanceadora e deriva genética, como foi proposto na hipotese de
turnover de alelos para os genes HLA (BELICH et al., 1992; PARHAM et al., 1997),
principalmente HLA-B. A diferenga dos resultados em relagdo a regido de classe II pode
estar relacionada com o fato de que ndo foram estudados microssatélites localizados
entre os genes HLA de classe Il classicos, principalmente proximos a HLA-DRBI,
apenas microssatélites teloméricos a eles. Talvez locos proximos a HLA-DRBI tenham
caracteristicas semelhantes aos locos proximos a HLA-B, ja que estes sdo os locos HLA
mais polimoérficos (ver item 2.2.2). Porém, mesmo que estes locos fossem estudados e
apresentassem alta diversidade, alta diferenciagdo entre populagdes e desequilibrio de
ligacdo intenso, a influéncia da rapida evolucdo dos genes HLA classicos parece ser
mais forte na regido de classe I, pois estas caracteristicas sdo observadas em locos
espalhados por toda esta regido. Isto pode estar relacionado com o fato dos genes HLA
classicos de classe I estarem espalhados pela regido e os de classe II estarem mais
agrupados, ndo influenciando tanto os locos mais afastados. De qualquer maneira, a
rapida evolucdo dos genes HLA de classe 1 interfere nas caracteristicas dos
microssatélites desta regido, aumentando sua diversidade e o desequilibrio de ligagdao na
regido. Estes resultados ddo um forte suporte a hipotese do turnover (BELICH et al.,
1992; PARHAM et al., 1997), apontando para a ocorréncia de selecdo balanceadora e
deriva genética mantendo o polimorfismo dos genes HLA e diferenciado as populagdes.

As freqiiéncias haplotipicas (item 5.3) tornam mais evidentes muitas das
diferencas genéticas entre as populagdes ja percebidas com as freqiiéncias alélicas. Por
exemplo, as freqiiéncias alélicas do loco D652876 (G51152) diferiam entre Kaingang e

Guarani (item 5.1.1). Porém, os haplétipos deste loco com os genes HLA diferem mais
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ainda, sendo que o haploétipo mais freqiiente de Kaingang tem freqiiéncia relativamente
baixa entre os Guarani. Este haplotipo tem o alelo D652876*223, que € mais comum em
Kaingang, mas isso ndo ¢ suficiente para explicar esta diferenga nas freqiiéncias
haplotipicas, j& que este mesmo alelo ocorre em um outro haplétipo com uma
freqiiéncia alta (25,5%) em Guarani M bya.

Alguns haplotipos com o loco D6S2749 (RING3CA) parecem informar sobre a
origem de alelos do microssatélite. Entre os amerindios, o alelo D6S2749*231 s6 ocorre
em Kaingang, em um haplotipo DPAI-DPBI-DMA-DMB que ¢é observado com
D652749%229 nos Guarani e também em Kaingang. Isto poderia indicar que o alelo
D6S2749*231 surgiu nos Kaingang. Porém, este alelo ¢ freqiiente na populagdo de
Curitiba (item 5.1.1), para a qual ndo conhecemos o haplétipo. Uma possibilidade é que
este alelo exista em um haploétipo diferente na populacdo de Curitiba e que ele tenha
surgido independentemente ao menos duas vezes na historia das populagdes humanas.
Outra hipotese ¢ que este haplotipo, com o alelo D6S2749*231, seja antigo e esteja
presente em popula¢des do mundo todo, mas tenha sido perdido nos Guarani. Para testar
estas hipdteses teriamos que conhecer os alelos dos genes HLA-DP ¢ HLA-DM que
estdao associados com D652749*231 na populacdo de Curitiba e em outras populagdes.

Para o loco D652874 (TAP1CA), foi encontrada uma associagdo forte com o
gene TAPI, o que era esperado, ja que este microssatélite estd em um intron deste gene.
O alelo D652874*201 s6 ocorreu com o alelo TAP1*0201. Este alelo do microssatélite ¢
comum nos amerindios e raro na populacdo de Curitiba (item 5.1.1) e, por isso, foi
levantada a hipotese de fluxo génico com amerindios na populacdo de Curitiba (ver item
6.1). O alelo TAP1*0201 ¢ encontrado em varias populagdes (LAJOIE et al., 2003), nao
exclusivamente nos amerindios. Portanto, parece mais plausivel que a baixa freqii€ncia
do alelo D652874*201 na populacao de Curitiba seja devida a uma diminui¢do na
freqii€ncia deste alelo, provavelmente por deriva genética. Porém, existe ainda a
possibilidade do alelo TAP1*0201 ocorrer com outro alelo do microssatélite em outras
populacgdes e do alelo D6S2874*201 realmente ser exclusivo de Amerindios.

As freqiiéncias haplotipicas também evidenciam o forte desequilibrio que ocorre
entre os locos STR MICA e HLA-B. Cada alelo de HLA-B parece ocorrer com apenas
um alelo do microssatélite. Esta observacao da maior forga a hipotese de que o alelo
STR MICA*A10 ocorre com o alelo HLA-B*3505 e surgiu nesta combinacdo,

aumentando de freqiiéncia por efeito carona (ver item 6.1).
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho foi encontrado pela primeira vez uma alta freqiiéncia do alelo
STR MICA*410 em uma populagdo. A alta freqiiéncia e a aparente associagdo com
HLA-B*3505 nos Kaingang indicam o surgimento deste alelo nesta populagdo e seu
estabelecimento por efeito indireto da selecao balanceadora dos genes HLA.

Este alelo também propiciou um forte indicio de fluxo génico entre os Kaingang
e os Guarani M’bya, ja que aparece em um individuo Guarani que apresenta alelos em
outros locos também de origem provavelmente Kaingang. Porém, este fluxo génico ¢
muito restrito tendo em vista o longo tempo em que estas populacdes vivem em grande
proximidade geografica. A grande diferenca cultural entre estas populacdes parece
mesmo restringir o fluxo génico, mantendo grandes distancias genéticas.

Outro caso de fluxo génico que parece ter ocorrido € entre os amerindios e
populagées neo-brasileiras. Isto fica evidenciado nas freqiiéncias do alelo
D652972%130, comum na populacdo de Curitiba e raro nos indigenas, nos quais parece
ocorrer sempre com alelos ndo amerindios dos genes HLA. Porém, este fluxo génico
também parece ter sido reduzido. Exceto nos Guarani Nandeva, que apresentaram a
maior diversidade genética e a menor distancia genética em relacdo a populacdo de
Curitiba. Isto se explicaria por um maior fluxo génico com populagdes ndo amerindias.

O desequilibrio de ligacdo parece ser mais intenso proximo aos genes HLA
classicos. Isto se justifica pela proximidade fisica entre os locos, mas pode estar
indicando co-evolugdo entre estes genes. Outra possivel explicagédo € a rapida evolucdo
destes genes, que estaria aumentando o desequilibrio de ligacdo com locos ao redor.
Além disso, muitas das associagdes observadas neste estudo parecem ocorrer em outras
populagoes, o que indica que os padroes de desequilibrio de ligacao na regido do MHC
possivelmente nao variam muito entre populagoes.

A alta diversidade dos locos da regido do MHC de classe I, a grande
diferenciacdo entre populacdes quanto as freqii€ncias alélicas destes locos e o forte
desequilibrio de ligacdo observado entre eles apontam para uma evolugdo mais rapida
desta regido cromossomica, devida principalmente a rapida evolugdo do gene HLA-B,
com acdo de selegao natural balanceadora e deriva genética. Estes dados apodiam a
hipotese de turnover proposta para os genes HLA (BELICH et al., 1992; PARHAM et
al., 1997).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

