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RESUMO

Os genes KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors), localizados no cromossomo
19913.4, codificam receptores pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas
encontrados nas células assassinas naturais (natural killer ou NK) e em algumas
sub-populagbes de linfécitos T. Células que apresentam expressdo reduzida de
moléculas HLA (human leukocyte antigens), como as com transformacdes
neoplasicas ou infectadas, ndo sédo reconhecidas como proprias e normais devido a
auséncia de engajamento dos receptores KIR inibidores das células NK. Essa falha
de reconhecimento do proprio (missing-self) permite que sejam exterminadas. Os
genes KIR, que codificam esses recptores, sao polimorficos e as suas freqiiéncias
variam amplamente entre populacdes. Este trabalho teve como objetivo descrever as
freqliéncias de 14 genes KIR e 2 pseudogenes em Guarani-Nandeva (GND, n=50) e
Guarani-Kaiowa (GKW, n=96), popula¢cdes amerindias do Estado do Mato Grosso do
Sul. A genotipagem foi realizada através de um método de PCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene (PCR-SSP). Os genes de
moldura, KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3, e KIR3DP1 estdo presentes em todos os
individuos das duas amostras analisadas, exceto por um individuo GND que néao
apresentou KIR3DL2. A frequiéncia mais baixa observada foi a do gene KIR2DS3
(4% em GND e 3% em GKW). A frequiéncia de presenca dos genes inibidores varia
entre 71% e 100% em GND, exceto KIR2DL2 (21%) e 58% e 100% em GND, exceto
KIR2DL2 (32%). O haplogrupo A apresentou frequiéncia de 62% em GND e 52% em
GKW. O gene KIR2DS4, unico ativador de cauda curta do haplogrupo A, tem alelos
nao funcionais (KIR1D) comuns em algumas populacdes, de modo que muitos
individuos homozigotos para o haplogrupo A ndo apresentam genes KIR ativadores
de cauda curta. A frequéncia de KIR1D foi 20% e 9% em GND e GKW,
respectivamente. Em estudo anterior, observamos auséncia de alelos KIR1D em
Guarani-M'Bya do Estado do Parana. As duas populacdes indigenas deste estudo
sdo semelhantes quando comparada entre si e diferentes quando comparadas a
populacao de Curitiba quanto as frequiéncias dos genes KIR.

Palavras-chave: Polimorfismo KIR. Célula NK. Amerindios.
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1 INTRODUCAO

As células NK (natural killer ou assassinas naturais) sdo uma subpopulacao
de linfécitos granulares que atuam na resposta imune inata destruindo células
infectadas ou transformadas. Sua ativacdo é regulada por um balanco de sinais
inibidores e ativadores gerados a partir de diferentes receptores, dentre eles os KIR
(receptor da célula NK semelhante a imunoglobulina). Os receptores inibidores das
células NK se ligam a moléculas MHC (complexo principal de histocompatibilidade)
de classe | proprias, expressas na maioria das células normais. Por outro lado, os
ligantes para o0s receptores ativadores incluem certas moléculas comumente
expressas em diferentes tipos celulares e alguns produtos microbianos. Na presenca
de sinais inibidores e ativadores a influéncia inibidora é epistatica e a célula NK se
encontra inativa, impedindo assim a morte de células normais. A infeccédo de células
por alguns virus e transformacdes neoplasicas podem inibir a expressdo de
moléculas MHC de classe |, levando a perda do sinal inibidor. As células NK entao
saem do seu estado inibido e as células infectadas ou transformadas s&o
exterminadas.

Os genes KIR sdo expressos nas células NK e subpopulac¢des de linfocitos T
(YOUNG et al., 2001) e se encontram no complexo de receptores leucocitarios (LRC;
FIGURA 1) no cromossomo 19 (19q13.4), que codifica outros receptores da célula
NK e moléculas relacionas que também pertencem a superfamilia das
imunoglobulinas (KELLEY et al., 2005; WENDE et al., 1999). J4 foram descritos 14
genes KIR e 2 pseudogenes. Esses se encontram justapostos num segmento de
aproximadamente 150kb. Os receptores KIR podem diferir entre si quanto ao
namero de dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulinas (2 ou 3) e
quanto a cauda citoplasmatica, que pode ser curta e com ITAM (imunorecepetor
ativador baseado em tirosina) com fungdo ativadora ou longa e com ITIM
(imunorecepetor inibidor baseado em tirosina) com fung¢é&o inibidora.

Um extenso polimorfismo é observado quando tratamos dos genes KIR.
Haplotipos podem diferir quanto a variedade e quantidade de genes, o que somado
ao polialelismo dos mesmos e a combinagcdo dos cromossomos paterno e materno
torna minima a chance de dois individuos geneticamente ndo relacionados

apresentarem o mesmo gendétipo KIR. A freqliiéncia de cada um dos genes pode



variar amplamente entre populacdes. Mesmo populacdes préximas geogréfica e
etnicamente tem diferencas pequenas mas estatisticamente significativas (RAYES et
al.,, 2007). No entanto, pouco se sabe sobre o significado funcional desta

diversidade.
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FIGURA 1 — LOCALIZACAO DOS GENES KIR Os genes KIR se encontram no cromossomo
19g13.4 dentro do complexo de receptores leucocitarios, LRC, e se extendem por um segmento de
aproximadamente 150 mil pares de base. FONTE: IPD (ROBINSON et al., 2003).

Comparacgbes entre sequéncias e haplétipos KIR intraespecificas e entre
espécies é consistente com uma evolucao rapida desta familia génica (KHAKOO et
al., 2000). A alta similaridade de sequéncia entre estes genes (de 85% a 99%),
somada a sua disposicdo sequencial, predispdem a evolugdo através de um
mecanismo de permuta desigual, ajudando a explicar as expansdes e retracdes do
complexo KIR e a filogenia dos haplétipos existentes (KHAKOO et al., 2004;
MARTIN et al., 2003).



1.1 O RECONHECIMENTO DA NORMALIDADE E A FALTA DO PROPRIO.

As células NK participam de um processo que poderia ser descrito, de certo
modo, como um reconhecimento da normalidade, no qual células ndo percebidas
como proprias sdo exterminadas. Segundo a hipo6tese da falta do préprio (do inglés,
missing self), moléculas MHC de classe | (expressas constitutivamente na maioria
das células normais) se ligam a receptores inibidores presentes nas células NK. O
engajamento entre receptor inibidor e ligante bloqueia acdo assassina da célula NK.
Na falta do ligante MHC n&o hé& sinal inibidor e as células NK ficam livres para atacar
(LJUNGGREN et al., 1991). Originalmente, a auséncia de moléculas MHC proéprias
foi considerada como condicéo suficiente para acdo da célula NK. Recentemente,
entretanto, uma variedade de receptores ativadores expressos pela célula NK foram
caracterizados e parecem ser funcionalmente relevantes (RAULET, 2006). Alguns de
seus respectivos ligantes ainda nao foram identificados, mas os ja descritos incluem
certas moléculas expressas em tipos celulares normais e alguns produtos
microbianos. Aparentemente as células NK séo reguladas por um balanco de sinais
tanto inibidores como ativadores num processo complexo envolvendo diversos
genes muitas vezes polimorficos. Apesar dos avangos na compreensao de todo esse
mecanismo, ainda néo esta totalmente claro como se formam células NK capazes de

atacar células infectadas ou transformadas sem atacar células normais.

1.2 RECEPTORES DA CELULA NK

Diversos receptores de NK humanas ja foram identificados. Esses pertencem
a trés familias principais. A primeira a ser descoberta foi a familias dos receptores
KIR. Uma segunda é a dos receptores leucocitarios semelhantes a imunoglobulinas
(ILT, ou LIR). Como os KIR, os ILT também sé&o codificados por genes que se
encontram no cromossomo 19 no LRC. Trata-se de uma familia com cerca de 13
genes relacionados, os quais codificam receptores inibidores que podem ter de 2 a 4

dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulinas e com um ITIM em sua
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cauda citoplasmatica (NATARAJAN et al.,, 2002). A terceira familia é a dos
receptores semelhantes a lectina tipo C que, diferentemente dos KIR e ILT, sdo
codificados por genes localizados no cromossomo 12pl13.1 no Natural Killer
Complex (NKC) (BROWN et al., 2000). A ela pertencem os receptores CD94/NKG2
e NKG2D. Os CD94/NKG2 sao heterodimeros compostos de moléculas semelhantes
a lectina ligada covalentemente a CD94 que tem como ligantes moléculas MHC de
classe | ndo classicas. A subunidade NKG2 pode ser codificada por pelo menos
quatro genes, enquanto a subunidade CD94 é invariavel e codificada por um unico
gene (CHANG et al.,1995). Por outro lado NKG2D é um homodimero de funcéo
ativadora que reconhece MICA e MICB, moléculas minimamente expressas em
tecido normal, mas que tem sua expressdo aumentada em resposta ao estresse e
em células de tumor epitelial (NATARAJAN et al., 2002).
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FIGURA 2 - INTERCOES ENTRE RECEPTORES DA CELULA NK E SEUS PRINCIPAIS LIGANTES
As linhas pontilhadas representam intera¢cdes entre os produtos dos genes indicados
FONTE: TROWSDALE, 2001.



1.3 ESTRUTURA E NOMENCLATURA KIR

Os receptores KIR séo constituidos por uma porcgao extracelular (que pode ter
2 ou 3 dominios semelhantes a imunoglobulinas), uma regido transmembrana e uma
cauda citoplasmatica, que pode ser curta e com ITAM ou longa e com ITIM (FIGURA
3), sendo que os receptores de cauda curta tém funcdo ativadora e os de cauda

longa funcéo inibidora, a excecédo de KIR2DL4 que aparentemente pode promover

os dois tipos de sinal (KIKUCHI-MAKI et al., 2003).
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FIGURA 3 - RECEPTORES KIR Os receptores KIR podem apresentar 2 ou 3 dominios
extracelulares e uma cauda citoplasmatica curta ou longa. FONTE: IPD. (ROBINSON et al., 2003).

Os receptores KIR sdo codificados por genes que variam, em comprimento,
de 4 a 16kb (sequéncia gendbmica completa) e podem ter de 4 a 9 exons, com uma

sequéncia de cerca de 2kb separando-os, a ndo ser por um segmento de 14kb a

montante do gene KIR2DLA4.
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A nomenclatura dos genes KIR é baseada em sua estrutura molecular:
designa-se 2D ou 3D conforme o nimero de dominios extracelulares e L ou S (do
inglés, long e short) para cauda citoplasmatica longa ou curta, respectivamente
(FIGURA 3). Tal denominacédo geralmente € precedida pelo acronimo KIR (LONG et
al., 1996). Os dois pseudogenes sao chamados de KIR2DP1 e KIR3DP1, uma vez
que o primeiro apresenta semelhanca com os demais genes de dois dominios, e o
segundo com KIR3DL3. Entretanto, outros nomes como KIRZ e KIRX também
podem ser encontrados na literatura (CARRINGTON e PARHAM, 2003). Para os
alelos adota-se 0 mesmo sistema de nomenclatura HLA: primeiro vem o nome do
gene seguido por um asterisco que é utilizado como separador. Depois, temos uma
designacdo numérica na qual os trés primeiros digitos indicam alelos que
apresentam diferencas na regido codificadora. Os dois numeros seguintes
distinguem alelos que diferem apenas por mutagbes sindbnimas na regiao
codificadora e os dois ultimos distinguem alelos que diferem em regides néo
codificadoras, como introns ou o promotor (MARSH et al., 2002; FIGURA 4).

First 2DL protein daescribad Y - Mamber of the third seres of KIRZDL1 proleins

Long cytoplasmic tail Separator I Differs from othar KIRZDL 1003

prod@ing by a synonymous DMNA
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1

'KIR2DL 10030202

FIGURA 4 — NOMENCLATURA KIR Devido ao grande sucesso da nomenclatura dos alelos HLA foi
decidido que os alelos KIR seriam nomeados de maneira analoga.
FONTE: IPD (ROBINSON et al., 2003).

Apesar de algumas propostas em discussdo, a nomenclatura dos haplétipos
KIR ainda néo é consensual. Usualmente eles sdo separados em dois haplogrupos
classificados segundo seu conteudo génico (FIGURA 5). Haplétipos do grupo A tem
como unico gene de cauda curta KIR2DS4, enquanto os do haplogrupo B séo
caracterizados pela presenca de pelo menos um dos seguintes genes: KIR2DLS5,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1 (MARSH et al., 2003).
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FIGURA 5 - HAPLOGRUPOS KIR Representacdo esquematica de haplétipos KIR ja seqlienciados.
Os genes de moldura foram alinhados para facilitar a visualizacdo. A figura ndo estd em escala.
FONTE: IPD (ROBINSON et al., 2003).
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FIGURA 6 — ORGANIZACAO DOS GENES KIR As caixas azuis representam 0s exons e as caixas
vermelhas o pseudoexon 3 e a delecdo do exon 2 em KIR3DP1. Os numeros acima das caixas
representam o tamanho dos exons em pares de base. Os exons foram alinhados para facilitar a
visualizagdo. Os introns ndo estdo em escala. As chaves na parte inferior da figura demonstram a
correlagdo entre os exons e a por¢do da molécula codificada. FONTE: IPD (ROBINSON et al., 2003).
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1.4 DIVERSIDADE E POLIMORFISMO KIR

Os genes KIR sdo bastante diversos. Haplotipos KIR podem diferir em
namero e tipo de genes que contém. Logo esses haplotipos podem ser distinguidos
pelo seu contetdo génico. Os genes, individualmente, também sdo polimorficos, de
modo que mesmo haplétipos de mesmo conteddo génico podem se diferenciar de
acordo com a combinacgdo alélica que apresentam. Sendo assim, a diversidade KIR
encontrada em humanos deriva de trés diferentes niveis de organizacdo: o conteudo
génico de seus haplétipos, o polimorfismo alélico e a combinagdo de haplétipos
materno e paterno. Somados, esses trés componentes tornam minimas as chances
de que individuos néo relacionados geneticamente apresentem o mesmo genotipo e
0 que se observa € uma ampla variacdo genotipica quando comparados diferentes

populacoes.

- Centromere Telomere -
3003 20L3 2081 2011 oM 20L4 30L1 2084 30L2
— =3 L e — s .
]! ! { ]!
Hapiotyps'
1 004/005 001 001 *001/009
2 *004/005 *001 *002/003/006/007/008 *002
3 *004/005 005 *002/003/006/007/008 *001/009
4 *002/006 *002 *001 *001/009
5 *002/006 002 *002/003/006/007/008 *001/009
8 *002/006 *002 *002/003/006/007/008 *002
7 *002/006 002 *002/003/006/007/008 *008
a8 *002/006 002 *004 *003
g *002/006 002 004 *005
10 *002/006 002 005 “001/009
1 001 *003 *001 *001/009
12 001 003 *002/003/006/007/008 *001/009
13 *001 *003 *002/003/006/007/008 *002
14 001 003 *002/003/006/007/008 *006
15 *001 *003 *002/003/006/007/008 *008
16 004 003 *002/003/006/007/008 010
17 *001 *003 *004 *003
18 *001 003 *004 011
19 *001 *003 *004 012
20 *001 003 *005 *001/009
21 *001 *003 *005 010
22 *006 *005 *004 *003
@ IPD-KIR 01/05

t = Allelic variants and haplotype nomenclature of group A haplotypes according to Shilling et al, 2002.

FIGURA 7 — VARIACOES ALELICAS DE UM HAPLOTIPO KIR Haplétipos de mesmo contetido
génico podem diferir quanto aos seus alelos. Note o impacto das variacdes alélicas na diversidade
KIR. FONTE: IPD (ROBINSON et al., 2003).
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De modo geral, todos os haplétipos KIR sédo flanqueados na porcao
centromérica pelo gene KIR3DL3 e na porcao telomérica por KIR3DL2. Lado a lado
na porcao central dos haplétipos estdo KIR3DP1 e KIR2DL4 (FIGURA 5 e 7). Esses
genes, sempre presentes (apesar de raras excecdes), sdo designados como genes
de moldura (MARTIN et al., 2000; VILCHES et al., 2002; WILSON et al., 2000)
limitando duas por¢des variaveis na qual se encontram os demais genes.

Todos os estudos populacionais publicados até o momento revelam a
presenca de ambos os haplogrupos, A e B, nas populacdes testadas. Ja foram
registradas, por exemplo, frequéncias do haplogrupo A de 75% em japoneses
(YAWATA et al.,, 2002), 58% em euro-descendentes (PARHAM, 2005), mas de
apenas 15% em aborigines australianos (TONEVA et al., 2001). Ha uma implicacdo
funcional interessante na distribuicdo desses dois haplogrupos. Além de KIR2DLA4,
gue codifica um receptor que pode transmitir tanto um sinal inibidor quanto ativador,
o haplogrupo A contém um unico gene KIR ativador, KIR2DS4 (CARRINGTON e
NORMAN, 2003). J&4 o haplogrupo B, contém uma variedade de combinacfes
envolvendo outros genes KIR ativadores. Porém, KIR2DS4 possui alguns alelos
nulos, ndo funcionais, com frequéncia populacional variando de 78% a 98% em
europeus (BONTADINI et al.,, 2006). De maneira semelhante, KIR2DL4 também
possui um alelo ndo funcional freqiuente em algumas populacdes. Deste modo
individuos homozigotos para o haplogrupo A podem nao apresentar nenhum gene
KIR ativador (HSU et al., 2002; WITT, MARTIN e CHRISTIANSEN, 2000). Como o
haplogrupo A apresenta elevada freqiiéncia em algumas populacdes, ha milhdes de
pessoas que nao apresentam genes KIR ativadores funcionais, sugerindo que 0s
genes KIR ativadores sdo menos importantes que os inibidores para sobrevivéncia
(PARHAM, 2005).

O variante nao funcional do gene KIR2DS4 ja foi caracterizado através de
sequenciamento (HSU et al., 2002). Trata-se de uma delecao de 22pb na sequéncia
do exon 5 (que codifica um dominio extracelular) encontrada nos alelos
KIR2DS4*003, KIR2DS4*004, KIR2DS4*006 e KIR2DS4*007. Tal delecéo provoca
uma mudanca na matriz de leitura codificando uma proteina sem funcéo. Estes
alelos apresentam grande similaridade de sequéncia com o gene do receptor de NK
presente em macacos, Mm-KIR1D. Foi sugerido entdo que esse grupo de alelos
fosse chamado de KIR1D (MAXWELL et al., 2002).
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E dificil estimar a composicdo de haplotipos KIR a partir de perfis
heterozigotos (CRUM et al., 2000; JIANG et al., 2005 e NORMAN et al., 2002). Nas
tipagens, a auséncia se comporta como recessiva. Como consequéncia, homo e
heterozigotos para presenca de um gene KIR apresentam o mesmo resultado. Para
alguns pares de genes do haplogrupo B h& um forte desequilibrio de ligacdo, o que
ajuda na identificacdo de alguns haplotipos (UHRBERG et al.,, 1997). Muitos
haplétipos foram definidos a partir de analises de segregacdo em familias (GOMEZ-
LOZANO et al., 2002; SHILLING et al., 2002; UHRBERG et al., 2002). Entretanto,
esses dados apesar de valiosos ndo séo definitivos, uma vez que nem sempre a
ordem dos genes e 0 seu numero de cépias podem ser determinados corretamente
neste tipo de estudo. (KHAKOO e CARRINGTON, 2006).

A alta similaridade de seqiéncia e a suposta origem destes genes por
permutas desiguais tém obscurecido a distingdo entre alelos de Unico gene e genes
gue ocupam uma mesma regido gendmica. Aparentemente, KIR3DL1 e KIR3DS1
ocupam a mesma regidao gendmica em diferentes haplétipos (WILSON at al., 2000).
Andlises de segregacdo demonstram que esses se comportam de fato como alelos
de um mesmo loco (VILCHES et al., 2000). Propde-se, que KIR3DS1 tenha surgido a
partir de uma permuta desigual entre KIR3DL1 e um gene KIR ativador ancestral
(MARTIN et al., 2002). Porém, alguns raros haplotipos apresentam ambos 0s ou
nenhum destes genes (CRUM et al.,, 2000; GARDINER et al., 2000). Assim como
KIR3DS1 e KIR3DL1, KIR2DL2 e KIR2DL3 também se comportam como alelos de
um mesmo loco (CRUM et al., 2001; NORMAN et al., 2001; TONEVA et al., 2001;
WITT et al.,1999).
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Apesar do crescente avanco neste campo ainda € pouco o que se sabe sobre
o significado funcional da diversidade dos genes KIR. O conhecimento da
distribuicdo KIR em diferentes grupos populacionais € uma informacéo valiosa para
esse entendimento. Devido ao seu polimorfismo e também o de seus ligantes MHC
de classe I, estudos que busquem elucidar essa interacdo séo dificeis de executar e
de interpretacdo igualmente complexa. Passa a ser importante a formacédo de um
conjunto de dados consistentes, capaz de apontar novas questdes e tendéncias.
Deste modo investigacdes de populacdes isoladas fornecem uma oportunidade
Gnica para a compreensao evolutiva e funcional dos genes KIR e sua resposta em
relacdo a doencas e o ambiente.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo descrever e analisar as
frequéncias de quatorze genes KIR e dois pseudogenes em amostras de duas
populacées amerindias do Mato Grosso do Sul. Ainda, interpretar os perfis génicos
encontrados buscando determinar os haploétipos presentes e determinar a frequéncia
de KIR1D. Pretende-se entdo, conhecer a variabilidade presente nestas populacdes
e as suas possiveis implicacbes em aspectos evolutivos e funcionais a ela

relacionados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS POPULACIONAIS

A amostra populacional é constituida de 146 individuos oriundos de
populacdes amerindias do estado do Mato Grosso do Sul. S&o 50 Guarani-Nandeva
(GND) e 96 Guarani-Kaiowa (GKW).

A lingua guarani pertence a familia linguistica tupi-guarani que por sua vez faz
parte do tronco linglistico Tupi. Os Guarani estdo entre 0s primeiros povos a ter
contato com o0s europeus no inicio do século XVI. Atualmente a populacdo Guarani
no Brasil é estimada em 35000 pessoas, vivendo nas regides Sul, Sudeste e central.
Na Argentina, Bolivia e principalmente no Paraguai também existem vilas Guarani.
Guarani-Kaiowa e Guarani-Nandeva sdo dois subgrupos Guarani que diferem em
alguns aspectos de suas culturas e que, apesar do intenso contato com a populagéo
neo-brasileira e outros grupos indigenas, preservam muito da sua identidade cultural
(TSUNETO et al., 2003).

Os Guarani-Kaiowa deste estudo vivem nas reservas de Amambai (23°06’S,
55°12'W; populacdo de aproximadamente 4500 pessoas entre Guarani-Kaiowa e
Guarani-Nandeva) e Limédo Verde (23°12’S, 55°060W; 460 pessoas). Os Guarani-
Nandeva vivem nas reservas de Porto Lindo (23°48’S, 54° 30'W; 1600 pessoas) e

Amambai. Essas aldeias estdo localizadas no sul do Mato Grosso do Sul.

3.2 GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada através do método de PCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos (PCR-SSP) para cada um dos 14 genes e
dos 2 pseudogenes KIR.
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A reacdo em cadeia da polimerase seguiu as condicdes de amplificagéo:
desnaturacao a 94.° C por 180 segundos (S); Ap0s, 4 ciclos de 94.°C por 15s, 65.°C
por 15s e 72.°C por 30s; Depois, 21 ciclos de 94.°C por 15s, 60.°C por 15s e 72.°C
por 30s; Ainda, 5 ciclos de 94.°C por 15s, 55.°C por 15s e 72.°C por 30s; finalmente,
72°.C por 720s.

Foram utilizados pelo menos dois pares de oligonucleotideos iniciadores para
KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DLZ2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2DP1 e um par para
KIR2DS1 e KIR3DP1 (QUADRO 1).

Apds amplificacdo por PCR, foi realizada corrida eletroforética em gel de
agarose 3,0%, a 90 Volts. A coloracdo foi com solucdo de brometo de etidio
0,7mg/ml e a fotodocumentacdo com utilizacdo de luz ultravioleta e uma camera
fotografica digital conectada a um microcomputador.

Apés fotografia dos géis foi verificada a amplificacdo. Quando houve
amplificacédo para os dois pares de oligonucleotideos iniciadores de um mesmo gene
foi assumida a presenca do mesmo no individuo em questdo. Quando ndo houve
amplificac@o para os dois pares de oligonucleotideos iniciadores de um mesmo gene
foi assumida a auséncia do mesmo no individuo em questdo. Em caso de
discrepancias entre as tipagens, foram realizadas repeticbes para confirmacgédo dos
resultados.

O variante KIR1D do gene KIR2DS4, caracterizado por uma dele¢céo de 22pb
no exon 5, foi detectado através do padrdo das bandas apdés corrida eletroforética
relazidada com o produto de PCR dos oligosnucleotideos iniciadores del.5b e del.3.
(QUADRO 1).

Origem

1 - banda lenta (alelos funcionais)
2 - bandas lenta e rapida (heterozigoto)
3 - banda rapida (variante KIR1D).

Sentido da corrida ¥

FIGURA 8 — KIR2DS4 E KIR1D Gel de agarose apoés corrida eletroforética de produtos de PCR do
gene KIR2DS4 corados com brometo de etidio. O variante KIR1D, caracterizado por uma delecéo de
22 pares de base, pdde ser detectado pela presenca de uma banda mais rapida em relacdo a banda
dos alelos funcionais.
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Gene Primers Sequéncias Exon (pb)
GIT GGT CAG ATG TCA TGT T1G AA 4
KIR1.5/1.3A GGT_COC TGC CAG GIC TTG OG 4 e
- TGG ACC AAG AGT CTG CAG GA 8
4 -
2 KIR2.5/2.3A TGT TGT CTC CCT AGA AGA OG 9 =0
KIR2DL1ex4mon/jus _% -(;_Oé g ﬁ -(FE(/;A(; /(_i(é 2 %4
CTG GOC CAC OCA GGT OG 4
KIR3.5/3.3 GGA CCG ATG GAG AAG TTG GCT 4 e
N GAG GGG GAG GCC CAT GAA T 5
)
3 KIRex5.5/5.3 TOG AGT TTG ACC ACT CGT AT 5 10
KIR2DL2ex5mon/jus é(CxG g ng? gg /%ié §§ /éi 2 113
CTT CAT OGC TGG TGC 1G 7
o KIR5.5/5.3 0GG CTC TTG GTC CAT TAC AA 8 °%0
[a)
3 TCC TTC ATC GCT GGT GCT G 7 -
KIR6.5/6.3 GGC AGG AGA CAA ATT TGG ATC A 9 800
CAG GAC AAG OCC TTC TGC 3
5 KIR7.5/7.3 CTG GGT GOC GAC CAC T 3 2o
o ACC TTC GCT TAC AGC COG 5
N
KIR8.5/8.3 GGG TTT CCT GTG ACA GAA ACA G 5 2
GCG CTG TGG TGC CIC G 3
0 KIR29.5/29.3 AGC CAC TCA ATG GGG GAG C 3 2
8 TGC AGC TCC AGC AGC TCA 5
N
KIR30.5/30.3 GGG TCT GAC CAC TCA TAG GGT 5 o
- CIT CIC CAT CAG TG CAT GAA 4
@ F1/F2/R3 CTT CTC CAT CAG TCG CAT GAG 4 102
g AGA GGG TCA GTG GGA GCT GAC 4
TTC TGC ACA GAG AGG GGA AGT A 4
o KIR11.5/113 AGG TCA CTG GGA GCT GAC AA 4 e
a CGG GOC CCA OGG TTT 5
N
KIR12.5/12.3 GGT_CAC TOG AGT TTG ACC ACT CA 5 240
TGG CCC ACC CAG GIC G 4
2 KIR13.5/13.3 TGA AAA CTG ATA GGG GGA GG AGG 4 22
8 CTA TGA CAT GTA CCA TCT ATC OCA 5
N
KIR14.4/14.3 AAG CAG TGG GTC ACT TGA C 5 190
CTG GCC CTC CCA GGT CA 4 e
5 9Fa/12Ra TCT GTA GGT TCC TGC AAG GAC AG 4
a] GTT CAG GCA GGA GAG AAT 5
N
del.5B/del.3 GTT TGA OCA CTC GTA GGG AGC 5 1o
TGA TGG GGT CIC CAA GGG 4
o 13F/9R TCC AGA GGG TCA CTG GG&C 4 =
o
~ KIR2DSSex4monljus i blians . 87
O TGT GGT GCC TG A 3
o 7Fal3Ra GGT_GTG AAC OCC GAC ATG 3 e
8 COCC TGG TAG AAT CAG GAG AGA G 4
™
3DS1.5a13Ra TGT AGG TCC CTG CAA GGG CAA 4 1o
TAA ACC CTT CCT GIC TGC CC 3
KIR19.5/19.3 GTG COG AMA ACC CAG TGA 3 2
o OCC ATG AAC GTA G&C TCC G 5
J KIR20.5/20.3 1%
3 CAC AQG CAG GGC AGG G 5
KIR3DL2ex4mon/jus g 2g -g:(]; x 'Ic'i(é AGJ;E £ AA 3 &
GTC AGA TGT CAG GIT TGA GG 4
KIR35.5/35.3 CTA GGA ATA GTT GAC CTG GGA AC 4 -
GCA GCT OCC GGA GCT TG 5
KIR36.5/36.3 1%
2 GGG TCT GAC OCA GOG TG 5
® | KRIDSedmons | Gt o ara it onC Cr0 Go AC ; 121
KIR3DL3ex3mon/jus g -I(;TG:; % gg Ii 2? éc 2 199
AGC CTG CAG GGA ACA GAA G 8
o Bx9.1/9.3 GCC TGA CTG TGG TGC TOG 9 0
[a]
f e [momcmmo T
GTC TGC CTG GCC CAG CT 3
o KIR33.5/33.3 GTG TGA ACC OCG ACA TCT GTA C 3 209
a CCA TCG GTC CCA TGA TGG 4
N
KIR49.5/49.3 CAC TGG GAG CTG ACA ACT GAT G 4 %
i ) AGA GTA TTC CGA AAC ACC G 3
a KIR3DP1ex3mon/jus 102
o TGA CCA COC AGT GAG GA 3

QUADRO 1 — SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADO RES UTILIZADOS
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3.3 ANALISE DOS DADOS

Apbs a genotipagem os dados foram transferidos para um banco de dados do
Microsoft Access, versao 97, e processados com o programa Convert (PROBST,
1998) para obtencao dos perfis génicos. As frequéncias de presenca de cada gene
foram calculadas por contagem direta. As frequéncias génicas foram estimadas
supondo o equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como as frequéncias dos
haplogrupos A e B (freqiiéncia génica = 1 - V1 — freqiiéncia de presenca).

As comparacOes entre populacbes foram realizadas com o auxilio do
programa RxC (MILLER, 1997) que utiliza o algoritmo metropolis para obtencao do
valor estimado de P.

Os haplétipos foram inferidos com base num processo interativo, envolvendo
os perfis obtidos, os hapldtipos ja descritos anteriormente na literatura e informacgdes

sobre desequilibrio de ligacao.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FREQUENCIA DOS GENES KIR

22

A TABELA 1 aponta as frequéncias de presenca observadas e frequéncias

génicas calculadas para as duas populacbes analisadas e outras trés populacdes

também analisadas em bosso grupo de pesquisa (AUGUSTO, 2006).

TABELA 1 — FREQUENCIA DOS GENES KIR

Gene G. Nandeva G. Kaiowa G. M'Bya* Kaingang* Curitiba*
FP FG FP FG FP  FG FP  FG FP  FG

n=50 n=96 n=80 n=81 n=164
KIR 2DL1 98 86 98 86 72 48 78 53 99 92
de cauda 2DL2 32 18 21 11 59 36 61 38 56 34
longa 2DL3 98 86 98 86 65 41 66 42 80 55
2DL4 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2DL5 58 35 71 46 67 42 62 38 44 25
3DL1 86 63 81 57 59 36 80 55 93 74
3DL2 98 86 100 100 100 100 100 100 100 100
3DL3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
KIR 2Ds1 56 34 71 46 71 46 69 44 36 20
de cauda 2DS2 32 18 20 10 54 32 56 33 56 33
curta 2DS3 4 2 3 2 15 8 3 2 30 17
2DSs4 86 63 81 57 71 46 74 49 95 77
2DSs5 58 35 71 46 62 38 66 42 30 16

3Ds1 56 34 71 46 78 53 65 41 35 19
2DP1 98 86 98 86 82 58 84 61 93 74
3DP1 100 100 100 100 NT NT NT NT NT NT

FP= Frequéncia de presenca (%)

FG= Frequéncia génica (%)

NT= Nao Tipado

* AUGUSTO, 2006

Como ja bem estabelecido na literatura os genes de moldura (KIR3DL3,
KIR3DP1, KIR2DL4 e KIR3DL2) estdo presentes em todos os individuos, exceto

KIR3DL2 que foi ausente para apenas um individuo, Guarani-Nandeva (GND834).
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Ja houve registro de alguns poucos individuos nos quais KIR3DL2 é ausente,
como em amerindios da Amazbénia (EWERTON et al, 2007), japoneses
(MIYASHITA et al., 2006) e chineses, condizentes com as evidéncias de pequena
distancia genética entre essas populacdes. Entretanto quaisquer comparacoes
interpopulacionais devem ser realizadas com extrema cautela dada a
heterogeneidade dos métodos de tipagem e tamanho das amostras, o que pode
conduzir a erros na interpretacdo dos dados (CONTRERAS et al., 2007). Existe a
possibilidade de alelos ainda ndo descritos ndo serem detectados pelo método de
PCR-SSP utilizado para este loco (EWERTON et al., 2007). Em nosso estudo
utilizamos dois pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene.
Preferencialmente estes hibridam em sequéncias distintas em diferentes exons, no
intuito de minimizar a possibilidade de que um mau pareamento que impeca a
amplificacdo por PCR afete os dois oligonucleotideos e conduza a um resultado
falso negativo. No caso de KIR3DL2 um terceiro par de oligonucleotideos iniciadores
foi utilizado e novamente o resultado foi negativo para o individuo GND834, ao
contrario dos demais individuos testados. Isso praticamente excluiu a possibilidade
deste padrao ser decorrente de uma falha metodoldgica ou da presenca de alelos
desconhecidos com variagdes de sequéncia na regido em que os oligonucleotideos
iniciadores especificos se hibridam. Este resultado negativo reflete existéncia, em
GND, de um ou mais haplétipos em que KIR3DL2 é ausente.

Desconsiderando os genes moldura, KIR2DL1, KIR2DL3 e KIR2DP1
apresentaram as frequéncias mais elevadas, enquanto KIR2DS3 a mais baixa.
Dentre os genes inibidores KIR2DL2, que segrega como um alelo de KIR2DL3, s6
esteve presente em 32% dos GND e 21% dos GKW. Os demais genes inibidores
estdo presentes entre 58% e 100% dos individuos. Ja os genes ativadores foram
menos presentes, variando entre 20% e 86% a nao ser por KIR2DS3 que esteve
presente em 4% dos GND e 3% dos GKW.

A frequéncia do gene KIR2DS3 varia entre populagbes. Em europeus e euro-
descendentes KIR2DS3 esta presente entre 20% e 40% da populacdo, em africanos
entre 24% e 34% e em asiaticos 8% e 18%. Entretanto, nas populagfes amerindias
a distribuicdo € curiosa. Ha registros de populacbes em que KIR2DS3 é
completamente ausente, como em Tarahumara, do México (GUTIERREZ-
RODRIGUEZ et al., 2006) e Yucpa e Bari, da Venezuela (GENDZEKHADZE et al.,
2006). Em outras populacdes sua frequéncia é relativamente baixa: 3% e 6% para
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Wichis e Chiriguanos da Argentina (FLORES et al., 2007), 4% Purepecha do México
(GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006), e 3% em Kaingang do Brasil (AUGUSTO,
2006). Ou ainda podem se equiparar as frequéncias das populacdes néo
amerindias: 15% em Guarani M’'Bya do Brasil (AUGUSTO, 2006), 16% em Huichol
do México (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006) e 20% em Warao da Venezuela
(GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006). Dentro desse cenario algumas hipéteses
podem ser levantadas. Primeiramente podemos considerar estas diferencas como
resultado de deriva genética ou outros eventos demograficos, como efeito do
fundador ou gargalo de garrafa, elevando a frequéncia de KIR2DS3 em alguns
grupos e/ou reduzindo ou até eliminando este gene em outros. Outra possibilidade
seria a dessas diferencas resultarem de sele¢édo natural. Logo de inicio percebemos
que tal explicacdo parece pouco provavel. As diferencas de distribuicdo de KIR2DS3
observadas ocorrem mesmo entre populacdes que habitam regibes geograficamente
proximas e semelhantes e que, portanto poderiam estar sujeitas as mesmas
pressoes seletivas impostas pelo ambiente. Neste caso as freqtiéncias de KIR2DS3
deveriam ser semelhantes, e néo distintas.

No caso de GND e GKW existe a possibilidade de KIR2DS3 ter sido
introduzido por fluxo génico. Estas duas popula¢des conhecidamente tém algum
grau de miscigenacgdo (TSUNETO et al., 2003). Na amostra estudada dez individuos
apresentam alelos HLA que né&o sado caracteristicos de amerindios (TSUNETO et al.,
2003), sendo um GND e nove GKW, o que € indicativo de fluxo génico. Dos cinco
individuos KIR2DS3 positivos (dois GND e trés GKW), dois apresentam alelos HLA
ndo amerindios (os dois GKW). Os outros trés ndo apresentam genotipos HLA
informativos, podendo ou n&o ter algum ancestral ndo amerindio. Baseados nestes
dados, e considerando que a auséncia completa de KIR2DS3 ja reportada em outras
populacdes amerindias, € de fato possivel que KIR2DS3 néo seja um gene tipico de
GND e GKW. Neste caso, a analise dos alelos de KIR2DS3, assim como dos outros
genes do haplétipo, pode ser esclarecedora.

Quando comparadas as frequiéncias individuais dos genes KIR entre GND e
GKW néo houve diferenca estatisticamente significativa. O mesmo ocorreu quando
foram comparados o conjunto dos genes inibidores, ativadores e o conjunto total dos
genes KIR. Entretanto, quando essas populac¢des foram comparadas a populacdo de
Curitiba, cujas frequéncias dos genes KIR se aproximam das européias, foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas demonstradas na TABELA 2.
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A excecdo de KIR2DS4, quando comparado Curitiba e GND (p=0,058800),

todos os genes KIR de cauda curta diferem entre as popula¢cdes deste estudo e a de

Curitiba. Na comparacéo do conjunto dos genes inibidores, ativadores e do conjunto
total dos genes KIR, GND e GKW sempre diferiram de Curitiba (p<10®).

TABELA 2 — COMPARACOES ENTRE FREQUENCIAS DE GENES KIR Estdo demonstrados os

valores de p para as comparacdes entre GND/GKW e Curitiba. Valores estatisticamente significativos

em vermelho (p<0,05).

Gene G. Nandeva X Curitiba* G. Kaiowa X Curitiba*
@ 2DL1 0,435820 0,559720
S 2DL2 0,005100 0,000000
S 2DL3 0,000860 0,000060
x 2DL5 0,145980 0,000000
¥ 3pL1 0,142720 0,559720
, 2Ds1 0,015660 0,000000
¢ 2DS2 0,004060 0,000000
T 2DS3 0,000080 0,000000
ZE 2DS4 0,058800 0,000340
S 2DS5 0,000400 0,000000
©  3Ds1 0,000000 0,000000

2DP1 0,303460 0,137720

4.2 PRESENCA DE KIR1D

*AUGUSTO, 2006

A presenca do variante KIR1D do gene KIR2DS4 foi de 20% em GND e 9%

em GKW. Assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculada a frequéncia

alélica de KIR1D (TABELA 3). Os genotipos encontrados estdo representados na

FIGURA 9.

TABELA 3 — FREQUENCIA DE KIR2DS4/1D 1D para alelos ndo funcionais e 2DS4 para 0s

funcionais

1D 2DS4
FA 20% 39%
GND FP 24% 66%
FA 8% 49%
GKW
FP 9% 72%

FP= Frequliéncia de presenca
FG= Frequéncia génica
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FIGURA 9 - GENOTIPOS PARA O LOCO KIR2DS4

O sub-conjunto de alelos do gene KIR2DS4 denominado KIR1D é
caracterizado por uma delecdo de 22pb no exon 5, 0 que resulta numa mudanca na
matriz de leitura codificando uma proteina sem funcdo. O gene KIR2DS4 é o Unico
gene ativador de cauda curta do haplogrupo A. Deste modo, individuos homozigotos
para o haplogrupo A e para KIR1D nédo apresentam nenhum gene KIR ativador de
cauda curta funcional. Em populacdes européias muitas pessoas se encontram
nessa situacdo, uma vez que o haplogrupo A € comum e a freqiiéncia populacional
de KIR1D varia entre 78% e 98% (BONTADINI et al., 2006). Em GND também foram
observados individuos que ndo tem o gene KIR2DS4 funcional e sem qualquer outro
gene KIR ativador de cauda curta. Dos dez individuos portadores de KIR1D, trés ndo
tém nenhum gene ativador de cauda curta funcional. Diferentemente, em GKW, o
variante KIR1D néao foi encontrado em homozigose. Apesar da pequena diferenca de
frequéncia de presenca de KIR2DS4 entre GND (86%) e GKW (81%), a propor¢ao
de individuos com KIR1D é maior na primeira. Portanto, a diferenca na freqtiéncia de
KIR2DS4 nao é suficiente para explicar a diferenca de frequiéncia de KIR1D, o que
pode demonstrar algum grau de divergéncia entre essas populagdes.

Héa algumas evidéncias de que KIR2DS4 se ligue a algumas moléculas HLA-C
(KATZ et al., 2001), e outras que apontam para ligantes ndo MHC de classe | (KATZ
et al., 2004). Entretanto seu papel funcional, assim como seu ligante, ainda néo esta

bem caracterizado. Sendo assim, permanecem obscuras as implicagcdes da sua
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distribuicdo e de seus alelos ndo funcionais. Vale ressaltar que a funcéo de
KIR2DS4 como receptor ativador da célula NK é redundante. Tanto outros
receptores KIR como NKG2D compartilham essa funcédo, mas nédo necessariamente
0S mesmos ligantes, o que pode resultar em diferencas relevantes quanto a resposta

imune.

4.3 HAPLOTIPOS KIR

Foram encontrados 17 perfis genéticos diferentes. Destes, 6 sdo exclusivos
de GND, 5 séo exclusivos de GKW e 6 sao compartilhados pelas duas populacoes
(FIGURA 10). Os perfis exclusivos se encontram em baixa freqiéncia ndo sendo
possivel afirmar se de fato eles sao exclusivos ou se apenas nado foram encontrados
na amostra populacional. Ja os perfis compartilhados respondem por 88% do total
de perfis em GND e por 94% em GKW. O haplogrupo A teve sua frequéncia
estimada em 62% em GND e 52% em GKW.

Como ndo ha consenso na nomenclatura dos haplétipos KIR foi entdo
adotada nomenclatura utilizada por Marry Carrington e Salim Khakoo (2006), que

consiste simplesmente na numeracao dos haplétipos.

Haplétipos Genes Sl L)
30L3 [2DS2 [2DL2 [2DL3 [2DL5 [2053 [2DS5 |2DP1 [2DL1 [3DP1 [2DL4 |3DL1 [3DS1 [2DS1 [2DS4 [30L2 | n % n
AliA1 19 [ 38% | 26 | 27%
A1B10 11 [ 22% [ 12 [ 13%
Al/B3 g | 16% | 24 | 35%
B3/B3 3 | 6% | 14 [ 15%
B3/B10 2 4% 3 3%
B10/810 1 2% 1 1%
AB? 1 | 2% | o | 0%
AB? 1] 2% | 0 [ %
AB? IHE R
AB? 1] 2 | o [ %
B?/B7 1 2% 0 0%
Al? 1] 2 | o [ %
Al? 0| 2 | 2%
Al? 0 o | 1 [ 1%
Al? 0l ] 1] 1%
247 0 o | 1 [ 1%
247 0 ] e | 1 [ 1%

FIGURA 10 — PERFIS GENETICOS ENCONTRADOS Perfis genéticos encontrados e haplétipos
supostos.



28

O numero de genes funcionais variou de 6 a 14 entre os perfis. Os perfis de 6
genes funcionais correspondem a trés individuos homozigotos para o haplogrupo A
e KIR1D e o perfil de 14 genes funcionais corresponde a um individuo que
apresentou todos os genes KIR (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - FREQUENCIAS DE PERFIS EM RELACAO AO NUMERO DE GENES KIR
FUNCIONAIS

Com base nos perfis encontrados e descricdes prévias na literatura foram
inferidos trés hapldtipos. Esses e suas respectivas combinacdes compdem
justamente os perfis compartilhados por GND e GKW (FIGURA 10) e correspondem
a maior parte dos haplétipos encontrados. Um desses haplo6tipos corresponde ao
haplétipo A tipico, Al, encontrado em todas as populacdes. Os outros dois sao
haplétipos pertencentes ao Haplogrupo B: B3 e B10. B3 e B10 ja foram descritos
anteriormente em outros estudos (GOMEZ-LOZANO et al., 2002; HSU et al., 2002;
URHBERG et al., 2002). Em amerindios B3 j& foi identificado em Bari, Huicholes,
Purepechas e Chiriguanos. B10 foi encontrado em Yucpa, Bari, Warao, Wichis e
Chiriguanos. Quando comparadas as frequéncias de A, B3 e B10 entre GND e GKW

foi encontrada diferenca estatisticamente significativa apenas para B3 (p=0.003400).
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O individuo GND834 apresentou um perfil inico, no qual KIR3DL2 é ausente.
Trata-se de um perfil semelhante a B3, sendo a auséncia de KIR3DL2 a Unica
diferenca. Comparagfes entre seqiéncias de genes e haplétipos KIR evidenciam
uma evolucao rapida desta familia génica (GUETHLEIN et al., 2002; KHAKOO et al.,
2000; RAJALINGAM et al., 2001). A alta similaridade de sequiéncia entre os genes
KIR e a sua disposicao sequencial, facilitam a eventos de permuta desigual,
ajudando a explicar as expansodes e retra¢do do loco KIR e a filogenia dos haplétipos
existentes (MARTIN et al.,, 2003). Excluida a possibilidade de falha técnica,
consideramos que o haplotipo sem KIR3DL2 de fato existe em GND, compondo a
variabilidade normal desta populagdo. A priori, a auséncia de um gene KIR néo é
incomum, dado o polimorfismo de auséncia e presenca. Entretanto, algumas
caracteristicas, como o distanciamento entre 0s genes e a presenca dos genes de
moldura e um segmento de 14kb a montante de KIR2DL4, sdo muito conservadas
(WILSON et al., 2004). Sao raros os haplétipos em gque um gene de moldura é
ausente, embora ja tenham sido registrados (CARRINGTON e NORMAN, 2003).

Ja foi sequenciado um haplotipo em que na regido em que era esperado
KIR3DL2 na verdade existia um gene quimérico, codificando uma proteina com a
porcao extracelular da molécula de KIR3DL1 e a porcédo intracelular de KIR3DL2
(SHILLING et al.,2002). O haplétipo contendo esse gene quimérico nao apresenta 0s
genes KIR3DL2 e KIR3DL1 convencionais, indicando uma permuta desigual que
resultou na perda da regido entre esses genes. Essa perda ndo € compativel com o
haplétipo KIR3DL2 negativo aqui encontrado, uma vez que genes que se localizam
justamente nesta regido sao presentes no haplétipo KIR3DL2 negativo. No entanto,
pode ser considerada a possibilidade de existéncia de um gene quimérico e nao
somente a de auséncia completa de KIR3DL2. Mas independentemente do gene ter
sido perdido completamente ou ndo, o fato é que essa recombinagdo desigual
implica em alteragées nos dois haplétipos envolvidos. Seria de interesse verificar a
existéncia do outro haplétipo recombinante tanto nas populacbes desse estudo
quanto na populacdo geral e em outras populacdes amerindias, pois sua distribuicéo
pode ser esclarecedora para a compreensao da evolugcéao dos haplotipos KIR.

Dada a incapacidade da técnica de PRC-SSP em diferenciar homozigotos de
heterozigotos, € dificil afirmar se o haplétipo KIR3DL2 negativo estd presente
também em GKW, ou estimar sua freqiéncia populacional. A situacao fica ainda

mais complicada, pois esse haplétipo compartilha todos os outros genes com B3.
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Como KIR3DL2 é presente em todo o resto da populacédo é impossivel distinguir o
haplétipo KIR3DL2 negativo de B3 com a técnica aqui utilizada, uma vez que
gquando combinados com outros haplotipos resultardo no mesmo perfil génico, s6
sendo possivel identificar o haplotipo KIR3DL2 negativo quando em homozigose.
Com um calculo simples, supondo o equilibrio de Hardy-Weiberg, chegamos a uma
estimativa da frequéncia deste haplotipo de cerca de 10%, o que seria um namero
expressivo que ndo nos permite desconsidera-lo na analise dessas populacdes. Por
ora sua frequiéncia real permanece incerta, mas a simples presenca de um haplotipo
KIR3DL2 negativo ja € por si s6 intrigante, além de apontar novas perspectivas no
estudo dos genes KIR nestas popula¢des, com a utilizacdo de outras abordagens

mais apropriadas ao caso.
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5. CONCLUSOES

As duas populacdes estudadas, GND e GKW néo diferem entre sim quanto a
frequéncia dos genes KIR. Ja a distribuicdo do haplétipo B3 diferiu significativamente
entre GND e GKW.

Apenas trés individuos ndo apresentaram nenhum gene KIR ativador de
cauda curta funcional. Os trés pertencem a GND. Os alelos ndo funcionais de
KIR2DS4 sao cerca de duas vezes mais frequentes em GND do que em GKW,
apesar da pequena diferenca na frequéncia de presenca deste gene entre as duas
populacoes.

Quando a frequéncia dos genes KIR de GND e GKW foi comparada com a
frequéncia da populacdo de Curitiba (que € semelhante a populacdo européia
guanto aos genes KIR) foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre essas populagoes.

O gene KIR2DS3 em GND e GKW tem uma distribuicdo semelhante a de
outros grupos amerindios ja estudados, mas difere de Guarani M’'Bya. Nao esta
descartada a possibilidade de que KIR2DS3 tenha sido introduzido em GND e GKW
por fluxo génico e outras abordagens devem ser avaliadas para que tenhamos
resultados mais conclusivos.

O haplogrupo A foi mais frequiente que o haplogrupo B nas duas populacoes,
e sua frequiéncia ndo apresenta diferenca significativa entre GND e GKW.

Trés haplétipos compartilhados por GND e GKW respondem por cerca de
90% dos perfis genéticos encontrados. Seis perfis foram encontrados apenas em
GND e cinco apenas em GKW.

Os genes de moldura estdo presentes em todos os individuos, exceto por
GND834 que ndo apresenta nenhuma copia do gene KIR3DL2. Essa auséncia
resulta num haplétipo semelhante a B3, diferindo deste apenas pela auséncia de
KIR3DL2. Com a técnica utilizada ndo é possivel identificar sua presenca em GKW
ou estimar com precisdo sua frequéncia populacional. Mais estudos, envolvendo
diferentes abordagens sdo necessarios para uma compreensdo precisa da
distribuicdo e origem deste haplétipo.
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