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RESUMO

A imunidade natural constitui a primeira linha de defesa do organismo. Dentre as
células que participam dessa linha de defesa estdo as células assassinas naturais,
ou natural killer (NK). Essas células possuem atividade citotoxica contra células
infectadas ou malignamente transformadas, sendo também importantes nas fases
iniciais das respostas imunes adaptativas. A regulagédo da atividade das células NK
ocorre através do balanco entre sinais ativadores e inibidores que sao fornecidos por
uma variedade de receptores presentes na superficie dessas células. Os genes KIR
(killer cell immunoglobulin like-receptor) sao uma familia de genes polimérficos que
codificam receptores das células NK. Entre eles os genes KIR3DL1 e KIR3DS1, que
parecem ocupar 0 mesmo loco génico, sdo bastante importantes. Esses genes sao
altamente polimorficos e seus produtos se ligam as moléculas HLA com epitopo
Bw4. O estudo de genes do sistema imune em diferentes populacoes €
particularmente interessante para a genética de populacdes, pois esses genes
podem estar sob acao de diferentes fatores evolutivos, implicando na diversidade
encontrada em cada populacao. Neste trabalho foram analisados individuos
pertencentes as tribos indigenas Guarani M’bya (GRC, n=21), Guarani Nandeva
(GND, n=26), Guarani Kaiowa (GKW, n=22) e Kaingang (KRC, n=23 e KIV, n=28),
além das populagdes africana (AFRI, n=14), eurobrasileira (CTBA, n=21) e oriental
(ORI, n=24). Apbés amplificacao por PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase), foram
sequenciados os exons 3, 4 e 5, que codificam, respectivamente, os dominios
extracelulares DO, D1 e D2 dos receptores KIR, responsaveis pela interacdo com as
moléculas HLA. Utilizando o programa online dbLCR as sequéncias obtidas para
cada individuo foram comparadas com as sequéncias dos alelos ja descritos. Em
todas as populagdes analisadas o gene KIR3DL1/3DS1 exibe uma grande
diversidade, fato que esta relacionado a rapida evolugao deste gene. Foram
identificadas sete novas possiveis variantes para o gene KIR3DL1/3DS1, seis das
quais resultam de mutacdes de ponto no exon 3 e no exon 5
(vBDS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-ex3), vBDL1*1A(741G>A-ex5),
v3DL1*1F(202A>G - ex3), vBDL1*1G(702C>T - ex5), vBDS1*1C(857C>T-ex5) e
v3DL1*1B(309C>A-ex3)) e um novo alelo foi formado pela recombinagéo entre dois
alelos ja descritos (VBDS1*1E(*S14 - recEx3)). A variante
v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-ex3) foi identificada em todas as populagdes. As
demais sdo exclusivas de determinadas populagdes. O novo alelo
v3DL1*1A(741G>A-ex5) foi identificado apenas na populacao africana. A variante
v3DS1*1E(*S14 - recEx3) é exclusiva da populacao curitibana, e foi identificada em
dois individuos de ancestralidade predominantemente européia. As variantes
v3DS1*1C (857C>T-ex5), v3DL1*1F(202A>G - ex3) e vBDL1*1G(702C>T - ex5) sdo
exclusivas da populagéo Guarani Nandeva. Dentre os alelos j& descritos alguns
também ocorrem em todas as populagdes, enquanto outros ocorrem apenas em
algumas ou s&o exclusivos, como o alelo 3DL1*008, encontrado apenas na
populacao GKW e o alelo “022 (ou *034), identificado apenas na populagao africana.



As semelhancas e diferencas na diversidade e distribuicdo dos alelos
KIR3DL1/3DS1, observadas entre as populagdes deste estudo, refletem, em parte,
as relacdes entre essas populagdes. O estudo de mais individuos é necessario para
se compreender a real diversidade desse gene nas populacdes investigadas. Em
nenhuma das populagdes estudadas hé indicios de selecao direcional a favor de
algum alelo KIR3DL1/3DS1.

Palavras-chave: Células NK. Genes KIR. KIR3DL1. KIR3DS1. Genética de
Populagées. Amerindios.
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1 INTRODUCAO

As populacoes podem diferir quanto as frequéncias alélicas, e alelos muito
comuns em um grupo podem ser raros ou mesmo ausentes em outro, especialmente
quando as populacdes analisadas sao relativamente isoladas. O estudo da
diversidade genética em populac¢des auxilia o entendimento da evolugdo humana, da
origem e histéria demografica das populagdes, da acao de fatores evolutivos em

sequéncias genémicas e da base genética de doencgas.

A identificagdo de genes cujas frequéncias alélicas diferem entre populagdes
permite que os alelos destes genes sejam usados como marcadores de
ancestralidade. Desse modo, o estudo do maior numero possivel de genes pode ser

extremamente Util na reconstrugao da histéria evolutiva dos grupos humanos.

A populagéo brasileira é de origem bastante heterogénea, formada pela
miscigenacao de europeus, africanos e amerindios, embora, mais recentemente,
imigracoes asiaticas também tenham passado a contribuir na miscigenacado da
populacao brasileira. A caracterizacao genética de populacdes indigenas é bastante
informativa, pois sdo populagdes isoladas, nas quais o fluxo génico recente é bem
menos intenso se comparado ao que vem ocorrendo historicamente entre as
populacdes urbanas. Estudos genéticos de populagdes amerindias, aliados a
abordagens arqueoldgicas e linguisticas, levaram a elaboragéo de hipéteses sobre o
povoamento das Américas. Trabalhos que investiguem a diversidade genética de
populacées amerindias, bem como de outras populagdes, podem contribuir

significativamente para a elucidagao da histéria das populacoes.

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo contra
infeccdes e as células NK (Natural Killer) sdo uma importante sub-populacado de
linfécitos atuantes nesta fase da resposta imunologica. A acao das células NK se da
através de receptores de membrana, entre os quais estao os receptores KIR (Killer
Cell Immunoglobulin like-receptors), que reconhecem moléculas préprias (JANEWAY
et al.,, 2002). Os receptores KIR sdo codificados por uma familia de genes
polimérficos, entre os quais estd o gene KIR3DL1/3DS1, que possui grande

importancia na regulacdo da atividade das células NK. A caracterizagdo de
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populacdes para genes que codificam moléculas importantes durante as respostas
imunes tem a aplicagdo adicional de servir como referéncia para estudos de
associacdo a doencas, pois estes genes podem ter um papel importante na
patogénese e seus polimorfismos podem estar associados a maior ou menor

susceptibilidade ao desenvolvimento destas doengas (PETZL-ERLER, 1999).

Neste trabalho, a diversidade alélica do gene KIR3DL1/3DS1 foi investigada
nas populagées amerindias Guarani e Kaingang, na populagao curitibana, de origem
predominantemente européia e africana, em uma populagdo oriental e em uma
populacdo africana, com o intuito de entendermos um pouco mais acerca das

relagbes evolutivas entre as diferentes populagdes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULAS NK

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa contra infecgdes. A
resposta inflamatéria resultante da invasdo do organismo por algum patégeno
recruta moléculas e células efetoras do sistema imune inato que combatem a
propagacdo do patdogeno. Somente quando essa barreira € vencida a doenca
infecciosa instala-se e a uma resposta imune adaptativa é desencadeada. Dentre as
células efetoras do sistema imune inato sdo bem conhecidas as células NK (natural
killers ou assassinas naturais). As células NK constituem uma importante populacao
de linfécitos que atua no combate as células infectadas ou malignamente
transformadas, representando cerca de 10% dos linfécitos circulantes e uma
expressiva porcentagem dos linfocitos teciduais (BAXTER e SMYTH, 2002). Através
da liberacédo de granulos contendo granzimas e perfurinas, as células NK possuem
atividade citotéxica direta, induzindo a apoptose e a necrose das células alvo. Estas
células também secretam citocinas, principalmente interferon y (IFN- y) e
quimiocinas, que recrutam outras células de defesa do organismo para os sitios
inflamatérios (Di SANTO, 2006; LENIER, 2005; VIVIER, NUNES e VELY, 2004;
ROBERTSON, 2002).

Recentemente foi descoberto que as células NK também possuem um
importante papel nas fases iniciais das respostas imune adaptativas (VIVIER,
NUNES e VELY, 2004). A interagdo de receptores das células NK com moléculas da
superficie das células dendriticas auxilia a maturacado destas células, que por sua
vez estdo diretamente relacionadas a ativagéo dos linfécitos T e a diferenciagéo e
proliferagcdo dos linfécitos B. A producédo de IFN- y e de outras citocinas pelas
células NK também atua na diferenciagcao dos linfécitos T em células efetoras (Di
SANTO, 2006; ROBERTSON, 2002).

Além de atuarem na primeira linha de defesa contra tumores e infeccoes

virais e na regulacao da resposta imune adaptativa, as células NK também sao
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importantes durante a hematopoiese, a reproducao e as interacées neuroendécrinas
(BAXTER e SMYTH, 2002).

A regulagéo da atividade das células NK é essencial para a manutengédo da
toleréncia aos antigenos préprios. Inimeros estudos tém relacionado a atividade das
células NK com o desenvolvimento de doencas auto-imunes. Desde 1980 varias
evidéncias sugerem a existéncia de associagcao entre a diminuicdo no nimero e na
atividade das células NK e as doengas auto-imunes esclerose multipla, diabetes tipo
| e lupus eritematoso sistémico (BAXTER e SMYTH, 2002). O envolvimento das
células NK na etiologia de outras doengas auto-imunes, particularmente da tireoidite,
também tem sido proposto (BAXTER e SMYTH, 2002).

A regulagdo das células NK ocorre nas fases de desenvolvimento,
diferenciagdo e ativagdo e envolve mdultiplos mecanismos. Durante a ontogénese
sdo selecionadas aquelas células capazes de reconhecer as moléculas MHC de
classe | proprias. Embora este seja o principal mecanismo de regulacao das células
NK, nos tecidos periféricos 0s receptores ativadores e inibidores sdo bastante
importantes para a regulagdo das NK (FIGURA 1). Nestes tecidos o delicado
equilibrio da atividade das células NK ocorre através da integracao de inUmeros
sinais produzidos pela ligacdo de moléculas sinalizadoras (por exemplo, IL-15, IL-2,
IL-12 e INF-a/B) aos receptores ativadores e inibidores expressos na superficie das
células NK (Di SANTO, 2006; BAXTER e SMYTH, 2002; ROBERTSON, 2002). A
ativacdo ou inibicdo das células NK resulta do balanco entre os sinais ativadores e
inibidores gerados a partir destes receptores (VIVIER, NUNES e VELY, 2004;
JANEWAY et al., 2002).
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FIGURA 1 - REGULAGAO DA ATIVIDADE DAS CELULAS NK ATRAVES DA INTERACAO
ENTRE OS RECEPTORES DA SUA SUPERFICIE CELULAR E OS LIGANTES NAS

CELULAS ALVO. Fonte: Di SANTO, 2006.

2.1.1 Receptores das células NK

Os genes que codificam os receptores das células NK estdo agrupados
principalmente em dois cromossomos distintos (FIGURA 2). No cromossomo 12 esta
localizado o complexo NKC (Natural Killer Complex), no qual sdo encontrados o0s

genes que codificam receptores semelhantes a lectina C, como CD94 e NKGZ2

(BROWN et al., 2000). O outro complexo, conhecido como Leukocyte Receptor

Complex (LRC), esta localizado no cromossomo 19. Os genes do complexo LCR
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codificam moléculas relacionadas a superfamilia das imunoglobulinas, como os
receptores KIR (MORETTA et al., 2000).

LRC .
£
&
&F s
ILTs (CD85) LAIRs ILTs (CD85) KIRs (CD158) QUG Nl
«-§ 1§}l 18-
- A A A . -~ -~ - A e e e e e e e e i i e e o - = -
Cromossomo19q
NKC
&
Q‘.
2 a (S U 4 )
<P ad 3 o @ P R
WS & P S SR &

Cromossomo 12p

FIGURA 2 - LOCALIZAGAO DOS GENES DOS RECEPTORES DAS CELULAS NK
PERTENCENTES AOS COMPLEXOS LRC E NKC. Fonte: HSU et al., 2002.

Os receptores inibidores se ligam a moléculas MHC de classe |, enquanto os
receptores ativadores ligam-se a moléculas alteradas e produtos microbianos
expressos por diferentes células, principalmente pelas células hematopoiéticas,
como as células dendriticas (DC) (FIGURA 3A e 3B). Porém alguns receptores
ativadores também reconhecem moléculas MHC de classe | e moléculas
relacionadas ao MHC. Cada célula NK expressa, aleatoriamente, um conjunto
diferente de receptores ativadores e inibidores. Dessa forma, nem todas as células
NK do organismo apresentam os mesmos receptores em sua membrana, podendo
cada clone ser mais ou menos reativo a determinados patdgenos ou células

neoplasicas.
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FIGURA 3 - RECEPTORES ATIVADORES (A) E RECEPTORES INIBIDORES (B) DAS
CELULAS NKE SEUS LIGANTES CONHECIDOS. Fonte: TROWSDALE, 2001.

Dentre os receptores que participam da regulacao das células NK estdo os
receptores KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors), expressos na superficie
destas células e também em algumas subpopulacdes de linfocitos T. Estes
receptores pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e sao codificados por uma
familia de genes polimérficos localizados no cromossomo 19 (19 q13.4), no
complexo LRC (FIGURA 4). Sao conhecidos 14 genes KIR e 2 pseudogenes,

dispostos em tandem em um segmento de aproximadamente 150 kb de DNA.
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FIGURA 4 - LOCALIZACAO DOS GENES KIR. Os genes KIR distribuem-se por cerca de
150 kb de DNA e estdo localizados no brago curto do cromossomo 19 (regido 19q13.4).

Fonte: IPD-KIR Database. Disponivel em: <http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html>.

Acesso em: 30/07/2008.

A nomenclatura dos genes KIR é baseada na estrutura molecular de seus

produtos. Sdo denominados 2D os genes que codificam proteinas com dois

dominios extracelulares e 3D o0s genes que codificam proteinas com trés dominios.

As letras L e S (do inglés Long e Short) referem-se ao tamanho da cauda

citoplasmatica, longa ou curta, respectivamente (PARHAM, 2005a) (FIGURA 5). Os

receptores de cauda citoplasmatica longa possuem motivos /TIM (imunoreceptor

inibidor baseado em tirosina) e atuam como inibidores. Por outro lado, os receptores

de cauda citoplasmatica curta possuem motivos ITAM (imunoreceptor ativador

baseado em tirosina) e estdo associados a molécula sinalizadora DAP12, atuando
como ativadores das células NK (SALTER et al.,, 1997; WILSON et al., 2000). O
gene KIR2DL4 é uma excecao, pois atua ora na transducao de sinais ativadores ora
na transdugéo de sinais inibidores (BIASSONI et al., 2003).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA DOS RECEPTORES KIR. Em azul sdo mostrados os dominios
extracelulares e em vermelho os motivos ITIM. Em verde sdao mostradas as moléculas
adaptadoras DAP12. Fonte: IPD-KIR Database. Disponivel em:
<http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html>. Acesso em: 30/07/2008.

Os genes KIR estendem-se por segmentos que variam entre 14 e 16kb de
DNA e estdo organizados em nove exons (FIGURA 6), que codificam os diferentes
dominios funcionais da proteina. Os exons um e dois codificam o peptideo sinal,
enquanto que os exons trés, quatro e cinco codificam os trés dominios
extracelulares semelhantes a imunoglobulina, DO, D1 e D2, respectivamente, que
sdo responsaveis pelo reconhecimento dos ligantes. O exon seis codifica o
segmento que une D2 a regido transmembrana, que por sua vez € codificada pelo
exon sete. Os exons oito e nove codificam o dominio citoplasmatico da molécula,
que é responsavel pela transducéo de sinais intracelulares. Os receptores com dois
dominios extracelulares sdo codificados por genes que possuem uma regiao
conhecida como “pseudoexon trés”, que é excisada durante a maturacdo do RNA
mensageiro (VILCHES e PARHAM, 2002).
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FIGURA 6 - MODELO ESQUEMATICO DOS GENES KIR. Sdo mostrados os exons (1-9) e 0s
dominios da proteina que sado codificados por cada exon.

Os receptores KIR representam um importante repertério para as células NK
e, embora sejam conhecidos tanto receptores KIR ativadores como inibidores, a
funcéo inibidora parece ser preponderante para regulacdo das células NK. Estes
receptores ligam principalmente moléculas MHC de classe |, porém para muitos
genes KIR ainda nao se conhecem os ligantes. Embora os genes KIR e os genes
que codificam as moléculas MHC de classe | (HLA de classe | em humanos)
segreguem independentemente, a estreita relagdo funcional entre estes genes
sugere que a expressao de ambos esteja inter-relacionada. A interacdo KIR:HLA é

fundamental na selecéo clonal das células NK.

A diversidade de receptores KIR expressos pelas células NK é dada pelas
diferentes combinagbes dos genes KIR nos haplétipos, pelos polimorfismos
presentes nos genes e por mecanismos epigenéticos, como a metilacdo e a
condensacao da cromatina, e por caracteristicas da regiao promotora destes genes,
onde se ligam diferentes fatores de transcricdo (THOMAS et al., 2008). A expressao
de KIR na superficie das células NK também parece ser influenciada pelo genétipo
HLA (GARDNER, 2007).

2.1.1.1 Imunogenética dos receptores KIR

Os genes KIR constituem um importante componente na regulacdo das
células NK possibilitando a tolerancia aos constituintes proprios do organismo e a

ativacdo dos mecanismos de defesa contra a invasdo do organismo por patégenos
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ou o surgimento de células neoplasicas (HSU et al., 2002). Os diferentes genes KIR
atuam epistaticamente, de modo que cada célula pode expressar um conjunto
diferente de receptores que possuem fungdes correspondentes (SINGLE et al.,
2007).

Os haplétipos formados pelos genes KIR sao agrupados em dois haplogrupos
(haplogrupo A e haplogrupo B). O haplogrupo A é representado por um unico
haplétipo, o haplétipo A, que contém sete genes dos quais apenas KIR2DS4
funciona como ativador. Este gene possui um alelo ndo funcional que ocorre em
frequéncias elevadas em todas as populacdes estudadas. O haplogrupo B é
formado por um grande numero de haplotipos, contendo um numero variavel de
genes, entre os quais estdo presentes outros genes KIR ativadores, além de
KIR2DS4 (PARHAM et al., 2005b). Com excecao de KIR2DL4, que é expresso por
todas as NK, os demais genes KIR sao expressos em diferentes combinagdes pelas
NK. Essa expressao diferencial entre as células NK de um mesmo individuo ocorre
pela acdo de mecanismos epigenéticos que regulam a expressdo dos diferentes
genes KIR (GARDNER, 2007).

Os receptores KIR inibidores reconhecem moléculas MHC de classe |,
expressas pelas células normais, enquanto que para a maioria dos receptores
ativadores ndo se conhecem os ligantes, embora alguns deles também se liguem a
moléculas do MHC. Na presengca de sinais ativadores e inibidores a influéncia
inibidora € predominante e a célula NK se encontra inativa, impedindo assim a morte
de células normais. A transformagdo maligna das células ou a infeccao por
microrganismos patogénicos pode levar a a expressao alterada das moléculas MHC
de classe |, de modo que o sinal inibidor é perdido e as células NK sao ativadas
(JANEWAY et al., 2002). Esse modelo é conhecido como “missing-self’ (falta do
proprio), pois as células assassinas naturais agem quando ndo encontram as
moléculas que conferem a identidade da célula prépria, ao contrario dos linfécitos T
que geralmente agem pelo reconhecimento de moléculas alteradas (“altered-self’)
(KARRE, 2002).

Os receptores KIR ativadores possuem em seu dominio citoplasmatico de um
a trés motivos ITAM (imunoreceptor ativador baseado em tirosina) e geralmente

estdo associados as moléculas DAP10 ou DAP12, produzindo citocinas, como
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interferons e TNF (fator de necrose tumoral), entre outras, permitindo a completa
ativagao e diferenciagao das células NK. Ao contrario, os receptores inibidores estao
associados a motivos ITIM (imunoreceptor inibidor baseado em tirosina), que
recrutam as proteinas SHP1 e SHP2 (tirosina-fosfatases) e atuam bloqueando os
sinais ativadores das células NK (SALTER et al.,, 1997; WILSON et al., 2000;
BAXTER e SMYTH, 2002; VIVIER, NUNES e VELY, 2004;).

Embora seja consideravel a importancia da ativagdo das células NK para a
imunidade inata, os receptores inibidores sdo fundamentais para o controle da
ativacdo das células NK e para a manutencao da tolerancia periférica. O elevado
grau de polimorfismo tanto nos genes KIR quanto nos ligantes HLA e a segregagao
independente destes genes permite considerar que certas combinagoes HLA e KIR
representam um fator de risco relevante na patogénese de algumas doencgas. Varios
estudos recentes correlacionaram a incidéncia e progressao de diversas doencas
com a expressao de alguns genes KIR em particular, entre as quais doencas
infecciosas, doencas auto-imunes, doencgas relacionadas a reproducao € o cancer.
As diferentes combinacgées KIR:HLA também desempenham um importante papel na
resposta de individuos transplantados com medula éssea (PARHAM, 2004; KELLEY
e TROWSDALE, 2005). A variacao do conteudo génico e a diversidade alélica dos
genes KIR podem afetar a fungdo e o nivel de especificidade e sensibilidade das
células NK.

Muitos pesquisadores investigaram a relagdo entre determinadas doencgas e
os receptores das células NK, particularmente dos receptores KIR e seus ligantes
conhecidos. Estudos mostram que os genes KIR2DS1 e 2DS2 estdo associados a
uma maior susceptibilidade a artrite psoriatica caso haja auséncia de ligantes HLA-C
para os receptores inibidores KIR2DL1 e/ou 2DL2/3 (MARTIN et al., 2002). A
presenca dos genes KIR2DS1, em conjunto com a auséncia dos ligantes dos genes
KIR2DL2 e 2DL3, esta associada a uma pior recuperagcdo de pacientes com
leucemia mieléide apo6s transplante de medula 6ssea (COOK et al., 2004). O
diabetes tipo 1 foi associado ao aumento no niumero de genes KIR ativadores nos
haplétipos em conjunto com a combinacao de KIR2DS2 e a presenca de HLA-C com
asparagina 80 (van der SLIK et al., 2003). De forma semelhante, a combinacao entre
KIR2DS2 e HLA-C com asparagina na posicado 80 esta associada a vasculite

reumatoide, que ocorre como complicagdo da artrite reumatoide (YEN et al., 2001).
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Outros estudos revelam a importancia da interacao de determinados receptores KIR
e seus ligantes no combate a doengas infecciosas. Individuos homozigotos para a
presenca de KIR2DL3 e HLA-C1 possuem uma marcante vantagem no combate ao
virus da hepatite C, em relacao aos demais (KHAKOO et al. 2004). Além disso, nas
infeccdes com o virus HIV, a progressdo da infecgcdo € menor nos pacientes que
possuem o receptor KIRBDS1 e um ligante HLA com epitopo Bw4 que contenha
isoleucina na posicao 80 (MARTIN et al., 2007). Estudos que relacionam genes KIR
com doengas reprodutivas revelam que mulheres homozigotas para o haplogrupo A,
cujos fetos sejam homozigostos para o grupo HLA- C2, apresentam maior risco no
desenvolvimento da pré-eclampsia (HIBY et al., 2004).

No entanto, é importante salientar que essas associacées de doengas a
determinados genes KIR podem ser decorrentes de desequilibrio de ligagdo com
outros locos. Dessa forma, ainda permanecem desconhecidos 0s reais motivos que
levam células NK, responsaveis pela defesa inata do organismo, a estarem

associadas as doencas auto-imunes.

2.1.1.2 Aspectos evolutivos dos genes KIR

Os genes KIR sao exclusivos de poucos grupos de mamiferos e a sua grande
diversidade, tanto inter quanto intraespecifica, permite sugerir que estes genes
evoluiram rapidamente (MORETTA e MORETTA, 2004). Estes genes possuem
grande similaridade na sua sequéncia de nucleotideos (85-99%), de modo que eles
provavelmente surgiram por repetidos eventos de duplicacdo e recombinacao nao
homéloga (SCHILLING et al., 1998). Mutagcdées também desempenharam um
importante papel na diversificacdo dos genes KIR.

Estudos com primatas revelam que os genes KIR evoluiram rapidamente
apos a divergéncia entre os primatas e outras ordens de mamiferos. A evolugéo
destes genes ocorreu de modo espécie-especifico, ou seja, os genes KIR e seus
alelos diferem de uma espécie para outra. Comparagoes entre as sequéncias dos

genes KIR em diferentes espécies de primatas demonstram as extensas alteracoes
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sofridas por estes genes, o que condiz com a sua ampla diversidade alélica e
genotipica, caracteristicas das diferentes espécies. Além disso, diferencas nas
frequéncias dos genes KIR em populagdes proximas também sdo evidéncias da
rapida evolugcdo destes genes (SINGLE et al., 2007). Por meio de selecao
balanceadora a diversidade destes genes foi mantida durante a sua histéria
evolutiva (SALTER et al., 1997).

Apesar da grande similaridade, os genes KIR e seus alelos codificam
proteinas que diferem quanto a ligagdo as moléculas MHC, a expressdo na
superficie celular, sinalizagdo intracelular e conformagéo da proteina. Além disso, a
diversidade na sequéncia de nucleotideos da regido reguladora influencia o nivel de
transcricao de alguns genes KIR e seus alelos (BASHIROVA et al., 2006).

O papel central atribuido a interacao KIR:HLA na modulacdo da resposta
imune sugere que estes locos evoluiram conjuntamente mantendo interagdes
funcionais apropriadas, de modo que algumas moléculas codificadas por
determinados alelos KIR possuem maior ou menor afinidade as diferentes moléculas
HLA (KHAKOO et al., 2002). A andlise das sequéncias dos diferentes genes KIR
indica que as principais altera¢cdes ocorreram nos sitios de ligagdo das moléculas
MHC, como resultado da acdo de diferentes fatores evolutivos (HSU et al., 2002;
MARTINEZ-BORRA e KHAKOO, 2008). Essas alteragbes influenciam a ligacao
KIR:HLA e podem estar sob acdo de selecao natural, implicando na diversificacao
dos genes KIR.

Os genes do sistema HLA sdo uma das familias mais polimérficas do genoma
humano e sua diversidade foi mantida nas populagdes humanas por meio de
selecdo balanceadora, embora inUmeros eventos de selecdo purificadora tenham
ocorrido durante a evolugcao destes genes. Os eventos de selecao positiva sobre os
genes HLA, favorecendo alelos vantajosos na defesa do organismo contra
determinadas doengas, desempenharam um importante papel na evolugdo e
diversificacao dos genes KIR (GENDZEKHADZE et al., 2006; DENIS et al., 2005). A
evolucao dos genes KIR ocorreu, portanto, indiretamente, através da forte pressao
seletiva sobre as moléculas MHC de classe |, mas também, diretamente, por meio
da interacao com diferentes patégenos (MARTINEZ-BORRA e KHAKOO, 2008).
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A idéia de co-evolugdo entre HLA e KIR é sustentada por estudos que
correlacionam genétipos destes genes com doencgas, bem como por estudos de
genética comparativa entre diferentes espécies de primatas. Varios trabalhos
descrevem a existéncia de co-evolugao tanto alélica quanto genotipica e haplotipica
entre HLA e KIR (NORMAN et al. 2007; SINGLE et al. 2007; MARTIN et al. 2007;
THANANSHAI et al. 2007; CARR, PANDO e PARHAM, 2005; HALFPENNY et al.,
2004). Em alguns casos é evidente a a¢do da selecao direcional atuando a favor de
determinados haplétipos, gendtipos ou alelos (NORMAN et al. 2007; YAWATA et al.
2006) . Single e colaboradores (2007), analisando a diversidade global dos genes
KIR e HLA, observaram uma clara correlacdo negativa entre os KIR ativadores e
seus ligantes. Porém, na maioria das populagdes estudadas, os genes KIR estao
sob agdo da selecdo balanceadora e a sua diversidade é mantida (PARHAM 2005b;
SINGLE et al. 2007; NORMAN et al. 2007; YAWATA et al. 2006; TONEVA et al.,
2001; RAJALINGAM et al., 2008).

Durante a evolucao dos genes KIR, repetidos eventos de duplicacdo seguidos
de recombinacdo deram origem aos diferentes genes conhecidos atualmente. A
relativa proximidade destes genes no cromossomo, bem como a grande semelhanca
nas sequéncias intergénicas sao responsaveis por recombinagcdes nao homélogas
que dao origem aos diferentes hapl6tipos com um numero variado de genes KIR
(GARDINER et al., 2001; HAO e NEI, 2005). A diversidade dos genes KIR resulta
das diferentes combinagbes dos genes nos haploétipos, bem como do elevado grau
de polimorfismos presente nestes genes. A diversidade alélica de KI/R, assim como
de outros genes, € gerada por mutagdes de ponto, por eventos de conversao génica
e por recombinagcdo homologa, porém a contribuicdo relativa de cada um destes
mecanismos varia de um gene para outro (THOMAS et al., 2008). Embora o
polimorfismo alélico tenha sido descrito para todos os genes KIR ele parece ser
muito mais intenso para os genes KIR3DL1 e KIR3DL2 (GARDNER et al., 2001;
VILCHES e PARHAM, 2002).

As frequéncias, tanto alélicas como genotipicas e haplotipicas, dos genes KIR
podem variar enormemente entre populacées como resultado de diferentes pressoes
seletivas, bem como pela acdo da deriva genética, do efeito fundador e do fluxo
génico (RAJALINGAM et al., 2008; KULKARNI et al. 2008). A variacdao nas
frequéncias dos alelos para muitos dos genes KIR, entre diferentes populagées,
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permite que esses genes sejam utilizados como marcadores de ancestralidade,
evidenciando a histéria evolutiva da espécie humana (GARDNER, 2007; DENIS et
al., 2005). Populacbes com histérias bioldgicas distintas podem mostrar diferencas
nas frequéncias dos genes KIR devido a diferentes fatores evolutivos endégenos e

ex0genos aos quais estdo submetidas.

A analise da diversidade global dos genes KIR revela diferengas entre
populacdées com diferentes ancestralidades (TONEVA et al., 2001; YAWATA et al.,
2006; GENDZEKHADZE et al., 2006; FLORES et al., 2007; RAJALINGAM et al.,
2008; KULKARNI et al. 2008). Estas diferencas sdo menos intensas entre
populacdes geograficamente proximas, o que estd diretamente relacionado com a
histéria evolutiva das populagdes. As frequéncias dos haplogrupos A e B permitem
agrupar as populagdes humanas em trés grandes grupos, de acordo com a
diversidade destes haplogrupos: 1) A populacdo européia e africana, onde os
haplogrupos A e B s&o igualmente distribuidos; 2) A populacéo asiatica, onde o
haplogrupo A é predominante e; 3) As populacdes nativas da Australia e da América,
onde o haplogrupo B predomina. Essas diferengas podem ser resultado de pressdes
evolutivas atuando sobre as diferentes populacdes provavelmente devido a
mudancgas ambientais que ocorreram durante as migracoes pré-histéricas. De modo
interessante, essas diferengas interpopulacionais, que mostram um significativo
aumento na frequéncia dos haplétipos pertencentes ao haplogrupo B em populacoes
amerindias, nos permitem sugerir que estas populagées adquiriram diferentes genes
KIR ativadores durante sua historia evolutiva. A ativacdo das células NK é
fundamental no combate a infec¢gdes e neoplasias, além de ter um importante papel
nas fases iniciais da resposta imune adaptativa e na reprodugéo.

2.1.1.3 KIR3DL1 e KIR3DS1

Os genes KIR3DL1 e KIR3DS1 aparentemente ocupam a mesma regiao
gendmica em diferentes haplétipos (WILSON et al., 2000) e estudos de segregacgao
indicam que eles séo alelos do mesmo loco (GARDINER et al., 2001). Estes genes
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apresentam 97% de similaridade na sua sequéncia de nucleotideos. Entretanto, ja
foram descritos hapl6tipos raros em que ocorre a presenga ou auséncia de ambos
os genes (GARDINER et al., 2001). Curiosamente, em sul-asiaticos, estes haplotipos
representam 10% dos haplétipos KIR, tendo surgido possivelmente por permuta
desigual (GARDINER et al., 2001 e CRUM et al., 2000; NORMAN et al., 2002). O
gene KIR3DS1 surgiu provavelmente por duplicacdo seguida de delecdo do gene
KIR3DL1 (GARDINER et al., 2001) e, ao contrario de KIR3DL1, para KIR3DS1 séo
conhecidos poucos alelos em todas as populagdes estudadas, embora apresente
uma frequéncia elevada. A agdo de selegdo purificadora sobre KIR3DS1 pode
explicar por que este gene & pouco variavel, mesmo tendo surgido a milhares de
anos. Neste trabalho estes genes séo tratados como alelos do mesmo loco e seréo
denominados KIR3DL1/3DS1.

A evolugdo dos genes KIR em humanos a partir da divergéncia entre os
chipanzés e o homem ocorreu de forma acelerada. O gene KIR3DL1/3DS1 evoluiu a
partir de trés linhagens ancestrais distintas que permanecem bem representadas em
todas as populagcdes por mais de trés milhdes de anos. Estas linhagens séo
caracterizadas pelos alelos KIR3DL1*005, KIR3DL1*01502 e KIR3DS1*013. Em
todas as populacoes estes trés alelos sdo os mais comuns e representam
aproximadamente 50% de todos os alelos conhecidos, estando, claramente, ambas
as linhagens sob acado de selecdo balanceadora (NORMAN et al. 2007). A
populacao africana representa uma excecao e nesta populagdo existem evidéncias
de selecdo direcional a favor da linhagem KIR3DL1*01502, que apresenta uma
frequéncia significativamente maior que as demais linhagens. Durante a evolugéao
deste gene outras linhagens surgiram por recombinacdo das linhagens ancestrais
(NORMAN et al. 2007).

A inibicao das células NK é fundamental para a manutencao da tolerancia ao
proprio. Assim, os genes KIR que codificam receptores inibidores estao virtualmente
presentes em todos os individuos. Por outro lado, sdo conhecidos varios haplétipos
que nao possuem genes ativadores. Dentre os genes que codificam receptores KIR
inibidores, o gene KIR3DL1 possui grande importancia na modulacdo da ativacao
das células NK e sua frequéncia é elevada em todas as populacbes estudadas

(SINGLE et al. 2007). O receptor ativador 3DS1 também possui frequéncias
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elevadas e sua importancia na ativagao das células NK no combate a infeccdes ja foi

verificada em estudos anteriores (p. e. MARTIN et al., 2007)

Nas populagbes investigadas neste trabalho as frequéncias do gene
KIR3DL1/3DS1 foram determinadas em estudos anteriores do nosso grupo e sao
mostradas na tabela 1. Nestes mesmos estudos, através da comparagao entre as
frequéncias dos genes KIR e dos ligantes HLA, nenhuma correlagdo entre essas
frequéncias foi encontra (AUGUSTO, 2008). Embora ndo tenham sido encontradas
evidéncias de co-evolucdo entre os locos KIR e HLA, como indicativo de selecéo
natural, todos os individuos analisados possuem pelo menos um ligante KIR

funcional.

TABELA 1 - FREQUENCIAS DOS GENES KIR3DL?1 E KIR3DS1 NAS POPULAGOES
ESTUDADAS NESTE TRABALHO.

CTBA ORI GRC GND GKW KRC KIV
KIR3DL1 93% 23% 69% 86% 81% 80% 78%
KIR3DS1 35% 43% 82% 56% 71% 66% 56%

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

As frequéncias dos genes HLA e KIR variam de uma populacao para outra € a
importancia da interacao KIR:HLA na modulagéo da atividade das células NK sugere
que estes locos podem ter evoluido conjuntamente. Varios estudos evidenciaram a
existéncia de co-evolugdo entre alelos de KIR3DL1/3DS1 e HLA- A/B (NORMAN et
al. 2007; MARTIN et al. 2007; THANANSHAI et al. 2007; CARR, PANDO e
PARHAM, 2005; THOMAS et al., 2008). A expressao dos alelos KIR3DL1/3DS1 na
superficie das células NK é determinada por polimorfismos presentes ao longo da
sequéncia de nucleotideos e por diferencas na regidao promotora dos diferentes
alelos.

KIR3DL1/3DS1 é um gene bastante polimoérfico cujo produto se liga a
moléculas HLA com epitopo Bw4 (HLA-A e HLA-B), que exibem grande diversidade.
Os alelos KIR3DS1 ligam-se exclusivamente a moléculas HLA-Bw4 com isoleucina
na posicdo 80. Sdo conhecidos 57 alelos para o gene KIR3DL1/3DS1, cujas

frequéncias variam entre as populagdes estudadas. O polimorfismo deste gene tem
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uma importancia funcional significativa na regulacao das células NK (YAWATA et al.,
2006). Variagbes na regido transmembrana e nos trés dominios extracelulares,
principalmente, estdo relacionadas com o nivel de expressao dos diferentes alelos
KIR3DL1/3DS1 na superficie celular e com a afinidade pelo ligante HLA. Dessa
forma, os diferentes alelos KIR3DL1 possuem um potencial inibidor distinto. Os
polimorfismos na regido transmembrana e nos dominios extracelulares podem
alterar o dobramento da proteina causando a sua reten¢do no interior das células,
ou impedir o seu ancoramento na membrana celular, de modo que alguns alelos sao
superexpressos (por exemplo, KIR3DL1*002), enquanto outros s&o expressos em
baixos niveis (por exemplo, KIR3DL1*005) ou mesmo nao expressos (por exemplo,
KIR3DL1*004). Polimorfismos na regido promotora do gene KIR3DL1/3DS1 também
podem estar relacionados com o nivel de expressdo dos diferentes alelos na
superficie das células (GARDINER et al., 2001). Além disso, as variagdes nos
dominios extracelulares podem alterar a afinidade da interagdo com HLA
(GARDINER et al., 2001; PANDO et al., 2003; O'CONOR et al., 2007).

A diversidade alélica do gene KIR3DL1/3DS1 é resultado, principalmente, de
eventos de recombinacdo e de mutacdes de ponto que ocorreram durante a sua
histéria evolutiva (SCHILLING et al., 1998; GARDINER et al., 2001). As mutacdes de
ponto, embora tenham contribuido para a diversificagdo deste gene, sdo menos
pronunciadas que a recombinagdo. Fatores evolutivos como a selecdo e a deriva
também sdo importantes para explicar a diversidade do gene KIR3DL1/3DS1
(GARDINER et al., 2001). Comparag¢des na sequéncia de aminoacidos entre
diferentes individuos revelam a existéncia de 21 posi¢oes, distribuidas entre os trés
dominios extracelulares (DO, D1 e D2), que estdo sob selecéo positiva, sendo que
algumas destas posi¢cées sdo variaveis, enquanto outras sao conservadas de um
individuo para outro (FIGURA 7). Muitas destas posicbes que possivelmente estao
sob selecdo positiva correspondem a residuos que participam da interacdo com as
moléculas HLA (NORMAN et al., 2007).
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FIGURA 7 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO ALELO KIR3DL1*015 MOSTRANDO A LOCALIZAGAO DAS POSIGCOES QUE ESTAO SOB
ACAO DE SELECAO POSITIVA NOS TRES DOMINIOS EXTRACELULARES (D0, D1 E D2) DOS RECEPTORES KIR3DL1/3DS1. Estas posicoes
estdo indicadas pelos simbolos t e { e os retAngulos representam os sitios de contato com as moléculas HLA. Fonte: NORMAN et al., 2007.
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Embora o dominio zero (D0) destes receptores nao participe diretamente da
interacdo KIR:HLA ele atua na modulacao da interacéo entre D1/2 (dominios 1 e 2)
com HLA. Variagcdes em DO, principalmente nas posicoes 49 a 52 da sequéncia de
aminoacidos, podem alterar a conformagéo dos dominios D1 e D2 influenciando na
ligacdo com as moléculas HLA-Bw4 (KHAKOO et al., 2002; PANDO et al., 20083;
NORMAN et al. 2007). A diversidade funcional dos alelos do gene KIR3DL1/S1, que
€ determinada principalmente pelos trés dominios extracelulares, evoluiu sob agao
de selecao balanceadora. Porém, na populagédo africana, ao contrario das demais,
os dominios D1 e D2 estdo sob acdo de selecéo direcional a favor da linhagem
3DL1*015 e apenas para DO existem evidéncias de selecdo balanceadora
(NORMAN et al. 2007).

As frequéncias alélicas de KIR3DL1/3DS1 diferem de uma populacdo para
outra, sendo que um alelo que possui frequéncia elevada em determinada
populacdo pode estar em baixa frequéncia em outra populagdo. Essas diferengas
populacionais podem ocorrer devido a selecdo natural tendo os diferentes alelos
adquirido diferentes especificidades de interacdo com as moléculas HLA. Além
disso, alguns alelos sao exclusivos de determinadas populacbées. Gendzekhadze e
colaboradores (2006) investigando a diversidade dos genes KIR em populagdes
amerindias da Venezuela identificaram a presenca de cinco alelos KIR3DL1 e dois
alelos KIR3DS1. Estes alelos se distribuem uniformemente entre os haplétipos
identificados nestas populagdes. Neste estudo, uma nova variante KIR3DS1 foi
identificada (3DS1*047). Essa variante & caracterizada por uma substituicdo ndo-
sinbnima de nucleotideo no dominio extracelular D1 e parece ser exclusiva dos

indigenas da tribo Warao.

Apesar de em alguns estudos a diversidade alélica de KIR3DL1/3DS1 em
populacées humanas ja ter sido investigada (por exemplo, GENDZEKHADZE et al.,
2006; HALFPENNY et al., 2004; FLORES et al., 2007), a diversidade deste gene,
bem como a implicacao funcional desta diversidade, permanece desconhecida em

muitas populagdes.
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2.2 POPULACOES AMERINDIAS

Ao contrario das populagbes urbanas, nas quais o fluxo génico parece ter um
papel preponderante, nas populagdes indigenas, que sdo populagdes pequenas e
isoladas, a acao do efeito fundador e da deriva genética desempenha um importante
papel na determinagcdo da sua diversidade genética. Estudos genéticos de
populacées amerindias, aliados a abordagens arqueoldgicas, paleontolégicas e
lingUisticas levaram a elaboracdo de hip6teses acerca do povoamento das

Américas.

O continente americano foi um dos ultimos locais a ser povoado pela
espécie humana, e a hipbtese mais aceita entre os cientistas € de que o homem veio
da Sibéria para a América, durante a ultima glaciacao, através do estreito de Bering.
Analises do DNA mitocondrial, cromossomo Y e outras regides polimérficas apbéiam
mais de uma hipétese, e ainda hoje ndo ha um consenso sobre a data da primeira

migracao, numero de migragdes e rotas utilizadas.

Os resultados obtidos através do sequenciamento do genoma mitocondrial
humano, em nativos americanos, sugerem que o povoamento do continente ocorreu
por uma unica onda migratéria originada provavelmente no nordeste asiatico ha
cerca de 20 mil anos. Antes da entrada na América, ocorreu um confinamento por
cerca de cinco mil anos na Beringia, evidenciado por um pequeno efeito de gargalo
de garrafa. A entrada no continente americano ocorreu ha aproximadamente 18 a 19
mil anos, quando houve um grande aumento populacional (FAGUNDES, KANITZ e
BONATTO, 2008; FAGUNDES et al., 2008).

Dados obtidos a partir da analise da morfologia de cranios indicam que pelo
menos duas populagdes biologicamente distintas colonizaram as Américas durante a
transigcdo do Pleistoceno para o Holoceno. A primeira teria a morfologia do cranio
similar & encontrada hoje na Africa e Australia, e a segunda teria a morfologia similar
a encontrada no nordeste asiatico (NEVES, HUBBE e PILO, 2007; NEVES E
HUBBE, 2005). Entretanto, em uma revisdo que uniu dados de morfologia e de
genética, foi sugerido que a populacado que colonizou a América apresentava grande

diversidade craniofacial, e as morfologias craniofaciais paleoamericanas e
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mongoldides sdo, na realidade, extremos de uma variacdo morfolégica continua
(GONZALEZ-JOSE et al., 2008).

Ap6s a entrada no continente americano, as migracées ocorreram do norte
em diregdo ao sul, mas ndo ha consenso a respeito das rotas utilizadas. Evidéncias
genéticas e de morfologia craniofacial indicam a existéncia de duas rotas costeiras,

uma pelo oceano Pacifico e outra pelo oceano Atlantico (PUCCIARELLI et al., 2008).

No Brasil, estima-se que havia mais de 1000 povos indigenas na época da
chegada dos europeus, mas hoje restam apenas 230, totalizando cerca de 600 mil
individuos (0,2% da populacao brasileira), falantes de mais de 180 linguas distintas.
Dentre esses, 36 mil sdo Guarani e 28 mil sdo Kaingang. No Parana existem
aproximadamente nove mil indigenas distribuidos por 17 areas, incluindo as etnias
Kaingang, Guarani (Nandeva e M’'bya) e Xeta. Os Guarani e Kaingang sdo as duas
principais tribos indigenas do sul do Brasil. Possuem lingua e cultura distintas, e
mesmo quando habitam a mesma reserva indigena, moram em aldeias diferentes e
tendem a permanecer endogamicos. No Mato Grosso do Sul vivem nove etnias
indigenas, dentre as quais Guarani Kaiowd e Nandeva, totalizando
aproximadamente 55 mil individuos (Instituto Socioambiental).

Varios estudos analisaram o polimorfismo dos genes HLA, outros genes do
MHC e marcadores desta regido nas populagcbes indigenas. Os resultados
mostraram que a diversidade dos locos analisados em populagdes indigenas €
menor do que o de outras populagdes, e o desequilibrio de ligagdo entre os locos &
maior (OLIVEIRA et al., 2008). Dentre as populacées amerindias foram encontrados
alelos HLA exclusivos destas populagdes, que surgiram a partir dos alelos

fundadores principalmente por eventos de conversao génica (PARHAM et al., 1997).

Por se tratarem de genes importantes na regulagdo da atividade das células
NK, os genes KIR podem estar sob acdo de diferentes fatores evolutivos, sendo
especialmente interessantes para os estudos de genética de populagdes. Alguns
estudos que investigaram os haplétipos formados pelos diferentes genes KIR foram
desenvolvidos em populagdes amerindias, e, em comparagdo com 0s extensos
trabalhos em populagées urbanas, as populacées amerindias apresentam uma
diversidade genética (combinagcbes dos diferentes genes KIR) significativamente
menor (FLORES et al., 2007; GUTIERREZ-RODRIGUES et al, 2006;
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GENDZEKHADZE et al., 2006). Estes mesmos estudos revelam que alguns
haplétipos raros nas populacbes urbanas possuem uma frequéncia
consideravelmente maior nas populacdes indigenas. Os efeitos demograficos
parecem ser 0s principais agentes que contribuem para a ampla diversidade

haplotipica dos genes KIR nas populagées urbanas (FLORES et al., 2007).

Nas populagdes amerindias, onde o fluxo génico é muito baixo, ou mesmo
ausente, a pressao de selecdo pode explicar porque a diversidade haplotipica de
KIR é relativamente baixa nessas populagdes. Durante a histéria destas populagdes
podem ter sido selecionados determinados haplétipos em detrimento de outros.
Além disso, outros fatores estocésticos como o efeito fundador e a deriva, podem
estar relacionados com a diversidade genética destas populagoes.

Considerando a importancia na regulacdo da atividade do sistema imune
inato e na reproducéao, a combinacao KIR:HLA deve ter representado um importante
papel na sobrevivéncia e manutencao das populacdes amerindias, estando, estes
locos, sob acao de diferentes fatores evolutivos (YAWATA et al.,, 2006;
GENDZEKHADZE et al., 2006).

2.2.1 As populagdes indigenas Kaingang e Guarani

Até o contato com os colonizadores, os Kaingang ocupavam grandes areas
no sul do Brasil (sempre na regidao central dos estados) e na Argentina. Viviam
principalmente da agricultura, além da caca, pesca e coleta. Eram semi-némades e
guerreiros. Hoje estéo restritos a 30 terras indigenas, muitas vezes compartilhadas
com outras tribos, e sdo a terceira etnia indigena quanto ao tamanho da populagéo.
A tribo é dividida em dois grupos, Kamé e Kairu, sendo que os individuos de um
grupo devem se casar com 0s do grupo oposto, e 0os descendentes recebem a
filiacao paterna, ou seja, as familias sdo patrilineares. Apesar do padrao patrilinear
de descendéncia, a forma tradicional de residéncia entre os Kaingang é a

matrilocalidade - apdés o casamento o genro passa a morar na casa do sogro. Sua
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lingua € o Kaingang, classificado na familia Jé&, tronco linguistico Macro-Jé
(INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL) (FIGURA 8).

Neste estudo foram analisados Kaingang residentes em duas éareas de
reserva indigenas: Rio das Cobras (25°18’S, 52°32'0O), a maior do Parang, com
18.681,98 ha, localizada no municipio de Nova Laranjeiras, que abriga
aproximadamente de 1.600 individuos, dos quais cerca de um ter¢co sdao Kaingang e
os demais sao Guarani e Xeta; e na éarea indigena Ivai (24°30’S, 51°40°0),
localizada no municipio de Manoel Ribas, com 7.306,34 ha, que abriga cerca de 700
pessoas.

o

=

Boraro |Kranak Javaé Maxakali ayé Rikbaktsa| | Yat
Linguas

Umutina Karaja Pataxd

Xambioa e
Pataxd

Ha-Ha-Hae

Xakriaba, Xavante e Xerente

Kaingdng do Parana,

Kaingang Central, Canela Apaniekra,
Kaingdng do Sudoeste e Canela Ramkokamekra,
Kaingang do Sudeste Gavido do Para (Parkateyé),

Gavido do Maranhdo (Pukobiyé),
Krahd Krenjé (Kren.yé) e
Krikati (Krinkati)

Gorotire, Kararad, Kokraimoro,
Kubenkrankegn, Menkrangnoti,
Mentuktire (Txukahamde) e Xikrin

FIGURA 8 - FAMILIAS, LINGUAS E DIALETOS PERTENCENTES AO TRONCO
LINGUISTICO MACRO-JE. Destacado em vermelho estéo os quais os dialetos Kaingang das
populagbes analisadas neste estudo. Fonte: INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL.

Os Guarani eram némades antes da colonizagao, viviam principalmente da

agricultura e habitavam uma grande area na regiao litoranea dos estados brasileiros
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do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e também no estado do
Mato Grosso do Sul, além de paises vizinhos. Os Guarani tém como base de sua
organizacao social, econémica e politica, a familia extensa, isto &, grupos macro
familiares que detém formas de organizacdo da ocupacdo espacial dentro dos
tekoha (territério habitado) determinada por relagbes de afinidade e
consanguinidade. A familia € composta pelo casal, filhos, genros, netos, irmaos e
constitui uma unidade de produg¢ao e consumo. Os casamentos devem ocorrer entre
membros de familias distintas, havendo regras explicitas de proibicdo de
casamentos dentro de uma mesma familia. Hoje vivem no sul e sudeste do Brasil,
Paraguai, Argentina e Bolivia, e sdo a maior etnia indigena brasileira. Sua lingua é o
Guarani, da familia Tupi-Guarani, tronco linglistico Tupi (INSTITUTO
SOCIOAMBIENTAL) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 - FAMILIAS, LINGUAS E DIALETOS PERTENCENTES AO TRONCO
LINGUISTICO TUPI. Destacado em vermelho os dialetos Guarani das populagdes analisadas
neste estudo: Guarani M’by4, Kaiowa e Nandeva. Fonte: INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL.
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Os Guarani analisados neste estudo pertencem a trés grupos distintos,
nomeados pelo dialeto que falam: Guarani M’bya (da area indigena Rio das Cobras,
municipio de Nova Laranjeiras, PR); Guarani Kaiowa, das aldeias Amambai
(23°06’S; 55°12'0) e Limao Verde (23°12’'S; 55°06°0), que abrigam cerca de 4.500
e 460 individuos, respectivamente, localizadas no municipio de Amambai, Mato
Grosso de Sul; e Guarani Nandeva, de Amambai e Porto Lindo (23°48’S; 54°30°0),
MS, que abriga aproximadamente 1.600 pessoas.

Estudos realizados com tribos Kaingang e Guarani mostraram que, além da
diferenga entre populag¢des indigenas e urbanas, elas sdo geneticamente diferentes
entre si, apesar de atualmente conviverem em muitas areas de reserva indigena
(PETZL-ERLER et al.,, 1993; WEG-REMERS et al., 1997). Guarani e Kaingang
também diferem quanto as frequéncias de linhagens de DNAmt e em menor grau
quanto a haplogrupos de cromossomo Y. A quantidade de variacao interpopulacional
também difere entre as duas tribos, resultado compativel com dados lingUisticos e
histéricos, que indicam que a migracao do grupo Tupi foi mais antiga do que a do
grupo Jé (MARRERQO et al., 2007).

O fluxo génico entre populagdes indigenas e ndo-indigenas é muito baixo, e a
taxa de miscigenagéo estimada através da analise de genes HLA de classe Il foi de
7% para Kaingang, 4% para Guarani M’'bya, 14% para Guarani Nandeva e ausente
para Guarani Kaiowa (TSUNETO et al., 2003).

2.3 POPULAGCAO BRASILEIRA

A populacdo brasileira é miscigenada, composta por individuos de
ascendéncia européia, africana sub-saariana, amerindia e oriental, em diferentes
propor¢des dependendo da regido estudada. Na regido sul, de onde provém a
amostra analisada neste estudo, ha predominancia do componente europeu.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2007), a populagédo
da regiao sul do Brasil é composta por 78,7% de brancos, 4,3% de pretos, 16,3% de

pardos e 0,7% de amarelos e indigenas. Porém a auto-classificacdo dos individuos
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em brancos, mulatos e negros nao corresponde as mesmas proporcdes de
ancestralidade européia e africana em diferentes regides do pais, mostrando que a
cor da pele € um marcador pouco informativo da ancestralidade gendémica de
individuos (PARRA et al., 2002; PIMENTA et al., 2006).

A populacdo da regido metropolitana de Curitiba (com 1.828.092 de
habitantes, conforme dados coletado pelo IBGE em 2007) € composta por 84,65%
de brancos, 11,34% de pardos, 2,49% de negros e 1,07% de amarelos. Para o
percentual restante nao foi feita declaragédo (Prefeitura Municipal de Curitiba).
Entretanto, alguns estudos genéticos recentes evidenciam a verdadeira
ancestralidade da populacdo curitibana. Um estudo, analisando genes HLA de
classe | (HLA-A, -Be C) e ll (HLA-DR e -DQ), mostrou que o componente europeu é
predominante entre os brancos (80,6%), sendo que a contribuicdo de africanos é de
12,5% e a de amerindios é de 7,0%. Ja para os mulatos o componente
predominante foi o africano (49,5%), sendo as contribuicdes européia de 41,8% e
amerindia de 8,7% (PROBST et al., 2000). BRAUN-PRADO et al. (2000), analisando
genes HLA de classe |, mostraram que ndo s6 para os brancos, mas também para
os mulatos, o componente europeu é predominante. A contribuicdo de europeus,
africanos e amerindios foi, respectivamente, 94%, 3% e 3% para brancos e 57%,

39% e 4% para mulatos.
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3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Considerando a importancia dos genes KIR na resposta imunoldgica,
particularmente na interagdo KIR3DL1/3DS1 com HLA-A/B, e a falta de estudos que
investiguem as implicagdes funcionais da diversidade alélica nas populagdes
amerindias e em outras populacdes, passa a ser significativa a contribuicdo de
estudos populacionais caracterizando a variabilidade alélica dos genes KIR e suas
implicagbes na imunidade e doengas. Além disso, o estudo da sequéncia
nucleotidica dos genes é bastante Util para a compreensao da origem e dinamica
dos seus polimorfismos, auxiliando no entendimento dos mecanismos evolutivos que

atuam sobre estes genes.

O objetivo deste trabalho € caracterizar a diversidade alélica do gene
KIR3DL1/3DS1 em populagbes amerindias dos estados do Mato Grosso do Sul e do
Parana, bem como na populagdo mestigca brasileira (de origem predominantemente
européia e africana), em na populagao oriental e na populagao africana. Os objetivos
especificos compreendem:

Produzir dados preliminares acerca das frequéncias alélicas e genotipicas de
KIR3DL1 e KIR3DS1 nas populacbes estudadas.

Levantar hip6teses acerca da existéncia de novos alelos do loco
KIR3DL1/3DS1 nas populagdes estudadas.

Comparar as frequéncias encontradas nas diferentes populagdes e estimar a
distancia genética entre estas populagées.

Verificar se ha indicios de fatores evolutivos atuando sobre o gene
KIR3DL1/3DS1.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Neste estudo foram analisados individuos pertencentes a oito populacoes
distintas. As frequéncias alélicas do gene KIR3DL1/S1 foram determinadas para
uma amostra das populacdes africana (AFRI, n=14), oriental (ORI, n=24), urbana de
Curitiba e regiao metropolitana (CTBA, n=21) e para cinco populacées amerindias
pertencentes as tribos indigenas Guarani M’bya (GRC, n=21), da reserva indigena
Rio das Cobras, municipio de Nova Laranjeiras - PR, Guarani Kaiowa (GKW, n=22),
dos municipios de Limao Verde e Amambai, Mato Grosso do Sul, Guarani Nandeva
(GND, n=26), dos municipios de Amambai e Porto Lindo, MS, e Kaingang, das
aldeias indigenas Rio das Cobras (KRC, n=23) e Ivai (KIV, n=28), municipio de
Manoel Ribas, PR (FIGURA 10). Alguns individuos das popula¢cées CTBA, GRC,
GKW, GND e KRC foram selecionados de acordo com o haplétipo de genes KIR,
cujas tipagens foram realizadas anteriormente por nosso grupo (AUGUSTO, 2008).
Foram escolhidos os individuos portadores de perfis Unicos e a mostra foi
completada aleatoriamente. As amostras foram coletadas a partir da década de

1980 pela equipe do LGMH (Laboratério de Genética Molecular Humana).
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FIGURA 10 - MAPA DA AMERICA DO SUL. Em destaque a localizacéo das areas de reserva
onde vivem as populag¢des indigenas analisadas neste estudo. Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.
Nota: 1 - area de reserva lvai, municipio de Nova Laranjeiras, estado do Parana; 2 - area de
reserva Rio das Cobras, municipio de Manoel Ribas, PR; 3 - areas Amambai e Lim&o Verde,
municipio de Amambai, estado do Mato Grosso do Sul; 4: area de reserva indigena Porto
Lindo, MS.

A amostra da populagdo oriental € composta principalmente de individuos
descendentes de japoneses vindos para o Brasil nos ultimos 100 anos. Ja a amostra
populacional africana é formada por individuos nascidos em trés paises da Africa
(FIGURA 11), na sua maioria estudantes que vieram concluir seus estudos na
cidade de Curitiba. A amostra da populagdo brasileira é representada pela
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populacado residente em Curitiba e regido metropolitana, cujas amostras foram
coletadas a partir de 1994 pela equipe do LGMH.

Guiné-Bissau

FIGURA 11 - MAPA DO CONTINENTE AFRICANO. Fonte: adaptado de
<http://clio.rediris.es/actividades/africa/africa.htm>

Nota: em destaque os paises de origem dos africanos analisados neste trabalho: Guiné-
Bissau, Gana e Angola.

O DNA foi extraido a partir do sangue total, através dos métodos fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989, com protocolo adaptado do
13° IHWC, 2000) e salting-out (LAHIRI e NURNBERGER, 1991). Os individuos
foram voluntarios e assinaram um termo de consentimento para participagdo em
pesquisa. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do SCB (Setor de Ciéncias Biolégicas) da Universidade Federal do
Parana. A coleta de sangue dos indigenas foi autorizada pela Fundagé&o Nacional do
indio (FUNAI), Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e pelos lideres
das tribos.
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4.2 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

As regibes correspondentes aos exons trés, quatro e cinco do gene
KIR3DL1/3DS1, que codificam os dominios extracelulares DO, D1 e D2,
respectivamente, foram amplificadas por PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) a
partir do DNA genémico. Apds a amplificagéo, as amostras foram analisadas através
do sequenciamento direto dos produtos de PCR. Os oligonucleotideos iniciadores
para a reacdo de PCR e também para as reagdes de sequenciamento foram
escolhidos com base na sequéncia do gene disponivel no banco de dados IPD-KIR
Database, através da analise das sequéncias escolhidas no programa Oligo
Analyzer® 3.0 e sdo mostrados na tabela 2. Alguns dos oligonucleotideos para a
reagdo de amplificacdo foram adaptados do trabalho de Halfpenny e colaboradores
(2004). Em alguns casos, os oligonucleotideos utilizados na reacdo de

sequenciamento foram os mesmos da reacao de amplificagéo.



TABELA 2 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA AS REACOES DE AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS
EXONS 3, 4 E 5 DOS GENES KIR3DL1E 3DS1.

Localizagédo Sequéncia (5' - 3') T Tamanho
Exon 3 - DO
Amplificagao Exon 2 KIR3DL1/S1EX3FOR_A: TTGGTCCAGAGGGCCGGTC 62.3 1059 pb
Exon 3 KIR3DL1/S1EX3REV_A: CCTGTGACCATGATCACCA(C/T) 55.6/54.6
Sequenciamento KIR3DL1/S1EX3FOR_S: CCATGCCGTGTCTACTTTGT
KIR3DL1/S1EX3REV_S: CTGTGACCATGATCACCA
Exon 4 - D1
Amplificagao Exon 4, intron 3 KIR3DL1/S1EX4FOR_A: TCCCCTGGTGAAATCAGGAGA 57.7 261 pb
Exon 4 KIR3DL1/S1EX4REV_A: GTGACCACGATGTCCAGGGGA 61.2
Sequenciamento KIR3DL1/S1EX4FOR_S: TCCCCTGGTGAAATCAGGAGA
KIR3DL1/S1EX4REV_S: GTGACCACGATGTCCAGGGGA
Exon 5 - D2
Amplificagao Exon 4 KIR3DL1/S1EX5FOR_A: GCTACGGTTCTGTTACTCACA 54.4 1912 pb
Exon 5 KIR3DL1/S1EX5REV_A: TGACCA(C/T)TCGTAGGGAGAGTG 56/57.8
Sequenciamento KIR3DL1/S1EX5FOR_S: GGGAGTGAGTTCTCAGCTCA
KIR3DL1/S1EX5REV_S: TGACCACTCGTAGGGAGAGTG
T - Temperatura de fusdo (ou TM) calculada pelo programa Oligo Analyser 3.0. Disponivel em

<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx>).
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Os protocolos para as reagdes de amplificacao dos exons 3, 4 e 5 foram:

1) Exon 3 - Tampéo Sulfato 1X, 1,5mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 0,1mM de
dNTP, 0,3uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Tag DNA polimerase (Taq
Platinum, Invitrogen®) e 40ng de DNA gendmico, em um volume final de 50 ul. As
condicoes de ciclagem foram: a - desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos; b - 15
ciclos de desnaturacédo a 96°C por 1min, hibridacdo a 68°C por 1min e extenséo a
72°C por 1min; c - 25 ciclos de desnaturacao a 96°C por 1min, hibridacao a 62°C por
1min e extensao a 72°C por 1min e; d - uma etapa final de alongamento, a 72°C por

10 minutos.

2) Exon 4 - Tampao Sulfato 1X, 1,5mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 0,1mM de
dNTP, 0,3uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Tagq DNA polimerase (Taq
Platinum, Invitrogen®) e 40ng de DNA gendmico, em um volume final de 50 ul. As
condigbes de ciclagem foram: a - desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos; b - 15
ciclos de desnaturagédo a 96°C por 1min, hibridagdo a 66°C por 1min e extenséo a
72°C por 1min; ¢ - 25 ciclos de desnaturacao a 96°C por 1min, hibridacao a 62°C por
1min e extensdo a 72°C por 1min e; d - uma etapa final de alongamento, a 72°C por

10 minutos.

3) Exon 5 - Tampéao Sulfato 1X, 2mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 0,1mM de
dNTP, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Tagq DNA polimerase (Taq
Platinum, Invitrogen®) e 40ng de DNA gendmico, em um volume final de 50 ul. As
condigcbes de ciclagem foram: a - desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos; b - 15
ciclos de desnaturacado a 96°C por 1min, hibridacdo a 62°C por 1min e extenséo a
72°C por 1min; c - 25 ciclos de desnaturacao a 96 °C por 1min, hibridagcao a 58°C por
1min e extensao a 72°C por 1min €; d - uma etapa final de alongamento, a 72°C por

10 minutos.

Apb6s a amplificacdo, a qualidade da reacao foi verificada através da corrida
eletroforética a 70V por 60 minutos em gel de agarose 1% utilizando como corante
GelRed (Biotium®) 2 X em DMSO diluido em solugdo azul de bromofenol e
visualizado sob luz UV. Os tamanhos dos fragmentos amplificados para o exon 3, 4
e 5 foram 1059pb, 261pb e 1912pb, respectivamente (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - FRAGMENTOS DO GENE KIR3DL1/3DS1 ANALISADOS NESTE ESTUDO.
Fotografia de um gel de agarose mostrando os tamanhos dos fragmentos amplificados para
os exons 3, 4 e 5. Na coluna 10 esta o marcador de peso molecular.

Os produtos de PCR foram purificados para eliminar os reagentes em
excesso e tornar viavel a reagédo de sequenciamento. O protocolo de purificacéo é
baseado na precipitacdo do DNA amplificado por PCR através de Polietilenoglicol
(PEG), etanol, baixa temperatura e centrifugacées. Inicialmente, o produto de cada
reacao de PCR é transferido para um tubo 0,5 ml e é adicionado o mesmo volume
de PEG 8000 20% NaCl 2,5M (50 pl). Esta mistura permanece em banho-maria a
37°C por 30 minutos e é entdo centrifugada a 13000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante é descartado invertendo o tubo bruscamente. Adiciona-se 125 ul de
etanol 80% gelado. Ap6s um minuto a solugdo é novamente centrifugada a 13000
rom durante dois minutos e o0 sobrenadante descartado, virando o tubo
bruscamente. Em seguida é adicionado 125 ul de etanol absoluto gelado e o
sobrenadante descartado. Na ultima etapa o tubo é posto para secar em banho seco
e em seguida sdo adicionados 10ul de agua ultrapura. A solugdo resultante é
incubada em banho-maria a 37°C até o dia seguinte, para ressuspensao.

A quantificacao dos produtos de PCR se deu através de eletroforese em gel

de agarose 1% com 2ul do marcador de quantificacdo (Low DNA Mass Ladder,
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Invitrogen®), por comparacdo com as bandas do marcador, apds corrida

eletroforética com corante GelRed (Biotium®) 2 X a 80V por 60 minutos.

As reacbes de sequenciamento utilizaram diferentes quantidades de
produto de PCR e de MIX para o sequenciamento (DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit, GE Healthcare®), dependendo do tamanho do fragmento a ser
sequenciado. Para fragmento correspondente ao exon 4 (261pb) foram usados 50ng
de DNA e 3ul de MIX de sequenciamento. Ja para os fragmentos maiores
correspondentes aos exon 3 e 5 (1059pb e 1912pb, respectivamente) foram
utilizadas de 150 a 200ng de DNA e 4ul de MIX. A concentracdo final do
oligonucleotideo iniciador para a reagcdo de sequenciamento foi de 0,25uM. O
volume final da reacéo foi ajustado para 10ul. A reagdo tem um passo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, seguida por 35 ciclos com hibridagdo a 50°C

por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto.

Apobs a reacao de sequenciamento, uma nova purificacao foi realizada antes
da injecdo das amostras no sequenciador. Para a precipitacdo do DNA foi
adicionado 1pl de acetato de aménio 7,5M e 30ul de etanol absoluto, seguindo-se a
centrifugacao a 3220rcf por 45min a 15°C. A placa é entdo virada bruscamente para
descartar o sobrenadante e centrifugada invertida rapidamente a 300rcf. Séo
adicionados 100upl de etanol 70% a temperatura ambiente e é feita uma
centrifugacdo rapida a 2500rcf com a placa aberta. O sobrenadante € novamente
descartado virando bruscamente e a placa é centrifugada invertida a 300rcf
rapidamente. As amostras foram ressuspensas em 10ul de solucdo desnaturante
loading solution (formamida, do kit de sequenciamento da GE Healthcare®) e

armazenadas a -20°C.

As corridas de sequenciamento foram realizadas no sequenciador
MegaBACE® 1000. Os parametros de corrida foram variaveis entre os fragmentos
sequenciados. A injecao ocorreu sempre a 2 KV por 30 ou 60 segundos e a corrida
se deu a 6 KV por 90 minutos para o exon quatro e por 240 minutos para 0os exons
trés e cinco. A visualizacdo dos cromatogramas e a analise da qualidade das
sequéncias foram realizadas através dos programa Phred, Phrap e Consed (EWING
e GREEN, 1998; GORDON, ABAJIAN e GREEN , 1998; GREEN, 1994), em
ambiente Linux. O alinhamento das sequéncias foi realizado através do programa
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ClustalW (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994), disponivel no BioEdit (HALL,

1999), em ambiente Windows.

4.3 ANALISES

A identificacdo da fase gamética dos sitios heterozigotos encontrados e
determinacao dos alelos presentes em cada individuo foi realizada com o auxilio do

programa online dbLRC disponivel no NCBI (<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>).

Como o tamanho amostral de cada populagdo incluida neste estudo foi
reduzido e um grande numero de alelos foi encontrado, alem do fato de uma parte
da amostra ter sido selecionada, as andlises estatisticas de comparacao entre
diferentes populagdes, utilizando os programas computacionais que levam em
consideracgao as frequéncias alélicas e genotipicas, néo foi realizada. A comparagao
entre as populagdes foi feita por contagem direta, levando em consideragéo as
frequéncias absolutas dos alelos nas diferentes populagdes. As frequéncias
genotipicas também foram determinadas por contagem direta, apenas para verificar
as diferentes combinagdes dos alelos encontrados nas diferentes populagdes. O
teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado a partir da sequéncia do
exon 3, através do teste exato de Fisher, implementado pelo algoritmo metropolis,
disponivel no ARLEQUIN verséo 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005).

As distancias genéticas entre as populagdes foram estimadas através do
célculo de FST, a partir da sequéncia completa do exon 3, obtida neste estudo, com
o auxilio do programa ARLEQUIN versdo 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005). Um
dendrograma foi construido utilizando o método Neighbor-Joining (SAITOU e NEI,
1987), com o auxilio do programa MEGA v. 4 (TAMURA et al., 2007) para evidenciar
a relacao entre os alelos ja descritos e os novos alelos identificados neste estudo.
As andlises evolutivas, como o teste de neutralidade seletiva foram realizadas no
programa ARLEQUIN verséo 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005).
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5 RESULTADOS

5.1 DIVERSIDADE ALELICA E GENOTIPICA

O gene KIR3DL1/3DS1 é um dos genes KIR mais bem estudados e
inumeros alelos deste gene ja foram descritos na literatura. Através da analise das
sequéncias obtidas para os exons 3, 4 e 5 foram identificadas sete novos possiveis
alelos para o gene KIR3DL1/3DS1 (FIGURA 13).
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FIGURA 13 - REGIOES VARIAVEIS DOS EXON 3 (D0), 4(D1) E 5(D2) ENTRE OS ALELOS
CONHECIDOS DO GENE KIR3DL1/3DS1. Em cinza sdo mostradas as novas variantes
identificadas neste estudo. O ponto de interrogagédo no cédon 92 da variante vBDS1*1E (*S14

- recEx3) deve-se ao fato de nao termos obtido a sequéncia para essa regiao do exon.

Uma transi¢do de G>A foi identificada no cédon 226, na populacao africana

(vV3DL1*1A(741G>A-ex5)).

Essa transicdo leva a substituicdo do aminoacido

Arginina (Arg) por Glutamina (GiIn) na sequéncia de aminoacidos e ocorre dentro de

um dos sitios de interacdo do segundo dominio extracelular (D2) com as moléculas

HLA. Ainda no exon 5, no cédon 265, ocorre uma outra transicdo (857C>T)

(v8DS1*1C(857C>T-ex5)), que ocasiona a substituicio do aminoacido Treonina
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(The) por Isoleucina (lle). Essa nova variante foi identificada em dois individuos da
populacdo Guarani Nandeva. No cédon 82, exon 3, ocorre uma transversao
(309C>A) (v3DL1*1B(309C>A-ex3)), identificada nas populacdes Guarani Nandeva
e Guarani M’bya, que nao ocasiona a substituicdo de aminoacidos na proteina. Os
cromatogramas que mostram picos heterozigotos das trés novas variantes citadas

s&o mostrados na figura 14.

FIGURA 14 - CROMATOGRAMAS MOSTRANDO AS SEQUENCIAS IDENTIFICADAS
PARA OS NOVOS ALELOS. A — Variante do exon 5 identificada na populagao Africana; B
— Variante do exon 5 encontrada na populagdo Guarani Nandeva e; C — Variante
identificada nas populagdes GND e GRC. As setas indicam os picos dos heterozigotos

onde foram identificadas as novas variantes.

A variante do cédon 226 é muito semelhante aos alelos ja descritos
3DL1*007, 3DL1*01501, 3DL1*017, 3DL1*018 e 3DL1*031, diferindo destes alelos
apenas pela substituicdo de G por A na posicdo 741 da sequéncia de nucleotideos.
O novo alelo identificado no cédon 265 pertence ao grupo de alelos ativadores do
gene KIR3DL1/3DS1 e semelhante aos alelos 3DS1*010, 3DS1*01302 e 3DS17*045,
sendo caracterizado pela presenca de T na posi¢do 857. Ja o alelo descrito para o
exon 3 possui grande similaridade com os alelos 3DL1*007, 3DL1*01501, 3DL 17017,
3DL1*018, 3DL1*029, 3DL1*031e 3DL1*038 (FIGURA 15).
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Outras mutacdes de ponto foram identificadas nas diferentes populacdes.
Na populacdo Guarani Nandeva uma transicdo A>G caracteriza uma nova variante
para o exon 3 (posicao 202) (v3DL1*1F(202A>G - ex3)). Nesta mesma populacao
uma transicdo C>T na posicdo 702 do exon 5 caracteriza outra variante
3DL1(v3DL1*1G(702C>T - ex5)). Estas variantes encontradas na populacdo GND
sao muito similares aos alelos 016, *026 e *00102 ja descritos, diferindo apenas nas
posigcdes mencionadas, ndo levam a substituicio de aminodacidos na proteina
(FIGURA 15).

Um novo alelo, comum a todas as populagdes, também foi identificado.
Esse alelo é bastante semelhante ao alelo ativador ja descrito 3DS71*014, sendo
caracterizado por uma transversdo A>T na posi¢do 223 no exon 3 e pela transigao
G>A na posi¢cao 235 também do exon 3 (v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-ex3)).
Essas alteragdes de bases no exon 3 ndo ocasionam a substituicdo de aminoacidos
na proteina. Um possivel evento de recombinacéo foi identificado no exon 3 (84G>A,
123G>A, 155G>A, 193A>G, 202G>A, 235G>A e 319C>T) e caracteriza um novo
alelo, descrito em dois individuos da populacdo curitibana (v3DST1*1E(*S14 -
recEx3)) (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - DENDROGRAMA QUE MOSTRA A RELACAO DOS ALELOS DESCRITOS
NESTE ESTUDO COM OS ALELOS JA CONHECIDOS DO GENE KIR3DL1/3DS1. O
dendrograma foi construido a partir das sequencias dos exons 3, 4 e 5, utilizando o método

Neighbor-Joining. As setas indicam as novas variantes.

Sao conhecidos 57 alelos para o gene KIR3DL1/3DS1, determinados por
polimorfismos presentes ao longo de toda sequéncia do gene. O sequenciamento
dos exons 3, 4 e 5 permite a identificacao de grupos alélicos e, em alguns casos, de
um alelo especifico, que € determinado por algum polimorfismo presente nesses
exons. Com o auxilio do programa online dbLRC disponivel no NCBI

(<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>) as sequéncias de cada individuo foram comparadas

com sequéncias ja publicadas e os diferentes alelos encontrados em cada

populacao estéo listados na tabela 3.
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TABELA 3 - FREQUENCIAS, EM NUMEROS ABSOLUTOS, DOS ALELOS ENCONTRADOS NAS DIFERENTES POPULAGOES.

Populagao

CTBA AFRI ORI GRC GND GKW KRC KIV
Alelo (ou grupo alélico) (n=21) (n=14) (n=24) (n=21) (n=26) (n=22) (n=23) (n=28)
DL*00102/*003/*01502/*01702/*025 4 1 24 3 7 1 12 21
DL*00201/%007/*01501/*017/*018/*031 9 4 6 16 1 8 1 3
DL*00102/*016/*026 2 1 7 10 3 7 6
DL*029/038 5 3 9 3
DL*005/%041 4 3 3
DL*00401/00402 9 5 2
DL*020 1 2 2
DL*009/*042/*057 1 1
DL*022/*034 3
DL*008 1
DS*010/*01302/*045 9 6 8 14 12 12 10

Em cinza sdo mostradas nas novas variantes identificadas neste estudo. CTBA - Curitiba; AFRI - Africanos; ORI - Orientais; GRC - Guarani M'bya; GND -
Guarani Nandeva; GKW - Guarani Kaiowd; KRC - Kaingang de Rio das Cobras, KIV - Kaingang de Ivai.
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Com excecao do alelo 3DL1*008, que foi encontrado apenas na populagao
GKW, e do alelo “022 (ou *034) que foi identificado apenas na populagéao africana,
todos os demais alelos ocorrem em pelo menos duas populagdes, sendo que alguns
alelos ocorrem em todas as populagdes, como *00102 (e relacionados) e *00201 (e
relacionados). Algumas das novas variantes também s&o exclusivas de
determinadas populagdes. O novo alelo v3DL1*1A(741G>A-ex5) foi identificado
apenas na populagao africana. A variante v3DS1*1E(*S14 - recEx3) é exclusiva da
populacdo curitibana, e foi identificada em dois individuos que possuem
ancestralidade predominantemente européia. As variantes v3DS1*1C (857C>T-
ex5), v3BDL1*1F(202A>G - ex3) e v3DL1*1G(702C>T - ex5) séo exclusivas da
populagdo Guarani Nandeva.

Os alelos mais frequentes em todas as populag¢des sdo os pertencentes aos
grupos 3DL1*00102/7003/*01502/*01702/025, que representa 50% dos alelos da
populacdo oriental e aproximadamente 38% dos alelos na populagdo KIV,
3DL*00201/*007/°01501/*017/*018/*031, que representa aproximadamente 38% dos
alelos da populacago GRC, e 3DS71*010/*01302/°045, com frequéncia de
aproximadamente 27% na populacdo GND. Na populacdo africana nenhum alelo
relacionado ao grupo de alelos ativadores (3DS*010/5*01302/5*045) foi encontrado,
apenas um outro alelo ativador, relacionado ao alelo 3DS71*014, e que
possivelmente representa uma nova variante (v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-
ex3)), que também foi identificada nas demais populag¢des. As populacdes indigenas
sdo mais semelhantes a populagdo oriental quanto a distribuicdo dos diferentes
alelos, principalmente na distribuicio do grupo de alelos ativadores
3DS*010/°01302/7045 e da nova variante v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-ex3). A
populacio GRC foi a Unica populagio em que o grupo de alelos
DL*00102/*016/*026, que € comum a todas as popula¢des, ndo foi identificado.

A diversidade alélica (numero de diferentes alelos) foi bastante semelhante
em todas as populagdes. O numero de alelos e de diferentes combinagcdes

(gendtipos) nas populacdes estudadas é mostrado na tabela 4.
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TABELA 4 - NUMERO DE DIFERENTES ALELOS E
GENOTIPOS ENCONTRADOS EM CADA POPULACAO.

Populagao N. alelos N. gendtipos
CTBA (n=21) 10 19
AFRI (n=14) 8 10

ORI (n=24) 5 5
GRC (n=21) 6 9
GND (n=26) 9 13
GKW (n=22) 7 8
KRC (n=23) 8 10

KIV (n=28) 7 8

Nessa tabela também estdo computadas as possiveis novas
variantes identificadas. CTBA - Curitiba; AFRI - Africanos; ORI -
Orientais; GRC - Guarani M'by&; GND - Guarani Nandeva; GKW
- Guarani Kaiowda; KRC - Kaingang de Rio das Cobras, KIV -
Kaingang de Ivai.

A analise dos sitios polimoérficos na sequéncia do exon 3 mostrou que a
heterozigosidade € maior para a populacdo curitibana em comparacdo com as
demais populacées (TABELA 5). A heterozigosidade nas populagdes oriental e
amerindias foi semelhante e nas populacdes GKW e KRC ela foi bastante reduzida
se comparada com as demais populacoes. No teste para o equilibrio de Hardy-
Weinberg todas as populagbes apresentaram um valor de P inferior a 0,05, o que
ndao é inesperado, dado o pequeno tamanho das populagdes analisadas neste
estudo.

TABELA 5 - HETEROZIGOSIDADE OBSERVADA NAS DIFERENTES POPULAGOES.

CTBA AFRI ORI GRC GND GKW KRC KIV
(n=21) (n=14) (n=24) (n=21) (n=26) (n=22) (n=23) (n=28)
0,428 0,231 0,182 0,143 0,200 0,087 0,095 0,200

CTBA - Curitiba; AFRI - Africanos; ORI - Orientais; GRC - Guarani M'bya; GND - Guarani
Nandeva; GKW - Guarani Kaiow4; KRC - Kaingang de Rio das Cobras, KIV - Kaingang de lvai.

O numero de alelos pertencentes ao grupo de alelos ativadores (DS) e
inibidores (DL) difere, aparentemente, entre as populagées. Nas populagdes
indigenas o numero de alelos ativadores é maior do que o observado nas
populacdes Africana, Curitibana e Oriental (TABELA 6). Além disso, a presenca do
grupo de alelos relacionados ao alelo *004, que ndo é expresso na superficie das
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células, foi identificada apenas na populagao curitibana, aparecendo nove vezes, na
populagdo africana, cinco vezes, e em dois indigenas Kaingang (KIV). Nos
individuos Kaingang esse alelo ocorre em heterozigose com um alelo que é
expresso normalmente. Em todas as demais populagcdes o alelo *004 (ou outro alelo
relacionado) néo foi identificado (ver tabela 3). Em um individuo da populacao
curitibana o alelo *004 ocorre em homozigose.

TABELA 6 - FREQUENCIAS ABSOLUTAS DOS ALELOS
ATIVADORES E INIBIDORES NAS DIFERENTES

POPULAGOES.
Populagao Ativadores (DS) Inibidores (DL)
CTBA (n=21) 11 31
AFRI (n=14) 1 27
ORI (n=24) 11 37
GRC (n=21) 17 25
GND (n=26) 24 28
GKW (n=22) 22 22
KRC (n=23) 19 27
KIV (n=28) 20 36

CTBA - Curitiba; AFRI - Africanos; ORI - Orientais; GRC -
Guarani M'bya; GND - Guarani Nandeva; GKW - Guarani
Kaiowa; KRC - Kaingang de Rio das Cobras, KIV - Kaingang de
Ivai.

As populag¢des foram comparadas duas a duas através do célculo de FST
com o auxilio do programa ARLEQUIN (TABELA 7), utilizando as sequéncias do
exon 3 obtidas para cada populacdo. O célculo de FST leva em consideracdo a
variancia genética entre as populacgées, relacionando estas populacdées conforme a
diversidade encontrada em cada uma. O valor de FST da uma idéia da distancia
genética entre as populacdes. As populagdes que mais diferem sao as populacoes
africana, seguida pela populagdo curitibana. A populagdo oriental nao difere
significativamente das demais popula¢des, com excec¢ao da populacéo curitibana. A
populacao GKW mostrou ser semelhante a todas as demais.
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TABELA 7 - VALORES DE FST PARA OS PARES DE POPULACOES ANALISADAS.
AFRI GKW GND GRC KRC KIV ORI CTBA
0.00901 0.01802 0.04505 0.11712 0.01802 0.53153 0.06306

AFRI

GKW 0.41441 0.07207 0.43243 0.45045 0.32432 0.08108
GND + 0.00901 0.04505 0.96396 0.05405 0.21622
GRC + - 0.46847 0.00000 0.12613 0.00000
KRC - - + 0.03604 0.45045 0.00000
KIV + - - + 0.03604 0.21622
ORI - - - - - 0.01802
CTBA + - = + +

Na parte inferior sdo mostradas as populagdes que diferem (+) ou néo (-) significativamente e na
parte superior os valores de P para as comparagdes. AFRI - Africanos; GKW - Guarani Kaiowa;
GND - Guarani Nandeva; GRC - Guarani M'bya; KRC - Kaingang de Rio das Cobras; KIV -
Kaingang de Ivai; ORI - Oriental;CTBA - Curitiba.

O teste Tajima’s D (TAJIMA, 1989), disponivel no programa ARLEQUIN, foi
utilizado para verificar se ha indicios de selecao direcional no exon 3 nas populagdes
investigadas neste estudo (TABELA 8). Os resultados deste teste mostram que em
nenhuma das populagdes ha evidéncias de selecao direcional, dado que nenhuma

destas populagdes apresentou um valor negativo de D.

TABELA 8 - VALORES PARA O TESTE DE NEUTRALIDADE SELETIVA (TAJIMA'S D) NAS
DIFERENTES POPULACOES.

CTBA AFRI ORI GRC GND GKW KRC KIV

(n=21) (n=14) (n=24) (n=21) (n=26) (n=22) (n=23) (n=28)
D 1,80 0,38 0,647 0,98 1,66 1,20 2,33 0,35
P 0,95 0,68 0,76 0,83 0,95 0,90 0,99 0,67

P - valor de P para o teste Tajima’s D. CTBA - Curitiba; AFRI - Africanos; ORI - Orientais; GRC -
Guarani M'bya; GND - Guarani Nandeva; GKW - Guarani Kaiowa; KRC - Kaingang de Rio das
Cobras, KIV - Kaingang de lvai.
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6 DISCUSSAO

Embora a maior parte da variacdo genética seja encontrada dentro das
populacdes, as frequéncias alélicas variam entre diferentes popula¢des (SUZUKI et
al., 1998). Estas variacées ocorrem devido a acao de fatores evolutivos, de acordo
com a histéria de cada populacdo. A caracterizagdo genética das populagoes
humanas é importante para a reconstrucao da histéria da fundacdo ou migracao e
investigacao da estrutura genética das populagdes, possibilitando a inferéncia de
teorias a respeito das relacbes entre as diferentes populagcées. O estudo da
diversidade de genes do sistema imune é particularmente interessante, pois estes
genes podem estar sob efeito de diferentes pressoes seletivas, refletindo a histéria

evolutiva das diferentes populacdes.

Os receptores KIR representam um importante repertério na regulagdo das
células NK, que sdo fundamentais para a resposta imune inata. A diversidade alélica
do gene KIR3DL1/3DS1 possui implicacées funcionais sobre a regulacao da
atividade das células NK, pois alguns alelos sdo expressos em altos niveis enquanto
outros sao pouco expressos ou mesmo nao expressos (YAWATA et al., 2006). As
células NK também desempenham um importante papel na reproducgéo.
Considerando sua importancia na regulacao da atividade do sistema imune inato e
na reproducgao, a combinagdo KIR:HLA pode ter representado um importante papel
na sobrevivéncia e manutengédo das popula¢gées amerindias estando estes locos sob
acao de diferentes fatores evolutivos (YAWATA et al., 2006; GENDZEKHADZE et
al., 2006).

6.1 IDENTIFICACAO DE NOVOS ALELOS

A rapida evolucéo dos genes KIR a partir da divergéncia entre os primatas e
as demais ordens de mamiferos ja foi mencionada em estudos anteriores (p. e.
MORETTA e MORETTA, 2004). A diversidade alélica dos diferentes genes KIR nas

populagcdes humanas pode ocorrer como resultado de mutagcbes de ponto, de
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conversao génica e de recombinacdo. Dos sete novos alelos identificadas neste
estudo, seis sao resultado de mutacdes de ponto e um se deve provavelmente a um
evento de recombinacao entre diferentes alelos. As variacdes foram encontradas no
exon 3 e no exon 5. O exon 3 codifica o dominio zero (D0) dos receptores KIR e,
embora esse dominio n&o participe diretamente da interagdo com as moléculas HLA,
os polimorfismos presentes nesse dominio podem alterar a conformacao dos
dominios D1 e D2, interferindo na ligagdo com os ligantes. Nenhuma das mutacdes
de ponto encontradas no exon 3 ocasiona a substituicdo de aminoacidos na proteina
e provavelmente essas variagdo ndao devem ter grande importancia sobre a
conformacao dos dominios D1 e D2.

A rapida evolugéao dos genes KIR pode explicar a ocorréncia de um grande
namero de alelos e a existéncia de alelos que sdo exclusivos de determinadas

populacgdes.

Das trés transicoes identificadas para o exon 5, a transicdo G>A na posicao
741 (cédon 226) leva a substituicao do aminoacido arginina (Arg) por glutamina (GIn)
dentro de um dos sitios de interagdo com as moléculas HLA e foi identificada apenas
na populacdo africana. Essa substituicdo pode alterar o padrdao de interacdo do
receptor com seu ligante, uma vez que o amino&cido arginina é um aminoacido de
carater basico, enquanto a glutamina é um aminoacido neutro. Para se entender
qual a verdadeira implicacdo dessa substituicdo ndo sinénima no exon 5 é
necessario o desenvolvimento de um estudo funcional que avalie a interacdo com os
ligantes HLA.

O alelo v3DS1*1C(857C>T-ex5) foi identificado em dois individuos da
populacdo Guarani Nandeva. Embora a transicdo 857C>T, no cédon 265, exon 5,
que ocasiona a substituicdo do aminoacido Treonina (The) por Isoleucina (lle), ndo
ocorra dentro do sitio de interagdo de KIR com HLA, essa substituicdo pode alterar a
conformacao do dominio 2 (D2), modificando o padrao de interacao do receptor com
o ligante. Aqui também a implicacao funcional dessa substituicdo precisa ser mais
bem investigada.

A variante v3DS1*1E (*S14 - recEx3) identificada na populagéo curitibana é,
provavelmente, resultado de um evento de recombinacao entre um alelo do grupo

ativador (DS) e uma alelo do grupo inibidor (DL). Essa variante € caracterizada por



61

possuir o exon 3 semelhante aos alelos inibidores e os exons 4 e 5 semelhantes aos
alelos ativadores. A analise das posi¢des variaveis nos exon 3, 4 e 5 mostra que o
exon 3 dessa variante é semelhante ao exon 3 dos alelos 3DL1*040 e 3DL1*056 e
que os exons 4 e 5 sdo semelhantes aos exons 4 e 5 dos alelos 3DS717010. A

recombinagao entre esses alelos pode ter dado origem a essa nova variante.

6.2 DIVERSIDADE DOS ALELOS KIR3DL1/3DS1

Limitacbes para o calculo das frequéncias dos alelos nas populagdes
estudadas e para uma andlise mais detalhada da diversidade do gene KIR3DL1/S1
foram impostas pelo numero amostral de cada populagdo incluida neste estudo.
Independentemente do tamanho amostral, essa investigacdo preliminar das
populacdes evidenciou o elevado grau de polimorfismo do gene em estudo, como ja

foi relatado em estudos anteriores.

A diversidade de KIR nas populacdes indigenas é menor em relacdo as
populacdes urbanas (FLORES et al.,, 2007). Nas populacdes indigenas, que sao
populacdes pequenas e isoladas, onde a agao de fatores evolutivos, como a deriva,
€ mais pronunciada, é esperado que a diversidade alélica também seja menor que
nas populagdes urbanas. Os resultados deste estudo mostram uma similaridade
entre todas as populagbes (urbanas e indigenas) quanto ao numero de diferentes
alelos (ou grupos alélicos) do gene KIR3DL1/3DS1. As combinagbes dos alelos
(gendtipos) encontrados também foram semelhantes entre as populagbes (Tabela
4). Porém um sutil acréscimo na frequéncia dos alelos pertencentes ao grupo
ativador foi verificado nas populagbes indigenas (Tabela 6), o que condiz com
estudos anteriores que mostram um relativo aumento na frequéncia dos genes KIR
ativadores nas populagées amerindias (GENDZEKHADZE et al., 2006; FLORES et
al., 2007; RAJALINGAM et al., 2008; KULKARNI et al. 2008). Esse aumento da
frequéncia de genes KIR ativadores deve-se, a pressdes seletivas atuando sobre os
diferentes genodtipos KIR, jA que os genes KIR ativadores s&o importantes na
ativacao das células NK, que por sua vez desempenham um importante papel nas

respostas imunoldgicas contra agentes infecciosos e células cancerigenas.
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A andlise dos resultados também revelou um dado interessante que diz
respeito a distribuicdo dos grupos funcionais dos alelos do gene KIR3DL1/3DS1
(alelos com diferentes niveis de expressao) entre as populagdes. Em concordancia
com o fato de as populagdes indigenas possuirem uma frequéncia maior dos genes
KIR ativadores, que desempenham um importante papel na ativagao das células NK
e que, portanto, podem ter representado um fator favoravel a manutencdo destas
populacdes, apenas dois individuos da populacado Kaingang (KIV) possuem o alelo
nao funcional KIR3DL1*004, que nao €& expresso na superficie das células. Em
ambos os individuos esse alelo ocorre em heterozigose com um alelo funcional. Nas

demais populagdes indigenas esse alelo néo foi identificado.

O alelo nado funcional *004 é comum em populacbes de diferentes
ancestralidades (PANDO et al.,, 2003) e sua frequéncia na populagdo Africana
(aproximadamente 18% nesse estudo) sugere que este alelo ocorre nas populacdes
humanas por um tempo consideravel. Em nenhum individuo da populagdo de
ancestralidade oriental esse alelo ndo funcional foi identificado. Esse resultado é
condizente com o encontrado nas populagdes indigenas, onde o alelo *004 também
nao foi encontrado (com excec¢ao dos dois individuos Kaingang). Através da analise
de genes HLA, utilizando alelos como marcadores de ancestralidade, o fluxo génico
estimado de europeus e africanos sub-saharianos para populagdes amerindias foi
de 4% para Guarani M’bya, 14% para Guarani Nandeva e 7% para Kaingang. Para
Guarani Kaiowd néo foi detectada evidéncia de fluxo génico (PETZL-ERLER et al.,
1993; TSUNETO et al., 2003). O fluxo génico recente pode explicar a presenga do
alelo nao funcional na populagdo Kaingang, entretanto, a aparente auséncia desse
alelo nas demais populagdes pode ser resultado de erros de amostragem, dado

reduzido tamanho amostral de cada populagao.

A maior heterozigozidade encontrada na populacédo curitibana (Tabela 5),
em comparagdo com as demais populacoes, é esperada ja que essa populacao é
miscigenada e o fluxo génico € intenso. Essa populagao é formada pela contribuicao
dos componentes europeu, africano e amerindio, em diferentes proporgoes.
(PROBST et al., 2000; BRAUN-PRADO et al., 2000). Uma heterozigozidade elevada
na populacdo africana também era esperada, uma vez que as demais populagdes
apresentam, em geral, apenas uma parte da diversidade genética encontrada no
continente africano (KIDD et al., 1998; CAVALLI-SFORZA e FELDMAN, 2003;
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LONJOU et al., 2003). Nas populacdes amerindias se espera que a diversidade e,
por consequéncia a heterozigosidade, seja menor que nas demais populacdes. De
fato a heterozigosidade observada nas populacdes indigenas foi menor que nas
populacdes curitibana e africana, porém também possui um valor alto, refletindo a
diversidade do gene KIR3DL1/3DS1 nessas populagdes. Nas populagbes GND,
GRC e KIV ela foi semelhante a observada na populagcédo de ancestralidade oriental.
Estudos populacionais da diversidade genética de outros locos também demonstram
que, em geral, a heterozigosidade € menor nas populagdes amerindias quando
comparadas com as demais populagdes (BELTRAME, 2008).

As semelhangas e diferencas entre as populagdes, observadas através do
célculo de FST (Tabela 7), refletem em parte as relagdes entre as populagdes. E
esperado que a populacdo africana seja geneticamente diferente das demais
populacdes, uma vez que a divergéncia entre essas populagdes ocorreu ha bastante
tempo. A miscigenag¢ao também pode explicar por que a populagao curitibana difere
das demais populagdes. A semelhanca entre a populagcéao oriental e as populagcdes
indigenas observada é esperada, uma vez que essas populacdes sdo mais proximas
geneticamente que as demais populacdes. As populagdes amerindias também
apresentam certa diferenca entre si, fato que reflete as diferentes histérias evolutivas

destas populagdes, que permaneceram isoladas umas das outras.

Embora nenhuma afirmag@o conclusiva possa ainda ser feita acerca das
frequéncias dos diferentes alelos nas populagdes estudadas, a maior similaridade na
distribuicao dos alelos, particularmente do grupo de alelos ativadores, evidenciada
entre as populagbes amerindias, estd de acordo com a relagdo entre essas
populacdes, uma vez que as populacées amerindias sdo originarias, provavelmente,
de uma unica onda migratéria vinda do nordeste asiatico ha cerca de 20 mil anos
(FAGUNDES, KANITZ e BONATTO, 2008; FAGUNDES et al., 2008).

O teste de neutralidade seletiva Tajima’s D mostra que ha indicios de
selegéo balanceadora no loco KIR3DL1/3DS1 em algumas populac¢des, como CTBA,
GND e KRC. O elevado valor de D verificado nestas as populagdes € uma evidéncia
de que este gene evoluiu sob agéo selecado balanceadora por um longo periodo de
tempo, como também foi verificado por Norman e colaboradores (2007), estudando

a diversidade global do gene KIR3DL1/3DS1. Nas demais populagdes deste estudo
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o valor de P se aproxima do limiar de significancia de modo que outros estudos sao
necessarios para a compreensao da real histéria evolutiva deste gene nestas

populagdes.

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, observado em todas as
populacdes, pode, num primeiro momento, ser atribuido ao reduzido tamanho
amostral de cada populacdo. A grande diversidade alélica dos genes KIR também
pode ser responsavel por esse desvio observado, uma vez que sdo conhecidos 57
alelos para o gene KIR3DL1/3DS1. Entretanto outras hipoteses podem ser
consideradas principalmente para o desvio observado nas populagdes indigenas. O
isolamento e o tamanho reduzido fazem que com que a agao de fatores evolutivos e
demograficos, como o efeito Wahlun, que caracteriza um excesso de homozigotos,
sejam mais intensos nessas populacoes, levando a desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg, como o observado. A possibilidade de erros de genotipagem pela técnica
de sequenciamento também n&o esta descartada.

O estudo de mais individuos e de outros dominios do gene que possibilitem
a diferenciacdo total dos alelos permitird uma compreensdo da verdadeira
diversidade do gene KIR3DL1/3DS1 nas populagbes e o entendimento das
implicagbes funcionais dessa diversidade.

6.3 LIGANTES HLA-Bw4

As frequéncias dos ligantes HLA com epitopo Bw4 ou Bw6, em numeros
absolutos, nos individuos de cada populagao incluidos neste estudo sdo mostradas
na tabela 9. O tamanho amostral ndo permitiu uma andlise mais detalhada da
distribuicao dos diferentes alelos KIR3DL1/3DS1 em comparagcao com a distribuicdo
dos alelos HLA, que sao os ligantes para o gene KIR3DL1/3DS1. Dentre as
moléculas HLA que com epitopo Bw4, apenas as que possuem lIsoleucina na
posicao 80 sado ligantes para os receptores ativadores KIR3DS1. Apenas para as
populacées GND e GKW, sao conhecidos os individuos que possuem isoleucina ou
treonina na posi¢do 80 molécula HLA. Dos 26 individuos sequenciados para o gene
KIR3DL1/3DS1 da populagdo GND cinco possuem pelo menos uma copia do alelo



65

HLA-Bw4(80I1) e destes, apenas um nao possui nenhum alelo ativador KIR3DS1, e
dos 22 sequenciados para a populacdo GKW dois individuos possuem pelo menos
um alelo HLA-Bw4(80I) e ambos possuem um alelo ativador KIR3DS1.

TABELA 9 - FREQUENCIAS ALELICAS, EM NUMEROS
ABSOLUTOS, DE HLA COM EPITOPO BW4/6 NOS INDIVIDUOS
ANALISADOS NESTE ESTUDO EM CADA POPULAGAO.

Populagéo Bw4 Bw6
GRC (n=21) 39
GND (n=26) 46
GKW (n=22) 2 40
KRC (n=23) 15 31

Para as populagées africana, curitiba, oriental e KIV deste estudo
nao sdo conhecidos alelos HLA. GRC - Guarani M'bya; GND -
Guarani Nandeva; GKW - Guarani Kaiowa; KRC — Kaingang de
Rio das Cobras. Fonte: AUGUSTO, 2008.

InUmeros individuos em todas as populagdes ndo possuem nenhum alelo
HLA com epitopo Bw4. Na amostra analisada da populagdo KRC a frequéncia dos
alelos HLA-Bw4 é maior se comparada com a frequéncia nas demais populagoes.
Entretanto, esse aumento nao foi relacionado ao acréscimo na frequéncia de
nenhum alelo KIR3DL1/3DS1 especifico, ja que os alelos identificados se distribuem

de forma semelhante entre as diferentes populagodes.
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7 CONCLUSOES

Foram identificados seis novos alelos que resultam de mutag¢des de ponto no
exon 3 e no exon 5 do gene KIR3DL1/3DS1 (v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-
ex3), vBDL1*1A(741G>A-ex5), vBDL1*1F(202A>G - ex3), v3DL1*1G(702C>T - ex5),
v3DS1*1C(857C>T-ex5) e v3DL1*1B(309C>A-ex3)) e um novo alelo que foi formado
pela recombinagao entre dois alelos ja descritos (v3DS1*1E(*S14 - recEx3)).

As populagdes africana, curitibana, oriental e as cinco populagdes indigenas
incluidas neste estudo exibem uma grande diversidade de alelos do gene
KIR3DL1/3DS1. Essa diversidade esta relacionada com a rapida evolugdo sofrida
pelos genes KIR ao longo de sua historia evolutiva.

Alguns alelos (ou grupos alélicos) sdo comuns a todas as populagdes, como
3DL1*00102/003/*01502/*01702/*025, 3DL*00201/*007/*01501/*017/*018/*031 e a
nova variante v3DS1*1D(S*14_223A>Te235G>A-ex3), enquanto outros sao
exclusivos de determinadas populagbes, como o alelo 3DL1*008, que foi
encontrado apenas na populacdo GKW e o alelo 022 (ou *034) que foi identificado

apenas na populagao africana.

Algumas das novas variantes também s&o exclusivas de determinadas
populacées. O novo alelo v3DL1*1A(741G>A-ex5) foi identificado apenas na
populacao africana. A variante v3BDS1*1E(*S14 - recEx3) € exclusiva da populag¢ao
curitibana, e foi identificada em dois individuos que possuem ancestralidade
predominantemente  européia. As variantes v3DS1*1C(857C>T-ex5),
v3DL1*1F(202A>G - ex3) e v3DL1*1G(702C>T - ex5) sao exclusivas da populacao
Guarani Nandeva.

As semelhancas e diferencas na diversidade e distribuicdo dos diferentes
alelos KIR3DL1/3DS1 observadas entre as populagdes deste estudo refletem em
parte as relagcdes entre essas populagbes. HA& uma maior similaridade entre a
populacao oriental e as populagées indigenas. Por outro lado as populagdes africana

e curitibana s&o as que mais diferem das demais.
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Os elevados valores para o teste de neutralidade seletiva (Tajima’s D) em
todas as populacdes mostram que o gene KIR3DL1/3DS1 evoluiu sob acdo de
selecdo balanceadora por um longo periodo de tempo. Em nenhuma das
populacdes estudadas ha indicios de selecdo direcional a favor de algum alelo
KIR3DL1/3DS1, embora um estudo mais detalhado desse gene seja essencial para

a compreensao da sua verdadeira historia evolutiva.
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