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RESUMO

De acordo com a localizagdo no cromossomo, estrutura, fungio e distribui¢do tecidual
dos produtos dos genes do MHC, os mesmos sdo agrupados em trés classes designadas I, Il e
L. Os produtos codificados pelos genes de classe I e II, que constituem o sistema HLA, sdo
expressos na superficie das células e possuem papel importante no reconhecimento
imunologico. Grande parte dos genes do MHC sdo polialélicos € com alto grau de
polimorfismo, porém, as freqiéncias alélicas variam entre as populagdes. O gene HLA-DRA
possui até o momento apenas dois alelos conhecidos, DRA*0101 e DRA*0102, e o primeiro é
considerado monomorfico, embora ndo existam registros de trabalhos populacionais para o
gene. Provavelmente por este motivo, acrescido do fato de que o gene possui apenas dois
alelos conhecidos, € que tal consideragdo tenha sido adotada. Este trabalho teve como
objetivos identificar os alelos desse gene e suas freqiiéncias nas tribos Kaingang e Guarani, que
sdo distintas e isoladas, ¢ em uma amostra de populagdo ndo indigena, comparando a
distribui¢do dos alelos nessas populagdes, bem como as metodologias laboratoriais utilizadas.
Foi encontrada uma alta freqiiéncia para o alelo DRA*0102 em todas as populagdes estudadas,
e, entre Kaingangs, este alelo chegou a ser mais freqiiente que o DRA*0101. As freqii€ncias
encontradas para os alelos DRA*0101 e DRA*0102 foram, respectivamente, 0,6043 e 0,3957
na amostra de populag¢do paranaense mista, 0,6923 e 0,3077 na amostra de indigenas Guarani e
0,4580 e 0,5420 na amostra de indigenas Kaingang. Estes resultados sugerem que o gene
HLA-DRA seja polimorfico ndo apenas nas populagdes estudadas, como também em diversas
outras populagdes do mundo.

vi



1. INTRODUGAO

1.1. O Complexo Principal de Histocompatibilidade

1.1.1. Historico

A descoberta do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) ocorreu em murinos, através de observagdes da rejei¢do de
transplantes entre camundongos de linhagens endogamicas diferentes. Essas observagdes,
primeiramente realizadas por Gorer em 1936 e depois confirmadas por Snell e colaboradores,
na década de 40, levaram a concluir que a rejeigdo aos transplantes estava ligada ao gene
codificador do antigeno II, denominado entdo histocompatibilidade-2 ou H-2 (ALBERT ez al.,
1977).

O estudo de varias linhagens congénicas levou a descoberta de varios alelos H-2 e,
eventos ocasionais de recombinag@o sugeriram a existéncia de outros /oci, intimamente ligados
(ALBERT et al., 1977).

Com a descri¢do do antigeno Mac (hoje HLA-A2) em leucécitos (DAUSSET, 1958),
inicia-se o estudo do MHC humano, que encontra-se em expansdo. Um grupo de
pesquisadores de todo o mundo reine esforgos em workshops internacionais, realizados
periodicamente, onde ocorrem intercambio de informagdes técnicas e cientificas sobre

histocompatibilidade e que contribuiram para o atual conhecimento do MHC.

1.1.2. Organizacdo do MHC

O Complexo Principal de Histocompatibilidade humano é uma regido cromossdmica
localizada no brago curto do cromosomo 6, na posi¢do 6p21.3, e que ocupa aproximadamente

4000 kilobases (SPIES et al., 1989). O MHC ¢ a regido melhor conhecida no genoma humano



e que possui a maior densidade génica. A recombinagdo entre os pontos extremos do
complexo ocorre com freqiiéncia aproximada de 4% (GERAGHTY, 1992).

Devido a proximidade desses genes, o conjunto de alelos presente em um unico
cromossomo ¢ herdado em uma unidade chamada haplétipo. Portanto, cada individuo possui
dois haplotipos, recebidos um de cada genitor, sendo que a maioria dos genes de cada
haplétipo € expressa de forma codominante.

De acordo com a localiza¢do no cromossomo, estrutura, fungdo e distribuigio tecidual
dos produtos de genes do MHC, o mesmo € subdividido em 3 regides, denominadas regido de
classe II (mais centromérica), regido de classe I (mais telomérica) e regido de classe III
(intermediéria entre as outras duas) (Fig. 1).

Os produtos dos genes de classe I e II sdo expressos na superficie das células, e, como
em humanos foram primeiramente descritos em leucocitos (DAUSSET, 1958), foram
denominados Antigenos Leucocitarios Humanos ou HLA. Os polipeptideos codificados pelos
genes do sistema HLA possuem papel fundamental na resposta imune a antigenos protéicos
mediada por linfocitos T, pois somente quando os fragmentos antigénicos estdo ligados a
moléculas do sistema HLA ¢ que as células T podem reconhecer os antigenos (vide ROITT et

al., 1993 e ABBAS et al., 1994).

1.1.3. Estrutura e funcao dos genes de classe I, II e 11T

o Classe I

A regido de classe I do MHC inclui 34 genes e pseudogenes, que sdo divididos em
classicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e ndo classicos (como HLA-E, HLA-F, HLA-G e HLA-
H) (CAMPBELL e TROWSDALE, 1993; BODMER et al., 1995).

As moléculas de classe I sdo heterodimeros compostos por uma cadeia leve () de
aproximadamente 12 kDa, ligada ndo covalentemente a uma cadeia pesada (o) de
aproximadamente 45 kDa. Apenas a cadeia a ¢ codificada por genes do MHC, a cadeia 3,
denominada f3,-microglobulina, é codificada por um gene localizado no cromossomo 15 (vide

ABBAS et al., 1994).



Os produtos dos genes classicos sdo expressos na superficie de quase todas as células
nucleadas e plaquetas. Possuem como fung@o apresentar peptideos derivados de proteinas
sintetizadas intracelularmente, aos linfocitos T citotoxicos.

Ao contrario dos genes classicos, pouco se sabe a respeito da expressdo e fungdo dos
ndo classicos. Porém, especula-se que em relagdo a expressdo de moléculas HLA-G, estas
poderiam ter alguma importancia na gravidez, como proteger o feto de uma resposta

imunologica da mae (MORRIS ez al., 1994).

e Classe II

Na regido de classe II ja foram descritos mais de 35 genes, dentre os quais estio os
genes HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP, genes transportadores de antigenos processados (TAP1
e TAP2), genes dos proteossomos (LMP2 e LMP7), além de outros, alguns de fungdo ainda
ndo conhecida (CAMPBELL ¢ TROWSDALE, 1993; BODMER ef al., 1995).

Os produtos de classe II sdo heterodimeros aff associados ndo covalentemente, mas ao
contrario dos produtos de classe I, ambas as cadeias s3o codificadas por genes do sistema
HLA. As cadeias o (30 a 34 kDa) e B (20 a 29 kDa) sdo codificadas por genes A e B,
respectivamente (MORRIS ez al., 1994). Estes genes, distribuidos em sub-regides distintas,
sdo chamados de HLA-D, seguidos da letra que designa a sub-regidio (P, N, M, O, QouR) e
da letra A ou B que indica a cadeia o ou f3, e também de um niimero, quando existe mais de
um gene ou pseudogene A ou B, como HLA-DRA e HLA-DRBI1.

As moléculas HLA de classe II possuem distribuigdo restrita a algumas células,
principalmente células apresentadoras de antigenos. A fung3o dessas moléculas € apresentar

fragmentos peptidicos antigénicos aos linfocitos T auxiliares.

e Classe 111

A regido de classe III ¢ a menos conhecida dentre as trés regides do MHC humano.
Possui ao menos 39 genes, dos quais aproximadamente 25 ainda sdo de fungio desconhecida
(CAMPBELL e TROWSDALE, 1993; BODMER et al.; 1995).

Nesta regido estdo incluidos genes de proteinas que fazem parte do sistema

complemento, e genes que codificam para o Fator de Necrose Tumoral (TNF) o e .
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1.2. O gene HLA-DRA

A cadeia o das moléculas HLA-DR ¢ codificada pelo gene HLA-DRA, que até o
presente momento possui apenas dois alelos conhecidos, DRA*0101 e DRA*0102 (BODMER
etal., 1995).

De acordo com as freqiiéncias dos alelos nas populagdes, estes podem ser classificados
em 3 categorias: idiomorfos, com freqiiéncia inferior a 1%; polimorfos, com freqiiéncia entre
1% e 99%,; e monomorfos, que possuem frequéncia superior a 99%. Portanto, um gene
polimorfico tem pelo menos um alelo polimorfo, em uma dada populagdo, e um gene
monomorfico ndo apresenta alelos polimorfos. Alelos idiomorfos ocorrem nos dois sistemas
(cf. SALZANO e¢ CALLEGARI-JACQUES, 1988). No entanto, as freqiiéncias dos alelos
diferem de uma populagéo a outra.

Como ha grande interesse no estudo de genes polimoérficos, ndo foram encontrados na
literatura registros de estudos populacionais para o gene HLA-DRA, cujo alelo DRA*0101 ¢
considerado monomorfico. Esta consideragdo foi adotada, quase como uma ‘“crenga”,
provavelmente pelo fato deste gene possuir apenas dois alelos e também pela ja citada auséncia

de estudos populacionais para o mesmo.

1.3. Os indigenas Kaingang e Guarani

As populagdes Kaingang e Guarani s3o os dois principais grupos indigenas do sul do
Brasil. Essas populagdes constituem comunidades de identidade étnica e de caracteristicas
bastante individuais, sendo que os Kaingang pertencem a familia lingiiistica G€ e os Guarani, a
familia lingiistica Tupi-Guarani. Além disso, ambas as tribos tendem a permanecer
predominantemente endogamicas (PETZL-ERLER et al., 1993).

As tribos Kaingang e Guarani sdo objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa desde
1988, e resultados para uma série de Joci do MHC, e outros, ja foram publicados ou
submetidos para publicagdo (GUERRA et al., 1992; BELICH et al., 1992; PETZL-ERLER et
al., 1993; MESSIAS et al., 1993; PANDO et al., 1994, PETZL-ERLER e McDEVITT, 1994,



SALZANO et al., 1997, WEG-REMERS et al., 1997, PETZL-ERLER et al., 1997 e
PARHAM et al., 1997).

Por tratar-se de populagdes isoladas, os Kaingang e os Guarani apresentam um limitado
polimorfismo do MHC quando comparado aos grandes grupos étnicos, como caucasoides
(PETZL-ERLER ef al., 1993). Porém, o estudo populacional comparativo do sistema HLA
contribui na elucidagdo das relagdes historicas entre grupos populacionais; e o estudo de
populagdes indigenas € extremamente informativo, por apresentarem caracteristicas inicas em
sua historia e cultura.

Estudos moleculares permitiram a descoberta de novos alelos entre os Kaingang e os
Guarani (BELICH ef al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993; PETZL-ERLER e McDEVITT,
1994), e, como esses alelos ou s@o exclusivos destas populagdes ou s@o compartilhados apenas
com outras popula¢des indigenas sul-americanas, possivelmente ndo estavam presentes nos
grupos fundadores, mas surgiram nestas populagdes e foram mantidos devido aos novos
fatores ecologicos encontrados por estes grupos durante sua migracdo pelo continente
americano (BELICH et al., 1992).



2. OBJETIVOS

Este trabalho possui os seguintes objetivos:

-identificar os alelos HLA-DRA existentes nas populagdes indigenas Kaingang e

Guarani, bem como em uma amostra de populagdo paranaense mista;

-calcular as freqiiéncias alélicas nas populagdes estudadas;

-comparar a distribuicdo dos alelos entre as populagdes estudadas e com a de outras

populagdes de todo o mundo;

-comparar diferentes metodologias para tipagem dos alelos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populagées Estudadas

3.1.1. Populacdes indigenas

Os Kaingang e os Guarani sdo os principais grupos indigenas do sul do Brasil e formam
comunidades que sdo culturalmente distintas e que tendem a permanecer endogamicas
(PETZL-ERLER et al., 1993).

No Estado do Parana, destacam-se na preservagdo dos costumes indigenas duas areas
de reserva, que sdo as areas do Rio das Cobras e do Ivai. Destas reservas ¢ que foram obtidas
as amostras indigenas para o presente estudo.

Foram analisadas 91 amostras de Guarani e 109 de Kaingang da reserva do Rio das
Cobras, e 129 amostras de Kaingang da reserva de Ivai, identificadas respectivamente como
GRC, KRC e KIV.

O material biologico a ser estudado, o DNA, foi obtido a partir do sangue coletado
destes individuos, pela equipe do Laboratoério de Imunogenética da UFPR, em 1988, quando
foram coletadas também informagdes sobre as tribos. A extragdo e purificagio do DNA
genomico foi feita no Laboratorio de Genética Molecular Humana durante os anos de 1988 e

1989.

3.1.2. Populacdo paranaense mista

O Laboratorio de Genética Molecular Humana da Universidade Federal do Parana
possui um painel composto atualmente por 139 amostras de DNA de populagdo paranaense
ndo indigena, constituida por grupos étnicos variados (58,27% de caucasoides, 0,72% de
negroides, 9,35% de orientais, 17,99% de mestigos e 13,67% de etnia n3o identificada). Sdo

voluntarios que se dispdem a doar amostras de sangue periodicamente.



As amostras que compdem este painel € que representaram a populagdo paranaense

mista no presente trabalho.

3.2. Metodologia

3.2.1. Obtencao do material genético

As amostras de DNA genémico foram extraidas de leucocitos de sangue periférico e
purificadas através da técnica do fenol/cloroformio ( MANIATIS ef al., 1982). As solugdes
concentradas obtidas s@o armazenadas a -70°C, e, destas solugbes sdo preparadas outras
diluidas (20 pg DNA / ml), para uso, que sdo mantidas a aproximadamente 4°C durante o
periodo em que estdo sendo realizadas amplificagdes e a -20°C nos intervalos de tempo em que

ndo estdo sendo utilizadas.

3.2.2. Reacfio em cadeia da DNA polimerase

O processo de amplificagdo do gene de interesse € feito através da PCR (polymerase
chain reaction), e a posterior analise ¢ feita pelas técnicas PCR-SSO (sequence specific
oligonucleotide) e PCR-SSCA (single strand conformation analisys). A PCR ¢ basicamente a
realizagdo de varios ciclos com 3 etapas cada um. Estas etapas ocorrem por diferenga de
temperatura. Na primeira etapa, a temperatura é elevada a 94°C e o DNA ¢ desnaturado. Na
segunda, a temperatura baixa para 55°C e os oligonucleotideos iniciadores, um sense € um
anti-sense, também chamados primers, ligam-se aos locais especificos da fita de DNA onde as
sequéncias de nucleotideos sdo complementares a eles. Na terceira etapa, a 72°C, tem-se o
elongamento da regido da fita a qual os primers ligaram-se. Ao final de varios ciclos tem-se
milhdes de copias da seqiiéncia especifica do DNA (uma representagdo deste processo pode
ser observada na Figura 2).

A mistura de reag@o para amplificagdo contém 0,25 png de DNA gendmico, 9 pmoles de

cada um dos primers (Tab. 1), 1X de Tampdo ( 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM KCI; 0,1
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mg/ml de gelatina, 0,02% NP-40), 0,2 mM de dNTP, 2 mM de MgCl, e 0,75 U de Taq
polimerase, em um volume final de 30 pl, que foi completado com agua Mili-Q.

As amostras foram submetidas a 30 ciclos de PCR, cada qual consistindo de 1 min a
94°C para desnaturag@o, 1 min a 55°C para anelamento dos primers e 1 min a 72°C para o
elongamento da cadeia. Antes do inicio da ciclagem, foi feito um passo extra de 4 min a 94°C
para total desnaturag@o das fitas molde e no final da ciclagem, as amostras foram mantidas a
72°C por um periodo adicional de 10 min para garantir o elongamento das copias.

ApoOs a amplificacdo, para verificar a qualidade da PCR, 5 ul do produto sdo
misturados com 2 pl de solugdo corante (37,5% de sucrose; 0,1% de azul de bromofenol;
0,5% de SDS; 50 mM de EDTA; e 50 mM de Tris-HCI pH 7,6). A mistura ¢ submetida a
eletroforese, em gel de agarose 1%. A solugdo corante ¢ utilizada para acompanhar a corrida,
de aproximadamente 1 h, do material no gel, que entdo ¢ corado por 30 min em solugdo de
brometo de etideo para que possa ser feita a visualizagdo em transiluminador, através de luz

ultra-violeta.



11

/A I/

2 AL AR AR
LA A N
e
5! /_\ 3
3 .
GAGTCAAGTCGA
W
Il [ Hili
MIHHHHII“IHHHHH[HHU!!HHHM

1 - Seqiiéncia Alvo

\h:w:m\:\‘HHHKHII:MHHHIM

Inicio do Primeiro Ciclo
e UGG 2 - Desnaturago da dqpla-ﬁta (94°C)
| | 3 - Anelamento dos primers
5 (oligonucleotideos iniciadores) (55°C)
LRI LA A 4 - Extensio da fita e duplicacﬁo do
fragmento desejado (72°C)

Inicio do Segundo Ciclo
5 - Desnaturagdo da nova fita formada
6 - Anelamento de novos primers...

T A A partir dai continua-se a seqiiéncia de
passos até aproximadamente 30 ciclos. 30 é
o namero necessario de ciclos para, a partir
de um tunico molde inicial, obter, no final
do processo, mais de 250.000.000 copias.

6 " """ I LCELCLECA OO R

Figura 2. Representagdo esquematica da reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR).
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacio e identificacio dos alelos de HLA-DRA.

Sequiéncia Alelo que
identifica

| DRA 1971 W | 5-TGTGTGCCTTGGGCCTGA-3> | DRA*0102
Oligonucleotideo- | DRA 1972 W | 5-TGTGTGCCCTGGGCCTGA-3> | DRA*0101

sonda DRA2171W | 5-TCAAGGGATTGCGCAAAA-3> | DRA*0102
DRA2172W | 5-TCAAGGGAGTGCGCAAAA-3* | DRA*0101

Oligonucleotideo | DRACYampA |5-CCAGAGTTTGATGCTCCAAG-3’ -
iniciador CYDRAampB | 5-ACCTAACTCACCTCCATGTG-3' -

FONTE: manual técnico do 12° WORKSHOP INTERNACIONAL DE
HISTOCOMPATIBILIDADE (1994)
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3.2.3. A técnica PCR-SSO

Através desta técnica, apos a amplificagdo, com o produto de PCR que se obtém sdo
feitas hibridagdes e revelagdes para tipagem dos alelos. A realizagdo destes processos ¢ feita
baseada no manual técnico do 12° WORKSHOP INTERNACIONAL DE
HISTOCOMPATIBILIDADE (1994).

3.2.3.1. Hibridagdo e revela¢do

Os produtos de PCR (1 a 2 pl de cada amostra) sdo aplicados em membranas de nylon,
na forma de “spot-blots”. Para que ocorra a desnaturagdo do DNA, as membranas sio lavadas
em solugdo de NaOH 0,4 N por 5 min e depois ficam 10 min em SSPE 3X. A fixagdo do
material € feita através do calor, deixando as membranas a 80°C por 1 h. Apos a fixagdo, as
membranas s3o colocadas em tubos proprios para hibridagao.

Os processos de hibridagdo e revelagdo ocorrem em um forno de hibridagdo, onde os
tubos com as membranas ficam girando e a temperatura € regulada de acordo com o processo.

Aos tubos, acrescenta-se SSPE 4X para hidratagdo das membranas, que ficam no forno
por 15 min, a uma temperatura de 50°C, que permanecera constante até o final do processo de
hibridagdo. Esta solugdo ¢€ retirada e coloca-se solugdo de TMAC, durante 30 min, para fazer
uma pré-hibridagdo. Depois, as membranas entram em contato, por 1 h no minimo, com
solugdo de oligonucleotideo-sonda biotinilado, que ira hibridar com o0 DNA da membrana.

Apos a hibridagdo, sdo feitas lavagens de alta e baixa estringéncia para retirar o
excesso de sonda. Para a lavagem de baixa estringéncia, a temperatura ¢ abaixada para 37°C e
acrescenta-se aos tubos a solugdo A, por duas vezes de 10 min, para que a mesma retire as
sondas que ndo hibridaram com o DNA. Na alta estringéncia, a temperatura € elevada para
59°C e acrescenta-se solugdo de TMAC por 20 min. Nessas condi¢des, sdo retiradas as sondas
que podem ter se ligado inespecificadamente a seqiiéncias ndo totalmente complementares, que
diferem em uma ou mais bases da sequéncia alvo, devendo restar apenas sondas acopladas a
amostras com seqiéncia perfeitamente complementar a sonda.

Segue-se a revelagdo, que permite identificar quais as amostras reagiram com a sonda.

Para isso, a uma temperatura de 37°C, a membrana ¢ preparada em SSPE 3X + SDS 0,5% por
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10 min para receber uma solu¢do com o conjugado HRP-SA (horseradish peroxidase -
streptavidin conjugate). Esta solugdo permanece por 30 min em contato com a membrana e
liga-se a sonda biotinilada, pois a estreptoavidina (SA) tem alta afinidade pela biotina. A
enzima HRP catalisa uma reagéo cujo substrato € o TMB (3, 3°, 5, 5’-tetrametil benzidina).

Para retirar o excesso de HRP-SA sdo feitas duas lavagens, de 10 min cada, com SSPE
1X + SDS 0,1%, e para deixar a membrana em pH adequado para a agdo da HRP sobre o
substrato TMB, ¢ feita uma lavagem de 5 min com tampdo citrato. S6 entdo € acrescida a
solugdo de TMB e o resultado da reagdo com a HRP ¢ uma coloragdo azulada nas amostras
onde a sonda permaneceu acoplada (Fig. 3).

Para caracterizagdo dos alelos foi utilizado um conjunto de 4 oligonucleotideos-sonda,
2 para identificar o alelo DRA*0101 e 2 para identificar o alelo DRA*0102 (Fig. 4) (Tab.1).
Os resultados positivos € negativos permitem identificar qual ou quais alelos cada amostra

possui.
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3.2.3.1.1. Solugdes de hibridacdo, lavagens e revelacdo

Solugdes estoque:

oSSPE 20X

2,0 M de NaCl

0,2 M de NaH,PO,H,0
20 mM de EDTA (4cido etilenodiaminetetracético dissodico)
- ajustar o pH em 7,4 com solu¢gdo de NaOH 10 N

*SDS 10% (sulfato dodecil de sodio)
oTris-HCI pH 8,0
1M de Tris (hidroximetilaminometano)

- ajustar o pH em 8,0 com HCI concentrado

Solugdes de uso:

oSSPE 4X

eSolucio de TMAC
50 mM de Tris-HCI pH 8,0
3 M de TMAC (cloreto de tetrametilamonio)
2 mM de EDTA
0,1% de SDS

eSolucdo com a sonda

2 pmoles de sonda por ml de solugdo de TMAC
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eSolucido A
SSPE 2X
0,1% de SDS

eSSPE 3X - SDS 0,5%

eSolugdo com HRP-SA
0,5 ng de HRP-SA por ml de SSPE 3X - SDS 0,5%

eSSPE 1X - SDS 0,1%

eTampdo citrato

0,1 M de C¢HsNa3z0,2H,0

eSolugdo de TMB
0,133 mg de TMB por ml de tamp3@o citrato
1% de H20

3.2.5. A téenica PCR-SSCA

Através desta técnica, a tipagem dos alelos € feita de acordo com as diferentes bandas
formadas pelas fitas simples de DNA num gel de poliacrilamida. Considerando-se que o
material aplicado esta desnaturado e que cada fita simples possui uma determinada
conformag@o, diferente para cada alelo, através das bandas resultantes pode-se determinar o
gendtipo. Amostras controles, ja tipadas para HLA-DRA, que compdem o painel do
workshop, foram utilizadas para estabelecer os padrdes correspondentes aos genotipos. Os

procedimentos realizados foram modificados a partir dos descritos por ORITA et al. (1989).
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3.2.5.1. Preparo e revelagdo do gel de poliacrilamida

O produto de PCR ¢ misturado com uma solugdo corante (95% de formamida; 0,25%
de azul de bromofenol; 0,25% de xileno cianol; 10 mM de EDTA 0,4 M; ¢ 10 mM de NaOH
3 M) e entdo € desnaturado pelo calor (96°C) e imediatamente resfriado (posto em contato
com gelo) para evitar o anelamento das fitas. Logo em seguida, é aplicado em um gel de
poliacrilamida 7,5%. As amostras sio agora submetidas a eletroforese, por 19 h a 21 h, numa
temperatura de 4°C. BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS | UFPR

Apbés a corrida do material, o gel entra em contato com solugdo de HNO; 1% para
retirar o excesso de corante, por 3 min. A solucgio € retirada, lava-se rapidamente o gel com
agua destilada e acrescenta-se solugdo de AgNOs, por 20 min. O nitrato de prata tem afinidade
pelo DNA e fica impregnado no mesmo.

Apos a retirada da ultima solugdo, lava-se novamente o gel com agua destilada e para
que ocorra a revelagdo utiliza-se 170 ml de solugdo de Na,CO; acrescida de 92 pl de
formaldeido. Um ter¢o desta solugdo € colocada sobre o gel e permanece por
aproximadamente 30 s, até que fique escura, e entdo € retirada. Acrescenta-se o restante da
solugdo que ficard em contato com o gel até que sejam visualizadas as bandas. Para a
interrupgdo do processo, a solugdo reveladora € retirada, lava-se o gel com agua destilada e
acrescenta-se acido acético 10%, por 10 min. Através da observagdo das bandas obtidas e do

padrdo que as mesmas apresentam, pode-se inferir os genotipos para cada amostra aplicada.

3.2.5.1.1. Solugdes para o preparo, impregnacéao e revelagdo do gel de
poliacrilamida

Soluces estoque:

eSolu¢do de acrilamida 50:1
49 partes de acrilamida para 1 parte de N, N’-metilenobisacrilamida
5% de glicerol



eSolucdo reveladora

14,8 g de Na,CO; por 500 ml de solugio

Solugdes de uso:

*Gel de poliacrilamida 7,5%
360 ul de APS 10%
36 ul de TEMED
10 mi de TBE 5X
7,5 ml de solugdo de acrilamida 50:1
- volume final: 50 ml de solugdo

e APS 10% (persulfato de amdnio)

oTEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilenodiamina)

¢TBE 5X
54 g de Tris Base
27,5 g de acido borico
20 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0

- volume final: 1000 ml de solucdo

QI']NO3 1%

eSolugdo de AgNO;
2,02 g de AgNO; por 1000 ml de solugao

eSolugdo reveladora
170 ml da solugdo reveladora estoque

92 ul de formaldeido

20
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3.3. Andlise estafistica

Através do numero total de individuos tipados e do namero de individuos encontrado
para cada classe genotipica, e considerando-se a codominéncia para os alelos HLA-DRA, por
contagem direta puderam ser calculadas as freqii€ncias alélicas.

De posse das freqii€ncias alélicas, foram calculadas as freqiiéncias genotipicas
esperadas. Estas, foram comparadas as freqii€ncias genotipicas observadas, para verificagdo do
Equilibrio de Hardy e Weinberg, através da formula (p + q)*, e do teste do qui-quadrado.

Como as amostras de Kaingang sdo provenientes de duas areas de reserva distintas,
primeiramente foi feito um teste de homogeneidade, através do teste do qui-quadrado, para
verificar se os dados de ambas as amostras poderiam ser tratados como se fossem uma amostra

unica.
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4. RESULTADOS

Foi analisada uma amostra de 468 individuos, composta por 109 KRC, 129 KIV, 91
GRC e 139 individuos que fazem parte da populagdo paranaense mista ndo indigena. Todos
foram tipados pela técnica PCR-SSCA, e, 56 amostras de KRC, 56 de KIV, 56 de GRC e 98

da populag@o mista foram tipadas também pela técnica PCR-SSO.

4.1. Resulitados obtidos pela técnica PCR-SSO

Para a tipagem das amostras foi utilizado um conjunto de 4 oligonucleotideos-sonda, 2
para identificar o alelo DRA*0101 e 2 para o alelo DRA*0102 . Foram tipadas 98 amostras da
populagdo paranaense mista, 56 de KRC, 56 de KIV e 56 de GRC.

Duas sondas, DRA 1971W e DRA 1972W, demonstraram ser ineficientes e nio
puderam ser consideradas para a realizagdo da tipagem, que entdo foi feita considerando-se
apenas os resultados das sondas DRA 2171W e DRA 2172W (Fig. 5).

As freqiiéncias encontradas para os alelos nas populagdes estudadas podem ser
visualizadas na Tabela 2.

As amostras de populagdo Kaingang de Ivai e de Rio das Cobras, quando comparadas
através de um teste de homogeneidade, ndo diferiram significativamente, portanto, mesmo
pertencendo a areas de reserva diferentes, puderam ser consideradas como uma amostra unica.

Todas as amostras populacionais encontram-se em equilibrio de Hardy e Weinberg.



Tabela 2. Fregiiéncia dos alelos de HLA-DRA encontrada pela técnica PCR-SSO.

Amostra Alelos
populacional DRA*0101 DRA*0102
Paranaense mista (n=196) 0,5990 0,4010
KRC (n=112) 0,4000 0,6000
KIV (n=112) 0,4732 0,5268
GRC (n=112) 0,6132 0,3868
Legenda:

KRC - amostra de populagdo Kaingang da reserva de Rio das Cobras
KIV - amostra de populagido Kaingang da reserva de Ivai
GRC - amostra de populagdo Guarani da reserva de Rio das Cobras

n - numero de alelos em cada amostra populacional
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Figura 5. Resultados de revelagdes de HLA-DRA (PCR-SSO) fotocopiados.



4.2. Resultados obtidos pela técnica PCR-SSCA

Todos os 468 individuos que compdem a amostra foram tipados por esta técnica. Um
exemplo de visualizagdo dos resultados pode ser observado na Figura 6 e as freqiiéncias
alélicas obtidas constam na Tabela 3.

Houveram algumas discordancias entre os resultados provenientes das técnicas PCR-
SSCA e PCR-SSO, que podem ser verificadas na Tabela 4. Duas amostras, o correspondente a
0,75% do total tipado por PCR-SSO, nido puderam ser tipadas por esta técnica; 4 amostras
(1,50%) tiveram resultado duvidoso e 10 amostras (3,76%) apresentaram genotipo diferente
do obtido pela técnica PCR-SSCA. Estas discordancias podem ser resultado de contaminagdo
durante manipulagio e/ou pelo fato das tipagens por PCR-SSO terem sido realizadas com base
em apenas duas sondas.

Apesar das diferengas encontradas, as frequéncias alélicas obtidas através das duas
técnicas nao diferem significativamente (0,70 <P < 0,80).

Novamente verificou-se o equilibrio de Hardy e Weinberg em todas as amostras
populacionais e as duas amostras de Kaingang puderam ser consideradas como uma amostra

unica, pois ndo diferiram significativamente em um teste de homogeneidade.
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Padrao 1: genotipo 0102/0102
Padrao 2: genotipo 0101/0102
Padrdo 3: genotipo 0101/0101

Figura 6. Resultado de revelagdo de HLA-DRA (PCR-SSCA) digitalizado por “scanner”.



Tabela 3. Fregiiéncia dos alelos de HL.A-DRA encontrados pela técnica PCR-SSCA.

Amostra Alelos
populacional DRA*0101 DRA*0102
Paranaense mista (n=278) 0,6043 0,3957
KRC (n=218) 0,4266 0,5734
K1V (n=258) 0,4845 0,5155
GRC (n=182) 0,6923 0,3077
Legenda:

KRC - amostra de populagido Kaingang da reserva de Rio das Cobras
KIV - amostra de populagido Kaingang da reserva de Ivai
GRC - amostra de populagdo Guarani da reserva de Rio das Cobras

n - numero de alelos em cada amostra populacional
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Tabela 4. Comparagio entre os resultados que diferiram entre as tipagens por PCR-SSCA e PCR-SSO.

Individuo Tipagem por PCR-SSCA  Tipagem por PCR-SSO

26 JML 0101/0102 ndo identificou

28 LAF 0101/0102 0102/0102

43 MLP 0101/0101 0101/0101 ou 0101/0102
KCR 018 0101/0102 0102/0102
KRC 026 0101/0102 0101/0101 ou 0101/0102
KRC 044 0101/0102 0102/0102

KIV 027 0101/0102 0102/0102

KIV 034 0101/0102 0101/0101

KIV 038 0101/0101 0101/0102

GRC 135 0102/0102 0102/0102 ou 0101/0102
GRC 153 0101/0101 ndo identificou
GRC 157 0101/0102 0101/0101

GRC 158 0101/0102 0102/0102

GRC 163 0101/0102 0102/0102

GRC 167 0101/0102 0102/0102

GRC 191 0101/0101 0101/0101 ou 0101/0102
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5. DISCUSSAO

5.1. O gene HLA-DRA

Os resultados demonstraram, nas populagdes estudadas, que mesmo ndo sendo alto o
grau de polimorfismo para o gene HLA-DRA que apresentou apenas dois alelos, 0 mesmo nio
¢ monomorfico como se pensava até entdo.

Como as freqii€ncias dos alelos variaram entre as populagdes estudadas e como a
populagdo paranaense mista também apresentou alta freqiiéncia para o alelo DRA*0102
(0,3957), acredita-se que haja variabilidade na freqiiéncia desses alelos em outras populagbes
do mundo e que ao menos em grande parte dessas populagdes, o gene HLA-DRA também nio
seja monomorfico.

Até o momento, ndo ha registro de outros trabalhos populacionais para esse gene, o
que por um lado, releva a importincia deste trabalho, mas por outro, envolve a perda da
possibilidade de comparagio com outros dados.

Os desvios encontrados entre as freqii€ncias dos alelos para as populagdes Kaingang e
Guarani sdo altamente significativos (Zx* = 11,2340), denotando a diferenca entre as duas
tribos como ja descrito também para outros genes como HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-
DRB (BELICH et al., 1992; PETZL-ERLER et al., 1993; PETZL-ERLER e McDEVITT,
1994; PETZL-ERLER et al., 1997). Os desvios também sio significativos a0 comparar a
populagio mista com Kaingang (Zy> = 4,2979), mas ndo sio significativos ao se comparar a
primeira com Guarani (0,20 <P < 0,50).

Todas as amostras populacionais estudadas estdo em equilibrio de Hardy e Weinberg, o
que sugere que as freqiiencias genotipicas encontradas estdo estaveis nas populagdes, ndo
havendo agio detectavel de fatores evolucionarios como selegdo natural ou migragdo, por

exemplo.
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5.2. A técnica PCR-SSO

Esta técnica apresenta como vantagem em relagdo a PCR-SSCA, a possibilidade de
tipar um grande nimero de individuos de uma vez.. Porém, para tipagem de HLA-DRA, a
PCR-SSO apresentou problemas e a PCR-SSCA mostrou-se mais eficaz.

O principal problema foi a impossibilidade de interpretagdo dos resultados de duas
sondas, sendo a tipagem realizada com base no resultado apenas das outras duas sondas. Uma
hipotese para a ndo atuagdo das sondas ¢ que elas ndo tenham sido corretamente sintetizadas
pela firma fornecedora.

Como a tipagem foi feita apenas com os resultados de duas sondas, ja se esperavam os
resultados duvidosos listados na Tabela 4, em decorréncia dos falsos positivos e falsos
negativos que ocorrem nas membranas. Provavelmente, se as outras sondas tivessem bons
resultados, as amostras que ficaram com genotipo duvidoso teriam sido definidas.

Além das amostras que tiveram resultado duvidoso (1,50% do total de amostras
tipadas por PCR-SSO) também ocorreram amostras que ndo hibridaram com nenhuma das
sondas e ndo puderam ser tipadas (0,75%), e amostras que apresentaram genétipo diferente do
resultante por PCR-SSCA (3,76%). Como foram poucas as amostras que apresentaram esses
resultados, os mesmos podem ser atribuidos a contaminagdo do material durante a
manipulagdo e/ou falta do resultado para interpretacdo das sondas DRA 1971W e DRA
1972W.

5.3. A técnica PCR-SSCA

Como ja mencionado, uma desvantagem desta técnica é o numero reduzido de
individuos que podem ser tipados em cada gel, o que torna a tipagem demorada. Porém, tem-
se o genotipo de cada amostra aplicada ja na revelagdo do gel, ao contrario da PCR-SSO que
apos a revelaglo, faz-se a leitura dos resultados para cada sonda e, depois, comparando os
resultados € que se infere o genotipo.

A PCR-SSCA apresenta ainda outras vantagens. Através desta técnica ndo ha davidas

em relagdo ao genotipo da amostra, devido ao padrdo de bandas. Também pelo motivo de cada
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genotipo apresentar um determinado padrido de bandas, esta técnica permite a identificagdo de
alelos novos.

Outro aspecto é que esta técnica requer menos cuidados e tempo dispendido em
relagdo a PCR-SSO, sendo menos trabalhosa em pequena escala. Contudo, a PCR-SSCA ¢
uma técnica que se adequa muito bem a tipagem de genes com poucos alelos, mas
provavelmente seria inadequada para genes com muitos alelos devido ao grande numero de
padrdes resultantes e que poderiam dificultar a interpretagdo, além de requerer controles muito

bem definidos para cada padrio.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos através do presente trabalho, podem ser inferidas

as seguintes conclusoes:

O gene HLLA-DRA apresenta grau relativamente baixo de polimorfismo, contudo, ndo é
monomorfico nas popula¢des estudadas.

A freqiiéncia dos alelos variou entre as populagGes estudadas, levando-nos a supor que
seja variavel em outras populagdes do mundo e, que ao menos em grande parte delas, o gene
seja polimorfico.

Diferentes metodologias empregadas para a tipagem contribuem para um melhor
conhecimento dos aspectos positivos € negativos de cada uma, levando a buscar um melhor

desempenho e maior garantia dos resultados.
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Resultados das tipagens obtidos por PCR-SSCA e PCR-SSO

APENDICE

Amostras da populagio Tipagem por Tipagem por
paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO
01 AAF 0102/0102 -
02 ACC 0101/0102 -
03 AQU 0101/0102 -
04 CAF 0101/0101 0101/0101
05 CAO 0101/0102 -
06 CFA 0102/0102 -
07 CLK 0101/0102 -
08 CLL 0101/0102 -
09 CPA 0101/0101 -
10 API 0101/0101 0101/0101
11 CRE 0101/0102 -
12 CSA 0101/0102 -
13 EFM 0101/0102 0101/0102
14 EMB 0102/0102 -
15 ESE 0101/0102 -
16 ETN 0101/0102 0101/0102
17 TFE 0101/0102 0101/0102
18 FRF 0102/0102 0102/0102
19 GFF 0102/0102 0102/0102
20 HHT 0101/0101 0101/0101
21 DCC 0102/0102 0102/0102
22 1SB 0101/0101 0101/0101
24 JCM 0101/0102 0101/0102
25 JFF 0101/0102 0101/0102
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Amostras da populagdo Tipagem por Tipagem por

paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO

0101/0102

01/0102
30LCR 0101/0101 0101/0101
31 LCU 0101/0101 0101/0101
32 LIY 0102/0102 0102/0102
33 LPN 0101/0102 0101/0102
34LTR 0101/0102 0101/0102
35 LUR 0101/0102 0101/0102
36 MAS 0101/0102 0101/0102
37 MBL 0101/0102 0101/0102
38 MBO 0101/0102 0101/0102
39 MCD 0101/0102 0101/0102
40 MFR 0101/0102 0101/0102
41 MKO 0102/0102 0102/0102

0101/0101

44 MMB 0101/0101 0101/0101
45 MME 0101/0102 0101/0102
46 MMI 0102/0102 0102/0102
47 MP1 0101/0102 0101/0102
48 MRS 0102/0102 0102/0102
49 MSC 0101/0102 0101/0102
50 MSP 0101/0101 0101/0101
51 PCM 0101/0102 0101/0102
52 PGO 0101/0101 0101/0101
53 REK 0101/0102 0101/0102




Amostras da populagéo Tipagem por Tipagem por

paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO
54 RLP 0101/0102 0101/0102
S5 RLE 0101/0101 0101/0101
56 RMU 0101/0101 0101/0101
57 RPA 0101/0101 0101/0101
58 SCP 0102/0102 0102/0102
59 SLE 0101/0102 0101/0102
60 SMA 0101/0101 0101/0101
61 JRJ 0101/0102 0101/0102
62 MOJ 0102/0102 0102/0102
63 PSS 0101/0101 0101/0101
64 FPO 0101/0102 0101/0102
65 JGA 0101/0101 0101/0101
66 NAM 0101/0102 0101/0102
67 ROP 0101/0101 0101/0101
6711 RRS 0101/0102 0101/0102
68 AJA 0101/0102 0101/0102
6811 NBP 0101/0102 0101/0102
69 OPA 0101/0101 0101/0101
6911 DCS 0101/0102 0101/0102
70 TPA 0101/0101 0101/0101
7011 LAZ 0101/0101 0101/0101
71 MCJ 0101/0102 0101/0102
72 YBA 0101/0101 0101/0101
7211 LSS 0102/0102 0102/0102
73 YBB 0101/0102 0101/0102
7311 KPL 0101/0102 0101/0102
74 KAB 0101/0101 0101/0101
75 NPA 0101/0101 0101/0101
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Amostras da populagdo Tipagem por Tipagem por

paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO
76 AVA 0102/0102 0102/0102
771 MOT 0101/0101 0101/0101
78 SBA 0102/0102 0102/0102
79 CPS 0102/0102 0102/0102
80 JSI 0101/0102 0101/0102
81 SSI 0101/0102 0101/0102
82 SMC 0101/0102 0101/0102
83 IHH 0101/0102 0101/0102
84 LMS 0101/0102 0101/0102
85LLI 0102/0102 0102/0102
86 RCB 0101/0101 0101/0101
87 EOY 0101/0101 0101/0101
88 JMD 0101/0101 0101/0101
89 ROB 0101/0102 0101/0102
90 DAM 0101/0101 0101/0101
91 EPB 0101/0101 0101/0101
92 JSS 0101/0102 0101/0102
93 GFS 0101/0102 0101/0102
95 NTR 0101/0102 0101/0102
96 ALS 0101/0102 0101/0102
97 CRB 0102/0102 0102/0102
99 ABB 0101/0101 0101/0101
100 VSR 0101/0101 0101/0101
101 VKC 0101/0101 0101/0101
102 MIA 0101/0102 0101/0102
103 GLD 0101/0101 0101/0101
104 PAD 0101/0102 0101/0102
105 LFE 0101/0101 0101/0101




Amostras da populagio Tipagem por Tipagem por
paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO
106 MSI 0101/0102 0101/0102
107 ANS 0101/0101 0101/0101
108 JRO 0101/0102 -
109 MLC 0101/0102 -
110 NNO 0101/0102 -
111 CMP 0101/0101 -
112 SAS 0101/0102 -
113 RIC 0101/0101 -
117 ACS 0101/0102 -
118 MRZ 0101/0102 -
119 LEO 0101/0101 -
121 JBG 0101/0102 -
122 VRJ 0101/0101 -
126 MAB 0102/0102 -
127 LKB 0101/0102 -
128 IMR 0101/0101 -
131 JGR 0101/0101 -
132 FGJ 0101/0101 -
133 ETO 0102/0102 -
134 EFR 0101/0101 -
137 DAC 0101/0101 -
138 SMF 0101/0102 -
139 LUK 0101/0102 -
140 MFL 0101/0101 -
141 ACS 0101/0101 -
142 MBE 0101/0101 -
143 EKH 0101/0101 -
144 VLC 0102/0102 -




Amostras da populagdo Tipagem por Tipagem por
paranaense mista PCR-SSCA PCR-SSO
145 SFS 0101/0101 -
146 STU 0101/0102 -
147 FMO 0102/0102 -
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Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

KRC PCR-SSCA PCR-SSO
KRC 001 0101/0102 0101/0102
KRC 002 0102/0102 0102/0102
KRC 003 0101/0101 0101/0101
KRC 004 0101/0102 0101/0102

KRC 006A 0102/0102 0102/0102
KRC 006B 0102/0102 0102/0102
KRC 007 0101/0102 0101/0102
KRC 008 0101/0102 0101/0102
KRC 009 0102/0102 0102/0102
KRC 010 0102/0102 0102/0102
KRC 011 0102/0102 0102/0102
KRC 012 0102/0102 0102/0102
KRC 013 0101/0102 0101/0102
KRC 014 0101/0102 0101/0102
KRC 015 0101/0102 0101/0102
KRC 016 0101/0102 0101/0102
KRC 017 0102/0102 0102/0102
KRC 019 0101/0101 0101/0101
KRC 020 0102/0102 0102/0102
KRC 021 0101/0101 0101/0101
KRC 022 0101/0101 0101/0101
KRC 023 0101/0102 0101/0102
KRC 024 0101/0102 0101/0102
KRC 025 0101/0102 0101/0102

KRC 028

0101/0102

01

KRC 029

0101/0102

0101/0102




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

KRC PCR-SSCA PCR-SSO
KRC 030 0102/0102 0102/0102
KRC 031 0101/0101 0101/0101
KRC 032 0102/0102 0102/0102
KRC 033 0102/0102 0102/0102
KRC 034 0101/0102 0101/0102
KRC Q35 0101/0101 0101/0101
KRC 036 0101/0102 0101/0102
KRC 038 0101/0102 0101/0102
KRC 039 0102/0102 0102/0102
KRC 040 0101/0101 0101/0101
KRC 041 0101/0102 0101/0102
KRC 042 0101/0101 0101/0101
KRC 043 0101/0101 0101/0101

KRC 045 0101/0102 0101/0102
KRC 046 0101/0102 0101/0102
KRC 047 0102/0102 0102/0102
KRC 049 0102/0102 0102/0102
KRC 049cr 0102/0102 0102/0102
KRC 050 0101/0102 0101/0102
KRC 051 0101/0102 0101/0102
KRC 052 0101/0102 0101/0102
KRC 053 0101/0102 0101/0102
KRC 054 0101/0102 0101/0102
KRC 055 0102/0102 0101/0102
KRC 057A 0101/0102 0101/0102
KRC 057B 0101/0102 0101/0102
KRC 058 0102/0102 0102/0102




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
KRC PCR-SSCA PCR-SSO
KRC 059 0101/0102 -
KRC 060 0101/0102 -
KRC 061 0102/0102 -
KRC 062 0102/0102 -
KRC 063 0101/0101 -
KRC 064 0102/0102 -
KRC 065 0101/0102 -
KRC 066 0101/0102 -
KRC 067 0102/0102 -
KRC 068 0102/0102 -
KRC 069 0102/0102 -
KRC 070 0101/0101 -
KRC 071 0101/0102 -
KRC 072 0101/0102 -
KRC 073 0102/0102 -
KRC 074 0101/0101 -
KRC 075 0101/0101 -
KRC 076 0101/0102 -
KRC 077 0102/0102 -
KRC 078 0101/0102 -
KRC 079 0101/0101 -
KRC 080 0101/0102 -
KRC 081 0102/0102 -
KRC 082 0101/0102 -
KRC 083 0101/0102 -
KRC 084 0101/0102 -
KRC 085 0101/0102 -
KRC 086 0101/0102 -




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
KRC PCR-SSCA PCR-SSO
KRC 087 0101/0101 -
KRC 088 0101/0102 -
KRC 089 0101/0101 -
KRC 090 0101/0102 -
KRC 092 0102/0102 -
KRC 093 0101/0102 -
KRC 094 0101/0101 -
KRC 095 0101/0102 -
KRC 096 0102/0102 -
KRC 097 0101/0101 -
KRC 098 0101/0102 -
KRC 099 0102/0102 -
KRC 100 0102/0102 -
KRC 101 0102/0102 -
KRC 102 0102/0102 -
KRC 103 0101/0102 -
KRC 104 0101/0102 -
KRC 105 0102/0102 -
KRC 106 0102/0102 -
KRC 107 0102/0102 -
KRC 108 0101/0102 -
KRC 109 0101/0101 -
KRC 111 0101/0102 -
KRC 112 0101/0102 -
KRC 113 0101/0101 -
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Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
K1V PCR-SSCA PCR-SSO
KIV 001 0101/0101 0101/0101
K1V 002 0101/0101 0101/0101
KIV 003 0101/0101 0101/0101
KIV 004 0101/0102 0101/0102
KIV 005 0101/0101 0101/0101
~KIV 006 0102/0102 0102/0102
KIV 007 0101/0102 0101/0102
KIV 008 0102/0102 0102/0102
KIV 009 0102/0102 0102/0102
KIV 010 0102/0102 0102/0102
KIv 011 0101/0102 0101/0102
KIV 012 0101/0102 0101/0102
KIV 013 0102/0102 0102/0102
KIV 014 0101/0102 0101/0102
KIV 015 0101/0102 0101/0102
KIV 016 0101/0102 0101/0102
KIV 017 0101/0102 0101/0102
KIV 018 0101/0102 0101/0102
KIV 019 0101/0102 -
KIV 020 0101/0101 0101/0101
KIV 021 0101/0102 0101/0102
KIV 022 0101/0102 0101/0102
K1V 023 0101/0102 0101/0102
K1V 024 0101/0102 0101/0102
KIV 025 0102/0102 0102/0102
KIV 026 0102/0102 0102/0102
1/0




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

KIV PCR-SSCA PCR-SSO
KIV 029 0102/0102 0102/0102
KIV 030 0102/0102 0102/0102
KIV 031 0101/0101 0101/0101
KIC 032 0101/0101 0101/0101
KIV 033 0101/0102 0101/0102

0101/0102 0101/0102
KIV 036 0102/0102 0102/0102
KIV 037 0101/0101 0101/0101

KIV 039 0102/0102 0102/0102
KIV 040 0101/0102 0101/0102
K1V 041 0101/0102 0101/0102
KIV 042 0102/0102 0102/0102
KIV 043 0101/0101 0101/0101
KIV 044 0101/0101 0101/0101
KIV 045 0102/0102 0102/0102
KIV 046 0101/0102 0101/0102
KIV 047 0102/0102 0102/0102
KIV 048 0102/0102 0102/0102
KIV 049 0101/0102 0101/0102
KIV 050 0102/0102 0102/0102
KIV 051 0101/0102 0101/0102
KIV 052 0101/0102 0101/0102
KIV 053 0101/0102 0101/0102
KIV 054 0101/0101 0101/0101
KIV 055 0101/0102 0101/0102
KIV 056 0101/0101 0101/0101




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
K1V PCR-SSCA PCR-SSO
KIV 057 0101/0101 0101/0101
K1V 058 0101/0102 -
KIV 059 0101/0101 -
KIV 060 0101/0101 -
KIV 061 0101/0102 -
KIV 062 0101/0102 -
KIV 063 0101/0101 -
KIV 064 0101/0102 -
KIV 065 0101/0102 -
KIV 066 0102/0102 -
KIV 067 0101/0101 -
KIV 068 0101/0102 -
KIV 069 0101/0102 -
KIV 070 0101/0101 -
KIV 071 0101/0102 -
KIV 072 0101/0102 -
KIV 073 0101/0102 -
KIV 075 0101/0102 -
KIV 076 0101/0101 -
KIV 077 0101/0101 -
KIV 078 0101/0101 -
KIV 079 0101/0101 -
KIV 080 0101/0102 -
KIV 081 0102/0102 -
K1V 082 0101/0102 -
KIV 083 0101/0102 -
KIV 084 0101/0101 -
KIV 085 0102/0102 -
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Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
KIv PCR-SSCA PCR-SSO
KIV 086 0102/0102 -
K1V 087 0101/0101 -
KIV 088 0101/0102 -
KIV 089 0102/0102 -
KIV 090 0101/0102 -
KIV 091 0102/0102 -
KIV 092 0101/0101 -
KIV 093 0101/0102 -
KIV 094 0102/0102 -
KIV 095 0102/0102 -
KIV 096 0101/0101 -
KIV 097 0102/0102 -
KIV 098 0102/0102 -
KIV 099 0101/0102 -
KIV 100 0102/0102 -
KIV 101 0101/0101 -
KIV 102 0101/0102 -
KIV 103 0101/0102 -
KIV 104 0102/0102 -
KIV 105 0101/0102 -
KIV 106 0102/0102 -
KIV 107 0101/0102 -
KIV 108 0101/0102 -
KIV 109 0101/0102 -
KIV 110 0101/0102 -
KIV 111 0101/0102 -
KIV 112 0101/0102 -
KIV 113 0102/0102 -




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
KIv PCR-SSCA PCR-SSO
KIV 114 0101/0102 -
KIV 115 0101/0102 -
KIV 116 0101/0102 -
KIV 117 0102/0102 -
KIV 118 0102/0102 -
KIV 119 0101/0102 -
KIV 120 0101/0101 -
KIV 121 0101/0101 -
KIV 122 0101/0102 -
KIV 123 0101/0101 -
KIV 124 0101/0102 -
KIV 125 0101/0101 -
KIV 126 0101/0102 -
KIV 128 0102/0102 -
KIV 129 0102/0102 -
KIV 130 0101/0102 -
KIV 131 0102/0102 -




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

GRC PCR-SSCA PCR-SSO
GRC 131 0101/0102 0101/0102
GRC 132 0101/0101 0101/0101
GRC 133 0101/0102 0101/0102
GRC 134 0101/0102 0101/0102
GRC 136 0101/0102 0101/0102
GRC 137 0101/0102 0101/0102
GRC 138 0101/0102 0101/0102
GRC 139 0101/0102 0101/0102
GRC 140 0101/0102 -
GRC 141 0102/0102 0102/0102
GRC 142 0101/0102 0101/0102
GRC 143 0101/0101 0101/0101
GRC 144 0101/0101 0101/0101
GRC 145 0101/0101 0101/0101
GRC 146 0101/0102 0101/0102
GRC 147 0101/0102 0101/0102
GRC 148 0101/0101 0101/0101
GRC 149 0102/0102 0102/0102
GRC 150 0101/0102 0101/0102
GRC 151 0101/0102 0101/0102
GRC 152 0101/0101 0101/0101

GRC 154 0101/0102 0101/0102
GRC 155 0101/0102 0101/0102

GRC 159 0101/0102 0101/0102
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Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

GRC PCR-SSCA PCR-SSO
GRC 160 0101/0101 0101/0101
GRC 161 0101/0101 0101/0101
GRC 162 0101/0102

0101/0102

GRC 164 0101/0102 0101/0102
GRC 165 0101/0101 0101/0101
GRC 166 0101/0102 0101/0102

GRC 168 0101/0101 0101/0101
GRC 169 0101/0101 0101/0101
GRC 170 0101/0102 0101/0102
GRC 171 0101/0101 0101/0101
GRC 172 0102/0102 0102/0102
GRC 173 0101/0102 0101/0102
GRC 174 0101/0101 0101/0101
GRC 177A 0101/0102 0101/0102
GRC 177B 0101/0101 0101/0101
GRC 178 0101/0102 0101/0102
GRC 179 0101/0101 0101/0101
GRC 180 0101/0102 0101/0102
GRC 181 0101/0102 0101/0102
GRC 182 0101/0102 0101/0102
GRC 184 0101/0101 0101/0101
GRC 185 0101/0102 0101/0102
GRC 186 0101/0101 0101/0101
GRC 188 0101/0101 0101/0101
GRC 189 0101/0101 0101/0101
GRC 190 0101/0102 0101/0102




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por

GRC PCR-SSCA PCR-SSO
GRC 192 0102/0102
GRC 193 0101/0101
GRC 194 0101/0101
GRC 195 0101/0102
GRC 196 0101/0101
GRC 198 0101/0101
GRC 199 0101/0101
GRC 200 0101/0102
GRC 201 0101/0101
GRC 202 0101/0101
GRC 203 0101/0101
GRC 204 0101/0101
GRC 205 0101/0101
GRC 206 0101/0101
GRC 207 0102/0102
GRC 208 0101/0102
GRC 209 0101/0102
GRC 210 0101/0101
GRC 211 0101/0101
GRC 212 0101/0101
GRC 213 0101/0102
GRC 214 0101/0102
GRC 215 0101/0101
GRC 216 0101/0102
GRC 217 0101/0102
GRC 218 0101/0102
GRC 219 0101/0101




Amostras de indigenas Tipagem por Tipagem por
GRC PCR-SSCA PCR-SSO
GRC 221 0101/0101 -
GRC 222 0101/0102 -
GRC 225 0101/0102 -
GRC 227 0101/0101 -
GRC 228 0101/0102 -
GRC 229 0101/0101 -
GRC 230 0101/0101 -
GRC 231 0101/0102 -




