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Resumo

Teoricamente, regides gendmicas com grande importancia funcional, como genes e regides
regulatorias, sdo as mais afetadas pela sele¢do natural. O MHC humano (6p23.1) ¢ uma dessas
regides pois contém a maioria dos genes relacionados a regulacdo e acao do sistema imune em
humanos. Neste trabalho foram escolhidos marcadores genéticos localizados no MHC
humano de dois tipos — STRs, que apresentam alta taxa de mutagdo, e insercdes Alu, com
baixa taxa de mutagdo. Foram analisados165 individuos de duas populagdes, uma urbana com
alto grau de miscigenacdo (Brasilia, 105 individuos) e uma comunidade afroderivada
remanescente de quilombo (Kalunga, 60 individuos). Estes foram genotipados em rela¢ao aos
marcadores AIuMICB, AIuTF, AluHJ AluHG e AluHF (no MHC de Classe I), bem como para
os microssatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe (no MHC de Classe III). Os fragmentos
foram amplificados por meio de PCR e genotipados em gel de poliacrilamida a 6% (todos os
Alu), gel de poliacrilamida desnaturante a 12% (TNFc) e eletroforese capilar em sequenciador
automatico ABI3130 (TNFa-e). Os dados obtidos foram analisados em trés grupos: haplotipos
Alu, haplétipos microssatélites e haplotipos contendo todos os 10 marcadores estudados, cujas
inferéncias foram feitas com o algoritmo PHASE. Os marcadores TNFa e TNFd se mostraram
fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg em ambas populagdes estudadas, mesmo apds
Correcdo de Bonferroni. Brasilia e Kalunga apresentaram déficit global de heterozigotos. Em
Kalunga o marcador AIuHG apresentou excesso de heterozigotos mesmo sem estar fora do
EHW, o que pode indicar agdo de mecanismo evolutivo devido a sua proximidade com o gene
HLA-G. Mesmo fora do EHW em Kalunga, o marcador TNFd nao mostrou déficit ou excesso
de heterozigotos, o que também pode indicar atua¢do de mecanismo evolutivo. Os haplotipos
analisados mostraram diferengas de comportamento entre os tipos de marcadores moleculares.
Conforme as andlises feitas com base nos hapldtipos A/u, as populagdes sdo similares e
apresentam pouca diferencia¢do populacional, além de compartilharem os haplétipos mais
frequentes. Para os haplétipos TNF, entretanto, as populagdes se mostram moderadamente
diferentes e compartilham apenas 21 dos 190 haplétipos possiveis. O Teste de Neutralidade de
Ewens-Watterson indicou desvio do esperado em condi¢des de neutralidade para os loci
TNFa, TNFb e TNFd isoladamente, mas ndo indicou desvio da neutralidade para nenhum dos
conjuntos haplotipicos estudados.
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Abstract

Genetic markers are used in population genetics to address different questions, like genetic
counseling or the understanding of evolutionary mechanisms. Especially, genetic markers
located in important genomic regions, such as genes or regulatory sequences, are most
commonly affected by natural selection. The human MHC (6p23.1) is a region of great
importance due to the presence of genes related to action and regulation of the human immune
system, thus, several studies have reported that natural selection might be acting in such
region. In this work, two types of genetic markers were selected in the MHC region, one of
them being Alu insertions, which have low rates of mutation; and the other being STRs, which
have rather high mutation rates. 165 samples from two distinct populations, an urban admixed
population (Brasilia, 105 samples) and an afro-derived rural population (Kalunga, 60
individuals) were studied for the loci AluMICB, AIuTF, AluHJ AIuHG e AluHF (Class I
MHC) and TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe (Class IIl MHC). The fragments were amplified
by PCR and genotyped in 6% polyacrylamide gel (Alu insertions), 12% denaturing
polyacrylamide gel (TNFc) and capillary electrophoresis in an ABI3130 automatic sequencer
(TNFa-e). Data were analyzed in three groups: A/u haplotypes, microsatellite haplotypes and
haplotypes containing all loci here studied. The haplotypes were inferred with the PHASE
algorithm. Both TNFa and TNFd /oci departed from Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) in
both populations, even after Bonferroni's Correction. Brasilia and Kalunga showed global
heterozigote deficit. AluHG showed heterozigote excess even in accordance with HWE,
which may indicate influence of evolutionary mechanisms due to its proximity to HLA-G
gene. Aside being apart of HWE in Kalunga, TNFd /ocus did not show excess or deficit of
heterozigotes. The analyzed haplotypes showed behavioral differences among the two sets of
markers. In the analysis based on the A/u haplotypes, both populations are similar and show
little populational divergence. For the TNF haplotypes, however, both populations showed
moderate differences and share only 21 of the 190 possible haplotypes. The Ewens-Watterson
Neutrality test indicated that the TNFa, TNFb and TNFd /oci do not behave neutrally when
analyzed separately, but did not show departure of neutrality for any of the haplotypes
analyzed.
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Introduciao

A genética de populagdes tem como objetivo avaliar a composi¢do genética de
populagdes naturais dos mais variados organismos visando melhor entender a dindmica dos
mecanismos evolutivos. No caso de populagdes humanas, aborda tanto questdes tedricas
quanto praticas. Desta forma, busca, por exemplo, o melhor entendimento da evolugdo
humana e a reconstrug@o histérica a partir de dados genéticos, assim como contribui para o
aconselhamento genético de pais e outros parentes de pacientes com doengas hereditarias; o
mapeamento genético e a identificacdo de genes que possam predispor ou conferir alguma
susceptibilidade ou resisténcia a doencas; e a identificagdo humana, tanto para fins civis
quanto penais (Hartl & Clark, 2010).

Ao longo da histéria da genética de populagdes, diversas técnicas de acesso a
dados foram desenvolvidas e novas regides do genoma passaram a ser acessadas, levando a
descrigdo de uma enorme gama de marcadores genéticos. A busca por um melhor
conhecimento da variabilidade genética humana, assim como a aplicagdo desse conhecimento
na genética médica e outros setores do conhecimento, permeou o surgimento de projetos
como o International HapMap Project (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/), que visa um melhor
conhecimento da variabilidade para assessorar a genética medica e a industria farmacéutica; o

Human Genome Organisation (HUGO - http://www.hugo-international.org/) € o Genographic

Project (https://genographic.nationalgeographic.com/genographic/index.html), este relacionado a

evolucdo humana e aquele a coordenagdo internacional das iniciativas de pesquisa sobre o

genoma humano.
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Marcadores Genéticos

O termo marcador genético pode se referir a um gene, um sitio de restri¢do ou
qualquer outra sequéncia do DNA que apresente diferentes versdes alélicas para aquele locus
(Edwards et al., 1991). A genética de populagdes utiliza, hoje, marcadores genéticos de
diferentes naturezas e com diferentes taxas de mutagdo. Por exemplo, inser¢des Alu
apresentam taxa de uma insercao a cada vinte nascimentos (Cordeaux et al., 2006), enquanto
STRs exibem taxas de mutagdo tdo altas quanto 1,2x10~ mutagdes por locus por gameta por
geracdo (Weber & Long, 1993). Dependendo do padriao de heranga, do numero e frequéncia
de alelos, diferentes marcadores podem mostrar diferengas drésticas sobre a quantidade de
informacgdo que pode ser explorada sobre a relacdo de individuos, populagdes e filogenia

(Wang, 2006).

Inser¢oes Alu

Transposons sdo sequéncias de DNA que podem mudar sua localizagdo no
genoma (Rogers, 1983). Também conhecidos como elementos transponiveis, sdo capazes de
criar rearranjos inovadores no genoma, sendo agentes de variacdo genética (Hartl & Clark,
2010). Existem varias familias de elementos transponiveis anotados no genoma humano, mas
a maioria delas ¢ muito antiga e ndo ¢ mais capaz de retrotransposi¢do ativa. Algumas delas,
no entanto, permanecem ativas e sdo grande fonte de variabilidade entre seres humanos,
influenciando inclusive a arquitetura do genoma (Stewart et al., 2011). Dentre eles, os SINE
(short interspersed nuclear elements) e LINE (long interspersed nuclear elements). Estes sdo
transposons de classe I que sofrem transposi¢do durante um processo replicativo, por meio de
um intermedidrio de RNA, que depois ¢ transcrito reversamente em DNA de fita dupla por

meio de uma transcriptase reversa (Hartl & Clark, 2010). Os elementos SINE nao codificam
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sua propria transcriptase reversa € supostamente sao mobilizados pelas enzimas codificadas
pelos elementos LINE que residem no genoma humano (Novick et al., 1996 )

O mais abundante SINE em humanos ¢ inser¢ao A/u, assim denominada devido a
presenga de um sitio alvo de restricdo para a enzima Alu (Houck et al, 1979). Esses
elementos t€m cerca de 300 pb, com dois bragos praticamente idénticos, divididos por uma
regido rica em adenina (Figura 01). Estima-se que exista aproximadamente 1,1 milhdo de
copias desse tipo de sequéncia no genoma humano (Kriegs et al., 2007). Ha indicios de que
esses elementos continuaram a se mover durante a evolu¢do humana, mesmo depois da
separagdo entre os humanos e demais primatas, o que ¢ evidenciado pela existéncia de
elementos Alu especificos de Homo sapiens (Callinan & Batzer, 2006). As inser¢des A/u sao
ferramentas altamente 1teis para a analise da reconstru¢do histérica de populagdes humanas e
dos eventos demograficos pertinentes a estas. Isto porque a inser¢ao desses elementos ¢ um
tipo de evento mutacional estavel, Uinico e unidirecional (Shedlock & Okada, 2000; Salem et
al., 2005).

Marcadores do tipo LINE e SINE sdo interessantes para a genética de populagdes
por dois motivos: (a) ¢ extremamente pequena a probabilidade de que uma determinada
sequéncia ocorra no mesmo local em duas pessoas diferentes, salvo quando estas pessoas
compartilham um ancestral comum -—uma vez que a taxa de insercdo dos elementos Alu ¢
muito baixa e hd muitos locais em que esses elementos podem se inserir (Batzer & Deininger,
1991) — e (b) o estado ancestral do locus ¢ a auséncia de insercao (Batzer et al., 1994;
Whitherspoon et al., 2006). Além disso, diferentes inser¢des Alu cujas distribuigdes
geograficas sdo conhecidas podem ser utilizadas em conjunto para indicar afinidade

geografica de uma amostra (Cordeaux et al., 2007).
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Figura 01. Estrutura dimérica geral de um elemento A/u. Retirado de Strachan & Read

(1999).

Atualmente, os elementos A/u sdo classificados em pelo menos trés grandes
familias, denominadas segundo o tempo de surgimento estimado: J para familias antigas, S
para intermedidrias e Y para as mais novas (Batzer et al., 1996). Os membros da familia AluY
sdo possiveis candidatos para investigar as origens dos hapldtipos humanos ancestrais, grupos
étnicos e associa¢do a doencas (Kulski et al., 2001). Eles surgiram na histéria evolutiva de
primatas ha aproximadamente 19 milhdes de anos, e atualmente ha seis subfamilias descritas
para AluY no genoma humano (Batzer et al., 1990). Dentre elas, AluYb8, a subfamilia em
que se encontram as inser¢des estudadas neste trabalho (Kulski et al., 2001), ¢ encontrada

exclusivamente em humanos e provavelmente ainda apresenta mobilidade (Zietkewicz et al.,

1988).

STRs (Short Tandem Repeats)

O genoma humano ¢ rico em trechos de DNA repetitivo, entre eles os VNTR
(variable number of tandem repeats), que sao separados em classes de acordo com seu
tamanho: satélites, minissatélites e microssatélites (Figura 02). Os VNTR sdo sequéncias de
repeticdes de um determinado motivo (de 2 a 32 pb), seguidos em tandem. Os microssatélites
(ou STRs — do inglés short tandem repeats) possuem motivos basicos de um a seis pares de
base (pb), sdo abundantes em todo o genoma (de Koening ef al., 2011) e juntamente com

outros elementos repetitivos, compreendem cerca de dois tercos do genoma humano total. A
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heranca dessas regides gendmicas segue o padrio mendeliano e apresentam alto
polimorfismo, o que os torna bons marcadores genéticos (Koreth et al., 1996; Foissac et al.,

1997; Oliveira, 2007).

o
| 2 3 n

Figura 02. Estrutura basica de um VNTR, sendo este um STR com motivo de dois pares de

base, CG.

Na busca de um melhor entendimento da dindmica de populacdes, a analise da
variabilidade genética ¢ central. E ainda, a utilizacdo de distintas classes de marcadores assim
como diferentes andlises dos dados podem mostrar resultados divergentes para uma mesma
populagdo. Dessa forma, torna-se interessante estudar diferentes tipos de marcadores para que
se tenha uma visdo mais ampla dos processos, em especial quando na presenca de mistura
genética e diferenciagdo populacional ocorridos na formagdo da populacdo de interesse
(Barcelos, 2006). Assim, este trabalho se propde a descrever o comportamento de regides
gendmicas no Complexo de Histocompatibilidade Principal Humano (MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex) a partir da andlise de marcadores genéticos, de diferentes

categorias, situados nessa regiao.

Objeto de estudo
O complexo de histocompatibilidade principal humano ¢é composto por
aproximadamente 224 genes que se estendem por 3,6 megabases (Mb) do cromossomo 6

(6p21.3) (Figura 03A). Alguns dos genes desse complexo codificam glicoproteinas
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transmembranicas que se associam a fragmentos peptidicos importantes na atuagdo do sistema
imune. Estes sdo apresentados as células do sistema imunitario, principalmente linfocitos T,
desempenhando papel importante na resposta imunitaria adaptativa, assim como na
susceptibilidade a diversas doencgas auto-imunes e degenerativas (Klein & Sato, 2000b; a).
Historicamente, os genes do MHC foram divididos em trés classes distintas de
acordo com a funcionalidade de suas proteinas. Na regido telomérica encontram-se os genes
de classe I e na regido centromérica os genes de classe II. Na regido central, entre as classes I
e II, estd a regido denominada MHC central ou de classe III, que se estende por

aproximadamente 700kb e contém mais de 60 dos 224 loci identificados no complexo (Figura

03B).

CENTROMERO "
"" \\

A ‘,.""6p21.3 -213%,

o" \\
- ~
‘a’ \\
Pt -4 Mb s,
- -~
e . s

B Classe Il Classe Il Classe |
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#=’—h
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AL WA

Figura 03. A. Cromossomo 6 humano ¢ a localizacdo do Complexo de Histocompatibilidade

Principal; B. Divisdo das classes no MHC.

Os genes de classe I dividem-se em dois subgrupos: os loci de classe Ia (ou

classicos — HLA-A, -B e -C), expressos constitutivamente e caracterizados por uma alta
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variabilidade; e os /oci de classe Ib (ou ndo-classicos — HLA-G, -E, -F), mais conservados e
com expressdo restrita a poucos tecidos (Castelli, 2008). Dentre os genes de classe III
encontra-se o locus TNF, que codifica o fator de necrose tumoral (7NFA) e a linfotoxina
(TNFB), além de genes codificadores das proteinas do sistema complemento, dentre outros
(Udalova et al., 1993) (Figura 03B).

Os genes do MHC de classe I e II regulam o equilibrio entre respostas agressivas
a um patégeno invasor enquanto minimizam a destruicdo de tecidos do hospedeiro
(Trowsdale, 2011). Por esse motivo, o MHC tem sido relacionado a diversas doencas
inflamatorias e autoimunes, principalmente em estudos de associacdo em genoma total
(GWAS — Genome-Wide Association Studies), além de ser uma das regides mais estudadas do
genoma (Horton ef al., 2008).

Embora alvo de muito estudo, ainda ndo ¢ sabido o mecanismo de interagdo dos
genes do MHC e sua relagdo com diversas doengas, tanto autoimunes quanto inflamatdrias.
Parte desse desconhecimento deve-se ao forte desequilibrio de ligagdo que existe entre genes
e sequéncias ndo codificadoras ao longo de todo o Complexo de Histocompatibilidade
Principal Humano (Trowsdale, 2011).

O MHC ¢ considerado a regido mais variavel do genoma humano, sendo essa
variabilidade caracterizada predominantemente por substituicdes de nucleotideo unico (SNP),
microssatélites e inser¢ao/delecdo (indels) na forma de retroelementos, tais como as insergdes
Alu (Jongeneel et al., 1991; Walsh et al., 2003; Malkki et al., 2005; Kulski & Dunn, 2005;
Deghaide et al., 2009; Yao et al., 2009). Essa variabilidade pode estar associada a diversas
doengas, especialmente aquelas com forte componente imunoldgico, susceptibilidade a
infecgdes, neoplasias e expressdo diferencial dos genes do complexo (Deininger & Batzer,

1999; Deghaide et al., 2009).
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Porém, essa variabilidade genética ndo se distribui uniformemente ao longo do
Complexo, especialmente na regido de classe I (Figura 04). Os loci HLA-B ¢ HLA-C sao
caracterizados por uma alta variabilidade (2338 alelos distintos somente para o locus HLA-B —

em http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html, acessado em 07/02/2012) e parecem sofrer forte

pressdo seletiva em favor dela (selecdo balanceadora). Foram descritos dois marcadores do
tipo insercao Alu, AluyMICB e AluyTF, que estdo nas extremidades desta regido altamente
variavel (Kulski & Dunn, 2005). Os loci HLA-G, HLA-E e HLA-F (Figura 03B) sao
caracterizados por uma baixa variabilidade quando comparados aos demais genes de classe I,
e parecem sofrer acdo de seleg¢do purificadora - i.e., nota-se a preservagdo das sequéncias de
DNA e proteinas, redugdo da variabilidade e uma taxa de muta¢des nao-sindnima menor do
que a esperada (Castro et al., 2000a). Nesta regido mais conservada foram descritos trés
marcadores genéticos do tipo inser¢do Alu, AluyHJ, AluyHG e AluyHF (Kulski & Dunn,
2005).

Curiosamente, ao centro desta regido virtualmente invariavel, encontra-se o locus
HLA-A, considerado uma area de intensa variabilidade dentro de uma regido conservada de
classe I. Por fim, na regido de classe III, considerada a regido de maior densidade génica do
genoma (1 gene a cada 14.500 bases, segundo Shiina et al., 2004), foram descritos cinco
microssatélites (a-e) margeando o locus 7NF (Fator de Necrose Tumoral, do inglés Tumor
Necrosis Factor). Alguns desses microssatélites apresentam mais de sete alelos e sdo muito

informativos para estudos populacionais (Jongeneel ef al., 1991).
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Classe | Classe |l

| l ! !
A C B DRA DRB DQA1 DQB1 DPA1DPB1

Figura 04. Representacdo do numero de alelos descritos para genes do Complexo de
Histocompatibilidade Principal Humano. Cada ponto representa até 50 alelos. Adaptado de

Trowsdale (2011).

Os genes que se encontram na regido TNF sdo responsaveis pela producao de
mediadores inflamatérios durante a resposta imune aguda. O TNFA, por exemplo, ¢
extremamente importante na contengdo de infec¢des localizadas, e, caso seja produzido em
infeccdes sistémicas, causa a conhecida sepse, ou choque séptico (Janeway, 2007). Alguns
trabalhos tém mostrado que determinados alelos dos microssatélites situados nos genes TNF
estdo relacionados a expressdo diferenciada de TNFA e TNFB e que essa relagdo seria
marcada justamente pela proximidade dos microssatélites com os genes em questdo (Hajeer &
Hutchinson, 2000). Derkx et al. (1995) mostraram que os alelos a2, a6 e al0 estdo
relacionados a uma produgdo mais baixa de TNFA que os alelos a4 e all em culturas de
células sanguineas estimuladas com endotoxinas. Por outro lado, Pociot et al. (1993)
mostraram que os alelos a2 e c2 estdo associados a uma alta producdo de 7NFA e os alelos a6
e cl a baixa producdo de TNFA em células estimuladas com lipopolissacarideos ou

fitohemaglutinina in vitro.
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Em estudo com individuos que foram submetidos a transplante de cora¢do, Turner
et al. (1995) concluiram que o alelo d3 diminui a produgdo de citocinas em cultura de
linfocitos estimulados com concavalina-A. E ainda, diversos trabalhos tém reportado
associacdes dos genes do 7TNF e os microssatélites contidos na regido dos genes 7TNF a
progressdo de doengas como AIDS (atuando como agente inflamatoério na retinite causada por
citomegalovirus; conferindo protecdo ao desenvolvimento da sindrome de lipodistrofia),
esclerose multipla, diabetes melitos e alteragao na expressao dos genes da regido (McDonnell
et al., 1999; Hajeer & Hutchinson, 2000; Rassi et al., 2006; Deghaide et al. 2009).

Diante da importancia do MHC para a manuten¢do da saide humana e do peculiar
comportamento dessa regido gendmica, que abriga tanto sitios altamente conservados quanto
sitios extremamente variaveis; além das caracteristicas evolutivas dos marcadores
selecionados (evolucdo rapida e evolugdo lenta), pergunta-se como esses marcadores se
comportam em populagdes com historico de formacgdo e composi¢do genética distintas.
Buscando resposta a essa pergunta, este trabalho se propde a reportar o comportamento desses
marcadores em duas populagdes do Centro-Oeste brasileiro: Distrito Federal e Kalunga, as
quais foram previamente analisadas para marcadores genéticos neutros (Barcelos, 2006;

Barcelos et al., 2006; Gontijo, 2008; Ribeiro, 2009).
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Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar como marcadores genéticos de
evolucdo rapida e de evolugdo lenta situados no MHC humano se comportam em populagdes
com historico de formagao e composicdo genética distintos. Buscando atingir esse objetivo

geral, foram objetivos especificos:
1. Analisar a distribui¢ao alélica de marcadores genéticos de evolucdo lenta (insergdes
AluMICB, AluHJ, AIluHG, AIuTF, AluHF (regido de classe I)) e de evolucdo rapida
(microssatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe (regido de classe III)) em uma

populacdo brasileira urbana miscigenada (Brasilia-DF) e uma afroderivada rural (o

remanescente de quilombo Kalunga-GO);

2. Analisar a estruturacdo genética dessas populagdes por meio de parametros como a
ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre os loci analisados, a comparacdo das
heterozigoses esperadas e observadas, deficiéncia e excesso de heterozigotos, indice

de diferenciag¢ao populacional (Fsr) e andlise de estruturagdo populacional;

3. Analisar a distribuicao dos haploétipos gerados por essas duas classes de marcadores e
do conjunto completo nas duas populagdes e realizar anélises comparativas entre as

duas populagdes em questdo e destas com dados disponiveis na literatura;
4. Comparar os parametros de diversidade intra e interpopulacionais obtidos para essas
duas populagdes com os dados resultantes da analise desses marcadores em outras

populagdes ao redor do mundo;

5. Avaliar a ocorréncia de desvios da neutralidade para os marcadores genéticos de

evolucdo lenta, de evolucdo rapida e dos dois conjuntos associados.
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Material e Métodos

Populacgoes escolhidas para estudo

Foram selecionadas duas populacdes do Centro-Oeste brasileiro: Distrito Federal
e Kalunga. Essas duas populacdes apresentam ancestralidade e modo de vida distintos e foram
previamente analisadas para marcadores genéticos neutros (autossdomicos, mitocondriais, do
cromossomo X € cromossomo Y).

O povoamento do Distrito Federal ocorreu artificialmente, incentivado por
beneficios governamentais para a constru¢do da cidade de Brasilia (1956 até 1960). A
constru¢do da Capital foi o principal atrativo para o processo de migragdo, originando-se
principalmente das regides Norte, Sul e Sudeste. Estudos anteriores mostraram que o Distrito
Federal ¢ representativo do Brasil como um todo por causa da intensa migragao de pessoas de
todo o pais (Barcelos et al., 2006).

Kalunga, por sua vez, ¢ uma populagdo remanescente de quilombo, rural e
isolada. Segundo a defini¢do do Governo Brasileiro, quilombos sdo grupos étnico-raciais,
segundo critérios de auto-atribuicdo, com trajetdria historica propria, dotados de relagdes
territoriais especificas, com presun¢do de ancestralidade negra relacionada com a resisténcia a
opressao historica sofrida (Ministério da Cultura, portaria 6/2004, artigo 20, retirado de

http://www.cpisp.org.br/htm/leis/page.aspx?LeilD=141). De acordo com o relato de moradores

mais antigos, Kalunga foi fundada por escravos que fugiram do trabalho escravo nas minas de
ouro no interior do Brasil, bem como pelos escravos que foram abandonados ao fim da
exploragdo aurifera, no final do século XVIII. O quilombo ocupa uma darea de
aproximadamente 258.000 hectares na zona rural dos municipios de Cavalcante, Teresina e

Monte Alegre, no nordeste do Estado de Goids (Figura 05). Kalunga foi oficialmente
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reconhecida como Remanescente de Quilombo em 2000 e ¢ considerada patrimonio cultural

do estado de Goias (Ribeiro, 2009).

Figura 05. Mapa indicando a localizagdo geografica das duas populacdes estudadas. Alfinete

vermelho: Brasilia; Alfinete azul: Kalunga.

Ambas populagdes foram bastante estudadas e estdo bem caracterizadas por
marcadores genéticos autossOmicos e uniparentais neutros. Os trabalhos envolvendo esses
marcadores evidenciaram que as duas populagdes sdo, de fato, diferentes em termos de
frequéncia alélica, composicao e estruturacao genética (Barcelos et al., 2006; Barcelos, 2006;
Godinho, 2008; Gontijo, 2008; Arcanjo et al., 2009; Dalton et al., 2009; Oliveira et al., 2009,

Ribeiro et al., 2009; Ribeiro, 2009; Silva, 2010; Trindade-Filho, 2010).
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Neste trabalho foram analisadas, ao todo, 165 amostras, das quais 105 amostras de
individuos do Distrito Federal e 60 de Kalunga. Todos os individuos estudados apresentam

indice de parentesco inferior a 1/16.

Aspectos éticos

A coleta e a utilizacdo das amostras empregados no presente trabalho foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude da Universidade de
Brasilia e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa. Os pareceres, de nimeros CEP
151/07 (Kalunga); CEP 028/2001 e CONEP 1259/2001 (Brasilia) podem ser visualizados no

Anexo 1.

Material biologico

As amostras de sangue foram obtidas por puncao venosa de voluntarios, em tubos
de coleta com sistema a vacuo e EDTA como anticoagulante. Os voluntarios, todos maiores
de 18 anos, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que se encontram nos
arquivos do Laboratorio de Genética do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

A coleta do sangue dos voluntarios de Brasilia se deu entre 2002 e 2008, e de
Kalunga em 2001/2002 e 2007. As amostras de sangue coletadas fazem parte do Banco de
Sangue do Laboratorio de Genética do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

A extracdo de DNA foi feita preferencialmente da placa leucocitéria por conter a
maior propor¢do de células nucleadas. O DNA das amostras provenientes da populacao de
Kalunga foi extraido com o kit comercial Illustra® da Amersham, enquanto o DNA
proveniente das amostras da populacao de Brasilia foi extraido pelo método de salting-out

(Miller et al., 1988, com modificagdes descritas em Godinho, 2008).
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Marcadores moleculares
Como ja comentado anteriormente, foram selecionados dois conjuntos de
¢ao lenta
imos aos
HLA-G,
atado por
localizados na regido do gene de Fator de Necrose Tumoral: TNFa,

> TNFe, também referidos como TNFa-e (Figura 06).

a0 de marcadores A/u e microssatélites ao longo da regido do MHC, bem

itre eles.

Amplificagcdo dos marcadores
Os fragmentos correspondentes as inser¢des A/u foram amplificados utilizando a
técnica da Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR - do ingl€s Polymerase Chain Reaction)

realizada em um termociclador Veriti™ (Applied Biosystems). Os iniciadores empregados
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foram obtidos na literatura (Tabela 01). A mistura de reagentes variou entre os marcadores
(Tabela 02), assim como a temperatura de anelamento (Tabela 01). O ciclo de PCR basico foi
de 10 minutos de desnaturagdo inicial a 95°C, desnaturacdo por 30 segundos a 95°C,
anelamento dos iniciadores em temperaturas variadas por tempos varidveis, extensdo a 72°C

por 45 segundos e extensao final por 72°C por 10 minutos.
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Tabela 01. Iniciadores, alelos e referéncias para os marcadores A/u utilizados no presente trabalho.

Temperatura e tempo de
Marcador Iniciadores Alelos Referéncia anelamento
dos iniciadores

457pb

AluvHF F5’ GCCTCATGGCCTGAATCTGCCAGTGTCCTT 3 oy Dunn et al., 2°C - 307
uy RS’ GTAACTGACCTGCCCTCTATAGTATAGTCT 3’ p 2002

AluvHG F5’ CAGGACAACCAGTAAAGATGCTGG 3’ 218pb Kulski et al., 1°C - 307
vy RS’ GCTTCAGTTAACATGCAAGTTTATGCC 3’ 540pb 2001

AluvH] F 5’ AAGAACCCATAACTCACTTG 3’ 162pb Dunn et al., S - 45
uy R 5’ TGTGTCCAGGTTAAACTTCAG 3’ 494pb 2002

F 5’ GCCTTCCAATGCCATTCACAG 3’ 503pb Kulski et al., o reo

AluyMICB R 5° CTCAGCCCTGCTTTCCCATCT 3’ 665pb 2002 65°C - 45

AluyTF F 5’ GTGCCTGGTAAAAATTTAAAGAGCTGTA 3’ 426pb Dunn et al., 65°C - 45”

R 5> TGCACCCGGCCTAAAACCACTGGTT 3’ 711pb 2003 63°C - 45”




Tabela 02. Concentracdo dos reagentes nas reacdes de PCR para os marcadores Alu

estudados.

Reagente AluyHF AluyHG AluyHJ AluyMICB AluyTF

Tampao 1,0X 0,8X 0,8X 0,8X 0,8X
dNTP 0,8mM 0,6mM 0,8mM 0,8mM 0,6mM
Iniciador 0,4uM 0,3uM 0,4uM 0,6uM 0,4uM
MgCl, 2,0mM 2,5mM 2,5mM 2,5mM 2,0mM

Tag 1,5U 1,5U 1,5U 1,5U 1,5U
DNA >20ng >20ng >20ng >20ng >20ng

A amplificagdo dos microssatélites TNF foi feita também pela técnica da PCR, em
um termociclador Veriti™. Os iniciadores usados foram retirados de Udalova et al. (1993)
(Tabela 03 e Figura 07). Com excec¢do do TNFc, os microssatélites foram amplificados com
iniciadores marcados com fluor6foro fabricados pela Applied Biosystems (Tabela 04). Os
parametros da rea¢do de PCR para todos os microssatélites foram: desnaturagao inicial a 94°C
por cinco minutos; 32 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos
iniciadores a 59°C por 90 segundos e extensdo do fragmento a 72°C por 60 segundos; € um

ciclo de extensao final de 72°C por 10 minutos.
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Tabela 03. Iniciadores*, niimero de alelos, variacdo no tamanho dos alelos, motivo de repeticio e tamanho de fragmentos obtidos** para os
P g p

microssatélites TNF.

. re . . Numero de Motivo de Tamanho de
Microssatélite Iniciadores . ~
Alelos Repeticao Fragmento
IR1 - F 5 GCACTCCAGCCTAGGCCACAGA 3’
* _
R IR4 - R 5° CCTCTCTCCCCTGCAACACACA 3° 14 (G 99-125 pb
IR2 - F 5 GCCTCTACATTTCATCCAGCCACA 3’
%k -
TNFb IR5 - R 5° GTGTGTGTTGCAGGGGAGAGAG 3’ 7 (GA 125-131 pb
IR6 - F 5* GGTTTCTCTGACTGCATCTTGTCC 3’
ES -
TNFe IR7 - R 5> TCATGGGGAGAACCTGCAGAGAA 3’ 2 (GA)n 159-161 pb
IR11 - F 5 AGATCCTTCCCTGTGAGTTCTGCT 3’
% -
TNEd IR12 - R 5 GTGCCTGGTTCTGGAGCCTCTC 3’ 7 (GA)n 124-136 pb
TNFe* IR13 - F 5° CATAGTGGGACTCTGTCTCCAAAG 3 ; (GA 98-102 pb

IR14 - R 5> TGAGACAGAGGATAGGAGAGACAG 3
*Udalova et al., 1993; ** Hajeer & Hutchinson, 2000.

Tabela 04. Sequéncias selecionada para marcac¢ao com fluorescéncia, tamanho do fragmento gerado apos amplificacao e respectivo fluordforo.

Tamanho do Fluoroéforo

Microssatélite Sequéncia Marcada e
TNFa IR4-R 5 CCTCTCTCCCCTGCAACACACA 3’ 99 a 125 pb VIC
TNFb IR5 - R 5° GTGTGTGTTGCAGGGGAGAGAG 3’ 125a 131 pb NED
TNFd IR 11 - F 5 AGATCCTTCCCTGTGAGTTCTGCT 3’ 124 a 136 pb 6-FAM
TNFe IR14 - R 5’ TGAGACAGAGGATAGGAGAGACAG 3’ 98 a 102 pb NED




Class 111 Class 1

DR C4 BIC2 TNF B C A
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Figura 07. Localizagcao dos microssatélites TNFa-e na regido dos genes TNFA e TNFB. IR sdo
os iniciadores para cada microssatélite, como mencionado na Tabela 04. Figura adaptada de

Udalova et al. (1993).

Genotipagem dos marcadores
Insercoes Alu

O tamanho do fragmento amplificado convencional de uma inser¢do Alu ¢ de
300pb, aproximadamente. No entanto, AluyMICB e AluyHF tém inser¢des de 162pb e 155pb,
respectivamente. A saber: ambos os alelos de AluyMICB contém um elemento AluYa
completo, com 96,8% de similaridade com os elementos A/u da familia AluY. A diferenca
entre os alelos da-se ao fato de que um deles contém uma sequéncia parcial de um segundo
elemento Alu de 162pb, gerado por duplicacdo ou inser¢do (Kulski ef al., 2002). A sequéncia

de inser¢do do elemento AluyHF ¢ um fragmento parcial de elemento A/u que tem 91% de
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identidade com a sequéncia consenso da familia AluYb8 e 95,7% de identidade com a
sequéncia consenso da familia AluYa5/AluYa8 (Dunn et al., 2002).

Apds a amplificagdo, os fragmentos foram separados por eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida a 6% nao desnaturante e corados com nitrato de prata. Em todos os géis
foi utilizado marcador de peso molecular 100pb ou 1kb plus (Invitrogen). Por conveniéncia, o

alelo com inserc¢ao foi denominado Alelo 1 e o alelo com auséncia de inser¢do, Alelo 2.

Microssatélites TNF

Os dados dos marcadores TNFc, TNFd e TNFe para a populagdo de Brasilia ja
estavam disponiveis no banco de dados do Laboratério de Genética. Esses dados foram
gerados por Silva (2010) durante dissertacdo de mestrado.

A detecg@o dos microssatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe em Kalunga e
TNFa e TNFb em Brasilia também foi feita inicialmente em gel desnaturante de
poliacrilamida 12%, corados por impregnagao pela prata, e parte do processo foi realizado no
Laboratério de Imunologia Molecular do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, da
Universidade de Sao Paulo. A genotipagem dos TNFs foi feita de acordo com Deghaide et al.
(2009). Os parametros de eletroforese para a genotipagem dos TNFs sdo muito especificos em
decorréncia da diferenca de tamanho entre os alelos, que ¢ de um (TNFb) ou dois (demais
TNFs) pares de base (Tabela 03). Nesse caso, a amperagem da fonte foi fixada em 20mA,
enquanto os parametros como voltagem e poténcia eram liberados, com o intuito de que a
fonte os ajustasse para manter a amperagem fixa. O tempo da eletroforese foi de duas horas e
meia para TNFa, TNFc, TNFd e TNFe, e de cinco horas (TNFDb).

Na busca por alternativas e melhoria da genotipagem desses marcadores, foi
padronizada na UnB a genotipagem dos microssatélites TNFa, TNFb, TNFd e TNFe por

eletroforese capilar em um sequenciador automatico ABI 3130XL, da Applied Biosystems
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(LIFE Technologies). Para o TNFc, que apresenta apenas dois alelos, a genotipagem por

eletroforese convencional foi mantida.

Eletroforese Capilar

Segundo o fornecedor, o sucesso do sistema de deteccdo de alelos de
microssatélites da Applied Biosystems reside na combinagdo de fluorescéncias diferenciais
para diferentes tamanhos de fragmentos. Inclusive, essa combinagdo, associada ao software
GeneMapper™, reduz o tempo e custo dos experimentos com microssatélites em até 33%.

Considerando os tamanhos dos fragmentos, foi pré-estabelecida uma genotipagem
multiplex, isto é, a eletroforese capilar foi realizada simultaneamente para mais de um
marcador. Como varios fragmentos se sobrepoem (Figura 07), foi necessario montar dois
sistemas de eletroforese multiplex diferentes: uma para genotipar os microssatélites TNFa e
TNFD, e outra para TNFd e TNFe.

Os iniciadores foram marcados em apenas uma das extremidades, devido a
sobreposi¢do de sequéncias, utilizando trés fluordforos, 6-FAM (azul), VIC (verde) e NED
(amarelo). Os iniciadores ¢ a marcacdo foram feitas pela Applied Biosystems conforme
explicitados na Tabela 04.

Apds a amplificagdo, os produtos resultantes das reagdes com cada par de
iniciador foi diluido a uma propor¢do 1/10 e os multiplex foram montados. A cada poco da
placa de corrida foi adicionado 1pL do multiplex juntamente com 9uL de Hi-Di™ formamida
e 0,0975uL do marcador molecular GeneLiz500(-250)™ (Applied Biosystems).

A eletroforese capilar foi feita no sequenciador automatico ABI 3130XL,
utilizando o polimero POP-7 e o programa padrao para microssatélites. Apos a eletroforese, os
arquivos .fsa correspondentes aos sinais de cada amostra foram submetidos a analise pelo

software GeneMapper™ para o procedimento de identificacdo dos alelos (allele calling).
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Identificagdo dos alelos (allele calling)

O procedimento de identificagdo dos alelos pode ser manual ou automatica. No
primeiro caso, o pesquisador especifica o tamanho de cada alelo que pode ser encontrado para
determinado marcador. Muitas vezes, porém, os fragmentos podem ndo estar completamente
amplificados (bandas stutter) e, ainda assim, emitirem o sinal fluorescente, que serd detectado
pelo sequenciador. Em um gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, boa parte desses
fragmentos semi-amplificados se agrupa a banda de interesse e fica mascarada pelos
fragmentos completamente amplificados, ndo interferindo tanto na genotipagem dos alelos.
No caso do eletroferograma, entretanto, as bandas semi-amplificadas emitem sinal
fluorescente significativo, o que pode causar confusdo no momento de identificar cada alelo.
Outro problema ¢ que os picos do eletroferograma dificilmente conseguirdo estimar um
fragmento exatamente do tamanho esperado. Um bom exemplo estd explicito na figura 09,
onde pode-se ver que os tamanhos dos fragmentos para o microssatélite TNFa (parte superior

esquerda) sdo 99,34pb e 114,62pb, respectivamente.
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Figura 08. Exemplo de eletroferogramas obtidos para os marcadores TNFa (A), TNFb (B),
TNFd (C) e TNFe (D). Os bins estdo representados como faixas acizentadas, que denotam o

campo de aceitagdo para cada alelo.

Neste trabalho foi feita a op¢do da identificagdo automatica, na qual sdo pré-
definidos os padroes de menor fragmento amplificado, maior fragmento amplificado e
tamanho do motivo da repeticdo. A partir desses parametros o GeneMapper™ estima quais
seriam os melhores intervalos de consideragdo para cada alelo. Esse intervalo ¢ chamado de
bin (Figura 08) e pode ser manualmente ajustado para evitar alelos sem identidade.

A nomenclatura dos alelos dos microssatélites TNF encontrada na literatura nao ¢
consensual. Dessa forma, ¢ complexo determinar, por exemplo, se o alelo a2 deste trabalho
apresenta 0 mesmo numero de pares de base que o alelo a2 considerado em Gallagher et al.
(1997), Marsh et al. (2003) ou varios outros trabalhos que ndo indicam o tamanho do
fragmento relativo ao nimero do alelo. Portanto, as comparagdes que constam aqui se referem

exclusivamente a trabalhos que indicam o numero de pares de base para cada alelo com
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relagdo aos marcadores TNFa, TNFb e TNFd. Como os TNFc e TNFe tém pequeno numero
de alelos (dois e trés, respectivamente), os dados que constam na literatura foram utilizados,
exceto quanto o nimero de alelos encontrados supera ou ¢ inferior a trés (salvo se indicado o

n° de pares de base).

Andlises estatisticas

Os testes estatisticos foram feitos em duas etapas, dividindo o conjunto amostral
em trés conjuntos menores: todos os gendtipos para os marcadores de inser¢ao Alu, todos os
gendtipos para os marcadores microssatélites, e o conjunto total de dados. Na primeira etapa
os dados de cada marcador foram analisados individualmente e em conjunto, e na segunda
etapa foram inferidos haplétipos para cada conjunto de marcadores e para os dois conjuntos.

As andlises estatisticas escolhidas para o refinamento dos dados foram feitas sob a
Otica da genética de populagdes, abordando as seguintes estimativas: frequéncias alélicas,
heterozigose observada e esperada, aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (Guo &
Thompson, 1982), desequilibrio de ligacao entre os marcadores, diferenciagdo populacional e
diversidade alélica. Os graficos presentes na dissertacdo foram feitos com o software Arlequin
3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), através de scripts do pacote estatistico R fornecidos com o
programa.

As frequéncias alélicas para cada um dos marcadores selecionados foram
estimadas por contagem direta e submetidas a analise pelo software PyPop 0.7.0 (Lancaster et
al., 2003). Este software foi utilizado também para avaliar o comportamento de cada locus
com relagdo ao Teste de Neutralidade de Ewens-Watterson (Watterson, 1978).

A inferéncia de haplétipos € uma estratégia muito utilizada em substitui¢ao a
analises familiares, que sdo muito mais dispendiosas em termos tanto de consumo quanto de

tempo. Para tanto sdo utilizados programas computacionais desenvolvidos para esse fim,
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sendo os principais o PHASE v2.1 (Stephens et al., 2001), EM e ELB, esse dois ultimos sao
parte do software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Porém, os dados gerados por
esses programas apresentam falhas. Por isso, antes de estimar a fase gamética dos gendtipos,
foi feita uma comparacao dos dados gerados por esses trés programas.

Considerando que a regido abarcada pelas inser¢des A/u aqui analisadas ¢ grande,
isto €, a distancia entre os dois marcadores mais distantes, AluMICB — AluHF, é de 1,6Mb
(figura 06). A abordagem utilizada foi a mesma de Castelli ef al. (2010) na reconstrugdo de
haplotipos de HLA-A, -B, -DRB1 e -DQBI. Essa andlise foi realizada empregando 30
individuos (trios de pai/mae/filho) genotipados para os marcadores do tipo A/u. Os parametros
default dos trés softwares foram alterados segundo sugerido por Castelli ef al. (2010): PHASE
— 5000 iteracdes, intervalo de rarefacdo igual a 1, valor de burn-in igual a 100 e A-value igual
a 1; EM — e-value igual a le”’, nimero maximo de 5000 iteragdes, 100 pontos de inicio e
desvio-padrao a 50; ELB — a-value igual a 0,01, e-value igual a 0,01, intervalo de amostragem
igual a 500 e 100.000 passos de burn-in. Além disso, foram executadas 10 corridas
independentes para cada conjunto de marcadores, buscando obter as melhores estimativas.

Apbs o final do procedimento, os hapldtipos estimados pelos sofiwares foram
comparados com os determinados pela analise laboratorial e a porcentagem de acerto de cada
algoritmo foi estimada. Como serd explicitado em resultados, o melhor desempenho foi
observado com o programa PHASE v2.1 (Stephens et al., 2001). Dessa forma, a inferéncia de
haplétipos foi realizada com o programa PHASE v2.1 (Stephens et al., 2001) para os trés
conjuntos de marcadores (4/u, microssatélites e todos juntos) em 10 corridas independentes,
com 0s mesmos parametros supracitados.

Utilizando o banco de dados na forma de haploétipo, foram estimadas as diferengas
haplotipicas inter e intra-populacional (Slatkin, 1995) e distdncia baseada na média de

diferencas alélicas de Nei (Nei & Li, 1979) utilizando o programa Arlequin 3.5 (Excoffier &
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Lischer, 2010). Com objetivo de comparar com outras populacdes, foram utilizados dados dos
microssatélites TNF retirados de McDonnell ef al.(1999), Kim et al.(2000), Pefia et al.(2002),
Grubic et al.(2006), dos Santos (2009) e Sens-Abudzar et al.(2009). Os dados utilizados para
as estimativas de diferenciagdo populacional relativas a outras populacdes ja estudadas para as

inser¢des Alu foram retiradas de Garcia-Obregon et al. (2011).
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Resultados e Discussao

Microssatélites TNF

A populagdo de Brasilia apresentou aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) para a maioria dos marcadores estudados, exceto TNFa e TNFd (Tabela 05). Apods
utilizar a Corre¢ao de Bonferroni, ambos marcadores continuaram fora do EHW na populagao
em questdo. Esse resultado ¢ diferente do encontrado para esses marcadores em outras
populagdes, o que pode indicar problemas na genotipagem desses marcadores em Brasilia e
Kalunga. Os testes de deficiéncia (HD) e excesso (HE) de heterozigotos indicaram que, na
populacdo de Brasilia, o locus TNFa se encontra com déficit de heterozigotos (p-valor:
0,0000+-0,0000), enquanto o locus TNFd se encontra com excesso (p-valor: 0,0355+-0,0040).
Considerando todos os marcadores em conjunto, entretanto, Brasilia apresentou um déficit
global de heterozigotos (p-valor: 0,0001+-0,0001). Tais desvios sdo também observaveis pela
analise da heterozigose, que mostra uma diferencga entre o valor de heterozigose observada e
esperada para os marcadores TNFa e d.

A populagdo de Kalunga, por sua vez, ndo mostrou aderéncia ao EHW para os
marcadores TNFa, TNFc, TNFd e TNFe. Porém, apos aplicar a Corre¢do de Bonferroni (p-
valor menor que 0,005), apenas TNFd se manteve fora do EHW. Os testes de deficiéncia e
excesso de heterozigoto na populacdo de Kalunga indicaram que os marcadores TNFa, TNFc
e TNFe apresentaram deficiéncia de heterozigotos, como pode ser visualizado na tabela 05.
Apesar do marcador TNFd estar fora do EHW nessa populacdo, os testes de deficiéncia e
excesso de heterozigotos mostraram-se ndo significativos, o que pode refletir a acdo de algum
mecanismo evolutivo nesse /ocus especifico. Com relacdo a estimativa de heterozigose, os

desvios sdo observados também para os mesmos marcadores.
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Tabela 05. Frequéncia dos alelos dos microssatélites TNF, teste de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigose observada e esperada para

cada locus e teste de deficiéncia e excesso de heterozigotos em Brasilia e Kalunga.

Brasilia Kalunga

Al Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf,
n 103 100 105 105 105 60 60 60 59 56
0 0,019 - - - - 0,117 - - - -
1 0,024 0,138 0,905 0,048 0,095 0,042 0,167 0,442 0,200 0,183
2 0,157 0,038 0,095 0,167 0,033 0,208 0,083 0,558 0,383 0,075
3 0,171 0,190 - 0,300 0,871 0,125 0,108 - 0,175 0,675
4 0,219 0,310 - 0,343 - 0,042 0,142 - 0,075 -
5 0,067 0,243 - 0,095 - 0,017 0,233 - 0,033 -
6 0,067 0,024 - 0,043 - 0,117 0,100 - 0,117 -
7 0,095 0,010 - 0,005 - 0,250 0,167 - n/o -
8 0,062 - - - - 0,008 - - - -
9 0,019 - - - - 0,050 - - - -
10 0,048 - - - - 0,008 - - - -
11 0,014 - - - - 0,017 - - - -
12 n/o - - - - n/o - - - -

13 0,019 - - - - n/o - - - -



Brasilia Kalunga

Al Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf, Tnf,
Ho 0,553 0,770 0,171 0,838 0,238 0,683 0,867 0,350 0,661 0,321
He 0,871 0,770 0,173 0,755 0,232 0,852 0,848 0,497 0,760 0,436
Prw 0,000 0,206 1,000 0,000 0,264 0,007 0,303 0,034 0,000 0,017
d.p. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PHp 0,000 0,692 0,632 0,943 0,723 0,001 0,607 0,019 0,084 0,003
d.p. 0,000 0,018 - 0,008 - 0,001 0,013 - 0,005 -
PHE 1,000 0,270 0,775 0,051 0,323 0,994 0,396 0,995 0,909 0,998
d.p. 0,000 0,022 - 0,010 - 0,004 0,013 - 0,008 -

n: nimero de amostras analisadas; Ho: heterozigose observada; He: heterozigose esperada; p: p-valor do teste de Hardy-Weinberg; d.p.: desvio-padrdo de p; HD: deficiéncia de heterozigotos; HE: excesso de heterozigotos; n/o: ndo-observado.



Como ja comentado em Material e Métodos, ha uma escassez de dados na
literatura comparaveis aos dados aqui apresentados, em especial devido a diferengas na
nomenclatura e na forma de genotipagem dos marcadores. Diante disso, torna-se necessario a
comparagdo com populacdes geneticamente distantes, visando uma avaliacdo do
comportamento desses marcadores nas populagdes aqui avaliadas.

Com relacdo ao numero de alelos para os microssatélites TNF, a maior
diversidade alélica foi encontrado em Brasilia, pois nessa populagdo somente o alelo al2 nio
foi observado. Em Kalunga ndo foram encontrados os alelos al2 e al3 o alelo d7. O alelo al2
também ndo foi encontrado na populagdo Basca (Pena et al., 2002) e foi o menos frequente
em Curitiba (Sans-Abuazar et al., 2009) e em individuos afro-descendentes do Parana (dos
Santos, 2009).

Ainda, para o microssatélite TNFa, os alelos mais frequentes e os mais raros em
Brasilia e Kalunga diferiram. Em Brasilia o alelo mais frequente e o mais raro foram,
respectivamente, a4 (107pb) e all (121pb), enquanto que em Kalunga foram o a7(113pb) e os
a8 (115pb) e al0 (119pb), respectivamente. Observa-se ainda que diferentes populagdes
apresentam diferentes alelos mais comuns e raros para este marcador. Por exemplo, em
Curitiba, os alelos mais frequentes foram al (25%) e a5 (16,1%) e os menos frequentes foram
a7 (0,7%) e al2 (0,4%) (Sens-Abuazar et al., 2009), enquanto em afro-descendentes do
Parana os alelos mais frequentes foram a5 (20,9%) e al (18,9%) (dos Santos, 2009).

Levando em consideragdo, agora, o microssatélite TNFb, os alelos mais comuns
diferiram comparando Brasilia e Kalunga - b4 e b5, respectivamente, assim como 0s mais
raros - b7 e b2. Os alelos do TNFc apresentaram frequéncias muitos distintas entre as duas
populagdes, assim como o TNFd, sendo que o alelo mais comum em Brasilia, o d4, ¢ um dos
mais raros em Kalunga. O marcador TNFe foi o que apresentou maiores similaridades quanto

as frequéncias alélicas nas duas populacdes analisadas.
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Na figura 09 estd apresentada a avaliagdo de diferenciacdo genética populacional
entre Brasilia, Kalunga e outras populagdes mundiais com relagdo ao microssatélite TNFa.
Esse marcador ¢ o que apresenta o maior volume de dados na literatura. Observa-se que
Brasilia apresentou pouca diferenciagdo com relacdo a Kalunga e mostrou diferenciagdo
moderada com relacdo as outras populagdes analisadas, em especial Coréia e Irlanda.
Kalunga, em geral, mostrou maior diferenciagcdo populacional do que Brasilia com relacdo as

mesmas populacdes analisadas, com exce¢do dos Bascos.
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Figura 09. Representacdo grafica da diferenciagdo populacional (Fsr) entre Brasilia e
Kalunga com relag@o a outros grupos populacionais - Irlanda, Caucasianos, Escocia, Croacia,

Valéncia, Bascos, Coréia, Curitiba ¢ Amerindios, com relagao ao locus TNFa.
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Considerando o marcador TNFb (Figura 10), Brasilia apresentou pequena
diferenciagdo populacional com relagdo a populacdo da Escocia e de Kalunga e moderada
com relagdo as outras populagdes estudadas. Kalunga, por sua vez, apresentou pequena
diferenciagdo populacional com relacdo a todas as populagdes analisadas, sendo os maiores

indices observados na comparagao Coréia - Brasilia.
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Figura 10. Representagdo grafica da diferenciagdo populacional (Fsr) Brasilia e Kalunga,

com relagdo a outros grupos populacionais - Irlanda, Caucasianos, Escocia, Croacia e Coréia.

O gréfico gerado pela analise das frequéncias alélicas para o microssatélite TNFd

(figura 11) mostra que Brasilia apresentou pequena diferencia¢do populacional para a maioria
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das populacdes analisadas. Em contraste, o par Kalunga e Croécia apresentou grande
diferencia¢do populacional em relacdo aos outros pares de populagdes analisadas. Brasilia

apresentou maior diferenciacdo também em relacdo a populacao da Crodcia.
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Figura 11. Representa¢do grafica das andlises realizadas para diferenciagdo populacional

baseadas em Fgr para Brasilia, Kalunga, Irlanda, Caucasianos, Croécia e Coréia.

Insercoes Alu
Todos os marcadores A/u aqui analisados apresentaram distribuicdo genotipica
compativel com o EHW (tabela 06). Apesar disso, a populacdo de Kalunga apresentou

excesso de heterozigotos para o marcador AIuHG (p-valor: 0,0467+-0,0020). Este fato se
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reflete no pequeno valor de p para o teste exato de Equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor:
0,0633+-0,0002) muito préximo do valor pré-estabelecido para a significancia do teste (p =
0,05). Considerando o conjunto total de marcadores, Kalunga apresentou déficit de
heterozigotos, com p-valor = 0,0010+-0,0004. Os maiores valores de heterozigose observada
foram encontrados para o marcador AluHG em ambas populagdes.

A inser¢ao AIuHG estd muito proxima do gene HLA-G. Recentemente, estudos
tém demonstrado que o gene HLA-G, em especial suas regides S'URR (upstream regulatory
region) € 3‘UTR (untranslated terminal region), ndo se comportam como regides neutras do
genoma (Tan et al., 2009; Castelli ef al., 2011). A avaliagdo da regido 3'UTR do gene HLA-G
nas populagdes de Brasilia e Kalunga detectou um forte indicativo de desvio da neutralidade,
utilizando o Teste de Neutralidade de Ewens-Watterson (Toledo, 2011). Dessa forma, o
excesso de heterozigotos encontrados para o marcador AluHG em Kalunga provavelmente é
um reflexo da selecdo que estd atuando no gene HLA-G, em um processo conhecido como
“efeito carona”, mesmo que esse marcador ndo tenha demonstrado desvio da neutralidade em
ambas Brasilia e Kalunga.

Com relagdo as frequéncias alélicas, observou-se grande similaridade entre as
populagdes. O alelo auséncia de inser¢do (alelo 2) ¢ o mais frequente para todos os
marcadores em ambas populagdes. O mesmo comportamento foi observado nas demais
populagdes ja analisadas para esse conjunto de marcadores (Dunn et al., 2003; Kulski &
Dunn, 2005; Tian et al., 2008; Yao et al., 2009; Garcia-Obregén et al., 2011), isto é, em todos
os estudos, incluindo o nosso, o alelo mais frequente ¢ a auséncia de inser¢ao, em frequéncias
que variam de 57,8% (para AIuMICB e AIuTF em japoneses) até¢ 96,7% (para AIuTF e
AluHG em africanos Sekele San). Em Brasilia e Kalunga, os alelos mais frequentes ficaram
entre 70% (AluHG em Kalunga) e 87,5% (AIuTF também em Kalunga)(Tabela 06). Como a

condi¢do ancestral do locus ¢ a auséncia de inser¢do, esse resultado era esperado em todas as
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populagdes ja estudadas, principalmente pelo fato dessas inser¢des serem recentes no genoma

humano.

Tabela 06. Frequéncia dos alelos das inser¢des Alu, teste de aderéncia ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg, heterozigose observada e esperada para cada locus e teste de deficiéncia e

excesso de heterozigotos em Brasilia e Kalunga.

Brasilia Kalunga

Alelo Ay TAlW Alu Alu Alu Alu Alu Alu Alu Al
MICB TF HJ HG HF MICB TF HJ HG HF

1 0,233 0,238 0,243 0,243 0,248 0,208 0,125 0,158 0,300 0,133

2 0,729 0,762 0,757 0,757 0,752 0,792 0,875 0,842 0,700 0,867

Ho 0,366 0,419 0,390 0,429 0,362 0,350 0,250 0,217 0,533 0,233
He 0,369 0,365 0,370 0,370 0,374 0,333 0,221 0,269 0,424 0,233
paw 1,000 0,175 0,789 0,115 0,794 1,000 0,579 0,146 0,063 1,000
dp. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
pmo 0,566 0972 0,801 0,978 0,458 0,784 1,000 0,146 0,994 0,684
d.p. - - - - - - - - - -
pue 0,646 0,097 0,383 0,078 0,733 0,513 0,369 0,971 0,037 0,737
d.p. - - - - - - - - - -

n 101 105 105 105 105 61 61 61 61 61

n: nimero de amostras analisadas; Ho: heterozigose observada; He: heterozigose esperada; p: p-valor do teste de Hardy-Weinberg; d.p.: desvio-padrdo de p; HD:

deficiéncia de heterozigotos; HE: excesso de heterozigotos; n/o: nao-observado.

Desequilibrio de ligagdo: microssatélites TNF e inserc¢oes Alu
Como ja comentado anteriormente, os dez marcadores analisados nesse trabalho
encontram-se na regido dos genes do complexo de histocompatibilidade principal. A andlise

de desequilibrio de ligacdo considerando todos os marcadores na populacdo de Brasilia
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apresentou resultado estatisticamente significativo para trés pares de marcadores:
AluHG/AIuHF (p-valor: 0,0132+-0,0021), TNFa/AluMICB (p-valor: 0,0014+-0,0009) e
TNFa/TNFc (p-valor: 0,0139+-0.0049). A populacdo de Kalunga, por sua vez, apresentou
desequilibrio de ligacdo para quatro pares de marcadores: TNFa/TNFd (p-valor: 0,0000+-
0,0000), TNFd/TNFe (p-valor: 0,0124+-0.0050), TNFa/AluTF (p-valor: 0,0192+-0,0022) e
TNFd/AIuHG (p-valor: 0,0266+-0.00448).

Considerando a proximidade fisica entre os marcadores TNF, o forte desequilibrio
de liga¢do existente dentro do MHC (Trowsdale, 2011) e conhecimento de que essas
populagdes sdo fruto de miscigenacao recente (Barcelos et al, 2006; Barcelos, 2006;
Godinho, 2008; Gontijo, 2008; Arcanjo et al., 2009; Dalton et al., 2009; Oliveira et al., 2009;
Ribeiro et al., 2009; Ribeiro, 2009; Silva, 2010; Trindade-Filho, 2010), poderia-se esperar que
o numero de /oci ligados fosse maior (Pfaff et al., 2001) do que o encontrado neste trabalho.
No entanto, o trabalho de Miretti et al. (2005) mostrou que o desequilibrio de ligagdo no
MHC, embora forte, ndo ¢ uniformemente distribuido ao longo do complexo, principalmente
pelo alto nimero de hotspots de recombinacdo encontrados. Dessa forma, sdo encontrados
blocos de desequilibrio de ligacdo, separados por pontos de recombinagdo, que respaldam os

resultados encontrados neste trabalho.

Microssatélites TNF': haplotipos

O numero de haplotipos possiveis considerando todos os alelos ja descritos para
os microssatélites TNFa-e ¢ de 4116. O nimero de haplétipos estimados, isto €, o nimero de
combinagdes possiveis considerando os alelos encontrados em cada populagdo, foi de 3822
para Brasilia e 3072 para Kalunga, o que tem relacdo direta com o maior nimero de alelos
encontrados para os loci TNFa e TNFd em Brasilia. Utilizando a inferéncia haplotipica obtida

com o uso do algoritmo PHASE, Brasilia apresentou 112 haplétipos mais provaveis e
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Kalunga 92, sendo 21 deles compartilhados entre as populacdes (tabela 07). A lista dos
haplétipos encontrados para cada populacdo pode ser encontrada nos Anexos 02 ¢ 03. Em
Brasilia, os haplotipos mais comuns foram h5 (2513 3 -4,17%),h24 (4413 3 -5,24%) ¢
h69 (43143 -4,67%), enquanto em Kalunga o haplétipo h114 (7 52 2 3 - 4,17%) foi o mais

frequente.

Tabela 07. Haplotipos TNF (TNFa:TNFb:TNFc:TNFd:TNFe) compartilhados em Brasilia e

Kalunga, e a incidéncia deles em cada populagao.

Haploétipo Brasilia (n=210) Kalunga (n=120)

h5(25133)
h19(95123)
h22(63123)
h26(34113)
h27(74123)
h29(25123)
h31(73113)
h56(71113)
h58(4 123 3)
h59(4514 1)
h64(2513 1)
h67(0 114 3)
h68(3 51 6 3)
h74(73 12 3)
h78(32243)
h80(3 123 3)
h82(71123)
h95(2 116 3)
h101(34 11 1)
h104(72223)
h1112 615 3)

n: nimero de cromossomos analisados.

—_— N = O
—_— N = DN

f—
—

—_— = = NN W= = RN = =N = W= N
N = N N = = W R = = = = N = =
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Os haplotipos compartilhados entre Brasilia e Kalunga (Tabela 07) somaram
19,52% e 24,17% dos haploétipos encontrados em cada populacdo, respectivamente. Em
Kalunga todos os outros haploétipos foram observados em frequéncia menor ou igual a 2,5%.
Dos haplétipos mais frequentes em uma populagdo, somente h5 foi compartilhado por elas e,
mesmo assim, apresentando uma baixa frequéncia em Kalunga (1,67%).

Diante dos desvios do EHW apresentado por alguns marcadores, bem como o
excesso ¢ deficiéncia de heterozigotos apresentado por outros, mostrou-se necessario
investigar possiveis dindmicas que possam estar ocorrendo nas populagdes. A média do
numero de pares de marcadores diferentes entre as duas populagdes foi levemente maior, 3,46,
do que a diferenga média dentro de cada populagdo (Brasilia = 2,79; Kalunga = 3,37). A

distancia genética estimada pela média das diferengas entre as populagdes foi de 0,37.

Haplotipos das inser¢oes Alu

A inferéncia de haplétipos € uma estratégia muito utilizada em substitui¢ao a
analises familiares, que sdo muito mais dispendiosas em termos tanto de consumo quanto de
tempo. Porém, os principais programas disponiveis para realizar essas inferéncias apresentam
falhas. Considerando ainda que hd uma distancia relativamente grande entre as inser¢des Alu
situadas no MHC de Classe I (1,6Mb de AIuMICB até¢ AluHF) analisadas no presente
trabalho, buscou-se avaliar qual seria o melhor programa para ser utilizado com nossos dados.
Para tanto foram realizadas andlises familiares (trios) para a reconstru¢do dos haploétipos das
inser¢des Alu aqui estudadas, que foi a mesma abordagem utilizada por Castelli et al. (2010)
na reconstrucdo de haplotipos de HLA-A, -B, -DRBI e -DOBI.

O algoritmo PHASE, implementado no software PHASE v2.1, apresentou uma
taxa de acerto de 83,33%, inferindo corretamente o haplotipo de 25 dos 30 individuos

estudados. Ja o algoritmo ELB, que apresentou as melhores inferéncias no trabalho de Castelli
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et al. (2010), obteve uma taxa de 73,33% de acerto, inferindo corretamente os haplotipos de
22 dos 30 individuos estudados. Finalmente, o algoritmo EM, considerado até entdo a maneira
mais robusta de se inferir haplétipos, mas que apresentou as piores inferéncias em Castelli et
al. (2010) obteve a mesma taxa de acerto que o algoritmo ELB, errando exatamente os
mesmos haplétipos dos mesmos individuos. Devido aos resultados obtidos no teste com trios,
o algoritmo PHASE foi o escolhido para a inferéncia haplotipica dos marcadores selecionados
no presente trabalho.

A tabela 08 mostra os haplotipos encontrados em Brasilia e Kalunga para os cinco
loci de marcadores Alu. Dos 32 haplétipos possiveis considerando apenas os marcadores Alu,
foram inferidos 21 hapldtipos para Brasilia e 17 para Kalunga.

O haploétipo mais frequente encontrado em ambas populacdes (Brasilia e
Kalunga), também ¢ o hapldtipo mais frequente na maioria das populagdes que ja foram
estudadas para esses marcadores (Dunn et al., 2003; Kulski & Dunn, 2005; Tian et al., 2008;
Yao et al., 2009; Garcia-Obregon et al., 2011) e ¢ o haplotipo ancestral, cujos loci se
apresentam sem a inser¢cdo Alu. Essas populagdes compreendem individuos com
ancestralidade européia (Australianos e Espanhdis), africana (Bantu, Kung e Sekele) e asiatica
(tailandeses, mongadis, e chineses de diferentes etnias). Nas populagdes chinesas, entretanto, o
haplétipo mais frequente nao foi o haplétipo ancestral 22222, mas o haploétipo 22211, que esta
presente em Brasilia e Kalunga em apenas 5% dos individuos de cada populagdo,
aproximadamente.

O segundo haploétipo mais comum em Brasilia € o terceiro haplotipo mais comum
em Kalunga e apresenta insercdo do elemento A/u somente no locus HJ. Esse mesmo
haplétipo se encontra em frequéncia maior que 15% em sete das 11 populacdes que ja foram
estudadas para esses marcadores. Essa regido do pseudo-gene HLA-J ¢ considerada

conservada, mas estd muito proxima da regido do gene HLA-A, de intensa variabilidade. A
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persisténcia e a frequéncia expressiva dessa inser¢ao na maioria das populacdes estudadas
podem sugerir que o locus da inser¢ao sofre um “efeito carona” na selecdo de variabilidade do

gene HLA-A (Meyer & Thomson, 2000).

Tabela 08. Listagem dos haplotipos (AIuMICB:AluTF:AluHJ:AluHG:AluHF) encontrados
nas duas populagdes estudadas, bem como suas frequéncias e desvio-padrao da estimativa de

frequéncia. Os valores marcados indicam haploétipos com frequéncia maior ou igual a 10%.

Haplotipo Brasilia Kalunga
22222 0,2857 +- 0,0312 0,3667 +- 0,0442
22221 0,0238 +- 0,0105 0,0167 +-0,0117
22212 0,0809 +- 0,0189 0,1750 +- 0,0348
22211 0,0524 +- 0,0154 0,0500 +- 0,0200
22122 0,1809 +- 0,0266 0,1083 +- 0,0285
22121 0,0095 +- 0,0067 0,0083 +- 0,0083
22112 n/o 0,0083 +- 0,0083
21222 0,0714 +- 0,0178 0,0167 +-0,0117
21221 0,0238 +- 0,0105 0,0083 +- 0,0083
21211 0,0048 +- 0,0048 n/o
21122 0,0048 +- 0,0048 n/o
21121 0,0048 +- 0,0048 n/o
21112 0,0286 +- 0,0115 0,0333 +-0,0165
12222 0,0476 +- 0,0147 0,1000 +- 0,0275
12221 0,0190 +- 0,0095 0,0083 +- 0,0083
12212 n/o 0,0083 +- 0,0083
12211 0,0429 +- 0,0140 0,0167 +-0,0117
12122 0,0095 +- 0,0067 0,0017 +- 0,0000
12111 0,0048 +- 0,0048 n/o
11222 0,0429 +- 0,0140 0,0583 +- 0,0215
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Haplotipo Brasilia Kalunga

11221 0,0333 +-0,0124 0,0083 +- 0,0083
11212 0,0048 +- 0,0048 n/o
11211 0,0238 +- 0,0105 0,0083 +- 0,0083

n/o: ndo observado; 1: inser¢do, 2: auséncia de insercao.

Considerando os haplotipos observados utilizando os marcadores do tipo Alu foi
possivel identificar diferencas populacionais. Observou-se que as diferengas na distribui¢ao
dos haplétipos Alu nas populagdes de Brasilia e Kalunga contrastaram com o encontrado para
os haplotipos dos microssatélites TNF, o que sugere que as regides de inser¢des Alu sdo mais
conservadas do que as de microssatélites. A maior diferenga encontrada entre as populagdes
(1,68) foi menor do que a encontrada dentro de cada populacio (Brasilia = 1,83; Kalunga =
1,48), justamente o oposto do que observamos para os haplotipos dos microssatélites TNF.
Além disso, a distancia entre as populagdes estimada com base na média de diferengas intra e
inter-populacionais indicou grande similaridade, com distancia estimada de 0,03, p-valor =
0,99.

Observou-se também que quanto maior o nimero de inser¢des na configuragao de
um haplétipo para os marcadores aqui estudados, menores sdo as frequéncias do haplétipo em
questdo nas populacdes estudadas. E ainda, o haploétipo 11111 ndo foi observado em nenhuma
das populacdes que foram estudadas até agora. De certa maneira, esse resultado j& era de se
esperar para as populagdes com histdrico mais jovens, como a asiatica e a amerindia. Como as
populacdes africanas sdo geneticamente ancestrais, esperava-se que elas apresentassem maior
variabilidade que as outras populagdes. No entanto, os dados presentes na literatura e gerados
por este trabalho indicaram que as populagdes africanas foram também conservadoras com
relacdo as inser¢des A/u estudadas aqui, mantendo, em sua maioria, os haplotipos ancestrais

(Garcia-Obregdn et al., 2010). Outra explicacdo possivel para essa condicdo ¢ que essas
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inser¢des Alu pertencem as familias AluYa5 e AluYb8 (Dunn et al, 2002), que sdo
extremamente recentes (Deininger & Batzer, 1999) e por isso ainda apresentam baixa

frequéncia na populacdo humana.

Microssatélites TNF e Inser¢oes Alu

Ao todo, considerando o nimero de alelos por locus e o nimero de loci estudados,
o numero de combinagdes de haplotipos possiveis para o conjunto de marcadores
selecionados ¢ de 131.762. Levando em conta, agora, os alelos encontrados em cada
populagdo e o numero de haploétipos que podem ser gerados a partir dos mesmos, foi estimado
que a populagdo de Brasilia poderia apresentar 2861 e Kalunga 1959 haplétipos distintos.
Apos a inferéncia haplotipica, entretanto, foram inferidos 191 haplétipos para a populacao de
Brasilia e 116 para Kalunga. Destes, nove dos haplotipos gerados pelo PHASE apresentaram-
se compartilhados pelas duas populacdes (Tabela 09). A Tabela contendo os hapldtipos

obtidos para cada populacdo estd apresentada nos Anexos 04 e 05.

Tabela 09. Haplotipos (TNFa:TNFb:TNFc:TNFd:TNFe:AluMICB:AluTF:AluHJ:AluHG:
AluHF) compartilhados entre as populagdes de Brasilia e Kalunga e a incidéncia dos mesmos

em cada populagao.

Haplotipo Brasilia (n=210) Kalunga (n=120)
h25(9512321212)
h34(3411322222)
h37(6312322211)
h38(2512322222)
h109(3224322222)
h111(3123322222)
h131(7112322222)
h148(2116322222)

h156 (3411122222)

n: niimero de cromossomos

—

—t e N e e e e
I T N e S
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Como ndo ha trabalhos que tenham estudado simultaneamente os dois conjuntos
de marcadores do MHC de Classe III e de Classe I aqui analisados, ndo foi possivel tecer
comparagdes com dados de outras populagdes. Entretanto, cabe ressaltar que devido ao
niumero amostral e o numero de alelos encontrados para cada locus, o pequeno nimero de
haplétipos em comum entre Brasilia e Kalunga era esperado. E ainda, como ja comentado, a
diferenga entre as populagdes ja era esperada em decorréncia dos trabalhos previamente
publicados para essas duas populagdes com marcadores neutros, que mostram que as duas
populagdes sdo, de fato, geneticamente muito diferentes (Barcelos et al., 2006; Barcelos,
2006; Godinho, 2008; Gontijo, 2008; Arcanjo et al., 2009; Dalton et al., 2009; Oliveira et al.,
2009; Ribeiro et al., 2009; Ribeiro, 2009; Silva, 2010; Trindade-Filho, 2010). A {inica exce¢ao
para essa tendéncia foi o trabalho de Toledo (2010), que ao estudar a regido 3‘UTR do gene
HLA-G nao verificou diferengas significativas entre as duas populagdes, além de ter obtido

um teste significativo para o desvio da neutralidade nessa regido.

Diferencia¢do populacional

Foram realizados dois testes de diferenciagdo populacional baseado em Fgr para o
conjunto de marcadores 4/u em Brasilia, Kalunga e demais populag¢des. O primeiro teste foi
realizado utilizando as frequéncias alélicas para os loci em cada populacio (figura 12), e o
segundo teste foi utilizando as frequéncias haplotipicas para cada populacao (figura 13).

Como podemos observar na figura 13, as populacdes que apresentaram maiores
diferengas foram as populagdes de japoneses e mongodis quando comparados as populacdes
africanas Bantu, Sekele e !'Kung. A populagdo de Brasilia apresentou maior diferenciagdo
populacional com relagdo a Bantu e !Kung. menor com relagdo a Kalunga, Australianos e

Valéncia. A populacdo australiana aqui mencionada e a populacdo de Valéncia apresentam
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ancestralidade europeia, assim como Brasilia também apresenta alta ancestralidade europeia
de acordo com estudo de marcadores uniparentais (91,6%; Barcelos, 2006) e marcadores
informativos de ancestralidade (61%; Godinho, 2008). A populacdo de Kalunga, entretanto,
mostrou pequena diferenciacdo populacional com relagdo as populagdes europeias
(Australianos e Valéncia), Brasilia, Malaio-Chineses e Sekele, mas diferenciagdo moderada
com relacdo as populacdes africanas !Kung e Bantu. Essa diferenciagdo maior com relagao as
populagdes africanas e menor com relagdo as populagdes de origem européia podem refletir a
intensa miscigenacdo que os ancestrais dos Kalunga ja apresentavam antes mesmo da
formagdo da comunidade. Estudo que estimaram a composi¢ao genética de Kalunga baseado
em marcadores informativos de ancestralidade apontaram que a contribuicdo genética
européia para a formagdo dessa populagdo varia de cerca de 10% (marcadores do cromossomo
X; Ribeiro, 2009) até¢ 60% (microssatélites do cromossomo Y; Ribeiro, 2009), passando por
volta dos 30% quando considerados AIMs autossomicos (Pedrosa, 2006). Dessa forma,
especula-se que a contribui¢do européia na formagdo da populacdo Kalunga possa ser o
motivo da pequena diferenciacdo encontrada entre essa populagdo e outras populacdes de

ancestralidade europeia que foram estudadas para os marcadores apresentados neste trabalho.
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Figura 12. Matriz de diferenciacdo populacional baseado em Fgsr para populagdes dos
diversos continentes (Brasilia, Kalunga, Australianos, Valéncia, Japoneses, Tailandeses,
Chineses, Malaio-Chineses, Mongois, Bantu, Sekele e !Kung), analisadas para o conjunto de

marcadores 4/u presentes neste trabalho.

Analisando a diferenciagdo populacional baseada nas frequéncias dos haplétipos
estimados para as inser¢cdes A/u, Brasilia e Kalunga apresentaram uma diferenciacdo um
pouco maior em relagdo uma a outra (figura 13). Brasilia apresentou maior diferenciagao

populacional com relagdo a populacdo Sekele (africana) e menor diferenciacdo com relagdo a
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Valéncia e Australianos. Esse resultado foi parcialmente compartilhado com Kalunga, que
também apresentou maior diferenciagdo a Sekele, porém a menor diferenciagdo encontrada
foi com relagdo aos Australianos. Entretanto, Kalunga apresentou maior diferenciagdo a
Valéncia quando consideramos as frequéncias haplotipicas do que quando consideramos
apenas as frequéncias alélicas (figura 12). A populagdo de mongdis apresentou maior

diferenciagdo a Sekele baseada nas frequencias haplotipicas do que quando baseada em

frequencias alélicas.

Brasilia

0.20

Kalunga —

Australianos —

Valencia —

Tailandeses —

FST

Mongois 0.10

Chines Hunan -

Bantu

Sekele San

IKung — —— 0.00

Brasilia —

Kalunga —1
Auslralianos

Valencia —

Tailandeses
Mongols
Chines Hunan
Banlu

Sekele San —
IKung

Figura 13. Diferenciagdo populacional baseada em Fsr com relagdo a frequéncia dos
haplétipos encontrados em cada populacdo, nas populagdes Brasilia, Kalunga, Australianos,

Valéncia, Tailandeses, Mongois, Chineses Hunan, Bantu, Sekele e !Kung.
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As diferencas médias intra e inter-populacionais calculadas para todas as
populagdes baseadas nos hapldtipos (figura 14) indicaram que as diferencas maximas
observadas entre populagdes foram muito proximas as diferengas maximas observadas dentro
de cada populacao. Brasilia e Valéncia mostraram um grande numero de diferencas intra-
populacionais, mas a distancia entre elas foi proxima de zero. A populagdo mais distante de
Brasilia foi Sekele, apresentando entre 15% e 20% de distancia dessa populagdo. Kalunga, por
sua vez, mostrou grande proximidade a populacdo de australianos, uma vez que a distancia de
Nei estimada pela média de diferengas alélicas para essas duas populacdes foi proxima a zero.
A populacao mais distante de Kalunga também foi Sekele, apresentando de 10% a 15% de
distancia dessa populacdo. A menor média de diferencas intra-populacionais foi encontrada
para a populacdo Sekele, que também apresentou a menor média de diferengas inter-
populacionais quando comparada a populagao Bantu.

Em resumo, o relacionamento genético entre as populacdes considerando esse
conjunto de marcadores A/u, apesar de apresentar alguma coeréncia com a ancestralidade das
populagdes, em linhas gerais ndo difere muito. Essa similaridade em termos de frequéncias
alélicas e haplotipicas entre as populagdes pode ser resultado da inser¢do recente desses
elementos moéveis no genoma humano, ou de algum mecanismo evolutivo no sentido de

conservar a sequéncia ancestral, sem a insercao 4/u.
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Figura 14. Média das diferencas intra (laranja) e inter-populacionais (verde) para cada par de
populacdes analisadas, bem como a distancia de Nei estimada pela média de diferencas
encontradas entre cada par de populagdes (azul) para as populagdes Brasilia, Kalunga,

Australianos, Valéncia, Tailandeses, Mongois, Chineses Hunan, Bantu, Sekele e !Kung.

De acordo com o indice de diferenciagdo populacional (Fsr) (tabela 10), ha uma
diferenca estatisticamente significativa considerando os conjuntos de marcadores utilizados.
Porém, considerando a classificacdo de Fsr de acordo com Wright (1978, apud Hartl & Clark,

2010), o resultado difere entre os marcadores. Os marcadores A/u indicaram pequena
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diferenciagdo entre as populagdes. enquanto os marcadores microssatélites indicaram
diferenciagdo populacional moderada. Em relacdo ao conjunto inteiro de marcadores,
contudo, o indice indicou diferenciacdo populacional moderada, provavelmente porque o Fsr

dos marcadores microssatélites elevou a média dos indices entre as populagdes.

Tabela 10. indice de diferenciagdo populacional (Fsr) entre Brasilia e Kalunga, calculado a

partir dos /loci estudados.

Conjunto de marcadores Fsr p-valor
Alu 0,01552 0,00000+-0,0000
STR 0,11348 0,00000+-0,0000
Todos os marcadores 0,07983 0,00000+-0,0000

Teste de neutralidade

O Teste de Neutralidade de Ewens-Watterson indicou que apenas os loci TNFa (F
-1,4645, p-valor: 0,0034), TNFb (F: -1,6186, p-valor: 0,0027) e TNFd (F: -1,5236, p-valor:
0,0072) ndo se comportam como regides neutras do genoma nas duas populagdes estudadas.
O Teste de Neutralidade de Ewens-Watterson aplicado aos haplétipos e aos marcadores do
tipo inser¢do A/u ndo revelou desvios estatisticamente significativos do esperado em
condi¢cdes de neutralidade. Resultado semelhante foi encontrado em trabalho recente de
Garcia-Obregon et al. (2011), onde apenas o microssatélite TNFa mostrou desvio da
neutralidade em um conjunto de 10 marcadores. Neste trabalho, os autores analisaram as
cinco inser¢des Alu estudadas nesta dissertacdo de mestrado, e mais cinco microssatélites
(somente o TNFa em comum com esta dissertacdo) em diversas populagdes européias,

africanas e asiaticas.
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Conclusao

Os resultados aqui apresentados sugerem que as inser¢des A/u situadas no MHC
de Classe I sdo mais conservadas que os microssatélites presentes nos genes TNF. Além disso,
Brasilia e Kalunga mostraram diferentes graus de diferenciagdo com relagdo as comparagdes
dos dados obtidos com a analise das insercdes A/u, dos microssatélites e dos hapldtipos
considerando todos os marcadores. Por outro lado, nesse trabalho nido foram feitas inferéncias
acerca do comportamento das regides genomicas em si (MHC de classe I e MHC de classe
IIT) pois o comportamento dos marcadores nem sempre reflete a regido e sim, mais
frequentemente, a classe de marcadores a qual pertencem.

Com este trabalho, pode-se concluir que a dinamica dos marcadores
microssatélites e dos marcadores 4/u nas duas populagdes estudadas sdo diferentes, porém
mais similares quando se consideram as inser¢des A/u, e que as informacgdes que podem ser
obtidas desse conjunto de marcadores sdo complementares. Além disso, observou-se que trés
microssatélites TNF (TNFa, TNFb, TNFd) indicaram desvio da neutralidade assim como
sugeriu que o AluHG esteja sofrendo selecdo natural por efeito carona da selecdo sofrida pelo
gene HLA-G.

Para uma melhor compreensao dos possiveis mecanismos evolutivos que possam
estar exercendo influéncia nas regidoes do MHC de Classe I e de Classe III, sugere-se que a
confirmacdo dessas conclusdes seja feita a partir da analise de hapldtipos de inser¢des Alu
presentes no MHC de Classe III em contraste a haplétipos de microssatélites no MHC de

Classe 1.
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Anexo 1 - Aprovagdes do Comité de Etica em Pesquisa e do Conselho Nacional de Etica em

Pesquisa para a utilizagdo das amostras estudadas.
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Anexo 02. Hapl6tipos dos microssatélites TNF encontrados em Brasilia,
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Anexo 03. Haplotipos dos microssatélites TNF encontrados em Kalunga.
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Haplotipo N°de Haplotipo N° de

TNFa TNFb TNFc TNFd TNFb TNFa TNFb TNFc TNFd TNFb

s Cromossomos s Cromossomos
h173 7 7 1 2 3 1 h179 3 3 2 1 1 1
h174 2 1 2 2 3 2 h180 2 5 2 4 3 1
h175 2 4 2 2 3 1 h181 14 5 1 3 3 1
h176 7 4 2 6 1 2 h182 14 7 1 6 3 1
h177 2 1 2 3 1 2 h183 2 1 1 3 1
h178 7 7 2 2 1 1



Anexo 04. Lista de haplotipos para todos os marcadores encontrados em Brasilia.
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Anexo 05. Lista dos haplotipos para todos os marcadores encontrados na populagiao de Kalunga.
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