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RESUMO

A superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT),aptdyglobina (HAPTO), as
glutationas S-Transferases (M1 e T1) e a glutatpmraxidase (GPX1) sdo marcadores
genéticos associados ao estresse oxidativo, quedsra fungdo inibir ou diminuir as
taxas de oxidacdo no organismo, evitando danosNa. B variacdo genética dessas
enzimas sugere diferencas individuais quanto ao dgea protecdo antioxidante e a
distribuicdo das frequéncias alélicas apresentxatifas geograficas, dependendo do
grupo étnico. Neste trabalho foi descrita a distg@o da frequéncia dos polimorfismos:
CAT (21A / T), SOD2 (Ala9Vval), GPX1 (Pro198Leu),dpos da HAPTO e delecao
dos genes da GSTM1 e GSTT1 em trés grupos popuoésidrasileiros de origens
étnicas diferentes: Kayabi (n = 60), Kalunga (n2} & Distrito Federal (n = 162). A
maioria das frequéncias dos alelos variantes oadasvem Kalunga (18% a 60%) e
Distrito Federal (15% a 63%) foram similares aoseobados em Euro e Afro-
descendentes, enquanto que em Kayabi (3% a 68@@ndendo do marcador foram
semelhantes aos Asiaticos, Amerindios e Euro-ddscées. Exceto para SOD2 em
todos os grupos populacionais estudados e para BAIT Kayabi e Distrito Federal e
para GPX1 em Kalunga, as distribuicbes genotipestavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores derFnostram que ha uma diferenciacao
genética moderada nestes trés grupos populacidmaisileiros. Em populactes
miscigenadas, como a brasileira, esses dados padeodar a contribuicdo de
diferentes etnias em sua formacao. Além dissos gstimorfismos tém revelado dados
interessantes para evitar associacdes genotiptigenidconsistentes nos estudos de

farmacogenética.



ABSTRACT

Genetic markers associated with oxidative stresh a3 superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), haptoglobin (HAPTER), glutathiondréhsferase (M1 and T1) and
glutathione peroxidase (GPX1) inhibit, or decrethsgerate of oxidation in the organism
avoiding damage to DNA. Genetic variation of theseymes suggests individual
differences in the degree of antioxidant protectimmd the distribution of allele
frequencies shows geographical differences, depgmati the ethnic group. This study
describes the frequency distribution of polymorpiessCAT (21A/T), SOD2 (Ala9Vval),
GPX1 (Pro198Leu), HAPTO subtypes and deletion$@fGSTM1 and GSTT1 in three
population groups from different ethnic backgrounidayabi (n = 60), Kalunga (n =
72) and the Federal District (n = 162). Most of tinequencies of variant alleles
observed in Kalunga (18% to 60%) and the Federstribi (15% to 63%) were similar
to those observed in European and African descesdahile in Kayabi (3% to 68%)
depending on the marker were similar to Asians, Amigans and Euro-descendants.
Except for SOD2 in all population groups studied &APTO in Kayabi and Federal
Districti and GPX1 in Kalunga, the genotypic distriions were in accordance with the
Hardy-Weinberg. &rvalues show that there is a moderate genetic diifetion in
these three population groups. In admixed popuiatsuch as Brazilian, these data can
elucidate the contribution of different ethnic gpsun their formation. Moreover, these
polymorphisms have revealed interesting data toidawbe genotype-phenotype

inconsistent in pharmacogenetic studies.
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1. INTRODUCAO

1.1 VARIACAO NO GENOMA HUMANO

O sequenciamento do nosso genoma representou uso m@Esencial no
entendimento da biologia humana e no planejamewional de pesquisas biomédicas.
A finalizacdo do sequenciamento do nosso mateeiaético entusiasmou as buscas de
novas abordagens para se determinar o risco adeaciama determinada doencga ou o
desenvolvimento de terapias individualizadas (Skagh, 2006).

O desenvolvimento da biologia molecular e o surgimede novas técnicas
nesse campo de pesquisa, como a reacdo em cadpaimarase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reactipntécnicas que utilizam enzimas de restricio e o
sequenciamento automatico de fragmentos de DNA ifjig&xm importantes avancos na
deteccdo de polimorfismos genéticos. Dentre esadacgdes genéticas, temos a do
nucleotideo unico (SNPs, do ingiBsgle Nucleotide Polymorphidnvarios elementos
repetitivos de sequéncias curtas (microssatélitesinessatélites) e pequenas (1 kb)
insercdes, delecbes, inversbes e duplicacbes (SHagl, 2006). Além disso, h&
estimativa de mais de 200.000 variacdes de suigsiitside aminoacidos em sequéncias
codantes de proteinas presente no genoma humasas Egyides sdo denominadas
também de polimorfismos de nucleotideo Unico néabérsimo (NsSNPs, do inglés

Nonsynonymous Single Nucleotide Polymorphigiven et al, 2008).

1.2. FONTES DE VARIACAO GENETICA

A mutacao é a fonte suprema da variacdo genétgaeemudancas no material
genético. As alteracdes na sequéncia de nuclestid@dNA ou a movimentacao de
sequéncias de DNA, transposons podem acontecesgdar de agentes mutagénicos,
como radiacdes, e alguns produtos quimicos quenpadedificar bases nitrogenadas,
substituindo uma base por outra. Por outro ladgyumahs mutacées sdo espontaneas
decorrentes de processos internos, proprios damisrga (Hartl e Clark, 1997).

Outra fonte de variacdo fundamental é a recombingefética. Duas amplas
classes de recombinagédo sdo comumente reconhegidasombinacdo geral e a sitio-
especifica. Na recombinacdo geral, ou recombindg@ndloga, a troca genética
envolve permuta entre cromossomos homoélogossging—over durante a meiose. Na

recombinacao sitio-especifica ndo é necessarialbgraextensa do DNA. Nesse caso,
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sequéncias especificas de nucleotideos sao reddavepor uma enzima de
recombinacao sitio-especifica que altera a posglativa da seqiéncia de nucleotideos

nos genomas (Strachan e Read, 1997).

1.3. GENETICA DE POPULACOES

A genética de populacdes humanas dedica-se aooesgfudlistribuicdo de
freqUéncias génicas e de caracteres hereditarimsaioe patoldgicos nas populacdes
humanas, bem como aos fatores que mantém ou, esic@ppalteram as frequéncias
génicas ou genotipicas nessas populacbes. A buwdaacpmpreensdo da dinamica
populacional dos genes e dos gendétipos normaiso®geos € a razdo da importancia
da genética de populacbes para os estudiosos dticgethumana e meédica, da
epidemiologia, da antropologia fisica e para agugle se dedicam a biologia humana
e a evolucéo, pois € por intermédio do estudo dsds evolutivos que entendemos
como se faz a manutencdo da carga hereditariaédaleatravés de geracdes
(Beiguelman, 2008). Este ramo da biologia é funddatena compreensao da variacao
humana, uma vez que liga temas da area médica evalecdo, que nos permite
compreender as origens e 0s impactos das nossasendiis gendmicas. A
caracterizacdo genética da populacdo estd se dbsmio em ritmo acelerado,
trazendo novos conhecimentos sobre a adaptacambhumeente, 0 genoma e doencas.
Uma das preocupacfes da genética de populacdem & duistérico das variantes
genéticas e as propriedades gerais dessa var{@giovad e Hurles, 2007).

A variacdo genética € um processo natural, geragartr de mutacdes e
recombinacdo da variagdo pré-existente (Futuym@8)1®s trabalhos inseridos neste
ramo da ciéncia procuram analisar a distribuicde polimorfismos genéticos de
individuos pertencentes a uma determinada populagéssas informacdes podem ser
Uteis na busca do conhecimento das relacfes betGeios processos demograficos que

influenciaram na formacao de uma determinada pogaala
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1.3.1. MARCADORES GENETICOS

Marcadores genéticos sdo caracteres com mecangenbsranca mendeliana,
que podem ser empregados para avaliar diferencasticgs entre dois ou mais
individuos (Robinson, 1998). Eles podem ser mogialds, bioquimicos (isoenzimas)
ou moleculares e podem ser definidos como todatifeménolecular originario de um
gene expresso como isoenzimas ou de um segmeraoifesp de DNA (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Regides do genoma que apresentam variacao e elgonahis comum apresenta
uma frequéncia populacional de no maximo 99% saomordéados marcadores
genéticos polimorficos (Saitou, 1995). Os marcaglagenéticos sdo uma importante
ferramenta no entendimento das relacdes evolupeasilacionais (Hajibabaetit al,
2007; Cordoveet al, 2008), no diagnostico de patologias humanas b, 2007),
na identificacdo humana (Albuguerque, 2004) e npeamento genético (Eichlet al,
2007).

1.3.2. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPs)

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) edeivaa uma mutacdo de
ponto do tipo substituicAo. Em sua maioria, sdocatores bi-alélicos, mas em
principio os SNPs podem ser também tri- ou tetheals (Brown, 2002). Sdo os
marcadores mais amplamente distribuidos no genamsaiio, estimando-se que eles
sejam responsaveis por cerca de 90% das variagdesqdéncias (Sherey al, 2001).
Refletem mutagfes ocorridas no passado e que, @maioria, foram eventos Unicos.
Dessa forma, dois individuos que compartilham uterdgnado alelo apresentam uma
heranca evolutiva comum (Stoneking, 2001). Esdes f@ssociados a ampla ocorréncia
de SNPs no genoma humano, quando comparada a rs auwdrcadores, 0s tornam
ideais para analises gendémicas.

Os SNPs sdo marcadores interessantes por variegomderimeiramente, um
SNP, particularmente quando encontrado numa regiaaa funcional, pode por si s6
ser responsavel por diferencas na estrutura e dudedroteinas, o que pode levar a
doencas. Em segundo lugar, por meio de SNPs pothes®@r ou rastrear a presenca de
outras diferencas genéticas que geram fenotipaselesse. Em terceiro, eles sao Uteis

no estudo de taxas de mutacdo e historia evol(teateret al, 2001). Nos ultimos
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anos, esforcos tém sido feitos no sentido de esérenapear 0 maior nimero possivel
de SNPs no genoma humano. Esse esfor¢o é justifickahtre outros, pelo uso do
mapa de SNPs para melhor compreender a contribudedgenes individuais em
doencas que tenham uma base complexa e poligéDigth ¢ Beroukhim, 2007,
Altshuler et al, 2008). Além disso, esses marcadores genéticdsnpaervir como
ferramenta para estudos na area de genética fof@ater et al, 2007; Westert al,
2009) e para estudos na area de genética de poesla@Veir et al, 2006)
particularmente para o entendimento da variacactgen existente na populacao
humana (Liet al, 2008).

A ubiquidade desses marcadores também € uma c#&tcteimportante; ha
SNPs em alta freqiiéncia em todas as populacéesnagima eles sdo abundantes em
todo o genoma. Estimativas sugerem que a taxa &s e 1 a cada 200-300 pares de
base do genoma. Portanto, considerando todo o getmumano, devem existir ao
menos cerca de 15 milhdes de SNPs, isso sem consi8&Ps especificos de
populacdes (Kruglyak e Nickerson, 2001; Stepletrad, 2001).

1.4. ESTRESSE OXIDATIVO

O metabolismo oxidativo que utiliza oxigénio conoetor final de hidrogénios
na cadeia respiratoria € mais vantajoso para Gsmos porque gera mais energia do
que 0 mecanismo anaerobico (fermentacdo). Enteetdamtmbém gera os chamados
radicais livres (RL), espécies quimicas que contémmero impar de életrons. Essa
configuracdo faz com que sejam altamente instateniam meia vida curtissima e
sejam quimicamente muito reativos. Provocam outasuwle reacdes de Oxido-reducao
e tém vida média muito curta, multiplicando-se dapiente pelo seqlestro de elétrons
de outras moléculas, que também se transformam lenO® RL podem apresentar o
elétron ndo pareado centrado no atomo de oxig&R®] ou no atomo de nitrogénio
(ERN). (Ferreira e Matsubara, 1997). Apesar dess&mantes serem produzidos pelo
metabolismo normal do corpo, se ndo controladodemmoprovocar danos extensivos
(Cookeet al, 2003). As EROs atacam os acucares, as proteiaadases nitrogenadas
do DNA, provocando quebras de fita simples, de fitpla, aléem de aberracdes
cromossOmicas. Os danos oxidativos ocorrem tambeésnlipidios das membranas
celulares, levando a lise celular (Imlay e Linn38p

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio dtesia pro e antioxidante, com

predominio dos oxidantes (Schafer e Buettner, 2@t processo tem sido associado
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ao envelhecimento e ao desenvolvimento de muitaagds cronicas e degenerativas,
incluindo desordens inflamatérias crénicas, candegncas cardiovasculares e na
patogenicidade de doencas neurodegenerativas cofmbeifer, Huntington e
Parkinson. Portanto, o equilibrio/desequilibriorend stress oxidativo e as funcdes
antioxidantes naturais dos organismos vivos tenelpapicial na prevencdo ou no
desenvolvimento dessas patologias (Langlois e QBN 996; Wassel, 2000; Coadte
al., 2003, Janaydeh, 2004; Sadrzadeh e Bozorgmeb4).20

Nos sistemas aerodbicos, € essencial o equilibtie es agentes 0xido-redutores
e o sistema de defesa antioxidante. Com a firgdidke protecdo, a célula desenvolveu
um sistema de defesa, podendo atuar no reparoséa jé ocorrida, ou antes, que o
agente cause a lesdo, uma acéo detoxificadoraresegpada pela atuacdo das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glomati S- transferase (GSTM1 e
GSTT1), glutationa peroxidase (GSH-PX) além daoglioteina plasmatica tetramérica
(haptoglobina), do tripeptideo glutationa reduz{@SH) e das vitaminas C e E
(Hermes-Lima, 2004; Valket al, 2007). Também apresentam funcédo essencial na
protecdo do sistema reprodutivo humano (Fefiial, 2005) e sofrem alteracbes na
exposicdo a diferentes pesticidas, os quais induzenesse oxidativo (Lopezt al,
2007).

A maquinaria de metabolizacdo xenobidtica possis tijeos de enzimas: as de
metabolismo oxidativo mediado, ou de fase |, erasngas conjugadas, ou de fase II.
Muitos compostos sédo convertidos a metabdlitosmaltde reativos pelas enzimas
oxidativas de fase |, principalmente enzimas daedamilia do citocromo P450
(CYPs). Em contraposicéo, as reacdes da fase bheam a conjugacdo com um
substrato enddgeno, por meio das glutationa Sfamses (GSTs), UDP
glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATgue agem como enzimas
inativadoras dos produtos da fase |, tornando dabtbtos hidrofilicos e passiveis de
excrecao (Rossit e Conforti-Froes, 2000).

A utilizacdo de biomarcadores em estudos que eendly estresse oxidativo é
de grande interesse (Hwang e Kim, 2007; Hwang eeBp®007). A suscetibilidade aos
danos causados por compostos quimicos estranhasetabolismo individual, os
chamados xenobidticos, pode ser devida a carditasisgenéticas ou adquiridas,
estando associada a diferencas no metabolismo estiadividuos (Autrup, 2000).

Nesse sentido, varios estudos tém sido realizawos,a finalidade de observar se ha
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associagdo do polimorfismo das enzimas antioxidaet® relacdo a suscetibilidade ao

estresse oxidativo e a fisiopatologia de doencas.

1.5. SISTEMA ENZIMATICO DE DEFESA ANTIOXIDANTE

1.5.1. SUPEROXIDO DISMUTASE 2 (SOD2)

A superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) é uma metaloenque promove uma
desmutacdo do radical superéxido J@m peroxido de hidrogénio £8,) e oxigénio
(O,), mediante um préton (M Ela promove a diferenciacdo celular e a tumaegén
(Clair et al, 1994) e a protecdo contra a hiperoxia induzela foxicidade pulmonar
(Wispeet al, 1992). As superdxidos dismutases podem ser adgemem trés classes:
Cu-Zn-SOD ou SOD1 presente no citosol, Mn-SOD ouD&Opresente nas
mitocondrias e SOD extracelular ou ecSOD ou airdB%®

A MnSOD humana € codificada por um Unico gene r@uckontendo 5 éxons e
4 introns, que est4 localizado no braco longo dmossomo 6 (6g25) (Akyadt al,
2005) (Figura 1). E sintetizada com uma seqiiénoa-mitocondrial (hidrofobica) que
permite sua passagem através da membrana e, cent&génte, sua importacédo para a
mitocondria. Na matriz mitocondrial, a sequéncrakeg clivada e a proteina madura é

montada em um tetrdmero ativo com subunidades kiga?@artinet al, 2009).
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Figura 1. Posicao do gene SOD2 no cromossomo @&anhal pelo traco vermelho.
Extraido do site GeneCard. (http://www.genecardgcgi-
bin/carddisp.pl?gene=S0OD2&search=S0D?2).

No gene da Mn-SOD humana um dos polimorfismos esiud o que foi
descoberto em 1996 (Shimoda-Matsubayasial) e envolve uma substituicdo de uma
timina (T) por uma citosina (C) no cdédon 9 da segigsinal mitocondrial, a qual
resulta numa troca do aminoéacido valina (GTT) matunoacido alanina (GCT). Este
polimorfismo da Val 9-Ala induz uma mudancga confacmonal na sequéncia-sinal

mitocondrial, que passa dehélice para3-pregueada, o que dificulta o transporte da
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enzima para o interior das mitocondrias e reduzrandcdo do tetrdmero ativo,
diminuindo sua eficiéncia no combate ao estresgatwo (Akyol et al, 2004)

A variante alélica 9-Ala do polimorfismo da Mn-SQ2f SNP ID: rs179972)
(Mitrunen et al, 2001) estd associada ao aumento do risco deere&nde mama,
préstata e ovario (Mitruneet al, 2001; Caket al, 2004; Olsoret al, 2004; Chokt al,
2008), doencas esporadicas do neurbnio motor, zsdgenia (Akyol et al, 2005),
degeneracdo macular exsudativa relacionada a {#awheira et al, 2000) e doenca de
Parkinson (Grasbon-Frodt al,1999).

Esse polimorfismo apresenta variagdo na frequértdi@ os grupos étnicos, no
qgual o alelo alanina esta presente em 14% ¢€Cai., 2004) dos Asiaticos e 44% dos
euro-descendentes (Mitruneghal, 2001).

1.5.2. GLUTATIONA PEROXIDASE 1 (GPX1)

A glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9) € uma enzé®l&énio-dependente que
catalisa o peroxido de hidrogénio e demais per&xatganicos, em alcool, por meio da
conversao da glutationa reduzida (GSH) em GSSGagaa antioxidante ocorre tanto
no citosol quanto na membrana citoplasmatica. & genGPX1 é composto por dois
éxons e esta localizado no braco curto do cromossb(8p21.3) (Fosbergt al, 1999)
(Figura 2). Em mamiferos é expressa no figado, einsritrocitos (Chambers and
Harrison, 1988).
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Figura 2. Posicao do gene GPX1 no cromossomo 3cadd pelo traco vermelho.
Extraido do site GeneCard. (http://www.genecardgcgi-
bin/carddisp.pl?gene=GPX1&search=GPX1).

Um dos polimorfismos genético da GPX1 (Pro198Leef) NP ID: rs1050450)
(Zhaoet al, 2005), o qual consiste na substituicdo de ursa b#osina por uma timina
no codon 198, inicialmente atribuida incorretamexttecdédon 197, resulta na troca do
aminoacido prolina pelo aminoacido leucina (Knighal, 2004).

Alguns estudos tém demonstrado que a variante leta a atividade da enzima

(Shinkaiet al, 2006) e esté& relacionada a risco de cancerld&gpyRatnasinghet al,
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2000) e de mama (Hu e Diamond, 2003). Além diskopede servir como marcador
molecular para o monitoramento da recorréncia docaréde bexiga (Zhaet al., 2005)
e glioblastoma multiforme (Bhattit al., 2009).

A frequéncia da variante (Leu) varia entre os gsugtmicos; em Asiaticos é 5%,

enguanto que em euro-descendentes é 36% e 2005).

1.5.3. CATALASE (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma hemeproteina coptica, que catalisa a
reducdo do peroxido de hidrogénio,(@4 em agua (KHO) e oxigénio (@. Sua
presenca exogena inibe lesdes oxidativas do DNAnstidos & sobrecarga de*Fe
(Ferreira e Matsubara, 1997). O gene que coddgsa enzima localiza-se no braco
curto do cromossomo 11 (11pl13), possui 13 éxongsaeragido promotora com 527
pares de base (pb) (Figura 3). E um complexo deaeabunidades, cada uma com um
peso molecular aproximado de 60 KDa e contém umougrupo de hematina. Em
mamiferos ela pode ser encontrada em altos niedigado, rins e eritrécitos (Qua
al., 1986).
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Figura 3. Posicao do gene CAT no cromossomo llicddd pelo traco vermelho.
Extraido do site GeneCard. (http://www.genecardgcgi-
bin/carddisp.pl?gene=GPX1&search=GPX1).

Diversos SNPs foram descritos para esse gene eiaianassociado com a
acatalasemia, uma doenca autossémica recessieaferarada por um nivel de 0.2 a
4% de catalase nos eritrocitos comparado com oaldf@oth e Vitai, 1997; Gotat al,
2004; Mak et al, 2006; Flekaet al, 2008). Nessa situacdo ha uma deficiéncia genétic
dessa enzima nos eritrocitos e apresenta como estagbes clinicas a gangrena oral,
alteracdo do metabolismo de lipideos, carboidratbemocisteina e aumento do risco
de diabetes melitus (Gotkt al, 2004). O polimorfismo CAT 21A/T (ref SNP ID:
rs7943316) (Ukkolat al, 2001) esté localizado na regido promotora préxia sitio
de iniciagao da transcricao e consiste na subgdude uma adenina por uma timina na
posicdo -21, a qual ndo reduz a atividade da engiméo tem sido associado a doencas

(Goth et al, 2004; Maket al, 2006). Porém, em um estudo com individuos de uma
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populacdo da Russia foi observado para fumantgem@tipo AA (selvagem) um risco
aumentado de asma nao alérgica; além disso, ingdisidom o mesmo gendtipo que
tinham dieta pobre em vegetais e frutas tiveragoraimentado para asma alérgica e
nao alérgica (Polonikovet al, 2009).

A frequéncia da variante T varia entre grupos é8jisendo 31% em Asiaticos
(Younget al, 2006) e 58% em euro-descendentes (Uk&béd, 2001).

1.5.4. HAPTOGLOBINA (HAPTO)

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica szgda principalmente pelo
figado com atividade antioxidante e imunomodulatgkianglois e Delanghe, 1996). A
sua principal funcdo é a formacdo de um complexévescom a hemoglobina livre
liberada no interior dos vasos sanguineos preveniledta forma a excrecdo de ferro
pelos rins e os danos causados pelo efeito oxalatos ferro ao permanecer livre
(Gutteridge, 1987; Wanet al, 1993; Melamed-frankt al, 2001).

O gene da haptoglobina esta localizado no brac¢golao cromossomo 16
(16g22.1), sendo que esse gene apresenta dois amlominantes, Hpe HEF, que
codificam os principais genoétipos da haptoglobimaheimanos (Schultze e Heremans,
1966; Bowman, 1993) (Figura 4). E sintetizado uricdimRNA, gerando uma Unica
cadeia polipeptidica que € entédo clivada para foasaluas cadeias distinta unidas por
pontes de hidrogénio (Raugatial, 1983; Koclet al, 2003).

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 22

(a1p)2 (a1P)z (a2p)n (a2P)n

n=0,1,2... n=34,5,..

Figura 4: Desenho esquematico da estrutura da Hpaha. Todos os trés fenotipos
compartilham uma estrutura comum de cadfjasnquanto Hp 1-2 e 2-2 sao formas
poliméricas heterogéneas. O grau de polimerizagatral do arranjo intermolecular €

mostrado. Devido a um grupo tiol extra na cadela Hpl-2 e 2-2 podem formar

grandes polimeros (Tsergal, 2004).
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Em relagdo a expressdo da haptoglobina em humanbsmozigotos para o
alelo Hp codificam polipeptidios para a cadeid ep (Hp “ e Hp”), caracterizando o
gendtipo Hpl-1. Por sua vez, os homozigotos paelo HE codificam polipeptidios

o

de cadeias2 e B (Hp * e Hp’) apresentando genétipo Hp2-2. Os heterozigotos
codificam cadeias do tipal, a2 e, sendo seu gendtipo Hp2-1 (Smithies e Walker,
1955; Smithie®t al, 1962; Parker e Bearn, 1963).

ApoOs a dissociacdo e caracterizacdo dos consétudds cadeias polipeptidicas,
demonstrou-se a existéncia de dois tipos de cadgiadF ealS, sendo que a variacao
herdada nos polipeptidios desta cadeia refletdimpdismo das proteinas (Smithies
al., 1962; Connelkt al, 1962, 1966). Assim existem genes correspondentég’ e
Hp'S alelos de Hp que codificam polipeptideos de tamanhos igudésidido em dois
aminoacidos.

O gene que sintetiza o alelo Hpformado por cinco exons, sendo que o exon 4
apresenta uma variagdo na sua sequéncia de ndeteptiom traducéo de dois tipos de
cadeia polipeptidicas do tipo Esta cadeia polipeptidica pode apresentar naggess
52 e 53, respectivamente, acido aspartico e ligirndo do tipar'™ e asparagina e
acido glutamico quando do tipd® (Tabela 1). No gene que sintetiza’tésta mudanca
ocorre nas posi¢cdes 111 e 112 da cad@idevando a uma variacdo eletroforética
distinguivel do produto génico (Maedaal, 1984; Van Der Strateet al,1984; Yano
et al.,1998).

Tabela 1. Diferencas nos aminoacidos das cadelmeptidicas do tipa'Fe ',

Amino&cido o o>

47 Valina (GTA) Valina (GTG)

51 Asparagina (AAT) Asparagina (AAC)
52 Acido aspartico Asparagina

53 Lisina Acido glutamico

(Adaptada de Carter e Worwood, 2007).

O gene que sintetiza o alelo Hapresenta 7 exons e acredita-se que ele tenha
surgido apds um crossing-over desigual entre dssatép'’” e HP'™> onde os exons 3 e 4
destes alelos deram origem, respectivamente aos éxe 6 do alelo da HiBlack e
Dixon, 1968; Maedat al, 1984; Kochet al, 2002).

O gendtipo Hpl-1 é super representado em pacieatascertos tipos de cancer
(Langlois e Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Levy,4200senget al, 2004), mas

apresentou em um estudo maior atividade antiox@d@Aoreiraet al, 2009). Por outro
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lado, o gendtipo Hp 2-2 é mais comum em paciens doencas auto-imunes,
epilepsia, psicoses afetivas e abuso de alcoadgadr além de estar relacionado com o
risco a neuropatia, retinopatia e doencas cardioNa®s (Langlois e Delanghe, 1996;
Wassel, 2000; Bernat al, 2003; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Tsdrad, 2004;
Quaye, 2008). Em estudos de sucesso reprodutivob$ervado que casais com aborto
recorrente e espontaneo em que ambos os paraainas fendtipo Hpl-2 ha uma menor
probabilidade de gerar um recém-nascido vivo (@&ottini et al, 2009). Vale
ressaltar, que também ja foram identificadas ouahlieracdes, como na cadeia
polipeptidicap, alelo HJ? triplicado, Hp2-1 modificado e uma delecdo alélicagene
levando a deficiéncia congénita da haptoglobinaglas e Delanghe, 1996; Delanghe
et al, 1998; Kodaet al, 1998; Kodaet al, 2000).

As freqUéncias dos alelos variam mundialmente digredo da origem étnica da
populacéo: a freqiiéncia do alelo’tpria de 7% em regides da india a mais de 70% na
Africa e América do Sul. Ambos alelos (He HpF) tém sido associados a

suscetibilidade a varias doencas (Carter e Worwaoa(7).

1.5.5. GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

A Glutationa S-Transferase constitui uma familiziertica responsavel pelo
metabolismo de uma grande variedade de substamemsbioticas. Uma de suas
principais funcdes é a promocéo de uma catalismdmgacdo da glutationa com uma
ampla variedade de compostos quimicos eletrofiloquees sdo geralmente citotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos. Sao encontradas @os tws organismos aerobicos.
Basicamente, podem ser divididas em dois grandepogr enzimas (diméricas)
presentes no citosol ou sollveis e enzimas (traasg)i ligadas a membrana ou
microssomais (Josephy, 1997).

Inicialmente, os estudos sobre a estrutura molealds GST revelaram a
existéncia de quatro classes: Alfa, Mi, Pi e T&am o avanco dos estudos sobre as
GST soluveis, observou-se a existéncia de outesses: Zeta, Omega, Sigma e Kapa
(Hayes e Strange, 2000). Alguns genes tém sidodaeatterizados como polimérficos.
Alguns destes polimorfismos estdo associados comemio da suscetibilidade a
carcinogénese e a doencas inflamatérias (Hetyals 2005, Rhoet al., 2008).

A classe Mi das GSTs sao codificadas por cincogdiierentes localizados em
tandem na regido 1p13.3: GSTM1 (OMIM-138350), GSTK#IM-138380), GSTM3
(OMIM-138390) GSTM4 (OMIM-138333) e GSTM5 (OMIM-1380) (Figura 5). O
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gene da glutationa S-transferase M1 é polimérfroohemanos, apresentando um alelo
que leva a deficiéncia na atividade da enzima,adupor delecdo dessa regidao génica
(GSTMI% ). E expressa principalmente no figado, mas tambéencontrada em
grandes quantidades no estdbmago, cérebro e, emresepmporcdes, em diversos

outros tecidos como o tecido cardiaco (StrangegerF1999; Stranget al, 2000).
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Figura 5. Posicdo do gene GSTM1 no cromossomodicado pelo traco vermelho.
Extraido do site GeneCard. htip://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=GSTM1&search=GSTM1

O fenétipo positivo (GSTMT"), ou seja, a presencga da enzima, e GSTM1 nulo
(GSTMI%/ ), sdo determinados por trés alelos, GSTMGSTMI® e GSTM1®. Os
alelos GSTMY* e GSTM1®, diferem em apenas um Unico par de bases no exon 7
codificam mondémeros da enzima que formam homo- terd@imeros ativos. A
atividade catalitica é semelhante nas enzimas lehaterodiméricas resultantes desses
alelos, o que sugere que as enzimas nao diferemtayaaatividade enzimatica. Ja o
homozigoto do alelo GSTMAn&o expressa esta proteina (Strange e Fryer, 5999
frequéncia € surpreendentemente alta na maiorigposlacdes humanas, sendo de
aproximadamente 50%, com uma variacdo de 30%-70%diferentes grupos étnicos
brasileiros (Hiraget al, 2007; Maciekt al, 2009; Magneet al., 2009).

As GSTs da classe Teta séo consideradas, do pentistd evolutivo, as mais
ancestrais pois é detectada em quase todos oSINganvivos, ao contrario das demais
classes de GST. O gene da GST classe Teta esladdoana regido 22g11.2 (Landi,
2000) (Figura 6).
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Figura 6. Posicdo do gene GSTT1 no cromossomongitado pelo traco vermelho.
Extraido do site GeneCard. (http://www.genecardgcgi-
bin/carddisp.pl?gene=GSTT1&search=GSTT1).
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Dentro da classe das GST Teta, pode-se subdividiagse em dois genes
distintos: GSTT1 (OMIM-600436) e GSTT2 (OMIM-600937Esta enzima é
caracterizada por um polimorfismo representado pat€ncia do gene da GSTT1 e,
conseglentemente, da atividade enzimatica. O atdlo funcional da GSTT1
(GSTTI®) é resultado de uma delecdo parcial ou completagetee. Estudos da
atividade enzimatica da GSTT1 mostram que existerfen®tipos: atividade alta,
intermediaria e auséncia de atividade. A verificagio gendtipo de individuos
representantes dos trés fenétipos indica que otigen@STTI", ou seja, homozigoto
para a presenca do gene, possuem alta atividade&ita. Os individuos homozigotos
para a delecdo (GSTPL® nao apresentam atividade enzimatica. Porém, os
heterozigotos GSTTY" apresentam atividade enzimatica intermediaria, ue q
caracteriza efeito de dosagem génica. Analiseggiegacdo dos gendtipos em familias
sugerem um tipo de heranca seguindo os padrdesefimmas (Landiet al, 2000;
Sprengett al, 2000). A frequéncia do alelo nulo difere compet a etnicidade. Na
populacdo caucasiana, o gene da GSTT1 e sua aoncesye atividade enzimatica esta
ausente em aproximadamente 20% da populacdo canaasiem 80% da populacdo
asidtica (Honmat al, 2008; Losi-Guembarovskt al, 2008; Kvitkoet al, 2009).

Ha um especial interesse nas frequéncias aléla&SIM1 e GSTT1 porque 0s
homozigotos de alelos nulos (GSTRI? e GSTTI”?) ndo produzem essas enzimas
(Pembleet al, 1994; Seidegarét al, 1988). Varias associa¢cdes entre 0os genotipos
nulos da GSTM1 e/ou GSTT1 com dano citogenéticazitth por mutagénese (Rossi
et al, 2009), doencas cardiovasculares (Manfetdal, 2009) e cancer (Sinet al.,
2008; Hatagimeet al, 2008) tém sido relatadas. Aléem disso, nos ditese grupos
étnicos brasileiros ha uma ampla variacdo nas @&mrjés desses polimorfismos
(Moraiset al, 2008; Torresart al, 2008; Souzat al, 2008).

1.6. A CONSTITUICAO DA POPULACAO HUMANA
BRASILEIRA

A populacgéo brasileira tornou-se um objeto de @#se para estudos na area de
genética de populagbes por ser considerada, altanmiscigenada e heterogénea,
resultado de cinco séculos de cruzamentos intec&trentre europeus, amerindios e
africanos sub-saharianos, e, mais recentemente, auhviduos de origem
asidtica.(Alves-Silvat al, 2000; Abe-Sandest al, 2004).
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No Brasil, diferentemente dos demais paises lamericanos, o principal
colonizador foi o portugués. Quando os colonizaslatkegaram ao atual territério
brasileiro, encontraram na costa atlantica grupesrimdios que pertenciam a diversos
grupos linglisticos, especialmente Tupi-guaranintrée os quais os do grupo Jé&,
habitantes da regido mais central do Brasil (Vain2800; Salzano e Callegari-Jacques,
1988).

Os amerindios autéctones representavam uma poputkc@proximadamente
2,4 milhdes de individuos (IBGE, 2000) quando awzlacdo européia se iniciou, em
1500, com a chegada de aproximadamente 500.000gpedes, quase todos homens
(Ribeiro, 1995). O trafico de escravos comecou Bgade do século XVI e, até 1855,
aproximadamente 4 milhdes de africanos foram toszab Brasil (IBGE, 2000). Dessa
maneira a populacdo brasileira trihibrida inicial @iginou da mistura entre homens
europeus e mulheres amerindias e africanas.

Godinho et al (2008) estimou a contribuicdo dos grupos pareradiicano,
europeu e amerindio a partir de marcadores midégea na formacdo das cinco
regides brasileiras. Os resultados obtidos mostrgraporcdes diferentes das indicadas
pela autoclassificacdo em racas. Em geral, asiboitibes amerindia e européia sao
subestimadas por esse critério e a africana, stprezla. E provavel que isso se deva a
grande proporcéo de pardos observada em todo ogsais categoria inclui individuos
cuja ancestralidade inclui mais de um grupo palemt#uindo as contribuicbes
amerindia e européia.

A forma como esses grupos se distribuiram e casitdbn para a formacgéo das
populacdes das diversas regides do pais se rafleteistribuicdo diferencial de
fendtipos entre elas. De acordo com a Pesquisaohcpor Amostra Domiciliar
(PNAD) realizada em 2008 pelo Instituto Brasilail® Geografia e Estatistica (IBGE),
cerca de 55,2% dos mais de 189 milhdes de brasleilevem ter indicacoes
morfoldgicas de contribuicéo africana (auto-defisidomo pretos ou pardos, de acordo
com a nomenclatura utilizada no levantamento). mRpr@ porcentagem desta
contribuicédo varia entre as cinco regides brasideisendo a maior encontrada na regiao
Nordeste (76,1%). Andlise de AIMs (do ingl@scestry Informative Markeys
marcadores informativos de ancestralidade em aasoske quatro regides do Brasil
(Norte, Nordeste, Sudeste e Sul) mostraram queilmoicdo africana foi de 4 a 34%,
enquanto de amerindios foi de 0 a 27% (Petred, 2002)
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1.7. JUSTIFICATIVA

A introducdo de marcadores moleculares em andiieréticas revolucionou a
medicina, uma vez que alguns destes constituerag@s genéticas associadas a uma
predisposicao para doencas complexas e variagiiegunis na resposta a farmacos. A
identificacdo e a genotipagem de um vasto numerpadlienorfismos genéticos em
populacdes grandes tém sido importantes nos estpopslacionais e na area de
farmacogenética e medicina. Entre as variagcessadak, SNPs parecem ser 0s mais
Gteis em analise genética de grande escala (&iahj 2004).

O recente sucesso de estudos de associacao nadeuseaes de suscetibilidade
para muitas doencas complexas apresenta grandegurogades para estudos
epidemiolégicos de fatores de risco ambiental (Khoa Wacholder, 2009). O
conhecimento nessa linha de pesquisa nos forneuemrdnacdes relevantes sobre a
dindmica génica e estrutura genética da populagasildira, caracterizada por
significativas miscigenagfes étnicas, comparada owtras populacdes mundiais
estudadas para os marcadores moleculares citatbyemnente.

Segundo Pearcet al (2005), a etnicidade de uma populacdo é uma reapést
complexa que inclui biologia, historia, orientagadtural e pratica, idioma, religido e
estilo de vida, ou seja, varios fatores que poddhaanciar na salude dos individuos. A
auséncia de amplas diferengcas genéticas entre gretpicos, aliada a presenca de
grandes diferencas em estilo de vida (dieta, alcaldjamento, tabagismo e etc.),
ressalta a importancia de estudos que tém porivabjdescrever a distribuicdo de
variantes de marcadores genéticos que possam poedieterminados grupos as
doencas complexas, uma vez que essa distribuic&ar@dgdo genética difere entre os
principais grupos humanos.

Portanto, o estudo da variacdo populacional dessmasadores genéticos é
importante por dois motivos: (a) por meio desteosspvel identificar-se as origens e
compreender-se a histéria evolutiva e as pecusidad genéticas de uma determinada
populacao; e (b) essas peculiaridades podem condicsuscetibilidades diferenciais a
doencas, sua heterogeneidade, aléem de reacOessaxleerdrogas farmacéuticas e
alimentos (Salzano e Hutz, 2005).

Além disso, nos ultimos anos varios marcadorestgpas&ém sido utilizados na
tentativa de caracterizar a ancestralidade, a fgimma a estrutura de populacdes

brasileiras (Suarez-Kurtz e Pena, 2006). O impdatéarmacogenémica nas pesquisas
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gue buscam o desenvolvimento de drogas de acordo aoheterogeneidade da
populacao impulsionou a criagédo de uma rede déaado no Brasil, denominada de
Rede Nacional de Farmacogenética/FarmacogendmiE&ARGEN) (Suarez-Kurtz,

2004). Essa rede tem como preocupacao criar unolmEndados farmacogendmicos de

populacdes brasileiras (Suarez-Kurtz, 2004) e nesséido 0s dados obtidos neste
estudo podem ser uteis.
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2. HIPOTESES

* A distribuicdo das freqiéncias de marcadores gmetassociados ao
estresse oxidativo ndo apresenta padrao definido.

* Os trés grupos populacionais apresentam difereiwigenética para os
marcadores CAT, SOD2, GXP1, GSTM1, GSTT1 e HAPTO.

» A distribuicdo dos genotipos da SOD2 néo se enaartr equilibrio de

Hardy-Weinberg nos trés grupos populacionais.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi descrever #&idiscdo de polimorfismos
nos genes de enzimas e proteinas de funcdo amtid@glem trés grupos populacionais
brasileiros compostos por individuos de diferenéésias: 1. o remanescente de
quilombo da regido norte do estado de Goias (Kaung. a tribo indigena da regiao de
divisa do Mato Grosso e Para (Kayabi) e 3. a pgaolairbana da regido centro-oeste

(Distrito Federal). Visando atingir esse objetivavaj, foram buscados:

a) estimar as frequéncias alélicas para seis naneagenéticos (Haptoglobina,
GSTT1, GSTM1, CAT, SOD2, GPX1) nos grupos populaai brasileiros estudados;

b) comparar a variacdo detectada com as descatdseratura em diferentes
populacdes;

c) estimar as frequéncias genotipicas para toaoe leerificar se a distribuicéo
dos gendtipos encontra-se de acordo com o equililerHardy-Weinberg;

d) analisar a diferenciag@o genética entre os grpppulacionais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DAS POPULACOES

As amostras analisadas neste trabalho foram caketads Estado de Mato
Grosso (Kayabi), de Goias (Kalunga), e no Distriéaleral. Foi aprovado pelo CEP da
Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia @EPQProcesso°n176/2008) a
utilizacdo desse material que ja havia sido cotefadviamente.

De cada individuo foram coletados cerca de 5 nslaghgue periférico, utilizando
um sistema a vacuo tendo o EDTA como anticoagulaBssas amostras foram
devidamente identificadas e refrigeradas o masehpessivel. Os critérios basicos para
a escolha dos voluntérios foram: aleatoriedadens om grau de parentesco de no
méaximo 1/16, isto é, ndo apresentam parentesca &€eira geracdo (avos) anterior a
atual (Kayabi: n=60, Kalunga: n=72, Distrito Fedensz172).

4.1.1. Distrito Federal

O Distrito Federal, localizado no Planalto CentlalBrasil tem uma populacéo
estimada em 2.051.146 habitantes (Censo 2000 —)|B&Edo que aproximadamente
metade dos habitantes é nascida na propria regiéetade sdo pessoas advindas de
todas as regides do Brasil, além de uma pequernigipacdo de estrangeiros, 0 que
torna o brasiliense um caso Unico quanto a suaaiggm Administrativamente, é
composto por 27 regides, considerando Lago Sulge INorte como regides distintas.
Entretanto, a época da coleta (2002) eram 19 redidi¢o oficial do Governo do
Distrito Federal — www.distritofederal.df.gov.bre@sado em 21 de abril de 2008) e
somente 13 regides (Brasilia, Ceilandia, Cruzétriprno, Gama, Guara, Lago Norte,
Lago Sul, Ndcleo Bandeirante, Paranoa, Planalt8@hradinho, Taguatinga) foram
amostradas. A informagcé@o concernente a regido astnaitiva onde habitavam os pais
na época da coleta foi obtida durante a entrevideo esse que permitiu o
agrupamento dos individuos por regido (Tabela 2ndpa da Figura 7 representa as

regibes administrativas existentes na época d&cole
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Brazléndia

Sobradinho

Flaratting

Paranos

SH0 Sebastiao

Figura 7. Regides Administrativas que compunhamstriibp Federal em 2002 (Fonte:

Godinho, 2008), época da coleta de material biotgi

Tabela 2. Distribuicdo dos individuos componentesmostra do Distrito Federal com

relacdo a regido administrativa da residéncia dais pa época do nascimento.
(Modificado, Godinho 2008).

Regido administrativa Numero de individuos

Brasilia 54
Ceilandia 9
Cruzeiro 13
Entorno 2
Gama 7
Guara 10
Lago Norte 7
Lago Sul 2
Nucleo Bandeirante 5
Paranoa

Planaltina 14
Sobradinho 12
Taguatinga 17
N&o especificou 19
TOTAL 172
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As amostras de material biolégico e os dados faraletados no Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia e no curspapatorio para o Vestibular “Alunos
da Unb” (Alunb) no ano de 2002. Paralelamente ataale material biol6gico, foi feito
um levantamento de dados demograficos utilizando qumastionario (Anexo )
respondido por todos os individuos que tiveram ssmgue coletado. O objetivo do
questionario foi obter informacdes referentes @ sebade, ancestralidade, incluindo no
minimo uma geracao ascendente, dentre outros.

A amostra foi composta por 72 homens (41,9%) e mOtheres (58,1%) e a
média da idade dos participantes foi de 21,1 adesvi{o padrdo = 3,9 anos). Com
relacdo a autodeclaracdo de etnia, do total de idd®iduos, 120 (69,8%) se
autodeclararam como mestico entre pelo menos dasgarentais que formaram a
populacao, isto €, branco, negro e indio, 41 (28,880 brancos, 3 (1,7%) como
negro e 8 (4,6%) nao informaram sua etnia.

Todos os procedimentos relativos a coleta do natéiolégico no Distrito
Federal fazem parte do projeto de pesquisa “Bsas#iflexo da constituicdo genética
brasileira?” previamente autorizado (registro n° 8/PA01; processo n°
25000.102003/2001-05 e pela CONEP registro n°® 2388 tem como pesquisadora
responsavel a Dra. Silviene Fabiana Oliveira.

4.1.2. Kayabi

A coleta de material biolégico na comunidade Kayahi parte de um projeto
multidisciplinar que teve inicio ainda no final dmsos 90 e inicio de 2000. Esse projeto
intitulado como: Projeto Integrado de Protecdo puRades Indigenas da Amazonia
Legal-PPTAL teve apoio da ONG alemd Deutsche Gedelft fur Technische
Zusammenarbeit (GTZ). Um dos subprojetos que estiagionado com a linha de
suscetibilidade genética a metais neurotéxicosasgsspulacdes gerou alguns trabalhos
ja publicados (Klautau-Guimaréaes al, 2005a; Klautau-Guimaraes al, 2005b). Na
aldeia, o lider deu a sua permissao para a coietmaterial biolégico depois que o
objetivo da pesquisa foi explicado a todos da caodadge. A participacdo indigena
(Kayabi) em todas as fases do processo foi aconapanpela antropologa Patricia de
M. Rodrigues com prévia aprovacdo do PPTAL-GTZ joointegrado de Protecéo as
Populacdes e Terras Indigenas da Amazénia Legal).

A tribo amerindia Kayabi tem como linguagem o TGpiarani (Rodrigues,

1994), sua populacéo € de cerca de 110 habitaméesogpam principalmente uma area



34

do Parque Nacional Indigena do Xingu (Mato Grosd¢#duve um total de 60
participantes da aldeia que estd localizada na emardireita do Rio Teles Pires,
também conhecido como Rio Sdo Manuel na divisa @@ Pom Mato Grosso. A
amostra foi coletada no ano de 2000 e foi compdst81 homens (51,7%) e de 29

mulheres (48,3%) com idade média de 24,5 anos.

4.1.3. Kalunga

Kalunga é o remanescente de quilombo mais impertaminericamente (cerca
de 5300 habitantes) e historicamente da regidor@€dste e um dos maiores do
Brasil. A comunidade ocupa uma area de aproximanmm®b8 mil hectares na zona
rural do Nordeste do estado de Goias, proxima dades de Monte Alegre e
Cavalcante, a 320 quildmetros de Brasilia. Estéitesado em varias subcomunidades,
como, por exemplo, Vao de Almas, Vao de MolequengelBho. Estas estédo dispersas
pelo territorio Kalunga, sem que haja, entretanin,isolamento geografico entre elas.
Apesar disso, ha uma identidade dos proprios hdbgaem relacdo a qual
subcomunidade eles pertencem.

Sua populagéo é formada por descendentes de escpadoram levados para a
regido da atual cidade de Monte Alegre para trabath nas “Minas do Tocantins”. De
acordo com Soares (1995), escravos teriam fugidardiaas no final do século XVIIl e
formado o quilombo. Entretanto, alguns moradoredaro que seus ancestrais foram
abandonados pelos bandeirantes quando o ouro das mabou. Com receio de que
voltassem para busca-los, se embrenharam ainda noaisnatagais e la viveram
escondidos por varias décadas (Meegen-Silva 18@9pngo do tempo, vilas e cidades
cresceram nas proximidades da area Kalunga e, cotampo, os quilombolas
comecaram a ter relacbes comerciais com os hadstalus centros urbanos (Meegen-
Silva, 1999).

Até 1984 a populacdo encontrava-se em uma vidalogsténcia, e, sem a posse
de suas terras, era constantemente ameacadalpoogriNesse ano, baseada no artigo
68 da ADCT (Ato das Disposi¢des Constitucionaisn$itérias), que afirma que “Aos
remanescentes das comunidades dos quilombos qgjanesbcupando suas terras é
reconhecida a propriedade definitiva, devendo oadestemitir-lhes os titulos
respectivos”, a antropologa Mari de Nazaré Baioerhiconjunto com a comunidade
requisitou ao IDAGO (Instituto de Desenvolvimentgrério de Goias) o direito dos
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Kalungas a posse das terras (Soares, 1995). Em a0@@munidade foi oficialmente
reconhecida como remanescente de quilombo pelamyo¥ederal.

A comunidade de Kalunga foi visitada a partir doo aB002. Para o
esclarecimento da comunidade quanto aos objetigsta gesquisa, houve reunides e
palestras com grupos de pessoas. Além da doacaatgoial biologico foi preenchido
um questionario que, entre outros aspectos visaghan se a pessoa teria alguma
doenca genética. Nao houve ocorréncia de nenhurseslesasos. A amostra foi
composta por 30 homens (42%) e 42 mulheres (58%) reédia da idade dos
participantes foi de 42,9 anos (desvio padrao aBd%).

Todos os procedimentos relativos a coleta do natbrolégico em Kalunga
fazem parte do projeto de pesquisa “Avaliacdo Geméipidemioldgica e
Ecotoxicolégica de Populacbes Humanas Afro-Bras#gi previamente autorizado
(registro n°® 030/2002; processo n° 25000.096942/3@0e pela CONEP registro n°
4514), que tem como pesquisadora responsavel Sibrane Fabiana Oliveira.

4.2. Processamento das amostras biologicas e extrag 8o
de DNA

4.2.1. Processamento das amostras

As amostras das trés populacdes foram processadaasboratorio de Genética
da Universidade de Brasilia seguindo o mesmo pnoeedo. O sangue total foi
separado em trés fracOes: plasma, leucocitos daséhermelhas. Primeiramente, o
plasma foi separado e colocado em tubos de pollprap etiquetados utilizando
codigos de forma a manter a privacidade do doaHor. seguida, solucédo salina
isotdnica foi acrescida ao tubo de coleta e a mdti homogeneizada e centrifugada a
2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi demdare houve separacdo de uma
fracdo contendo heméacias e leucdcitos em 2 tubpslgeopileno. Em seguida, foram
feitas mais duas lavagens em solucéo salina is@phomogeneizacao e centrifugacao.
Apoés a 32 lavagem, foi separada uma pequena paigsidhiemacias lavadas para a
realizacdo de fenotipagem sanguinea subsequentequdondo foi separado, foi
acrescentada solucéo de glicerol a 40% em tampé&stdeagem (citrato de tripotassio
(0,1M), fosfato bibasico de potassio (0,0345M) efdto monobasico de potassio
(0,0344M)) a temperatura ambiente na propor¢cdo de Essa mistura foi

homogeneizada e colocada em tubos de polipropitantbém identificados pelos
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codigos das amostras. Todo o material processaadorigelado e esta sob a guarda do
Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia

A fracéo leucocitaria foi utilizada para a extrag@DNA utilizando, a priori, 0
kit de extracdo comercial “lllustraTM blood genomRrep Mini Spin” da GE
Healthcare. O DNA extraido foi quantificado e argr@mo em microtubos
devidamente etiquetados de forma que n&o se peamdentificacdo individual dos
doadores. As amostras estdo armazenadas a 4°Quigemacdo e uma fracdo esta
estocada a —80°C para integrar o Banco de DNA dwratdrio de Genética da

Universidade de Brasilia.

4.2.2. Extracdo de DNA e verificacdo em gel de agar ose

A época da coleta, as amostras do estado de Kay&dlunga foram submetidas
a extracdo de DNA por meio do kit “lllustraTM bloggnomic Prep Mini Spin” da GE
Healthcare, seguindo as recomendacfes do fabrijcant¢gianto que as amostras do
Distrito Federal foram submetidas a extracdo de [Pk técnica Salting out (Millet
al., 1988) com modificagbes (4.2.2.1). Para o dedeimento do presente estudo as
amostras que necessitaram ser re-extraidas, faramesidas a extragdo por meio do
Kit de extracdo. ApoOs extracdo, as amostras de Ei¥#@m conservadas em freezer a
4°C até o momento do uso.

Para verificacdo da qualidade e quantidade de DbiAamostra, foi utilizado
gel de agarose a 1% com brometo de etidio paraalidagédo, utilizando um
transiluminador de luz ultravioleta. Apdés a quacdi€do, as amostras de DNA foram

diluidas para 50ngl e armazenadas em freezer a 4°C até o momentsodo u

4.2.2.1. Extracdo de DNA: Método “Salting Out”

Um volume inicial da parte leucocitaria de 3200em 20Q.L de tampé&o Buffer
A (sacarose 0,32 M; Tris HCI 10 mM pH 7,6; MgCl2ntM; Triton X 100 1%)
resfriado foi centrifugado a 5000 rpm durante 16utos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspendido em li5de tampéo Buffer B(EDTA 25
mM pH 8,0; NaCl 75 mM). A solucéo, foi adicionadd 2. de SDS 10% e 2,aL de
proteinase K (10mgL), que entdo foi incubada a 55°C por 1h30. Apiteabacao, foi
adicionada uma quantidade de NaCl saturado (6 M)vguou de 65 a 8L, para que
entdo o tubo fosse centrifugado a 9000 rpm durdbteninutos. O sobrenadante,
resultado da centrifugacado, foi transferido par#&rocowubo de 1,5uL, ao qual foi
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adicionado 467uL de isopropanol. A solucdo foi entdo agitada attoranacdo de
“medusa’ e centrifugada a 11000 rpm durante 4 ragiud etanol foi entdo descartado
e a solucao foi deixada para secagem a tempemnbente. O material depositado no
fundo do tubo foi ressuspendido em80de TE (1X - pH 8,0) e entédo incubado a 73°
C por uma hora.

4.2.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e visua lizacao

dos produtos de amplificacao

Foram estudados ao todos seis marcadores gen€fosla 3). As reacfes de
PCR foram preparadas com um volume final variaddeghendendo do marcador. A cada
conjunto de reacdes foi incluido controle negatisty é, no lugar da amostra de DNA
foi acrescentada agua milli-Q. As concentracbes @agentes (Tabela 3) foram
levemente distintas entre os marcadores e parancaador genético foi utilizado um
conjunto de iniciadores especificos (Tabela 4. Nstura da reacdo preparada foi
adicionado o DNA correspondente a cada amostrajdsede ligeira homogeneizagao e
depois acrescentado uma gota de 6leo mineral pavarpr evaporacdo dos reagentes.
Os microtubos contendo todos os reagentes (4.2f8rBm colocados em um
termociclador MJ Research — PTC 100, programada parseguintes condicfes de
reacao: desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94Rlpscde desnaturacdo (W2 45
segundos) pareamento (variavel) / extensa6Q72 minutos) das amostras de DNA
por 30 ciclos, de acordo com as temperaturas darmaeeto especificadas para cada

marcador (Tabela 3) e extenséo final por 10 minaté2°.

4.2.3.1. PCR

Reagentes e solugdes:

* Amostras de DNA gendmico (50 nd/)

* Tampéo de reacao (Tris/HCI 0,2 M pH 8,5; KCI 5MgCl,0,02 M)

* Solucao de MgGl 50 mM

* Solucdo de dNTP 10 mM (cada dNTP);

* Taq DNA Polimerase;

* Solucao de trabalho dos iniciadores (I\):

Os iniciadores foram diluidos com agua milli-Q dbmada para uma
concentracdo de 50M utilizando-se para base de célculo a quantidadaahomoles

obtidos na sintese destes (dados fornecidos palicdate). Uma aliquota de 1QQ de
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iniciadores diluidos foi entdo depositada em tytera serem estocados em freezer
(-20°C) até o momento do uso. Para uso duranteoosg¢imentos de PCR, prepararam-
se solucdes de trabalho, com os dois iniciadoresssarios para a amplificacdo de cada

regido gendmica selecionada, na concentracdo dMX cada iniciador.

** Observacao: Todas as reacdes foram realizadaartdo-se o cuidado com o
controle de qualidade interno, utilizando controfassitivo e negativo para cada

sistema.

Tabela 3. Condi¢cbes da mistura para a reacdo def@Ros marcadores genéticos

analisados.
Reagentes
i o o Taq DNA
Marcador| Agua mili-Q Tamp&o dNTP Iniciador _
. " w  MgCl polimerase (50nQ)
(uL) (uL)  (ub) (uL) .
(unidade)
CAT 6,30 1,25 0,75 1,30 0,35 1,00 1,00
SOD2 6,30 1,25 0,75 1,30 0,35 1,00 1,00
GPX1 7,12 1,25 0,32 2,50 0,13 2,00 1,00
GSTM1 8,37 1,25 0,13 0,90 - 0,50 1,00
GSTT1 8,37 1,25 0,13 1,00 - 0,50 1,00
HAPTO 8,10 1,56 1,25 0,50 0,63 0,25 1,00

* solugdo composta por Tris/HCI 0,2 M pH 8,5; 0,50@I; 0,02 M de MgCJ.
** Solugdo com 10 mM de cada dNTP: dATP, dCTP, dGIPTP.

*** 10 uM especifico para cada locus.

**** Solucdo de cloreto de magnésio a 50 mM.

wkx Quantidade para cada iniciador.
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Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores e temperatuamelamento para os marcadores: SOD2, GPX1, CATM3, GSTT1 e haptoglogina

Marcador /Referéncia

Sequéncia do Iniciador

Temperatura de

anelamento(°C)

SOD2

Akyol et al., 2004
GPX1

Zhao et al., 2005
CAT

Flekac et al., 2008

GSTM1
Fryer et al., 1993

GSTT1
Kempkes et al., 1996

HAPTO
Yano et al., 1998

(5 ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG3)
(5 GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 3')
(5-AGCCCAACTTCATGCTCTTC-3")
(5-CAGGTGTTCCTCCTCGTAG-3")
(5-AATCAGAAGGCAGTCCTCCC-3")
(5-TCGGGGAGCACAGAGTGTAC-3")
(5-GCTTACCGTGTTATGGAGGTT C-3))
(5-TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC-3)
(5-TTGGGAAGGCGTCCAAGCAG-3)
(5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3)
(5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3)
(5-CAGGAGTATACACCTTAAATG-3)
(5-TTATCCACTGCTTCTCATTG-3)
(5- TTACACTGGTAGCGAACCGA-3)
(5-AATTTAAAATTGGCATTTCGCC-3)

(5-GCAATGATGTCACGGATATC-3)

61

64

60

62

62

58
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4.2.3.2. Procedimentos para a reagao de restricao

O preparo do sistema, no geral, foi da seguintador

a) Preparava-se um mix contendo tampéao da enzily@dJeda enzima;

b) Adicionava-se 5,0L do produto de PCR;

c) Ap6s a vedacao da placa, incubava-se em banha-(temperatura e tempo
especificos para cada enzima na Tabela 5);

d) Apos a incubacédo os produtos de digestdo erammhzados em gel de

poliacrilamida a 6 ou 10%, conforme o marcador.

Tabela 5. Concentragcéo dos reagentes utilizadoseagées de restricdo dos produtos

de PCR dos marcadores do tipo SNPs, temperatumsa Gl enzima e tempo de

restricéo.
Marcador Reagentes
Agua BSA Enzima
- Tampao _ Temperatura Tempo
Mili-Q Acetilado (L)
(uL) * L (°C) (h)
(nL) (uL)
CAT
. 6,70 0,60 - 0,25 37 4
(Hinf 1)
SOD2
6,15 1,00 0,10 0,25 37 4
(NgoM1IV)
GPX1
6,70 0,60 - 0,30 30 12
(ApakEl)

* Tampd&o da enzima composto por: 50 mM Tris-HCI gBl), 10 mM MgCJ, 50 mM NacCl para as
enzimas Hinfl e ApaEl; 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 84rMgCl,, 50 mM NaCl e 50 mM KCI para a
enzima NgoMIV;

** Soroalbumina Bovina (50Qg/ml).

*** Concentracdo = 10 YIL.
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4.2.3.3. Procedimentos para Eletroforese - Analise do

produto de PCR e de Restricéo

Gel de Poliacrilamida — Eletroforese vertical

Solugbes para gel

* Tamp&o TBE 10X pH 8,0 (Tris/HCI 0,89 M, EDTA 0,08, Acido Bérico
0,89 M);

* Solucao acrilamida 29% e bis-acrilamida 1%;

* Glicerol;

* TEMED (N,N,N’,N’, tetrametiletilenodiamina);

* Persulfato de potassio ou amoénia (APS) a 0,1%.

Preparo das amostras para aplicagao no sistemaeteodorese
As amostras (produto da PCR e da restricdo) foramapadas para eletroforese
adicionando-se tampao de corrida (TBE 1X), acresdd corante bromofenol, na

proporgéo de A de corante para oL do produto de PCR ou restricao.

Procedimento

AplOs a assepsia, as placas de vidro foram montadas espacadores e
prendidas com grampos de aco. A solucdo de pdéiauda foi preparada nas
concentracdes de 6% e 10% de acordo com protoeslwritb na Tabela 6. Em seguida
os catalisadores TEMED e Persulfato de Amonia foeatitionados na proporcao
descrita na Tabela 5 para que entdo a solucdo togsenada na placa preparada.
Tempo médio de polimerizac¢do: 30 minutos.

A cuba de eletroforese foi adicionada solugdo dé& TBX preparada pela
diluicdo de solucdo estoque de TBE concentrada, poe sua vez, foi preparada
segundo este protocolo: 108,0 g de TRIS; 55,0 Aaildo Borico; 9,3 g de EDTA e 1L
de 4gua destilada. Apds a montagem das placasbaa @&woltagem da eletroforese foi
programada para 50 volts durante os primeiros 20utos, para que entdo fosse

aumentada para 150 a 200V, de acordo com o sistew@rida variava de 3 a 5 horas
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conforme o marcador. Para os géis de poliacrilamifigo foi aplicada voltagem de 200
V por 3 horas e, para os géis a 10%, 150 V porasho

Tabela 6. Preparo da solucdo para géis de poéatdh a 6% e a 10%.

Géis
Reagentes
(%)
Solucéo de ) i Volume
o Glicerol  Agua TBE 10X TEMED APS .
acrilamida Final
6%* 4 ml 14ml 12,4 ml 2ml 1pL  300pL ~20 ml
1096+ 6 ml 1,4ml 9,60 ml 2ml 1L 300pL ~20 ml

* marcadores: CAT, SOD2, GSTM1, GSTT1 e HAPTOGLOBIN

** marcador: GPX1

Solugbes para o processo de coloragéo
a) Solucéo Fixadora

750 ml de HO destilada.

144 ml de Alcool Etilico.

6,0 ml de Acido Acético.

b) Solucdo Reveladora.
22,5 g de NaOH.
Completar para 1L deJd destilada.

c¢) Solucéo de prata 10%
1 g nitrato de prata

10 mL de agua destilada

A coloracao foi feita adicionando-se ao gel, pria@iente, a solucao fixadora
por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 1mhittato de prata e manteve-se em
agitacao por 5 minutos. O gel foi lavado com agestithda e mergulhado em solugéo
reveladora previamente aquecida (70°C), conub@6 formaldeido, até que as bandas

se tornassem visiveis.
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4.3. Andlise da variacdo dos marcadores genéticos

Os sistemas CAT, SOD2 e GPX1 foram analisados pgerPR(Restriction
Fragment Length Polymorphism), técnica que conseste amplificar as regiées de
interesse por PCR, que sado entdo submetidas aatigaszimatica, utilizando enzimas

especificas para cada marcador.

4.3.1. Variagao na regiao promotora do gene da Cata lase (21
A/T)

A anadlise dessa variacao foi realizada por reagéocadeia de polimerase
seguida de digestdo enzimatica (PCR-RFLP) de aamrdoprotocolo apresentado por
Flekacet al (2008). Os fragmentos gerados ap0s a digestAmaética (Figura 8) sdo:

Alelo T CAT 21: 250pb

Alelo A CAT 21: 177pb + 73pb

Figura 8. Perfil eletroforético do polimorfismo CAALA/T (ref SNP ID: rs7943316)
através de gel poliacrilamida 6% nao-desnaturdntePadrdo de peso molecular (100
pb DNA ladder); 2- Homozigoto TT; 3 — Heterozigodd; 4 — Homozigoto AA. O

tamanho dos produtos de restricao estéo indicaakaterais.

4.3.2. Variacao do gene da Superéxido Dismutase 2 ( Val 9-Ala)

A analise dessa variacao foi realizada por reagéocadeia de polimerase
seguida de digestdo enzimatica (PCR-RFLP) de aamdoprotocolo apresentado por
Akyol et al. (2004). De acordo com o protocolo proposto, agrfrentos gerados apés a

digestdo enzimatica (Figura 9) séo:
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Alelo T SOD2 Val 9 - 107pb
Alelo C SOD2 Ala 9 — 89pb + 18pb

1 2 3 4

200 ph

107 pb

89 pb 100 ph

Figura 9. Perfil eletroforético do polimorfismo VatAla da Mn-SOD (ref SNP ID:
rs179972) através de gel poliacrilamida 6% nao-atesante. 1 - Homozigoto Val/Val,

2 - Heterozigoto Val/Ala; 3 - Homozigoto Ala/Ala;-4Padréo de peso molecular (100

pb DNA ladder). O tamanho dos produtos de restrsdi@o indicados nas laterais

4.3.3. Variacao do gene da Glutationa S-Transferase Mu 1

A andlise dessa variacao foi realizada por reagéioagleia de polimerase (PCR)

de acordo com protocolo apresentado por Feyaal (1993). Os fragmentos gerados

apos a PCR (Figura 10) serao:

Alelo GSTM1°: 268pb B-globina — controle interno).
Alelo GSTM1* :132pb (GSTM1) + 268pt{globina — controle interno).



45

1 1 1amEmeal I

.“gil +— 268 pb

+— 132 pb

Figura 10: Gel de poliacrilamida 6% n&o desnaterg@ra deteccao do polimorfismo
do gene da GSTM1. Os produtos da PCR séo fragmeletd68 pb e 132 pb, que
correspondem a presenca do genefdgobina e da GSTM1. M corresponde ao
marcador de 100 pb, nas linhas 1, 2 e 3 estdosamexos individuos com o fenétipo
nulo GSTML™ e nas linhas 4, 5 e 6 os individuos com o fendiipsitivo GSTM1*" .

4.3.4. Variagao do gene da Glutationa S-Transferase Teta 1

A analise dessa variacao foi realizada por reagéoagleia de polimerase (PCR)
de acordo com protocolo apresentado por Kempeal (1996). Os fragmentos
gerados ap6s a PCR (Figura 11) seréao:

Alelo GSTT1? : 268pb p-globina — controle interno).

Alelo GSTTI" : 480pb (GSTTL) + 268plB-{globina — controle interno)
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M1 2 34 56 7

ol B u ™ +480pb

AES AR A +—268pb

Figura 11: Gel de poliacrilamida 6% n&o desnaterg@ra deteccao do polimorfismo
do gene da GSTTL1. Os produtos da PCR sédo fragmeet@68 pb e 480 pb, que
correspondem a presenca do genepeglobina e da GSTT1. M corresponde ao
marcador de 100 pb, nas linhas 1, 2, 3 e 4 esg@iesentados individuos com o
fenétipo positivo GSTTT', enquanto que nas linhas 5, 6 e 7 os individues co
fenétipo nulo GSTTY™

4.3.5. Variagao do gene da Glutationa Peroxidase 1
(Pro198Leu)

A analise dessa variacao foi realizada por reagéocadeia de polimerase
seguida de digestdo enzimatica (PCR-RFLP) de aamdoprotocolo apresentado por
Zhaoet al (2005). De acordo com o protocolo proposto, agrfrentos gerados apos a
digestdo enzimatica (Figura 12) séo:

Alelo C GPX1 Pro 198 — 195pb + 117pb + 88pb

Alelo T GPX1 Leu 198 — 205pb + 195pb
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205 ph
200 ph 185 ph
117 ph

Figura 12. Perfil eletroforético do polimorfismo &P (Pro198Leu) (ref SNP ID:
rs1050450) através de gel poliacrilamida 10% reésndturante. 1 — Padrdo de peso
molecular (100 pb DNA ladder); 2- Homozigoto Pra/Br— Heterozigoto Pro/Leu; 4 —

Homozigoto Leu/Leu. O tamanho dos produtos dei¢dstiestdo indicados nas laterais.

4.3.6. Polimorfismo do gene da haptoglobina

Os gendtipos da haptoglobina foram determinadosP@iR (Polymerase Chain
Reaction) alelo-especifica como descrito por Yahal (1998). Os pares de primers
usados para a genotipagem e a identificacdo dius dip*1F, Hp*1S and Hp*2 foram
analisados em sistemas independentes, onde fomdnagés PCRs para cada amostra.
De acordo com o protocolo proposto, os fragmeneradps apos a PCR (Figura 13)
serao:

Hp*F -1,4kb

Hp*® -1,2kb

Hp? -935pb
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Hp1F-1F Hp1F-1S  Hp1F-2 Hp1SAS Hp1S2  Hp2-2

Figura 13. Perfil eletroforético do polimorfismo dadeiao. da haptoglobina através de
gel poliacrilamida 6% n&o-desnaturante. Cada geo@sta representado em trés pocos
do gel.

4.4. Eletroforese e analise fenotipica

Os produtos de PCR, no caso dos marcadores daléilegdo ou duplicacdo
(GSTM1, GSTT1 e Haptoglobina) ou das digestées;asm dos SNPs (CAT, SOD2 e
GPX1) foram analisados em negatoscopio apOs edetrs# vertical em gel de
poliacrilamida corado com solucédo de nitrato degpaal0%. A concentracéo do gel de
poliacrilamida do tipo ndo desnaturante utilizadoapo marcador GPX1 foi 10% e para
os demais marcadores foi 6% (Tabela 5).

As determinacbes dos perfis alélicos e genotipifavam realizadas por
comparacoes visuais entre os alelos padrdes éogadsente em cada amostra ou entéo
com o auxilio de uma escada alélica. As leiturasgios foram realizadas com auxilio
de um transiluminador — Macro VUE UVIS-20 - com hranca (visivel).

4.5. Analise estatistica

4.5.1. Frequéncias Alélicas e Genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas para os ge@#g SOD2, GPX1 e
HAPTOGLOBINA foram obtidas por contagem direta iméhdo o0 programa
GENEPOP 3.4 (Raymond e Rousset, 1995). Para aantesi dos genes GSTM1 e
GSTT1 somente as frequéncias alélicas foram caaslaomo descrito acima. Os
dados obtidos das variantes dos genes GSTM1 e G®fdrh dominantes, ou seja, a
metodologia utilizada somente permitiu que os ifilios fossem classificados como
positivos ou nulos (delecéo destes genes).



49

4.5.2. Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

A distribuicdo dos fenoétipos/gendtipos de um damtus segue, obedecidas a
certas premissas, a expansdo de polinbmios (Wa&96)1de acordo com o niumero de
alelos desse locus. A essa situacdo chamamos liEguidie Hardy-Weinberg (EHW) e
espera-se que os fenotipos/gendtipos sejam assimibdidos em situacées normais.
Estabelecendo comogha situagdo de equilibrio (distribuicdo aleatéris djlametas),
para verificacdo da concordancia com essa situdgaatilizado o teste descrito por
Guo e Thompson (1992) executado pelo programa GEWER4 (Raymond e Rousset,

1995) utilizando o método da cadeia de Markov.

4.5.3. Comparacéo das frequiéncias génicas e genotip icas

As frequéncias génicas obtidas para Kayabi, Kalundastrito Federal foram
comparadas entre si pelo teste exato de Fishdizada pelo programa GENEPOP 3.4
(Raymond e Rousset, 1995). A hipdtese nula coreidee de que a distribuicdo

alélica/genotipica € idéntica nos pares de popakadalisados.

4.5.4. Diferenciacdo genética

O teste do Qui-Quadrado de heterogeneidade (Benguel1988) foi utilizado
para testar se as frequéncias alélicas ou geremigie um locus em varias amostras sao
homogéneas. A #considerada € de que as distribuicbes das fre@sakélicas ndo
diferem entre as amostras (podem ser consideramasdgéneas). A kKlconsiderada é
de que as distribuicdes das frequéncias alélidasedi entre as amostras (podem ser

consideradas heterogéneas).

4 .5.5. Estatisticas F

As estatisticas F foram calculadas usando o prag@enetic Data Analisys —
GDA (Lewis e Zaykin, 1997) de acordo com o desqoibo Weir (1984). O parametro
definido como indices de fixacdo baseados na lmt@se média observada e esperada
em cada amostra foi qgfcoeficiente de endogamia em uma populagéo) (VW8B6).
Para andlise do parametrgrKmede a diferenciacdo das amostras) foi utilizado
programa Arlequin verséo 3.1 (Excoffigral, 2005).
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4.5.5.1. Definicdo dos intervalos de confianca e valores g¢e
para as estatisticas F

Para determinar intervalos de confianca (IC) pasa® estimativas e, assim,
poder extrapolar os resultados obtidos a partir @a®stras para as populacdes
(Weir,1996), foi utilizado o Bootstraping como nuiingia de re-amostragem. Essa
metodologia simula a obtencédo de diferentes ansodtagopulagdo amostrando varios
conjuntos a partir da amostra original e analisssefmradamente cada conjunto. Dessa
forma, sdo definidos ICs em que X% das estimatagtejam inseridas, ou seja, €
determina que o parametro real apresente probatddide 95% ou 99% de ser um valor
presente dentro do intervalo estabelecido. No ptesestudo, foram analisados ICs de
95% e 99%, mais amplos, para as estatisticas Hogbpor Bootstraping com 1000
replicacdes. E nos dados utilizados no programegirh versdo 3.1.1 (Excoffiet al,
2005), a hipotese nula considerada foi a ausémcidifdrenciacdo entre as populacdes
analisadas. Para determinar sesoféi significante ou ndo, o nivel de significan¢id
estabelecido fop < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricdo das frequéncias alélicas nos trés gr  upos
populacionais

A Tabela 7 mostra a distribuicdo da variacdo daguisges loci: GSTM1,
GSTT1, haptoglobina, SOD2, CAT, GPX1 nos grupos ufmponais brasileiros

analisados neste estudo.

Tabela 7. Distribuicdo das frequiéncias alélicaS@®2¢, CAT ', GPX1', GSTM1°
GSTT1P, Hp', Hp'®, Hp'™ e HF nos grupos populacionais analisados nesse estudo.

Kayabi Kalunga Distrito Federal
(n=60) (n=72) (n=172)
SoD2*¢ 0,68 0,51 0,40
CATT 0,26 0,52 0,38
GPX1'T 0,03 0,18 0,33
GSTM1™® 0,55 0,53 0,63
GSTT1® 0,45 0,58 0,49
Hp! 0,45 0,60 0,51
Hp'* 0,03 0,30 0,15
Hp*® 0,42 0,30 0,36
Hp? 0,55 0,40 0,49
5.2. Comparacéo das freqiéncias génicas e genotipic  as

As comparagfes das frequéncias alélicas (diferg@migénica e genotipica)
observadas para os marcadores codominantes nossgpgpulacionais de Kayabi,
Kalunga e Distrito Federal mostraram diferencaanadinte significativasp(< 0,05)
entre os trés pares de populacdes. A Tabela 8 anostvalores de obtidos nesses

testes.
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Tabela 8. Valores deobtidos pelo teste para diferenciacdo génica etipgc® entre os

pares de populacdes analisadas.

Grupos populacionais Diferenciacao
Génica ) Genotipicp)(
Kayabi x Kalunga <10 <10*
Kayabi x DF <10 <10*
Kalunga x DF 0.000000 0.000002

5.3. Teste de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Wein  berg
(EHW) e de heterogeneidade

A Tabela 9 apresenta a distribuicdo das frequéngesotipicas para os
marcadores estudados e os resultados do testeudibrem de Hardy-Weinberg e de
heterogeneidade.

A distribuicdo dos gendtipos da CAT encontra-se W nos trés grupos
populacionais > 0,05). Para o marcador SOD2 a distribuicdo dostieos ndo se
encontra de acordo como esperado pelo ElHW @,05) nos trés grupos populacionais
estudados. O locus da HAPTO nos grupos populagamaDistrito Federal e Kayabi e
0 locus GPX1 no grupo populacional Kalunga mostnardesvios significativos
(p < 0,05). A distribuicdo dos gendtipos da CAT, SODPAPTO e GPX1 é
heterogénea entre os grupos populaciomess{,0001) e para os marcadores GSTM1 e

GSTT1 a distribuicdo € homogénga>(0,05).
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Tabela 9. Testes de equilibrio de Hardy-Weinberdgee heterogeneidade para os
polimorfismos da CAT, SOD2, GPX1, GSTM1, GSTT1 etbglobina nas amostras

deste estudo.

Genbtinos/Eenétinok Kayabi Distrito Federal Kalunga Teste de
P POp (n=60) (n=172) (n=72) heterogeneidade
CAT Observadd Esperaddq Observadq Esperaddq Observadq Esperadd
AA 32 32.9 25 24.9 15 16.5
AT 25 23.2 81 81.1 39 35.9 x2(gi=a) = 47,44
TT 03 3.90 66 65.9 18 19.5 p < 0,0001
Teste de Hardy-
Weinberg y p=0,74 p=1,00 p=0,64
SOD2 Observadq Esperadd Observadq Esperaddq Observadd Esperadd
TT 2 5.90 34 61.7 12 17.1
CT 34 26.2 138 82.6 46 35.9 x2(gi=a) = 72,48
CC 24 27.9 0 27.7 14 19.1 p < 0,0001
Teste de Hardy-
Weinberg ! p*=0,03 p*=0 p*=0,03
GPX1 Observadd Esperaddq Observadq Esperaddq Observadq Esperadd
CC 57 56.1 80 76.2 51 48.6
CT 2 3.9 69 76.6 16 21.3 %2 (gi=4) = 45,58
TT 1 0.1 23 19.2 5 2.4 p < 0,0001
Teste de Hardy- N
Weinberg y p=0,05 p=0,23 p* = 0,04
HAPTO Observadq Esperadd Observadq Esperadd Observadd Esperadd
1F1F 0 0.58 12 25.0 3 11.2
1F1S 2 0.82 14 13.4 15 6.2
1S1S 2 0.10 32 11.7 6 5.1 _
1F 2 1 4.21 13 40.6 23 16.6 Xz(g'j‘))o‘oégi’%
1S 2 45 42.50 43 35.1 15 13.5 p="
22 10 11.78 55 43.3 9 18.3
Teste de Hardy- X . _
Weinberg ’ p*=0 pr=0 p=019
SoT 0,55 0,47 0,37 12(ge2 = 3,87
GSTMI® 0,45 0,53 0,63 p=0,14
(?SSJTTll 0,45 0,58 0,49 12(g2) = 3,37
GSTTIO 0,55 0,42 0,51 p=0,19

*p<0.05
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5.4. Estatisticas F

Fis — Coeficiente de endogamia
O coeficiente de endogamia s+ encontrado para os trés grupos populacionais
nao foi significativo, quando considerado um insovde confiangca de 95% ou 99%

(Tabela 10), visto que o intervalo incluiu o zero.

Tabela 10. Valores de,dnos grupos populacionais de Kayabi, Kalunga e istr

Federal.

Grupos populacionais 13 IC 95% IC 99%
Kayabi -0,293053 -0.491 a 0,003 -0,396 a 0,331
Kalunga -0,092043 -0,226 a 0,094 -0,272 a 0,255

Distrito Federal -0,038777 -0,486 a 0,256 -0,668321
Todos os grupos -0,124222 -0.379 a 0,093 -0,504 a 0,149

Fst— Diversidade inter-populacional

Foram encontrados valores destFsignificativos entre os trés grupos
populacionais e também entre os trés pares de gpguulacionais: Kayabi x Kalunga,
Kayabi x Distrito Federal e Kalunga x Distrito Femle(Tabela 11), considerando
p<0.05. Portanto, considerando os trés grupos populais ha uma diferenciacédo
genética moderada. Para o par: Kayabi x DistritdeFa a diferenciacdo genética foi
elevada (kr = 0,33).
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Tabela 11. Valores desFpara os trés pares dos grupos populacionais eopdras

grupos populacionais em conjunto.

Pares de grupos

o Fst p (@<0.05)
populacionais
Kayabi x Kalunga 0.09 0
Kayabi x Distrito Federal 0
0.33
Kalunga x Distrito Federal 0.03 0
Kayabi x Kalunga x
y J 0.10 0

Distrito Federal
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6. DISCUSSAQO

6.1. FreqgUéncias alélicas e genotipicas

Popula¢cdes mundiais variam consideravelmente ndisp@sicdo a doencas e
nas frequéncias alélicas de loci de importancimé@ogenética, provavelmente como
um resultado de deriva genética e também por causalaptacdo aos fatores seletivos
do meio tais como clima e disponibilidade de natas (Suarez-Kurtz, 2004).

A freqiiéncia do alelo CATem Kalunga foi semelhante & observada em Euro-
descendentes (Goth e Vitai, 1997; Ukketaal, 2001), em Kayabi préximo ao descrito
para Asiaticos (Maket al, 2006) e no Distrito Federal semelhante a de tisems,
Europeus e Euro-descendentes (Rarlal, 2006; Younget al, 2006; Flekacet al,
2008). As frequiéncias dos genoétipos AA e TT nopagsypopulacionais Distrito Federal
e Kayabi foram as menores e se aproximaram dasitdesem Euro-descendentes e
Asiaticos, respectivamente (Ukkadaal, 2001; Younget al, 2006) (Tabela 12). Este e
o primeiro relato deste polimorfismo em grupos pagionais brasileiros de etnia
Amerindia e Afro-descendente.
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Tabela 12. Frequéncias alélicas e genotipicas dac@a na regido promotora do gene

da catalase (21A/T) em diversas populacoes.

Frequéncias Frequéncias _ .
Polimorfismo genotipicas (%) alélicas (%) Etnia blicle.ferelr}c_:la
AA AT TT A T blogratica
53 42 5 74 26 Kayabi 00  Presente
estudo
21 54 25 48 52 Kalunga '2 ~ Fresente
estudo
145 47 385 62 38 Distrito Federal 172 'resente
estudo
Euro-
descendentes Goth e Vitai,
- - - A 56 Tngria) S0 1997
Euro-
descendentes Ukkolaet al,
17,62 47,95 34,43 42 58 (Finlandia) 245 2001
CAT -21A/T Asiaticos Leeet al,
47,22 40,74 12,03 68 32 (Koréia) 108 2002
Asiaticos
51,9 Mak et al,
48,1 (AT +TT) 69,3 30,7 (HongKong) 360 2006
Asiaticos Parket al
36,5 475 16,0 60 40 (Koréia) 200 2006
Euro- Younget al
48 42 10 69 31 descendentes 210 9 "
2006
Europeus
(Europa Flekacet al,
37 48 15 61 39 Central) 140 2008

A frequiéncia do alelo SODpara os grupos populacionais de Kalunga e Distrito
Federal foi similar a de Euro-descendentes (Mitnueteal, 2001; Stewarét al, 2002;
Akyol et al, 2004; Akyolet al, 2005; Slangeet al, 2006; Ventrigliaet al, 2006),
inclusive a de uma amostra brasileira do Rio Gratwl&ul (Bicaet al, 2007). Kayabi
apresentou maior freqiéncia desse alelo se conpaad as amostras desse estudo e
de outras populacdes mundiais. Os heterozigotesativ frequiéncia maior do que 50%

nos trés grupos populacionais, 0 que corroboraelados da descricdo na literatura
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(Grasbon-Frodkt al, 1999; Stewaret al, 2002; Knightet al, 2004; Ventrigliaet al,
2006; Bicaet al, 2007) (Tabela 13). Este € o primeiro relatoaesiimorfismo em um

grupo populacional brasileiro de origem amerindia.
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Tabela 13. Frequéncias alélicas e genotipicas d&écéda na sequéncia sinal-

mitocondrial do gene da SOD2 (Val9Ala) em diversagulacdes.

Frequéncias genotipicas Frequéncias

. ) (%) alélicas (%) . Referéncia
Polimorfismo Etnia o -
Val/vVal Val/Ala Ala/Ala Val Ala bibliografica
(TT) (CT Co @M (©
3,0 570 40,0 420 680  Kayabi 6o |resente
estudo
17,0 640 19,0 49,0 51,0 Kalunga Presente
estudo
200 800 00 600 400 Distito 5,  Presente
Federal estudo
Grasbon-
Europeus Frodlet al,
14,3 59,5 26,2 440 56,0 (Europa) 42 1999
Europeus Mitrunenet
31,7 47,9 20,3 56,0 44,0 (Finlandia) 514 al., 2001
Europeus Stewartet
26,2 51,2 22,5 52,0 48,0 P 244 al., 2002
(Europa)
Euro- Akyol et al,
34,2 42,3 23,5 44,0 56,0descendentes196 2004; Akyol
Mn-SOD (Turquia) eéal., 20?5.
Asiaticos aiet al,
Val9Ala 74,0 24,0 2,0 86,0 14,0 (Shangai) 1197 2004
Euro- Knight et
24,0 52,0 23,0 51,0 49,0descendentes 372
, al., 2004
(Canada)
Euro- Olsonet al,
29,0 49,0 22,0 53,0 47,0descendentes 193 2004
(USA)
Euro- Slangeret
24,4 48,9 26,8 49,0 51,0descendentes1121 al., 2006
(Alemanha)
Euro- Ventriglia et
249 54,1 21,0 52,0 48,0descendentes 257 al., 2006
(Italia)
(Porto Bicaet al,
25,4 68,1 6,5 59,0 41'OAIegre, RS) 370 2007
Euro- Choiet al,
25,5 49,7 24,8 50,4 49,6descendentes1360 2008

(USA)
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A menor freqiiéncia do alelo GPXfbi detectada em Kayabi e se aproxima das
descritas para Asiaticos (Ichimuetal., 2004; Bastaket al., 2006; Tanget al, 2008).
Para o grupo populacional do Distrito Federal,egiiéncia foi similar as descritas em
Euro-descendentes (Forsbegal, 2000; Hu e Diamond, 2003; Knigbkt al, 2004;
Bastakiet al, 2006; Arsova-Sarafinovsket al, 2009) e de uma amostra de Afro-
americanos (Cheet al, 2007). A frequéncia observada em Kalunga naapsexima
das descritas para outras populacdes mundiais.n8ega literatura as maiores
frequéncias genotipicas CC do polimorfismo Prol88tda GPX1 sdo detectadas em
Asiaticos (Ichimuraet al, 2004; Bastaket al, 2006; Tanget al, 2008) (Tabela 14).
Este é o primeiro relato deste polimorfismo em gsupopulacionais brasileiros de etnia

Amerindia e Afro-descendente.
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Tabela 14. Frequéncias alélicas e genotipicas d&cia do gene da GPX1

(Pro198Leu) em diversas populagoes.

Frequéncias genotipicas Freqiéncias

Polimorfismo (%) alélicas (%) Etnia n Referéncia
Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu Pro Leu bibliografica
(CC) (€m (TT) (O]

95,0 3,0 2,0 97,0 3,0 Kayabi 60 Presente estudo
71,0 22,0 7,0 82,0 18,0 Kalunga 72  Presente estudo
465 400 135 67,0 33,0 2SUMO 25 presente estudo
Federal
Euro- Forsberget al,
35,0 48.0 17,0 59,0 33,0descendentes214 2000
(Suécia)
Euro- Ratnasinghe
42.0 43,0 15,0 64,0 36,0descendentes313 et al. 2000
(USA) "
Euro- Hu e Diamond,
47,2 40,4 12,4 67,0 33,0descendentes517 2003
(USA)
Asiaticos Ichimuraet al.,
89,5 10,5 0,0 95,0 5,0 (Japo) 209 2004
Euro- Knight et al,
45 4 44,1 10,5 67,5 32,5descendentes372 2004
GPX1 (Canada)
Euro- Bastakiet al,,

(Pro198Leu) 46,0 46,0 8,0 69,0 31,0 descentes 2006

86,1 113 26 920 80  Asidticos 115 BaStza&')%t al,
Euro- Bastakiet al
60,0 35,0 5,0 80,0 20,0descendentes 20 2006 "
(Espanha)
579 211 211 625 375  Outros 19 BaStzaokc')%t al,
Euro- Ravn-Haren
54,0 36,0 10,0 72,0 28,0descendentes377 ot al. 2006
(Dinamarca) N
42,9 445 126 650 350 Ao 119 Choiet al, 2007
americanos
838  16.2 00 919 81 ASAUCOS  Hep Tongetal, 2008
(China)
Euro- Arsova-
46,3 38,2 15,4 65,4 34,6descendentesl23 Sarafinovskaet

(Macedonia) al., 2009
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A freqiiéncia do Hpfoi maior em Kalunga do que em Kayabi e Distriemiéral,
nos quais o alelo Hpfoi mais freqiiente. Estes resultados estdo de @cooth a
literatura, uma vez que, tal freqiiéncia observad&alunga foi semelhante ao descrito
para o continente africano (Fowkes al, 2006; Carter e Worwood, 2007) e para
algumas tribos amerindias (Oliveiea al, 1998; Salzan@t al, 1998; Santo®t al,
1998; Maziereset al, 2007). A frequéncia observada em Kayabi foi deamge ao
relatado para uma populacdo amerindia da VeneZéetnds et al, 1970) e da
populacdo da Guiana Francesa de Kalind (Mazeirat, 2007), mas foi menor do que
para outros amerindios brasileiros (Salzahal, 1997; Oliveiraet al, 1998; Santost
al., 1998). A frequéncia do alelo Hdo grupo populacional urbano (Distrito Federal)
foi semelhante ao relatado para outras populacemnas do estado de Sao Paulo
(Wobetoet al, 2007; Jorgeet al, 2009), de Porto Alegre (Tondx al, 1963) e da
mesma regidao que foi coletada de maneira difer@hoeeiraet al, 2009). Diferencas
foram observadas na distribuicdo dos subtipds Elpip". A frequiéncia do alelo Hp
foi maior em afro-descendentes (Kalunga) e menogmipo indigena (Kayabi). Os
resultados estdo de acordo com relatos anterincegual descreve que a frequéncia
maior do alelo Hp pode esta relacionada com a freqiiéncia dessepsubtis
populacdes (Delangheet al, 2000; Carter e Worwood, 2007) (Tabela 15).



Tabela 15. Frequéncias alélicas e genotipicas ritzcéa do gene da haptoglobina em diversas popesacd
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Frequéncias

Frequéncias

Frequéncias genotipicas (%)

Frequéncias

genotipicas (%) alélicas (%) Etnia N Referéncia alélicas (%)
5 Bibliografica 1F- 1F- 1S- 1F- 1S- F 1S
L1 12 22 H WP IF 1s 1S 2 2 %2 HET Hp
7 770 160 450 55,0 Kayabi 60 Presenteestudo 00 35 35 780 160 30 42.0
33 53,0 14,0 60,0 40,0 Kalunga 72 Presente estudo 40 21,0 80 21,0 14,0 30,0 30,0
34 34,0 32,0 51,0 490 Distrito Federal 172 Presente estudo 7,0 80 190 9,0 250 32,050 36,0
31 485 205 550 45,0  Afro-descendentes jq) 1o 400ial 1063 - - ; ; - 205 - -
(RS - Brasil)
54 380 80 730 270 Afro-descendentes .o ShimandBeamn, .o, .55 g3 206175 80 470  26.0
(Africa) 1964
20 420 36,0 420 58,0 Amerindios 536 Arendsetal, 1970 - ; ; ; ] ; ; ]
(Venezuela)
Amerindios Geerdink
. ; ; 54,0 46.0 (Suriname) 498 etal, ; ; ; ; ; ; ; ;
1974
62 350 20 800 000 Afro-descendentes o oo 1986 - - - ; - - - -
(Papua Nova Guing)
14 52,0 37,0 40,0 600 Euro-descendentes oo | ioio 1086 40 50 60 21,0300 320 17,0 23,0
(Australia)
Amerindios
41 46,0 12,0 65,0 350 (uaf - PR Brasi) 127 ; ; - ; - ; - -
Amerindios Salzanoet al, 1997
51 43,0 6,0 73,0 27,0 (Rio das Cobras - PR106 - - - - - - - -

Brasil)
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Frequéncias Frequéncias Frequéncias genotipicas (%) Frequéncias
genotipicas (%) alélicas (%) Etni Referéncia 9 9 P alélicas (%)
tnia n Bibliografica  1F- 1F- 1S- 1F- 1S
5 - - - - -
1-1 12 22 Hp Hp IF 15 18 2 > 22 HplF  Hpls
Amerindios
32 52,0 14,0 59,0 41,0 (Riodas Cobras-PR 99 Salzanetal, 1997 - - - - - - - -
Brasil)
Euro-descendentes Langloiset al., i i i i i i i i
17 48,0 350 41,0 59,0 (Bélgica) 205 1998
Amerindios
39 50,0 11,0 64,0 36,0 (Awé - PA Brasil 54 - - - - - - - -
Amerindios Oliveiraet al,
42 39,0 190 610 39,0 (Guaja - PA Brasil) 36 1998 ) ) i ) ) ) ) i
Amerindios
39 61,0 0,0 68,0 32,0 (Juriti - PA Brasil) 19 - - - - - - - -
Amerindios
- - - 60,0 40,0 (AM Brasil) 158 Santoset al, 1998 - - - - - - - -
Amerindios Delangheet al, i i i i i i
- - - 63,0 37,0 (México) 206 2000 38,0 25,0
10 39,0 51,0 200 710 Cuodescendentes .5, pyadallah, 2003 - - - - - - i i
(Jordania)
Europeus
14 46,0 40,0 37,0 63,0 (Europa) 805 Kochetal,2003 3,0 7,0 4,0 19,027,0 40,0 16,0 21,0
Afro-descendentes Janayedelt al, i i i i i i i i
10 52,0 38,0 35,0 65,0 (Jordania) 163 2004

Euro-descendentes Langloiset al,
16 48,0 36,0 40,0 60,0 (Bélgica) 359 2004
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Frequéncias Frequéncias Frequéncias genotipicas (%) Frequéncias
genotipicas (%) alélicas (%) Eini Referéncia 9 9 P alélicas (%)
tnia n Bibliogrfica  1F- 1F- 1S- 1F- 1S - s
5 - - - - -
1-1 12 22  Hp Hp IF 1S 15 2 5 22 Hp Hp
36 48,0 160 60,0 40,0 Afro'?g(fﬁgg;jemes 511 Fowkesetal, 2006 16,4 16,2 3,9 32,9 14,7 159 41,0 19,0
Afro-descendentes
- - - 75,0 25,0 (Africa) 87 Quayeet al, 2006 - - - - - - - -
Afro-descendentes
- - - 56,0 44,0 (Africa) -
Europeus Carter e Worwood,
38,0 62,0 (Europa) 2007
Asiéticos
- - - 31,0 69,0 (Asia)
Amerindios
- - - 84,0 16,0 (PalikurGuiana 304 - - - - - - -
Francesa)
Amerindios
- - - 56,0 44,0 (Emerillon Guiana 42 - - - - - - -
Francesa) Maziéreset al,
Amerindios 2007
- - - 50,0 50,0 (WayampiGuiana 81 - - - - - - -
Francesa)
Amerindios

- - - 58,5 41,5 (Wayana Guiana 100 - - - - - . ;
Francesa)
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Frequéncias genotipicas (%)

Frequéncias alélicas

Frequéncias Frequéncias Etnia N Referéncia (%)
. 0 o o TR - - -
genotipicas (%) alélicas (%) Bibliografica 1F-1F 1F 1S 1F-2 1S 2.2 HE* Hp'S
1S 1S 2
Amerindios
. . . a5 s55 (Kalind g4 : - : :
Guiana
Francesa) Maziéreset al,
Amerindios 2007
. . . 720 280 Apalar- 44 : S : :
Wayana
Brasil)
Euro-
25 43,0 32,0 46,5 53,5 descendentesl42 Wobetoet al, - - - - - - - -
. 2007
(SP Brasil)
25 42,0 33,0 46,0 54,0 (SPBrasil) 142 Jorgeetal, 2009 - - - - - - - -
15 530320 41,0 590 Brasiia 61  Moreraet 4,8 32 65 145 38,7323 13,7 27,4

al.,2009
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As frequéncias de GSTMI” em Kalunga e Kayabi foram proximas das
relatadas para populagbes Afro-descendentes e deseendentes do Brasil,
Amerindios e Africanos (Tabela 16). Enquanto quRistrito Federal apresentou maior
frequéncia desse gendtipo, que € detectada em dafoendentes de populacdes
urbanas brasileiras.

A menor frequéncia do fenétipo nulo da GSTT1 fdiedeada em Kayabi e foi
semelhante a Euro-descendentes de Curitiba (Matial., 2009) e algumas tribos
indigenas brasileiras (Gaspral, 2002). As freqiiéncias de GSTYY para os grupos
populacionais Kalunga e Distrito Federal apreserftagiiéncias que se encontram no
intervalo descrito em Euro-descendentes e Europdd-descendentes (Tabela 16).

Kayabi apresentou a menor freqtiéncia do nulo pat@a 0os genes, semelhante
ao que foi descrito para um grupo populacional nwbde S&o Paulo (Gatt&s al.,
2004). A frequéncia observada nos outros dois grfimidgual e proxima a um trabalho

descrito em asiaticos da Mongdlia (Fujihatal, 2009).
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Tabela 16. Frequéncias fenotipicas da variacdede da Glutationa S-Transferase M1 e T1 em divgrgaslacoes.

GSTMIPY GSTT199 GSTMIY/GSTTI?

Etnia N (%) (%) (%) Referéncias
Kalunga 72 28,0 33,0 14,0 Presente estudo
Kayabi 60 31,0 18,0 10,0 Presente estudo

Distrito Federal 172 39,5 27,0 14,0 Presente estudo
Afro-descendentes, ., 33 26,0 95 Gattét al, 2004
(Sao Paulo)
Euro-descendentes, ;oo 4 223 9.9 Gattét al, 2004
(Sao Paulo)
Afro-descendentes,,, 3, 28.0 i Kvitkeet al, 2006
(Porto Alegre)
Euro-descendentes 28.0 21.0 i Kvitkat al, 2006
(Porto Alegre)

Euro-descendente
(Rio de Janeiro)
Afro-descendentes
(Rio de Janeiro)
Afro-descendentes) g 374 24,0 : Maciebt al, 2009

(Curitiba) ’ ’ B
Euro-descendente
(Curitiba) 115

32 48,0 21,0 - Hatagimet al, 2008

80 38,0 26,0 - Hataginet al, 2008

46,0 17,0 - Macieét al, 2009
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. GSTMIPO GSTTI”? GSTMIV/GSTTI? A.
Etnia N (%) (%) (%) Referéncias
Amerindios
(Wai Wai) 26 26,9 0 -
Amerindios
(Ache) 67 35,8 17,9 -
Amerindios
(Xavante) 33 18,2 303 )
Amerlndlps 51 3.9 11,8 -
(Guarani)
Arrz;(r)lpéc)llos 28 143 14,3 - Gasparet al, 2002
Aemrindios
(Surui) 21 43,0 0 )
Amerindios
(Gaviao) 31 12,9 6,5 -
(QT%ISSJII?S) 79 0 27.0 0 Klautaet al, 2005a
. 479 * i Garteet al, 2001
Africanos o50* 26,7 16,0 *Milikan et al, 2000
Afro{ﬂzfﬁi?sentes 134 11,2 35,8 3,0 Fujihaed al, 2009
Europeus 67%%/ :Zi%/ - Rebbeck, 1997 / Gare al, 2001
ooy %201 505 29,8 : Rosst al, 2009
Asiaticos 1604 55,6 475 - Leet al, 2008
ASIALCOS 507 464 25,6 12,0 Fujihaa al, 2009

(Mongdlia)
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Kalunga

Em principio, um remanescente de quilombo devgreerde proporcéo de seus
genes derivados de estoques africanos. Conseqi@riesmseriam esperadas
freqUéncias alélicas mais proximas daquelas eramagrem populacdo do continente
africano. De fato, para os fenétipos nulos da fangiutationa S- Transferase (M1 e T1)
e para o alelo Hpas frequéncias foram similares as descritas p&@descendentes
(Tondoet al, 1963;Gattast al, 2004; Fowkeet al, 2006; Fujiharat al, 2009). Esses
resultados corroboram o que foi descrito em umdeside marcadores classicos e
polimorfismos de inser¢cdo Alu, que indicou uma matontribuicdo africana na
formacao da populacdo de Kalunga (Pedrosa e Glivad04).

Porém a frequéncia do Hpe do fenétipo nulo para GSTM1 também foi
semelhante as descritas para alguns grupos indidpeasileiros (Salzanet al, 1998;
Oliveira et al, 1998; Santost al, 1998; Gaspaet al, 2002). Esses resultados podem
sugerir uma contribuicdo amerindia na formacao adgsspulacdo. Estimativas de
misturas de DNA mitocondrial para Kalunga apresemntma contribuicdo amerindia de
0,133 (Ferreira, 2006). Isso também foi observado @utro estudo com duas
comunidades afro-derivadas brasileiras onde faitadh a alta contribuicdo do grupo
parental amerindio em suas composi¢cdes genéticaij@ 2008).

A analise do fenoétipo nulo da GSTT1 e a frequédamvariantes dos loci CAT
e SOD2 apresentaram frequéncias similares a ddgudigs Euro-descendentes. Esses
resultados corroboram estudo anterior que sugesauraida populagdo Kalunga com
europeus ou euro-descendentes. Estudos com magsattmicromossomo Y indicaram
uma forte contribuicdo européia masculina na foéuada populacdo de Kalunga
(Ribeiro et al, 2009). Apesar do semi-isolamento ser uma cafattaa de
remanescentes de quilombos, sugere-se que a dagesperdida eventualmente pelo
isolamento pode ser compensada por uma miscigertg@iferentes grupos étnicos
(europeus, africanos, amerindios) no momento dadgéo do quilombo (Da Silvet
al., 1999).
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Kayabi

Os povos amerindios sdo uma rica fonte de divatsidailtural e genética.
Vérias caracteristicas apresentadas por estes gyjuptificam sua importancia, uma
delas é o aspecto demografico, ja que geralmentgrgsos S0 pequenos, com
isolamento relativo e sua ecologia é simples, o gaetornam adequados para
investigacdes sobre a relacdo entre a estruturalgmpnal e a variabilidade genética
(Salzano e Callegari-Jacques, 1998).

As frequéncias dos fenétipos GSTRI?, GSTTI?® e do duplo nulo desses
marcadores foram semelhantes a amerindios do dxcip@ (Gaspaet al, 2002) e de
alguns grupos populacionais urbanos brasileirodt§&at al, 2004; Kvitko et al.,
2006; Hatagimaet al, 2008; Macielet al, 2009). As frequéncias das outras variantes
foram proximas das descritas para Asiaticos (GPXQA&) (Ichimuraet al, 2004;
Bastakiet al, 2006; Maket al, 2006; Tanget al, 2008) e euro-descendentes (SOD2)
(Grasbon-Frodkt al, 1999, Akyolet al, 2004, Akyolet al, 2005). Este dado pode
estar relacionado ao fato de Kayabi estar locadizad uma area que recebeu intensa
migracdo devido a prospeccdo de ouro, e que coesemiiente possa ter ocorrido
miscigenacao (Klautau-Guimaraetsal 2005a).

E importante ressaltar que todos os marcadoresaaglisados estdo associados
a doencas, e que a comunidade de Kayabi que teitodhabmentares a base de peixe e
castanha do Para apresentou niveis de mercurid.@® * 1.0 ppm (acima do limite
aceitavel estabelecido pela Organizacdo Mundigbalade) (Klautau-Guimaraes al
2005b). A variabilidade genética confere uma cedpacidade de se adaptar ao
ambiente ao longo do tempo, por isso o papel dosefa genéticos nessa dinamica é
importante para compreender como tais polimorfisgasantem protecdo contra 0s
danos causados pelo mercurio.

De um modo geral, o nivel de variabilidade gemétitos Amerindios €
consideravel quando comparada a de outros grupas, mdo pode ser facilmente

explicado de acordo com a estrutura geograficgilisiica e historica. (Salzano, 2002).

Distrito Federal

O processo de colonizacdo da regido centro-oeatddra foi decisivo para a
composicao da populacao local. Os migrantes vietaniodas as regides brasileiras,
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principalmente das regifes sudeste e nordestes lBsiggantes muitas vezes ja eram
produtos de miscigenacdo entre pelo menos doisogramicos, mas tinham em sua
constituicdo, no inicio da colonizag&o, principaiteeo europeu e o africano. E o que
pode ser inferido de estudos com marcadores doogsomo Y para duas populacdes
da regido centro-oeste (Barcelos, 2006). O fluxgrawdrio intenso modificou a
realidade daquela época, em que a presenca amaeeiieddominante. (Godintet al,
2008).

O grupo populacional urbano do Distrito Federaleapntou frequiéncias dos
alelos CAT, SODZ, GPX1 e Hp e para o fen6tip&3STTIY® semelhantes ao
descrito para os Euro-descendentes (Forsiteat), 2000; Mitruneret al, 2001; Gattas
et al, 2004; Wobeteet al, 2007; Flekaet al, 2008). A analise de mistura genética
nesse grupo populacional com base em 14 marcadpes8ticos detectou uma
contribuicdo européia de 61,4% (Godirdtaal, 2008). Para os fenétipos GSTH? e
GSTTIY? foram observadas freqiiéncias proximas das descrin Afro-
descendentes. Estes resultados sugerem a padicipk descendentes africanos no
povoamento do Distrito Federal e corroboram a ediua da contribuicdo genética, por
meio de andlises STR autossdmicos, de mais de BB%eamriana africanos (Godinab
al., 2008). Além disso, a distrib Este é o primegltato deste polimorfismo em grupos
populacionais brasileiros de etnia Amerindia e Afescendente.

uicdo desses polimorfismos das GST nesta amostedleéxo da historia de
criacdo da nova capital em 1960. Uma vez que elréada por individuos
provenientes todas as regides do Brasil (QueirO6Y esta origem muito diversa
sugere que é a amostra mais representativa dagg@pubrasileira.

De forma geral a historia da formacdo da populabéasileira pode ter
influenciado na distribuicdo de algumas variacGmsp®pulacdo e etnias diferentes.
Sabe-se que altos niveis de diversidade genétiapapulacional podem ser devido a
miscigenacdo na amostra populacional. (Casetllial, 2007). Num trabalho com
receptor de vitamina D foi observado diferencas fagliéncias genotipicas e
haplotipicas entre um grupo populacional brasileirpopulacbes do HapMap o que
sugere que tais diferencas podem existir entreetifes populacdes, especialmente as
miscigenadas (Rezendeal, 2007).

Em populagbes miscigenadas como a brasileira sios de auto-classificacéo
muitas vezes utilizados em trabalhos de caso-denjpara determinacédo da etnia pode

ser variavel e gerar dados inconsistentes, primgr@e porque na maioria desses
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estudos a amostra ndo é representativa. Tal fatolth a comparacao das frequiéncias
de variantes genéticas entre os diferentes grupmsgrcionais ja que ndo ha um padréao,

como foi apresentado neste trabalho.

6.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Considerando-se os trés grupos populacionais, catiar SOD2 resultou em
desvio significativo [§<0,05). Também foi observado desvio na distribuigéootipica
do marcador HAPTO grupos populacionais indigena Bidtrito federal e para GPX1
no grupo afro-derivado. Variacdo importante em jegies humanas pode refletir, em
parte, os processos distintos de sele¢cdo natuealaptacdo as variaveis condi¢des
ambientais (Barreiret al, 2008).

Como a populacdo da tribo Kayabi (cerca de 110 tduateis) €
consideravelmente menor que a de Kalunga (ceréa0f® habitantes) e a do Distrito
Federal (cerca de 2.051.146 habitantes), poderiasgerado, a principio, que fossem
encontrados desvios do EHW na primeira, ja quequémo tamanho é um dos fatores
que deixam uma populacdo mais suscetivel aos ®fddoderiva genética (Futuyma,
1998). Apesar de pequena, a amostra de Kayabisesgieecerca de 54% da populacéo
total e €, portanto, mais provavel que representariabilidade genética total de seus
habitantes e sua distribuicdo. Ja as duas outrastas, representam uma porcentagem
menor da populacédo. Os desvios quanto ao EHW emmBale Distrito Federal podem
ter sido causados por erro amostral ou pela acacoules fatores evolutivos
perturbadores da situacao de equilibrio como flydwico e deriva genética.

Desvios do equilibro de Hardy-Weinberg podem sasliexdo também pela
selec&o natural ou mistura étnica recente. O desyservado no grupo urbano Distrito
Federal poderia ser explicado por fluxo génico, @omdicado pela histéria
demografica desta populagédo. Além disso, sabe-se quescimento populacional e a
selecdo positiva aumentam a proporcdo de alel@s r@u seja, alelos com baixa
freqUéncia), enquanto a selecao de equilibrio estruiiuracédo da populacdo aumentam
a proporcao de alelos intermediarios (Serre e Hydxa06).

A selecdo natural pode agir no nivel dos genesges®tipos especificos
permitem melhor “fithess” em ambientes especifi@areiroet al, 2008). Tem sido
relatada a diminuicdo da eficiéncia da enzima SC@®fra o estresse oxidativo quando

ocorre a substituicdo da citocina por uma timingee SOD2 (Shimoda-Matsubayashi
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et al, 1996; Akyolet al, 2005). Nas amostras desse estudo foi verificqa® o
heterozigoto encontra-se numa frequéncia acima @, 5sendo que no grupo
populacional do Distrito Federal essa frequéncial®€80%. Um estudo realizado com
atletas dessa mesma regido geografica mostrou ge&emzigoto desse polimorfismo
apresentou menos danos nos tecidos e no DNA, beno cuoenores indices de
peroxidacao lipidica (Miranda-Vilelat al, 2009), indicando que o heterozigoto pode
favorecer a defesa contra o estresse oxidativo.

Outro fator a ser considerado € o0 aspecto desseadoaes genéticos estarem
associados a diferentes patologias estando diratamnelacionado com as condi¢oes
ambientais e de salde de cada populacdo.Geneslegiics positiva tém um papel
relevante na sobrevivéncia humana e podem afetatip@s complexos de importancia
médica. De fato, conforme relatado para a seleggativa, SNPs n&o-sinbnimos
apresentam selecéo positiva em genes envolvidogloenmcas mais freqientemente do
que o esperado (Barreimt al, 2008). Muitos povos indigenas na América Latina
continuam a viver em ambientes isolados, onde adigies sdo precarias. O contato
com os trabalhadores em mineracao e projetos deragfo afeta a saude da populacao
indigena (Montenegro e Stephens, 2006).

A tuberculose constitui um grave problema de saindie os povos indigenas do
Alto Rio Negro no Brasil (Buchillet e Gazin, 1998)foi observado um padrdo de
endemicidade moderada com prevaléncia anteriornteegdo por HBV (virus da
hepatite B) de 55,7% e 49,5% para dois grupos émdig do Para, Brasil (Nunesal,
2007). Da mesma forma, a populagdo de Kalungaeanveondicdes muito pobres em
povoados remotos nas montanhas de ambos os ladds &arana. A maioria dos
individuos tinha condicdes precarias de higienpegatacdo, pobre niveis de educacéo
e socioecondmica. (Matag al, 2009). Além disso, a maioria deles vivia basieata
da agricultura de subsisténcia ou pecudria, e @&s casas nao tinham rede de esgoto e
servico de agua tratada. Taxas de 80%, 30% e (B&mnfencontrados para infeccdes
HAV (virus da hepatite A), HBV (virus da hepatit¢ 8 HCV (virus da hepatite C)
(Matoset al, 2009).

Nas condicbes apresentadas e sabendo-se que a &&®Jocalizada na
mitocOndria e a variante do polimorfismo Ala9Valaeassociada a algumas doencas do
sistema nervoso (Shimoda-Matsubayashial, 1996; Van Landegherat al, 1999)
pode-se esperar que em Kayabi e Kalunga o hetetozignfira uma vantagem seletiva

no aspecto global de doencas, aumentando a frequé&esse gendtipo nessas
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populacdes. No entanto, € possivel que estejaeymmrselecdo em outra regido do
gene SOD2 ou em outro gene ligado (Akgbél, 2004).

Foi também detectado desvio do equilibrio de Hakbinberg para o
polimorfismo da GPX1 em Kalunga e Kayabi, que agmesu excesso de homozigotos
CC. Isso também foi observado em outro estudo eatigéas/ilhas do Pacifico (Bastaki
et al, 2006). A presenca do alelo variante Leu (GPeskta associada com risco de
cancer de pulmao (Ratnasingaeal, 2000) e de mama (Hu e Diamond, 2003). A
presenca desse alelo afeta a atividade da GPX1,squirna menos sensivel a
estimulacdo durante o processo metabdlico (Ztaal, 2005). E possivel que esses
resultados possam ser explicados, principalmentgupoambas as populagdes vivem

em condicOes precarias, favorecendo a acao dasatatural desse genotipo.

6.3. ESTATISTICA F E DIVERSIDADE INTER
POPULACIONAL

Apesar do pequeno tamanho amostral e populaciongiupo populacional de
Kayabi, apresentou estimativa ds §ue ndo mostrou existir endogamia. Os outros dois
grupos populacionais (Kalunga e Distrito Fedemailiém apresentaram coeficiente de
endogamia () ndo significativo, o que ja era esperado pordkatos de miscigenacao
em ambas populacdes (Barcelos, 2006; Ribeiral, 2009). Resultados semelhantes
foram encontrados para o remanescente de quilonddonyo (SC) e Sdo Gongalo
(BA), mas diferente para o remanescente de Bada ((Biizon, 2007).

A maioria das populacdes € formada por subpopuactEmtro das quais ocorre
geralmente a reproducdo. Tal agrupamento € dendmieatrutura populacional ou
subdivisdo populacional (Hartl e Clark, 2007). Gdoves de Er encontrados foram
significativos p < 00.5) e mostraram, assim como o teste de hetee@pale par a par,
que existe diferencas significativas entre os pdeegrupos populacionais analisados
nesse estudos e também se considerados em apenagjunto. Essas diferencas eram,
de fato, esperadas visto que a localizacdo geogrdfistas e a expectativa de que a
histéria de cada comunidade fosse bastante distiiasive quanto as proporgfes das
populacdes parentais em sua formacdo. Para os doeesaGSTM1 e GSTT1 foi

observada uma distribuicdo homogénea, provavelnesied devido a caracteristica de
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ambos serem marcadores dominantes e provavelneghieir a informacao da variagao
genética quando analisados.
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7. Conclusodes

A analise de seis marcadores de importancia end@sttie estresse oxidativo
associado a doencas complexas em trés comunidans:afro-derivada brasileira
(Kalunga), uma indigena (Kayabi) uma populacaoileies urbana trihibrida (Distrito

Federal) e outras comunidades previamente desnoathieratura permitiu concluir que:

* Na&o ha padrdo definido ou gradiente ou cline, rn&triduicdo das
freqUuéncias dos alelos avaliados nesse estudoppdam existir varios
fatores que possivelmente estejam contribuindo @ssa variagao.

» Os trés grupos populacionais diferiram significatnente entre si com

relacdo as frequiéncias génicas e genotipicas.

* Na comparacdo com frequéncias destes grupos pamaa; somente as

dos genes GSTM1 e GSTT1 apresentaram homogeneadistntaiidas.

* A distribuicdo da frequéncia da variante do gendl @Aresentou-se de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg e deswmmificativos

foram observados para os outros marcadores.

* Foi observada diferenca estatisticamente signNiagisy) entre as trés
comunidades analisadas par a par e em conjuntdiyrcando dados

histéricos de formacgéo das populagcfes aqui examinad

O estudo de populagcbes miscigenadas € importanta pan melhor
conhecimento da genética de doencas complexastédequisitos para sua aplicacao
sdo uma compreensao das proporcdes de miscigeaagdalindmica deste processo
(Zembrzuski, Callegari-Jacques e Hutz, 2006). Aereincas existentes entre 0os grupos

étnicos humanos, considerando-se as frequénciisaalélos marcadores genéticos
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polimérficos permitirdo o desenvolvimento de métdpara avaliar o grau de
miscigenacao das populacoes.

Enfim, os marcadores descritos neste estudo sel@sas fontes para futuros
estudos funcionais e para estudos em genéticaplgagdes projetados para explorar o
papel destes polimorfismos genéticos na etiologadbencas humanas, uma vez que é
necessario caracterizar a variagdo genética entlderentes grupos populacionais para
avaliar o risco da doenca. As diferencas nas frexéé alélicas observadas entre as
amostras enfatiza a importancia de conhecer aildigiio de polimorfismos de
interesse farmacolégico, a fim de evitar erros nangjamento de estudos

epidemioldgicos.
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9. ANEXO |

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA

{3} Tragos de Asiatico
(. }Cutros (especificar)
Ascendéncia materna:
Ascendéncia patema:

PROJETO BRASILIA
Nome: [Nao.
Enderego: | Telefone:
E-mail: | Estado cival:
Data de nascimento: |Sexo: [ 1F [ 1M
Classificacdo fenotipica - JBr ( }Ng ( JAm  (Ind) ( )Am(Asia) { ) Misto
Se musto
{ ) Tracos de Cancazoide
{ ) Tragos de Negriide
{ ) Tragos de Indizena Foto 31X 4

Peso : Pressio arterial 1 :
Altura : Pressdo artennal 2:
Gran de Instrugdio: Profizsdio:
Local de residéncia dos pais na data do nascimento
Filiacdo
Pai Mae
Local de nascumento IN:
Avd paterna ¢ Avo matemna ¢
IN: IN:
Avh paterno : Avd materno |
LN ILN:
Tempo em Brasilia (dos pais) - Motive da nmdamga -
Irmdos 7 { yMfasc { ) Fem
Gemeos ?  ( 3 Nio
{ ) Gémeo Uni { jMazc { }Fem
{ YGémeoBi. ( )Masc. { ) Fem
{ }Immdo Gemeo Uni. { }Masc. ([ Y Fem
{ ) Immdo Gémeo Br. { ) Masc. { ) Fem Outo:
Alguimna doengs genética na fhmilia: Caal (is):
Afetados:
Nome do comuge: | Data de pascimento:
Consangiimidade enfre os comjuges
IN: Obs : Se nascido em Brasiha, fazer ficha a parte
No. de filhos : | Gémeps? MNa. de abortos espontineos:
No. de natimortos - Cansa:
No. de filhos mortos: Canisa;
Nome: Sexo:{ Jmasc. { Jem.
IN: Idade:
Nome: Sexo: { Jmasc. { )fem
LN Idade:
Nome: Sexo:{ Jmasc. { fem
IN: Idade:
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Haptoglobin gene subtypes in three Brazilian population groups
of different ethnicities

Ana L. Mimanda-Vilela, Arthur K. Akimoto, Penha C. 7. Alves, Cassia £} Hiragr,
Giultherme C. Pemalva, Sibaene Fo{O0iveirs, Cesar K. Grisolia and Mana N, K kmtan-{uimaries

Departamento de (Fenéticn & Morfodogia. nstitito de Ciéncias Binfdgioes. Universidade de Brasilia,
Bravilia. OF, Brazil

Abstract

Haptogloben is a plasma hemoglobin-bindng profesn that Bmits iron foss dunng nomal enthrocyte tumover and
hamolysis, thereby praventing owidative damage medizted by iron excess in the ciroulation. Haptoglobin pobymar:
phism in humens, characterized by the Hp” and Hp™ alleles: recults in distinct phenotypes known as Hp1-1. Hp2-1
end Hpa-2, whose frequences vary eccording 1o ihe ethres onigin of the popiation. The Ho™ allels has two subtypes,
Hp™ and Hp ™, that also vany in their frequencies among ions workdwids. In this work, we examined the distri-
bestion frequencies of haptoglobin subtypes in three Brazilian population groups of differsnl sthrecities. The
hapiogiobin genctypes of Kayabi Amerindiana (n= 58}, Kakmga Afro-descendants (n = 700 and an urban population
in = 132} wera dadermined by ific PCR. The He™ allele irequancy wes heghest in Kalunga (28.3%) and
lowest in Kayabi (2 6%} The Hp™Hp™ absls frequency ratios were 0.8, 1.0 and 0.26 for the Kayabi, Katunga and ur-
ha.np:updaﬂum respectvely. This vanation was attrbatabis langely to the Hp'™ alicle. Howsver, despéts the large
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variation in Hp™ frequencies. results of F; (0.0291) indicated Eightmiu:hﬁ&fennmmma@npmauumd

the general Brazikan population shudied hers. Thes iz the first Brazifan report of varations in the Hp

quencses among nor-Amerindan Brarians.

b -1
ire-

Ky wand e Brarilian ethnicities, haptogkbin, pobymorpinsm, suhiypes

Recaved: Ociober 22 W0E; Accegied : Fetmiary 17,2009,

Introduction

Maolecular variation in human hapielobin (Hp) was
destribad by Simthies {19551 who identifiod three ivejor
phenotypes, Hpl-1, Hp2-1, and Hp2-2, by starch gel alee-
trophor e, These pleetiotypes are controllad by two aulo-
sonl codemimant alleles, Hp™ and He™ (Smitiss and
Walker, [956), Twi subtypes of the Hp' allele, Hp™ % and
He™ were subsequently identitied in wes-comtzining
smich gels] Smalderetal | P92 L Deguite populationaldi -
feremess in the distribution of haproglobin . phemiypes,
these alleles have boen fowmd in every huran population
examined so far. The Hp™ allale Trequency b lower
South-Fast Asia and kigeer i South Amenca {Langlois
andd Thetanghe, 1996, There 15 aled 3 signdicant dif feremse
in the frequeney distibution of ™" md He™ alleles
among popelations . worldwide (Carter and  Waorwoosd,
2007, An exdreme cime of popelstion] warston was re
ported for the Hp™ allele in which & geaoraphical cline of
tlds allele imereased i the same direction 23 the Hp ' allele,

Bendn correspondence o ana Luss Miranda-Viisia . Leboralioio
e Ganddlca, Departamento de Senéfos & Mordologa, Insthulo de
Clencias B Universidaoa de Brazila, 70310-000 Brasiia,
[, Brazl. E-mak- miranoasileledunt.orn

wheress the Hp™ Fequency showed oo variation
{Delnghe o o, 0

The Hp phenttypes determme the wum wel of
Hip-glyvooproiin bl ditfer in their numbe s of prokin com-
pomenils « katrophonetic mobdlity, plasma conoemmion of
Hip, 2l antioxidant and antimfllammatory setities, olEn
with divergent clinical comequenc es {Langleis and Delan-
ghe, 1906 Yano e af, 1990 Wasel, N0 Koch of al,
23, Radreadeh and Bozorgmehs, 2004: Tsenge o ol
el Carter and Worweod, 2007 Many clinical shodies
have demonatrated & Eak betwesn Hp polymomphiom and a
bavad mnge of pathoksgical conditions, ad such asaocia-
tipiis paobibly mellect functonal dffermess among e
phenotypes (Langlois and Delnghe, 1996 Wassel, 2000;
Saddreadeh and Boeerginehs, 20, Levy, 20d6; Zvi and
Eenvy, 20060 Tn coatraa, other studies have reported nao
puch sssociations, degyite the wide range of He*' and Hp*'
gene frequencies theughont the world (Caner and Wod-
wisl, 20T ), These appasently divergent findings can oaly
b umalerstond thecagh sdditiona] chameenzation of e
digribution of Hp subiype pobanomhsms

The Brazilina popalation s very mixed, primnanlyasa
reailt of Ave centiries of interethnic ¢ msses among Ew-
peam, Afrcam snd Amermdisns, This tleee-hybnd ge-
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netic sdmixtre has been demonstraed by genetic and
historical sudies (Callegan-Tacques nd Sales, 1908,
Alves-Silva el ol 2000, Canvallio-Silva of ol 2000 ; Men-
des-luniee and Simdes, 26 Callegan-Jacques o ol
2 Barcelos o1 i, 206064 b Susrez-Furte of of | 2007
Crosline ¢r af |, 2R08). Hapioglobm & oné of the genedc
markers nead o describe the genenic constitution of populs-
i, However, thene ane fow data on e haptoplolin gene
sultypes in the general Brazilan populatio, althoagh ey
erdt| nepeoris odn Hp subtypes {phenobypes) and types hane
been published, modly for indigenos popubitions {re-
viewad by Salzano and Callegan-Tacgues, 988 Simbes of
el 1SR Saleano ar ol 1991, 1997 by 1908 Sandos e al |
1908; Belguelman er ol, 2008; Calderoni of af, 204
Faceariotn of ol , 300, The atm of thie work was o exam-
imz e frequencies of the Hp gene subtypes in firae B -
izn populaton groups of different ethnic deiging (Kl
Ametindans, Kalings Afe-descendents and inhabitants
of the Federal District).

Subjects and Methods

FPopitations

1) The Eayaly are a Topi-Cruaran Amenndian tribe
(v ionees, 19045 with & popalation of shaat 10 foud
mainly in tee Xingu brdigenows Matioml Park { Mawo Gmos-
spatate) The Kaval village sangpled consrtod of 11 indi-
vidiak bving on the wargine of the Teles Pires River
{117 3T 0" S and 55° 40" o' W) (Ddeed of al, W05
Flaniau-Oarimer Sea of af | 200% ). Mone deinils about this
iribe can be found in Déoea of af (205 The sampla
{n=356) wedherewas collected in 2006 2nd conzisted of 20
mubes and 2T females, with & modian age of 24.5 yeas amd
iy fipst-degres {rent-offepring) relationship,

2 Thee Kalumra ane an & fo-de rved Braeilian oroup
with an-estimated popalaion of 5 306 This groop hves m
midwiestern Braetl, ina mral avea of nordeasiem Goids
State {157 30" S 10 16 03" 5 0 4T 258" Wi 48% 1 W)
Mreda of af , 2007, Historically and momericatly, the
Kalungs are gne of the most mportant Brazlian Ao
derived populatons known 22quilanbos. The Kalunpaane
orzanized inie several atbee glons with different degross of
isnlation The sample {n = ) wsed hewe was collected n
W and 20602 mnd consisted of 29 walkes and 41 females
Bt the Vo das Almas and Vs de Muleges sdbee glons,
with 3 miadian age of 429 years and 2 selatiodiship coefl-
cient of up o 1146,

3) The Federal District {15 30° 5 w0 167 03" 5 and
AT 25 W o AR 12" W was founded in 1980 and in 2000
e & wrban popal ation of 2,455, 603 (2007 IBGE cesus).
Must of the Federal District population inifially consisted
of migants fom other regons of Braed (e roe 20406,
and cumently almest half of the Digricts nhalbvitans are ni-
grznids {www distritofeders LdDgov br ), The sample used
here {n = 132) was collected m 2002 and consiged of 5
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457

rerales and TH Females and with 3 median age of 21,1 vears,
Based on the subje cis seli-declared skin oolor, BH.4%, were
raciatly mixed, 24. 7% were white, 7% was black and
501% did oot declare theiscolor.

In gaeh of the communitics sampled, the ams of this
shby were explamed and the volmizry nawe of the dons-
tion of biological matenal was emphaszed. Informed con-
went was oltained moall cases and ozl miforimed consant
weas obtained mohe Kayabi village.

Haptogiobin (Hp) genofyping

Abgut § mb of penpheral blosd was colleced by
venipancire using Vad wainer ihes withEDTA asantico.
agulant, and then cooled as guickly s posible. DMA was
ispdated from te baffy-cos laye rby using apurifcstion kit
GFX {GE Healthe are, Bockingamshing, EnglamD and the
samples were stared helow =20 %0 until analyss.

Hyp pemniypes wem demned by allelespecifie
PCR {polymerase chain reaction) &5 desdribed by Yano 21
al (1908 The identification of slleles Hp™ Hp™ and
He™ wasbasdon thee independen PO reaction product
malyses, PCR products were separaied by elecirophonesis
in &% polyacrylandde gels under non-densturing condi-
tions and then deteciend by smining with siver nirate.

Daia management and statistical anarysis

Allelie and genotepic equetcies wen estimated by
petie counting and the poodivess of Gtof the genotpe disti-
btion tothe Handy -Weinhetg equilibriem was ataessed by
the chi-square () test Values of p > 605 mdicawed
Hardy-Weinherg equilibyiwn . Hasoglobn genetic diver
ity was asecsed by coinpating the sbserced and pecied
hetenoeymeities sl the F-switstics Probability (p) wahes
bt leterpeygole oxeess wen peneraied by the Gene-
popweh fatistical program version 34 (i e ne pop. or-
tiadheaw’), Comparizens beoween the differen ethnic
roups | he rocenelly test) wene based an contingency 12
bles analyzed by ¢~ tests

Hesults

Table | aimmanzes the dstribution of the Hp allele
fraquencies in the pepelations stodiad, The He™ allela Fre-
quuency vared From SH6% in the A fo-descendant Kalaps
propudation te 43, T in te indigencus Ezyvabi population.
Based onthe F-aatistics (Table 1), the Brazilian population
showed kvw genetic differentiation ameng, subpopdatons
{Fi=) [ Hp polymioaphism, despite te brge varition in
Hp ™ frequencies

Table 2 shows the Hp genolype fraquencies in the
Eayah, Ealngzs and Federal Dismict pograletions and e
regults of the Hardy-'Weinberg equalibrnm fest. The geno-
typie distribations indic sted Handy-Weinkeg equilibrium,
ecepl for the Kayabi populaion, in which there was a
hetenayante excess {Fy = D5ET6], as shown m Table 1.
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Hupacg iobin ssbdype in Benee B e pegealacion gooss

Tahie T - [hisrbvetion of ho piogl diis atiele fegeeses and Fosttienes  the Kayabi, Ko hegn ond Fedaal Distin poabafions

Pograln icas Ha™alldl= Hp®  Heeswypem Hescoovgeme B lideeding Fy Eqr .
H_.\-'" HF“ o afidle obasrved (Hip - enpeaed (H) ol e ra)

Kavad {o = 46} ad4id QeEe 03T DS Ox254% LR e ] LUETYE  QRaFl 0.3

halsrga {n = 70} QFFF BI%E  OIEE  B4M (Rl i) DLAETO - 13

Federal Dt dn = 132} OB 0002 Bd9 D4 BT [AR2 1 ] Qi

Mein QUM CLI40 a5 QL&TT QIS

" < 005 Povntes data fiwr esteroeypode exoms mee semarmed wsing, stms o peegram Chene pegrand veraios 3 4

Hetorigreneity tests for all pairwise comsnamns amon the
thres  ppulations  revealed  spaificam differences
{Table 2

Di -

In this sedy, there wene significant differences m Hp
allels frequencies among the thees Brazilan populations of
different ethueiies, The Hp™ alleke frequincy was highds
in the Foaahings {Afodescendents) and lower in the Kayabi
{Amenindian], in which the Hp™ allele was most Treguent,
Thesz reaudts apreed with Literature {reviewed by Caner
and Worwosd 206071, since they showed meauraphical dif-
ferencesinthe Hp™ and Hp ™ frequenc ks, depending onihe
ethatic originel the group. We also obsened significant dif-
ferences in the distibution of the Hp™ and Hp™ alleles.
The resuhs for the Kalungs, Eayahi and Faderal Dismict
apree, tespectively, with the Hp™ alkle frequoncies de-
scribed for Brazdian Afro-descendants {55%) (Tomdy ef

ad 1963, Doana River Indisns (43%) [Sindes o ol 19849
b an urban grodep From 530 Paulo (465500 (W abseio af al,
2007, The Hp'™ allele frequendy in the Eahoga (58%) was
algge similar o that descrbed fod e Affican cotiment
(0 500 and Morth Asmerca (055), but higher than 1n Asda
(0.27) (Carter and Worwoeod, 2007, probably becsuse of
the contrbnien of Afm-descondants that formed the gu-
loaribwy. For the Eayals, the frequency of the Hp™ allele
(44%) was similar & tha reporied e drea South Amen-
can Amerindian papralations, viz, the Makirtare {42%),
Foobenkokre (49%) (Awends of af, 1970; Sanios of af,
[ and the Freach CGuans popalaiion of Balifa (44.5%:)
Mz s o el | I0EFT ), bt was kwer gean tor other Brazid-
ian Amenndans (Salmne e al 19704, 1901, 1807 b,
1o Oliveira o al, 1998

The Hp™ allele frequency {49:6%) of the Faderal Fris-
troet wrban posprubs on wias similar o thet reponed forother
Brailian uwrlan popolaions from 530 Fsulo ftafe (46%)

Table 2 - Feopeases of e ngaogiobis panodvpes and the Huosly- Welnberg ( HW) and hetempane ity w=it i te Kavabil, Kalanga e Fedenal Dismic

o TS
Popeaie oo [E3 T N Craeofype frageencies. HW det{poateas) Hetarogaesit v it | pvadasm)
Fayui m = 54} 11 Hg g™t o a £ Fawai x Kabawga < G000
e k| s
H 1P'H 2l @ 5]
24 Hp e 4 Ry
H a 8
F Bp e 10 Qs
Kalsgaim =70} 11 Hp [ Qe £330 Fatzega x Fedaml [Msrio < 00007
[ 14 aIn
H 'I.‘H.- L1 1 (oTAE]
21 Ha e 13 Qi
i 1 033
i B g™ 10 ais
Faderal [Yearss K o i b o BTiLH Fadkmi Distric) x Favabi = 0.0000
R T g 13 10
Hp T 1 ot
11 Hp e 15 D]
Hy Fi™ 16 s
2z Hp g 4 FER
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(Wobssto af o, 20607 and Buto-descendanis fom Parto
Alegme (41.48% ) (Tondo e af | 1%963). The distribution of the
Hp alleles in the Federal District poquelastion probably re-
Mocts the histony of the creation of Brasilia, the new Brazi-
ian capital, in the late 19508, Unlike most Brasilian cilies,
Brazilia and the acoompanying Pederal Distrc] were cam-
pleely new peojects in which seflement of the Federal
Capital was driven by govemmant bene i, The ooastmmg-
thot ol Bt { 1 956-1 %6 was e main attraction for mi-
gratiis, whe came fram senhem, southessem and southen
Braei] (Chuenge, 2ibed. Ax 8 resalt, Uhe peogrula tion of Bras-
lia and the Pederal Distriet was Tormed by 3 wide-tanging
amixtwne of wigrants oo all wgens of Bzl {(ueiroe,
206y dest reflectad five centores of mletfone croses
atidarg ook of BEiuvopes, Alfrican and Amerndizn de-
st {Abves-Silve et ol X Carvallio-Sitea e ol , 2000 ;
Mendes-Tunior and Simdes, 2060, Vargss er al, 2008
Suarer- Kt ar ad, 2T Codintwe e al, 2000, This very
diverseprigm of the Federal District population has nade i
the mont e gretentative sanple-oroep of tee Brazilian pop-
ukation.

The present dudy provides te first nepor of varia-
tiods i the Hp '™ and By ™ frequencies i oo AmeHndian
Berarilians The frequeney of te He' ™ alkele was highest in
the A frg-descendant Kalwngea (29 3% god lowest in de in-
digenous popebaion of Kayahi{2.6%) This Gnding agrees
with repor in which a higher Hp' Frequency has been
linked 108 higher Hp™ Fequency | Delanghe or ol 2000,
Carer and Waorkood, 20070 To addition, the Hp frequency
distrbution m the popailatiens studied was ot oinogenos
{po= G inthe heteroge neity test) and prodably reflected
selectiondr recent ethnie adinixmre. The He™ /Hp ™ allele
frequency ralinsamong these pogulations wene (UM for the
Foayabd, 1.0 for the Kalunga ad §234 for the Federal Dis-
trict, Thiz variadon was atributable essentially tothe Hp™
allele sinee varation m the Hp™™ allede fregoency was very
loww g these popaelations. {no markad geooraphical dif-
ferences), Similar variation in the Hp™ alkk has been re-
ported for Central Amercan populations {Delanghe of of |,
2, atheueh the matios wene different from thoss seen
T

The Kayald pogulation had Hp penotype frequencias
that were wol in Hardy- Weinhers aquilibrivm, wilh a ex-
wurss of heterozyaates {Fy = -058 760, Factors that couldae-
covnid for this fnding inchede the following: 1) the Kaysla
liwe it an ares that has experienoed inleise migatio 23 5
tesult of geld prospecting, and they heve consequently be-
o sodne wihal i iked (Rlawu-Chotn i Ses o o, 2060550,
{ii) the Hp phemnotypes ane saooatad wath several disooders
such &5 dishetes and candiovaseular and infactious diseases
{Langlods and Delenghe, 190 Sadrmdeh and Bowor
gmels, 200 Caner and Worwomd, 2007) that may have
sitlyecied the population posome B of natursl selection
andl (i) the Eayabi poplation consames Dreshwater Gsh
coilaminatad by imoaeety | inercury, amdis alsoegposed
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o eiedemic infectious diseases sach 235 malana for which
they lack basic medical sorvices (Do of of |, 2005, Klsu-
teu-Cpudme rdes or af |, 2005y the latier two hypotheses aug-
st sehee tion in By of hemeyooles.

Smoe Fre and Fr repaesent the corelations betwean
the twip usiiting gametes tlat prodece individusals inthe tel
popdation and sulpopalations, espectively (Mei 1977),
sl Sinee owr resulis for these parameiers wens negalive in
both cazes, thiz imglics an excess of hetemeygobsin oth
simations However, these mesull wene affecied by the
Eayals population. In sddition, given diet Fos 15 the corre-
lation betwoen two gameles drawn a1 rapdom from esch
subpopul stion aed meatunes the degres of geaetic diffenn-
tiation  of subpopolations (Mei 19TT), owr  reslis
{F e = 02901 ) alidme d theat there wasa$light temetic e
entiziia among sabpopuations of the general Brazilian
ol & i studied

Tn conclusion, we have geovided the st descrption
of the distritution froquencies of te Hp sdstypes B and
He'™ in thee Brazilizn popelations of different 2 thnic odi-
i For hagviop lobin probymaodplasm, despite the Lampe vari-
stionin Hp™ Frequencies, resuliz of Far (000291 ) ndicaid
slight gemetic differentiation among subpepulations of te
general Brawlian population stodied. This polymorphism
Tz prroven i bee am miberestng bomadier for understanding
hawimsn e grstions around the world and fos identifang as-
sociations with dissaies. Additenal udies ane requined 1o
i the distribation of fese Hp aubtypes in other ethmaici-
tie s, amd b gain a betier understanding of the hiokegics] ig-
i Acaige of this marker for aitlropogeme sundies
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