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RESUMO

A miscigenagdo entre os trés principais grupos étnicos (amerindios, europeus e africanos)
originou a alta diversidade genética da populacdo brasileira. Na Bahia a propor¢dao de
afrodescendentes ¢ de 77,5%, sendo que em Salvador 79,8% se auto-denominam negros ou
pardos. Poucos estudos descrevem a diversidade genética da populagdo baiana e a
contribuicdo de cada grupo étnico na sua formagdo. Diversos marcadores de DNA sdo
atualmente utilizados para estimar mistura étnica em populagdes miscigenadas. Estes
marcadores sdo denominados alelos especificos de populagdo (PSAs) ou marcadores
informativos de ancestralidade (AIMs) e apresentam alelos com grandes diferenciais de
freqliéncia, superiores a 30%, entre populagdes geografica ou etnicamente definidas. Os
microssatélites (STRs) sdo variantes genéticos uteis no mapeamento genético de espécies, na
identificagdo de pessoas, mapeamento genético e analise de populagdes. Alguns STRs
apresentam alelos com freqiiéncias marcantes em determinados grupos populacionais. Com
objetivo de comparar a ancestralidade genomica avaliada com dois tipos de marcadores,
foram estudados 8 microssatélites STRs autossomicos (THO1, vVWA31, D18S51, FGA, TPOX,
D7S820, D3S1358, D8S1179) ¢ 9 AIMs (FY-Null, LPL, AT3-1/D, Sb19.3, APO, PV92,
CYP3A4, CKMM, GC-1F e GC-1S), em 203 individuos miscigenados da Bahia. A
genotipagem foi realizada por PCR (Polimerase Chain Reaction), para delegoes, insergoes e
para os microssatélites e PCR quantitativo em tempo real para mutagdes pontuais. As
contribuigdes africana, européia e amerindia observadas foram respectivamente 33,5%, 58,6%
e 7,9% para os STRs e 45,08%, 45,16% e 9,75% para os AIMs, comprovando a miscigena¢ao
da populagio. O Indice Kappa, mostrou que a concordincia entre as estimativas de
ancestralidade utilizando os dois tipos de marcadores (AIMs e STRs), foi muito baixa (kappa
= 0,12). Foi observada associagdo entre sobrenome de conotacdo religiosa e ancestralidade

africana.

Palavras Chave: Ancestralidade gendmica, Short Tandem Repeats (STRs), Marcadores
Informativos de Ancestralidade (AIMs).
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ABSTRACT

The mixing between the three main ethnic groups (Amerindians, Europeans and Africans)
produced a high genetic diversity of the braziliam population. In Bahia, the proportion of
African descent that call themselves black or brown is 77.5% and 79.8% in Salvador. Few
studies describe the genetic diversity of the population of Bahia and the contribution of each
ethnic group in its formation. Several DNA markers are currently used to estimate ethnic mix
in admixed populations. These markers are called alleles specific population (PSAs) or
ancestry informative markers (AIMs) and carry alleles with large differences in frequency
above 30% between populations geographically or ethnically defined. Microsatellites (STRs)
are useful genetic variants in the genetic mapping of species, identification of persons, genetic
mapping and analysis of populations. Some STRs have alleles with frequencies marked in
certain population groups. To compare the ancestry genomica evaluated with two types of
markers were studied 8 microsatellite autosomal STRs (THO1, vWA31, D18S51, FGA,
TPOX, D7S820, D3S1358, D8S1179) and 9 AIMs (FY-Null, LPL, AT3-1 /D, Sb19.3, APO,
PV92, CYP3A4, CK-MM, GC and GC-1F-1S) in 203 subjects with mixed Bahia. Genotyping
was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction), for deletions, insertions and for
microsatellite and quantitative PCR in real time for mutations. The contributions of African,
European and Amerindian observed were respectively 33.5%, 58.6% and 7.9% for the STRs
and 45.08%, 45.16% and 9.75% for the AIMs, proving the mixing of population. The Kappa
index showed that the correlation between the estimates of ancestry using both types of
markers (AIMs and STRs), was very low (kappa = 0.12). Association was found between

devotional surnames and African ancestry.

Keywords: Genomic Ancestry, Short Tandem Repeats (STRs), Ancestry Informative
Markers (AIMs).
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1 INTRODUCAO

A formacdo da populacdo brasileira ¢ resultado de mais de 500 anos de miscigenagao
entre os trés principais grupos étnicos que a compdem: africanos, europeus e amerindios.
Quando os portugueses chegaram ao Brasil por volta de 1500, este era ocupado por
aproximadamente 2,5 milhdes de indigenas que aqui viviam (RIBEIRO, 1995). A
miscigenacdo comegou logo apo6s a chegada dos primeiros colonizadores portugueses € se
estende até os dias de hoje. Por volta da metade do século XVI, comecaram a chegar ao
territorio brasileiro, africanos que iriam trabalhar como escravos nas fazendas de cana-de-
acucar, minas de ouro e diamantes e também nas plantacdes de café (KLEIN, 2002).
Posteriormente, quando os portos brasileiros foram abertos para nagdes amigas, houve
também a entrada de mais imigrantes europeus, dentre eles, os mais numerosos foram
oriundos de paises como Italia, Espanha e Alemanha (IBGE, 2000).

Salvador esta situada na regido nordeste do Brasil e foi a primeira capital brasileira.
A historia do seu povoamento ¢, portanto semelhante a do Brasil. A contribui¢do de cada
grupo étnico na formagdo da nossa populacao foi diferente e, segundo Callegari-Jacques e
Salzano (1999), dos imigrantes que chegaram ao Brasil entre 1500 e 1972, 58% eram
europeus, 40% africanos e 2% asiaticos. Além disso, a propor¢do sexual entre os europeus foi
também muito diferenciada, com contribui¢do quase que exclusivamente masculina. Como
conseqiiéncia desse processo, nossa populacdo ¢ considerada uma das mais heterogéneas do
mundo (ABE-SANDES et al., 2004).

Dados historicos e genéticos mostram que a distribuicdo desses trés grupos étnicos
ao longo do territorio brasileiro ndo ocorreu de forma homogénea, ou seja, a proporcao de
africanos, amerindios e europeus difere significativamente a depender da regido geografica,
sendo que se observa maior participacdo de africanos no povoamento da regido nordeste,
amerindios no norte ¢ de europeus no sul (IBGE, 2000). Abe-Sandes et al, 2004, que
estudaram a heterogeneidade do cromossomo Y, utilizando 16 marcadores bialélicos, em 209
individuos da Bahia e de Sdo Paulo em quatro grupos afrodescendentes: dois urbanos
(classificados fenotipicamente como negros € que afirmaram nao conhecer historia de mistura
nos quatro avos) e dois de comunidades remanescente de quilombos e em descendentes de
europeus e japoneses. Os resultados mostraram que o cromossomo Y da maioria dos
afrodescendentes tinha origem da Africa Sub-saariana variando de 47,0% a 77,3% e, que a
porcao de origem européia era maior que a amerindia. Nos descendentes de europeus 98,0 %

dos cromossomos Y foram identificados como de origem européia e nos descendentes de
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japoneses nao foi observada nenhuma mistura com outros grupos étnicos, ou seja, todas as
linhagens de cromossomo Y foram identificadas como asiaticas. Resultados semelhantes ao
observado para os descendentes de europeus, com relacio ao cromossomo Y, foram
observados por Carvalho-Silva et al., (2001), para os brasileiros brancos.

Ja para o DNA mitocondrial Abe-Sandes (2002), sequenciou a regido hipervariavel I
(HVS 1) e analisou 29 marcadores em regides codificantes e observou nos afrodescendentes
também contribuicdo africana preponderante, variando de 76,0% a 94,0% e contribui¢do
amerindia variando de 5,7% a 21,9% e a contribuicdo européia foi observada apenas nos
afrodescendentes de Ribeirdo Preto-SP, com freqiiéncia de 4%. Nos descendentes de europeus
as contribuicdes européia, africana e amerindia foram 62,3%, 21,4% e 12,8%
respectivamente. A freqliéncia de linhagens asidticas nos descendentes de japoneses foi
92,5%. Com os marcadores analisados nao foi possivel classificar algumas linhagens.
Analisando individuos que se autodenominaram como brancos Alves-Silva et al., 2000,
observaram ndo haver diferenga nas contribui¢des africana, amerindias e européias.

Entretanto, estratificando por regido do pais, observou-se, que a maioria das
matrilinhagens no norte era de origem amerindia (54%), no nordeste eram africanas (44%) e
no sul as linhagens maternas eram principalmente européias (66%). Isto mostra que o grau de

mistura varia a depender da regido geografica e dos marcadores genéticos utilizados.

1.1 Marcadores Polimérficos

Os principais marcadores biologicos utilizados na avaliacdo de diferengas entre os
grupos humanos foram no passado os grupos sangiiineos do sistema ABO, proteinas e
isoenzimas como a G6PD, hemoglobinas e a colinesterase sérica (OTTENSOOSER, 1944;
TAVARES-NETO et al.,1978; SALZANO et al., 1982; PRIMO-PARMO et al.,1986;
BEUTLER, 1991).

Ha pouco tempo a ciéncia da investigacdo de vinculo genético e de casos forenses
pautava-se apenas nas analises soroldgicas dos polimorfismos de proteinas, grupos sanguineos
e alguns marcadores genéticos. A utilizagdo de amostras bioldgicas em exames forenses teve
seu inicio por volta do principio do século XX, com a aplicagdo dos grupos sangiiineos ABO
em evidéncias relacionadas a crimes e a identificacdo de pessoas. Hoje, estes marcadores
classicos sdo pouco utilizados, sendo substituidos na maioria dos centros por marcadores

moleculares.
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As principais vantagens do DNA sobre a sorologia tradicional foram descritas por
Weedn e Swarnen (1998). A primeira e principal delas, reside na possibilidade de sua
aplicagcdo sobre toda e qualquer fonte de material bioldgico em quantidade minima. A
segunda, e mais amplamente discutida ¢ o seu potencial discriminatorio. Em alguns casos, os
estudos de DNA podem revelar a identificagdo positiva, comparativamente aos exames
envolvendo o grupo sanguineo ABO, que tem a capacidade de discriminar aproximadamente
um em trés individuos na populacdo geral. A sensibilidade do exame de DNA constitui a
terceira grande vantagem deste método. A quarta vantagem do DNA ¢ sua resisténcia aos
fatores ambientais. O DNA ¢é uma molécula relativamente resistente aos acidos, alcalis e
detergentes, ao contrario dos determinantes protéicos, lipidicos e carboidratos. As proteinas
podem ser degradadas de forma relativamente mais facil e sua estrutura terciaria
conformacional, importante na tipagem, ¢ facilmente desnaturavel. A informacao da tipagem
do DNA, por sua vez, ¢ encontrada na sequéncia nucleotidica, que independe da conformagao
da molécula. Consequentemente, os exames com DNA, diferentemente dos marcadores
sorologicos tradicionais, podem ser realizados com maior seguranca em amostras muito
antigas ¢ que estiveram expostas a maiores agressdes ambientais. Finalmente, a quinta
vantagem reside na possibilidade de separar o DNA da célula espermatica de qualquer outro
DNA celular.

Alguns loci de marcadores de DNA tém demonstrado ser populagdo-especifico por
apresentarem grandes diferenciais de freqiiéncia entre populagdes geografica ou etnicamente
definidas. Estes marcadores foram denominados como “alelos especificos de populagdao”
(PSAs, do inglés population specific alleles) ou marcadores informativos de ancestralidade
(AIMs) e apresentam diferencas nas suas freqliéncias alélicas entre duas populagdes
superiores a 30% (SHRIVER et al., 1997; PARRA et al., 1998). Sdo representados por
diferentes variantes genéticas, como polimorfismos de nico nucleotideo (SNP), insercdes e
delegdes de nucleotideos ou inser¢des Alu. As variantes genéticas que sdo encontradas apenas
em uma populacdo foram denominadas de “alelos unicos” (CHAKRABORTY et al., 1991).
Tanto os alelos tinicos quanto os AIMs sdo uteis para investigacdo forense, estimativa de
mistura populacional ou estudos de mapeamento génico (REED et al., 1973;
CHAKRABORTY etal., 1992; STEPHENS et al., 1994).

Os marcadores do tipo STR (Short Tandem Repeats), também chamados de
microssatélites ou repeti¢des consecutivas curtas, sdo abundantes no genoma. Possuem sua
seqiiéncia nucleo variando em niimero de repetigdes (DROBNIC et al., 2000) e/ou seqiiéncia

de unidades repetidas. Além disso, podem ser repetidas inimeras vezes no genoma € sao
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altamente polimorficas (EDWARDS et al., 1992; PENA et al., 1993; LINS et al., 1996).
Esses marcadores s3o caracterizados como loci hipervariaveis, co-dominantes, multialélicos
(FERREIRA et al., 1995), tém taxa alta de mutacdo (KAYSER et al.,, 2000) e
heterozigosidade elevada (HAMMER et al., 2002), sendo extremamente titeis no mapeamento
genético de espécies, na identificacao de pessoas ou de linhagens/clones e predisposi¢des de
doencas (ARMOUR et al., 1996); em estudos de identificagdo humana (HAMMOND et al.,
1994, HAMMER et al., 2002); analise de paternidade (ALFORD et al., 1994; SCHUMM et
al., 1997), mapeamento genético (SCHUMM et al., 1995; EDWARDS et al., 1992) e analise
de populagdes (DEKA et al., 1995; MARTINEZ-JARRETA et al., 1999; YAMAMOTO et
al., 1999; GUSMAO et al., 2001).

Alguns STRs apresentam alelos com freqliéncias marcantes em determinados grupos
populacionais, como, por exemplo, no locus THO1, cujo alelo 9 tem freqiiéncia de 0,198 em
europeus (PEREZ-LEZAUN et al., 2000) e 0,002 para africanos (BOSH et al., 2001) e
amerindios (MENDES-JR, 2001). Outro exemplo, no locus TPOX, o alelo 6 tem freqiiéncia
de 0,105 em africanos (ALVES et al., 2001) e 0,002 em europeus (ANJOS et al., 2000) e
amerindios (WANDERLEY-SANTOS, 2001).

Marcadores que apresentam grandes diferenciais de frequéncia entre grupos étnicos

sdo ideais para determinar estimativas de mistura populacional (PARRA et al., 2001).

1.2 Diversidade genética populacional

As variantes genéticas polimorficas podem ser de mudangas unicas de nucleotideos
(por exemplo, substitui¢des) como os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), varia¢des no
comprimento de repeti¢des in tandem (VNTRs — numero variavel de repetigdes in tandem e
STRs — repeti¢cdes consecutivas curtas) e a inser¢do ou delecdo de seqiiéncias de DNA, os
Indels, como as inser¢gdes Alu (EDWARDS et al., 1991).

Dados genéticos geralmente corroboram os achados histéricos. Por exemplo, de
acordo com analises de mistura, utilizando marcadores classicos de polimorfismo (grupos
sanguineos, proteinas séricas e eritrocitarias), a contribuicdo amerindia estimada em
populacdes miscigenadas varia de 55% na populagdo de Alenquer no norte do pais, a 5%
(SANTOS et al., 1995) em Santa Catarina no sul (DORNELLES et al., 1999).

Estimativas de diversidade genética baseadas em STRs mostram maior similaridade
na comparagdo das contribui¢des (africana, européia e amerindia) nas diferentes regides do

pais, porém ainda mantém o quadro global. Apesar da contribuicdo amerindia ainda ser maior
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na regido norte (18%) e menor no sul (7%), a contribui¢cdo européia varia pouco ¢ a africana ¢
similar nas demais regides. Em estudo realizado na regido centro-oeste brasileira com 1037
individuos utilizando 12 microssatélites autossomicos, relata situacdo similar aquela
encontrada nos demais estados: maior presenca de ancestralidade européia, seguida da
africana ¢ amerindia (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003).

Estudos como o de Carvalho-Silva et al. (2001), que analisou o cromossomo Y de
247 individuos de quatro das cinco regides brasileiras, auto-definidos como brancos; Abe-
Sandes et al. (2004), que estudou a heterogencidade do cromossomo Y em 209 individuos da
Bahia e de Sdo Paulo, sendo afrodescendentes urbanos e de comunidades remanescente de
quilombos e em descendentes de europeus e japoneses; Bortolini et al. (1997), Alves-Silva et
al. (2000), Bandelt et al. (2001), Abe-Sandes (2002), que estudaram a distribuigdo dos
halogrupos de DNA mitocondrial, contribuiram para o entendimento do processo de
miscigenacdo no Brasil. Estes estudos mostraram também que as patrilinhagens foram
essencialmente européias, enquanto que as matrilinhagens foram principalmente africanas e
amerindias (ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001; ABE-SANDES
et al., 2004).

A diversidade genética intrapopulacional avaliada por marcadores de DNA ¢é maior
nos africanos ¢ menor nos amerindios (ZAGO et al.,, 1996; BOWCOCK et al., 1994).
Populagdes afro sul-americanas e africanas apresentam diversidade genética semelhantes
avaliadas por marcadores protéicos (BORTOLINI et al., 1998) e por marcadores VNTR
(BORTOLINTI et al., 1998; SILVA-JR et al., 1999) e STRs (BARBOSA et al., 2006). Abe-
Sandes, 2002 observou menor diversidade genética entre os descendentes de japoneses € nos
afro-brasileiros do remanescente de quilombo de Barra, (h = 0,394 + 0,119), menor do que o
observado em todos os afro-brasileiros. Em contraposi¢do, a maior diversidade foi observada
entre os afro-brasileiros de Sdo Gongalo-BA, também remanescente de quilombo (h= 0,787 +
0,075). E entre os grupos urbanos a maior diversidade genética foi observada entre os afro-
brasileiros de Salvador-BA e Ribeirdo Preto-SP quando comparado com os descendentes de
europeus e de japoneses.

A diversidade génica encontrada para a populagdo de Salvador-BA foi de 0,407,
variando entre 0,359 a 0,409, nas diferentes regides estudadas. Esses valores sdo mais
elevados que os valores encontrados nas populacdes ancestrais, de 0,250 em africanos, 0,254

em europeus e 0,262 nativos americanos (MACHADO, 2008).
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1.3 Estimativa de mistura genética

A mistura génica tem sido avaliada com base nas diferencas e similaridades das
freqliéncias alélicas de marcadores genéticos entre as populacdes de interesse e suas
populagdes parentais.

A populagdo da Bahia e da cidade de Salvador apresentam contingente consideravel
de afrodescendentes (77,5% e 79,8%, respectivamente), segundo dados do IBGE (2000) e
conforme a autodenominagdo da populagdo. O unico viés eliminado no processo da
autodenominagdo ¢ o de nao deixar a critério do entrevistador a decisao de classificar o
entrevistado em um ou outro grupo, visto que a cor da pele depende da quantidade de
melanina presente na derme, e suas diversas cores sdo determinadas por um conjunto de
apenas quatro a seis genes, dos quais o mais importante parece ser o gene receptor do
hormonio melanotropico (STURM et al, 1998; REES, 2003). Assim, o uso exclusivo dessa
caracteristica para classificacdo racial ¢ fonte de varios vieses, ndo apenas culturais, mas
também aqueles decorrentes da exposi¢ao aos raios solares. Entretanto, a maioria dos estudos
na area da satide que utilizam classificacdo racial, o fazem com base em caracteristicas
fenotipicas como, por exemplo, a cor da pele ou autodenominagao.

A classificagdo racial conforme a cor da pele, segundo Parra et al. (2003), ¢ falho,
como demonstrado em seu estudo realizado na populacgdo brasileira através de um painel de
alelos especificos de populagdo, onde o indice de ancestralidade africana (IAA) demonstrou
ser a cor da pele um pobre indicador de ancestralidade.

Utilizando 9 loci AIMs autossomicos (APO, AT3-1/D, GC 1S, GC 1F, FY-Null, LPL,
OCA 2, RB 2300 e Sbh19.3), Parra et al. (1998) analisaram 10 populagdes afro-americanas dos
Estados Unidos e da Jamaica. Os resultados mostram que a contribuicdo européia variou de
6,8% na Jamaica, a 22,5% em Nova Orleans.

Com o objetivo de avaliar a ancestralidade gendmica na populacao brasileira, Parra
et al. (2003) acrescentaram o ICAM | ¢ analisaram 200 individuos do sexo masculino das
regides norte, nordeste, sudeste e sul do Brasil, que se autodenominaram como brancos e uma
amostra composta por 173 individuos da comunidade rural de Queixadinha (Vale do
Jequitinhonha, Minas Gerais), classificados fenotipicamente como brancos, negros e
intermediarios. Para populacdes ancestrais, foram utilizados os dados de freqiiéncia das
populacdes de Portugal, representando a populacdo européia, da cidade de Santana
(arquipélago de Sdo Tomé) representando a africana (TOMAS et al., 2002), e de trés tribos da

Amazonia (Karitiana, Surui e Ticuna), representando a amerindia. Os resultados deste estudo
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revelaram que no Brasil a cor da pele ¢ um pobre indicador de ancestralidade genomica; e
também, o quanto ¢ arriscado equivaler os termos ‘“cor ou raga” com ancestralidade
geografica e comparar “branco, caucasiano e europeu’” com “negro, preto ou africano®, o que
ocorre freqiientemente nos estudos e na literatura médica (BRASE CL, 1995; SCHWARTZ
RS, 2001).

A estimativa de mistura populacional usando alelos com alto diferencial de
freqliéncia entre as populagdes parentais pode auxiliar na reconstru¢do historica de uma
populacdo. O estudo realizado na Bahia em uma comunidade isolada, remanescente de
quilombo, analisou STRs (CSF1PO, THO1, TPOX, F13Al, FESFPS e VWA), caracteristicas
fenotipicas e sobrenomes de conotagdo religiosa. Os resultados encontrados foram 81% de
contribuicdo africana e 19% de contribui¢do amerindia. Para caracteristicas fenotipicas,
observou-se indice de fenodtipo negroide (NPI) de 0,98, indice cultural negrédide (NCI) de 0,24
(com dados de sobrenome de conotagéo religiosa) (BARBOSA et al, 2006).

Em outro estudo, foram testados oito AIMs (FY-Null, RB, LPL, AT3-1/D, Sbh19.3,
APO, PV92 e CYP1A1*2C) na analise de trés remanescentes de quilombo comparados a duas
amostras de populagdo urbana brasileira. Este trabalho demonstrou maior miscigenagao nas
populacdes urbanas quando comparadas com remanescentes de quilombos e tribos indigenas
(LUIZON, 2007).

A estimativa de mistura avaliada por nove AIMs (FY-Null, LPL, AT3-I/D, Sb19.3,
APO, PV92, GC 1S, GC 1F ¢ CYP3A4) em mais de 1.200 individuos de diferentes bairros de
Salvador, mostrou 49,2%, 36,3% e 14,5% de contribuigdes africana, européia ¢ amerindia
respectivamente (MACHADO, 2008).

Analisando 517 individuos infectados pelo HIV-1 provenientes da Bahia (BOMFIM,
2008), estimou a ancestralidade genomica e a sua relacdo com o nivel sdcio-economico e a
vulnerabilidade ao HIV-1/AIDS. Os resultados observados foram 48%, 35% e 17% de
contribuicdo africana, européia e amerindia, respectivamente. A maioria dos participantes
avaliados tinha renda igual ou inferior a 3 salarios minimos e esta caracteristica esta associada

a maior ancestralidade africana.
1.4 Associagéo entre a ancestralidade africana e os sobrenomes de conotagéo religiosa
Darwin, em 1875, foi um dos primeiros pesquisadores a utilizar sobrenomes em

pesquisas médicas ao estudar freqiiéncia de casamentos entre primos na Inglaterra

(AZEVEDO ES, 1980). Desde entdo, varios estudiosos t€m chamado a atencao para o fato de
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que os sobrenomes podem ser muito importantes nos estudos de populacdes devido a sua
analogia com estudos genéticos de associagdo, como por exemplo, com grupos sangiiineos e
isoenzimas (AZEVEDO et al., 1975; BEAN et al., 1970; CHAKRABORTY et al, 1989).

Nas sociedades onde existe transmissdo patrilinear dos sobrenomes, eles podem ser
usados como correspondentes aos marcadores genéticos do cromossomo Y (TAVARES-
NETO & AZEVEDO, 1978). O uso de sobrenomes pode ser mais economico do que o uso de
marcadores bioldgicos e permite o estudo de grandes populagdes a um custo menor (SANS,
2000). Na América Latina, o uso de sobrenomes para classificagcdo racial foi mais usado,
porque, de modo geral, cada individuo herda um ou dois sobrenomes de cada um dos pais, o
que torna possivel a andlise de sua ancestralidade (SANS, 2000). Na Inglaterra, o uso dos
sobrenomes foi utilizado para identificagio étnica de imigrantes do sul da Asia na
investigagdo de padrdes de mortalidade e fatores de risco para doengas (NICOLL et al.,
1986).

Os principais problemas encontrados com o uso desta metodologia sao a adogao dos
nomes dos senhores feudais por parte dos escravos (em sociedades de origem escravocrata), a
modifica¢do dos nomes dos indios ap6s o batismo (em populagdes de ancestralidade indigena)
e a perda de registros (SANS, 2000). Porém, estas limitagdes ndo foram encontradas em
estudos realizados no Brasil por Tavares-Neto & Azevédo (1977).

Alguns estudos j tentaram reconstruir a histdria biocultural da populacdo da Bahia, e
para esta tentativa, uma importante, para ndo dizer fundamental variavel, ¢ o sobrenome dos
individuos (AZEVEDO et al., 1982). Esta variavel ¢ rica em informagdes culturais, sociais e
biologicas (AZEVEDO et al., 1983), além de ser util na identificagdo da origem racial em
populacdes miscigenadas (TAVARES-NETO & AZEVEDO, 1977). Nesses estudos foram
identificados trés tipos de sobrenomes: de conotagdo religiosa, animal-planta e “outros”, que
sdo varidveis culturais associadas com ancestralidade africana, indigena e portuguesa,
respectivamente (AZEVEDO et al, 1982). Uma revisdo do tipo de sobrenome adquirido pelos
escravos nos séculos XVIII e XIX mostrou que grande propor¢do deles tinha significado
religioso (AZEVEDO et al., 1983). Na quadro 1, estdo dispostos os sobrenomes de conotagao
religiosa mais freqiientes no estado da Bahia (TAVARES-NETO & AZEVEDO, 1977).

A adoc¢do dos nomes de conotagdo religiosa ¢ uma pratica antiga na Bahia, o que
pode ser constatado através de investigacdo de documentos do periodo da escravidao
(AZEVEDO et al., 1982). Tais documentos revelaram que a maioria dos escravos permanecia
sem sobrenome apds adquirirem a liberdade. Estudos sugerem que a adogdo de sobrenomes

cresceu em resposta a demanda social e ndo por decisdao voluntaria subita (AZEVEDO et al.,
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1983). O método preferencial na aquisi¢do de sobrenomes era a escolha de sobrenome de
conotagdo religiosa diferente do nome da familia do senhor feudal (TAVARES-NETO &
AZEVEDO, 1977). Estes mesmos autores demonstraram que a freqiiéncia de sobrenomes de
conotacdo religiosa aumenta com a proximidade do “fen6tipo negro”.

O fendtipo negro ¢ mais freqiiente nas regides litoraneas e com importancia
econdmica, onde a mao-de-obra escrava foi bastante utilizada. Os sobrenomes de “animal-
planta” tém sua freqiiéncia aumentada ao nos afastarmos para o interior do pais (AZEVEDO
et al., 1983). Assim, a medida que nos afastamos do litoral, ocorre o “branqueamento” da
populagao.

A presencga de sobrenome de conotagdo religiosa ¢ indicio de ancestralidade africana
e pode ser corroborada por pardmetros bioldgicos como o sistema sanguineo ABO
(JUNQUEIRA & WISHART, 1958) ¢ o comprimento do cromossomo Y (BARBOSA et al.,
1997).

SOBRENOMES
Aflitos Bispo Evangelista Piedade Santa Rita
Ajuda Boa Morte Hora Prazeres Santiago
Amor Divino Bomfim Jesus Purificacao Santos
Amparo Cardeal Luz Ramos Sao Pedro
Anjos Carmo Mercés Reis Socorro
Anunciangao Chagas Natividade Ressurreicao Soledade
Arcanjo Conceigao Nascimento Rosério Trindade
Assis Cruz Paixao Sacramento Virgem
Assuncao Encarnagao Palma Santana Virgens
Batista Espirito Santo ~ Passos Sant’ Anna Xavier

Fonte: Tavares-Neto & Azevedo, 1977.

QUADRO 1. Sobrenomes de conotagdo religiosa ou devocional, mais freqiientes na Bahia

Machado, 2008, analisou 1016 individuos em Salvador-BA e identificou os 10
sobrenomes de conotacdo religiosa mais freqiiente e comparou com os dados de Tavares-Neto
& Azevedo, 1977. Foi observando semelhanca de 90% entre os sobrenomes mais freqilientes,
sugerindo que os sobrenomes mais freqiientes em Salvador sdo também mais freqiientes na

Bahia como um todo. A estimativa de mistura utilizando os marcadores informativos de
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ancestralidade mostrou no grupo com sobrenome de conotacdo religiosa contribui¢do
africana, européia e amerindia de 53,1 %, 31,2 % e 15,6 % respectivamente. Esta mesma
analise no grupo sem sobrenome religioso mostrou maior contribui¢do européia (44,7%),
seguida da contribuicdo africana e amerindia (42,7% e 12,6%). Resultados semelhantes
foram observados por Bomfim, 2008, estudando uma amostra da populacao da Bahia. Nestes,
foi observado que a contribui¢do africana aumenta a medida que aumenta o “fenotipo
negroide”, sendo 32,0%, 37,0%, 47,0%, 61,0% e 64,0%, respectivamente para os grupos
classificados fenotipicamente como branco, mulato claro, mulato médio, mulato escuro e
negro.

Os dados moleculares da contribui¢do africana observada nos grupos com e sem
sobrenome de conotagdo religiosa confirmam a associacdo deste tipo de sobrenome a origem

africana.
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2 JUSTIFICATIVA

O censo de 2000 realizado pelo IBGE mostrou que a populacdo da Bahia e da cidade
de Salvador apresentam contingente consideravel de afrodescendentes (77,5% e 79,8%,
respectivamente).

Dados da literatura apontam a existéncia de risco diferencial de desenvolvimento de
algumas doengas, a depender do grupo étnico ou regido geografica, podendo ocorrer
associagdo com algumas doengas como, por exemplo, doengas cardiovasculares,
tromboembolicas, cancer de prostata, hiperhomocisteina, anemia falciforme, entre outras
(PENA, 2005).

Alguns AIMs ja sdo usados em estudos de associagdo com susceptibilidade a
patologias, como por exemplo, o CYP3A4. O alelo*1 do marcador CYP3A4 ja foi descrito
como associado ao desenvolvimento de cancer de prostata, e sua freqiiéncia encontra-se
aumentada em afroamericanos (KITTLES et al., 2002). Ha também associac¢ao entre o alelo
GC1-F e a susceptibilidade a doenca pulmonar obstrutiva cronica (SANDFORD et al., 1997),
também mais freqiiente entre africanos. Outro alelo bastante comum entre os africanos e que
demonstra associacdo com susceptibilidade ¢ o FY-Null, onde o alelo G fornece protegdo
completa para infec¢do pelo Plasmodium vivax (TOURNAMILLE et al., 1995) e aumenta a
vulnerabilidade ao HIV-1(HE et al., 2008).

De posse destas informagdes, reconhecemos que ¢ de fundamental importancia
analisar a contribuicdo de cada populagdo ancestral na populacdo de Salvador, baseando-se
ndo apenas nas caracteristicas fenotipicas, mas em marcadores genéticos. A caracterizagao
serda importante para fornecer informagdes sobre eventual risco populacional para
determinadas doencas que apresentam associagdo com grupo étnico ou geografico, pois
através das freqiiéncias encontradas para marcadores associados com susceptibilidade, como
CYP3A4, GC1-F e FY-Null, poderemos auxiliar na prevencdo de enfermidades associadas.

Nao existem estudos no estado da Bahia demonstrando o poder dos STRs na
avaliacdo da estimativa de mistura genética em relagdo aos AIMs, o que poderia ser muito util
na reducdo de tempo e custos nas pesquisas que visam esclarecer aspectos obscuros no
processo de miscigenagdo e formacao da nossa populagdo, visto que para genotipagem dos
STRs existem kits comerciais, o que torna esta analise mais rapida e economicamente viavel.

Além disso, o conhecimento da ancestralidade genética poderd ser utilizado em

estudos caso/controle permitindo avaliar se as diferengas nas freqii€ncias alélicas e
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associacoes observadas sao derivadas de uma relagcdo causal ou estruturagdo populacional,
uma vez que varios trabalhos na area de satde utilizam “raga” em estudos de associacao.

Essas informacgdes serdo também importantes para orientar o desenvolvimento de
acOes na area de saude, voltadas ao melhor atendimento da populagdo, especialmente para
aquelas agdes associadas a determinados grupos, regidoes geograficas e que fazem parte do
nosso componente ancestral.

A pesquisa ndo traz risco e nem beneficios diretos ao individuo participante e nem
para geragdes futuras. O que sera produzido visa colaborar com trabalhos futuros sobre
ancestralidade. Serd produzido conhecimento basico sobre diversidade genética e indice de
mistura genética da nossa populagdo, entretanto este conhecimento ndo terd impacto

individual.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estimar e comparar a mistura genética avaliada por STRs e por AIMs, com o intuito de

verificar se os STRs podem ser utilizados como marcadores de ancestralidade.

3.2 Especificos

Estimar o grau de mistura genética de individuos nascidos na Bahia utilizando oito loci
de microssatélites STRs autossomicos (THO1, VWAS31, D18S51, FGA, TPOX, D7S820,
D3S1358, D8S1179) e dez AIMs (FY-Null, LPL, AT3-1/D, Sb19.3, APO, PV92, CYP3A4,
CKMM, GC-1F e GC-15);

Comparar as freqiiéncias dos polimorfismos observados nesta amostra com as

freqiiéncias nas populagdes ancestrais: africanas, européias e amerindias;

Observar a existéncia de associagdo entre a ancestralidade africana e os sobrenomes de

conotacao religiosa das pessoas que compdem a amostra;
Descrever a diversidade genética desta amostra utilizando estes polimorfismos;

Verificar estruturagdo populacional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra, Critérios de inclusdo, autodenominacao e analise fenotipica

Neste estudo foram utilizadas 203 amostras de DNA extraidas que foram
armazenadas de outro estudo envolvendo 517 individuos infectados pelo HIV-1, os quais
realizaram exames peridodicos no Laboratorio de Retrovirus do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos (HUPES), da Universidade Federal da Bahia (UFBA), no periodo
entre Julho a Novembro de 2006. O tamanho amostral foi estimado tomando como base os

trabalhos publicados utilizando a mesma metodologia.

No momento da coleta das amostras, os individuos que concordavam em participar,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e foram entrevistados para
coleta dos dados. Neste questionario, os pacientes se autodenominardo (dentre as seguintes
opgdes) como: negro, pardo, branco, indigena ou outro. Apds a auto-classificagdo, foi

realizada a caracterizagdo fenotipica levando em consideragdo as seguintes caracteristicas:

- Cor da pele: preta, marrom ou branca.

- Textura de cabelo: crespo, ondulado ou liso.

- Nariz: achatado, mediano ou fino.

- Formato dos labios: grossos, medianos ou finos.

De acordo com esses critérios, os individuos de pele branca, cabelo liso ou ondulado,
nariz mediano, labios finos ou medianos sdo classificados como brancos. Os individuos de
pele preta, cabelo crespo e lébios grossos sdo classificados como negros. Os demais
participantes foram classificados como mulatos em trés categorias a depender da quantidade
de caracteristicas compartilhadas (mulatos claros, mulatos médio, mulatos escuros)
(AZEVEDO et al., 1982).

Além disso, os individuos foram questionados sobre “raga/cor” de seus pais e avos e
historico de mistura, de acordo com suas proprias definigdes, e também relataram sobre os
locais de nascimento de cada aparentado.

As amostras foram processadas e analisadas no Centro de Diagnéstico do GACC —

CDG e no Laboratério Avangado de Satde Publica — LASP - CPqGM/FIOCRUZ-BA.
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4.2 Critérios de excluséo

Todos os individuos que nao concordarem em participar do estudo se encaixam neste

critério.

4.3 Analise de sobrenomes

Os sobrenomes foram analisados para identificar aqueles de conotacdo religiosa e
relacionar tais sobrenomes com a ancestralidade, de acordo com a classificacdo racial por
autodenominacdo, andlise fenotipica e genotipica desses individuos. Vide quadro 1, onde

estdo dispostos os sobrenomes de conotagao religiosa mais freqiiente na Bahia.

4.4 Marcadores analisados

A andlise dos marcadores STRs para este estudo foi realizada no laboratério do
Centro de Diagnostico do GACC — CDG. Ja a analise dos AIMs, foram realizadas no
Laboratorio Avangado de Satde Publica — LASP - CPqGM/FIOCRUZ-BA no estudo anterior

que cedeu as amostras para as tipagens dos STRs.

No presente estudo foram analisados dez marcadores de ancestralidade, sendo um
polimorfismo de inser¢do/dele¢ao - AT3-I/D, trés inser¢des Alu - SB19.3, APO e PV92, ¢ 5
SNPs — FY-Null, CKMM, LPL, CYP3A4, GC-1F e GC-1S. Os diferentes alelos encontrados
nos marcadores de ancestralidade foram denominados de alelo*1 e alelo*2. Nos
polimorfismos do tipo in/del e nas inser¢des Alu, o alelo *1 foi caracterizado pela presenca da

inser¢ao. Nos SNP, o alelo*1 ¢ aquele cujo nucleotideo abole o sitio de restrigao.

4.4.1 Insercao/ Delegdo — AT3-1/D

A antitrombina IIT (AT3) ¢ um membro da familia dos inibidores da serina, e se
caracteriza por ser uma pequena molécula que inativa irreversivelmente varias enzimas da
coagulagdo, tais como os fatores I[Xa, Xa, Xlla, sendo um inibidor da coagulagdo
neutralizanado a trombina. E uma glicoproteina formada por uma cadeia de 432 aminoacidos,
com um peso molecular de 58 kDa (kilodaltons) produzida no figado. O gene da AT3

localiza-se no cromossomo 1 (1g25.1), possui 19kb e sete éxons (LIU et al. 1995).
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Neste estudo, foi analisado o polimorfismo de comprimento de 76bp
(inser¢do/delecdo) na regido 5 do éxon 1 (LIU et al. 1995). A presenga desta inser¢ao gera
um fragmento de 572bp e caracteriza o alelo AT3-1/D*1. Este polimorfismo ¢ til em analises
de populagdes hibridas por apresentar uma freqiiéncia da inser¢do de 0,858 em populagdes

africanas, diferenciando assim, africanos de europeus e africanos de nativo-americanos.

4.4.2 Insercdes Alu

Inser¢des Alu sdo assim chamadas por terem sido inicialmente descritas como uma
fragdo repetitiva de DNA que exibia um sitio de restri¢do para a enzima Alu. (HOUCK et al,
1979). Estas inser¢des sdo pequenos elementos repetitivos intercalantes (do inglés SINE -
short interspersed repetitive elements) que possuem aproximadamente 300pb e sdo
encontrados exclusivamente em primatas. (WATKINS et al. 2001). Elas s@o originadas por
transcrigdo reversa de um RNA intermediario (7 SL RNA) em um processo denominado
retrotransposi¢do e inseridas em diversas partes do genoma por retroinsercdo. Todas as
insergdes em um locus sdo idénticas por descendéncia, devido a improbabilidade do
fendmeno de inser¢do ocorrer duas vezes no mesmo locus (BATZER & DEININGER, 1991).

De acordo com a série hierarquica temporal da mutagdo, os elementos Alu foram
agrupados em 3 familias principais designadas como J, S e Y, representando a mais antiga, a
intermediaria e a mais recente familia Alu, respectivamente. Essas familias foram ainda
divididas em sub-familias especificas de acordo com a identidade nucleotidica entre elas
(BATZER et al, 1990; 1996; JURKA & SMITH, 1988). Sao estimados que aproximadamente
5000 elementos Alu jovens sejam especificos de humanos (BATZER & DEININGER, 1991).
Isso indica que o estado ancestral desses polimorfismos ¢ a auséncia da inser¢do no genoma
humano ¢ que o estado derivado da mesma é o ganho do fragmento Alu em um locus
especifico.

Devido as insergdes Alu serem idénticas por descendéncia, livres de homoplasia e
por serem capazes de informar o estado ancestral da mutacdo, esses polimorfismos sio
bastante uteis em estudo de mapeamento genético e de relagcdes entre populagdes. Estudos
mostram que elas apresentam grandes diferencas na distribuicdo das freqiiéncias alélicas em
populagdes de distintas origens geograficas (COTRIM, 2003), sugerindo que essas insergdes
podem ser excelentes marcadores raciais, sendo uteis para estimar a composicao étnica de
populacdes miscigenadas como a do Brasil (MENDES-JUNIOR, 2001).

As inser¢des Alu que foram analisadas nesse estudo sd3o mutagdes que ndo

determinam fenotipo alterado por estarem localizadas préoximas e nao dentro de genes
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funcionais, apresentando assim freqiiéncias polimorficas entre as populagdes, sao elas: Sb19.3
pertence a subfamilia Yb8 e esta localizada no cromossomo 19p12 (ARCOT et al, 1998). A
presenca dessa inser¢do Alu gera um fragmento de aproximadamente 457pb e caracteriza o
alelo Sh19.3*1. O locus Alu APO esta proximo ao complexo de genes da apolipoproteina Al-
CIII-AIV no brago longo do cromossomo 11 (KARATHANASIS, 1985). A presenga dessa
inser¢do Alu gera um fragmento de aproximadamente 409pb e caracteriza o alelo APO*1. O
Alu PV-92 localiza-se no cromossomo 16 (BATZER et al., 1994) e a presen¢a dessa insergao

Alu gera um fragmento de aproximadamente 400pb e caracteriza o alelo PV92*1, (Figura 2).

4.4.3 SNP (Polimorfismos de Nucleotideo Unico)

Foram analisados seis polimorfismos de nucleotideos simples — SNP (do inglés
Single Nucleotide Polymorphisms) nos loci FY-Null, CKMM, LPL, CG-1F, CG-1S e CYP3A4.
Esses polimorfismos ocorrem em regides ndo codificadoras e sdo, portanto, menos afetados
por processos de selecdo natural, refletindo, desta maneira, com maior precisdo a historia

evolutiva humana (ALVES et al, 2005).

4.4.3.1 FY-Null

O gene DARC (do inglés, Duffy antigen receptor for chemokines) ¢ composto por
um Unico éxon e uma Unica substitui¢do (T46C) na regido promotora do gene cria um alelo
FY*B silencioso, também chamado nulo (FY-Null) ou FY*O. Esta mutagdo confere
resisténcia a malaria vivax por abolir a expressdo do RNAm, visto que o antigeno do grupo
sangiiineo Duffy funciona como receptor eritrocitario para o parasita da malaria Plasmodium
vivax (TOURNAMILLE et al., 1995).

O sistema Duffy foi o primeiro grupo sanguineo a ter o locus genético atribuido ao
cromossomo autossdmico especifico, o cromossomo 1 (DONAHUE et al., 1968). Os
antigenos de Duffy parecem ser proteinas multiméricas da membrana de eritrocitos compostas
por diferentes subunidades. Uma glicoproteina de 35 a 45 kD nomeada GPD ¢ a subunidade
principal da proteina complexa e tem as determinantes antigénicas definidas por anti-Fy (a),
anti-Fy (b), e os anticorpos anti-Fy6 (HADLEY et al., 1984). Em africanos, o fendtipo
dominante ¢ o Fy (a-b-), no qual os eritrocitos ndo possuem os antigenos Fya e Fyb e resistem
a invasdo pelo Plasmodium vivax, sugerindo uma resposta adaptativa para resisténcia a
malaria (TOURNAMILLE et al., 1995).

Neste trabalho, estudaremos a transi¢do de uma adenina (A) para uma guanina (G) na

posi¢do -46 da regido promotora deste gene. A populacdo européia e nativa americana
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apresenta elevada freqiiéncia do alelo A, que ¢ o alelo*1, enquanto que os africanos
apresentam apenas o alelo G, alelo*2.

4.4.3.2 CKMM

A proteina denominada creatina cinase existe como enzima dimera, uma enzima
encontrada no musculo formada por 2 subunidades idénticas M (MM) e outra enzima
encontrada no cérebro formada por duas subunidades idénticas de B (BB) (DAWSON et al.,

1968). Outros tecidos mostram ainda a forma hibrida desta enzima (CKMB).

A isozima dimérica creatina cinase estd envolvida na manutencdo dos niveis
intracelulares de ATP, particularmente em tecidos que tém elevada demanda de energia. A
isozima MM ¢ encontrada exclusivamente em musculos estriados, enquanto que a isozima BB
encontra-se no cérebro, nervos e musculos liso. A enzima hibrida é encontrada no musculo
cardiaco.

O gene da creatina cinase esta localizado no cromossomo 19, sendo estudado o
polimorfismo caracterizado por uma transi¢do de citosina (C) por timina (T), no éxon 8§ foi
analisado no presente estudo. O alelo C ¢ o prevalente nas populagdes européias e africanas, e
o alelo T, alelo*1, o mais freqiiente em asiaticos.

4433 LPL

A lipoproteina lipase — LPL (do inglés lipoprotein lipase) ¢ uma enzima catalitica
que participa do metabolismo de triglicérides através do catabolismo de particulas
lipoprotéicas ricas em triglicérides, tais como quilomicrons e VLDL (do inglés, very low
density lipoproteins) (STEPANOV & LEMZA 1993). O gene da LPL, localizado no
cromossomo 8, contém 10 éxons num tamanho de 30kb. Muitas alteracdes t€m sido descritas
neste gene, sendo associadas a diversas manifesta¢des clinicas (FUNKE et al, 1987,1988; LI
et al, 1988). Para este trabalho, sera analisado uma variante no locus do gene LPL, que se
caracteriza por uma transi¢do de timina (T) por citosina (C) no intron 6 do gene. Os dois
alelos apresentam freqiiéncias diferenciadas em populagdes, sendo o alelo T, alelo*1, mais
freqiiente em africanos, enquanto que o alelo C ¢ mais freqiiente em amerindios.

4.4.3.4 CYP3A4

O citocromo P450 3A4 ¢ responsavel pelo metabolismo oxidativo de uma grande
variedade de xenobidticos, incluindo 60% de todas as drogas clinicamente utilizadas
(LEHMANN et al, 1998). Esta proteina se expressa predominantemente no figado e ¢
transcricionalmente ativada por diversas estruturas xenoquimicas (WRIGHTON &

STEVENS, 1992).
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Estudamos o polimorfismo caracterizado por uma transicdo de adenina (A) por
guanina (G). O alelo A, alelo*1, ¢ mais freqliente em europeus e asiaticos, enquanto que o
alelo G apresenta elevada freqiiéncia em africanos.

4435 GC-1F e GC-1S

Estes sao dois polimorfismos encontrados no gene da proteina denominada globulina
ligadora de vitamina D — VDBG (do inglés vitamin D-binding alpha-globulin) (DAIGER et
al, 1975) Este gene esta localizado no cromossomo 4, possui 13 éxons e 3 polimorfismos ja
foram descritos neste gene, GC-1F, GC-1S, GC-2 (WITKE et al, 1993).

Estes polimorfismos sdo encontrados nas posi¢des 34 ¢ 45 da seqiiéncia génica ¢ a
combinagdo dos gendtipos nessas duas posigdes sdo responsaveis pela caracterizacdo do SNP
GC. As combinagdes T/T, na posi¢cdo 34 do gene e C/C na posi¢ao 45 determina o alelo GC-
1F; o alelo GC-1S ¢ caracterizado pela combinagdo G/G na posi¢ao 34 e C/C na posigdo 45;
a combinagdo T/T na posicdo 34 ¢ A/A na posi¢ao 45, caracteriza o alelo GC-2. As
combinagdes de heterozigotos sdo - F/S - T/G (posi¢do 34) e C/C (posicao 45); F/2 — T/T
(posicao 34) e C/A (posicdo 45); S/2 — T/G (posicao 34) e C/A (posicao 45);

Locus Polimorfismo Localizacéo Populagao com maior
frequéncia do Alelo*1
AT3-1/D 76bp indel 1925.1 Africana
LPL T/C 8p21.3 Africana
CG-F G/T 4ql3.3 Africana
GC-S C/A 4ql13.3 Europeu
FY-Null A/G 1g23.2 Europeu
Sh19.3 Inser¢do Alu 19p12 Europeu
APO Inser¢do Alu 11g23.3 Europeu
PV92 Inser¢ao Alu 16923.3 Amerindia
CKMM C/T 19q13.32 Amerindia
CYP3A4 A/ G 7q22.1 Amerindia

QUADRO 2. Loci, tipo de polimorfismo analisado, localizagdo cromossdmica e populagido

onde o alelo *1 ¢ mais freqiiente.
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4.5 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

O polimorfismo de inser¢do/delecdo, as inser¢des Alu (AT3-I/D e Sb19.3, APO ¢
PV92, respectivamente) foram genotipados por PCR utilizando os primers e condigdes da
PCR descritas na literatura (SHRIVER et al., 1997; PARRA et al., 1998). As amplificagdes
foram realizadas em termocicladores e sob as seguintes condig¢des: 1 ciclo de 94°C por 6
minutos e temperatura de pareamento especifica para cada par de primer (T.A.) por 2
minutos; 35 ciclos para extensdo das fitas constituidos por 1 minuto a 72°C, 30 segundos a
94°C e temperatura de pareamento, por 1 minuto; finalizando a PCR com 1 ciclo final de 72°C
e resfriamento a 4°C. As temperaturas de pareamento e os primers para cada loci estdo
sumarizados na Tabela 3. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a
2%, e em gel de poliacrilamida a 6% corados com brometo de etideo e visualizado em luz
ultravioleta ou corados com nitrato de prata como mostram as figuras 1 e 2.

As reagdes da PCR foram realizadas com volume total de 25ul, composto por: 100
ng de DNA, 10 mM tris-HCI pH 8,5, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, 0,01% gelatina, 200 mM
de cada ANTP, 0,25 mM de cada primer, ¢ 1U de Tag DNA polimerase.

] o ) Temperatura de
Loci Seqiéncia dos primers
pareamento

F: 5’-CCACAGGTGTAACATTGTGT-3"
AT3-1/D 54°C
R: 5’-GAGATAGTGTGATCTGAGGC-3’

APO F: 5’-AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG-3’ 66°C
R: 5’-AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA-3’

PV 92 F: 5’-AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT-3’ seoc
R: 5’-TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG-3"

SB19.3 F: 5>-TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG-3’ 63°C
. R: 5’-AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC-3’

QUADRO 3. Seqiiéncia dos primers e temperatura de pareamento para amplifica¢do dos loci
AlMs.
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FIGURA 1. Padrio de bandas observado para o locus AT3-1/D. M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2, 6
e 7: individuos homozigotos para a auséncia da insergdo (496 pb). Raias 4 e 5 individuos heterozigotos (572 pb e

496 pb). Raia 3: individuo homozigoto para a presenga da inser¢do (572 pb).

FIGURA 2. Padriio de bandas observado para o locus PV92. M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2 e 6:
individuos homozigotos para a presenca da inser¢do (400 pb). Raia 3, 4, 7 e 8: individuos heterozigotos (400 pb

e 100 pb). Raia 5: individuo homozigoto para a auséncia da inser¢ao (100 pb).

4.6 Coloracéo com nitrato de prata e secagem do gel

A coloragdo com nitrato de prata foi realizada com 3 diferentes solugdes em 3 etapas:
impregnacao com nitrato de prata, revelacdao e fixacdo das bandas visualizadas. As solucdes
usadas equivalentes a coloragdo de 1 gel sdo:

Solucdo de nitrato de prata: 0,3 g nitrato de prata; 2 ml de H,O.

Solucdo fixadora: 25 ml etanol (PA) e 2 ml de acido acético glacial (PA) dissolvidos

em 273 ml de H,O (volume final 300ml).
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Soluc¢do reveladora: 4,5 g de NaOH; 200 ml de H,O e 1 ml de formaldeido que foi

adicionado no momento da coloragao.

Este protocolo de coloragdo ¢ adaptado de Sanguinetti et al. (1994) e consiste dos
seguintes passos:

Fixagdo: O gel ¢ colocado em um recipiente de vidro contendo 150 ml de solugdo
fixadora, por 15 minutos.

Impregnacdo com Nitrato de prata: Adiciona-se 2,0 ml de solucdo de nitrato de prata,

e agita-se por 5 minutos. Esta solucdo ¢ entdo descartada e o gel lavado em agua destilada por
cerca de 10 segundos.

Revelacdo: A solucdo reveladora ¢ entdo adicionada cuidadosamente no recipiente
contendo o gel, e logo apds adicionado o formaldeido. O gel ¢ submetido a agitacdo por
alguns minutos até a visualiza¢ao das bandas.

Bloqueio da reacdo: A reagdo foi bloqueada com a adigdo de 150 ml de solugdo

fixadora.

Secagem do gel: todos os géis passam por processo de secagem a temperatura

ambiente entre duas folhas de papel celofane e foram armazenados para andlises e

confirmagdes posteriores.

4.7 Genotipagem dos SNP: PCR em tempo real

A técnica de discriminagao alélica por PCR em tempo real foi utilizada para
genotipar os polimorfismos de nucleotideos tinicos — SNP nos loci FY-Null, LPL, CKMM,
GC-1F, GC-1S e CYP3A4. Esta técnica baseia-se no uso de uma sonda fluorescente, com
seqiiéncias especificas para cada alelo (uma sonda para o alelo mutante e outra para o alelo
selvagem), onde cada sonda esta marcada com um fluor6foro diferente. Cada sonda hibridiza
com a seqiiéncia alvo gerando sinal fluorescente proporcional a concentragdo dos produtos
amplificados, permitindo assim, correlacionar a intensidade de sinal coletada com a
quantidade de produto amplificado. O sistema utilizado para realizagdo dessa reagdo foi o
TaqMan™ da Applied Biosystems do Brasil.

Nesse sistema, a sonda se hibridiza na regido complementar do DNA alvo que esté
localizada entre os sitios de ligacdo dos primers. Cada sonda ¢ marcada com um fluoréforo
diferente chamado reporter (R) na extremidade 5°. Na extremidade 3’ existe outro fluor6éforo
chamado quencher (Q) cuja fungdo ¢ absorver a emissao de fluorescéncia do reporter, quando

a sonda se encontra intacta. Durante a reagdo de PCR ocorre a hibridiza¢ao dos primers ¢ da
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sonda, no fragmento de DNA, e, durante a extensdo dos primers, a enzima, Tag DNA
polimerase por sua atividade 5°-3° exonuclease ird também clivar a sonda a partir da
extremidade 5°. Desta forma, a fluorescéncia emitida pelo reporter pode ser detectada e sua
intensidade aumentara em fungdo do nimero de cdpias que estdo sendo amplificadas. Durante
a termociclagem ¢ feita a discriminagdo alélica, onde se quantifica a intensidade de cada
fluoroforo, correspondendo a um determinado alelo. Os gendtipos selvagens ou mutantes
emitiram fluorescéncia correspondente a cada alelo marcado; e se ambos os alelos

apresentarem fluorescéncia teremos um genoétipo heterozigoto (Figura 3).

s e
i Vi T}
) r.T‘!"...,..._.r_.__,..-\. G T T ek )

L]

| ]
EEm
K

= 8 E B B E S B B E &
G- C - H
:m-' AFEFLE T —— [y T l--:..q. E;..-‘-‘!.‘l q. -

FIGURA 3. Genotipagem dos marcadores SNP por PCR em Tempo Real. Grafico da fluorescéncia capturada

durante a termociclagem em aparelho de PCR em Tempo Real por cada sonda. Verde: VIC e Vermelho: FAM,
correspondendo a cada um dos alelos dos marcadores analisados. No exemplo acima temos um genotipo

heterozigoto, pois foi detectada fluorescéncia para ambas as sondas.

4.8 Microssatélites STRs

Oito marcadores STRs foram analisados e genotipados utilizando o método da PCR
convencional e seus alelos discriminados por eletroforese capilar (Figura 4). A reagdo de PCR
multiplex dos STRs foi realizada em termociclador ABI 9700 da Applied Biosystems. Os
primers dos marcadores STRs sdo marcados com trés tipos de fluorescéncia diferentes (NED,
JOE e 6FAM), para que seja possivel a detecgdo e diferenciacdo entre os alelos de cada locus

pesquisado. A Tabela 4 apresenta os marcadores STRs utilizados no estudo.
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Locus Sequéncia 5' - 3' e fluorescéncia na porcéo 5 Localizacéo

TPOX NED ACT GGC ACA GAA CAG GCA CTT AGG 2253
GGA GGA ACT GGG AAC CAC ACA GGT
NED TTT TTG TAT TTC ATG TGT ACA TTC G

DBS1179 CGT AGC TAT AAT TAG TTC ATT TTC A 8q24.13
NED ACT GCA GTC CAATCT GGG T

D351358 ATG AAA TCA ACA GAG GCT TG 3p21.31

WA JOE CCC TAG TGG ATG ATA AGA ATA ATC 1251331
GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG P>

FGA JOE AAG GCT GCA GGG CAT AAC ATT ATC 4008
CAG CCA CAT ACT TAC CTC CAG TCG q
JOE TGT CAT AGT TTA GAA CGA ACT AAC G

D75820 CTG AGG TAT CAA AAA CTC AGA GG 7q21.11
JOE CAA ACC CGA CTA CCA GCA AC

D18551 GAG CCA TGT TCA TGC CAC TG 1821.33

THOL 6FAM GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT 11p15.5
GTG ATT CCC ATT GGC CTG TTC CTC pE>-

NED, JOE e 6FAM sao as fluorescéncias que marcam os primers da reagdo multiplex.

Fonte: Adaptado de http://www.cstl.nist.gov/strbase/str_fact.htm.

QUADRO 4. Seqiiéncia dos primers utilizados no estudo.

As regides de interesse foram amplificadas por PCR. Apds a amplificacdo o produto

de cada foi desnaturado com auxilio de formamida e baixa temperatura para que a fita dupla

de DNA permanecesse em fita simples, € entdo a amostra foi analisada no seqiienciador. A
reagdo de PCR multiplex é um ensaio que amplifica oito loci (D8S1179, D7S820, D3S1358,
THO1, VWA31, TPOX, D18S51, FGA) STRs em unica reagdo de amplificagio de DNA. As

condi¢des de amplificagdo estdo descritas na figura 4.

Etapas Temperatura (°C) | Tempo (minutos) | Ciclos
Desnaturagao inicial 95 5 1
Desnaturacao 94 1
Pareamento 59 1 25
Extensao 72 1
Extensao final 60 60 1
Final 4-25 00

Fonte: manual de kit comercial AmpFISTR® Identifilier™ (modificado).

QUADRO 5. Condigoes de amplificacado da PCR multiplex de STRs.
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FIGURA 4. Grifico demonstrando os alelos de trés locus STRs: Cada linha representa o perfil genético de um

individuo para os loci D8S1179, D21S11 e D18S51. O primeiro individuo é uma mulher, e apresenta os alelos
13 ¢ 14 para o locus D8S1179, 28 ¢ 31.2 para o locus D21S11 e os alelos 13 e 15 para o locus D18S51. Para os

outros individuos faz-se a mesma interpretagao.

4.9 Analises estatisticas

Apo6s a genotipagem, foram testadas a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, a
analise de associagdes par-a-par entre loci, déficit de heterozigotos, diferenciagdo
populacional e calculada as freqiiéncias alélicas através do programa GENEPOP
(RAYMOND et al., 1995).

As estimativas de mistura genética foram geradas a partir do programa ADMIX,
utilizando freqiliéncias de populacdes ancestrais amerindias, européias e africanas disponiveis
na literatura (CHAKRABORTY et al., 1991).

O indice Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre as estimativas de
ancestralidade utilizando os dois tipos de marcadores (AIMs e STRs). Conforme indice
Kappa, os testes foram avaliados seguindo os seguintes critérios: se indice de concordancia
for < 0,2 — concordancia muito fraca; > 0,2 e < 0,4 — concordancia fraca; > 0,4 ¢ > 0,6 —
concordancia moderada; > 0,6 ¢ < 0,8 — bom grau de concordancia; se > 0,8 — 6timo grau de

concordancia. Este céalculo foi realizado no software R Projects 2.7.2 para Windows.
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4.10 Considerac0es éticas

No momento da coleta do material bioldgico, todos os individuos assinaram o TCLE,
que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/

FIOCRUZ (Parecer n°. 84/2006 — CEP/ CPqGM/ FIOCRUZ).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

(Os resultados e a discussdo estdo sumarizados no manuscrito, ainda

nao publicado; tabelas complementares foram adicionadas aos apéndices)
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Manuscrito
Estimativa de mistura étnica avaliada por Marcadores Informativos de
Ancestralidade (AIMs) e Microssatélites (STRs) numa amostra da
populacdo da Bahia.
Telé, E.T. "*; Bomfim, T.F.!, Machado, TM.B.!, Abé-Sandes, K'*

1- Laboratério Avangado de Satde Publica/Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ,
2- Centro de Diagnostico do GACC - CDG, 3- Universidade do Estado da Bahia (UNEB)

Resumo

Entre os trés principais grupos étnicos que compdem a populacao brasileira estdo os africanos,
europeus e amerindios. Com mais de 500 anos de miscigenagdo, nossa populacao ¢ uma das
mais heterogénea do mundo. Contudo a distribui¢cdo dos grupos étnicos ancestrais ao longo do
territorio brasileiro nao ocorreu de forma homogénea, diferindo significativamente a depender
da regido geografica. Dados do IBGE 2000 mostram que em Salvador o percentual de
afrodescendentes, por autodenominagdo ¢ de 79,8%. Para estimarmos a contribuicdo dos
grupos ancestrais nesta populacio foram analisados 203 individuos, provenientes do estado da
Bahia para oito marcadores STRs (THO1, vWA31, D18S51, FGA, TPOX, D7S820, D3S1358,
D8S1179) e nove AIMs (AT3-1/D, APO, SB19.3, PV92, FY-Null, LPL, CKMM, GC-1F, GC-
1S e CYP3A4). A miscigenagao da populacdo de Salvador foi confirmada pela diferenca das
freqiiéncias desta populagdo com as ancestrais. A estimativa de mistura populacional para os
AIMS encontrada foi de 45,08 % para contribui¢do africana, 45,16 % para européia e 9,75 %
para contribuicdo amerindia. Com STRs os valores observados foram de 33,48 %, 58,58 % e
7,94 % para contribuicdo africana, européia e amerindia respectivamente. O indice de
concordancia entre as estimativas de ancestralidade utilizando os dois tipos de marcadores
(AIMs e STRs) foi muito baixo (kappa = 0,12). A observagdo de individuos com sobrenomes
de conotagdo religiosa analisados com AIMs foi de 53,32 % de contribui¢do africana em seu
perfil genético. A variabilidade genética observada para AIMs apresentou déficit de
heterozigotos em quatro marcadores, ¢ o coeficiente de endogamia foi significativo também
para marcadores sugerindo perda de diversidade genética.

Palavras Chave: Ancestralidade gendmica, Short Tandem Repeats (STRs), Marcadores
Informativos de Ancestralidade (AIMs).

INTRODUCAO

A populacao brasileira apresenta alta diversidade genética resultado de mais de 500
anos de miscigenagdo entre os trés principais grupos étnicos que a compdem: africanos,
europeus e amerindios. Quando os portugueses chegaram ao Brasil por volta de 1500, este era
ocupado por aproximadamente 2,5 milhdes de indigenas (RIBEIRO, 1995). A miscigenagao
comegou logo apods a chegada dos primeiros colonizadores portugueses e se estende até os
dias de hoje. Por volta da metade do século XVI, chegaram ao territério brasileiro, africanos

para trabalhar como escravos nas fazendas de cana-de-aglcar, minas de ouro e diamantes e
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também nas plantagdes de café (KLEIN, 2002). Posteriormente, quando os portos brasileiros
foram abertos para nagdes amigas, houve também a entrada de mais imigrantes europeus,
dentre eles, os mais numerosos foram oriundos da Italia, Espanha e Alemanha (IBGE, 2000).

A contribui¢do de cada grupo étnico na formagao da nossa populagao foi diferente, e
segundo Callegari-Jacques e Salzano (1999) dos imigrantes que chegaram ao Brasil entre
1500 e 1972, 58% eram europeus, 40% africanos e 2% asiaticos. Dados histdricos e genéticos
mostram que a distribui¢do desses trés grupos €tnicos ao longo do territdrio brasileiro nao
ocorreu de forma homogénea, ou seja, a proporc¢ao de africanos, amerindios e europeus difere
significativamente a depender da regido geografica.

Abe-Sandes et al 2004, que estudaram a heterogeneidade do cromossomo Y, em seis
grupos populacionais: quatro composto por afrodescendentes e um de descendentes de
europeus e outro de descendentes de japoneses. Os resultados mostraram que a maioria dos
cromossomos Y dos afrodescendentes sdo de origem africana (variando de 47,0% a 77,3%), e
que a propor¢do de origem européia era maior que a amerindia. Nos descendentes de europeus
98,0 % dos cromossomos Y sdo de origem européia e nos descendentes de japoneses ndo foi
observado mistura com outros grupos étnicos, ou seja, todas as linhagens de cromossomo Y
foram identificadas como asidticas.

Com o objetivo de avaliar a ancestralidade gendmica na populacao brasileira, Parra
et al. (2003) analisaram 200 individuos do sexo masculino das regides norte, nordeste, sudeste
e sul do Brasil, que se autodenominaram como brancos os resultados deste estudo revelaram
que no Brasil a cor da pele ¢ um pobre indicador de ancestralidade genomica.

Alguns loci de marcadores de DNA tém demonstrado ser populagdo-especifico por
apresentarem grandes diferenciais de freqiiéncia entre populagdes geografica ou etnicamente
definidas. Aqueles marcadores que apresentam diferencgas nas suas freqiiéncias alélicas entre
duas populagdes superiores a 30% foram denominados como ‘“alelos especificos de
populagdo” (PSAs, do inglés population specific alleles) ou marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs) (SHRIVER et al., 1997; PARRA et al., 1998). Devido a esta
caracteristica estes marcadores sdo bastante eficazes para estimativa de mistura genética em
populagdes miscigenadas.

Os marcadores do tipo STR (Short Tandem Repeats), também chamados de
microssatélites ou repeticdes consecutivas curtas, sdo abundantes no genoma e sao
caracterizados como loci hipervariaveis, co-dominantes, multialélicos (FERREIRA et al.,
1995), tém taxa alta de mutacdo (KAYSER et al., 2000) e¢ heterozigosidade elevada

(HAMMER et al., 2002), sendo extremamente Uteis no mapeamento genético de espécies, na
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identificacao de pessoas ou de linhagens/clones e predisposi¢des de doengas (ARMOUR et
al., 1996); em estudos de identificagdo humana (HAMMOND et al., 1994; HAMMER et al.,
2002); analise de paternidade (ALFORD et al., 1994; SCHUMM et al., 1997), mapeamento
genético (SCHUMM et al., 1995; EDWARDS et al., 1992) e analise de populagdes (DEKA et
al., 1995; MARTINEZ-JARRETA et al., 1999; YAMAMOTO et al., 1999; GUSMAO et al.,
2001).

A adocdo dos nomes de conotacdo religiosa ¢ uma pratica antiga na Bahia, o que
pode ser constatado através de investigacdo de documentos do periodo da escraviddo
(AZEVEDO et al., 1982). Tais documentos revelaram que a maioria dos escravos permanecia
sem sobrenome apds adquirirem a liberdade. Estudos sugerem que a ado¢do de sobrenomes
cresceu em resposta a demanda social e ndo por decisdo voluntaria subita (AZEVEDO et al.,
1983). Estes mesmos autores demonstraram que a freqiiéncia de sobrenomes de conotagdo
religiosa aumenta com a proximidade do “fenotipo negro™.

A presencga de sobrenome de conotagdo religiosa ¢ indicio de ancestralidade africana
e pode ser corroborada por parametros bioldgicos como o sistema sanguineo ABO
(JUNQUEIRA & WISHART, 1958) ¢ o comprimento do cromossomo Y (BARBOSA et al.,
1997).

O censo de 2000 realizado pelo IBGE mostrou que a populacdao da Bahia e da cidade
de Salvador apresentam contingente consideravel de afrodescendentes (77,5% e 79,8%,
respectivamente).

Dados da literatura apontam a existéncia de risco diferencial de desenvolvimento de
algumas doencas, a depender do grupo étnico ou regido geografica, podendo ocorrer
associagdo com algumas doencas como, por exemplo, doengas cardiovasculares,
tromboembolicas, cancer de prostata, hiperhomocisteina, anemia falciforme, entre outras
(PENA, 2005).

No presente estudo, foi estimada a propor¢do de ancestralidade africana, européia e
amerindia em 203 individuos do estado da Bahia com marcadores AIMs e STRs, observando
se os STRs conseguem identificar as propor¢des de mistura assim como os AIMs; e ainda se
os individuos com sobrenome de conotagdo religiosa diferem na sua ancestralidade quando

comparados os marcadores.
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MATERIAL E METODOS

Populagdo de estudo - foram analisadas 203 individuos provenientes de diversas
regides da Bahia, que realizam exames periddicos no Laboratorio de Retrovirus do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
Todos os individuos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz/ FIOCRUZ (Parecer n°. 84/2006 — CEP/ CPqGM/ FIOCRUZ).

Extracdo do DNA genémico - Foram coletados 6mL de sangue em tubo
vacuntainer e o DNA foi extraido a partir desse material bioldgico pela técnica de extragdo

salina (LAHIRI & NURNBERGER, 1991).

Marcadores analisados — Foram analisados 9 marcadores de ancestralidade, sendo
um polimorfismo de inser¢do/delegdo - AT3-1/D, trés inser¢des Alu - SB19.3, APO e PV92, 6
SNP — FY-Null, CKMM, LPL, GC-1F, GC-1S e CYP3A4 ¢ 8 marcadores microssatélites
(THO1, vWA31, D18S51, FGA, TPOX, D7S820, D3S1358, D8S1179).

Os diferentes alelos encontrados nos marcadores de ancestralidade sdo denominados
de alelo*1 e alelo*2. Nos polimorfismos do tipo in/del e nas inser¢des alu, o alelo *1 ¢
caracterizado pela presenca da inser¢cao. Nos SNP, o alelo*1 ¢ aquele cujo nucleotideo abole o
sitio de restri¢ao (SHIVER et al., 2003).

Anélise laboratorial - O polimorfismo de insercdo/delegdo, as inser¢des Alu (AT3-
I/D e Sb19.3, APO e PV92, respectivamente) foram genotipados por PCR utilizando os
primers ¢ condi¢cdes da PCR descritas na literatura (SHRIVER et al., 1997; PARRA et al.,
1998). Os SNP (FY-Null, LPL, CKMM, CYP3A4 e GC) foram analisados pela técnica de
discriminacdo alélica na PCR em tempo real, utilizando kits pré-sintetizados, sistema
Taqman'", da Applied Biosystems. Oito marcadores STRs foram analisados e genotipados
utilizando o método da PCR convencional e seus alelos discriminados por eletroforese capilar
em seqiienciador automatico ABI 310 Applied Biosystems.

Andlises estatisticas — Utilizou-se o programa GENEPOP para calcular as
freqliéncias alélicas, testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, avaliar a diferenciacao
populacional, déficit de heterozigotos e associagdo-par-a-par.

As estimativas de mistura genética foram geradas a partir do programa ADMIX,
utilizando freqiiéncias de populagdes ancestrais amerindias, européias e africanas disponiveis

na literatura (CHAKRABORTY et al., 1991).
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A comparacgdo das estimativas de mistura genética avaliadas por STRs e AIMs, foi
realizada utilizando estatistica Kappa. Este célculo foi realizado no software R Projects 2.7.2

para Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo utilizou a amostra de 203 individuos, sendo 86 mulheres € 117 homens.
A caracterizagdo fenotipica dos participantes classificou 17,7 % (36) como brancos, 73,9 %
(150) como Mulatos, 5,9 % (12) como negros, 0,5 % como outros (1) e 2 % (4) individuos
ficaram sem classificagdo. A maior quantidade de mulatos (73,9 %) refor¢a a informagdo de
que nossa populacdo ¢ bastante miscigenada.

As freqliéncias detectadas para o alelo *1 dos AIMs estdo sumarizadas na tabela 1. A
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculada no software GENEPOP com base
nas freqiiéncias alélicas encontradas nos loci analisados.

Para os AIMs, Sb 19.3, PV92 e CYP3A4 ndo aderiram ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. Ja nos STRs, apenas o locus D3S1358 ndo esta em equilibrio. As inser¢des Alu
apresentaram excesso de homozigotos tanto para a presenca e para a auséncia da inser¢ao. O
SNP CYP3A4 também apresentou excesso de homozigotos na amostragem. Esses resultados
podem ter sido gerados devido a coleta ndo aleatdria das amostras. Entretanto o excesso de
homozigotos pode ser devido a estruturacdo populacional ocasionado por casamento
preferencial entre individuos do mesmo grupo étnico aumentando dessa forma os genotipos
homozigotos na populagdo (AZEVEDO et al, 1986). Em relagdo ao D3S1358, a explicagao
poderia ser erro de genotipagem, visto que este locus ja vinha apresentando problemas para o

alelo 15 quando comparado com kit comercial.

TABELA 1. Freqiiéncia do alelo*1 para os marcadores de ancestralidade FY-Null, LPL,
AT3-1/D, Sb19.3, APO, PV92, CYP3A4, CKMM, GC-1F-1S numa amostra da populagdo da
Bahia — Brasil.

Locus/alelo Frequéncia do Alelo *1
AT3-1/D 0,517
APO 0,746
Sb 19.3 0,667
PV92 0,273

FY-Null 0,569
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CKMM 0,298

LPL 0,692
CYP3A4 0,468
GC-1F 0,473
GC-1S 0,350

TABELA 2. Freqiiéncias alélicas dos 8 STRs numa amostra da populagcdo da Bahia — Brasil.

Alelos  D8S1179  D7S820  D3S1358 THO1 VWA31 TPOX D18S51 FGA

6 - 0.0025 - 0.1847 - 0.0345 - -
7 - 0.0049 - 0.2463 - 0.0049 - -
8 0.0025 0.1970 - 0.1281 - 0.4212 - -
9 - 0.1207 - 0.1946 - 0.1502 - -
9.3 - - - 0.2463 - - - -
10 0.0690 0.2685 - - - 0.0764 0.0074 -
11 0.0714 0.1970 - - 0.0123 0.2734 0.0123 -
12 0.1305 0.1626 0.0049 - 0.0025 0.0394 0.0985 0.0025
13 0.2389 0.0345 0.0074 - 0.0025 - 0.0616 -
14 0.2956 0.0123 0.0862 - 0.0640 - 0.1281 -
14.2 - - - - - - 0.0074 -
15 0.1355 - 0.3498 - 0.1675 - 0.1650 -
16 0.0542 - 0.2562 - 0.2857 - 0.1404 -
17 0.0025 - 0.1847 - 0.2217 - 0.1700 0.0099
18 - - 0.0985 - 0.1453 - 0.0985 0.0025
18.2 - - - - - - 0.0025 0.0099
19 - - 0.0123 - 0.0788 - 0.0493 0.0837
20 - - - - 0.0148 - 0.0369 0.0985
21 - - - - 0.0049 - 0.0123 0.1429
22 - - - - - - 0.0074 0.1552
23 - - - - - - 0.0025 0.1626
24 - - - - - - - 0.1773
25 - - - - - - - 0.0788
26 - - - - - - - 0.0591
27 - - - - - - - 0.0074
28 - - - - - - - 0.0049
29 - - - - - - - 0.0025
31.2 - - - - - - - 0.0025
n 406 406 406 406 406 406 406 406
HomExp 38.7012 38.5901 48.2247 42.1778 38.2988 57.1531 23.8593 25.7679
HomObs 41 39 39 36 42 56 17 41
HetExp 164.2988 164.4099 154.7753 160.8222 164.7012 145.8469 179.1407 177.2321
HetObs 162 164 164 167 161 147 186 162
Loci D8S1179 D7S820 D351358 THO1 VWA31 TPOX D18S51 FGA

n = nimero de genes analisados; HomExp = Homozigotos esperados; HomObs = Homozigotos observados;
HetExp = Heterozigotos esperados; HetObs = Heterozigotos observados. Alelos mais freqiientes encontrados
estdo em negrito na tabela acima.

A tabela 3 apresenta os alelos mais freqiientes da amostra testada comparado com os

alelos mais freqiientes nas populagdes parentais.
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TABELA 3. Alelos mais freqiientes nos STRs da amostra e nas populagdes parentais.

STR Alelos Amostra® Europeus®  Africanos® Amerindios®
D3S1358 15 0,3500 - - 0,5908
16 - 0,2526 0,3355 -
D7S820 10 0,2680 0,2711 0,3569 0,4106
D8S1179 13 - 0,2992 - -
14 0,2960 - 0,3373 0,3538
THO1 6 - - - 0,3995
7 0,2460 - 0,3733 -
9.3 0,2460 0,2769 - -
TPOX 8 0,4210 0,5008 - -
11 - - 0,3039 0,3970
VWA 16 0,2860 - 0,2652 0,4642
17 - 0,2637 - -
D18S51 14 - 0,1702 - 0,2938
16 - - 0,1766 -
17 0,1700 - - -
FGA 21 - 0,1826 - -
24 0,1770 - 0,1887 -
25 - - - 0,3180

* = presente estudo; ® = Vieira-Silva et al., 2006, Camacho et at., 2007, Vecchio et al., 2004; = Alves et al.,
2004, Beleza et al., 2004; ¢ = Santos SEB et al., 2009, Crossetti SG et al., 2008.

A tabela 4 mostra a freqiiéncia do alelo *1 dos marcadores estudados nas populagdes
parentais e no presente estudo. E possivel observar que essas freqiiéncias na Bahia sdo
intermediarias quando comparadas as populacdes parentais, confirmando a miscigenagao

desta populacao.

TABELA 4. Freqiiéncia do alelo *1 para AIMs nas populac¢des ancestrais € numa amostra da

populacao da Bahia — Brasil.

Alelos/ . . . b

3 Africanos® Europeus® Nativo Americano®  Bahia
Populac6es

AT3-1/D 0,858 0,282 0,061 0,517

APO 0,420 0,925 0,977 0,746

Sh 19.2 0,415 0,903 0,645 0,667

PV 92 0,225 0,152 0,792 0,273

FY-Null 0,001 0,998 1,000 0,569
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CKMM 0,164 0,313 0,904 0,298
LPL 0,971 0,492 0,442 0,692
CYP3A4 0,198 0,958 0,959 0,468
GC-1F 0,853 0,156 0,339 0,473
GC-1S 0,069 0,607 0,542 0,350

*Frequencias segundo Shriver et al., 2003; ° = presente estudo

As freqiiéncias alélicas dos STRs e dos AIMs foram utilizadas para realizar a andlise de
mistura genética onde as freqiiéncias desses marcadores observadas na amostra da populacao
da Bahia foi comparada com os dados das populacdes ancestrais européia, africana e
amerindia.

A tabela 5 mostra estas informagdes para os STRs e para os AIMs considerando a

populacdo como ndo subestruturada.

TABELA 5. Propor¢des de contribuicdo africana, européia e amerindia numa amostra da

populacdo da Bahia-BA para os marcadores STRs e AIMs.

Contribuicéo STRs# AlMs# AlMs *

Pop. m s.e m s.e m s.e
Européia 0,5858 0,0068 0,4516 0,0208 0,3554 0,0171
Africana 0,3348 0,0057 0,4508 0,0062 0,4779 0,0039
Amerindia 0,0794 0,0024 0,0975 0,0185 0,1667 0,0154

Pop. — populagdo parental; m — indice de mistura; s.e. — erro padrdo; # presente estudo; * Bomfim, 2008.

Os marcadores informativos de ancestralidade demonstraram que a amostra utilizada
da populacdo da Bahia apresentou praticamente a mesma proporc¢ao (45 %) de contribui¢ao
européia e africana e aproximadamente 10 % de contribui¢do amerindia. A mesma andlise
realizada com os STRs mostra resultado diferente, apresentando maior contribui¢do européia
(quase 60 %), seguindo de 33 % de contribuicdo africana e 8 % de amerindia.

Quando se comparou os resultados obtidos com os AIMs nesta amostra com o0s
encontrados por Bomfim, 2008, observamos também diferengas nas contribuigdes das
populagdes ancestrais, esta diferenca deve ter ocorrido devido ao tamanho amostral, visto que
os 203 individuos analisados aqui sdo parte da amostra de Bomfim.

Segundo dados historicos e dados de AIMs (MACHADO, 2008 e BOMFIM, 2008),

era esperado que a contribuicdo africana, nesta amostra, fosse maior que a européia. Esses
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resultados discrepantes podem ser explicados pelo tamanho amostral e ainda no caso dos
STRs pelo grande numero de alelos por locus que leva a dilui¢@o da freqiiéncia e também pelo
pequeno diferencial de freqii€éncia de varios alelos nas populacdes ancestrais.

A analise de concordancia entre a estimativa de mistura étnica baseada nos dois tipos
de marcadores, utilizando o método estatistico Kappa, mostrou indice de concordancia global
de 44% e indice Kappa de 0,12, o que significa concordancia pequena entre os dois métodos
(LANDIS & KOCK, 1977).

Varios trabalhos, como o de Junqueira & Wishart em 1958, Azevedo et al., 1982,
Tavares-Neto & Azevedo, 1977 mostraram que a presenca de sobrenome com conotagdo
religiosa ¢ indicio de ancestralidade africana e pdde ser corroborada por pardmetros
bioldgicos como o sistema sanguineco ABO (JUNQUEIRA & WISHART, 1958) e também
através do comprimento do cromossomo Y (BARBOSA et al. em 1997).

Nossa amostra contem 203 individuos, destes, 56% (113 individuos) tinham
sobrenome com conotacdo religiosa e o restante, 44% (90 individuos) ndo tinham esta
caracteristica no sobrenome. Com base nestes dados, dividimos a amostra em dois grupos, um
com sobrenome de conotacdo religiosa e outro sem. Feito isto, realizamos a analise de
diferenciag¢do populacional com objetivo de verificar se haviam diferengas significativas entre
elas utilizando os dois tipos de marcadores (AIMs e STRs, Tabelas 8 € 9) e a analise de
mistura étnica para os AIMs e para os STRs nos dois grupos.

Nao foram observadas diferencas entre os dois grupos para os marcadores STRs,
porém diferencas estaticamente significantes foram observadas para os marcadores AIMs
(AT3-I/D, FY-Null, CYP3A4 e GC). Isto mostra que os AIMs sdo mais sensiveis em detectar
diferengas genéticas entre as populacdes.

A tabela 6 mostra a analise realizada com os AIMs. O resultado mostra que os
individuos com sobrenome de conotacdo religiosa apresentam maior ancestralidade africana
(53,32%). Ja nos sem esta caracteristica no sobrenome, a propor¢do de mistura € maior para
europeus (57,38%), confirmando assim os achados de Tavares-Neto & Azevedo em 1977 em

relacdo a esta caracteristica. Estes resultados sdo estatisticamente significantes (p = 0.023).

TABELA 6. Proporgdes contribuigdo africana, européia e amerindia utilizando AIMs na
amostra em estudo quando separada pela presenga ou auséncia de sobrenome de conotagdo

religiosa.

Contribuicgo AlMs C/Rel? AlMs S/Rel

Pop. m s.e m s.e
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Européia 0,3387 0,0209 0,5738 0,0184
Africana 0,5332 0,0082 0,3604 0,0055
Amerindia 0,1280 0,0164 0,0658 0,0174

Pop. — populagéo parental; m — indice de mistura; s.e. — erro padrdo; * = individuos com sobrenome de conotagao
religiosa; ° individuos sem sobrenome de conotagio religiosa.

TABELA 7. Propor¢des de contribuigdo africana, européia e amerindia utilizando marcadores
STRs na amostra em estudo quando separada em populacdes, com e sem sobrenome de

conotagao religiosa.

Contribuicao STRs C/Rel? STRs S/Rel®
Pop. m s.e m s.e
Européia 0,4674 0,0010 0,7226 0,0200
Africana 0,4326 0,0009 0,2198 0,0174
Amerindia 0,1000 0,0004 0,0576 0,0059

Pop. — populagdo parental; m — indice de mistura; s.e. — erro padréo; * = individuos com sobrenome de conotagio
religiosa; ® individuos sem sobrenome de conotagdo religiosa.

A tabela 7 mostra a mesma analise da tabela anterior, porém com outros marcadores,
os STRs. Neste caso, o grupo com sobrenome de conotacdo religiosa apresentou maior
ancestralidade européia; e os individuos que ndo tinha o sobrenome de conotacdo religiosa,
como esperado, apresentaram em sua maioria ancestralidade européia (72,3%). Estes
resultados mostram que, ou os STRs utilizados neste estudo ndo sdo bons marcadores para
identificar ancestralidade, ou talvez o tamanho amostral tenha sido insuficiente para detectar a
mistura observada com o uso dos AIMs.

Com relagdo a variabilidade genética os resultados observados para os AIMs, nesta
amostra, apresentou déficit de heterozigotos em quatro marcadores analisados, € o coeficiente
de endogamia foi significativo para estes quatro marcadores (APO, Fis = 0,182, Sb19.3, Fis =
0,303, PV92, Fis = 0,221 e CYP3A4, Fis = 0,645; todos p<0,05), sugerindo perda de
diversidade genética, possivelmente por estruturagdo populacional, originada por casamentos
preferenciais entre individuos do mesmo grupo racial (AZEVEDO et. al., 1986).

A andlise de associagdes alélicas par-a-par, utilizando os marcadores STRs, ndo
mostrou nenhuma associagao significante. Com os AIMs, 36 combinagdes possiveis foram
feitas sendo observado 9 associagdes significantes (p<0,05). Estes resultados indicam
estruturagdo populacional, pois o nimero de associagdes esperadas ao acaso para 36

combinagdes seria 3,24. Este achado é concordante também com os dados do Fs. Resultados
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semelhantes ja foram observados numa amostra de Salvador e da Bahia (MACHADO, 2008;
BOMFIM, 2008).

A comparagdo da estimativa de mistura genética que realizamos com os STRs e
AIMs apresentou resultados divergentes, o que nos leva a crer que os Microssatélites
utilizados nesta andlise ndao sao bons marcadores para ancestralidade quando comparados com

0s AIMs.
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6 CONCLUSOES

A estimativa de mistura genética avaliada por STRs verificada no nosso estudo foi de
58,58 % para contribui¢do européia, 33,48 % para africana e 7,94 % de amerindia. A mesma
estimativa com os AIMs apresentou 45,16 % de contribuicao européia, 45,08 % de africana e
9,75 % de contribuigdo amerindia. Estes dados mostram resultados diferentes entre os STRs e
AlMs, o que nos leva a crer que os Microssatélites utilizados nesta andlise ndo sdo bons
marcadores para ancestralidade.

A concordancia entre as estimativas de ancestralidade utilizando os dois tipos de
marcadores (AIMs e STRs) foi muito baixa (kappa = 0,12).

Comparando-se as freqiiéncias dos polimorfismos observados em nosso estudo com
as freqiiéncias parentais, podemos perceber para os AIMs que os valores sdo intermediarios, o
que reflete o processo de miscigenagao que ocorre até hoje com nossa populagao.

A observagdao de individuos com sobrenome de conotagdo religiosa em nossa
amostra pode ser associado com ancestralidade africana como foi demonstrado com os AIMs,
onde os individuos com esta caracteristica apresentaram 53,32 % de contribuicao africana em
seu perfil genético.

A anélise de variabilidade genética para os AIMs mostrou déficit de heterozigotos
em quatro marcadores analisados, e o coeficiente de endogamia foi significativo para quatro

marcadores sugerindo perda de diversidade genética
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APENDICE 1. Frequéncias dos alelos STRs nas amostras testadas e populagdes ancestrais.

Total de . .
alelos |D3S1358| Bahia' |EUROPEUS?|AFRICANOS® | AMERINDIOS?®
1 10 0,0000 0,0050 0,0000 0,0000
2 11 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000
3 12 0,0050 0,0018 0,0000 0,0000
4 13 0,0070 0,0040 0,0000 0,0150
5 14 0,0860 0,1147 0,0836 0,0590
6 15 0,3500 0,2389 0,3197 0,5908
7 16 0,2560 0,2526 0,3355 0,3198
8 17 0,1850 0,2093 0,2047 0,0857
9 18 0,0990 0,1611 0,0571 0,0610
10 19 0,0120 0,0129 0,0000 0,0000
11 20 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000
Total de .
alelos | D7S820 | Bahia' | EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 6 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000
2 7 0,0050 0,0233 0,0088 0,0150
3 8 0,1970 0,1652 0,1913 0,1256
4 9 0,1210 0,1440 0,1217 0,0820
5 10 0,2680 0,2711 0,3569 0,4106
6 10.3 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000
7 11 0,1970 0,1995 0,2088 0,2295
8 12 0,1630 0,1590 0,0805 0,2725
9 13 0,0340 0,0298 0,0284 0,0160
10 14 0,0120 0,0070 0,0045 0,0000
11 15 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000
Total de .
alelos | D8S1179| Bahia' | EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 8 0,0020 0,0147 0,0000 0,0210
2 9 0,0000 0,0129 0,0000 0,0420
3 10 0,0690 0,0968 0,0110 0,1287
4 11 0,0710 0,0783 0,0402 0,0364
5 12 0,1310 0,1255 0,1651 0,1740
6 13 0,2390 0,2992 0,2078 0,2356
7 14 0,2960 0,2122 0,3373 0,3538
8 15 0,1350 0,1337 0,1820 0,1282
9 16 0,0540 0,0213 0,0567 0,0210
10 17 0,0020 0,0051 0,0110 0,0000
Total de .
alelos THO1 Bahia® | EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 4 0,0000 0,0010 0,0000 0,0340
2 5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0470
3 6 0,1850 0,2422 0,1113 0,3995
4 7 0,2460 0,1656 0,3733 0,2973




5 8 0,1280 0,1124 0,3018 0,0165
6 9 0,1950 0,1912 0,1685 0,0163
7 9.3 0,2460 0,2769 0,0389 0,2495
8 10 0,0000 0,0171 0,0136 0,0000
Total de 1 B
alelos TPOX Bahia EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 5 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000
2 6 0,0340 0,0030 0,1043 0,0000
3 7 0,0050 0,0050 0,0240 0,0070
4 8 0,4210 0,5008 0,2776 0,3120
5 9 0,1500 0,1088 0,1809 0,0135
6 10 0,0760 0,0649 0,0892 0,0375
7 11 0,2730 0,2879 0,3039 0,3970
8 12 0,0390 0,0333 0,0208 0,2727
Total de .
alelos VWA Bahia® EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 11 0,0120 0,0050 0,0217 0,0000
2 12 0,0020 0,0250 0,0000 0,0000
3 13 0,0020 0,0045 0,0093 0,0000
4 14 0,0640 0,1049 0,0813 0,0400
5 15 0,1670 0,1124 0,2317 0,0467
6 16 0,2860 0,2344 0,2652 0,4642
7 17 0,2220 0,2637 0,1470 0,3376
8 18 0,1450 0,1869 0,1320 0,1424
9 19 0,0790 0,0695 0,0848 0,0263
10 20 0,0150 0,0113 0,0227 0,0190
11 21 0,0050 0,0038 0,0091 0,0000
Total de 1 ,
alelos D18S51 Bahia EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 9 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000
2 10 0,0070 0,0100 0,0000 0,0000
3 10.2 0,0000 0,0010 0,0110 0,0000
4 11 0,0120 0,0132 0,0088 0,0135
5 11.2 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000
6 12 0,0990 0,1509 0,0517 0,2320
7 12.2 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000
8 13 0,0620 0,1098 0,0342 0,1213
9 13.2 0,0000 0,0025 0,0136 0,0000
10 14 0,1280 0,1702 0,0402 0,2938
11 14.2 0,0070 0,0000 0,0045 0,0000
12 15 0,1650 0,1433 0,1661 0,1132
13 16 0,1400 0,1409 0,1766 0,0690
14 17 0,1700 0,1045 0,1743 0,2170
15 18 0,0990 0,0702 0,1327 0,0633
16 18.2 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000
17 19 0,0490 0,0551 0,1132 0,0320
18 20 0,0370 0,0152 0,0439 0,0135
19 21 0,0120 0,0091 0,0251 0,0120
20 21.2 0,0000 0,0000 0,0091 0,0000
21 22 0,0070 0,0028 0,0136 0,0150
22 23 0,0020 0,0030 0,0040 0,0920
23 24 0,0000 0,0050 0,0000 0,0290
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T;t:}loie FGA Bahia' | EUROPEUS | AFRICANOS | AMERINDIOS
1 12 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000
2 15 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000
3 16 0,0000 0,0010 0,0030 0,0000
4 17 0,0100 0,0000 0,0046 0,0000
5 17.2 0,0000 0,0000 0,0030 0,0000
6 18 0,0020 0,0094 0,0030 0,0390
7 18.2 0,0100 0,0010 0,0061 0,0000
8 19 0,0840 0,0636 0,0767 0,0856
9 19.2 0,0000 0,0000 0,0100 0,0000
10 20 0,0990 0,1302 0,0721 0,0483
11 20.2 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000
12 21 0,1430 0,1826 0,0983 0,0545
13 21.2 0,0000 0,0105 0,0030 0,0000
14 22 0,1550 0,1725 0,1594 0,0390
15 22.2 0,0000 0,0128 0,0000 0,0000
16 23 0,1630 0,1574 0,1417 0,1630
17 23.2 0,0000 0,0035 0,0000 0,0580
18 24 0,1770 0,1452 0,1887 0,1328
19 25 0,0790 0,0737 0,1041 0,3180
20 25.2 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000
21 26 0,0590 0,0360 0,0731 0,2006
22 26.2 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000
23 26.3 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000
24 27 0,0070 0,0087 0,0279 0,0263
25 27.2 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000
26 28 0,0050 0,0000 0,0083 0,0170
27 29 0,0020 0,0050 0,0136 0,0000
28 29.2 0,0000 0,0000 0,0030 0,0000
29 30.2 0,0000 0,0000 0,0083 0,0000
30 31.2 0,0020 0,0000 0,0046 0,0000
31 42.2 0,0000 0,0000 0,0046 0,0000
32 43.2 0,0000 0,0000 0,0136 0,0000

"= presente estudo; * = populagio européia; > = populagio africana; * = populagdo amerindia.

APENDICE 2. Analise diferencia¢do populacional utilizando STRs em populagdes com e

sem sobrenomes de conotagao religiosa na Bahia — Brasil.

Loci Valor de P
THO1 0,02913
VWA 0,87168
D7S820 0,28796
D18S51 0,73785

FGA 0,37226
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D3S1358 0,15696
D8S1179 0,67135
TPOX 0,31697

Analise no Genepop - Método de Fisher

APENDICE 3. Analise diferenciagdo populacional utilizando AIMs em populagdes com e

sem sobrenomes de conotagado religiosa na Bahia — Brasil.

Loci Valor de P
AT3-1/D 0,00395
APO 0,32123
SB 19.2 0,01488
PV 92 0,50012
FY-Null 0,00330
CKMM 0,74647
LPL 0,31281
CYP3A4 0,00041
GC 0,00055

Analise no Genepop - Método de Fisher



