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RESUMO

Os amerindios, africanos e europeus foram identificados como principais formadores da
populagdo brasileira e conseqiientemente da populagdo de Salvador. A populagdo brasileira
considerada a mais heterogénea do mundo ¢ resultado de 500 anos de miscigenacdo. Contudo
a distribuicdo dos grupos é€tnicos ancestrais ao longo do territorio brasileiro ndo ocorreu de
forma homogeénea, diferindo significativamente a depender da regido geografica. Além disso,
houve um forte direcionamento entre os casamentos, sendo mais freqlientes as unides entre
homens europeus e mulheres amerindias e africanas. Dados do IBGE 2000 mostram que em
Salvador o percentual de afrodescendentes, por autodenominagdo ¢ de 79,8%. Para
estimarmos a contribui¢do dos grupos ancestrais nesta populacdo foram analisados 1.286
individuos, provenientes da populacdo de Salvador, para os alelos especificos de populacao
AT3-1/D, APO, SB19.3, PV92, FYnull, LPL, CKMM, GC e CYP3A44 que apresentam alto
diferencial de freqiiéncia entre os grupos ancestrais. Para estimar a origem africana dos
individuos também foi avaliada a presenga de sobrenome de conotacdo religiosa. Foram
identificados 287 sobrenomes nesta populacdo A freqiiéncia de sobrenomes de conotacdo
religiosa foi de 54,9% na populacdo de Salvador e avaliando as regides presentes no estudo
observamos uma relagdo inversa entre a classe socio-econdmica e a presenga deste tipo de
sobrenome. Estes dados foram confirmados por uma maior ancestralidade gendmica africana
(53,1%) entre individuos que apresentam sobrenomes de conotacao religiosa. A miscigenacao
da populacdo de Salvador foi confirmada pela diferenca das freqiiéncias desta populagdo com
as ancestrais. Assim como pela estimativa de mistura populacional, com contribuicdo africana
de 49,2%; 36,3% européia e 14,5% amerindia e também pelas analises de heterozigose média
(0,397) e estrutura populacional. Foi calculada a estatistica F (0,005) que demonstrou que as
regides da cidade de Salvador sdo diferentes, porém em pequenas propor¢des. Ao
compararmos a estimativa da contribui¢do africana do IBGE, 2000, por autodenominagao
com os dados de sobrenome e moleculares deste trabalho concluimos que a autodenominagao
€ um critério impreciso na avaliagdo da contribui¢do parental dentro desta populacdo. Este
tipo de trabalho pode auxiliar estudos de associacdo entre fatores de satde com a
heterogeneidade ancestral para melhoria e/ou implantagdo de programas de satide publica que
considerem a composic¢do parental desta populagao.

Palavras Chave: Salvador, miscigenagdo, Alelos especificos de populagdo



ABSTRACT

Native American, Africans and Europeans are the major founder populations of Brazil
and of Salvador city. Brazilian population is considered as the most heterogeneous in the
world, resulting from 5 centuries of miscegenation. However, ethnic ancestral groups were
not distributed equally in the different Brazilian regions. In addition, a strong bias occurred
originated by more frequent unions among European men and Amerindians and Africans
women. Results from IBGE 2000 show that in Salvador the percent of selfclassification
afrodescending, is 79.8 %. To estimate the contribution of ancestral groups in these
populations we analyzed some population specific alleles: A73-I/D, APO, SB19.3, PV92,
FYnull, LPL, CKMM, GC and CYP3A44 from 1,286 subjects of Salvador that presents large
frequency differential among ancestry groups. To estimate the African origin of the subjects
we also analyzed the religious connotation surnames. We identified 287 surnames in these
populations. In Salvador population, the frequency of religious connotation surnames was 54.
9% and we observed an inverse relation between socioeconomic status and the presence of
this type of surname. These data were confirmed for a major African genomic ancestry (53.
1%) between individuals that present religious connotation surname. The miscegenation of
Salvador was confirmed by the frequencies differences in this population with the ancestry,
such as the population admixture esteemed, with African contribution of 49.2%; 36.3%
European and 14.5% Amerindian and also by heterozygosis mediam analyses (0,397) and
populational structure. F statistic (0,005) was calculated and showed differences between
regions in the city, but in little proportions, confirming the admixture estimated in these
regions. When we compared IBGE- 2000 African contribution esteemed, by
autodenomination, with the surnames and molecular data of this work we concluded that
autodenomination is an inaccurate criterion to evaluate the parental contribution into this
population. This kind of work can support association studies among health factors with
ancestry heterogeneity to improve and/or to implement public health programs that consider
the parental composition of this population.

Key Words: Salvador, admixture, Population specific alleles
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1 INTRODUCAO

1.1 Os povos formadores da populacio brasileira e sua distribuicio neste territorio

A cidade de Salvador esta situada no Nordeste do Brasil e foi a primeira capital
brasileira. A historia do seu povoamento é, portanto semelhante a do Brasil. A colonizagdo do
Brasil se iniciou apos o ano de 1500 e este processo foi marcado pela imigragdo
principalmente de portugueses e africanos para o territorio nacional.

Silva Jr et al., 2003 analisando DNA mitocondrial (DNAmt) de amerindios sugerem que
a América foi povoada entre 12.000 e 19.000 anos numa Unica onda migratoria. Esta
populagdo permaneceu durante varios séculos isolada originando assim, grupos bastante
homogéneos do ponto de vista cultural e lingiiistico (Fausto, 1998) e com pouca diversidade
genética intratribal (Zago et al., 1996).

Este isolamento foi quebrado a partir de 1500 com a chegada dos portugueses. Além da
quebra do isolamento genético e do deslocamento dessa populagdo para mais distante do
litoral, ocorreu uma redug¢do do tamanho populacional, estimado em aproximadamente 2,4
milhdes, segundo o IBGE (2000), para cerca de 326.000 (Callegari-Jacques e Salzano, 1999).
Segundo o censo do IBGE (2000) apenas 0,36% dos individuos no Nordeste se
autodenominaram como indios. A participagdo indigena na génese da nagdo € tida como
importante embora, este povo tenha sido considerado inferior tanto fisica como
intelectualmente (Monteiro, 1996).

Na Bahia, o processo de colonizagdo do pais interferiu na distribui¢do territorial dos
indigenas, que aqui habitavam, pois influenciou a erradicacdo deste povo e/ou seu
deslocamento cada vez mais para o interior do estado, evitando assim a escravizag¢do destes
nativos americanos (Azevedo ef al., 1982). As aliangas e a miscigenagfo entre portugueses e
indigenas ndo so consolidaram a presenga portuguesa no continente americano, mas também
estabeleceram os primeiros ramos de familias brasileiras.

Com a descoberta do Brasil pelos portugueses em 1500, tem inicio a colonizag¢do
européia composta quase que exclusivamente por homens, e com fluxo intenso desde o inicio.
Estima-se que 500.000 portugueses chegaram ao Brasil até 1808, sendo uma migragdo quase
que exclusivamente masculina, onde a participagdo européia feminina foi insignificante

(Ribeiro, 1995). A presenga européia foi extremamente significativa para o povoamento das
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terras brasileiras e com eles, posteriormente, chegaram os africanos, que por sua vez vieram
substituir a méao de obra escrava que era ocupada pelos povos indigenas (Monteiro, 1996).

A formacdo da populagdo brasileira ¢, portanto resultado de 500 anos de miscigenagdo
entre os trés principais grupos étnicos ancestrais: africanos, europeus e amerindios. Como
conseqiiéncia desse processo a nossa populagdo é considerada como uma das mais
heterogéneas do mundo (Carvalho-Silva et al., 2001).

Segundo Curtin (1969), o Brasil teria recebido cerca de 4 milhdes de escravos entre os
anos de 1600 a 1870, o que compreende 40% do total de escravos que foram introduzidos nas
Américas neste periodo. Os negros provinham de diversas regides da Africa, predominando
Angola, Congo e Mogambique (Curtin, 1969), como estd mostrado na Figura 1. A
distribui¢do deste novo grupo étnico no territdrio brasileiro foi bastante heterogénea e
segundo Viana (1988) o Rio de Janeiro (38%) e a Bahia (25%), receberam os maiores

contingentes, seguidos de Pernambuco (13%), Sao Paulo (12%), Maranhao (7%) e Para (5%).

¢ Século 16
¢ Século 17

Fim do Século 17 e Século18

Adaptado de: Sousa, 2001
Figura 1. Demonstracdo sugerida da migracdo da populagdo africana para o Brasil do século XVI ao

século X VIIL.

Na Babhia, o estudo de Azevedo ef al. (1982) demonstrou a diversidade na distribui¢do

dos afrodescendentes. No litoral e regides economicamente importantes como o municipio de
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Lengois com a exploragdo de minérios, a regido sul do estado, com o cultivo do cacau e a
regido litoranea com o cultivo da cana de aglicar observa-se uma maior concentragdo de
individuos apresentando altos indices de caracteristicas fenotipicas e culturais africanas. Este
trabalho ainda ressalta o branqueamento da popula¢do do estado da Bahia a medida que a
distancia do litoral aumenta, com exce¢do das regides economicamente importantes, como
citado anteriormente.

De acordo com Callegari-Jacques e Salzano (1999), dos imigrantes que chegaram ao
Brasil entre 1500 e 1972, 58% eram europeus, 40% africanos e 2% asidticos. Com a abertura
dos portos em 1808, o fluxo de imigrantes provenientes da Europa intensificou-se e continuou
acentuado até o inicio do século XX. Estima-se que entre 1820 a 1975, tenha entrado no
Brasil 6 milhdes de europeus (70% portugueses e italianos). Outras populagdes como
espanhdis, alemaes, sirios, libaneses e japoneses (IBGE, 2000) também fizeram parte do
contingente de imigrantes. Os ultimos totalizando 630.000 individuos até 1991 (Salzano,
1986).

As discussdes sobre a miscigenagdo, que foram iniciadas por volta de 1850, tinham
como foco o branqueamento da populacdo brasileira € o objetivo era um processo de
migragdo seletivo direcionado para este fim, sendo assunto obrigatorio para discussdo da
politica de imigracdo (Seyferth,1996). O fluxo migratério voltado para esta estratégia ocorreu
principalmente entre 1880 e 1920, sendo que a maioria dos imigrantes europeus era
proveniente da Italia (Seyferth,1996).

Com a finalidade de atingir seus objetivos, o Estado brasileiro impds restri¢cdes a entrada
de imigrantes no pais, sendo absolutamente restrita a entrada de imigrantes negros. Os
amarelos tinham uma cota anual de 3% dos imigrantes ingressos no pais. E a imigragdo
européia foi incentivada com uma série de propostas de estimulo a migragdo e politica de
colonizagdo, aumentando assim as chances de branqueamento da populagdo brasileira
(Ramos, 1996).

Mesmo apos cinco séculos de mistura ainda é possivel encontrar grupos humanos
relativamente isolados que conservam muito das caracteristicas das populagdes ancestrais a
exemplo dos remanescentes de quilombos e tribos indigenas, principalmente por conta dos
casamentos endogamicos. Isto também demonstra que a espécie humana, assim como muitos
animais tém uma tendéncia a viverem em agrupamentos (isolados) (Salzano e Freire-Maia,
1970). Mesmo entre os grupos urbanos a miscigena¢do ndo ocorre de forma homogénea,
existe uma forte tendéncia a unides entre individuos do mesmo grupo racial, como foi

demonstrado por Azevedo ef al. (1986), em um estudo realizado na populacdo de Salvador.



15

Este estudo demonstrou o predominio de casais que possuem caracteristicas fenotipicas do
mesmo grupo, por exemplo, mulato escuro x mulato escuro ou de grupos fenotipicamente
préoximos, mulato escuro x mulato médio.

As migra¢des em massa durante o periodo colonial do Brasil promoveram a dispersio
dos trés grupos étnicos formadores ao longo do pais favorecendo dessa forma a miscigenagao.
Entretanto as propor¢des dos trés grandes componentes étnicos variam consideravelmente
conforme a regido geografica (Quadro 1). Tendo as regides Norte (68,97%) e Nordeste
(65,8%) o maior contingente de afrodescendentes (soma de pretos com pardos), ficando o
segundo com o maior percentual de pretos (7,7%), ja para os brancos o maior indice encontra-
se nas regides Sudeste (62,4%) e, principalmente, Sul (83,6%) e a maior concentragdo de
indigenas € observada na regifo Norte (1,65%).

Além disso, tanto os dados histéricos como dados genéticos obtidos através da analise
do cromossomo Y (Carvalho-Silva, 2001; Abé-Sandes et al., 2004) e do DNA mitocondrial
(DNAmt) (Alves-Silva et al, 2000) evidenciam a ocorréncia no passado de um forte
direcionamento entre os casamentos, sendo mais freqiientes as unides entre homens europeus

e mulheres amerindias e africanas.

Fenotipos Branco  Preto Indigena Pardo Amarelo Sem Declaracdo
Regides

Brasil 53,75 6,21 0,43 38,45 0,45 0,71

Norte 28,00 5,00 1,65 63,97 0,22 1,16

Nordeste 32,90 7,70 0,36 58,10 0,14 0,80
Centro-Oeste 49,72 4,62 0,90 43,68 0,40 0,68

Sudeste 62,40 6,60 0,20 29,50 0,70 0,60

Sul 83,60 3,75 0,34 11,49 0,41 0,41

Quadro 1. Caracterizagdo fenotipica em percentual (%) da populagdo brasileira de acordo com o censo

demografico realizado pelo IBGE em 2000.

Com relacdo a populagdo da Bahia os dados do IBGE (2000) demonstram que 77,5%
dessa populacdo (10.095.282 individuos) ¢ composta por afrodescendentes sendo que em
Salvador 79,8% se autodenominam como negros/pardos.

Dados da literatura apontam a existéncia de risco diferencial de desenvolvimento de
algumas doencas a depender do grupo étnico ou regido geografica, podendo ocorrer uma

associacdo para algumas doengas como, por exemplo, doengas cardiovasculares,
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tromboembolicas, cancer de prostata, hiperhomocisteina, anemia falciforme, entre outros
(Pena, 2005).

Alguns alelos especificos de populagdo (PSA) ja véem sendo analisados em estudos de
associagdo com susceptibilidade como o CYP344V, alelo associado com o desenvolvimento
de cancer de prostata e a freqii€ncia deste encontra-se aumentada em afroamericanos (Kittles
et al., 2002). Ha também uma associagdo entre o alelo GCI*F e susceptibilidade a doenca
pulmonar obstrutiva cronica (Sandford et al., 1997), sendo este também mais freqiiente em
africanos. O alelo G do marcador FY-null, bastante freqiiente entre os africanos, demonstra
associagdo com protecdo completa para infeccdo pelo Plasmodium vivax (Tournamille et

al.,1995).

1.2 Censos demograficos

A maior parte das informagdes sobre a composi¢do de cor/raga da populagdo brasileira é
obtida pelos censos demograficos realizados neste pais. Em 1890 foi realizada a primeira
estimativa da constitui¢do étnica da populagdo brasileira, mostrando que esta era composta
por 2.000.000 negros, 6.302.000 brancos, 200.000 indios e 6.000.000 individuos
miscigenados (Salzano, 1986). O censo realizado em 2000 mostra que a populacdo total
aumentou mais de 10 vezes (de 14.742.000 para 175.381.661), sendo que o mesmo aconteceu
com o grupo de pessoas com sinais evidentes de miscigenacdo (de 6.000.000 para
62.316.000); a populagéo negra cresceu 3,6 vezes (de 2.000.000 para 7.335.000) e a branca 12
vezes (de 6.302.000 para 75.705.000).

Através do cruzamento de dados raciais, ou de cor, como chamados nos censos
demogréficos, com dados sécio-econdmicos € possivel observar estratificagdo populacional,
onde pessoas que se encontram em niveis sdcio-econdmicos mais baixos estdo associadas
com a classificacdo do IBGE que engloba os afrodescendentes. Mas o problema enfrentado
por este tipo de andlise e qualquer outro que tenha como varidvel os dados sobre raga/cor,
segundo os censos, € saber se estes realmente sdo dados confidveis, uma vez que se baseiam
em autodenominacdo (Wood & Carvalho,1994).

As categorias apresentadas pelo IBGE (branco, preto, indigenas, pardo, amarelo) para
autodenominag¢do ndo abrangem nomenclaturas mais utilizadas pela popula¢do como, por

exemplo, moreno, levando assim a problemas de restrigdo na denomina¢do utilizada pela
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populagdo. Além disso, a autoclassificacdo também sofre influéncia do status socio-
econdmico das populagdes questionadas (Wood & Carvalho, 1994). O trabalho de Wood &
Carvalho (1994) comparou os dados dos censos do IBGE de 1950 a 1980 e constatou uma
reclassificagdo da populagdo brasileira quanto a cor, principalmente da categoria preta para
parda. Os autores acreditam que a mudanca de uma classe sdcio-econdmica para outra, de
nivel mais alto, tenha influenciado nos achados de reclassificacdo da populagido em categorias

mais proximas da categoria de brancos.

1.3 Diversidade genética na populacgio brasileira

A diversidade entre os seres vivos e entre os individuos de uma mesma espécie ¢ um
fato ja observado e discutido nos trabalhos de Darwin e Wallace.

As primeiras analises sobre a diversidade biologica humana foram feitas utilizando
caracteristicas morfoldgicas (Coon, 1965); em seguida utilizando-se variantes protéicos
(Harris & Hopkinson, 1972) e na atualidade sdo preferencialmente utilizados os variantes de
DNA. Os avangos tecnoldgicos que permitiram o acesso ao nivel hierarquico primario, da
informagéo genética, revelaram uma grande diversidade molecular da nossa espécie.

Foi demonstrado também que a freqiiéncia de alguns marcadores ¢ diferente entre
populagdes e ou regides geograficas (Cavalli-Sforza & Bodmer, 1971). O estudo dos variantes
genéticos ¢ importante para descricdo da diversidade genética populacional, reconstrugio
historica dos povoamentos (Callegari-Jacques & Salzano, 1999; Yanagihara et al., 1995) e
estimativa de contribuicdo das populagdes ancestrais na formacdo de populagdes
miscigenadas (Shriver et al., 1997; Shriver et al., 2003; Parra et al., 1998; Parra et al., 2001).

Em duas comunidades semi-isoladas formadas por descendentes de europeus, De Souza
et al. (2003), utilizando marcadores protéicos, verificaram 28% de alelos de origem africana;
53,3% de origem européia e 18,7% de origem amerindia. Esses autores observaram também
que a diversidade genética total foi de 42,29%, da qual 99,6% pode ser atribuida a
variabilidade intrapopulacional.

As estimativas de mistura baseadas em marcadores uniparentais (Y e DNAmt)
mostraram resultados contrastantes entre si. Utilizando marcadores bialélicos do cromossomo
Y numa amostra de brasileiros descendentes de europeus, Abé-Sandes et al. (2004)

observaram apenas 2% de cromossomos tipicos de africanos e nenhum cromossomo Y
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amerindio; resultados semelhantes (2,5% de linhagens africanas) foram observados por
Carvalho-Silva ef al., 2001 em brasileiros brancos.

Dados do DNAmt revelaram uma freqiiéncia elevada de linhagens amerindias (33%) e
africanas (28%) em brasileiros brancos (Alves-Silva ef al, 2000). Numa amostra de
afrodescendentes de Salvador-BA e Ribeirdo Preto-SP, Abé-Sandes (2002) observou
freqiiéncia elevada de linhagens africanas (85,8% e 76%, respectivamente), além da presenca
de linhagens amerindias (2,9% e 18%) e apenas na amostra de Ribeirdo Preto-SP foi
observada a presenca de linhagem européia (4%), mostrando miscigenacdo diferente e maior
desta populagdo quando comparada com a de Salvador, quanto aos resultados para o DNAmt.

Em populagdes afrodescendentes as freqiiéncias alélicas observadas com base em
varios marcadores s20, na maioria das vezes, muito semelhantes as observadas nas populagdes
africanas, ou seja, ha um predominio de contribui¢o africana (Souza & Culpi, 1992; Oliveira
et al., 2001; Cotrim, 2003; Abé-Sandes ef al., 2004). A diversidade génica observada em tais
populagdes variou conforme o tipo de marcador empregado nas analises, entretanto mostrou
alta similaridade com populagdes africanas.

Dados de marcadores bialélicos do cromossomo Y analisados em populagdes
brasileiras descendentes de japoneses, descendentes de europeus e de africanos, mostraram
que a diversidade genética intrapopulacional foi de 73,18% sendo responsavel pela maior
parte da variagdo genética total e a diferenga genética entre os grupos foi de 23,52% (Abé-
Sandes et al., 2004).

A diversidade génica intrapopulacional indicada por marcadores moleculares de
evolugdo rapida demonstrou ser maior nos africanos, ¢ menor em amerindios (Zago et al.,
1996; Bowcock et al, 1994). Este pardmetro em africanos ¢ similar ao observado em
populagdes afro sul-americanas, quando analisados por marcadores classicos (Bortolini ef al.,
1998), minissatélites (Bortolini ez al., 1998; Silva-Jr ef al., 1999) ¢ microssatélites (Barbosa et
al., 20006).

A presenga de linhagens Y amerindias (3% a 18%) foi observada nas comunidades
situadas na regifio Norte do pais (Batista-dos-Santos ef al., 1999) e em 2% dos afro-brasileiros
de Salvador (Abé-Sandes et al.,, 2004). Diferentemente, no DNAmt, a contribuicdo de
amerindios foi elevado em todas as comunidades afroderivadas (Abé-Sandes, 2002),
sugerindo desta forma, uma assimetria nas contribui¢des masculina (dados do cromossomo Y)

e feminina (dados do DNAmt) na formacdo destas populacdes.
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1.4 PSA (Population-Specific Alleles)

Séo considerados alelos especificos de populacdo (PSA) aqueles alelos que apresentam
um diferencial de freqiiéncia () maior que 30% entre qualquer duas populacdes definidas
geografica ou etnicamente (Shriver et al., 1997). Esses marcadores sdo representados por
diferentes variantes genéticas, como polimorfismos de unico nucleotideo (SNP), inser¢des e
delegdes de nucleotideos ou até mesmo inser¢des Alu.

Comparando-se as freqiiéncias de marcadores genéticos classicos (polimorfismos
protéicos, enzimaticos ou imunoldgicos) ou de variantes moleculares (DNA) em populagdes
definidas geografica ou etnicamente, observa-se que sdo poucos os /oci que apresentam
grandes diferenciais de freqiiéncia (8) e podem por isto ser considerado como alelos
especificos de uma populagdo (Shriver et al., 1997). De maneira geral a diversidade genética
dos alelos para quaisquer /oci ¢ compartilhada por todas as populacdes e os alelos que sdo
mais freqiientes em uma populagdo também sdo encontrados em freqiiéncias altas em outras
populagdes (Shriver et al., 1997). Dados da literatura também revelam que a maioria (de 80%
a 90%) da variacdo genética que ocorre entre humanos € interindividual e que somente 10% a
20% da variacdo total deve-se a diferencas populacionais (Nei et al.,1987; Cavalli-Sforza et
al., 1994; Deka et al., 1995).

As variantes genéticas que sdo encontradas apenas em uma populacdo foram chamadas
de “alelos tinicos” por Chakraborty et al., 1991. Tanto os alelos Unicos quanto os PSA sio
uteis para a investigacdo forense, estimativa de mistura étnica, ou estudos de mapeamento
génico (Reed et al., 1973; Chakraborty et al., 1992; Stephens et al., 1994).

Estudo anterior analisando 10 populagdes afro-americanas dos Estados Unidos e da
Jamaica, utilizando 9 PSA autossémicos (APO, AT3-I/D, GC-*1S, GC-*1F, FY-null, LPL,
OCA 2, RB 2300 e Sb 19.3) mostrou que a contribui¢do européia variou de 6,8% na Jamaica a
22,5% em New Orleans (Parra et al., 1998).

Com o objetivo de avaliar a ancestralidade gendmica na populacdo brasileira, Parra et
al. (2003) acrescentaram o /CAM [ e analisaram 200 individuos 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 Jequitinhoha, Minas Gerais)
classificados fenotipicamente como brancos, negros e intermediarios. Os resultados deste
estudo revelaram que no Brasil a cor da pele ¢ um pobre indicador de ancestralidade

gendmica. Como populacdes ancestrais foram utilizados os dados de freqiiéncia das
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populagdes de Portugal, representando a populagdo européia, da cidade de Santana
(arquipélago de Sdo Tomé), a africana (Tomads et al., 2002), e de trés tribos da Amazonia
(Karitiana, Surui e Ticuna), a amerindia.

A estimativa de mistura populacional usando alelos com alto diferencial de freqiiéncia
entre as populacdes parentais pode auxiliar na reconstrucéio histérica de uma populagdo. O
estudo realizado por Luizon, 2007 confirmou uma maior miscigenag@o de populagdes urbanas
(Jequié com 52% de contribuicdo africana) quando comparadas com remanescentes de
quilombos (contribuicdo africana variando de 68% a 95%). Em estudo utilizando marcadores
moleculares STR (do inglés, short tandem repeat — repeticdes curtas em tandem) em
remanescentes de quilombo demonstrou que a contribui¢do ancestral presente ndo era apenas

africana, mas também amerindia (Barbosa et al., 2006).

1.5 Sobrenome como indicador de mistura populacional

Na Bahia o processo de mistura entre as populagdes parentais comegou na primeira
metade do século XVI e, portanto € um evento historico recente. Alguns estudos (Azevedo et
al., 1982) ja tentaram reconstruir a histéria biocultural da populagdo da Bahia e para esta
tentativa uma importante, para ndo dizer fundamental, variavel é o sobrenome dos individuos
(Azevedo et al., 1982). Esta variavel é rica em informagdes culturais, sociais ¢ biologicas
(Azevedo et al., 1980). Além de ser 1til na identificagdo da origem racial em populacdes
miscigenadas (Tavares-Neto e Azevedo, 1977).

Os trés tipos de sobrenomes: de conotacdo religiosa, animal-planta e outros sio
variaveis 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 uma grande propor¢do deles tinha um
significado religioso (Azevedo & Fortuna, 1983).

A adocg@o dos nomes de conotag@o religiosa é uma pratica antiga na Bahia, isso pdde ser
constatado através de investigacdo de documentos do periodo da escraviddo (Azevedo et al.,
1982). Esses documentos revelaram que a maioria dos escravos permanecia sem um
sobrenome apos adquirirem a liberdade. Estudos sugerem que a ado¢do de sobrenomes
cresceu em resposta a uma demanda social e ndo por uma decisdo voluntaria subita (Azevedo

& Fortuna, 1983). O método preferencial na aquisi¢do de sobrenomes era a escolha de
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sobrenome de conotagdo religiosa diferente do nome da familia do senhor (Tavares-Neto &
Azevedo, 1977).

Tavares-Neto ¢ Azevedo (1977) demonstraram que a freqiiéncia de sobrenomes de
conotacgdo religiosa aumenta com a proximidade do “fendtipo negro”. Assim, a medida que
nos afastamos para o interior ocorre o “branqueamento” da populagdo. Os sobrenomes de
conotacdo religiosa e o fendtipo negro sdo mais encontrados nas regides litordneas e com
importancia econdmica, onde a mio de obra escrava era bastante utilizada. Enquanto os
sobrenomes de animal-planta tém sua freqiiéncia aumentada no interior (Azevedo & Fortuna,
1983).

A presenca de sobrenome de conotagao religiosa ¢ indicio de ancestralidade africana do
individuo e esta pode ser corroborada por pardmetros bioldgicos como sistema sanguineo

ABO (Junqueira & Wishart, 1958) ou comprimento do cromossomo Y (Barbosa et al., 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar a diversidade genética e ancestralidade da populagdo de Salvador através de

marcadores moleculares e sobrenomes de conotagdo religiosa.

2.2 Objetivos Especificos

- Estimar mistura populacional e individual;

- Determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas dos marcadores especificos de
populagdo (A73-1/D, APO, SB19.3, PV92, FY-null, LPL, CKMM, GC-*1S, GC-*IF e
CYP344);

- Comparar as freqiiéncias dos polimorfismos observadas na populagdo de Salvador
com as freqii€ncias nas populacdes ancestrais: africanas, européias ¢ amerindias;

- Analisar o padrio de associacdo alélica entre os /oci PSA com o intuito de verificar a
eventual presenca de estruturagdo populacional ocasionada pela mistura étnica entre os
grupos parentais europeu, africano e amerindio;

- Comparar a freqiiéncia de sobrenomes de conotacgfo religiosa com a estimativa de
mistura;

- Calcular os indices de diversidade e distancia genética.
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3 JUSTIFICATIVA

Baseado na autodenominagdo da populacdo, dados do IBGE mostram que a populagio
da Bahia e da cidade de Salvador apresenta um contingente consideravel de afrodescendentes
(77,5% e 79,8%, respectivamente). Entretanto Parra ef al. (2003) ndo observaram associagio
entre a cor da pele e a ancestralidade gendmica, em uma amostra de 173 individuos de
Queixadinha-MG, sugerindo entdo que esta caracteristica ndo reflete bem a ancestralidade.

Sabe-se que algumas doengas sdo mais prevalentes em determinados grupos étnicos ou
populagdes geograficas e ainda que algumas delas estdo relacionadas a pobreza (Pena, 2005).

De posse destas informag¢des reconhecemos que ¢ de fundamental importancia analisar a
contribui¢do de cada populac@o ancestral na populagdo de Salvador, baseada ndo apenas nas
caracteristicas fenotipicas, mas sim em marcadores genéticos. Esta caracterizacdo sera
importante para fornecer informagdes sobre eventual risco populacional para determinadas
doengas que apresentam associagdo com grupo étnico ou geografico. Pois o conhecimento das
freqiiéncias de marcadores associados com susceptibilidade para doencas em uma
determinada popula¢io, como CYP344, GC-*1F e FY-null podem auxiliar na preven¢do do
desenvolvimento das enfermidades associadas.

Essas informagdes serdo também importantes para orientar o desenvolvimento de a¢des
na area de saude voltadas para o melhor atendimento da popula¢do de Salvador-BA, para
aquelas condi¢des que sdo associadas a determinadas populagdes, regides geograficas e que
fazem parte do nosso componente ancestral.

O conhecimento da ancestralidade genética podera ser utilizado em estudos
caso/controle permitindo avaliar se as diferengas nas freqiiéncias alélicas observadas se

devem a uma relagdo causal ou estruturagdo populacional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

A partir das amostras de sangue total, estocadas no Laboratorio Avangado de Saude
Publica (LASP), foi feita a extragdo de DNA. Com o DNA extraido e diluido, para uma
concentracdo de trabalho de 100ng/ulL foram genotipadas para os marcadores selecionados,
utilizando a técnica de PCR para as insercdes Alu e indel ¢ por PCR em tempo real para os
SNP.

Com os dados dos gendtipos para as amostras estudadas foram calculadas as
frequi€ncias alélicas, freqiiéncias genotipicas e realizadas a diferenciacdo populacional e
associacdo de loci par-a-par pelo programa GENEPOP, foi também calculado o valor de Fst
para as diferentes regides da cidade de Salvador (Apéndice A e Figura 9) pelo programa
GDA.

Além disso, foram calculados os indices de diversidade genética Gst e Hs, baseados
nos dados de freqiiéncia para todos os marcadores na populagdo de Salvador e populagdes
ancestrais. O célculo da estimativa de mistura populacional para a cidade de Salvador e suas
regides foi realizado utilizando o programa ADMIX, baseado nas freqiiéncias alélicas
encontradas e nas das populagdes ancestrais.

Com os genotipos de cada individuo da populagdo de Salvador e das populacdes
ancestrais (descritas no item 4.2 Populagdo estudada) foi realizada a analise de ancestralidade
individual com a utilizagdo do programa STRUCTURE 2.2, os genoétipos das populacdes
ancestrais foram gentilmente cedidos pelo grupo do Dr. Mark D. Shriver, do Departamento de
Antropologia da Universidade do Estado da Pensilvania.

Além das analises moleculares, realizou-se a analise de sobrenomes com dados
obtidos no banco de dados do projeto Bahia Azul, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Mauricio
Barreto do Instituto de Saude Coletiva da Universidade Federal da Bahia (ISC/UFBA). O

desenho do presente estudo esta sumarizado na Figura 2.
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PCR (Insergdes Alu ¢ indel) PCR em Tempo Real (SNP)

v v

Analises Estatisticas
(GENEPOP, ADMIX, GDA, DISPAN e STRUCTURE)

Figura 2. Desenho experimental utilizado na analise das amostras

4.2 Populacio estudada

Neste trabalho foram utilizadas amostras provenientes da cidade de Salvador, capital
do estado da Bahia, cidade com uma area de 706,799km2, latitude: 12° 58" 15" S, longitude:
38° 30" 39" W, populacdo de 2.892.625 habitantes (IBGE, 2007).

A casuistica deste estudo inclui amostras de DNA de 1.286 individuos selecionados
randomicamente, para o estudo de prevaléncia e incidéncia de marcadores soroldgicos para
agentes infecciosos entre residentes de distintos espagos intra-urbanos chamados de “areas
sentinelas”, como forma de medir o impacto na implantacéo do sistema de saneamento basico
em algumas dessas areas. O esquema amostral estd descrito com detalhes por Teixeira et al.
(2002). Em resumo, a populagfo de estudo foi selecionada de uma amostra inicial de 30 areas
sentinelas da cidade de Salvador escolhidas para representar a grande variedade de condigdes
de vida nessa cidade (Figura 9). Nestas areas foram identificados 68.749 residentes; desses
1500 foram selecionados de acordo com o procedimento de amostragem aleatoria simples

sem reposi¢ao.
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Os genotipos das populagdes parentais utilizadas para comparagdo com os dados de
Salvador foram gentilmente cedidos pelo Dr. Mark D. Shriver, Departamento de
Antropologia, Universidade do Estado da Pensilvania. Este grupo ¢ composto por 134
Nigerianos, representando os africanos, 104 Alemies e Espanhdis, representando os europeus,

e 237 Nativos Americanos.

4.3 Extracido de DNA

As amostras de sangue e plasma foram coletadas no ano de 1997 (Teixeira ef al.,
2002) e encontram-se depositadas no Laboratéorio Avangado de  Saude
Publica/CPqGM/FIOCRUZ. Destas amostras retirou-se uma aliquota de 300ul para extracdo
de DNA genomico utilizando-se a técnica fenol-cloroférmio como descrita anteriormente por

Panasci et al., 1977.

4.4 Marcadores analisados

Todos os marcadores selecionados ja foram amplamente utilizados em outros estudos e

portanto, ja validados para este tipo de analise.

4.4.1 Insercao Alu e indel

Foram analisados quatro marcadores sendo um polimorfismo de inser¢do/dele¢do, no
locus AT3, e trés inser¢des Alu nos loci Sh19.3, APO e PV92. A localizagdo citogenética para
os loci estudados e o tipo de marcadores analisados estio relacionados no Quadro 2. A
seqiiéncia dos primers utilizados e as condi¢cdes de amplificagdo da PCR estdo descritas no

Quadro 3.
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4.4.1.1 Insercao/Delecao (473-1/D)

A antitrombina III (473) é um membro da familia dos inibidores da serina proteinase.
Ela inativa, irreversivelmente, varias proteinases de coagulagdo, tais como os fatores [Xa, Xa,
XlIa e trombina. O gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1g25.1), possui 19kb e sete
éxons (Liu et al., 1995). No presente estudo foi analisado o polimorfismo de comprimento de
76bp (inser¢do/deleg¢do) na regido 5’ do éxon 1 (Liu ef al., 1995). A presenca desta inserg¢ao

gera um fragmento de 572bp e caracteriza o alelo AT3-I/D*1, mais freqiiente na populacéo

africana.
Loci Polimorfismo Nimero de rs Localizagio Populagdo com malor
freqiiéncia do Alelo*1
AT3-1/D 76bp indel rs3138521 1g25.1 Africana
Sb19.3 Insercdo Alu rs3138524 19p12 Europeu
APO Insercdo Alu rs3138522 11923.3 Europeu
PV92 Insercdo Alu rs3138523 16¢23.3 Amerindia
FY-Null A>G rs2814778 1923.2 Europeu
LPL T>C rs285 8p21.3 Africana
CKMM C>T rs4884 19q13.32 Amerindia
GC-34nt** G>T 1s7041 4ql13.3
GC-45nt** C>A rs4588 4ql13.3
CYP344 A>G rs2740574 7q922.1 Amerindia

Quadro 2. Localizagdo citogenética dos /oci analisados e populagdes parentais com maior freqiiéncia do alelo*1.
** = Estes dois diferentes polimorfismos no gene GC, um no nucleotideo (nt) 34 e outro no 45, formam
os alelos GC*1F (mais freqiiente em africanos) , GC*1S (mais frequente em europeus) e GC*2.

4.4.1.2 Insercoes Alu (SB19.3, APO e PV 92)

As inser¢des Alu sdo repeticdes intercalantes curtas (SINE, do inglés short interspersed
repetitive elements) diméricas de aproximadamente 300pb, e representam 10% do genoma
humano. Cada elemento 4/u ¢ um retrotransposon homdlogo ao gene 7SL RNA e que se

movimenta através do genoma de primatas por um processo definido como retrotransposicao.
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Os polimorfismos de inser¢des Alu sdo marcadores ideais para estudos evolucionarios
humanos porque a retrotransposi¢do produz eventos de insercdo irreversiveis e amplamente
distribuidos, cada qual com o estado ancestral conhecido (Watkins et al., 2001). Os elementos
Alu podem ser classificados em familias e subfamilias com base na identidade nucleotidica
entre elas.

A inser¢do Alu Sbh19.3 pertence a subfamilia Yb8 e estd localizada no cromossomo
19p12 (Arcot et al, 1998). A presenca da inser¢do Alu gera um fragmento de
aproximadamente 457pb que caracteriza o alelo Sh/9.3*1. Este alelo apresenta freqii€éncia
elevada em europeus e nativo-americanos. O locus Alu APO esta proximo ao complexo de
genes da apolipoproteina AI-CIII-AIV no brago longo do cromossomo 11 (Karathanasis et al.,
1986). A presen¢a da inser¢do Al/u gera um fragmento de aproximadamente 409pb e
caracteriza o alelo APO*1, bastante freqiiente em nativo-americanos e europeus. O Alu PV-92
localiza-se no cromossomo 16 (Batzer et al., 1994) e a caracterizacdo do alelo PV92*] da-se
pela presenga da insercdo Al/u que gera um fragmento de aproximadamente 400pb, mais
prevalente em populagdes asidticas. O tamanho dos fragmentos gerados para os alelos de cada
polimorfismo de inserc¢do sdo especificos para as seqii€ncias de primers descritas no Quadro

3.

4.4.2 Marcadores SNP

Além dos marcadores citados também foram analisados polimorfismos de unico
nucleotideo (SNP) (FY-null, LPL, CKMM, GC e CYP3A44).

A localizag@o cromossomica e os possiveis alelos estdo representados na Quadro 2. A
genotipagem para estes polimorfismos foi feita por PCR em tempo real com kits comerciais
pela Applied Biosystems, exceto para o CYP344 que teve sua regifio de interesse identificada e

enviada para sintese de primers e sondas também pela Applied Biosystems.
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4.4.2.1 FY-null (antigeno Duffy)

Os antigenos Duffy sdo proteinas multiméricas da membrana de eritrdcitos 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). O fendtipo Fy (a-b-) fornece a
prote¢do completa para infec¢do pelo Plasmodium vivax.

O sistema de Duffy foi o primeiro grupo sanguineo a ter o /ocus genético atribuido ao
cromossomo autossomico especifico, o cromossomo 1 (Donahue ef al., 1968).

A variante a ser analisada neste estudo esta relacionada com o fendtipo Fy (a-b-) que
teve sua base molecular demonstrada por Tournamille ef al. (1995). Esta é uma transi¢do de
uma adenina (A) para uma Guanina (G) na posicdo -46 da regifo promotora deste gene. A
populagdo européia praticamente possui apenas o alelo A, convencionalmente chamado de
alelo FY-null*I, juntamente com os nativos americanos, enquanto que os africanos

apresentam apenas o alelo G.

4.4.2.2 LPL

A lipoproteina lipase (LPL) esta envolvida no metabolismo de triglicérides através do
catabolismo de particulas como quilomicrons ¢ VLDL (do inglés, very low density
lipoproteins) (Stepanov & Lemza 1993). A variante a ser estudada no locus LPL é uma
transicdo de uma timina (T) para uma citosina (C) e encontra-se no intron 6 do gene da
lipoproteina lipase (LPL), onde o alelo T, também conhecido como alelo LPL*], encontra-se
mais frequente em populagdes africanas e o alelo C em populacdes asiaticas, sendo que as

populagdes européias apresentam freqii€éncias semelhantes desses alelos.
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4.4.2.3 CKMM

A creatina cinase existe como um dimero: a enzima do musculo (MM) consiste em 2
subunidades idénticas de M, ¢ a do cérebro (BB) consiste em 2 subunidades idénticas de B
(Dawson et al., 1968). Outros tecidos mostram uma terceira, a enzima hibrida MB. As
isozimas dimericas da creatina cinase estdo envolvidas na manutencdo dos niveis
intracelulares de ATP, particularmente nos tecidos que t€ém demandas de energia elevada. A
isozima MM da creatina cinase € encontrada exclusivamente em musculo estriado; a isozima
BB ¢ encontrada no musculo liso, cérebro e nervos; CKMB ¢ encontrado no coragdo humano.

O gene da creatina cinase esta localizado no cromossomo 19q13.32 ¢ o polimorfismo
estudado neste gene consiste em uma transi¢do C>T, no éxon 8. Sendo o alelo C prevalente

nas populagdes européias e africanas e o T, ou alelo CKMM*], na asiatica.

4.4.24 GC

A proteina ligadora de vitamina D tem seu gene localizado no cromossomo 4. Neste
foram identificadas duas mutacdes no éxon 11, uma na posi¢do 34, uma transicdo de G para
T, que leva a troca de um acido aspartico para um acido glutdmico na cadeia polipeptidica, no
codon 416. E outra no nucleotideo 45, a substituicdo de uma C por uma A com conseqiiente
altera¢do de um aminoacido treonina para uma lisina no cédon 420 (Braun et al., 1992).

A combinagdo dessas mutagdes gera trés diferentes isoformas da proteina ligadora de
vitamina D (Sandford et al., 1997). Cada isoforma corresponde a um alelo: *1F (T para o
nucleotideo 34 e C para o 45), mais freqiiente em africanos, *1S (G para o 34 e C para 45),

mais freqliente em europeus, ¢ 0 2 (com uma T na posi¢do 34 ¢ A na 45).

4.4.2.5 CYP344

O Citocromo P450 3A4 (CYP344) se expressa predominantemente e
constitutivamente no figado (Wrighton & Stevens, 1992), seu gene ¢ ativado

transcricionalmente por uma variedade de estruturas quimicas.
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O CYP3A44 ¢ responsavel pelo metabolismo oxidativo de uma grande variedade de
xenobioticos, incluindo, aproximadamente, 60% de todas as drogas clinicas utilizadas.

Na regido 5’ proxima ao gene, que esta localizado no cromossomo 7, encontramos a
substituicdo de nucleotideo A>G. O alelo A, também descrito como alelo CYP344*1, é mais

freqiiente em europeus e asiaticos, enquanto que o alelo G ¢ predominante em africanos.

4.5 Genotipagem das inserc¢des Alu e indel pela reaciio em cadeia da polimerase (PCR)

O polimorfismo indel e as inser¢des Alu (AT3-1/D, Sbl19.3, APO e PV92,
respectivamente) foram genotipados por PCR utilizando os primers (Quadro 3) e condigdes
de PCR de 1 ciclo com 94°C por 6 minutos ¢ T° de pareamento (Quadro 3) por 2 minutos;
seguido por 35 ciclos com 72°C por 1 minuto, 94°C por 30 segundos, T° de pareamento por 1
minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

As reagoes de PCR foram feitas em termociclador “Perkin Elmer-Cetus 9600 em
volume total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM tris-HCI pH 8,5; 50 mM KCl,
1,5 mM MgCl,; 0,01% gelatina; 200 mM de cada ANTP; 0,25 mM de cada primer, ¢ 1U de
Taq DNA polimerase. As temperaturas de pareamento estdo descritas na Quadro 3.

Os fragmentos gerados foram analisados em gel de agarose a 2% ou poliacrilamida
6%, corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de prata,
respectivamente (Figuras 3, 4, 5 ¢ 6). Para analise do tamanho dos fragmentos gerados foi
utilizado o marcador de peso molecular N3236S da New England Biolabs® de 50pb.
Inicialmente a genotipagem destes marcadores foi analisada em gel de agarose corados com
brometo de etideo e os resultados confrimados em gel de poliacrilamida com a coloragdo por

nitrato de prata.

. in . Temperatura de
Loci Seqiiéncia dos primers
pareamento

AT3-I/D  F:5-CCACAGGTGTAACATTGTGT-3’ 540C

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

R: 5’-AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA-3’
PV92 F: 5’>-AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT-3’ 56°C

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 utilizados para amplificagdo dos /oci estudados.
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|| WL

Figura 3. Padrio de bandas observado para o /ocus AT3-1/D. M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 3 e 4:
individuos homozigotos para a auséncia da inser¢do (496pb). Raias 6 e 7: individuos heterozigotos (572pb e
496pb). Raia 5: individuo homozigoto para a presenca da inserg¢@o (572pb).

M1234567 8

409pb

109pb
Figura 4. Padrdo de bandas observado para o locus APO. M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2 e 3:

individuos homozigotos para a presenca da insercdo (409pb). Raias 4, 5 e 6 : individuos heterozigotos (409pb e
109pb). Raias 7 e 8: individuos homozigotos para a auséncia da inser¢do (109pb).

M123456789

a

Figura 5. Padrdo de bandas observado para o locus SB19.3. M: Marcador de peso molecular. Raia 1 e 3:

individuo homozigoto para a presenca da inser¢do (457pb). Raia 2, 4, 5, 6: individuos heterozigotos (457pb e
157pb). Raia 7, 8 e 9: individuo homozigoto para a auséncia da inser¢do (157pb).

M123456789
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Figura 6. Padrao de bandas observado para o locus PV92. M: Marcador de peso molecular. Raias 1, 2 e 3:
individuos homozigotos para a presenga da inser¢do (400pb). Raia 4, 5 e 6: individuos heterozigotos (400pb e
100pb). Raias 7, 8 e 9: individuos homozigotos para a auséncia da inser¢do (100pb).

4.6 Genotipagem dos SVP: PCR em tempo real

O PCR em tempo real é baseado no uso de uma sonda fluorescente, com seqiiéncias
especificas para cada alelo, onde cada sonda foi marcada com um fluoréforo diferente.

Cada sonda hibridiza com a seqiiéncia alvo gerando sinal fluorescente proporcional a
concentracdo dos produtos amplificados, permitindo assim, correlacionar a intensidade de
sinal coletada com a quantidade de produto amplificado (Figura 7). O sistema utilizado para
realizacdo dessa reacdo foi o TaqMan™ da Applied Biosystems do Brasil. Nesse sistema, a
sonda se hibridiza na regido complementar do DNA alvo que est4 localizada entre os sitios de
ligagdo dos primers. Cada sonda é marcada com um fluoréforo diferente denominado
reporter (R) na extremidade 5°. Na extremidade 3’ existe outro fluoréforo denominado
quencher (Q) cuja fungdo ¢é absorver a emiss@o de fluorescéncia do reporter, quando a sonda
se encontra intacta. Durante a PCR ocorre a hibridizagdo dos primers e da 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 foi detectada e sua intensidade aumentou em
fun¢do do numero de cdpias que foram amplificadas. Apds a amplificagdo como num PCR
convencional foi feita a discriminagdo alélica, onde se quantificou a intensidade de cada
fluor6foro, correspondendo a um determinado alelo. Os diferentes gendtipos emitem
fluorescéncia correspondente a cada alelo marcado (Figura 8A), um com o fluoréforo VIC e
outro com o fluoréforo FAM. Se ambos os alelos apresentarem fluorescéncia teremos um

genodtipo heterozigoto (Figura 8A).

Figura 7. Representacdo esquematica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real pelo método
Tagman ®.
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A) Pareamento dos primers e sonda TagMan, inicio da atividade 5’ exonuclease da Taq DNA polimerase
B) Hidrdlise total da sonda TagMan com a separacdo dos corantes (Repdrter e Quencher), a intensidade de
emissdo de luz fluorescente é proporcional a quantidade de produto formado.
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Figura 8. A — Quantidade de fluorescéncia capturada durante a amplificagdo em aparelho de PCR em Tempo
Real por cada sonda, Verde: VIC, Vermelho: FAM, correspondendo a cada um dos alelos dos marcadores
analisados. No exemplo temos um genotipo heterozigoto, pois foi detectada fluorescéncia para ambas as sondas
B — Grifico de discriminagdo alélica gerado a partir da emissdo de fluorescéncia pelas sondas especificas para
cada alelo. No eixo das abcissa temos os individuos representados por circulos vermelhos, estes sdo
homozigotos para um dos alelos, os representados no eixo das ordenadas, pelos losangos azuis, sdo homozigotos
para o outro alelo e os tridngulos verdes sdo os heterozigotos.

4.7 Analise de sobrenomes

Das 1.286 amostras utilizadas para genotipagem dos marcadores 1.016 possuiam
dados de bairro de origem e sobrenomes. Os bairros presentes no banco foram agrupados
utilizando como referéncia a classificacdo da Secretaria do Planejamento, Urbanismo e Meio
Ambiente (SEPLAM) que separa a cidade de Salvador em 18 regides (Figura 9). Em cada
regido (Apéndice A e Figura 9) e na cidade como um todo foi identificado os sobrenomes de

conotagdo religiosa mais freqiientes (Tabela 2 do manuscrito 2).

4.8 Analises estatisticas

As freqiiéncias alélicas, a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg e a analise de
associacdes par-a-par entre /oci foram realizadas pelo programa GENEPOP versio 3.4

(Raymond & Rousset, 1995).
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Com base nas freqiiéncias de populagdes ancestrais amerindias, européias e africanas,

calculadas a partir dos dados enviados pelo Dr. Mark D. Shriver, foram realizadas as analises

Regides Administrativas
- Centro
- ltapagipe
- S&o Caetano

- Liberdade

- Brotas

- Barra

- Rio Vermelho

- Pituba/Costa Azul

- Boca do Rio/Patamares

- ltapua

- Cabula

- Tancredo Neves

-Pau da Lima

- Cajazeiras

- Ipitanga

- Valéria

- Subirbios Ferroviarios
XV - llhas

Figura 9. Mapa de Salvador por regido administrativa.

de estimativas de mistura étnica pelo programa ADMIX, admitindo-se o modelo tri-hibrido
para a populacgéo de Salvador (Chakraborty, 1985).

Os valores de heterozigose média (Hs) foram calculados utilizando o programa DISPAN
(Ota, 1993) e as Estatisticas F pelo programa GDA (Lewis & Zaykin et al., 1997).

Foi utilizado também o programa Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000) com o objetivo
de estimar a contribui¢do ancestral de cada individuo estudado, baseado nos genotipos tanto
da populacdo de Salvador quanto das populagdes ancestrais (Shriver, comunicagdo pessoal).

Os parametros utilizados para esta analise foram baseados no trabalho de Luizon, 2007.
Para determinar mais precisamente os agrupamentos que representavam os individuos
pertencentes as populacdes consideradas parentais foi habilitada a opg¢do Use Pop Info
Selection FLAG. Na opg¢do Ancestry Model foi selecionado Use Population Information. As
analises foram realizadas com K = 3 como pardmetro predefinido para o ntmero de
populagdes assumidas como parentais, com 30.000 interagdes para o periodo burn-in e

100.000 interagdes adicionais para obter as estimativas dos pardmetros.
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4.9 Consideracdes éticas

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagio Oswaldo Cruz, em Salvador (BA) de

acordo com o parecer de nimero 84/2006 (Anexo A).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussido apresentam-se nos manuscritos 1 ¢ 2 e os resultados das analises

realizadas e ndo mostradas nos textos dos artigos foram adicionadas como apéndice.
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5.1 MANUSCRITO 1
Estimativa de mistura genética em uma amostra da populacio de Salvador-BA-Brasil.

Machado, T.M.B.l, Bornﬁm,T.F.1 , Acosta, AX12 , Sousa, S.M.B.°, Galvido-Castro, B.1’3,
Abé-Sandes, K.

1- Laboratdrio Avangado de Saude Publica/ Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ,
2- Faculdade de Medicina da UniversidadeFederal da Bahia (UFBA), 3- Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica/Fundagdo para o Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC), 4-
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), 5- Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB).

Resumo

Os amerindios, africanos e europeus foram identificados como principais formadores da
populagdo brasileira e conseqiientemente da populacdo de Salvador. A populacdo brasileira
considerada a mais heterogénea do mundo é resultado de 500 anos de miscigenacdo. Contudo
a distribui¢do dos grupos étnicos ancestrais ao longo do territorio brasileiro ndo 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 contribui¢do dos grupos ancestrais nesta
populac@o foram analisados 1.312 individuos, provenientes da populag@o de Salvador, para os
alelos especificos de populagdo AT73-1/D, APO, SB19.3, PV92, FY-null, LPL, CKMM, GC-
*1F, GC-*1S e CYP3A44. A miscigenagdo da populagdo de Salvador foi confirmada pela
diferenca das freqiiéncias desta populagdo com as ancestrais. Assim como pela estimativa de
mistura populacional, com contribui¢do africana de 49,2%; 36,3% européia e 14,5%
amerindia ¢ também pelas analises de heterozigose média (0,407) e estrutura populacional
(associagdo entre os marcadores SB19.3 e LPL). A estatistica F (0,005) demonstrou que as
regides da cidade de Salvador sdo diferentes, porém em pequenas propor¢des. Ao
compararmos a estimativa da contribui¢do africana do IBGE, 2000, por autodenominagéo
com os dados moleculares deste trabalho concluimos que a autodenomina¢do ¢ um critério
impreciso na avaliagdo da contribui¢do parental dentro desta populagao.

Palavras Chave: Salvador; miscigenacdo; Alelos especificos de populagio.

Introducao

A formacgdo da populagdo brasileira é resultado de 500 anos de miscigenagdo entre os
trés principais grupos étnicos ancestrais: africanos, europeus e amerindios. Como
conseqiiéncia desse processo a nossa populacio ¢é considerada como uma das mais
heterogéneas do mundo. A histéria da formagdo da populacdo da Bahia é semelhante a
brasileira, tendo em vista que Salvador foi a primeira capital do Brasil, um importante po6lo
socioecondmico.

Segundo Curtin (1969), o Brasil teria recebido cerca de 4 milhdes de escravos, durante
os anos de 1600 a 1870, o que compreende 40% do total de escravos que foram introduzidos

nas Américas neste periodo.
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Com a abertura dos portos em 1808, o fluxo de imigrantes provenientes da Europa
intensificou-se e continuou acentuado até o inicio do século XX. De acordo com Callegari-
Jacques e Salzano (1999), dos imigrantes que chegaram ao Brasil entre 1500 e 1972, 58%
eram europeus, 40% africanos e 2% asiaticos.

Dados do IBGE 2000 demonstram que 77,5% da populagdo da Bahia (10.095.282
individuos) ¢ composta por afrodescendentes sendo que em Salvador 79,8% sdo
negros/pardos.

As migra¢des em massa durante o periodo colonial do Brasil promoveram a dispersdo
destes trés grupos étnicos formadores ao longo do pais favorecendo dessa forma a
miscigenacdo. Entretanto, o estudo de Azevedo et al. (1982) demonstram a diversidade na
distribui¢ao dos negros no estado da Bahia ¢ o branqueamento dessa populagdo a medida que
a distancia do litoral aumenta, com excecdo das regides economicamente importantes, onde a
mao de obra escrava foi muito utilizada.

Em um estudo realizado em Salvador foi demonstrado que mesmo entre os grupos
urbanos a miscigenag@o ndo ocorre de forma homogénea, existe uma forte tendéncia a unides
entre individuos do mesmo grupo racial (Azevedo et al.,1986). Além disso, tanto os dados
histéricos como dados genéticos obtidos através da analise do cromossomo Y (Carvalho-Silva
et al., 2001; Abé-Sandes et al., 2004) e do DNA mitocondrial (Alves-Silva et al, 2000)
evidenciam a ocorréncia no passado de um forte direcionamento entre os casamentos, sendo
mais freqiientes as unides entre homens europeus e mulheres amerindias e africanas.

Estimativas de mistura baseadas em marcadores uniparentais (Y e DNAmt)
demonstraram a diversidade genética das populagdes brasileiras e apontam que mesmo em
descendentes de europeu € possivel encontrar alelos tanto de origem africana (Carvalho-Silva
et al., 2001; de Souza et al., 2003; Abé-Sandes et al., 2004) como amerindia (de Souza et al.,
2003; Abé-Sandes, 2002).

A diversidade genética dos alelos para quaisquer /oci ¢ compartilhada por todas as
populagdes. Dados da literatura também revelam que a maioria (de 80% a 90%) da variagdo
genética que ocorre entre humanos ¢ interindividual e que somente 10% a 20% da variacdo
total é devida a diferengas populacionais (Nei,1987; Cavalli-Sforza ef al., 1994; Deka et al.,
1995).

Tanto os alelos unicos (Chakraborty et al, 1991) quanto os alelos especificos de
populagdes (PSA) (Shriver et al., 1997) sdo tteis para a investigagdo forense, estimativa de
mistura étnica, ou estudos de mapeamento génico (Reed, 1973; Chakraborty et al, 1992;

Stephens et al., 1994).



40

Alguns estudos tém utilizando /oci PSA autossomicos (Parra et al.,1998; Parra et al.,
2003; Shriver et al., 1997; Shriver et al., 2003) para estimar a contribui¢do ancestral em
diferentes populacdes com o intuito de melhor caracteriza-las.

O objetivo do presente estudo foi realizar tal analise com a populacdo de Salvador,
conhecidamente miscigenada e que possuiu uma distribui¢do diferente das populagdes

ancestrais.

Material e Métodos

- Amostras

Foram utilizadas 1.286 amostras provenientes da base de dados de um amplo projeto
que estimou a prevaléncia e incidéncia de marcadores soroldgicos para agentes infecciosos na
cidade de Salvador (Teixeira et al, 2002). As amostras foram subdivididas em regides,
compreendendo diferentes areas administrativas (Figura 9 e Apéndice A).

Foram utilizados também os genétipos de amostras parentais de 134 Nigerianos,
representando os africanos, 104 Alemies e Espanhdis, representando os europeus, e 237
Nativos Americanos, gentilmente cedidos pelo grupo do Dr. Mark D. Shriver, Departamento
de Antropologia, Universidade do Estado da Pensilvania.

- Marcadores

Foram analisados nove marcadores sendo um polimorfismo de inser¢io/delecdo (AT3-
I/D), trés inserg¢des Alu (Sb19.3, APO e PV92) e cinco SNP (FY-null, LPL, CKMM, GC ¢
CYP3A44). Todos os marcadores possuem um alto diferencial (6>30%) de freqiiéncia entre as
populagdes parentais.

- Analise Laboratorial

O DNA de todas as amostras foi extraido pela técnica fenol-cloroférmio (Panasci et
al., 1977). A genotipagem foi diferenciada de acordo com o tipo de marcador, para as
insercdes Alu e a indel foi aplicada a técnica de PCR utilizando os primers e condi¢des de
PCR, com pequenas modifica¢des, descritas na literatura (Shriver et al., 1997; Parra et al.,
1998). Os fragmentos gerados foram analisados em gel de agarose a 2% ou poliacrilamida
6%, corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de prata,
respectivamente.

Para os marcadores do tipo SNP foi utilizada a técnica de PCR em tempo Real

utilizando kits comerciais, sistema TaqgMan' ", da Applied Biosystems.
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- Analises Estatisticas

As freqiiéncias alélicas, a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg e a analise de
associagdes par-a-par entre os loci foram realizadas pelo programa GENEPOP versdo 3.4
(Raymond & Rousset, 1995).

A estimativa de mistura populacional e individual foi realizada utilizando o programa
ADMIX 2.0 (Chakraborty, 1985), admitindo-se modelo tri-hibrido para a populagio de
Salvador, e o programa Structure 2.2 (Pritchard ef al, 2000), respectivamente. Esta ultima
teve o objetivo de estimar a contribui¢do ancestral de cada individuo estudado, baseado nos
gendtipos tanto da populagdo de Salvador quanto das populagdes ancestrais (Shriver,
comunicac¢do pessoal).

Os parametros utilizados para a analise individual foram baseados no trabalho de
Luizon, 2007. Para determinar mais precisamente os clusters que representavam os individuos
pertencentes a populagdes consideradas parentais foi habilitada a opgdo Use Pop Info
Selection FLAG. Na opg¢do Ancestry Model foi selecionado Use Population Information. As
analises foram realizadas com K = 3 como pardmetro predefinido para o nimero de
populagdes assumidas como parentais, com 30.000 interagdes para o periodo burn-in e
100.000 interagdes adicionais para obter as estimativas dos pardmetros.

Os valores de heterozigose média (Hg) foram calculados pelo programa DISPAN (Ota,

1993) e as Estatisticas F pelo programa GDA (Lewis & Zaykin et al., 1997).

Resultados e Discussao

Este é um trabalho pioneiro na populacéo urbana e néo classificada fenotipicamente da
cidade de Salvador utilizando estes marcadores. As freqiiéncias do alelo*1 encontradas para
cada marcador analisado estio sumarizadas na Figura 1; e as freqiiéncias genotipicas
encontradas e o numero de individuos analisados encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

Ao compararmos as freqiiéncias alélicas dos marcadores estudados na populacido de
Salvador com as encontradas nas populagdes ancestrais podemos observar que esta populagéo
realmente difere das ancestrais (europeus (EU), africanos (AF) e amerindios (NA)), dados
confirmados pela analise de diferenciagdo populacional (com resultado significante para todos
os marcadores analisados). As regides também mostram diferencas nas freqii€éncias quando
comparadas com as populagdes parentais, Tabela 3. As diferengas encontradas entre as
freqiiéncias alélicas ancestrais e as da populacdo de Salvador refletem o processo de
miscigenacdo entre as populagdes européias, africanas e amerindias, ocorridos durante o

periodo de colonizag¢@o até o presente.
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A analise de diferenciagdo populacional entre as regides de Salvador revelou uma
estruturagdo populacional, mostrada pela diferenciagdo génica significante para os loci AT3-
1/D, APO, PV92 e CKMM quando comparamos as subpopula¢des (dados ndo mostrados).

A andlise de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou que os marcadores
APO, FY-null, GC e CYP344 ndo se encontravam em equilibrio. Os dois primeros
apresentaram um aumento na quantidade esperada de homozigotos e os dois ultimos um
aumento na quantidade de heterozigotos.

A nlo adesdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg relacionada com o predominio de
homozigotos nos loci APO e FY-null, pode sugerir uma escolha ndo completamente
randomica, mesmo sendo aleatdria, das amostras utilizadas neste estudo. Uma vez que a
coleta ndo abrange toda a cidade e foi diferenciada entre as regides sendo mais da metade da
amostra proveniente das regides IlII, IV e XVII, tendo a tltima uma participagdo de 30% no
total das amostras. Podendo assim favorecer a coleta de amostras de individuos com
percentual maior de ancestralidade africana, européia ou amerindia.

Outra possibilidade seria a influéncia da ocorréncia de casamentos preferenciais ja
descritos para esta populacdo, ou seja, unides/casamentos entre individuos do mesmo grupo
racial. Azevedo et al. (1986)* apontaram para uma ndo homogeneidade na miscigenagdo até
mesmo entre grupos urbanos. As unides entre individuos do mesmo grupo étnico estariam
favorecendo o aumento das freqiiéncias dos genotipos homozigotos para os alelos estudados.

Para os loci GC e CYP3A4 o excesso de heterozigotos pode indicar uma miscigenacio
elevada de determinadas regides da cidade, favorecendo o aparecimento de heterozigotos.
Essa sugestdo pode ser corroborada por dados de heterozigose média encontrada para as
diferentes regides, 0,425, variando entre 0,359 (Regido II) e 0,411 (Regifo I).

Outro elemento importante a ser considerado na analise deste desvio de equilibrio ¢ a
migracdo bastante freqiiente dentro desta populagdo (IBGE, 2000) tanto como emigragdo, ou
seja, pessoas desta cidade se deslocando para outras regides, a exemplo da regido sudeste e
também imigragdo, onde ha um deslocamento de individuos do interior do estado para a
capital.

A ndo aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg parece estar sendo reforcada pela
diferen¢a no indice de heterozigose somada as diferentes contribui¢des ancestrais encontradas
para cada regido (Tabela 4) demonstrando assim que as regides sdo diferentes entre si do
ponto de vista genético

A diversidade génica encontrada na populacdo de Salvador foi de 0,407, variando entre

0,359 a 0,409, nas diferentes regides estudadas. Esses valores s3o mais elevados que os
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valores encontrados nas populac¢des ancestrais, de 0,250 em africanos, 0,254 em europeus e
0,262 nativos americanos. Esses resultados corroboram os fatos historicos de que a populagéo
de Salvador possui contribuicdo ancestral de diferentes populagdes, revelado pelo
aumentando da diversidade genética intrapopulacional, quando comparado com as populagdes
parentais (Salzano & Freire, 1986).

Comparando as regides encontramos um valor de Fst de 0,005, sendo o maior valor
0,009 e o menor 0,003 (com intervalo de confianga de 99%), este € considerado um pequeno
intervalo (Hartl & Clark 1997), mostrando que estas populagdes sdo pouco diferentes entre si
(quanto mais préximo de 1 maior a diferenca).

Para avaliarmos a contribui¢do de cada populacdo ancestral na composi¢do da
populagdo de Salvador realizamos analises estatisticas com base nos dados encontrados para
os nove loci estudados. Esta analise compara os dados encontrados na populagido de estudo
com dados das principais populagdes ancestrais, africanos, europeus ¢ nativos americanos. Os
resultados desta analise mostram que a maior contribuigdo na formagio da populagido de
Salvador é de origem africana com 49,2%, seguida da européia e amerindia, com 36,3% e
14,5%, respectivamente, como mostrado na Tabela 4. A maior contribui¢do africana ¢
corroborada pela analise de distancia genética Figura 1 que demonstrou que a populacéo de
Salvador se aproxima mais da populacio africana que das demais populagdes ancestrais.

Em outro estudo desenvolvido em populagdes brasileiras foi encontrada uma
contribui¢do africana, em amostras auto-classificadas como brancas, variando entre 13 a 32%
e em individuos da zona rural com classifica¢do fenotipica a variagio foi de 31 a 51% (Parra
et al., 2003).

A analise da contribui¢do das populagdes ancestrais também foi realizada estratificando
a cidade de Salvador em diferentes regides, com base na classificagio da SEPLAM
(Secretaria do Planejamento, Urbanismo e Meio Ambiente). Os resultados desta andlise
apontam para uma contribui¢do africana maior na Regido II — Itapagipe (58,54%) e menor na
Regido VIII — Pituba/Costa Azul (31,66%) sugerindo uma associagdo inversa entre a
ancestralidade africana e nivel s6cio-economico.

Comparando os valores encontrados para a contribui¢do africana na populagdo de
Salvador com as populagdes do continente americano observa-se que a populagdo baiana ¢
diferente das populagdes ja estudadas. Possuindo contribui¢do africana superior as demais,
com exce¢do a populagdo afro-caribenha de Tobago (94% de contribuicdo africana)

(Miljkovic-Gacic ef al., 2005). E ao comparar estes dados com os das populagdes brasileiras,
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classificadas fenotipicamente (Parra et al, 2003), a contribuicdo africana da cidade de
Salvador é similar a contribuicdo africana dos individuos classificados como intermediarios.

Comparando os dados de Salvador com os das demais regides do pais ¢ possivel
observar que nesta cidade a contribuicdo africana é maior que o descrito para o Nordeste.
(Parra et al., 2003).

Esses achados corroboram dados histdricos sobre a colonizag@o brasileira, pois foi nesta
cidade que se iniciou o processo de colonizago e exploracdo das riquezas naturais do Brasil,
sendo, por isso, a primeira cidade a receber um grande contingente de imigrantes portugueses
e africanos.

O desequilibrio de ligacdo ocorre como uma conseqiiéncia de mutacio, selecdo, deriva
genética e estrutura populacional produzida por miscigenac¢do ente populagdes etnicamente
distintas (Smith et al., 2001). A estruturagdo da populacdo pode ser sugerida uma vez que
fazendo analise de desequilibrio de ligago, ou associagdo de /oci par-a-par encontramos uma
associacdo entre marcadores ndo ligados, ou seja, ndo fisicamente proximos.

Para observarmos a existéncia de estruturag@o nesta populacdo foi feita uma analise de
associagdo par-a-par entre os nove marcadores estudados, os loci que ndo estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg ndo foram analisados. Apds a correcdo de Bonferroni (Johnson
et al., 1992), foi encontrada a associacdo par a par entre os loci SB19.3 ¢ LPL indicando
estruturagdo por miscigena¢do, uma vez que essa associacdo compreende mais de 5% das
associagdes analisadas.

Foi realizada também a inferéncia de estrutura populacional comparando a populagio
de Salvador com as populacdes parentais. O diagrama apresentado na Figura 2 mostra que a
populagdo de Salvador é composta por individuos miscigenados. Resultado similar foi
observado para as regides (dados ndo mostrados). Nesta analise foi possivel verificar a
estimativa individual de mistura genética, sendo a amostra que apresentou maior contribuigdo
africana, 66,6%, proveniente da Regido XVII e a menor, 13%, da Regido VI, nesta ultima
também foram encontrados os maiores valores de contribui¢do européia e nativo americana,
53,4% e 52%, respectivamente.

Os resultados deste estudo reforcam os dados historicos de que a populagdo de
Salvador ¢ uma populacdo miscigenada, com uma formagfo tri-hibrida, tendo como

populagdes parentais os africanos, europeus e amerindios.
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Tabela 1. Freqiiéncias genotipicas e do alelo *1 dos PSA numa amostra da populacdo de Salvador-Bahia-Brasil.
**FA = Freqiiéncia alélica (para o alelo *1)

Marcadores

Genétipos AT3 APO SB19.3 PV 92 FYnull LPL CKMM CYP
n%) n®%) n%) n) n%) n(%) n(%) n(%)

*1/*1 325 736 552 86 376 602 92 254
(31,4) (61,2) (45,3) (7,3) (30,5 (55,3) (7,3) (28,6)

*1/*2 496 369 527 424 560 410 501 343
47,9 (30,7 (43,3) (35,770 (454) (34,6) (39,9 (38,6)

*2/*2 215 98 139 676 298 77 663 291
(20,7) (8,1) (11,4) 57 (24,1) ((7,1) (52,8 (32,8)

1036 1203 1218 1186 1234 1089 1256 888
FA** 0,553 0,765 0,670 0,251 0,531 0,741 0,273 0,480

Tabela 2. Freqiiéncias genotipicas e do alelo *1 do PSA GC numa amostra da populagido de Salvador-Bahia-

Brasil.

Tabela 3. Freqiiéncias alélicas dos marcadores
regides de Salvador-Bahia-Brasil.

GC*IF GC*1S GC*2 FA

Genotipo n (%) n (%) n (%)

GCHIF 18 (1,6) 20 (1,8) (j;j;) 0,242

GCHIS 3003 ( 272,‘;) 0,251

G2 ( 55%) 0,507
N total 1094

nas populagdes ancestrais, na cidade de Salvador e em diferentes

Alelos/ - AT3-I/D*1 Sb19,3*1 APO*1 PV 92*%1 FYnull*l LPL*1 CKMM*1 GC-F*1 GC-§S*1 CYP3A4
Populagdes *1
AFR? 0,858 0,415 0,420 0,225 0,001 0,971 0,164 0,853 0,069 0,198
EUR? 0,282 0,903 0,925 0,152 0,998 0,492 0,313 0,156 0,607 0,958
NA*? 0,061 0,645 0977 0,792 1,000 0,442 0,904 0,339 0,542 0,959
Salvador” 0,553 0,670 0,765 0,251 0,531 0,742 0,273 0,242 0,251 0,480
Regido I 0,444 0,656 0,674 0,213 0,540 0,684 0,295 0,256 0,256 0,543
Regido II” 0,611 0,722 0,667 0,206 0,417 0,857 0,083 0,206 0,206 0,350
Regido 11" 0,569 0,648 0,832 0,192 0,551 0,729 0,303 0,193 0272 0,455
Regido IV® 0,557 0,724 0,757 0,229 0,539 0,699 0,251 0,256 0,244 0,438
Regido VI 0,500 0,698 0,782 0,237 0,614 0,739 0,274 0,247 02256 0,522
Regido VIII® 0,583 0,826 0,929 0,350 0,660 0,717 0,396 0,050 0375 0,618
Regido IX" 0,631 0,647 0,772 0,226 0,483 0,778 0,219 0,340 0,250 0,395
Regido X" 0,418 0,655 0,726 0,307 0,588 0,729 0,333 0,192 0,285 0,550
Regido XVI 0,705 0,614 0,750 0,333 0,432 0,806 0,239 0,285 0,167 0,500
Regido XVII" 0,601 0,633 0,806 0,280 0,523 0,774 0,274 0,230 0,248 0,481

*= Shriver et al., 2003; ° = presente estudo. AFR = Africanos; EUR = Europeus; NA = Nativo Americanos
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Tabela 4 - Estimativa de mistura entre as diferentes regides de Salvador e na cidade como um todo.

Regides
I 1 I v VI VIII IX X XVI Xvill
. Sao . . Boca ~ - Suburbio Salvador
Centro  Itapagipe Cactano Liberdade Barra Pituba do Rio Itapua Valéria Ferrovidrio
Populagdes m m m m m m m m m m m
Africana 0,464 0,585 0,475 0,493 0,430 0,316 0,565 0,424 0,584 0,504 0,492
Européia 0,357 0,415 0,400 0,391 0,446 0,471 0,361 0,316 0,264 0,343 0,363
Amerindia 0,179 0,0 0,125 0,116 0,124 0,213 0,074 0,260 0,152 0,153 0,145

* Ao analisarmos esta regifo, considerando uma formagao tri-hibrida, a contribui¢do amerindia foi negativa
entdo adotamos o modelo di-hibrido. m = indice de mistura

100y 1

il

Figura 1. Arvore mostrando distancia genética entre a populagio de Salvador (1) e as populagdes africana (2),
européia (3) e Nativo-americana (4).

Africanos Salvador

.Europeus

Africanos

Nativos Americanos

Nativos
Americanos

Europeus

Figura 2. Agrupamento dos individuos da cidade de Salvador (circulos amarelos), de acordo com a
contribuigdo dos grupos parentais.
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5.2 MANUSCRITO 2
Associacdo entre sobrenomes de conotaciio religiosa e ancestralidade gendmica em

Salvador-BA-Brasil.

Machado, T.M.B.l, Bomfim,T.F.1 , Acosta, AX? , Galviao-Castro, B.'? , Abé-Sandes, K.
1- Laboratério Avangado de Satude Publica/Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ,
2- Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia (UFBA), 3- Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica/Fundagdo para o Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC), 4-
Universidade do Estado da Bahia (UNEB).

Resumo

Os nativos americanos, africanos e europeus foram identificados como principais
formadores da populagdo brasileira e conseqiientemente da populagdo de Salvador, primeira
capital do Brasil. Os tipos de sobrenomes (animal-planta, conotago religiosa e outros) dos
individuos ja foram utilizados em outros estudos para reconstruir a histéria biocultural da
populacdo da Bahia, sendo util na identificagdo da origem ancestral em populagdes
miscigenadas. A presenga de sobrenome de conotagdo religiosa € indicio de ancestralidade
africana do individuo. Foram identificados 287 sobrenomes na populacdo de Salvador. A
freqii€ncia de sobrenomes de conotagéo religiosa foi de 54,9% nesta populagédo e avaliando as
regides presentes no estudo observamos uma relagéo inversa entre a classe sdcio-econdmica e
a presenca deste tipo de sobrenome. Estes dados foram confirmados por uma maior
ancestralidade genomica africana (53,1%) entre individuos que apresentam sobrenomes de
conotacgdo religiosa. Isso sugere que mais da metade desta populagdo é de origem africana,
corroborando assim os dados historicos.

Palavras Chave: Salvador, miscigena¢@o, sobrenomes de conotagdo religiosa

Introducao

A cidade de Salvador esta situada no nordeste do Brasil ¢ foi a primeira capital
brasileira. A colonizagdo do Brasil se iniciou por volta de 1500 e este processo foi marcado
pela imigragdo principalmente de portugueses e africanos para o territdrio nacional, estes
tiveram sua distribuicdo heterogénea pelo Brasil (Viana, 1988). Favorecendo tanto a
miscigenagao entre eles como com os indigenas que aqui viviam.

No Brasil, viviam aproximadamente 2,4 milhdes de amerindios até¢ 1500 (IBGE, 2000).
Estima-se que, 500.000 portugueses chegaram ao Brasil até 1808 e 4 milhdes de escravos no
periodo de 1600 a 1870 (Ribeiro, 1995; Curtin, 1969). Dos imigrantes que chegaram ao Brasil
entre 1500 e 1972, 58% eram europeus, 40% africanos e 2% asiaticos (Callegari-Jacques &
Salzano 1999).

Com rela¢do a populacdo da Bahia os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), 2000, baseados em autodenominagdo, demonstram que 77,5% dessa
populagdo (10.095.282 individuos) ¢ composta por afrodescendentes sendo que em Salvador,

capital do estado, 79,8% autodenominam-se negros/pardos.
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Alguns estudos (Azevedo et al., 1982) ja tentaram reconstruir a histdria biocultural da
populagdo da Bahia e para isto utilizaram o tipo de sobrenome dos individuos (Azevedo ef al.,
1982). Esta variavel € rica em informagdes culturais, sociais e bioldgicas (Azevedo et al.,
1980), sendo util na identificagdo da origem ancestral em populagdes miscigenadas (Tavares-
Neto & Azevedo, 1977).

Os trés tipos de sobrenomes: de conotacdo religiosa, animal-planta e outros 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 uma grande propor¢do deles tinha um
significado religioso (Azevedo & Fortuna, 1983).

A adog¢do dos nomes de conotagdo religiosa € uma pratica antiga na Bahia e isso pode
ser constatado através de investigacdo de documentos do periodo da escraviddo (Azevedo et
al., 1982). Documentos como esses revelaram que a maioria dos escravos permanecia sem um
sobrenome apos adquirirem a liberdade. Estudos sugerem que a ado¢do de sobrenomes
cresceu em resposta a uma demanda social e ndo por uma decisdo voluntaria subita (Azevedo
& Fortuna, 1983). O método preferencial na aquisi¢do de sobrenomes era a escolha de
sobrenome de conotagio religiosa diferente do nome da familia do senhor (Tavares-Neto &
Azevedo, 1977).

Tavares-Neto e Azevedo (1977) demonstraram que a freqiiéncia de sobrenomes de
conotacdo religiosa aumenta com a proximidade do “fendtipo negro”. Assim, a medida que
nos afastamos para o interior ocorre o branqueamento da populagdo, 0 mesmo acontece com
os sobrenomes de conotagio religiosa, o fendtipo negro é mais encontrado nas regides
litordneas e com importancia econdmica, onde a mao de obra escrava era bastante utilizada. E
os sobrenomes de animal-planta tém sua freqiiéncia aumentada ao nos afastarmos para o
interior (Azevedo & Fortuna, 1983).

A presenca de sobrenome de conotagdo religiosa € indicio de ancestralidade africana do
individuo e esta pode ser corroborada por parametros bioldgicos como sistema sanguineo
ABO (Junqueira & Wishart, 1958) e comprimento do cromossomo Y (Barbosa et al., 1997).

O uso de sobrenomes para estimar a origem dos individuos de uma populagdo também
jé foi empregado em trabalhos com outras populagdes, que ndo brasileiras (Santos et al.,
2007; Branco & Mota-Vieira, 2005). Demonstrando que estd ¢ uma variavel que auxilia nos
estudos de ancestralidade de uma populagdo. Os resultados obtidos com a utilizagdo desta

ferramenta corroboram os dados moleculares também empregados neste tipo de estudo.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a associag¢@o entre sobrenome de conotaco religiosa

e ancestralidade africana na cidade de Salvador.

Material e Métodos

- Populagio estudada

Foram utilizadas 1.016 amostras da base de dados de um amplo projeto que estimou a
prevaléncia e incidéncia de marcadores sorologicos para agentes infecciosos entre residentes
de distintos espacos intra-urbanos chamados de “areas sentinelas”. O esquema amostral foi
descrito com detalhes por Teixeira et al.(2002).

- Identificag@o e Analise dos sobrenomes

A partir do banco de dados disponivel os individuos foram analisados um a um na
tentativa de verificar se apresentavam pelo menos 1 sobrenome de conotagio religiosa. A
identificagdo dos sobrenomes foi baseada na Tabela 1 (Tavares-Neto e Azevedo, 1977).

A analise foi realizada na cidade de Salvador como um todo e separado por regides de
acordo com a denominagdo da SEPLAM (Secretaria de Planejamento Urbanismo e Meio
Ambiente) que agrupa bairros proximos em 18 Regides (Figura 9 e Apéndice A).

- Marcadores

Foram analisados nove marcadores sendo um polimorfismo de insercdo/delecdo (AT3-
I/D), trés insercdes Alu (Sb19.3, APO e PV92) ¢ seis SNP (FY-null, LPL, CKMM, GC-34,
GC-45 e CYP3A4). Todos os marcadores possuem um alto diferencial (6>30%) de freqiiéncia
entre as populacdes parentais (Shriver et al., 1997).

- Analise Laboratorial

O DNA de todas as amostras foi extraido pela técnica fenol-cloroférmio (Panasci et
al., 1977). A genotipagem foi diferenciada de acordo com o tipo de marcador, para as
inser¢des Alu e a indel foi aplicada a técnica de PCR utilizando os primers e condi¢des de
PCR, com pequenas modificagdes, descritas na literatura (Shriver et al., 1997; Parra et al.,
1998). Os fragmentos gerados foram analisados em gel de agarose a 2% ou poliacrilamida
6%, corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de prata,
respectivamente.

Para os marcadores do tipo SNP foi utilizada a técnica de PCR em tempo real
utilizando kits comerciais, sistema TagMan'", da Applied Biosystems.

- Andlises Estatisticas
A estimativa de mistura populacional foi realizada utilizando o programa ADMIX 2.0,

considerando o modelo tri-hibrido para a popula¢do de Salvador (Chakraborty, 1985).
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Resultados e Discussao

Das 1.016 amostras analisadas a média de idade foi de 28 anos (variando entre 25 e 33
anos, entre as regides da cidade), escolaridade predominante foi o ensino fundamental ¢ a
maioria era do sexo feminino (58,3%), ndo houve diferenga na distribuicdo dos sobrenomes
de conotagdo religiosa entre os sexos (55% para ambos os gé€neros) (Apéndice B).

Foram identificados 287 sobrenomes na populagio de Salvador sendo menos da
metade de conotacdo religiosa, e estes estavam presentes em 54,9% das amostras estudadas.
Os 10 sobrenomes mais comuns estdo listados na Tabela 2, assim como os 10 mais freqiientes
sobrenomes de conotacdo religiosa e os sobrenomes mais comuns encontrados no trabalho de
Tavares-Neto & Azevedo, 1977.

Comparando o presente estudo com o de Tavares-Neto & Azevedo, 1977 observamos
uma semelhanca de 90% entre os sobrenomes mais freqiientes, sugerindo que os sobrenomes
mais freqiientes em Salvador sdo também mais freqiientes na Bahia como um todo.

Das 18 diferentes regides existentes na cidade de Salvador, foram identificadas na
nossa amostragem 10 e a freqiiéncia da presenca de sobrenome de conotagdo religiosa em
cada uma delas esta sumarizada na Figura 1.

Ao compararmos a presenga de sobrenome de conotacdo religiosa na cidade Salvador
(54,9%) com a porcentagem de afrodescendentes identificada, por autodenominagio, pelo
IBGE? (79,8%), é possivel observar que ha diferenga na freqiiéncia de individuos de origem
africana na amostragem deste censo. Indicando aumento na classificagdo auto-referida entre
as classes de individuos afrodescentes, uma vez que a classificacdo ¢ feita pelo proprio
entrevistado o que pode estar causando um viés de classificagao.

Outro ponto importante observado ao compararmos as freqiiéncias encontradas na
cidade de Salvador, mas desta vez entre as diferentes regides, é que, como esperado, ocorre
uma maior freqii€éncia de sobrenomes de conotagio religiosa nas regides que compreendem os
suburbios da cidade e/ou regides de classe sdcio-econdmica mais baixa (Regido XVI, II, III,
X, XVII, respectivamente). Em contra partida uma diminui¢do destes em regides de classe
econdmica mais elevada (Regido IX, I, VIII e VI, respectivamente). Estes resultados
confirmam a associagdo entre pobreza e populagdo negra no Brasil

Para as regides analisadas apenas a Regido IV, denominada como regido do bairro da
Liberdade, apresentou uma distor¢do do esperado, uma vez que neste bairro ha um indice
elevado de afrodescendentes. Esta distor¢do pode ser explicada pela representagido exclusiva
de outros bairros nesta regido como IAPI, Pau Miudo, San Martin, Pero Vaz e Caixa D’agua,

ndo apresentando individuos provenientes do bairro da Liberdade.
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Outra analise realizada neste estudo foi a estimativa de mistura entre os grupos com ¢
sem sobrenomes de conotacdo religiosa, os valores encontrados nesta andalise estdo na Tabela
3. Ao compararmos os resultados encontrados para o grupo com sobrenome de conotagdo
religiosa e para o grupo sem este tipo de sobrenome observamos que ha um aumento da
contribui¢do africana no grupo de individuos que possuem os sobrenomes de conotagio
religiosa, 0 mesmo acontece ao comparamos com a populacdo de Salvador como um todo.

Os resultados deste estudo sugerem que mais da metade (54,9%) da populagdo de
Salvador apresentam origem africana quando avaliamos a presenca de sobrenomes de
conotacdo religiosa.

E quando analisamos os marcadores informativos de ancestralidade, neste mesmo
grupo, observamos uma contribui¢io africana de 53,1% (Tabela 3).

Os dados moleculares da contribuicdo africana dentre os grupos com e sem sobrenome
de conotagdo religiosa confirmam a associacdo deste tipo de sobrenome a origem africana.

Este trabalho ainda nos permite inferir que a origem africana parece estar relacionada

com um nivel sdcio econdmico mais baixo nesta cidade.
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Tabela 1. Sobrenomes de conotacéo religiosa identificados por Tavares-Neto & Azevedo, 1977.

Sobrenomes
Aflitos Bispo Evangelista Piedade Santa Rita
Ajuda Boa Morte Hora Prazeres Santiago
Amor Divino Bomfim Jesus Purifica¢do Santos
Amparo Cardeal Luz Ramos Séo Pedro
Anjos Carmo Mercés Reis Socorro
Anunciagio Chagas Natividade Ressurrei¢do Soledade
Arcanjo Conceicéo Nascimento Rosério Trindade
Assis Cruz Paixdo Sacramento Virgem
Assungao Encarnagédo Palma Santana Virgens
Batista Espirito Santo Passos Sant”Anna Xavier
Tabela 2. Sobrenomes mais freqiientes na Bahia e em Salvador.
Salvador
Ordem de ) o
) Bahia* Geral Conotacdo religiosa

frequiéncia

1° Santos Santos Santos

2° Silva Silva Jesus

3° Souza Jesus Santana

4° Jesus Souza Nascimento

5° Oliveira Oliveira Concei¢do

6° Santana Santana Bispo

7° Lima Ferreira Reis

8° Nascimento Pereira Cruz

9° Conceicdo Lima Anjos

10° Pereira Nascimento Batista

* = Tavares-Neto & Azevedo, 1977
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Tabela 3. Estimativa de mistura em individuos com e sem sobrenome de conotagdo religiosa de Salvador.

Conotagdo Religiosa

Populagées Sim Nio Salvador
m m m
Africana 0,531 0,427 0,492
Européia 0,312 0,447 0,363
Amerindia 0,156 0,126 0,145

Figura 1. Freqiiéncia da presenca de sobrenomes de conotago religiosa em Salvador e nas diferentes regides da
cidade.
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6 CONCLUSAO

e Com este estudo foi possivel avaliar que os sobrenomes de conotacdo religiosa estdo
presentes em 54,9% da populagdo de Salvador e que provavelmente mais da metade
desta populagéo ¢ de origem africana, corroborando assim dados historicos.

e A maior freqii€ncia de sobrenomes de conotagdo religiosa e maior contribui¢io
africana nas regides de menor nivel socio-econdmico sugerem uma associacdo, ja
relatada em outros estudos, da pobreza e a populagdo negra.

e As diferengas nas freqiiéncias alélicas entre a populacido de Salvador e as ancestrais
indicam a miscigena¢do destes grupos na formagdo da populacdo de Salvador. Esta
miscigenacdo também é corroborada pela existéncia de associacdo, entre LPL e
Sh19.3, nas analises par a par, e pela significincia encontrada nas analises de
diferenciagéo populacional.

e Os indices de diversidade genética como Gst, Fst ¢ Hs também mostraram que
Salvador difere das populagdes ancestrais (Hs = 0,407; Gst = 0,31) e ao avaliarmos as
regides entre si observamos que estas sdo diferentes, apesar de apresentarem uma
diferenciacdo pequena (Fst = 0,005), corroborando a diferenga na contribuigio
ancestral de cada regido.

e A analise de diferenciagdo populacional entre as regides de Salvador revelou uma
estruturagdo populacional, mostrada pela diferenciacdo génica significante para os
marcadores AT3-1/D, APO, PV92 e CKMM quando comparamos as subpopulagdes.

e Com a analise dos nove alelos especificos de populacdo, Salvador apresentou uma
maior contribuigdo africana (49,2%), seguida de européia (36,3%) e amerindia
(14,5%). E as regides com classe socioeconomica mais baixa apresentaram uma maior
contribui¢do africana para os dados de estimativa de mistura.

e Estes resultados podem auxiliar estudos de associagdo entre fatores de saude com a
heterogeneidade étnica para melhoria e/ou implantagdo de programas de saude publica
que considerem a composicdo ancestral desta populagdo. Por exemplo, o alelo
CYP3A44*] esta associado com desenvolvimento de cancer de prostata (Kittles et al.,
2002), assim como o GC*/F associa-se com o desenvolvimento de doen¢a pulmonar
obstrutiva cronica (Sandford et al., 1997) e alelo FY-null*1 protege para a infecgdo

pelo Plasmodium vivax (Tournamille et al., 1995).
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APENDICE A - Descricdo dos bairros compreendidos em cada Regido definida pela

SEPLAM.

Regides

Bairros correspondentes

Regido I (Centro)

Regido II (Itapagipe)

Regido III (Sao Caetano)
Regido IV (Liberdade)

Regido V (Brotas)

Regido VI (Barra)

Regido VII (Rio Vermelho)
Regido VIII (Pituba/Costa Azul)

Regido IX
(Boca do Rio/Patamares)

Regido X (Itapud)

Regido XI (Cabula)

Regido XII (Tancredo Neves)
Regido XIII (Pau da Lima)
Regido XIV (Cajazeiras)
Regido XV (Ipitanga)

Regido XVI (Valéria)

Regido XVII
(Subtrbio Ferroviario)

Regido XVIII (Ilhas)

Comércio, Nazaré, Barbalho, Garcia

Bonfim, Boa Viagem, Ribeira, Uruguai,
Mares

Sdo Caetano, Lobato, Capelinha, Calabetio,
Marechal Rondon, Fazenda Grande
Liberdade, Iapi, Pau Miado

Brotas, Cosme de Farias, Vila Laura

Barra, Ondina, Federacdo, Vitéria, Campo
Grande
Rio Vermelho, Nordeste

Pituba, Costa Azul, Iguatemi, Itaigara, Stiep

Boca do Rio, Imbui, Pituagu, Patamares,
Piat3

Itapud, Nova Brasilia, Stella Maris,
Mussurunga, Sao Cristévao, Flamengo,
Jardim das Margaridas

Cabula, Pernambués, Resgate, Saboeiro,
Cabula VI
Tancredo  Neve,
Administrativo
Pau da Lima, Canabrava, Sete de Abril,
Castelo Branco, Dom Avelar

Cajazeiras, Aguas Claras

Sussuarana, Centro

Represa Ipitanga, Parque Sdo Paulo, Boica
da Mata
Valéria, Piraja, Palestina

Plataforma, Itacaranha, Escada, Periperi,
Coutos, Paripe

Ilha dos Frades, Ilha de Maré
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APENDICE E - Presenca de sobrenome de conotagio religiosa por localidade estudada.

Conotagdo religiosa

SIM* NAO

Localidade n 1 2 0

Salvador 1016 479 (47,1%) 79 (7,8%) 458 (45,1%)
Regido I (Centro) 66 27 (40,9%) 5 (7,6%) 34 (51,5%)
Regido II (Itapagipe) 18 9 (50,0%) 2 (11,1%) 7 (38,9%)
Regido III (Sdo Caetano) 143 80 (55,9%) 6 (4,2%) 57 (39,9%)
Regido IV (Liberdade) 182 84 (46,2%) 11 (6,0%) 87 (47,8%)
Regido VI (Barra) 93 38 (40,9%) 4 (4,3%) 51 (54,8%)
Regido VIII (Pituba/Costa Azul) 25 12 (48,0%) 0 (0,0%) 13 (52,0%)
Regido IX (Boca do Rio/Patamares) 57 27 (47,4%) 4 (7,0%) 26 (45,6%)
Regido X (Itapud) 75 38 (50,7%) 6 (8,0%) 31 (41,3%)
Regido XVI (Valéria) 23 15 (65,2%) 0 (0,0%) 8 (34,8%)
Regido XVII (Suburbio Ferroviario) 333 149 (44,7%) 40 (12,0%) 144 (43,3%)

*Dentre os individuos que possuem sobrenome de conotagdo religiosa (SIM) temos os que apresentam 1 e os

que apresentam 2 sobrenomes deste tipo
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APENDICE F - Agrupamento dos individuos da Regido I — Centro (circulos amarelos), de
acordo com a contribui¢do dos grupos parentais

Europeus

Africanos

Regido I
@ Africanos
Nativos Americanos

® Europeus

Nativos
Americanos
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APENDICE G - Agrupamento dos individuos da Regido II — Itapagipe (circulos amarelos),
de acordo com a contribuicdo dos grupos parentais

Africanos

Regido II
@ Africanos
Nativos Americanos

® Europeus

Europeus Nativos
Americanos




APENDICE H - Agrupamento dos individuos da Regido III — Sdo Caetano (circulos

amarelos), de acordo com a contribui¢do dos grupos parentais

Africanos

Regido 111
@ Africanos
Nativos Americanos

® Europeus

Europeus Nativos
Amercianos
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de acordo com a contribuicdo dos grupos parentais

Africanos

Regido IV
@ Africanos

Nativos Americanos

g Europeus

Europeus Nativos
Americanos
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APENDICE I - Agrupamento dos individuos da Regido IV — Liberdade (circulos amarelos),



acordo com a contribui¢do dos grupos parentais

Africanos

Regido VI
@ Africanos
Nativos Americanos

® Europeus

Europeus Nativos
Americanos
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APENDICE J - Agrupamento dos individuos da Regido VI — Barra (circulos amarelos), de



amarelos), de acordo com a contribuicdo dos grupos parentais

Africanos

Regido VIII
@ Africanos
Nativos Americanos

Europeus

Europeus Nativos
Americanos
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APENDICE L - Agrupamento dos individuos da Regido VIII — Pituba/Costa Azul (circulos



APENDICE M - Agrupamento dos individuos da Regido IX — Boca do Rio/Patamares
(circulos amarelos), de acordo com a contribui¢éo dos grupos parentais

Africanos

Regido IX
@ Africanos

Nativos Americanos

® Europeus

Europeus Nativos
Americanos
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APENDICE N - Agrupamento dos individuos da Regido X — Itapud (circulos amarelos), de
acordo com a contribui¢do dos grupos parentais

Africanos

Regido X

@ Africanos
Nativos Americanos

" Europeus

Europeus Nativos
Americanos




de acordo com a contribuicdo dos grupos parentais

Africanos

Regido XVI
@ Africanos

Nativos Americanos

o Europeus

Europeus Nativos
Americanos
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APENDICE O - Agrupamento dos individuos da Regido XVI — Valéria (circulos amarelos),



APENDICE P - Agrupamento dos individuos da Regido XVII — Suburbio Ferroviario
(circulos amarelos), de acordo com a contribui¢éo dos grupos parentais

Africanos

T Regido XVII

Y Africanos
Nativos Americanos

® Europeus

Europeus Nativos
Americanos




ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

Ministério da Satde
FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 84/2006

Protocolo: 180

Projeto de Pesquisa: Céracterizagﬁo étnica/geografica da populacao de
Salvador ¢ de portadores do HIV-1 e a correlagdo entre o indice de

_ancestralidade africana e vulnerabilidade a HIV/AIDS

Pesquisader Responsavel: Dr. Bernardo Galvao Castro Filho

Instituicdo ou Departamento: LASP/FIOCRUZ

Consideragoes:

Apés analise ética do projeto e realizacao dos esclarecimentos sdlicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, ¢ Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagio Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme

atribuigdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resclugdo 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Saiu;aor, 20 de nmyarco de 2006

Dra,

CEP — CPqGM/FIQCRUZ

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcdo, n® 121, Candeal, Salvador, Bahia
CEP 40296-710, Brasil
Tel: (71) 3176-2239  Fax; (71) 3176-2326
e-mail; cep@cpagm. fiocruz. br
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