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RESUMO

A América Latina tem sido palco de grandes transformagdes populacionais, sendo hoje
caracterizada por ter uma constituicdo multiétnica, porém com maior influéncia de trés
populagdes parentais - européia, africana e amerindia. Apesar das similaridades, cada
pais latino-americano apresentou uma histéria de povoamento singular, j4 que
ocorreram variagdes na distribui¢do das populagdes parentais e na quantidade de fluxo
génico entre elas. Esse trabalho teve por objetivo avaliar a constituicdo genética de
populagdes miscigenadas da América Latina e Caribe e a estruturagdo genética entre
elas. Para tanto, foram considerados quatro conjuntos populacionais e dois conjuntos de
marcadores. Primeiro, foram analisados treze paises da América Latina e Caribe
(Argentina, Bahamas, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Equador,
Jamaica, México, Peru, Porto Rico e Venezuela), utilizando marcadores do tipo STRs
(CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,
D21S11, FGA, THO1, TPOX e vWA). Em um segundo momento, foram avaliadas as
diferengas entre as regides geograficas de trés paises da América do Sul (Argentina,
Brasil e Colombia) utilizando os mesmos marcadores. Para uma analise mais regional,
populagdes urbanas da regido centro-oeste brasileira foram analisadas utilizando os
mesmo marcadores anteriores adicionados do Penta E. O povoamento da regido centro-
oeste foi também avaliado pela compara¢ao de duas populagdes da regido — Goids e
Distrito Federal — utilizando marcadores AIMs autossdmicos - APO, AT3, DI, DRD2-
A, ECA, FXIIIB, FyNull, GC, LPL, OCA2, PV92, Rb2300, Sb19.3 e TPA25. As
analises de distdncia genética entre as populagdes latino-americanas e entre as regides
dos trés paises mostraram um quadro bastante heterogéneo quanto a distribuicdo das
freqiiéncias alélicas dos marcadores utilizados. A andlise de mistura corroborou os
dados de distancia, sendo que a contribui¢do parental amerindia variou de 5% a 73%, a
africana de 4% a 90% e a européia de 4% a 66%. Com relacdo a analise das populagdes
da regido centro-oeste do Brasil, ndo foi observado diferenciacdo entre a distribui¢do
génica e genotipica, provavelmente devido ao intenso fluxo génico entre elas. A mistura
génica estimada, considerando os marcadores microssatélites, foi de 11% para a
parental amerindia, 21% para a parental africana e de 68% para a parental européia. Os
resultados obtidos com os marcadores AIMs foi de 15%, 21% e 63%, respectivamente.
A maioria das populagdes analisadas apresentou modelo tri-hibrido de mistura. Esses
resultados sdo concordantes com dados historicos e demograficos das populagdes

latino-americanas.



ABSTRACT

The Latin American population has been under great transformations and today
it can be characterized as having a multiethnic constitution, however with three main
parental populations influence - European, African and Amerindian. Despite their
similarities, each country has a unique history of settlement, since there have been
variations in the distribution of the parental populations and in the amount of gene flow
between them. This study aimed to evaluate the genetic constitution in Latin American
and Caribbean populations and the genetic structure between them. For that matter, four
groups of populations and two sets of markers were employed. First, thirteen countries
of Latin America and Caribbean (Argentina, Bahamas, Brazil, Chile, Colombia, Costa
Rica, El Salvador, Ecuador, Jamaica, Mexico, Peru, Puerto Rico and Venezuela), were
analyzed with STR markers (CSFIPO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX and vWA). In a second
moment, the differences between the geographic regions of three South-American
countries were evaluated (Argentina, Brazil and Colombia) using the same markers.
Next, for a more regional analysis, urban populations from Brazilian Middle-Western
region were studied using the same markers listed above and Penta E. The settlement of
the Brazilian Middle-Western region was also evaluated regarding the comparison of
two populations of this region - Goias and Federal District - using autosomic AIMs -
APO, AT3, D1, DRD2-A, ECA, FXIIIB, FyNull, GC, LPL, OCA2, PV92, Rb2300,
SB19.3 and TPA25. The analyses of the genetic distance between the Latin American
populations and between the regions of the three countries had shown a heterogeneous
picture of the distribution of the allelic frequencies. The admixture analysis
corroborated the genetic distance data, with the Amerindian parental contribution
presenting variations ranging from 5 to 73%, the African from 4 to 90% and the
European from 4 to 66%. Regarding the analysis of the populations of the Brazilian
Middle-Western region, differentiation between the genetic and genotypic distribution
was not observed, probably due the intense gene flow between them. The genetic
admixture estimate, considering the STRs markers, was 11% for the Amerindian
parental, 21% for the African parental and 68% for the European parental. The results
generated with the AIMs were 15%, 21% and 63%, respectively. The majority of the
analyzed populations are tri-hybrid, having been formed by three parental groups. These

results agree with historical and demographic data of the Latin American populations.
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1
Introdugao

INTRODUCAO

Uma questdo que intriga os estudiosos em populagdes humanas € porque as pessoas
migram, visto que a maioria dos migrantes nao gostaria, de fato, abandonar suas casas,
terras, seus locais de origem. Fatores de expulsdo e de atracdo sdo os mais importantes
fatores que levam a migragdo. Exemplos de fatores de expulsdo sdo escassez de alimentos
e perseguicdes politico-religiosas. Os principais fatores de atracdo sdo os relacionados a
caréncia de mao-de-obra, facilidades na obtencdo de terra, migragdo subsidiada, maiores
salarios na area para onde os migrantes se encaminham, dentre outros (Klein, 2000).

As formas de migragdo estdo relacionadas com o destino dos individuos migrantes,
isso ¢, podem ocorrer dentro de um territério, sendo assim chamadas migragdes internas,
ou para outro territério ou pais, sendo chamadas de migra¢des externas. A mobilidade
dentro do territorio geralmente nao sofre restrigdes, mas as migragdes externas, atualmente,
dependem de normas estabelecidas pelos chefes do Estado receptor.

Restricdes a migracdo sdo praticas mais recentes. O povoamento das Américas ¢
um exemplo marcante de migracdo em massa com enorme modificagdo na constitui¢ao
populacional humana da populaciao receptora. Logicamente que restrigdes as migracoes
ndo se aplicaram nesse caso. Muito pelo contrario, houve incentivos a migra¢do européia
(migragdo subsidiada), assim como a migra¢do forcada de povos africanos a época das
grandes navegagdes em virtude do trafico de individuos africanos para as Américas. O
contexto da migragdo européia para a América pode ser melhor compreendido a luz do
conhecimento de que os europeus viviam um momento de recessdo, onde a dificuldade de
acesso a terra e ao alimento era um fator de repulsdo. Por outro lado, o descobrimento de
um novo territério, o americano, atraia e apresentava-se naquele momento histérico como
solucdo. Assim, a possibilidade de acesso a terra, associado ao incentivo dado pelos
governantes para a contratacdo de mao-de-obra de modo a suprir a economia do novo
mercado de trabalho, além dos subsidios fornecidos para estimular a migragdo, foram os

principais fatores de atragdo que contribuiram para a migracao européia.

Migracéo e evolugéo
A migracdo ¢ um fator evolutivo que pode levar populagdes a homogeneizacao

(Wang & Caballero, 1999). Pode ser definida como o deslocamento fisico de um individuo
ou grupos de individuos de uma sociedade ou area geografica para outra. Porém, o

deslocamento de individuos de uma populacao para outra s6 faz sentido em termos de
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evolugao se tais individuos estiverem na idade reprodutiva. Isso torna possivel a introducao
de genes da populacdo migrante para a populagdo receptora.

Caso exista diferenca na constituicdo genética entre a populacdo receptora e a
doadora, havera a possibilidade de introdug@o de novos alelos na receptora, o que a tornara
mais semelhante a populacdo de origem dos migrantes. Portanto, necessario se torna
também que os individuos migrantes tenham sucesso reprodutivo, pois somente assim
haverd a modificacdo efetiva na constituicdo genética da populacdo. Esse evento
decorrente da migragdo ¢ denominado fluxo génico (Barbujani, 2005).

Geralmente a troca de material genético entre populagdes se da entre aquelas que se
encontram a uma menor distancia geografica. Portanto, o fluxo génico entre grupos
populacionais ¢ inversamente proporcional a distancia geografica entre eles (Handley et
al., 2007; Serre & Padbo, 2004). Um fator decorrente do fluxo génico é que as
modificagdes genéticas ndo se dardo apenas com relagdo a um determinado gene, mas as
alteragdes ocorrerao no genoma como um todo, ja que cada individuo de um par de
acasalamento doard 23 cromossomos.

Sabe-se que pessoas de diferentes lugares, em especial continentes, podem
apresentar diferencas fenotipicas, e que parte dessas diferencas é decorrente das diferencas
entre as freqiiéncias alélicas em determinados genes. Desse modo, freqiiéncias alélicas
podem ser comparadas com o intuito de definir o quanto uma populacdo difere da outra.
Observa-se que ha uma maior similaridade genética entre populagdes proximas
geograficamente, isso ¢é, as diferengas entre os agrupamentos populacionais tendem a
seguir a distancia geografica que uma tem em relagdo as demais (Manica et al., 2005;
Jorde & Wooding, 2004). Dessa forma, populagdes mais distantes geograficamente tém
menor probabilidade de trocarem migrantes. Conseqiientemente, as variagdes genéticas
entre as populagdes tendem a ser geograficamente estruturadas, pois os individuos de uma
regido geografica sdo mais similares entre si do que de individuos de uma regido mais
distante. Como a migragao geralmente ¢ constante entre as populagdes humanas, e tende a
ocorrer para regides vizinhas, as variacdes genéticas observadas se distribuem em um
padrdo continuo, e raramente tem descontinuidades geograficas marcantes (Behar et al.,
2008).

Embora a migracdo ocorra na maioria das popula¢des humanas, determinados
grupos populacionais se diferenciaram, devido a mutagdes em alguns genes, deriva
genética e selecdo. Entre os fatores evolutivos que levam a diferenciagdo populacional, a

deriva genética ¢ a que promove as alteragdes entre as populagdes em um tempo menor €
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de modo mais intenso, pois ela produz alteragdo em todo o genoma do individuo e nao
apenas em um dado gene (Jorde & Wooding, 2004; Destro-Bisol et al., 2000). Por
exemplo, a migracdo de um grupo de individuos para uma outra regido inicialmente
desabitada pode originar uma populagao distinta da populacao original, pois é provavel que
nesse grupo nao estejam representados todos os alelos de um determinado gene da
populagdo original. Esse efeito ¢ conhecido como efeito fundador, o que promove,
conseqlientemente, a diferenciacdo entre as populagdes em virtude da perda de alelos e da
fixagdo de outros. Exemplo disso sdo os amerindios que ao migrarem para a América
trouxeram consigo apenas parte dos alelos que existiam na populacdo original. O grupo
sangiiineo ABO mostra de modo muito claro este efeito. Os amerindios atuais praticamente
ndo apresentam os alelos A e B, sendo que a maior parte das populacdes apresenta
monomorfismo do alelo O (Ollson, 2002). A teoria mais aceita para esse fendmeno € que o
efeito do fundador de um pequeno nimero de migrantes que deu origem ao povoamento da
América seja responsavel por isso, embora exista a hipotese de que tenha ocorrido selecao
natural em favor dos individuos do tipo O (Cavalli-Sforza et al., 1996).

Pode ocorrer, entretanto, que as diferengas genéticas ndo sejam proporcionais as
distancias geograficas, mas decorrente de um fator que impede a reproducgdo entre esses
grupos, como, por exemplo, um acidente geografico ou uma barreira cultural (Comas et al.,
2000). O cruzamento preferencial ¢ outro fator que pode promover ao longo do tempo
pequenas variagdes entre as populagdes. E o que ocorreu, por exemplo, com populagdes
latino-americanas. De acordo com dados genéticos e historicos, no inicio da colonizagao
americana houve cruzamento preferencial entre homens europeus e mulheres amerindias e
africanas (Lind et al., 2007; Martinez et al., 2007; Bedoya et al., 2006; Abe-Sandes et al.,
2004; Martinez-Marignac et al., 2004). Tais estudos mostram que, nessas populacdes, as
linhagens amerindias e africanas foram passadas para as proximas gerag¢des pela linhagem
matrilinear, enquanto que o componente genético europeu predominou nas linhagens
patrilineares. O cruzamento preferencial ocorreu em decorréncia do predominio de
individuos do sexo masculino entre os migrantes europeus nos primeiros séculos de
colonizagao.

De fato, o0 movimento migratério em massa mais marcante nos ultimos séculos foi
o de colonizagdo da América, que resultou na formagdo de populagdes hibridas, como
mostram varios estudos de estimativas de mistura em populacdes da América (Martinez et
al., 2007; Tang et al., 2007; Bedoya et al., 2006; Choudhry et al., 2006, Gadelha et al.,

2005; Bonilla et al., 2004). Para tais andlises, freqlientemente tem-se usado marcadores
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que apresentam diferencas nas freqiiéncias alélicas entre os grupos parentais que
originaram a populacdo miscigenada. Determinar um conjunto de marcadores que possam
discriminar grupos étnicos ¢ dificil, porque as maiores diferengas acontecem entre
individuos dentro de uma populagdo do que entre populacdes. A variabilidade entre grupos
populacionais ou étnicos ¢ pequena, justamente porque as diferencas entre as freqiiéncias
alélicas dos genes/marcadores genéticos sdo pequenas na maioria dos casos (Barbujani,
2005). Entretanto, essas diferengas sdo suficientes para separar grupos geograficos nas
analises filogenéticas (Luizon et al., 2008; Rowold e Herrera, 2003; Comas et al., 2000;
Batzer et al., 1996).

Um dos efeitos provocados pelo fluxo génico ¢ que poderdo ocorrer associagdes
alélicas entre dois loci que ndo estejam ligados. Chakraborty e Weiss (1988) denominaram
tais associa¢des como desequilibrio de mistura para distinguir das associagdes que ocorrem
entre loci ligados. Essas associagdes decaem com o tempo e depende da distdncia genética
entre os grupos parentais, mas o desequilibrio de ligagdo pode permanecer por longos
periodos, caso a historia de mistura ndo seja muito antiga. Portanto, o desequilibrio de
ligacdo entre dois loci em uma populacao hibrida pode ser decorrente apenas do processo
de mistura, ndo significando necessariamente relacdo de ligagdo fisica entre eles. O
desequilibrio de ligagao tende a diminuir com o tempo devido a recombinagdo recorrente
em varias geragdes de cruzamento. Compreender esse processo e discernir em uma
populacdo a origem do desequilibrio entre loci tem ajudado no mapeamento de genes
relacionados a doengas (Nalls et al., 2008; Martinez-Marignac et al., 2007; Bonilla et al.,
2004; Shriver et al., 2003; Kidd et al., 1998).

Migracdo na Ameérica Latina
O descobrimento da América pelos europeus, no século XV, promoveu uma onda

migratoria intensa envolvendo pelo menos dois continentes doadores, isto ¢, a Europa ¢ a
Africa, e a América como receptora de tais etnias. Estima-se que cerca de 15 milhdes de
europeus tenham cruzado o Atlantico at¢ 1880 e que entre 1881 a 1915 o niimero de
migrantes alcangou seu apogeu, chegando a pelo menos 31 milhdes de individuos (Klein,
2000). A maioria dos migrantes era de jovens adultos do sexo masculino em busca de
emprego, temporario ou permanente, em territorio americano, sendo que metade desses
imigrantes permaneceu na América. Outro grupo étnico que veio para a América em massa

foi o africano que foi trazido pela forca, para trabalhar como escravo na agricultura e na
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extracdo de metais preciosos. Estima-se que at¢ 1880 tenham sido trazidos para o
continente americano pelo menos 10 milhdes de africanos. A migracdo em massa de
europeus e de africanos, promoveu alteragcdes genéticas tanto nas populagdes locais, quanto
nas populacdes migrantes em decorréncia da miscigenagdo, havendo o estabelecimento de
populagdes com varios tipos e graus de mistura em toda América. Além disso, a migragcao
em massa promoveu também mudancas demograficas, havendo redug¢do da populagdo
nativa em aproximadamente 90% do que existia a época do inicio da colonizagdo (Bedoya
et al., 2000).

Quanto a origem do grupo parental amerindio existem controvérsias quanto a sua
chegada & América, mas é consenso que todos ou a maioria vieram da Asia via Estreito de
Bering (Cavalli-Sforza et al., 1996). Estudos utilizando marcadores do DNA mitocondrial,
do cromossomo Y e de autossomicos buscam compreender a origem do homem amerindio
e como ele chegou a América (Fagundes et al., 2008; Wang et al., 2007; Bandelt et al.,
2003; Underhill et al., 2003; Silva et al., 2002).

Devido a essas diferencas historicas e ao padrdo de colonizagdo e migragdo na
América, pode-se observar atualmente uma variacdo quanto as contribuicdes entre esses
trés grupos geograficos parentais na formacdo das populagdes urbanas e rurais da América
Latina (Sans, 2000). O encontro desses trés grupos parentais possibilitou o aparecimento
de novos grupos étnicos ou novas populacdes, como a de individuos que se
autodenominam pardos, que sdo produto de cruzamento por varias geragdes de
colonizadores (europeus e africanos) e seus descendentes, com populacdes locais. Outro
fator que contribui para esse quadro complexo de mistura na América ¢ a ocorréncia de
migragdes internas motivadas por distintos fatores, dentre eles os politicos ou devido a
emergéncia de novas oportunidades econdmicas, como por exemplo, o que ocorreu na
Venezuela na década de 70 do século passado. Associado a instabilidade politica na
América do Sul e a prosperidade experimentada pela Venezuela por causa da existéncia de
petroleo, muitos individuos de varios paises da América do Sul e do Caribe migraram para
esse pais, colaborando ainda mais para o processo de amalgamento experimentado na
regido (Martinez et al., 2007). De um modo geral, ndo apenas nas populagdes latino-
americanas, como da Venezuela, exemplo citado acima, a mistura étnica ¢ um processo

continuo que ocorre ao longo de varias geragdes.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto das migra¢des na constitui¢ao
atual de populagdes latino-americanas utilizando marcadores genéticos moleculares do tipo
microssatélites, inser¢des Alu, insercdes/delecdes e SNPs. A hipdtese inicial ¢ saber se as
migracdes contribuiram para homogeneizar as populacdes. Para tanto, foram analisados
distintos niveis populacionais: 1. da América Latina; 2. de regides geograficas da
Argentina, Brasil e Colombia; 3. regido centro-oeste brasileira.

Visando atingir esse objetivo geral, foram buscados:

Capitulo 1 — Avaliar o impacto das migragdes considerando paises da América Latina e
Caribe, utilizando dados de marcadores do tipo microssatélites (CSF1PO, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX e
vWA). Para tanto buscou-se:

a) Estimar a diversidade génica intrapopulacional 4 para cada locus;

b) Avaliar a diferenciagdo populacional e estruturagdo populacional pela analise de

variancia molecular (AMOVA);

c) Estimar mistura genética na constituicao atual de 13 paises;

d) Estimar distancias genéticas de Reynolds et al. (1983) entre as populagdes

utilizando matriz de distancia e analise do componente principal.
Capitulo 2 — Buscar compreender o impacto das migragdes decorrentes da colonizagdo em
trés paises da América do Sul - Argentina, Brasil e Colombia, utilizando os mesmos
marcadores microssatélites do capitulo 1 baseado em:

a) Estimativa de mistura étnica para cada pais e suas respectivas regides

geograficas;

b) Avaliacao das distancias genéticas de Reynolds et al. (1983) entre os pares de

populacdes com base na matriz gerada e na analise do componente principal.
Capitulo 3 - Avaliar a regido centro-oeste brasileira quanto ao seu processo de formagao
genética e estruturagdo populacional, com base em dois estados, Goids ¢ Mato Grosso do
Sul, e o Distrito Federal utilizando marcadores do tipo microssatélites. Para alcancar esse
objetivo, as estratégias utilizadas foram:

a) Estimar as freqiiéncias alélicas de 15 marcadores STRs (CSF1PO, D3S1358,

D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA,
Penta D, Penta E, THO1, TPOX e vWA) para a populagdo do estado de Goias;
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b)

Estimar heterozigose observada e esperada e o conteido informativo de
polimorfismo (PIC) para cada marcador;

Comparar as freqliéncias genotipicas observadas com as esperadas de acordo
com a Lei de Hardy-Weinberg;

Avaliar a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre os 15 /loci STRs
analisados;

Utilizar os dados levantados para as populagdes da regido centro-oeste brasileira
para realizar uma série de comparagdes e estimativas:

I. AMOVA, indice de estruturagdo populacional (Fsf) e o teste de
significancia do mesmo para comparar os estados de Goias e Mato Grosso
do Sul ¢ o Distrito Federal;

II. Diversidade génica intrapopulacional 4y (Nei, 1987), para cada locus para
as populagdes da regido centro-oeste (Distrito Federal, Goids e Mato
Grosso do Sul);

III. AMOVA, indice de estruturacdo populacional (Fsf) e o teste de
significancia do mesmo para comparar as populagdes da regido centro-
oeste com outras populacdes brasileiras;

IV. Indices de mistura genética para as trés popula¢des do centro-oeste.

Capitulo 4 - Avaliar a constituicdo e estruturagdo populacional do estado de Goias e do

Distrito Federal pela andlise de 14 marcadores autossomicos informativos de
ancestralidade - AIMs (APO, AT3, D1, DRD2-A, ECA, FXIIIB, FyNull, GC, LPL, OCA2,
PV92, Rb2300, Sb19.3, TPA25). Para atingir este objetivo definiu-se:

a)

Determinar a freqiiéncia alélica dos marcadores autossdmicos AlMs,
heterozigose observada e esperada para cada locus e avaliar se esses marcadores
encontram-se em equilibrio segundo o proposto por Hardy-Weinberg;

Estimar o desequilibrio de ligagdo entre todos os loci e entre os pares de loci,
Comparar as populagdes do estado de Goids e do Distrito Federal pelo teste
exato de diferenciacdo populacional e da estatistica F;

Estimar mistura genética nas duas populagdes (Distrito Federal e Goias),
utilizando os 14 marcadores AIMs;

Estimar o indice de ancestralidade individual nas duas populacdes e a

distribuicdo em uma curva normal.



CAPITULO 1

Panorama étnico da América Latina e Caribe pela analise de

marcadores microssatélites autossomicos
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1.1. INTRODUCAO

A expansdo de varios impérios europeus em decorréncia das grandes navegacdes, a
partir do século XV, promoveu transformag¢des econdmicas, culturais e genéticas nas
populacdes dos varios continentes ¢ em especial na América. Antes da chegada de
Cristovao Colombo a América, em 1492, a populacao local era constituida por amerindios,
uma populagcdo bastante heterogénea, tendo em vista ndo s6 a cultura praticada, mas
também devido a existéncia de uma infinidade de grupos lingiiisticos.

A migragdo européia para a América Latina foi marcada por um fluxo intenso de
individuos de varios paises, principalmente povos da peninsula Ibérica (Portugal e
Espanha), e, em um segundo momento, italianos e alemaes. Além da migracao européia
acentuada até o inicio do século XX, outro fator contribuiu para alterar o perfil genético
populacional da América: a migracdo forcada de povos africanos (Klein, 2000). Esses
povos foram advindos da Africa subsaariana, especialmente dos atuais paises de Congo e
Angola e da antiga Costa do Ouro (atual Gana), e pertenciam a diferentes grupos étnicos e
muitas vezes lingiiisticos, favorecendo ainda mais uma formac¢do complexa da nova
populacao americana (Wang et al., 2008).

A distribui¢do do contingente populacional africano ndo foi homogénea ao longo
do territdrio latino-americano, o que reflete a composi¢cdo genética atual das populacdes.
Observa-se uma forte influéncia africana, em especial cultural, em paises do Caribe e no
Brasil enquanto que em outros paises latino-americanos, como aqueles localizados nas
regides andinas, essa influéncia é pequena (Wang et al., 2008).

Uma estratégia para melhor compreender a historia da constituicdo genética da
populacdo da América Latina € estimar a contribui¢do das populacdes parentais baseada na
distribuicdo das freqiiéncias alélicas de marcadores genéticos. Dentre os marcadores, estdo
os STRs (Short Tandem Repeats — repeticdes curtas em tandem) com um grande volume de
dados na literatura, em especial com relagao aos utilizados pelo sistema CODIS (Combined
DNA Index Systems). Cada locus STR constitui um Jlocus genético altamente varidvel,
multialélico, com expressdo codominante, havendo assim a possibilidade de seus alelos
poderem ser detectados e discriminados na populagdo (Schréer et al, 2000). O
polimorfismo nos loci STRs resulta da variacdo do nimero de unidades de repeticdes
(Drobnic & Budowle, 2000).

Essas variagdes, possivelmente decorrentes de mutagdes que favorecem pequenas
mudangas, geralmente de uma unidade de repeticdo (Martinovic et al., 1999), envolvem

diferencas no comprimento do microssatélite em decorréncia de erros da enzima
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polimerase. Durante a replicacdo de uma regido repetitiva, as cadeias de DNA podem
dissociar-se ¢ entdo se associarem incorretamente, levando a inser¢do ou delecdo de
unidades repetidas, alterando, assim, o comprimento do alelo (Ellegren, 2000; Hancock,
1996; Kruglyak et al., 1998).

Sua abundancia no genoma e sua alta taxa de mutagdo, comparado com outros tipos
de polimorfismos, tornam-os uteis em estudos microevolutivos. Dentro de um curto
periodo evolutivo, um niimero suficiente de eventos mutacionais acumulados pode ser
observado em populagdes divergentes (Wang et al., 2008; Agrawal & Khan, 2005; Rowold
& Herrera, 2003). Por isso, recentemente estd sendo dada ateng@o para a sua utilidade em
estudos mais detalhados de grupos populacionais humanos, com objetivo de inferir alguns
aspectos historicos demograficos e avaliar mistura étnica em populagdes miscigenadas.

A avaliagdo do processo das expansdes humanas utilizando marcadores
microssatélites ¢ um dos trabalhos que demonstrou essa questdo (Bowcock et al., 1994).
Quando arvores filogenéticas de distancias foram construidas, foi observado que os
individuos agrupavam-se de acordo com sua origem geografica. A grande maioria dos
individuos examinados foi agrupada em grupos discretos que coincidem com o continente
de origem da amostra. Além disso, apresentou uma tendéncia para formar subgrupos
dentro dos continentes que correspondiam a populacao de origem da amostra.

A dinadmica de mistura entre populacdes pode produzir desequilibrio de ligacdao
entre os loci STRs analisados mesmo quando s3o sinténicos mas ndo ligados e ainda
quando os /oci ndo se encontram em um mesmo cromossomo. O desequilibrio produzido
pela miscigenagdao sera numericamente proporcional ao produto das diferencas das
freqliéncias alélicas entre as populagdes que sofreram miscigenagdo, significando que o
desequilibrio poderd ser maior do que aquele produzido puramente por mutacdo e deriva
em Joci ligados, a menos que os loci sejam muito ligados (Pfaff ez al., 2001).

A possibilidade de avaliar as relagdes genéticas de individuos amostrados de uma
populagdo com base em gendtipos multilocos abre novas perspectivas em analises
genéticas populacionais. Este tipo de dados elimina a necessidade de definir populagdo a
priori, o que pode ajudar em estudos de movimentos populacionais recentes, bem como
facilita a estimativa de mistura individual (Martinez et al., 2007; Ferreira et al., 2006;
Callegari-Jaques et al., 2003; Cerda-Flores et al., 2002; Cavalli-Sforza, 1997). Dessa
forma, os microssatélites tém sido considerados como marcadores genéticos ideais na
identificacdo de individuos e também na descri¢do de processos histdricos de migracio e

outros eventos evolutivos mais recentes, como o processo de formacdo étnica e
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miscigenacgdo, incluindo a que ocorreu na América Latina (Wang et al., 2008; Gonzalez-
Andrade et al., 2007; Martinez et al., 2007; Toscanini et al., 2007; Ferreira et al., 2006;
Ferreira et al., 2005; Callegari-Jacques et al., 2003; Cerda-Flores et al., 2002).

Este capitulo teve por objetivo tracar um panorama da composi¢do genética da
América Latina com relagdao a porcentagem de contribuicao das trés principais populacdes
parentais — europeus, africanos subsaarianos e amerindios — e as similaridades e diferencas
genéticas entre as populagdes de 13 paises da América Latina. Para a realizagdo das
analises, que incluiram também estimativas de distdncia genética, foram utilizados dados

de freqiiéncias alélicas de 13 marcadores genéticos do tipo STR do sistema CODIS.

1.2 MATERIAL E METODOS

Dados de freqiéncias génicas
Os paises considerados neste trabalho foram: da América do Sul - Argentina,

Brasil, Chile, Colombia, Equador, Peru e Venezuela; da América Central - Costa Rica, El
Salvador, Bahamas, Jamaica e Porto Rico, estes trés ultimos localizados no Mar do Caribe,
e da América do Norte - México. Para a realizacdo das analises foi estruturado um banco
de dados das freqiiéncias alélicas para 13 marcadores STRs adotado pelo CODIS —
CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
FGA, THO1, TPOX e vWA — a partir de dados obtidos da literatura. O critério utilizado
para a selegdo dessas populagdes se baseou na disponibilidade dos dados publicados na
literatura. O niimero de individuos analisados variou entre os paises e entre os locus,
podendo ser conferido na Tabela 1 do Anexo 1. As freqliéncias génicas para cada locus
para cada pais foram obtidas utilizando a média ponderada, quando dados de mais do que
uma populacdo do mesmo pais estava disponivel. Nos casos de Porto Rico, Bahamas,
Jamaica, Equador e Peru havia disponibilidade de apenas um banco de dados.

A escolha das populagdes parentais baseou-se no histérico de povoamento da
América Latina e Caribe, considerando como maiores contribuintes povos europeus,
amerindios e africanos subsaarianos. Com rela¢do as populagdes parentais européias, foi
considerado que o maior fluxo génico para a América Latina veio da Peninsula Ibérica.
Para o calculo das freqiiéncias génicas da populagdo parental européia, foi efetuada a
média ponderada de freqiiéncias génicas disponiveis para as populagdes de Portugal e da

Espanha obtidos no banco de dados da Universidade de Diisseldorf (http:/www.uni-
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duesselforf.de/WWW/MedFak/Serology/Database.html, acessado dia 03/05/2008), em
Paredes et al., 2003a e em Fernandes ¢ Brehm (2002).

Com relagdo ao grupo parental amerindio, foram consideradas diferentes
populagdes a depender do pais em questdo. Para os paises da América do Sul foram
utilizadas populagdes deste subcontinente: Kichwas, Cubeo, Desano, Puinave, Tehuelche,
Tucano, Wichi e Curripaco (Gonzalez-Andrade et al., 2006; ALFRED — Allelic Frequency
Database http://alfred.med.yale.edu — acessado em 03/05/2008). Excepcionalmente para a

populacao do Equador foram utilizados apenas dados de Kichwas por ser essa a populacao
nativa daquele pais e apresentar o conjunto completo de dados de freqiiéncia quanto aos
marcadores analisados. Para as populagdes da América Central foi utilizada a média
ponderada de freqiiéncias de populagdes amerindias de El Salvador - Conchagua, San
Alejo, Panchimalco e Izalco (Lovo-Gomez et al., 2007). Para o México foram realizadas
duas analises: uma considerando os dados de Navajo e Apache (sitio ALFRED) e outra
com as populagdes de El Salvador supracitadas utilizadas para a América Central.

Para o grupo parental africano, a maioria utilizada foi de populagdes do oeste da
Africa subsaariana. Os dados foram obtidos no banco de dados da Universidade de
Diisseldorf - populagdes de Nigéria, Zimbabue, Benin, Bamileke e Ewondo de Camardes,
Ovambo da Namibia e uma amostra de Angola e Guiné Bissau - e em artigos cientificos -
Angola (Alves et al., 2004), Guiné Bissau (Gongalves ef al., 2002), Gabao (Steinlechner et
al., 2002), Guiné Equatorial (Alves et al., 2005; Gene et al., 2001) e Ruanda (Tofanelli et
al.,2003).

Analise estatistica
As propor¢des de contribuicdo das populagdes parentais na constituicdo da

populacdo atual dos paises da América Latina (estimativa de mistura genética) foram
estimadas usando o método de Chakraborty (1985), que considera as probabilidades de
identidade génica. Essa andlise foi realizada utilizando o programa ADMIX 3. Pelo fato de
Argentina e Brasil possuirem dados disponiveis para a maioria de suas regides geograficas,
apods a andlise de mistura para cada regido (serd discutido no capitulo seguinte) foi feita
analise de mistura total para cada pais levando-se em consideragdo o nimero de habitantes
de cada regido geografica. Esta ultima andlise foi realizada devido as diferengas de
densidade demografica de cada regido, bem como das diferencas na composi¢do étnica

entre as regioes.
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As distancias genéticas entre as populagcdes foram estimadas utilizando a
metodologia proposta por Reynolds (1983), a qual assume que as mudangas nas
freqliéncias sdo decorrentes apenas dos efeitos de deriva genética. Esta anélise foi realizada
com o uso do software PHYLIP versdo 3.65 (Felsenstein, 1989). Para Andlise de
Coordenada Principal (PCA), gerada pelo programa NTSYS-pc versao 1.70 (Rohlf, 1992),
foi utilizada essa matriz de distancia genética.

A diversidade génica intrapopulacional 4y (Nei, 1987) foi estimada para cada locus
para todas as populacdes. A andlise de varidncia molecular (AMOVA) foi utilizada para
avaliar a diferenciagdo populacional estimando a particdo da variancia que ¢ decorrente da
diferenciagdo intrapopulacional e a interpopulacional (Excoffier et al., 1992). Foi estimado
também o indice de estruturagdo populacional Fst (Weir e Cockerham, 1984) assim como
realizado o teste de significancia do mesmo, de acordo com o descrito por Excoffier et al.
(1992). Para todas essas analises foi utilizado o programa Arlequin versdo 2000
(Schneider, 2000). Dos resultados obtidos foram verificados quais valores de Fist
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas e calculado o percentual dessas
diferencas para cada par de populagdes. Para a estimativa da diversidade génica média para
os diferentes marcadores e de cada marcador para as diferentes populagdes foi realizada

uma média ponderada.

1.3. RESULTADOS

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou subestrutura¢ao populacional
entre os 13 paises analisados. O valor de Fist variou de 0,002, para o marcador CSF1PO, a
0,013 para o marcador THOI (Tabela 1.1). O marcador com maior poder de discriminagado
foi o THOI, que mostrou diferencas para 82% dos 78 pares de populagdes possiveis, € 0
com menor poder de discriminagdo foi o CSFIPO, 35%. Apesar dos valores de Fist
estimados serem baixos, o teste de significancia mostrou um valor de p<0,00001 para
todos os marcadores STRs analisados individualmente. A maior causa das variagdes foram
decorrentes das variacdes dentro das populagdes (VD).

Andlise ao nivel intrapopulacional foi realizada com objetivo de observar as
variacoes genéticas em cada populagdo. Para isso, a média dos indices obtidos para
diversidade em cada pais foi estimada considerando todos os marcadores analisados. Os
valores de diversidade génica obtidos para os 13 marcadores (Tabela 1.1) variaram de 0,69

a 0,88. Com relagdo a diversidade génica média estimada para cada pais, os valores foram
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altos e muito similares, variando de 0,76 para o Peru a 0,80 para Bahamas, Brasil, Porto
Rico e Venezuela (Tabela 1 - Anexo 1).

A tabela 1.2 mostra a porcentagem de marcadores que apresentaram diferencas nas
freqliéncias alélicas considerando os pares de populagdes (Fst com p<0,05). Jamaica e
Bahamas ndo apresentaram diferencas. Peru apresentou apenas uma diferenca (marcador
THO1) com relacdo a El Salvador e Equador. Chile e Argentina apresentaram diferenca
quanto ao marcador D18S51. Diferenca para 100% dos marcadores foi observada entre
Jamaica e trés paises (El Salvador, Costa Rica e Colombia), Brasil e dois paises (Costa
Rica e Colombia) e Bahamas com El Salvador. Considerando os 78 pares de combinagdes
possiveis entre as populacdes, verificou-se que em 64% deles houve diferenca em pelo
menos seis dos marcadores utilizados.

A tabela 1.3 mostra as estimativas de contribuicdo dos trés grupos parentais
principais na composicao genética atual de 11 paises latino-americanos e dois caribenhos
com base nos 13 STRs e os erros padroes associados as mesmas. A figura 1.1 mostra o
mapa da América Latina e Caribe com a distribuicdo das variacdes de mistura entre os
paises analisados segundo as estimativas de contribui¢do africana, amerindia e européia.
As cores mais escuras indicam maior contribui¢ao ¢ as mais claras, menor contribui¢cdo da
parental em questao.

Para a populacdo do México foi realizada ainda a estimativa de mistura
considerando como parentais o europeu, o africano e duas populacdes nativas da América
do Norte (Apache e Navajo — dois grupos Na-Dené), devido a localiza¢ao geografica do
mesmo ¢ a proximidade com essas duas populagdes. O resultado obtido foi de 50% =+ 0,02
para a parental européia, 12,4% + 0,01 para a parental africana e 37,6% + 0,02 para a
parental Na-Dené.

A tabela de mistura ¢ o mapa da América Latina e Caribe com as variagdes quanto
a contribui¢dao das parentais mostram que a maior contribui¢cdo africana foi observada nos
paises situados na regido do Caribe: Jamaica e Bahamas. El Salvador, Peru, Equador e
Meéxico foram os paises com maior contribuicdo amerindia. Com relacdo a contribuicao
européia, os maiores valores foram observados no Brasil, Porto Rico, Venezuela,

Argentina e Chile.
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Tabela 1.1. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para 13 populagdes latino-americanas - Argentina, Bahamas, Brasil, Chile,
Costa Rica, Colombia, El Salvador, Equador, Jamaica, México, Peru, Porto Rico e Venezuela — utilizando 13

marcadores genéticos do tipo STR do CODIS.

Componentes da variancia Porcentagem de variacao . . o

Marcadores . . Fst Dlvergldade Génica

Va Vb Interpopulacional Intrapopulacional (média ponderada)
CSF1PO 0,0006 0,3693 0,17 99,83 0,002 0,74
D3S1358 0,0019 0,3780 0,51 99,49 0,005 0,76
D5S818 0,0038 0,3649 1,03 98,97 0,010 0,73
D7S820 0,0017 0,3972 0,44 99,56 0,004 0,79
D8S1179 0,0008 0,4019 0,21 99,79 0,002 0,80
D13S317 0,0028 0,4023 0,69 99,31 0,007 0,81
D16S539 0,0010 0,3980 0,26 99,74 0,003 0,80
D18S51 0,0016 0,4400 0,35 99,65 0,004 0,88
D21S11 0,0018 0,4232 0,42 99,58 0,004 0,85
FGA 0,0012 0,4392 0,27 99,73 0,003 0,88
THO1 0,0052 0,3918 1,32 98,68 0,013 0,78
TPOX 0,0018 0,3470 0,50 99,50 0,005 0,69

vWA 0,0015 0,3950 0,37 99,63 0,004 0,79
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Tabela 1.2. Porcentagem de loci STR cujas freqiiéncias génicas apresentaram valores de p significativos para Fst na andlise de

variancia molecular (p<0,05) entre os pares de populagoes.

Argentina Bahamas Brasil Chile Colombia CostaRica El Salvador Equador Jamaica México Peru Porto Rico
Argentina -
Bahamas 0,923 -
Brasil 0,923 0,615 -
Chile 0,077 0,538 0,538 -
Colémbia 0,846 0,846 1,000 0,231 -
Costa Rica 0,538 0,846 1,000 0,231 0,538 -
El Salvador 0,615 1,000 0,846 0,308 0,462 0,538 -
Equador 0,615 0,923 0,923 0,231 0,692 0,692 0,231 -
Jamaica 0,923 0,000 0,846 0,692 1,000 1,000 1,000 0,923 -
México 0,308 0,846 0,846 0,231 0,308 0,385 0,231 0,385 0,846 -
Peru 0,385 0,846 0,769 0,231 0,385 0,462 0,077 0,077 0,846 0,231 -
Porto Rico 0,538 0,538 0,154 0,846 0,538 0,692 0,769 0,769 0,769 0,462 0,692 -
Venezuela 0,385 0,692 0,385 0,385 0,462 0,538 0,692 0,769 0,769 0,308 0,615 0,154
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Tabela 1.3. Estimativas de contribui¢do dos trés principais grupos parentais na composi¢ao
genética atual de treze paises da América Latina e Caribe utilizando 13

marcadores microssatélites do sistema CODIS.

Localizagdo geografica Populagdes parentais

Paises Africana Amerindia Européia
América do Sul
Argentina 0,090 £0,028 0,308 £0,051 0,601 =+0,179
Brasil 0,248 £0,050 0,093 +0,010 0,659 + 0,089
Chile 0,063 +0,017 0421+0,017 0,516+0,027
Colombia 0,203 £0,063 0,338 +£0,057 0,459 + 0,081
Equador 0,044 £ 0,005 0,646 £0,006 0,310=+0,007
Peru 0,119+0,012 0,730+0,006 0,151+0,015
Venezuela 0,163 +0,031 0,230+£0,015 0,606 £ 0,040
América Central
Bahamas 0,852+0,023 0,080+ 0,021 0,068 + 0,039
Costa Rica 0,122+0,012 0,497 +0,038 0,381 +0,039
El Salvador 0,097 £0,019 0,752+0,018 0,151 +0,032
Jamaica 0,903 +£0,010 0,057+0,011 0,041+ 0,001
Porto Rico 0,264 +0,010 0,132+0,028 0,603 + 0,026
América do Norte
México 0,101 £0,027 0,601 £0,021 0,296 = 0,023
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Figura 1.1. Mapa da América Latina e Caribe mostrando as variagdes étnicas entre os paises conforme as estimativas de
contribui¢do parental africana (vermelho), amerindia (verde) e européia (azul). As legendas indicam a propor¢ao de
mistura variando de 1 a 10, sendo que até 1 indica que a populagdo possui até dez por cento de contribuicdo da

respectiva parental e assim sucessivamente.
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A matriz de distancia genética de Reynolds ef al. (1983), entre as 13 populagdes
latino-americanas e caribenhas miscigenadas e as populagdes trés parentais, esta
apresentada na Figura 1.2. Como esperado, as distancias genéticas entre as populagdes
parentais foi maior do que os valores de distdncia entre as populagdes miscigenadas.
Excecdes foram observadas nos casos em que as populagdes miscigenadas apresentavam
grande diferencial no percetual de contribuicdo para as populacdes parentais, como € o
caso de Jamaica, com alta contribuicdo africana, com relacdo as populacdes de Peru
(0,044) e Equador (0,039), que apresentaram alta contribuicao amerindia.

Quando se comparam as populacdes miscigenadas com as parentais, observou-se
uma maior distdncia genética entre estas e as parentais que menos contribuiram para a
formacdo das mesmas e menor distdncia com as que mais contribuiriam. Por exemplo,
verificou-se uma maior distancia entre as populagdes caribenhas (Bahamas e Jamaica) e a
parental amerindia. Entretanto, essas duas populacdes miscigenadas apresentaram
distancias menores quando se compara com a parental africana. As populagdes de Chile,
Peru, Equador, Colombia, Argentina, México e El Salvador apresentaram as menores
distancias em relacdo a parental amerindia, enquanto que o Brasil, Venezuela e Porto Rico
apresentaram as menores distancias com relacdo a parental européia. De um modo geral,
na comparagdo entre os grupos parentais € as populagdes miscigenadas, as menores
distancias observadas ocorreram com a parental européia. Quando se comparam apenas as
populacdes miscigenadas entre si, as menores distancias observadas foram com o Brasil e a
Venezuela e com a Colombia e a Argentina e Costa Rica.

A Figura 1.3 mostra o diagrama da primeira e segunda coordenadas principais, que
responderam por cerca de 83% da variagdo, sendo que a primeira coordenada representou
64% e a segunda 18% do total da variabilidade entre as popula¢des. O eixo X mostrou a
separagdo entre amerindio e as outras parentais. A segunda coordenada principal separou o
agrupamento europeu da parental africana, ficando assim localizado no quadrante superior
a direita. Os dados mostrados na matriz de distdncia genética e no diagrama acima
corroboraram os resultados gerados na andlise de mistura. Todas as populagdes
miscigenadas apresentaram valores de distancia genética intermediarios as trés parentais.
As populagdes com alto percentual africano (Jamaica e Bahamas) ficaram proximos da
parental africana, localizados no quadrande inferior a direita. As com maior contribuicao
amerindia apresentaram menor distdncia em relagdo a essa parental, ou seja, todas se
localizaram nos dois quadrantes da esquerda. As popula¢des mais proximas da parental

européia foram Porto Rico, Brasil e Venezuela.
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EUR AFR AMC AMS VEZ PER CHI EQU BAH JAM COL BRA ARG MEX COS SAL PUE
EUR -
AFR  0,0255 -
AMC 0,0503 0,0674 -
AMS 0,0276 0,0503 0,0144 -
VEZ 0,0047 0,0211 0,0299 0,0144 -
PER  0,0327 0,0460 0,0097 0,0122 0,0171 -
CHI  0,0188 10,0388 0,0276 0,0151 0,0111 0,0184 -
EQU 0,0204 0,0415 0,0125 0,0078 0,0097 0,0068 0,0132 -
BAH 0,0196 0,0023 0,0563 0,0398 0,0148 0,0367 0,0305 0,0324 -
JAM  0,0239 0,0025 0,0671 0,0473 0,0199 0,0444 0,0372 0,0395 0,0032 -
COL 0,0097 0,0250 0,0220 0,0087 0,0021 0,0120 0,0098 0,0057 0,0179 0,0234 -
BRA 0,0028 0,0157 0,0392 0,0215 0,0017 0,0229 0,0149 0,0147 0,0106 0,0150 0,0049 -
ARG 0,0086 0,0299 0,0202 0,0096 0,0023 0,0110 0,0086 0,0053 0,0216 0,0289 0,0020 0,0052 -
MEX 0,0133 0,0313 0,0195 0,0100 0,0050 0,0097 0,0113 0,0064 0,0238 0,0304 0,0034 0,0085 0,0035 -
COS 0,0092 0,0286 0,0240 0,0102 0,0029 0,0156 0,0091 0,0078 0,0213 0,0271 0,0019 0,0056 0,0028 0,0051 -
SAL  0,0183 0,0376 0,0150 0,0036 0,0078 0,0094 0,0111 0,0041 0,0283 0,0350 0,0032 0,0126 0,0046 0,0047 0,0048 -
PUE 0,0058 0,0182 0,0419 0,0261 0,0049 0,0270 0,0206 0,0193 0,0134 0,0180 0,0085 0,0034 0,0082 0,0121 0,0084 0,0161 -

Figura 1.2. Matriz de distancia genética (Reynolds et al, 1983), entre treze populagdes miscigenadas latino-americanas e as trés parentais com

referéncia aos 13 marcadores STRs do CODIS. Legenda: EUR (europeu), AFR (africano), AMC (amerindio da América Central), AMS (amerindio

da América do Sul), VEZ (Venezuela), PER (Peru), CHI (Chile), EQU (Equador), BAH (Bahamas), JAM (Jamaica), COL (Colombia), BRA (Brasil), ARG
(Argentina), MEX (México), COS (Costa Rica), SAL (El Salvador), PUE (Porto Rico).
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Figura 1.3. Diagrama das duas primeiras coordenadas principais, relativo a distancia

genética entre os 13 paises latino-americanos e caribenhos e suas populagdes

parentais (europeu, africano e amerindio), baseado na andlise de 13

marcadores STRs autossomicos. AFR (africano), AMEC (amerindio da América

Central), AMES (amerindio da América do Sul), ARG (Argentina), BAH (Bahamas), BRA
(Brasil), CHI (Chile), COL (Coldmbia), COS (Costa Rica), EQU (Equador), EUR (europeu),
JAM (Jamaica), MEX (México), PER (Peru), PUE (Porto Rico), SAL (El Salvador), VEN

(Venezuela).
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1.4. DISCUSSAO

Diferenciacdo populacional na América Latina
H4 uma grande semelhanca na histéria geral dos paises latino-americanos, em

especial com relacdo a colonizagdo, a escravidao e a origem geografica dos colonizadores e
escravos (Sans, 2000). Por outro lado, em decorréncia de diversos fatores, dentre os quais o
posicionamento geografico e economico dentro do continente americano, ha uma
heterogeneidade entre as regides do continente (Wang et al., 2008; Choudhry et al., 2006;
Salzano, 2004). No presente trabalho foi observado que ha diferengas entre os paises da
América latina quando sdo considerados 13 marcadores STR do CODIS.

As diferencgas entre os paises ndo sao reflexo da diversidade génica dos marcadores
analisados, pois esta foi alta em todos os paises para todos os marcadores. A diversidade
génica alta foi decorrente do alto nimero de alelos que ¢ uma caracteristica do tipo de
marcador empregado. Essa caracteristica ¢ um dos pardmetros que levou o CODIS a
utilizar tais marcadores para analises forenses, ou seja, o alto polimorfismo principalmente
em populagdes européias (Oliveira et al., 2006; Dixon et al., 2005; Destro-Bisol et al.,
2000). A diversidade génica avalia a heterozigose que ¢ dependente do niimero de alelos e
sua freqiiéncia nas populacdes (Nei, 1987). Como o niimero de alelos variou pouco entre as
populagdes, a Unica fonte de variacdo ficou restrita a freqiiéncia dos alelos.

A subestruturacao populacional entre os paises da América Latina e Caribe foi
confirmada pela analise de variancia molecular —- AMOVA — que indicou que os valores de
Fst estimados para os pares de populagdes foram estatisticamente significativos em varias
combinagdes de populagdes. Como em outras analises envolvendo a espécie humana
(Manica et al., 2005; Jorde & Wooding, 2004; Comas et al., 2000; Destro-Bisol et al.,
2000), o resultado mostrou que a diferenga entre as populacdes pode ser melhor explicado
pelas diferengas intrapopulacionais do que interpopulacionais. No presente trabalho a
variagdo intrapopulacional estimada variou de 99,83% a 98,68. A maior variacao
intrapopulacional ¢ um dos parametros utilizados na sustentacdo da inexisténcia de ragas
humanas (Barbujani, 2005; Bamshad ef al., 2004; Oliveira & Ferreira, 2004).

A subestruturacdo populacional foi também confirmada pela andlise de distancia
genética. Observou-se que as trés populacdes parentais ficaram perfeitamente bem
diferenciadas, enquanto que as populacdes latino-americanas ¢ do Caribe apresentaram
uma posi¢ao no diagrama, diretamente relacionada a populacdo parental que participou

com a maior contribui¢do na sua constitui¢ao genética atual. De um modo geral, a andlise
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de coordenada principal foi concordante com dados antropoldgicos e historicos, assim
como com as estimativas de mistura, isto €, o posicionamento das popula¢des no diagrama

apresentou-se relacionado a porcentagem de contribui¢ao das populagdes parentais.

Mistura genética
A América Latina tem sido palco de grandes transformacgdes populacionais, sendo

hoje caracterizada por ter uma constitui¢ao multiétnica em decorréncia da influéncia dos
mais distintos povos ao longo da historia. Por outro lado, a maior contribui¢do genética
adveio de trés populagdes parentais principais - europeu, africano e amerindio.

A populagdo americana pré-colombiana sofreu mudangas significativas na sua
composi¢do inicial. Paralelamente a diminui¢do numérica expressiva, relacionada
principalmente ao processo da conquista, houve também a diminuicdo numérica
importante relativa a perda da identidade étnica em decorréncia da absor¢ao destes por
parte dos colonizadores. Entretanto, em algumas regides a populacdo nativa subsistiu e tem
forte influéncia na formagao da populagao. Isto pode ser observado em especial nas regides
onde o acesso foi mais dificil e/ou eram regides inOspitas a época da colonizagdo. Paises
como El Salvador, Chile, Costa Rica, Colombia, Equador e Peru, que apresentavam
florestas fechadas e/ou regides montanhosas, apresentaram estimativas expressivas de
contribuicdo amerindia. Por outro lado, no Brasil, em algumas regioes da Argentina e da
Colombia, na Venezuela e em Porto Rico, a contribuicdo parental amerindia ¢ menor, em
decorréncia da extensiva migra¢ao européia que houve para esses paises.

Pode-se dizer que, em termos de contribuicdo populacional, a colonizagdo européia
na América Latina obteve €xito no sentido de que as estimativas aqui obtidas revelam que
sua presenga ¢ marcante em quase todos os territorios. Em determinados paises a
contribuicdo se sobrepds as demais, com foi o caso do Brasil, Venezuela, Porto Rico e
Argentina (65,9%, 61,5%, 61,3% e 60,1%, respectivamente). Essa sobreposi¢cdo numérica
tem relacdo com o nimero efetivo de migrantes e com o fato de que os homens europeus
se reproduziram com mulheres de todas as etnias, como ja demonstrado em outros estudos
(Martinez et al., 2007; Gonzalez-Andrade et al. 2007; Bedoya et al., 2006; Campos-
Sanchez et al., 2006; Alves-Silva et al., 2000), o que teve como conseqiiéncia a geracao de
um maior numero de descendentes.

A contribuicdo africana ¢ maior em regides onde houve maior exploragdo

econdmica por parte dos europeus, sendo, portanto lugares de mais facil acesso, isto &, pela
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costa do Atlantico ja que a rota de navegacdo naquela época entre a Europa e Africa com a
América se ocorria no Oceano Atlantico. As maiores contribuigdes dessa parental foram
encontradas nos paises do Caribe, Jamaica (com mais de 90%) e Bahamas (quase 85%). Na
América do Sul, paises com acesso mais facil a costa do Oceano Atlantico apresentaram
estimativas maiores de contribui¢do africana na composi¢cao genética atual, como Brasil e
Venezuela. Excecdo foi a Argentina que, apesar de ser um pais da costa Atlantica,
apresenta apenas 9% de contribui¢do africana. Por outro lado, paises em que o acesso se da
pela costa do pacifico, como Chile, Equador e Peru, apresentaram baixa contribuicao
africana. Estimativas de contribui¢do dessa parental para a populacdo do Equador foram
também obtidas por Gonzalez-Andrade et al. (2007), os quais obteveram resultado similar
ao aqui apresentado. Essa observagdo reflete o fato historico de que durante o trafico de
escravos, em especial no século XVI, os escravos africanos com destino a costa Pacifica
vinham da costa Atlantica, passando pelo atual territério colombiano e depois eram
levados para o Peru de onde eram distribuidos para as regioes vizinhas, (Klein, 1986).

Estimativas de mistura genética calculadas anteriormente para a Argentina
mostraram resultados similares aos encontrados neste trabalho. A contribui¢do africana foi
estimada em 7% e amerindia em torno de 30% na constituicdo da populagdo de La Plata,
regido proxima a capital Buenos Aires, utilizando dados de marcadores genéticos
autossomicos classicos (Lopes-Camelo ef al., 1996). A avaliagdo dessa mesma populagdo
utilizando cinco marcadores do tipo AIMs confirmaram a baixa contribui¢do africana
(6,5%), alta européia (67,5%) e amerindia intermediaria (30%) (Martinez-Marignac et al.,
2004).

No Brasil, o processo de mistura foi complexo devido a sua extensdo territorial e,
ao contrario da Argentina, a contribui¢do parental africana foi significativa. A contribuig¢do
européia aqui estimada foi concordante com a descrita em outros trabalhos (Ferreira et al.,
2006; Callegari-Jacques et al., 2003) e ¢ marcante em todas as regides do Brasil,
especialmente na regido sul, sendo a contribui¢do amerindia e africana variavel.

Na Colombia, hd uma diversidade na constituicdo genética entre as regides. Na
Costa Colombiana, por exemplo, predomina a contribui¢do européia e africana (capitulo
2), mas nos Andes a presenca amerindia ¢ marcante. Na Antioquia, a contribuicdo européia
¢ elevada, acima de 69% (Bedoya et al., 2006) quando se considera marcadores do
cromossomo X, ao passo que na regido de Choco a contribui¢do européia ¢ baixa. Se
considerarmos todas as regides simultancamente o que se verifica sdo valores

intermediarios para as trés parentais.
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Ja na Venezuela, estudos mostram que a heterogeneidade genética ¢ verificada com
relacdo as diferentes regides geograficas (Simmons et al., 2007; Loyo et al., 2004), e
também entre diferentes grupos sociais (Martinez et al., 2007), sendo as contribui¢des
amerindias e africanas maiores nas classes mais baixas do que nas classes mais ricas. Os
dados do presente estudo foram similares aos estudos ja realizados, mostrando contribuicao
européia mais alta do que as outras parentais. Com relacdo ao Chile, os resultados
encontrados no presente trabalho foram similares ao observado em trabalho utilizando
marcadores genéticos classicos (grupos sangiiineos, enzimas eritrocitdrias, proteinas do
plasma e marcadores do sistema HLA), onde foi estimada uma contribui¢do amerindia que
variou de 47 a 59% e uma africana baixa (Acufia ef al., 2000).

A escolha das parentais, como dito anteriormente, tem um reflexo direto nos
resultados. Isso pode ser exemplificado com os resultados obtidos por Zuiiga et al. (2006)
para Porto Rico, que mostraram diferencas para os resultados aqui relatados, apesar de
tratar-se fundamentalmente do mesmo banco de dados, isto ¢, eles utilizaram 15
marcadores STRs, incluindo os 13 marcadores analisados neste estudo. A maior diferenca,
de fato, concentrou-se na escolha das parentais. Zuniga et al. (2006) selecionaram como
parental européia um banco de dados de Andaluzia (Sul da Espanha), como africana um
banco do oeste da Africa subsaariana (Guiné-Bissau) e como amerindia dados de
amerindios do México (Estado de Hidalgo). Os resultados indicaram contribui¢do européia
alta (superior a 76%), africana intermediaria (em torno de 17%) e amerindia baixa (cerca
de 6%). No presente estudo foi também observada contribui¢ao européia ¢ alta, porém com
valores bem inferiores (61%), enquanto que a contribui¢do estimada da parental amerindia
foi o dobro do obtido por Zuiiga et al. (2006). Essa discrepancia sugere que a populagdo
amerindia que foi utilizada provavelmente apresenta miscigena¢do com europeu, 0 que
pode ter superestimado a contribui¢cdo européia obtida por aqueles autores.

Com relacdo a populagdo mexicana, as estimativas para a regido noroeste do
México mostraram contribui¢cdo significativa da parental européia e da parental amerindia,
com baixa contribuicdo africana (Cerda-Flores et al., 2002). No presente estudo observou-
se uma contribuicdo parental amerindia maior que a européia. Entretanto, nas analises de
mistura do presente estudo foram incluidos dados de freqiiéncias alélicas de outras regides
mexicanas, isto ¢, da regido central (Hernandez-Gutiérrez et al., 2005) e cidade do México
(Luna-Vasquez et al., 2003). Pode-se sugerir que exista heterogeneidade genética nas
diferentes regides do México, assim como que tais diferencas possam ser decorrentes da

escolha das populagdes parentais.
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Similarmente, trabalho anterior com a populacdo da Costa Rica também apresentou
resultados diferentes aos encontrados nesse estudo. Os resultados de andlises de mistura
utilizando 11 marcadores genéticos classicos (ABO, RH, MNS, KEL, FY, jK, P, LE, SE,
DI e HP) mostraram contribui¢do européia de mais de 60% na constituigdo étnica da
populagdo (Morera et al., 2003), enquanto que os dados aqui obtidos indicaram que a
parental amerindia apresenta a maior contribuigao.

Os resultados de estimativa de mistura obtidos para a regido caribenha com os 13
marcadores STRs foi similar ao encontrado por Benn-Torres et al. (2007) com a utilizacao
de 28 marcadores AIMs. H4 uma concordancia de que a contribui¢do africana é muito alta
e as amerindia e européia muito baixas.

E possivel sugerir que os aspectos geograficos e climaticos influenciaram na
europeizacdo da América. Extensas barreiras naturais, como as regidoes semi-aridas e os
desertos do México, do noroeste da Argentina ¢ o Atacama no Chile, a Cordilheira dos
Andes e a floresta Amazonica aparentemente formaram barreiras que podem ter desviado o
curso das migragdes. Essas regides sdo bastante indspitas o que tornou as regides
interioranas de dificil acesso. Ainda assim, a América Latina sofreu forte transformacao
étnica, com grau de amalgamacdo intenso e ininterrupto que reflete na formagdo da
populagdo, possibilitando a existéncia de diversas combinagdes. Assim, os afro-americanos
estdo mais presentes no Caribe e ao longo da costa atlantica até o Brasil. Os amerindios sdo
mais numerosos na regido da Cordilheira, e os europeus nas regides de clima mais ameno
ou menos indspito como Argentina, sul do Brasil, Chile, Venezuela e Porto Rico.

Quando se analisa grandes regides geograficas pode-se entender melhor todo o
processo de transformagdo que as populagdes sofreram devido ao intenso fluxo génico
continuo, como ocorreu na América nestes ultimos 500 anos. Entretanto, as mudancas
microrregionais sao importantes para se compreender o todo, jA que existem variagdes
étnicas ao longo do continente. Estudando o processo de construg¢ao histérica regional
pode-se fazer inferéncias de como ocorreu o processo de assimilagdo entre os diferentes
grupos étnicos. Nos proximos capitulos serdo discutidos dois modelos distintos de
colonizagdo: primeiro, o processo de mistura étnica em trés paises considerando-se as
diferencas regionais dos mesmos e, segundo, sera discutido um modelo regional de
colonizacdo, em que populagdes da regido centro-oeste brasileira serdo o objeto de estudo.
O objetivo ¢ mostrar que, assim como ocorreu com toda a América Latina, a regido centro-

oeste foi palco de profundas transformagdes étnicas.
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PADROES REGIONAIS DE MISTURA GENETICA NA
AMERICA DO SUL
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2.1. INTRODUCAO

As sucessivas migragdes ocorridas para a América do Sul levaram a formagao de
grupos miscigenados e a um quadro populacional diversificado. E notavel a
heterogeneidade populacional decorrente dessas migracdes e do processo de amalgamento
que se deu em virtude dos contatos entre os diferentes grupos étnicos a partir do inicio da
colonizacdo da América pelos europeus. Embora o inicio da coloniza¢do tenha sido
similar, posteriormente o povoamento se desenvolveu por diferentes caminhos nas
diferentes regides da América, incluindo diferencas regionais dentro de um mesmo pais
(Salzano, 2004). Exemplo disso foi o que ocorreu na Argentina, Brasil ¢ Colombia, paises
localizados na América do Sul.

Antes da ocupagdo pelos europeus, a partir do século XV, a América do Sul era
ocupada exclusivamente pelos amerindios, porém de diferentes grupos lingiiisticos.
Quando os espanhois chegaram ao atual territério colombiano eles se depararam com
populagdes amerindias divididas em diversos grupos lingiiisticos, sendo que a maioria
pertencia aos grupos Chibchan e Caribe (Melo, 1996). Os povos indigenas dessa regido ja
conheciam a agricultura, sendo que os que habitavam as regides litoraneas praticavam uma
agricultura mais rudimentar, enquanto que aqueles que viviam nas regides mais altas
(Chibchan) praticavam a agricultura utilizando técnicas mais avangadas e intensivas,
cultivando milho, batata e algodao.

Na Argentina, os espanhdis encontraram populagdes amerindias agricultoras, na
regido noroeste, nas serras centrais € nas margens dos rios, € nomades, que viviam da caca
e da coleta, localizadas principalmente nas regides de pampa, nos chacos e na patagonia. A
maioria pertencia ao grupo lingiiistico Tupi-guarani e outros pequenos grupos como os
Tehuelche (Salzano & Callegari-Jacques, 1988).

No Brasil, diferentemente dos demais paises latino-americanos, o principal
colonizador foi o portugués. Quando os colonizadores chegaram ao territdrio, encontraram
na costa atlantica grupos amerindios que pertenciam a diversos grupos lingiiisticos
especialmente Tupi-guarani. Ao adentrarem o pais encontraram diversos grupos indigenas,
dentre os quais os do grupo J€, habitantes da regido mais central do Brasil. A maior parte
dos indigenas brasileiros vivia da caca, coleta e da pesca, sendo que varios conheciam a
agricultura, cultivando hortali¢as e tubérculos como a mandioca (Vainfas, 2000; Salzano &

Callegari-Jacques, 1988).
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Paralelamente a essa diferenca inicial entre os trés paises em decorréncia dos
diferentes grupos lingiiisticos que habitavam a regido antes do inicio da coloniza¢do, dois
outros fatores contribuiram de maneira fundamental na defini¢do da constituicdo genética
populacional desses paises. Primeiro foi a forma com que se deu a conquista desses
territorios pelos europeus e segundo foi o trafico de escravos e a distribuicao dos africanos
Nnos Mesmos.

Quanto a colonizagdo pelos europeus, a elaboracdo de um tratado em 1494
estabelecendo a divisdo das terras até entdo descobertas e aquelas por descobrir entre
Portugal e Espanha, o Tratado de Tordesilhas, definiu que Portugal teria direito de ocupar
as terras localizadas a leste da linha de 370 1éguas tracada a partir de Agores e Cabo Verde,
enquanto que a Espanha ocuparia todas as terras que ficassem do lado ocidental dessa
linha. Por isso, Brasil foi colonizado pelos portugueses, enquanto que o restante da
América seria de direito da Espanha (Herman, 2000).

A Coldombia foi o primeiro pais da América do Sul a ser dominado pela Espanha.
Quando Cristévao Colombo chegou a América em 1492, os espanhois se fixaram primeiro
nas ilhas do mar do Caribe. Somente em 1498, em sua terceira viagem a América,
Colombo alcangou a atual costa venezuelana. Entre 1501 e 1535 varios contatos ja haviam
sido estabelecidos com os amerindios da costa atlantica da Colombia e das savanas
adjacentes. A ocupacdo espanhola se estendeu para o interior do territério entre 1535 a
1560, especialmente nos Vales del Cauca e Madalena e dos altiplanos ao sul e oriente. O
estabelecimento dos espanhois no territorio foi rapido, sendo que nas primeiras décadas de
coloniz¢do houve a fundacdo de varias cidades como Santa Marta (1526), Cartagena
(1533) e Santa Fé de Bogotd (1539), atual capital Bogotd. A Colombia ocupava uma
posicdo estratégica, pois era a porta de acesso para as demais regides a oeste e ao sul da
América do Sul, onde se localizavam os impérios amerindios mais desenvolvidos, Astecas
e Incas (Melo, 1996).

A chegada dos portugueses a costa atlantica do Brasil se deu em 1500. Como o
territdrio e a costa maritima eram vastos, a coroa portuguesa criou o regime de capitanias
hereditarias em 1532 com o objetivo de explorar e ocupar o territdrio, propiciando, assim,
a criacdo dos primeiros nucleos de colonizagcdo portuguesa no Brasil. Diferente do que
ocorreu com as colonias espanholas, ndo houve planejamento de cidades e a ocupagdo
ocorreu apenas na costa atlantica nas primeiras décadas. A unido entre Espanha e Portugal
entre 1580 e 1640 permitiu a expansdo do territorio brasileiro além dos limites fixados pelo

Tratado de Tordesilhas, época em que ocorreram expedigdes, conhecidas como Entradas e
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Bandeiras, que promoveram a ocupacao das terras a oeste, além das terras localizadas ao
norte do pais e ao sul, na regido platina. No século XVIII muitas cidades ja haviam sido
estabelecidas, tanto na costa maritima (Fortaleza, Sdo Luiz, Natal, Recife, Olinda, Ilhéus,
Vitéria, Rio de Janeiro entre outras) quanto no interior do territério (Mariana, Vila Rica,
Goias, Cuiab4, entre outras) (Bertran, 2000; Herman, 2000; Palacin & Moraes, 1994).

Os portugueses foram os europeus que mais contribuiram para a coloniza¢do do
Brasil. Estima-se que em um primeiro momento aproximadamente 700 mil portugueses
tenham migrado para o Brasil. A partir de 1700 o fluxo migratério se tornou mais intenso
em virtude da descoberta do ouro, sendo que entre os periodos de 1880 a 1960 houve
migracdo em massa, com um numero de imigrantes estimado em mais de 1,5 milhdo de
individuos. Contribuiram ainda para povoar o Brasil, principalmente a partir de 1890, os
italianos, que formaram o segundo maior contingente de migrantes europeus, seguido pelos
espanhois, que iniciaram a migragao para o Brasil em épocas mais remotas desde o século
XVI (Venancio, 2000) e os japoneses que migraram principalmente para a regido sudeste.

O processo de colonizacdo da Argentina ocorreu a partir do século XVI. Pelo fato
de haver poucos grupos camponeses indigenas estabelecidos e, inicialmente, poucos
recursos minerais disponiveis ao sul do rio da Prata, at¢ 1520 a coroa espanhola estava
mais voltada para a conquista do rico império inca localizado na regido da Cordilheira dos
Andes, na América do Sul. Somente em 1527 se deu a constru¢do do primeiro povoado da
Argentina, chamado forte de Sancti Spiritus. O povoamento do territorio se deu gragas as
concessdes para explorar a regido fornecida pela coroa espanhola a particulares (Rock,
1985).

O atual territério argentino fazia parte da vasta regido de colonizagdo da Espanha
que abrangia também, por direito concedido pelo tratado de Tordesilhas, a Bolivia,
Paraguai, Uruguai, Chile e parte do Brasil. Assim, até o inicio do século XVII os espanhois
fundaram alguns assentamentos que acabaram por originar as principais cidades
argentinas, como Buenos Aires (1536), Santa Fé¢ e Cordoba (1573), Catamarca (1603),
entre outras. A imigragdo européia para a Argentina foi continua, o que contribuiu com a
politica de “embranquecimento” da populagdo, sendo que os migrantes eram originarios
principalmente da Espanha e da Itdlia. A colonizacdo pelos europeus foi intensa até o
inicio do século XX, época da segunda guerra mundial (Rock, 1985).

Quanto a contribui¢do africana, a vinda para a Argentina, Brasil e Colémbia se deu
em diferentes épocas e propor¢des. Todos esses trés paises apresentam costa maritima

atlantica, o que facilitou a entrada de africanos, decorrente do trafico de escravos pelos
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europeus, a partir do século XVI. A origem dos africanos foi semelhante, isto ¢, eram de
povos que viviam na Africa subsaariana, principalmente do Congo e Angola e, em menor
nimero, da Guiné, Gana, Nigéria, Serra Leoa e Mocambique. Pertenciam a diferentes
grupos lingiiisticos, como bantus e sudaneses. O Brasil foi a coldonia que mais utilizou a
mao-de-obra escrava. Dados estatisticos mostram que cerca de 40% de todos os africanos
trazidos para a América vieram para o Brasil (Klein, 1986). Enquanto que mais de quatro
milhdes de escravos entraram no Brasil entre 1451 e 1870, nesse mesmo periodo a
América espanhola recebeu menos da metade deste contingente. Isso foi teoricamente
decorrente do menor éxito portugués na utilizacdo de mao-de-obra indigena quando
comparado com os espanhois (Klein, 2000).

A Colombia foi uma rota importante para a entrada de escravos africanos na
América do Sul. Antes da chegada dos escravos até o Peru e sua distribui¢do a outras
regides da coldnia espanhola, o porto de Cartagena na costa caribenha era o primeiro local
de desembarque dos escravos. Os escravos que ficavam na Coldémbia eram utilizados
principalmente na costa caribenha e, posteriormente, na regido oeste ao norte do pacifico,
que compreende o atual estado de Chocd. A descoberta de ouro no século XVIII nesta
regido incrementou o fluxo de escravos. Embora o local fosse de dificil acesso, Choco se
tornou o principal centro de extracdo de ouro nessa época e a populagdo afro-descendente
nesse local cresceu rapidamente: de dois mil escravos mineiros em 1720 a mais de sete mil
em 1782. Esse nimero respondia por mais de 13% da populacdo escrava total de todo o
vice-reinado de Nova Granada, onde hoje se localiza as terras baixas da costa nordeste da
Colombia (Klein, 1986). Portanto, nessa época a populagdo escrava total na Colombia era
em torno de 54 mil individuos.

Na Argentina houve inicialmente pouco interesse na mao-de-obra escrava, pois esta
era uma regido pouco explorada devido a falta de metais preciosos exportaveis disponiveis
de imediato. A demanda se deu quando da implantagdo de estancias de gado no Rio da
Prata e da descoberta de prata no alto Peru em 1545. O porto de entrada dos escravos foi a
cidade de Buenos Aires, sendo que a maioria deles era proveniente de Angola. Porém os
nimeros s3o imprecisos em decorréncia de uma ampla perda de documentos. Estima-se
que entre 1600 at¢ 1806 tenham entrado na Argentina pouco mais de 52 mil escravos
(Rock, 1985).

O avango de povos europeus na América do Sul provocou mudangas significativas
nas populagdes locais. A medida que os europeus avangaram no processo de conquista,

trazendo junto consigo escravos africanos, os povos amerindios que se encontravam na
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costa atlantica foram sendo for¢ados a migrar para o interior do continente, isto quando
conseguiam escapar da morte provocada pelas guerras ou pelas doencas trazidas pelos
europeus (Alencastro, 2000). Isso provocou a diminui¢do do nimero de amerindios onde a
presenga européia ocorria. Uma questdo entdo pode ser levantada: quais foram as
conseqiiéncias em termos de constitui¢ao genética populacional do predominio europeu em
determinadas regides? Assim, buscou-se responder as seguintes indagacdes: Argentina,
Brasil e Colombia, devido a similaridade nas suas historias, apresentam hoje o mesmo
padrdo populacional? A participagcdo dos grupos parentais presentes durante a colonizagao
da América Latina ocorreu de forma homogénea nos trés paises analisados?

Este capitulo teve por objetivo mostrar que o processo de colonizagdo e mistura em
trés paises da América do Sul — Argentina, Brasil e Colombia - ocorreu de forma
heterogénea. Os instrumentos para tal estudo foram marcadores genéticos do tipo
microssatélites, pois seu alto grau de polimorfismo permite observar as variagdes entre

individuos numa dada populacao e entre as populagdes.

2.2. MATERIAL E METODOS

Fonte de Dados
Argentina, Brasil e Colombia sdo trés paises da América do Sul que apresentaram

semelhangas quanto ao seu povoamento. O Brasil ¢ dividido em cinco regides geograficas:
norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul. A Argentina pode ser dividida em seis regides
geograficas: Pampa (regido centro-oriental), Mesopotamia (na bacia hidrografica formada
pelos rios Uruguai e Parand), Gran Chaco (terras do Chaco argentino), Noroeste (regido
montanhosa localizada a noroeste, proximo as divisas com Chile e Bolivia), Cuyo (regido
andina) e Patagdnia (sul do pais). A Colombia ¢ divida em 32 estados, mas ndo apresenta
divisdo administrativa ou geografica em macrorregides como ¢ o caso da Argentina e do
Brasil. No presente trabalho foi adotado a divisdo populacional em quatro principais
regidoes colombianas sugerida por Paredes ef al. (2003) que sdo: Costa do Caribe, Costa do
Pacifico Norte (afro-descendentes do Estado de Chocd) e Ilha Caribenha de San André,
regido a sudoeste dos Andes e regido dos Andes, Amazdnica e do Orinoco, as quais foram
denominadas A, B, C e D, respectivamente, no presente trabalho. As divisdes acima
citadas foram utilizadas para as analises descritas a seguir e estdo apresentadas na Figura

2.1.
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Figura 2.1. Mapa da Argentina, Brasil e Colombia e suas respectivas regioes geograficas adotadas para as analises desenvolvidas neste trabalho.
A divisao adotada para a Argentina ¢ referente as regides geograficas do mesmo, para o Brasil ¢ a divisdo politico-administrativa

adotada pelo governo federal do pais, enquanto que a Coldmbia foi dividida de acordo com o proposto por Paredes et al. (2003).
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Para as analises populacionais relativas as regioes dos trés paises, foram realizados
levantamentos da literatura referentes as freqiiéncias génicas de treze marcadores STRs do
sistema CODIS (Combined DNA Index System) - CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX ¢ vWA (Tabela 1,
Anexo 1). Os dados foram compilados de acordo com as regides geograficas de cada pais e
as freqiiéncias génicas foram estimadas pelas médias ponderadas dos dados obtidos para
cada regido. A regido de Cuyo (Argentina) nao foi considerada devido a auséncia de dados

na literatura com relacdo aos marcadores analisados.

Analises populacionais
A mistura génica foi estudada com base nas diferencas e similaridades das

freqiiéncias génicas dos marcadores genéticos entre as populacdes de interesse e suas
parentais (grupos étnicos parentais), que no caso aqui apresentado sdo europeus, africanos
e amerindios. Para estimar as freqiiéncias alélicas das parentais, foram calculadas as
médias ponderadas a partir de bancos de dados de Portugal e da Espanha, para a parental
européia, da Africa subsaariana, para a africana, e de povos amerindios da América do Sul
para a amerindia. Os dados de freqiiéncia foram obtidos no banco de dados da
Universidade de Diisseldorf (http:/www.uni-duesselforf.de/WWW/MedFak/Serology/
Database.html, acessado dia 03/05/2008), em Paredes et al. (2003a) e em Fernandes e
Brehm (2002) para as populagdes de Portugal e da Espanha; no banco de dados ALFRED
(Allelic Frequency Database -http://alfred.med.yale.edu — acessado em 03/05/2008) e em

Gonzalez-Andrade et al. (2006) para as populacdes amerindias da América do Sul
(Kichwas, Cubeo, Desano, Puinave, Tehuelche, Tucano, Wichi e Curripaco). Para a
populagdo parental africana, os dados foram obtidos no banco de dados da Universidade de
Diisseldorf para as populacdes de Nigéria, Zimbdbue, Benin, Bamileke ¢ Ewondo de
Camardes, Ovambo da Namibia e uma amostra de Angola e Guiné¢ Bissau - € em artigos
cientificos - Angola (Alves et al., 2004), Guiné Bissau (Gongalves et al., 2002), Gabao
(Steinlechner et al., 2002), Guiné¢ Equatorial (Alves et al., 2005; Gene et al., 2001) e
Ruanda (Tofanelli et al., 2003).

A andlise de mistura foi realizada utilizando o programa ADMIX 3, baseado no
método de Identidade Génica (Chakraborty, 1985) entre as popula¢des ancestrais e a
miscigenada. Esse programa gera duas estimativas, a viesada e a ndo viesada. E
considerada como melhor estimativa aquela que apresentar o maior R-square € nos casos

em que o R-square ¢ igual escolheu-se a estimativa ndo viesada. As estimativas de mistura
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foram realizadas para cada regido geografica dos paises e dos paises como um todo. Para
essa ultima andlise, foram considerados os resultados de mistura obtidos para cada regido,
ponderado pela propor¢ao de habitantes em cada regido geografica. Esta ultima anélise foi
realizada devido as diferengas do niumero de habitantes de cada regido, bem como das
diferencas na composicdo ¢étnica entre as regioes. O desvio padrao foi calculado

considerando a contribuicdo parental relativa em cada regido utilizando para isso uma

¥ (x—xF
(n—1}

onde x ¢ média de amostra média(valores informados) e n ¢ o tamanho da amostra.

planilha Excel , sendo:

As distancias genéticas entre os pares de populacdes foram estimadas como
proposto por Reynolds et al. (1983), utilizando o software PHYLIP versao 3.65
(Felsenstein, 1989). A matriz de distancia obtida foi utilizada para realizar a Analise de

Coordenada Principal (PCA) gerada no programa NTSYS-pc versao 1.70 (Rohlf, 1992).

2.3. RESULTADOS

As estimativas de mistura génica obtidas para as regides dos trés paises e nos paises
como um todo estdo apresentadas na tabela 2.1. De um modo global, as maiores
estimativas obtidas foram as de contribui¢do européia para os trés paises, sendo que o
Brasil apresentou o maior valor. A maior contribui¢do africana foi estimada também para o
Brasil, enquanto que a amerindia foi alta e similar na Argentina e Colombia (38%) e baixa
no Brasil.

A maior homogeneidade entre as estimativas foi observada no Brasil, onde apenas a
regido sul se diferencia das demais, porém mantendo a alta contribuigdo européia e baixa
africana e amerindia. A regido sul do pais apresentou elevada contribui¢do européia (81,5),
enquanto que as regides norte ¢ sudeste apresentaram contribuicdes menores (60,6% e
60,7% respectivamente). A contribui¢do africana, intermediaria em quase todas as regides,
foi mais alta na regido sudeste do pais (32%), sendo que na regido sul do pais essa
contribui¢cdo foi menor que 10%. Quanto a contribui¢do amerindia, a regido norte do pais
foi a que apresentou maior contribui¢do (18%), enquanto que a regido sudeste apresentou

menos da metade do observado na regido norte deste pais.
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A Argentina possui uma populacdo triibrida, como pode ser observado na tabela

2.1. A contribui¢do africana estimada foi baixa, menor que 10%, quando considerada a

analise de mistura ponderada pelo tamanho populacional de cada regido. A contribuigdo

parental amerindia por sua vez foi trés vezes superior a contribui¢do africana,

ultrapassando 30%. A contribuicdo parental européia foi superior as demais em todas as

regides geograficas, exceto para a regido noroeste que apresentou menos de 25% de

Tabela 2.1. Estimativas de contribuicdo das populagdes parentais sul-americanas —

europeu, africano e amerindio — na constituicdo atual das regides

geograficas de Brasil, Colombia e Argentina, utilizando 13 marcadores

microssatélites do sistema CODIS.

Populagdes analisadas

Representatividade

Grupos Parentais

populacional (%)* Europeu Africano Amerindio

Pampa 63,3 0,678+0,050 0,103+0,039 0,219+0,019

Gran Chaco 6,3 0,531+0,018 0,089+0,014 0,379+0,007

Argentina Mesopotamia 8,4 0,630+£0,009 0,064+0,007 0,305+0,003
Noroeste 10,1 0,228+0,014 0,085+0,013  0,686+0,007

Patagbnia 4.8 0,554+0,004 - 0,446+0,004

Total 92,93 0,601+0,179  0,090+0,028 0,308+0,051

Centro-Oeste 7,0 0,663+0,019 0,217+0,015 0,120+0,008

Norte 5,0 0,606+0,055 0,213+0,044 0,181+0,021

Brasil Nordeste 29,0 0,667+0,045 0,234+0,035 0,100+0,017
Sudeste 44,0 0,607+0,025 0,320+0,017 0,074+0,021

Sul 15,0 0,815+0,009 0,093+0,007 0,092+0,003

Total 100,0 0,659+0,089 0,248+0,050 0,093+0,010

Regido A 33,9 0,405+0,047 0,350+0,037 0,245+0,018

Regido B 1,2 0,116+0,016 0,730+0,013  0,154+0,006

Colombia** Regido C 23,2 0,457+£0,042  0,137+0,033  0,406+0,016
Regido D 41,7 0,549+0,023  0,036+0,018 0,415+0,009

Total 100,0 0,459+0,081 0,203+0,063 0,338+0,057

*Fonte: National Geographic, 2008, para Argentina ¢ Colombia; contagem demografica 2007 IBGE para

Brasil. **Regido A: Costa do Caribe; regido B: Costa do Pacifico Norte (afro-descendentes do Estado de

Choco) e Ilha Caribenha de San André; Regido C: regido a sudoeste dos Andes; Regido D: regido dos Andes,

Amazonica e do Orinoco (de acordo com Paredes et al., 2003). ***A regido de Cuyo ndo foi incluida na

analise.



37
Capitulo 2

contribuicdo para essa parental. Entretanto, essa regido foi a que apresentou maior
contribui¢do para a parental amerindia (68,6%), inclusive quando considerada as demais
regides de Brasil e Colombia.

Com relagdo a Colombia, quando se considerou a propor¢do de mistura para o pais
como um todo se observou uma maior contribuicdo europé€ia na constitui¢ao atual seguida
pela amerindia e finalmente a africana. Mesmo representando em termos de percentual
populacional 1,2% da populagado total, ao considerar essa regido na analise de mistura o
valor da parental africana foi de 20,3%. Esse resultado ¢ reflexo da elevada contribuig¢do
africana na populacdo de Chocé e Ilha de Santo André (73%). A regido caribenha
apresentou valores de mistura entre as trés parentais mais homogéneos quando se compara
todas as regides geograficas do trés paises, enquanto que as duas outras regides (C e D),
tiveram percentuais de contribui¢do européia e amerindia superiores a 40%.

Na figura 2.2 estdo apresentadas as estimativas de distancias genéticas entre todas
as populacdes das regides geograficas dos trés paises analisados, bem como entre essas
populacdes miscigenadas e as populagdes parentais. Os dados de distancia genética
corroboraram os resultados de mistura obtidos e ambos foram coerentes com a historia de
colonizacdo das regides nos trés paises analisados. Comparando-se as populagdes
miscigenadas com as trés parentais, foi observado que as menores distancias genéticas
ocorreram entre todas as populagdes e a parental européia, especialmente as regides
brasileiras e duas regides argentinas, isto ¢, pampa e mesopotdmia. As maiores distancias
foram observadas, de um modo geral, entre as popula¢des miscigenadas e a parental
amerindia, novamente destacando-se o Brasil além de nesse caso também duas regides da
Colombia (Costa Caribenha e Chocé e Ilha de Santo André). Na comparagdo entre as
regides dos trés paises e a parental africana, duas regides da Argentina (Patagdnia e
noroeste), bem como uma regido da Colombia (regido D), apresentaram as maiores
distancias. De modo contrario, as menores distancias foram observadas em duas regides da
Colombia (regides A e B) e valores intermediarios nas regides brasileiras.

Com relacdo a distdncia genética entre as regides dos trés paises, os menores
valores foram observados entre as regides brasileiras. Destacaram-se as regides noroeste da
Argentina e Choc¢ e Ilha de Santo André da Colombia, pois estas apresentaram as maiores
distancias genéticas quando comparadas as diferentes regides entre os trés paises. Por
exemplo, na comparacgdo entre a regido noroeste da Argentina e as regides brasileiras os

valores de distancia genética foram mais altos do que quando as mesmas regides foram
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comparadas com outras duas regides da Argentina (pampa e mesopotamia). O mesmo se
observou com relagdo a regido B da Colombia.

Na Figura 2.3 estd apresentado o grafico relativo a andlise da primeira e segunda
coordenadas principais obtidas a partir de dados de 13 marcadores STRs mostrando o
relacionamento entre a distribuicdo das freqiiéncias alélicas nas microrregidoes de
Argentina, Brasil e Colombia e as populagdes parentais. A primeira e a segunda
coordenadas principais responderam por cerca de 88% da variag¢do, sendo que a primeira
coordenada representou 63% e a segunda 25% do total da variabilidade entre as
populacdes. A separacdo das populagdes parentais foi bem definida, sendo que o eixo X
mostrou a separacao entre amerindio e africano e europeu, localizados nos dois quadrantes
a direita. O segundo componente principal separou o agrupamento europeu da parental
africana, estando a primeira localizada no quadrante superior a direita. Os dados mostrados
na analise de coordenada principal estdo de acordo com os resultados de mistura e
distancia genética apresentados. Observou-se que as populagdes que apresentaram os
maiores valores de contribuicdo para a parental amerindia ficaram situadas nos dois
quadrantes a esquerda, como ¢ o caso de todas as regides da Argentina e de duas regides da
Colombia (sudoeste dos Andes e Andes, bacias dos rios Amazonia e Orinoco). As regides
da Argentina ficaram posicionadas entre as parentais amerindia e européia, colocando-se
de maneira oposta a parental africana, principalmente a regido da Patagonia. Esse resultado
era esperado tendo em vista que nas analises de mistura genética as regides da Argentina
apresentaram baixa contribui¢do africana, sendo que na Patagénia ndo foi observada
contribuicao desta parental.

As regides que apresentaram maior contribuicdo africana ou européia ficaram
posicionadas no lado direito do diagrama. Observou-se que duas regides da Colombia
(Choco e Ilha de Santo André e costa caribenha) que apresentaram maior contribui¢do da
parental africana, em relagdo as demais regides, ficaram localizadas no quadrante inferior
direito, junto da parental africana, enquanto que a maioria das regides brasileiras se
localizou no mesmo quadrante da parental européia. As regides colombianas ficaram

espalhadas por trés dos quatro quadrantes.
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EUR AFR  AME ColA ColB ColC ColD PAM NOR MES GCH PAT BRSE BRNE BRN BRS BRCO

EUR
AFR
AME
Col A
Col B
Col C
Col D
PAM
NOR
MES
GCH
PAT
BRSE
BRNE
BRN
BRS
BRCO

0,0256

0,0503 0,0674

0,0086 0,0155 0,0305

0,0192  0,0060 0,0492 0,0084

0,0110 10,0254 0,0214 0,0034 0,0149

0,0107 0,0306 0,0204 0,0046 0,0189 0,0008

0,0046 0,0245 0,0302 0,0042 0,0158 0,0048 0,0046

0,0295 10,0453 0,0119 0,0161 0,0309 0,0122 0,0117 0,0144

0,0059 10,0259 0,0252 0,0042 0,0162 0,0040 0,0036 0,0020 0,0144

0,0101 0,0285 0,0215 0,0052 0,0187 0,0044 0,0041 0,0031 0,0112 0,0029

0,0126  0,0359 0,0177 0,0070 0,0226 0,0035 0,0027 0,0048 0,0108 0,0042 0,0035

0,0039 0,0143 0,0415 0,0033 0,0089 0,0067 0,0078 0,0037 0,0229 0,0048 0,0071 0,0107

0,0040 0,0179 0,0412 0,0044 0,0129 0,0076 0,0083 0,0044 0,0228 0,0050 0,0074 0,0103 0,0027

0,0042 0,0186 0,0340 0,0028 0,0112 0,0049 0,0053 0,0024 0,0190 0,0026 0,0048 0,0071 0,0020 0,0027
0,0016 0,0220 0,0419 0,0058 0,0149 0,0073 0,0076 0,0032 0,0242 0,0037 0,0071 0,0094 0,0027 0,0030 0,0023
0,0027 0,0156 0,0405 0,0034 0,0099 0,0065 0,0074 0,0030 0,0223 0,0034 0,0061 0,0094 0,0014 0,0023 0,0017 0,0017 -

Figura 2.2. Matriz de distancia genética de Reynolds ef al. (1983) mostrando as distdncias genéticas entre as regides geograficas da Argentina,

Brasil, Colémbia e as populagdes parentais. EUR (europeu); AFR (africano); AME (amerindio); Col A (Coldmbia A); Col B (Colémbia B); Col C
(Colémbia C); Col D (Colémbia D); PAM (regido pampa da Argentina); NOR (regido noroeste da Argentina); MES (regido mesopotdmia da Argentina);
GCH (regido Gran Chaco da Argentina); PAT (regifio patagonia da Argentina); BRSE (regido sudeste do Brasil); BRNE (regido nordeste do Brasil); BRN
(regido norte do Brasil); BRS (regido sul do Brasil); BRCO (regido centro-oeste do Brasil).
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Figura 2.3. Primeira ¢ segunda coordenadas principais obtidas a partir da analise de 13

marcadores STRs mostrando o relacionamento entre a distribuicdo das
freqliéncias alélicas nas regides de Argentina, Brasil ¢ Colombia e as

populagées parentais. Legenda: Parentais (EUR = Europeu, AFR = Africano, MAS = Amerindio
da América do Sul); Colombia (ColA = regido do Caribe, ColB = Choc6 e llha de Santo André, ColC =
regido a sudoeste dos Andes; ColD = regido dos Andes, bacias dos rios Amazonia e Orinoco); Argentina
(PAM = Pampa, NOR = Noroeste, MES = Mesopotamia, GRH = Gran Chaco, PAT = Patagonia); Brasil
(BRSE = Sudeste, BRNE = Nordeste, BRN = Norte, BRS = Sul, BRCO = Centro-Oeste).
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2.4. DISCUSSAO

Os trés paises apresentaram como maior contribui¢do na constitui¢do genética atual
a parental européia. O processo de colonizagdo pelos europeus da América, ja previamente
habitada por amerindios, iniciou em 1492 com a vinda de Cristovao Colombo, sendo que
em 1498 chegou a América do Sul pelo atual litoral da Venezuela. Em decorréncia do
Tratado de Tordesilhas, Argentina e Colombia foram colonizadas pelos espanhois,
enquanto que o Brasil pelos portugueses. O processo de povoamento iniciou pela costa
atlantica e posteriormente avangou para o interior do continente. Em um segundo momento
chegaram ao continente escravos advindos da Africa subsaariana.

Apesar de o processo de colonizagao ter sido parecido, o povoamento de cada pais
teve suas particularidades, o que refletiu na constituicdo atual das populagdes desses
paises. Os resultados de mistura génica aqui obtidos sugerem que as diferencas entre as
regides geograficas sdo decorrentes do historico de formagao populacional de cada pais e

da forma com que os conquistadores europeus desenvolveram suas atividades economicas.

A presenca européia
O Brasil foi o pais que apresentou contribuicdo européia estimada maior variando

de 61 a 82% em todas as regidoes geograficas. A regido sul do pais foi a que apresentou a
maior contribui¢cdo dessa parental e, em decorréncia disso, encontra-se agrupada na arvore
com a parental européia. De acordo com a histéria do Brasil, a regido sul recebeu pouco
contigente escravo e, além disso, recebeu um grande contingente de migrantes alemaes,
italianos ¢ de outras regides da Europa por dois motivos distintos: ocupar as terras
praticamente desocupadas de colonizadores e assim protegé-las da invasao de outros povos
e fornecer mao-de-obra para os trabalhos agricolas (Gregory, 2000; Gomes, 2000).

Foi também o Brasil o pais que apresentou menor variacdo entre as regides
geograficas no porcentual de contribui¢do das parentais. Esse resultado pode ser visto
refletido nas estimativas de distancias genéticas entre as regides brasileiras que foram
baixas, variando de 0,004 a 0,012, quando comparado as distancias calculadas entre as
regides dos demais paises. A migracdo européia, especialmente portuguesa, nos primeiros
trezentos anos de colonizagdo foi intensa. Além disso, a migragdo européia para o Brasil
foi muito incentivada, especialmente entre o final do século XIX e inicio do século XX,
visando o processo de “branqueamento” do povo brasileiro sob a cortina de necessidade de

mao-de-obra em substituicdo da mao-de-obra escrava (Ramos, 2002). Fato similar ocorreu
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na Argentina onde houve incentivo para migragdo européia, incluindo o subsidio de
passagens por um curto periodo, do governo espanhol para povoar a regido. A imigracao
na Argentina foi constante, mas houve periodos em que o fluxo de individuos advindos,
principalmente da Espanha e da Itélia, foi intenso (Silberstein, 2000; Bernasconi, 2000).

A Argentina apresentou a segunda maior contribuicdo européia, cerca de 60%,
considerando a média ponderada do pais como um todo. Entretanto, diferentemente do
observado no Brasil, ha diferencas importantes entre as regides argentinas. Por exemplo,
na regido noroeste a contribui¢do européia foi pouco mais de 1/3 da média nacional, ou
seja, 23%, enquanto que na regido do pampa foi superior a média, chegando a quase 70%.
Essas diferencas refletem na estimativa total quando a freqiiéncia relativa populacional de
cada regido ¢ usada para ponderar as contribui¢des parentais. A regido noroeste ¢ pouco
povoada, enquanto que Pampa ¢é bastante populosa, representando cerca de 63% da
populacdo daquele pais (National Geographic, 2005). Quando se faz as estimativas de
mistura geral corrigido pelo percentual relativo populacional de cada regido, observou-se
que a regido noroeste contribuiu apenas com 3% para o componente europeu, € a regido de
Pampa, por ser mais populosa e apresentar maior composi¢ao genética européia, contribuiu
com mais de 44%. Assim, como existe uma grande varia¢do na contribui¢do de cada regiao
para compor a parental européia o desvio foi grande (0,601 + 0,179). As estimativas aqui
apresentadas sdo similares as estimadas utilizando cinco marcadores do tipo AIMs para a
populacdo de La Plata, cidade localizada no Pampa (Martinez-Marignac et al., 2004),
mostrando também altos valores de contribui¢ao parental européia para essa regido.

A diferenca entre as regides também pdde ser observada na matriz de distancia,
onde a regido noroeste foi a populacdo que apresentou menor distancia genética da parental
amerindia enquanto que a do Pampa foi mais proxima do grupo parental europeu. A
analise de coordenada principal corroborou o achado, pois o noroeste da Argentina ficou
posicionado no quadrante da parental amerindia, mais distante geneticamente do grupo
europeu, enquanto que o Pampa ficou proxima ao quadrante da parental européia.
Diferengas entre diversas provincias da Argentina quanto as freqiiéncias génicas para
varios loci STRs ja haviam sido relatadas em um trabalho anterior. Com o objetivo de
verificar se um banco de dados geral poderia ser usado para estimar parametros forenses
nesse pais, foi observado que existem diferencas e que essas ocorrem em maior intensidade
entre as populagdes com maior componente amerindio e aquelas com maior influéncia

européia (Toscanini et al., 2007).
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Por tultimo, a Coldémbia apresentou o componente europeu mais baixo na
composi¢do da sua populagdo quando comparada com Argentina e Brasil. Notou-se, pelos
dados obtidos na matriz de distdncia genética e nas coordenadas principais, que a
Colombia foi bastante heterogénea, com regides apresentando altos indices de contribuigao
européia, como foi o caso da regido D (regido dos Andes, bacias dos rios Amazonia e
Orinoco), localizada mais para o interior e € a segunda regido mais populosa do pais, onde
se encontra a capital. A regido que menos contribuiu para elevar as estimativas dessa
parental foi a regido B (Chocd e Ilha de Santo André), com menos de um por cento em

termos de contribui¢do relativa. Esse fato sera mais bem detalhado a frente.

O africano e o amerindio
Quando analisados simultaneamente, os trés paises mostraram que, embora a

presenca européia seja alta na maioria das regides, o processo de assimilagdo dos outros
dois grupos parentais foi bastante heterogéneo, principalmente na Argentina e na
Colombia.

A contribui¢do africana na Argentina foi pequena, observando-se apenas pouco
mais de 10% na regido do Pampa, que ¢ a mais habitada do pais, e sua auséncia na
Patagonia. Na analise de componente principal a Patagonia ficou localizada no quadrante
superior a esquerda, entre a parental européia e a amerindia, portanto oposto a africana. As
demais regides ficaram posicionadas um pouco abaixo no plot devido a pequena
contribui¢do africana.

De acordo com a historia desse pais, entre os séculos XVIII e XIX, existiram
provincias em que a populagdo afroderivada constituia pelo menos metade da populagao.
Entretanto, a partir do século XIX houve intensa mortalidade de pessoas descendentes de
escravos africanos em decorréncia da participagdo em guerras, com a promessa de
emancipa¢ao no caso de alistamento, e de doencas, como as epidemias de febre amarela,
decorrentes do acentuado crescimento populacional nas cidades (Rock, 1985). Além disso,
a imigrac¢do de europeus foi bem maior quando comparada a de africanos e a elite social,
que era formada por pessoas de origem européia, repudiava a idéia de mistura genética
com outras etnias, defendendo a "pureza do sangue europeu". Por isso, atualmente a
contribui¢do da parental africana na populagdo argentina ¢ pequena.

No Brasil, a participagcdo do grupo parental africano na populagdo ¢ mais evidente.

De acordo com a histéria americana, o Brasil foi o pais que mais recebeu escravos
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advindos da Africa subsaariana. A maioria foi concentrada naquelas regides onde havia,
naturalmente, o maior desenvolvimento econdmico, como em Recife, Salvador, Rio de
Janeiro e Sdo Paulo (Reis, 2000). Os resultados da andlise de mistura mostraram que a
regido com maior contribui¢do parental africana foi a regido sudeste do pais, conseqiiéncia
da intensa utilizacdo de mao-de-obra escrava nessa regido até o século XIX. Por outro lado,
a estimativa de contribui¢do africana na constituicdo da populagdo atual da regido sul foi
muito pequena. Do mesmo modo, na matriz de distdncia genética e na coordenada
principal, especialmente no eixo Y, fica claro que o sul do pais ndo teve muita contribuicdo
africana. A historia de povoamento da regido sul é diferente e bem posterior ao sudeste e
nordeste como relatado anteriormente.

A Colombia apresentou um quadro mais contrastante quanto as contribui¢des das
populagdes parentais africana e amerindia. Considerando apenas a contribui¢do do grupo
parental africano, verificou-se presenca marcante nas regides da Costa Caribenha e na
Costa Pacifica ao norte, onde se localiza o Estado de Choc6 regido em que houve a
utilizagdo de mao-de-obra escrava. Os escravos foram levados para essa regido para
trabalharem nas minas de ouro. Quando se faz a andlise de mistura incluindo dados
genéticos dessa regido, a estimativa da contribuicdo africana na Colombia ¢ de cerca de
20%. Os resultados obtidos por esse trabalho estdo de acordo com o descrito por Paredes et
al. (2003) que ressaltaram que o processo de miscigenagdo entre os trés grupos étnicos teve
diferentes propor¢des no espaco € no tempo, o que tornou a populagdo colombiana muito
heterogénea. A regido de Choco e Ilhas de Santo André se assemelha a grupos isolados no
Brasil que possuem elevada composi¢do africana na constituigdo dos mesmos. Um estudo
envolvendo trés comunidades remanescentes de quilombo (Sdo Gongalo, Barra e
Valongo), localizadas na Bahia e a Ultima em Santa Catarina, por meio da analise de oito
marcadores informativos de ancestralidade, mostrou indices proximos a 70% em Sao
Gongalo e Valongo (Luizon, 2007), similar ao observado na regidao de Choco e Ilha de
Santo André. Quando se considera a contribuicao relativa de cada regido na composicao da
parental africana, entretanto, a regido que mais contribui significativamente para o valor
encontrado para o pais foi a costa caribenha, pois além de ser a regido mais populosa
apresentou indice de contribui¢do africana grande (35%).

Similarmente, quando se considera a contribuicdo parental amerindia na
composi¢ao dos trés paises, os maiores contrastes foram observados na Argentina € na
Colombia. Na Argentina, embora tenha havido a diminuicdo da populagdo amerindia

durante o processo de colonizagdo, essa parental ainda persiste como fruto da
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miscigenacdo com o europeu principalmente, ¢ em regides mais isoladas, como a
Patagonia e no interior do pais onde a concentragdo populacional ¢ menor. A regido
noroeste, como pode ser observado na andlise da primeira coordenada principal,
encontrou-se posicionada mais proxima da parental amerindia do que todas as outras
regioes analisadas. A regido da Patagénia foi a segunda regido mais proxima dessa
parental. Nas regides mais povoadas, especialmente Pampa onde se localiza a capital
Buenos Aires, a contribuicdo amerindia foi menor do que nas demais regides, reflexo da
concentragdo maior de grupos europeus na regido e da dizimagdo provocada pelas doencas
e pelas guerras a época da colonizagdo daquela regido. Como ja foi colocado
anteriormente, o contato do europeu com o amerindio gerou guerras e trouxe doengas para
essas comunidades resultando em morte e fuga para o interior.

Na Colombia, duas regides (regido a sudoeste dos Andes e na regido do Andes,
Amazonas e Orinoco) tiveram contribui¢do amerindia em torno de 40%, bem mais
marcante que as regioes brasileiras. Entretanto, nas regioes mais costeiras (Costa do Caribe
e Costa oeste ao norte do Caribe e Ilha de Santo André), onde houve os primeiros contatos
com os espanhdis, os valores estimados foram quase metade das duas outras regides. A
arvore tipo estrela mostrou claramente esta diferenga, sendo que as regides C e D, com
maior componente amerindio, se agruparam com o ramo da parental amerindia.

No Brasil ficou evidente a diminui¢do mais acentuada do povo amerindio que vivia
a época da colonizagdo. Apenas a regido norte do pais, onde se encontra a maioria dos
grupos amerindios atuais, apresentou um percentual de contribuicdo mais elevado (17%).
Observou-se que a regido sudeste, onde ocorreu um processo de colonizagdao mais intenso e
desenvolvimento econdmico mais acentuado, a propor¢ao de contribuicdo dessa parental
foi muito pequena (6%). Trabalhos anteriores utilizando os mesmos marcadores genéticos
(Callegari-Jacques et al., 2003), ja haviam mostrado essa realidade, onde a presenca
amerindia no interior do pais € superior a encontrada na costa atlantica.

Devido a diferengas na historia de povoamento e consequentemente de mistura
entre os diferentes grupos étnicos, na matriz de distancia verificou-se duas situagdes
distintas: a primeira foi que as duas regides colombianas que apresentaram maior
contribuicdo africana contrastaram com a maior presenca amerindia na Argentina; a
segunda foi que, de modo inverso, o Brasil, por apresentar a menor contribui¢cdo amerindia
na formagao de sua populagdo, se distanciou mais das regides argentinas, que apresentaram
contribuicdo desta parental elevada. O padrao de distribuicdo de contribuicdo amerindia,

observado nos trés paises, indicou que nas regides onde ocorreram os primeiros contatos e
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o desenvolvimento econOmico, sua presenca foi menor, ao contrario da africana que
mostrou maior presenga principalmente nas regides costeiras.

Baseado nos resultados de distancia genética entre as diferentes regides geograficas
desses paises, pode-se concluir que devido a diferengas no processo de colonizagdao, bem
como no processo de migracdes internas sucessivas, ocorridas durante e ap6s o processo de
colonizacdo pelos europeus, percebe-se que a contribuicdo genética das populacdes
parentais variou entre as regioes.

A chegada de novos grupos étnicos no subcontinente sul-americano, associada a
fuga para o interior do continente dos grupos étnicos existentes, deu origem a um novo
panorama populacional onde se percebe praticamente a auséncia de povos amerindios na
costa atlantica e a presen¢a mais marcante dos amerindios no interior. Além disso, o
europeu estd presente em todas as regides analisadas em menor ou maior grau, chegando
em algumas regides a alcangar niveis de contribui¢cdo muito altos, como € o caso da regido
sul do Brasil, com quase 82%. A Colombia e a Argentina possuem ainda uma marcante
contribui¢do da parental amerindia (31% e 34%, respectivamente), mesmo apds a redugdo
da populacdo apos o contato com os colonizadores europeus, provavelmente, reflexo dos
cruzamentos preferenciais entre o europeu e mulheres nativas. Os cruzamentos
preferenciais entre esses grupos étnicos foram decorrentes da migragdo em massa nos
primeiros trezentos anos de colonizagdo de europeus, principalmente, do sexo masculino.
Pelo fato da presenca feminina européia ter sido escassa nessa €poca, a prole descendente
dos europeus era miscigenada, isto ¢, filhos e filhas de mulheres africanas ou amerindias.

Mesmo tendo se encerrado o processo migratorio de africanos para a América no
final do século XIX, a migra¢do forcada durante 300 anos de trafico transatlantico foi
suficiente para deixar um reflexo importante na constitui¢do populacional da maioria das

regides analisadas.
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3.1. INTRODUCAO

A regido centro-oeste brasileira, localizada no planalto central, ocupa 18,86% do
territorio nacional. E composto por trés estados — Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul — e pelo Distrito Federal, onde se localiza a capital federal, Brasilia. Embora seja a
segunda regido brasileira em extensdo territorial, ¢ a menos populosa, com apenas 6% da
populagdo total. Em termos de densidade populacional, é a regido com a segunda menor
densidade, sendo superior a apenas a regido norte do pais.

Por ser uma regido interiorana, o povoamento por ndo amerindios iniciou a partir do
século XVII com movimentos migratérios promovidos pelo governo (entradas) ou pelas
expedigoes particulares (bandeiras). Estas expedi¢des tinham o objetivo de explorar metais
preciosos, promover a colonizacdo de regides interioranas, capturar indigenas e escravos
negros fugitivos. Grande parte da regido centro-oeste pertencia a coroa de Castela e
Espanha, mas o avango dos bandeirantes para o oeste tornou-a de dominio de Portugal.

A descoberta de minas de ouro trouxe migrantes para esta regido, principalmente de
Minas Gerais e Sdo Paulo, que promoveram, dentre outras modificagdes na regido, a
fundagdo de vilas como Vila Real do Bom Jesus de Cuiabd, atual capital do Estado de
Mato Grosso, ¢ Vila Boa, hoje a cidade de Goias (Bertran, 2000; Palacin et al., 1995). Com
a decadéncia da mineragdo no século XIX, a pecuaria e a agricultura (cana-de-agucar e
erva-mate), além da extragdo da borracha tiveram um avango. Em decorréncia disso
ocorreu o segundo evento migratorio. Os migrantes desta segunda fase eram advindos
principalmente do atual estado do Maranhdo e dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo.
Isso viabilizou a constru¢ao de estradas e a consolidagdo do desenvolvimento local, além
da construgao de novas cidades que atrairam mais migrantes (Palacin & Moraes, 1994).

Um terceiro evento migratorio ocorreu a partir de 1956 incentivado pela construgdo
da capital federal, Brasilia. A migracdo promoveu uma alteracdo da populagdo local e
culminou com a forma¢ao de uma nova populagdo constituida de migrantes das diferentes
regides do pais (Bertran, 2000). Para se ter uma nocdo das mudancas provocadas pela
construcao de Brasilia, em 1956 a populagdo do Distrito Federal era composta por menos
de 2000 habitantes. J4 a contagem populacional de 2007 estimou a populagdo em
2.455.903 milhdes de habitantes (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE,
2008), ou seja, houve crescimento de mais de 1200 vezes. Os migrantes desse terceiro
evento migratorio eram originados, principalmente, a partir dos Estados da propria regido
centro-oeste, especialmente Goids, de estados do sudeste, como Sao Paulo, Minas Gerais e

Rio de Janeiro, e do nordeste, como Piaui, Bahia e Paraiba (CODEPLAN, 2008).
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A exemplo das demais populacdes do Brasil, a populacao da regido centro-oeste ¢
derivada da miscigenacdo de trés grupos parentais principais: amerindio, europeu,
especialmente portugueses, e africano, oriundo da Africa subsaariana. Porém, em
decorréncia do povoamento tardio, os migrantes provavelmente ja apresentavam
miscigenacgdo prévia. Por outro lado, encontraram tribos indigenas que possivelmente ainda
ndo eram miscigenadas.

Com relagao as tribos indigenas da regido centro-oeste, estas sofreram mudangas na
sua composi¢ao, bem como no numero de individuos, apds a chegada dos migrantes,
havendo reducdo acentuada da populagdo, a exemplo do que aconteceu com a ocupagdo da
costa brasileira (Ribeiro, 1996). Esses primeiros habitantes locais, os amerindios,
pertenciam, em sua maioria, a familia Jé, grupo que se localizou apenas no Brasil e, em
menor propor¢ao, a familia Tupi-Guarani. A maioria das tribos era semindomade e vivia da
caca e da pesca, porém algumas utilizavam técnicas rudimentares de cultivo de alimentos,
como por exemplo, milho e batata (Bertram, 2000; Palacin et al., 1995).

Devido ao intenso fluxo migratorio dos portugueses para o interior do pais, os
amerindios migraram ainda mais para o oeste. Entretanto, muitos grupos tribais resistiram
ao avango europeu. Esse contato os expds a doengas para as quais eles ndo apresentavam
resisténcia imunologica, como a variola e o sarampo, de maneira que as epidemias foram
as formas mais contundentes de elimina¢do de muitas tribos indigenas locais. Além disso,
os portugueses empregaram diversos mecanismos para implementar a eliminacdo de
indigenas, como a chacina de grupos tribais, o envenenamento de fontes de agua, a
destruicao de plantagdes e a expulsdo de suas terras devido as guerras (Ribeiro, 1996).

Apo6s décadas de contato, a populagcdo amerindia sobrevivente se viu obrigada a se
inserir na economia como mao-de-obra barata, ou a sobreviver em reservas indigenas
demarcadas pelo governo federal, como os parques indigenas do Xingu, do Araguaia, da
Ilha do Bananal, Xavante e Parecis. A tabela 3.1 apresenta as tribos indigenas e o tamanho
da populagdo amerindia em cada um dos trés estados da regido centro-oeste. Atualmente,
como se pode notar, a populacdo amerindia de Goids ¢ a menor dessa regido, sugerindo
que a mesma diminuiu substancialmente ao longo da histdria. Relatos historicos mostram
que, em 1808, existiam 20 tribos indigenas (Palacin & Moraes, 1994), enquanto que hoje
existem apenas trés. Vale ressaltar que nessa época os estados de Goias e Tocantins
formavam um unico estado, sendo que a separagdo em duas unidades federativas se deu em
1988. Mesmo considerando as tribos indigenas no estado do Tocantins, que sdo oito na

atualidade, observa-se uma reducao significante.
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Esses acontecimentos sao semelhantes ao que ocorreu em todo o Brasil durante o
periodo de colonizacdo e povoamento. Embora ndo existam dados precisos sobre a
quantidade de individuos que compunham a popula¢do amerindia no Brasil a época da
colonizacdo, ¢ consenso, entretanto, que houve diminui¢do acentuada dessa populagao
(Ribeiro, 1996). De acordo com o censo demografico de 2000, 734.127 pessoas se
autodeclararam indigenas no Brasil (IBGE), enquanto que na regido centro-oeste esse
nimero foi de 104.360 pessoas, valor esse muito superior ao apresentado na tabela 3.1.
Isso sugere que a boa parte dos indigenas da regido centro-oeste encontra-se inserido na
populacdo urbana e rural, fora das reservas indigenas.

Concomitante a vinda de portugueses e seus descendentes para a regido, escravos
foram trazidos, inicialmente para trabalharem nas minas e na captura de indios. A
populacdo migrante desse periodo era semelhante aquelas situadas em regides de
mineragdo, a maioria constituida por homens e solteiros. Outra caracteristica importante da
populagdo de Goids e Mato Grosso ¢ a intensa mobilidade, tendo em vista que os
individuos se deslocavam constatemente em busca de novas minas de ouro. Entretanto, a
quantidade de migrantes (individuos de origem européia e africana) era menor do que a
populacdo indigena local (Palacin et al., 1995).

Apesar de ndo haver documentos historicos que apresentem dados exatos até¢ 1804,
¢ possivel afirmar que em determinados momentos a populacdo escrava superou a branca
ou miscigenada. Exemplo disso ¢ a estimativa baseada em dados de capitagdo (imposto
cobrado sobre o niumero de escravos empregados na mineragdo) de 1736, que revelou uma
populagdo de escravos de mais de 10.000 individuos em uma populagao total de migrantes
de 15.000 pessoas (Palacin et al., 1995).

Com o objetivo de melhor compreender a histéria e formagdo da populagdo da
regido centro-oeste, foram conduzidos levantamentos de dados bioldgicos focando no
contraste entre a contribuicdo genética masculina (cromossomo Y) e feminina (DNA
mitocondrial) nas populagdes de Goias e do Distrito Federal (Barcelos et al., 2006a;
Barcelos et al., 2006b). De acordo com esses estudos, a linhagem patrilinear ¢ constituida
principalmente por haplogrupos europeu (acima de 45%), com uma contribuicdo africana
intermediaria (aproximadamente 14%), e uma amerindia muito pequena (menor que 2,8%).
Por outro lado, a origem étnica da linhagem materna mostrou um contraste com a paterna,
pois as contribui¢des amerindia e africana sdo superiores a européia. Dessa forma, fica
evidente a ocorréncia de cruzamento preferencial entre o homem europeu e mulheres

amerindias e africanas.
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Tabela 3.1. Tribos indigenas localizadas nos Estados da regido centro-oeste (Goias, Mato

Grosso e Mato Grosso do Sul) e nimero total de individuos por estado.

Populacio Grupos indigenas Total
(individuos)
Goias Avé-Canoeiro, Karaja e Tapuya. 346

Mato Grosso

Mato Grosso do Sul

Apiaka, Arara, Aweti, Bakairi, Bororo, Cinta 25123
Larga, Enawené-Nawé, Hahaintsu, Ikpeng, Irantxe,
Juruna, Kalapalo, Kamayurd, Karaja, Katitaulu,
Kayabi, Kayapo, Kreen-Akarore, Kuikuro, Matipu,
Mehinako, Metuktire, Munduruku, Mynky,
Nafukua, Nambikwara, Naravute, Panara Waura,
Pareci, Parintintin, Rikbaktsa, Suyd, Tapayuna,
Tapirapé, Terena, Trumai, Umutina, Xavante,

Xiquitano, Yawalapiti e Zoro.

Atikum, Guarany (Kaiwd e Nhandéwa), Guatd, 32.519
Kadiwéu, Kamba, Kinikinawa, Ofai¢, Terena ¢

Xiquitano.

Fonte: Fundagido Nacional do Indio (Funai) — www.funai.gov.br (acessado em 15/04/2008)

O volume de dados referentes a avaliagdo genética para populagdes dessa regiao

ainda ¢ escasso, o que restringe a reconstru¢do histoérica do povoamento da regido com

base nesse tipo de informagao. Por isso, este capitulo teve por objetivo tragcar um panorama

da composi¢do genética da populagdo da regido centro-oeste brasileira com relagdo a

porcentagem de contribuicao das trés principais populagdes parentais - europeus, africanos

subsaarianos e amerindios — e as similaridades e diferencas genéticas entre as populacdes

dos estados que compdem a regido. Para a realizagdo das andlises, que incluiram também

estimativas de distancia genética, foram utilizados dados de freqiiéncias alélicas de 14

marcadores genéticos do tipo STR autossémicos para os estados de Goias e Mato Grosso

do Sul e para o Distrito Federal.
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3.2. MATERIAL E METODOS

Amostras populacionais
Para andlise do perfil genético da populacio do Estado de Goias, foram

selecionadas amostras de sangue de 153 individuos voluntarios saudaveis, que pertenciam
a um banco de amostras de DNA com 500 individuos no total, da populacao de Goias. O
banco, que teve como objetivo obter uma ampla amostragem da populagao do estado, foi
formado levando em considerag¢ao a densidade demografica das 18 microrregides goianas,
sendo que o numero de amostras coletadas foi proporcional ao niimero de habitantes. A
coleta foi realizada nas trés cidades mais populosas de cada microrregido entre os meses de
fevereiro a junho de 2000. O sorteio das 153 amostras foi realizado buscando a
representacao proporcional ao tamanho de cada microrregido (Tabela 3.2).

A coleta de sangue foi realizada por pungdo venosa utilizando EDTA como
anticoagulante. Os leucécitos foram separados do sangue total coletado e armazenados em
freezer a 20°C negativos até o momento da extracdo de DNA. O DNA gendémico foi
extraido utilizando o conjunto de reagentes “GEX™ Genomic Blood Purification Kit” —

Amersham Pharmacia Biotech, e seguiu as recomendacdes do fabricante (anexo 2).

| - Mesorregidao do Noroeste Goiano
1 - Microrregido do Sao Miguel do Araguaia
2 - Microrregiao do Rio Vermelho
3 - Microrregido do Aragarcas

Il - Mesorregiao do Norte Goiano
4 - Microrregiéo do Porangatu
5 - Microrregi&o da Chapada dos Veadeiros

111 - Mesorregiao do Centro Goiano
6 - Microrregido de Ceres
7 - Microrregido de Anapolis
8 - Microrregido de Ipora
9 - Microrregi&o de Anicuns
10 - Microrregiéo de Goiania

IV - Mesorregiao do Leste Goiano
11 - Microrrgei&o do Vale do Parana
12 - Microrregido do Entorno de Brasilia

V - Mesorregiao do Sul Goiano
13 - Microrregiéo do Sudeste de Goias
14 - Microrregiéo do Vale do Rio dos Bois
15 - Microrregido do Meia Ponte
16 - Microrrgeido do Pires do Rio
17 - Microrregiéo de Catalédo
18 - Microrregiéo de Quirinépolis

Figura 3.1. Mapa do estado de Goias destacando as dezoito microrregioes, de acordo com

classificagdo do sistema de cartografia do IBGE (2000).
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Tabela 3.2. Discriminacao das mesorregides, microrregides, do numero de habitantes de
cada microrregido a época da coleta das amostras de sangue ¢ do numero de

individuos coletados em cada regido do Estado de Goias.

Mesorregiao Microrregiao Populacio Quantidade de

pessoas analisadas

Noroeste Goiano Sdo Miguel do Araguaia 68.888 2
Rio Vermelho 91.254 4
Aragarcas 55.263 2
Norte Goiano Porangatu 226.766 8
Chapada dos Veadeiros 55.002 2
Centro Goiano Ceres 212.661 8
Anapolis 451.474 16
Ipora 64.030 2
Anicuns 103.276 2
Goiania 1.633.899 40
Leste Goiano Vao do Parana 88.913 4
Entorno de Brasilia 766.535 29
Sul Goiano Sudoeste de Goias 330.490 13
Vale do Rio dos Bois 102.491 3
Meia Ponte 305.427 9
Pires do Rio 76.856 2
Catalao 114.686 3
Quirinopolis 91.190 4
Total 4.839.101 153

Fonte: contagem populacional IBGE — 1996.

Ap0s a extragdo, as amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose a 1%
contendo brometo de etidio (Anexo 2). O brometo de etidio ¢ um corante quimico que se
liga a cadeia dupla do DNA e que, quando exposto a luz ultravioleta, emite fluorescéncia.
Desse modo a leitura dos dados era feita com auxilio do padrdo de marcador de peso de
molecular de 500 pares de base de DNA pela visualizacio das bandas em um
transiluminador com luz ultravioleta. Ap6s a quantificagdo, as amostras foram diluidas

para 1 ng/pl com agua Mili-Q autoclavada.
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Os marcadores genéticos analisados foram microssatélites do sistema
PowerPlex®16 (Promega Corporation), composto pelos marcadores CSF1PO, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, Penta D, Penta
E, THO1, TPOX e vWA ¢ a amelogenina (que identifica o sexo do individuo). A
amplificacao dos fragmentos especificos foi realizada utilizando a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e a concentracdo dos reagentes foi realizada seguindo
recomendacdes do fornecedor (anexo 2).

Controle positivo (0,5ng/ul de DNA 9947A) e negativo (dgua Milli-Q no lugar da
amostra) foi utilizado para todos os conjuntos de reagdes de amplificagdo. A PCR foi
realizada no termociclador 9700 Applied Biosystems Thermal Cycler, de acordo com o
protocolo da Promega Corporation (anexo 2). A eletroforese foi feita em um seqiienciador
ABI 3100 Avant (Applied Biosystems). Os gen6tipos foram determinados pela comparacao

com escadas alélicas para cada marcador usando o programa GeneMapper ID (V3.2).

Levantamento de dados para realizacdo das analises estatisticas
Os dados relativos a regido centro-oeste foram complementados com dados

publicados para as populagdes do Distrito Federal (dados gentilmente cedidos por Gustavo
G. Dalton) e Mato Grosso do Sul (Silva et al., 2004). O banco de dados utilizado para a
populagdo do Distrito Federal foi proveniente de um banco de dados publico, isto ¢, do
Laboratoério de DNA da Policia Civil do Distrito Federal, que faz anélises em investigagdes
de paternidade, de pessoas que ndo possuem condi¢des financeiras de arcar com os custos
dos exames, e criminais.

Para fins de comparagdo, foram também levantados dados de freqiiéncias de
marcadores STRs para populagdes brasileiras a partir da literatura (anexo 1). Com isso, foi
possivel obter dados dos seguintes estados brasileiros: Amazonas (Corte Real et al., 2000)
e Para (Rodrigues et al., 2006) da regido norte; Alagoas (Silva et al., 2002), Pernambuco
(Dellalibera et al., 2004), Piaui (Silva et al., 2002), Rio Grande do Norte (Silva et al.,
2003) e Sergipe (Pimentel et al., 2004) da regido nordeste; Sao Paulo (Bydlowski et al.,
2003; Ferreira et al., 2006) e Rio de Janeiro (Goes et al., 2004; Silva et al., 2004; Silva &
Moura-Neto, 2004) da regido sudeste; Rio Grande do Sul (Leite et al., 2003) e Santa
Catarina (Caine et al., 2003) da regido sul; e dois bancos de dados gerais pertinentes a
populacdo brasileira (Grattapaglia ef al., 2001; Whittle et al., 2004). Pelo fato de um dos

bancos de dados de freqiiéncia de Sao Paulo apresentar populacdo dividida em quatro
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diferentes grupos étnicos (Bydlowiski et al., 2003), para fins de analise, foi considerada a

média ponderada entre 0os mesmos.

Analise estatistica
Dos dados gerados para a populacio de Goias

A andlise intrapopulacional para a populacdo de Goias objetivou estimar as
freqii€ncias alélicas, heterozigose observada e esperada, teste de aderéncia ao equilibrio de
Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacdo entre os marcadores estudados e do conteudo
informativo de polimorfismo (PIC). As andlises de freqiiéncias alélicas e heterozigose
foram realizadas utilizando o programa PowerMarker v3.0 (Liu & Muse, 2005). As demais
analises foram realizadas utilizando o programa GDA (Lewis & Zaykin, 2002).

A freqiiéncia para cada alelo foi estimada com base no método de contagem direta,
que ¢ definido como o niimero de alelos encontrados na amostra, isto &,

pi= nil2n,
sendo 7, ¢ namero de ocorréncias do alelo i na amostra € n € o nimero total de individuos
amostrados.

A heterozigose observada, uma medida de variabilidade genética da populacdo, ¢ a

quantidade de individuos heterozigotos observados na amostra, sendo:
k

1:1/ =1-2Py
i=1
sendo, ii a freqliéncia dos homozigotos i para o locus 1.

A heterozigose esperada corresponde a probabilidade de que dois alelos escolhidos
aleatoriamente em uma populacdo, para um determinado /ocus, sejam diferentes. Tanto a
freqii€éncia alélica quanto a genotipica foram estimativas baseadas no método da maxima
verossimilhanga ndo viezada das freqiiéncias populacionais. Os intervalos de confianga de
ambas freqiiéncias foram formados por 1000 reamostragens dos individuos no conjunto de
dados.

O teste para equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com objetivo de verificar
se as proporc¢des de heterozigotos observados estdo de acordo com o esperado, conforme o
seguinte polindmio:

(X,’ + X + ...+ Xn )2
x; corresponde a freqiiéncia esperada do alelo 7; X; € a freqiiéncia esperada para o alelo j; x,

¢ a freqiiéncia esperada para o alelo » em um determinado locus.
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O teste exato foi utilizado para testar a hipdtese de equilibrio, sendo que 10.000
permutacdes foram realizadas em cada teste. A medida chi-square foi utilizada com
objetivo de verificar se uma combinagao em particular resultou em um valor de chi-square
mais extremo do que aqueles produzidos pelos dados originais.

O PIC ¢ uma estimativa relacionada a diversidade do /locus, ou seja, mede o grau de

polimorfismo de um determinado marcador.

Analises interpopulacionais

Apds a obtengdo dos dados de freqiiéncia alélica dos marcadores STRs analisados
para a populacao de Goias, 14 marcadores foram selecionados para analise comparativa
com as demais populagdes, principalmente da regido centro-oeste. O marcador Penta D foi
retirado das andlises descritas a seguir em decorréncia da auséncia de dados para a
populacdo do Mato Grosso do Sul.

A anélise de variancia molecular (AMOVA - Excoffier et al., 1992), o indice de
estruturagdo populacional Fist (Weir e Cockerham, 1984) e o teste de significdncia do
mesmo (Excoffier ef al., 1992) foram utilizados para comparar os estados de Goids, Mato
Grosso do Sul e Distrito Federal, assim como para comparar as populagdes dessa regidao
com populagdes de outros estados da Federacdo sendo: Alagoas, Amazonas, Para,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sao Paulo,
Santa Catarina, Sergipe e dois bancos de dados gerais pertinentes a populacao brasileira. O
objetivo, ao se realizar tais analises, foi verificar se as populagdes da regido centro-oeste
sdo subestruturadas e, em um segundo momento, avaliar se as populacdes do Distrito
Federal, Goias e Mato Grosso do Sul sdo diferentes de outras populagdes brasileiras. Foi
realizada também analise de diversidade génica intrapopulacional /gy (Nei, 1987), estimada
para cada locus para as populagdes da regido centro-oeste (Distrito Federal, Goias e Mato
Grosso do Sul). Em todas essas andlises foi utilizado o programa Arlequin versao 2000
(Schneider et al., 2000).

Para a estimativa da diversidade génica, foi calculada a média ponderada das
mesmas para os marcadores e para as populacdes do centro-oeste, sendo que nesse ultimo
caso foram considerados todos os marcadores simultaneamente.

As distancias genéticas entre os pares de populacdes da regido centro-oeste e as
parentais foram estimadas como proposto por Reynolds et al. (1983), utilizando o software
PHYLIP versdao 3.65 (Felsenstein, 1989). Para as populag¢des parentais foi considerada a

média ponderada das estimativas de freqiiéncia alélica de cada marcador.



57
Capitulo 3

Anadlise de mistura foi realizada para dois estados da regido centro-oeste (o estado
de Mato Grosso nao apresenta dados disponiveis na literatura) e para o Distrito Federal
com o objetivo de estimar o percentual de contribuicdo das parentais européias, africanas e
amerindias na formagao da populacdo dessa regido. As populagdes parentais africanas e
européias utilizadas para as analises de mistura foram as mesmas utilizadas no capitulo 1,
sendo que para a parental amerindia foram considerados os dados de freqiiéncias alélicas
de amerindios da América do Sul. As estimativas foram calculadas pelo método de

identidade génica (Chakraborty, 1985) utilizando o programa ADMIX 3.

3.3. RESULTADOS

Analise intrapopulacional
A tabela 3.3 apresenta os dados de estatistica descritiva para os 15 marcadores

STRs avaliados na populagdo do estado de Goids, como freqiiéncia alélica, heterozigose
observada e esperada, valor do teste exato para equilibrio de Hardy-Weinberg. Todos os
marcadores encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, considerando nivel de
significancia de 5%. A estimativa do conteudo de polimorfismo para os 15 loci variou de
0,61 a 0,89. O marcador que apresentou menor conteido informativo de polimorfismo foi
o TPOX, com sete alelos detectados, sendo que um deles, o alelo 8, teve freqiiéncia
superior a 50%. O marcador com maior conteudo informativo de polimorfismo foi o
PentaE, com 18 alelos detectados, sendo que o alelo 12 foi o mais freqiiente (16,5%).

Nao foi detectado desequilibrio de ligagdo na andlise considerando todos os 15 /oci
simultaneamente. Na andlise par a par dos 105 pares possiveis, apenas cinco pares
apresentaram-se em desequilibrio, sendo eles: CSFIPO/PentaD, DI18S51/FGA,
D18S51/vWA, D7S820/PentaD e D7S820/TPOX. Entretanto, apdés a correcdo de

Bonferroni (a=0,0005), todos os pares de loci ficam em equilibrio.

Andlise interpopulacional
A tabela 3.4 apresenta os resultados de comparagao (Fst), que apresentaram valores

estatisticamente significativos, entre os marcadores que compdem os bancos de dados das
trés populagdes da regido centro-oeste e destes com outros bancos de dados do pais. Nao

houve diferenca para os loci analisados entre os bancos de dados da regido centro-oeste.
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Tabela 3.3. Freqiiéncias alélicas e parametros estatisticos estimados para a populagdo do estado de Goids, correspondente aos 15 marcadores

STRs do sistema PowerPlex 16.

Alelo D8S1179 D16S539 D18S51 vWA D3S1358 FGA D21S11 Penta - E
5 0,0888
7 0,1151
8 0,0065 0,0196 0,0822
9 0,0131 0,1046 0,0066
10 0,0915 0,0784 0,0132 0,0526
11 0,0752 0,3627 0,0066 0,0033 0,1349
12 0,1307 0,2353 0,1612 - 0,0033 0,1645
13 0,2941 0,1797 0,0822 - 0,0033 0,1086
14 0,2549 0,0196 0,1678 0,0752 0,0882 0,0691
15 0,1176 0,1382 0,1732 0,2614 0,0395
16 0,0131 0,1447 0,2255 0,2745 0,0395
17 0,0033 0,1184 0,2614 0,2418 0,0461
18 0,0493 0,1863 0,1176 0,0033 0,0066
19 0,0625 0,0588 0,0098 0,1111 0,0132
20 0,0362 0,0098 0,0980 0,0099
21 0,0132 0,0065 0,1471 0,0099
22 0,0033 0,1961 0,0099

222 - 0,0033 -
23 - 0,1307 0,0033
24 0,0033 0,1438

24.2 - 0,0033
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Alelo D8S1179 D16S539 D18S51 VWA D3S1358 FGA D21S11 Penta - E

25 0,0948 -

26 0,0686 -

27 - 0,0327

28 0,0033 0,1732

29 0,2092

30 0,2516

30.2 0,0261

31 0,0556

31.2 0,0915

32 0,0065

32.2 0,0915

33 0,0033

33.2 0,0392

34.2 0,0131

38 0,0033

N 153 153 152 153 153 153 153 152
Hobs 0,856 0,739 0,849 0,784 0,758 0,843 0,895 0,895
Hexp 0,806 0,765 0,880 0,809 0,779 0,869 0,842 0,905

p 0,611 0,185 0,119 0,721 0,620 0,349 0,065 0,897

PIC 0,78 0,73 0,86 0,78 0,74 0,85 0,82 0,89

N — ntimero de individuos, Hq,s — heterozigose observada, Hey, - heterozigose esperada, p — valor de p para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg baseado em

10.000 shufflings (valor menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo), PIC — contetido informativo de polimorfismo.
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Continuacao da Tabela 3.3
Alelo Penta D THO1 TPOX D5S818 D7S820 CSF1PO D13S317
2.2 0,0331
3.2 0,0033
4 -
5 0,0066 0,0033
6 0,0033 0,1928 0,0132
7 0,0066 0,2222 0,0033 0,0229 0,0196 0,0197
8 0,0430 0,1373 0,5099 0,0131 0,1601 0,0132 0,1275
9 0,1887 0,1732 0,1020 0,0327 0,1307 0,0263 0,0523
9.3 - 0,2614 - - - - -
10 0,1258 0,0098 0,0658 0,0588 0,2908 0,2763 0,0621
11 0,1589 0,2599 0,2876 0,2222 0,3322 0,3268
12 0,1755 0,0461 0,3693 0,1471 0,2796 0,2745
13 0,1523 0,2026 0,0261 0,0493 0,1242
14 0,0629 0,0098 0,0033 0,0033 0,0327
15 0,0331 -
16 0,0066 0,0033
N 151 153 152 153 153 152 153
Hops 0,874 0,699 0,664 0,778 0,856 0,757 0,725
Hexp 0,864 0,799 0,658 0,737 0,803 0,734 0,781
p 0,383 0,518 0,377 0,890 0,269 0,901 0,156
PIC 0,85 0,76 0,61 0,69 0,77 0,68 0,75
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Tabela 3.4. Pares de populacdes que apresentaram diferengas estatisticamente
significativas por marcador STR considerando 14 marcadores e 13 bancos de

dados da populagdo brasileira.

Marcadores Pares de populagoes Valores de p
CSF1PO DF x PE 0,0007 + 0,0005
D3S1358 GO x SE <0,0001

MS x SE <0,0001
D7S820 DF x PI <0,0001
GOxPI <0,0001
MS x PI <0,0001
D8S1179 DF x PE 0,0291 £+ 0,0003
DF x BR2 0,0298 + 0,0003
DI13S317 DF x PI <0,0001
GOx PI <0,0001
MS x PI <0,0001
D16S539 DF x SP* 0,0142 +0,0019
GO x Sp* 0,0056 = 0,0014
MS x Sp* 0,0248 = 0,0028
D21S11 DF x PE <0,0001
GO x PE <0,0001
MS x PE <0,0001
FGA DF x PA <0,0001
GO x PA 0,0119£0,0018
MS x PA 0,0004 + 0,0003
THO1 DFxBR 1 0,0073 +0,0015
DF x BR 2 <0,0001
DF x Sp* 0,0198 +0,0026
TPOX DF x Sp* <0,0001
GO x SP* 0,0089 +0,0018
MS x SP* 0,0004 + 0,0003
vWA DF x RS <0,0001
MS x RS <0,0001
GO xRS 0,0004 £ 0,0003

Legenda: BR1 (banco de dados brasileiro publicado por Grattapaglia et al., 2001); BR2 (banco de dados
brasileiro publicado por Whittle ef al., 2004); DF (Distrito Federal); GO (Goias); MS (Mato Grosso do Sul);
PA (Para); PE (Pernambuco); PI (Piaui); SE (Sergipe); SP (Sdo Paulo); e RS (Rio Grande do Sul). * Banco
de dados referente a Bydlowiski ef al., 2003.
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Na comparagdo das freqiiéncias alélicas, considerando 14 STRs, entre a populacao
da regido centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul) e outros bancos de
dados da populacdo brasileira, foram encontradas diferencas entre 29 pares. Dos quatorze
loci STRs analisados, 11 apresentaram divergéncia entre as populagdes analisadas,
especialmente envolvendo as populagdes de Sao Paulo e Piaui. Essas diferengas entre os
pares de populacdes se refletiram nos resultados de Fst quando todas as populagdes foram
analisadas simultaneamente (Tabela 3.5). Dez marcadores apresentaram valores de p
significativos para Fst. Trés marcadores (D5S818, D18S51, e PentaE) ndo apresentaram
nenhum tipo de diferenciagdo no conjunto das populagdes, enquanto que o marcador
D8S1179 diferenciou apenas a populagdo do Distrito Federal da de Pernambuco e um
banco de dados da populagdo brasileira (Whittle et al., 2004).

Com relagdo as estimativas de diversidade génica intrapopulacional (anexol),
observou-se uma similaridade entre as trés populagdes da regido centro-oeste para todos os
marcadores analisados. A diversidade génica média para as trés populacdes da regido
centro-oeste variou de 0,68 (TPOX) a 0,91 (PentaE). Quanto a média da diversidade génica
estimada para todos os marcadores, verifica-se que ndo houve diferenga entre as
populagdes, sendo que os trés estados apresentaram diversidade génica média de 0,80.

A matriz de distancia de Reynolds et al. (1983) esta apresentada na Figura 3.2.
Quando se considerou apenas as distdncias entre as populacdes parentais com as trés
populacdes analisadas da regido centro-oeste, observou-se que as menores distancias
ocorreram entre as trés populacdes miscigenadas e a parental européia, sendo que a
populagdo de Goias foi a que mostrou a menor distdncia. De modo inverso, as trés
populagdes miscigenadas se distanciaram mais do componente amerindio, sendo que a
populacao de Goias foi o que apresentou a maior distancia em relacdo a essa parental. A
distancia genética em relacdo a parental africana apresentou valores intermediarios para as
trés populagdes analisadas.

A tabela 3.6 apresenta os resultados de estimativa de contribui¢do das populagdes
parentais européia, africana e amerindia na constitui¢do atual do Distrito Federal, Goias e
Mato Grosso do Sul. Os resultados obtidos corroboram os dados gerados na analise de
distancia. As trés populagdes apresentaram maior contribuicdo genética da parental
européia. A contribui¢do da parental africana foi intermediaria em relacdo as outras duas,
sendo que a populacdo do Distrito Federal apresentou o maior percentual (26,2%) desta
parental quando comparado com as outras duas populagdes. A contribuigdo da parental

amerindia foi baixa nas trés populacdes, sendo que a menor estimativa foi observada na
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populacdo de Goids (3%), enquanto que o Distrito Federal foi o que apresentou
contribui¢do amerindia (13,6%) superior, em relagdo as outras duas populagdes da regido

centro-oeste.

Tabela 3.5. Teste de significancia das analises de Fst considerando bancos de dados da

populacdo brasileira (a=5%) referente a freqiiéncia para 14 marcadores STRs.

Locus Valor p Populacdes analisadas

CSF1PO <0,0001 AL, AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, PL
RJ, RN, SE, SP

D3S1358 <0,0001 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PA, RJ, RS,
SC, SE

D5S818 0,3021 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PA, RJ, RS,
SC, SP

D7S820 <0,0001 AL, AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, PL
RJ, RS, SP

D8S1179 0,5249 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PA, PE, RJ,
RS, SC

DI13S317 <0,0001 AL, AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, PI,
RJ, RN, SC, RS, SE, SP

D16S539 <0,0001 AL, AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, PI, RJ,
RN, SP

DI18S51 0,9677 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PA, PE, RJ, SC

D21S11 <0,0001 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, RJ, RS, SC

FGA 0,0020 AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PA, PE, RJ,
RS, SC

Penta-E 0,2082 BR, DF, GO, MS, RJ

THO1 <0,0001 AL, AM, BRI, BR2, DF, GO, MS, PE, PL, RJ,
SP

TPOX <0,0001 AL, AM, BRI, BR2, DF, GO, MS, PE, PL, RJ,
SP

VWA <0,0001 AL, AM, BR1, BR2, DF, GO, MS, PE, RJ,
RS, SP

Legenda: AL (Alagoas), AM (Amazonas), BR1 (banco de dados da populagdo brasileira publicado por
Grattapaglia et al., 2001), BR2 (banco de dados da populag@o brasileira publicado por Whittle et al., 2004),
DF (Distrito Federal), GO (Goias), MS (Mato Grosso do Sul), PA (Pard), PE (Pernambuco), PI (Piaui), RJ1
(Rio de Janeiro), RN (Rio Grande do Norte), SC (Santa Catarina), SE (Sergipe), SP (S&o Paulo), RS (Rio
Grande do Sul).
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EUR AFR AME DF GO MS CO
EUR -
AFR 0,0260 -
AME 0,0500 0,0665 -
DF 0,0038 0,0141 0,0394 -
GO 0,0025 0,0197 0,0487 0,0032 -
MS 0,040 0,0209 0,0404 0,0028 0,0055 -
CO 0,0027 0,0158 0,0403 0,0003 0,0022 0,0018 -

Figura 3.2. Matriz de distancia genética de Reynolds et al. (1983) para as populagdes do

Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul, da regido centro-oeste como um

todo, bem como das populagdes parentais utilizando 14 marcadores genéticos

do tipo STRs. Legenda: AFR (africano); AME (amerindio); DF (Distrito Federal); GO

(Goias); MS (Mato Grosso do Sul).

Tabela 3.6. Estimativas de contribuicdo dos trés principais grupos parentais na

composi¢do genética atual de dois estados brasileiros da regido Centro-oeste

— Goias e Mato Grosso do Sul — e do Distrito Federal, utilizando 14

marcadores microssatélites.

Populagdes parentais

Populagdes
Africano Amerindio Europeu
Distrito Federal 0,262+ 0,005 0,136 +0,007 0,603 + 0,008
Goias 0,133 +0,005 0,030 +0,006 0,837+ 0,008
Mato Grosso do Sul 0,139 +0,001 0,124+0,002 0,736+ 0,002
Centro-oeste 0,208 £ 0,004 0,117 +0,006 0,675 + 0,007
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3.4. DISCUSSAO

O processo de colonizagdo da regido centro-oeste brasileira foi decisivo para a
composicao da populacdo local. Os migrantes vieram de todas as regides brasileiras,
principalmente das regides sudeste e nordeste. Esses migrantes, muitas vezes ja eram
produtos de miscigenacdo entre pelo menos dois grupos étnicos, mas tinham em sua
constitui¢do, no inicio da colonizagao, principalmente o europeu e o africano. E o que pode
ser inferido de estudos com marcadores do cromossomo Y para duas populagdes da regido
centro-oeste (Barcelos et al., 2006). Além disso, o fluxo migratério intenso modificou a
realidade daquela época, em que a presenga amerindia era dominante.

Os resultados da analise estatistica para os 15 marcadores STRs para a populagao
do estado de Goias apresentaram diversidade génica alta pela andlise de trés parametros
estatisticos. Primeiro, os marcadores apresentaram heterozigose entre 0,664 a 0,895. Na
amostra foi possivel detectar a presenca de alelos raros, isto é, com valores de freqiliéncia
menores que 0,5%, para todos os marcadores analisados. A heterozigose elevada indica
que esta populacdo apresenta uma variabilidade elevada, provavelmente mantida pelo
cruzamento aleatdrio entre os individuos e pela migra¢ao continua na regiao.

Os dois outros parametros analisados, conteudo informativo de polimorfismo ¢ a
diversidade génica de Nei (1972), refletem a diversidades de alelos para cada marcador ¢ a
freqiiéncia desses alelos na populagdo. Os indices encontrados foram similares aos
encontrados em outras populagdes (Gomes et al., 2007; Rodrigues et al., 2007; Morales et
al., 2004; Tofanelli et al., 2003). Além disso, as populagdes parentais, principalmente
europeus ¢ africanos, apresentam alta diversidade génica para os marcadores utilizados
nessa analise, sugerindo panmixia na populacao.

Os resultados obtidos com a analise de equilibrio de Hardy-Weinberg indicam que
a populacdo do estado de Goias ¢ estruturada. O mesmo foi detectado no Mato Grosso do
Sul (Silva et al., 2004) e Distrito Federal (Dalton et al., comunicacdo pessoal),
considerando apenas os 14 STRs em comum. Embora a miscigenagdo da populagdo seja
um fator que altere as propor¢des genotipicas, o tempo decorrido desde o inicio do
processo de povoamento ndo amerindio permitiu a redistribuicdo dos genotipos em
freqii€ncias mais estaveis. Associagdes nao aleatorias entre pares de genotipos, localizados
em cromossomos diferentes ou separados longe o suficiente no cromossomo para permitir
recombina¢do meidtica freqiiente, podem ocorrer, em maior ou menor grau, do que o
previsto por suas freqiiéncias individuais (Destro-Bisol et al., 2000). Isso pode ocorrer

devido a subestruturacdo populacional, ocasionada por fatores evolutivos tais como
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migracao e deriva genética. Na andlise par a par entre os /oci analisados nao foi observado
desequilibrio de ligagdo apds aplicacdo da correcdo de Bonferroni, mesmo sendo essa uma
populacdo com intenso fluxo migratério, € que teve na composi¢do inicial a contribuicao
de trés grupos parentais divergentes, isso é, povos de origem européia, africana e
amerindia.

Na comparagdo par a par dos valores de Fist, verificou-se que as populagdes da
regido centro-oeste apresentaram-se homogéneas, fato explicado pelo processo de
formagdo das populagdes locais. A época da colonizagdo existiam na regido grupos
amerindios que migraram entre os territorios dos estados. Muitos grupos indigenas situados
a época no estado de Goids, por exemplo, foram obrigados a deixarem seus territorios e a
migrarem para o oeste, onde atualmente se encontram os estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Além disso, os europeus que para ca vieram, descendentes de portugueses
em sua maioria, ocuparam amplamente quase todo o territorio e trouxeram escravos que
trabalharam inicialmente em minas de mineracdo. Essa ocupag¢do em busca de riquezas
abrangeu ao mesmo tempo os trés estados da regido centro-oeste (Distrito Federal nessa
época era parte integrante de Goids). Como exposto anteriormente, a maioria dos migrantes
era composta por individuos do sexo masculino e possuiam extrema mobilidade. A cada
nova descoberta de metais preciosos, nova onda migratdria ocorria integrando as regioes.
Assim, o fluxo génico entre as trés populagdes homogeneizou a distribui¢do dos genotipos,
mantendo a populagdo em equilibrio.

Quando os dados de freqiiéncia das populagdes da regido centro-oeste foram
comparados a outros estados brasileiros, observou-se um quadro heterogéneo, distinto do
ocorrido na regido centro-oeste. As diferencas foram observadas principalmente entre
aqueles estados que apresentaram histéria de povoamento diferente da observada na regido
centro-oeste. Em metade das comparagdes, os trés bancos de dados do centro-oeste
apresentaram simultaneamente as mesmas diferencas. Os estados que apresentaram
diferencas em pelo menos trés marcadores com as trés populacdes do centro-oeste foram
Sao Paulo, Piaui, Pernambuco, Para e Rio Grande do Sul. Provavelmente tais diferencas
tenham ocorrido devido as peculiaridades no povoamento de cada um deles. Tomando um
exemplo, a populagdao da cidade de Sao Paulo ¢ especialmente complexa quanto ao seu
processo de formagdo. Além dos portugueses, africanos da Africa subsaariana e
amerindios, populagdes de outras regides geograficas contribuiram para a composi¢do

atual da mesma, como italianos, alemaes e japoneses (Bydlowiski et al., 2003).
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Com relagdo a distancia genética entre as populacdes da regido centro-oeste e as
parentais foram observadas algumas diferengas. A populagdo do Estado de Goias
apresentou distancia genética menor em relagcdo ao grupo parental europeu (0,0097). Ja o
Distrito Federal apresentou menor distancia em relacdo ao africano, fato decorrente do
intenso fluxo migratério ocorrido nas ultimas décadas, especialmente de duas regides
brasileiras, sudeste e nordeste. Essas duas regides, nas andlises prévias, apresentaram
influéncia genética marcante quanto a parental africana. O Mato Grosso do Sul € o estado
que mais se aproximou do grupo parental amerindio. Dados historicos e de levantamento
populacional mostram que a presenca amerindia nesse estado ¢ mais expressiva que no
estado de Goias (Ribeiro, 1996).

A mistura genética reflete os resultados apresentados nas analises de distancia.
Todos os estados tiveram o predominio da parental européia na sua composi¢ao, refletindo
0 que a histéria tem mostrado. Das trés populagdes analisadas, Goias foi o estado que
apresentou maior contribui¢ao européia e o Distrito Federal foi a populagdo com a menor
contribui¢do. Com relagdo a contribuicdo parental africana, verifica-se que a populagdo do
Distrito Federal apresentou o dobro quando comparado com Goids ou Mato Grosso do Sul,
devido, provavelmente, ao crescimento populacional acentuado nos 1ultimos anos,
recebendo migrantes principalmente das regides sudeste e nordeste. As populagdes do
sudeste e nordeste (capitulo 2), apresentam percentual de contribuicdo africana superior as
demais regides brasileiras. Portanto, a diferenca encontrada ndo foi ocasionada pelo inicio
da colonizacao da regido centro-oeste, tendo em vista que o Distrito Federal pertencia ao
Estado de Goias inicialmente e até a década de 50 era uma regido pouco populosa. Essa
diferenga também pode ser devido ao fato do banco de dados da populacdo do Distrito
Federal, utilizado nessa andlise, ser proveniente de um banco de dados publico.

Quanto ao estado do Mato Grosso do Sul, a contribui¢do amerindia é similar a do
Distrito Federal, mas superior a de Goias que apresentou apenas 3%. Esse resultado era
esperado tendo em vista que os grupos amerindios que existiam a época da colonizacdo se
viram obrigados a migrarem mais para o oeste para fugir das guerras e da fome, face ao
avango inicialmente de garimpeiros e posteriormente de criadores de gado (Palacin e
Moraes, 1994; Ribeiro, 1996). Como conseqiiéncia, Mato Grosso do Sul, além de
apresentar maior quantidade de comunidades indigenas do que Goids apresenta,
conseqiientemente, maior contribui¢do amerindia na populagdo miscigenada.

Os resultados de mistura obtidos para as populagdes da regido centro-oeste se

assemelham a algumas populagdes brasileiras, mas em relagdo a outras existem contraste
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(Arpini-Sampaio et al, 1999; Guerreiro & Chautard-Freire-Maia, 1988; Santos et al.,
1987), como ¢ o caso da populacdo do Piaui, Amazonas e Pard. Essas populacdes
apresentam maior contribuicdo amerindia do que africana, sendo que a contribuig¢do
parental européia estimada foi menor do que a encontrada nesse trabalho. Por outro lado,
estimativas de mistura obtidas em uma populacao do interior do estado de Sao Paulo
mostraram semelhangas com os dados aqui obtidos, ou seja, alta contribuicdo européia,
com intermediaria contribui¢do africana e baixa contribuicdo amerindia (Ferreira et al.,
2006).

Como se pode notar, a populagdo brasileira ¢ complexa quanto a sua formacgao
étnica. Cada regido geografica possui peculiaridades que as tornam modelos em estudos de
estimativas de mistura étnica. Esse tipo de andlise ajuda a compreender o processo de
formacgao historica de cada populagdo e com isso, se evita generalizagdes que podem

mascarar informagdes pertinentes a sua constituicao.



CAPITULO 4

Constituicao genética de Goiés e Distrito Federal, duas
populacOes da regiao Centro-Oeste Brasileira, com

relacao a marcadores do tipo AIMs autossémicos
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4. 1. INTRODUCAO

A utilizacdo de marcadores de DNA para estudos populacionais tem aumentado
muito nos ultimos tempos, principalmente em decorréncia da descri¢do da seqiiéncia do
genoma humano (Venter et al., 2001). Esse fato permitiu maior facilidade para o estudo de
novos marcadores e abriu um leque para a sua utilizacdo nao s6 em estudos populacionais,
mas também para aplicagdes juridicas, que envolvem a identificagdo de individuos. Os
marcadores do tipo microssatélites, j& comentados nos capitulos anteriores, constituem
uma das categorias de marcadores largamente utilizado na area forense, com objetivo de
auxiliar a policia a desvendar crimes e a identificar pessoas desaparecidas, além de serem
amplamente utilizados nos estudos de genética de populacdes.

Por isso, a maioria dos microssatélites disponiveis na literatura sdo altamente
polimorficos, ou seja, apresentam muitos alelos tanto nas populagdes parentais quanto
naquelas em que ja houve miscigenagdo entre dois ou mais grupos populacionais. Pode
ocorrer, entretanto, que um alelo seja mais freqiiente em uma dada populagdo do que em
outra (Marjanovic et al., 2004), mas de um modo geral os microssatélites utilizados nas
analises de identificagdo humana apresentam distribuicdo de freqiiéncias alélicas pouco
discrepantes (Ruitberg et al., 2001). Embora os microssatélites sejam bastante conhecidos
e utilizados, existem inimeras outras classes de marcadores que também sdo uteis em
estudos populacionais, como ¢ o caso das inser¢des A/u, insercdes/delegdes (indels), e os
polimorfismos tnicos de nucleotideos (SNPs).

A identificacdo de marcadores que permitem uma melhor definicdo de grupos
populacionais e que mostrem diferencas entre eles ¢ fundamental para estudos
comparativos, tendo em vista que as diferencas em populagdes humanas sdo pequenas
quando comparadas com outras espécies animais (Barbujani, 2005). Identificar marcadores
que possibilitem acessar essas diferencas, mesmo que minimas, ¢ um passo importante na
busca de explicacdes para as variagdes existentes entre os diferentes grupos populacionais
humanos. Sabe-se que tais diferencas sao decorrentes de fatores evolutivos como a selecao,
que pode favorecer um alelo em detrimento do outro, o isolamento devido a grandes
distancias geograficas, do cruzamento preferencial (género) entre grupos étnicos, ou em
virtude de fatores culturais, gerando, com isso, variagdes nas freqiiéncias dos alelos (Benn-
Torres et al., 2008; Cavalli-Sforza, 1996).

Os marcadores que apresentam essas caracteristicas, isso €, que apresentam alelos

com grandes diferenciais de freqliéncia entre populagdes, sdo chamados marcadores
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informativos de ancestralidade - AIMs (Shriver et al., 2003), também conhecidos como
alelos especificos de populagdo - PSAs (Shriver ef al., 1997). A caracteristica marcante dos
AlMs ¢ que eles possuem um diferencial de freqiiéncia, em geral, maior que 50%, entre
duas populacdes definidas geografica ou etnicamente. A medida usada para estimar esta
diferenga € o J, que é o valor absoluto de cada diferenca de freqiiéncia alélica entre duas
populagdes, mais a soma total de todos os alelos do marcador dividido por dois (Collins-
Schramm et al., 2002). Varios marcadores que apresentam essa caracteristica ja foram
identificados, sendo que os primeiros categorizados como tal foram trés marcadores -
FyNull, Rb2300 e LPL - com altos diferenciais de freqiiéncias entre africanos e europeus e
africanos e amerindios e trés loci - CKMM, PV92 ¢ DRD2 - que apresentaram altos
diferenciais de freqiiéncias entre amerindios e dois outros grupos étnicos, europeus €
africanos (Shriver ef al. 1997). Os marcadores do tipo AIMs pertencem a qualquer classe
de marcadores, isto ¢, qualquer marcador genético pode, a principio, apresentar diferengas
de freqiiéncias entre populacdes, e isso depende apenas do comportamento do marcador
em uma populagdo especifica. Como exemplo de AIM podem ser citados os marcadores
protéicos, inser¢des Alu, insergdes/delecdes e SNPs.

Um exemplo da utilizagdo desse tipo de marcador genético ¢ o mapeamento de
genes associados a alguma caracteristica como, por exemplo, a relagdo entre ancestralidade
individual e a pigmentagao da pele (Bonilla et al., 2004a). Estudos sao realizados também
com objetivo de relacionar caracteristicas proprias de determinados grupos parentais, como
a cor da pele, e tragos relacionados a doengas complexas como a obesidade (Bonilla et al.,
2004b). Outro exemplo ¢é estimar mistura para inferir subestruturagdo populacional
decorrente de fluxo génico entre grupos geograficos distintos, como ¢ o caso da populacao
americana (Parra et al., 1998). Caracterizagdes de populagdes sul-americanas utilizando
esses marcadores também sdo encontradas na literatura, sendo, porém, ainda infreqiientes,
como, por exemplo, um estudo realizado na Antioquia, localizada na Colombia (Bedoya et
al., 2006). Esse estudo utilizou dados de oito AIMs (AT3, DRD2 TaqID, LPL, ICAMI,
Sb19.3, APOA1 e FyNull) para estimar a contribuicdo das populagdes parentais que
contribuiram para formar aquela populacao.

No Brasil os principais alvos de estudo desses marcadores tem sido o relato de
freqliéncia em amerindios, uma das populagdes parentais brasileiras, ¢ na caracterizagdo de
populagdes nao amerindias. Com relagdo a populagdes amerindias, foi caracterizada a
distribuicdo das freqiiéncias alélicas de sete loci AIMs bialélicos em uma amostra de 309

indigenas ndo aparentados, pertencentes a quatro tribos da Amazonia Brasileira (7ikuna,
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Kaxinawa, Baniwa e Kanamari). Os resultados indicaram que a distribuicdo das
freqliéncias alélicas, para esses marcadores, era muito similar as observadas para os
indigenas da América do Norte e muito diferente a dos africanos (Luizon et al., 2008).

A andlise desses marcadores em populagdes nao amerindias tem sido realizada na
busca de uma melhor descri¢ao da contribuicao das populagdes parentais na constituicao
genética atual de populacdes urbanas principalmente. A avaliacdo de uma populagdo
urbana da regido sudeste do Brasil quanto a trés inser¢des A/u (TPA25, PV92 e APO)
indicou que esta apresenta alto percentual de contribuicdo européia (78%), baixo de
africana (22%) e auséncia de amerindia (Mendes-Jr et al., 2001). A incidéncia de
ancestralidade africana em individuos auto-declarados brancos de quatro regides brasileiras
- Norte, Nordeste, Sudeste e Sul - foi verificada utilizando AIMs mostrando que o processo
de miscigenagdo nessas quatro regides geograficas ndo foi homogéneo e que o indice de
ancestralidade africana (AAI) varia de 13% na regido sul a 32% na sudeste (Parra et al.,
2003). Com a analise dos nove alelos especificos de populacdo, a cidade de Salvador,
localizada no estado da Bahia, apresentou uma maior contribuicdo africana (49,2%),
seguida de européia (36,3%) e amerindia (14,5%), sendo que as regides da cidade com
classe socioecondmica mais baixa apresentaram uma maior contribuicdo africana para os
dados de estimativa de mistura (Machado, 2008).

Esses marcadores foram também utilizados na busca de correlacdo entre
ancestralidade gendmica e classificacdo fenotipica, em especial cor da pele. O estudo foi
desenvolvido em uma comunidade do Vale do Jequitinhonha em Minas Gerais. Os
individuos foram classificados de acordo com suas caracteristicas fenotipicas em negros e
mulatos, em contraste com individuos autodeclarados como brancos. De acordo com os
resultados, hd uma proporcao similar de ancestralidade ndo africana dentre os negros e
dentre os intermedidrios (mulatos): 45% e 48% respectivamente (Parra ef al., 2003), isso &,
nao foi possivel discriminar os individuos de acordo com suas caracteristicas de cor da
pele. Em suma, de acordo com esse estudo a cor da pele ¢ um pobre indicador de
ancestralidade gendmica.

Por outro lado, em Salvador o quadro ¢ distinto. Utilizando os mesmos marcadores,
foi observada uma grande coeréncia entre ancestralidade genOmica e caracteristicas
fenotipicas. Os resultados indicaram que os individuos classificados como negros
apresentam uma ancestralidade genomica africana muito maior do que os classificados
como brancos e que os de fendtipo intermedidrios apresentam uma gradagdo na

contribuicao africana (Bomfim, 2008).
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Todos os estudos acima apresentados mostram que os marcadores genéticos
informativos de ancestralidade sdo eficientes para identificar populagdes definidas
geografica e etnicamente e, com isso, permitem estimar o percentual de contribuicdo de
grupos parentais na composi¢ao de populagdes miscigenadas.

Este capitulo teve o objetivo de ampliar os conhecimentos acerca do processo de
formacdo da populacdo da regido centro-oeste brasileira. Para tanto, duas populagdes desta
regido, Goias e Distrito Federal, foram caracterizadas utilizando marcadores genéticos, dos
tipos inser¢do A/u, indel e SNP, que apresentaram diferencial de freqiiéncia superior a 30%
entre pelo menos duas populagdes parentais que contribuiram para a formagao atual dessas

populagoes.

4.2 MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da populacdo e coleta das amostras
A amostra analisada nesse trabalho foi coletada no Estado de Goias e no Distrito

Federal. A coleta e utilizacdo do material foram aprovadas pelo CEP da Universidade
Federal de Goias, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia ¢ CONEP, no
caso de Goids, e pelo CEP da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia e CONEP
para o Distrito Federal.

Como material biolégico foi utilizado sangue venoso coletado com sistema a vacuo
com EDTA como anticoagulante. Os critérios basicos para a escolha dos voluntarios
foram: aleatoriedade respeitando-se os critérios estabelecidos para a participacdo do
presente estudo, isto ¢é, idade acima de 18 (dezoito) anos ou com autorizacio
paterna/materna, e que tivessem residéncia fixa na cidade/regido administrativa de coleta

no momento do nascimento.

Distrito Federal

O Distrito Federal, localizado no Planalto Central do Brasil, tem uma populagao
estimada em 2.455.903 habitantes (Censo 2007 — IBGE), sendo que aproximadamente
metade dos habitantes ¢ nascida na propria regido e metade sdo pessoas advindas de todas
as regioes do Brasil, além de uma pequena participagdo de estrangeiros, o que torna o
brasiliense um caso unico quanto a sua forma¢ao. Administrativamente, ¢ composto por 27
regides (considerando Lago Sul e Lago Norte como regides distintas). Entretanto, a época

da coleta eram 19 regides, sendo que oito outras regidoes foram criadas desde entdo: Aguas
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Claras (2003), Varjao (2003), Sudoeste/Octogonal (2003), Park Way (2003), Setor
Complementar de Industria e Abastecimento (2004), Sobradinho II (2004), Jardim
Botanico (2004) e Itapod (2005) (sitio oficial do Governo do Distrito Federal —
www.distritofederal.df.gov.br acessado em 21 de abril de 2008).

Para este trabalho foram amostradas 12 das 19 regides (Tabela 4.2) existentes em
2002, ano da coleta das amostras, sendo que dois individuos eram oriundos do entorno do
Distrito Federal. A informagdo concernente a regido administrativa onde habitavam os pais
na época da coleta foi obtida durante a entrevista, dado esse que permitiu o agrupamento
dos individuos por regido. Pouco mais de 10% dos individuos ndo forneceram a
informacao, principalmente por desconhecimento. Por outro lado, seis das regides nao
amostradas ndo existiam e ndo eram povoadas antes de 1986, como Samambaia
(oficialmente fundada em 1989) e 1993, como Santa Maria, Recanto das Emas, Riacho
Fundo e S@o Sebastido. Com relagdo a Brazlandia, essa ¢ a regido administrativa mais
distante do Plano Piloto. Candangolandia ¢ a regido administrativa menos povoada,
representando aproximadamente 0,7% da populagdo. O mapa da Figura 4.1 representa as
regides administrativas existentes na época da coleta.

As amostras de material bioldgico ¢ os dados foram coletados no Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia e no curso preparatorio para o Vestibular “Alunos da
UnB” (Alunb) no ano de 2002. Paralelamente a coleta de material bioldgico, foi feito um
levantamento de dados demograficos utilizando um questionario (Anexo 3) respondido por
todos os individuos que tiveram seu sangue coletado. O objetivo do questionario foi obter
informacodes referentes a sexo, idade, ancestralidade, incluindo no minimo uma geracao
ascendente, dentre outros.

A amostra foi composta por 73 homens (41,1%) e 105 mulheres (58,9%) e a média
da idade dos participantes foi de 21,1 anos (desvio padrao = 3,9 anos). Com relagdo a
autodeclaracdo de etnia, do total de 178 individuos, 122 (68,5%) se autodeclararam como
mestico entre pelo menos duas das parentais que formaram a populacdo, isto €, branco,
negro e indio, 44 (24,7%) como brancos, trés (1,7%) como negro e nove (5,1%) nao

informaram sua etnia.
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Tabela 4.2. Distribuicao dos individuos componentes da amostra do Distrito Federal com

relacdo a regido administrativa da residéncia dos pais na época do nascimento.

Regidao administrativa Nuamero de individuos
Brasilia 59
Ceilandia 9
Cruzeiro 13
Entorno 2
Gama 7
Guara 10
Lago Norte 7
Lago Sul 3
Nucleo Bandeirante 5
Paranoa 1
Planaltina 14
Sobradinho 12
Taguatinga 17
Nao especificou 19
TOTAL 178

Brazlandis Sabradinho

Plaraltina

Paranoa

SE0 Sebastido

Figura 4.1. Regides Administrativas que compunham o Distrito Federal em 2002 (Fonte:

Codeplan, 1997), época da coleta de material biologico.
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Goias

O Estado de Goias esta situado na Regido centro-oeste e estd subdividido em 18

microrregides administrativas, apresentando uma populagdo estimada em 5.644.460

(Censo, 2007 — IBGE). O planejamento da coleta das amostras utilizadas nesse estudo ¢ a

forma da coleta foram discutidos no capitulo 3. Para esse estudo foram sorteadas amostras

de sangue provenientes de 202 individuos do banco de amostras citado no capitulo 3,

buscando a representagdo proporcional ao tamanho de cada microrregido (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Caracterizagdo das mesorregides, microrregides quanto ao numero de

habitantes de cada microrregido a época da coleta das amostras de sangue e

do ntimero de individuos coletados em cada microregido do Estado de Goias.

Mesorregiao Microrregiao Populacio Numero individuos
analisados
Noroeste Goiano Sdo Miguel do Araguaia 68.888 3
Rio Vermelho 91.254 4
Aragarcas 55.263 2
Norte Goiano Porangatu 226.766 7
Chapada dos Veadeiros 55.002 2
Centro Goiano Ceres 212.661 10
Anapolis 451.474 19
Ipora 64.030 3
Anicuns 103.276 4
Goiania 1.633.899 64
Leste Goiano Vao do Parana 88.913 4
Entorno de Brasilia 766.535 34
Sul Goiano Sudoeste de Goias 330.490 14
Vale do Rio dos Bois 102.491 5
Meia Ponte 305.427 14
Pires do Rio 76.856 3
Catalao 114.686 6
Quirinépolis 91.190 4
Total 4.839.101 202

Fonte: contagem da populagao IBGE — 1996.
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A amostra foi composta por 126 homens (62,4%) e 76 mulheres (37,6%) e a média
da idade dos participantes foi de 32,3 anos (desvio padrdo = 9,7 anos). Com relacdo a
autodeclaracdo de etnia, do total de 202 individuos, 141 (69,8%) se autodeclararam como
mesti¢os entre pelo menos duas das parentais que formaram a populagdo, isto é, branco,
negro e indio, 54 (26,7%) como brancos, quatro (2%) como negro e 3 (1,5%) ndo

informaram sua etnia.

Procedimentos metodolégicos

Selecao dos marcadores genéticos

Foram selecionados 14 marcadores genéticos que podem ser categorizados como
AIM por apresentarem diferencial de freqii€éncia entre as populagdes parentais acima de
30% (tabela 4.3), sendo: sete inser¢des Alu (APO, D1, ECA, FXIII, PV92, Sb19.3,
TPA25), uma insercao/delecdo (AT3) e seis SNPs (DRD2-A, FyNull, GC, LPL, OCA2 ¢
Rb2300). Onze desses apresentaram diferencial de freqliéncia entre os grupos parentais
(europeu, africano e amerindio) maior que 50%. Os demais marcadores apresentaram
diferencial de freqiiéncia menor que 50% (DRD2-A, Sb19.3 e TPA25), (tabela 4.3). Sete
dos marcadores apresentam alto diferencial de freqiiéncia entre africano e os dois outros
grupos parentais (APO, AT3, DI, FyNull, GC, LPL e Rb2300), dois entre africano e
europeu (OCA2 e Sb19.3), trés marcadores com diferencial de freqii€ncia entre o grupo
parental amerindio e os outros dois grupos parentais (ECA, FXIIIB e PV92), um entre

amerindio e europeu (DRD2-A) e um entre amerindio e africano (TPA25).

Extracao de DNA e verificacio em gel de agarose

A época da coleta, as amostras do estado de Goias foram submetidas a extracio de
DNA por meio do kit de extracio GFXTM Genomic Blood DNA Purification Kit
(Pharmacia), seguindo as recomendacgdes do fabricante — (Anexo 2), enquanto que as
amostras do Distrito Federal foram submetidas a extragdo de DNA pela técnica Salting out
(Miller et al., 1988) com modificagdes (Anexo 2). Para o desenvolvimento do presente
estudo as amostras que necessitaram ser re-extraidas, foram submetidas a extracdo pelo
método de Salting out. Apos extragdo, as amostras de DNA foram conservadas em freezer
a 20°C negativos até o momento do uso.

Para verificacdo da qualidade e quantidade de DNA por amostra, foi utilizado gel

de agarose a 1% com brometo de etidio para visualizagdo, utilizando um transiluminador
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de luz ultravioleta. O preparo das amostras para quantificacao foi realizado de acordo com
o descrito no anexo 2. Apds a quantificacdo, as amostras de DNA foram diluidas para

50ng/pul e armazenadas em freezer a 20°C negativos até o0 momento do uso.

Tabela 4.3: Diferencas nas freqii€ncias alélicas (0) entre os grupos parentais (africano,

europeu e amerindio), dos 14 marcadores autossomicos analisados.

Diferencial de freqiiéncia (9)

Locus AFR-EUR AFR-AME EUR-AME
APO 0,496 0,534 0,038
AT3 0,586 0,804 0,218
Dl 0,389 0,544 0,155
DRD2-A 0,275 0,146 0,421
ECA 0,090 0,465 0,375
FXIIIB 0,335 0,841 0,506
FyNull 0,978 0,983 0,005
GCI1-F 0,673 0,486 0,187
GCI-S 0,509 0,453 0,056
LPL 0,473 0,507 0,034
OCA2 0,620 0,317 0,303
PV92 0,001 0,662 0,663
Rb2300 0,569 0,749 0,180
Sb19.3 0,395 0,206 0,189
TPA25 0,229 0,300 0,071

Legenda: AFR (africano), AME (amerindio), EUR (europeu).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e visualizacio dos produtos de
amplificacao

A tabela 4.4 apresenta os marcadores autossomicos utilizados nesse estudo. Foram
ao todo 14 marcadores. As reagdes de PCR foram preparadas para um volume final de 12,5
pl para cada marcador. A cada conjunto de reagdes foi incluido controle negativo, isto &,

no lugar da amostra de DNA foi acrescentada 4agua milli-Q. As concentracdes dos
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reagentes foram levemente distintas entre os marcadores (Tabela 1, Anexo 2) e para cada
marcador genético foi utilizado um conjunto de iniciadores especificos (Tabela 4.4).

Na mistura da rea¢do preparada foi adicionado o DNA correspondente a cada
amostra, seguido de ligeira homogeneizagdo e depois acrescentado uma gota de 6leo
mineral para prevenir evaporacdo dos reagentes. Os microtubos contendo todos os
reagentes foram colocados em um termociclador MJ Research — PTC 100, programado
para as seguintes condi¢des de reacdo: desnaturagdo inicial de 5 minutos a 94°C; ciclos de
desnaturacdo/pareamento/extensao das amostras de DNA por 30 ciclos, de acordo com as
temperaturas especificadas para cada marcador (tabela 4.4); extensao final por 10 minutos

a72°

Reacao de restricao

Conforme apresentado na tabela 4.4, seis dos marcadores genéticos estudados - GC,
FYNull, LPL, OCA2, Rb2300 ¢ DRD2-A - foram identificados pela avaliagao do produto
da digestdo com enzima de restrigdo apds PCR, ou seja, tais SNPs foram detectados
utilizando-se a técnica de PCR-RFLP. Esta técnica consistiu na amplificagdo especifica dos
loci de interesse, seguida pela digestdo por endonucleases de restri¢do especifica. Assim,
um individuo pode apresentar presenga do sitio de restrigdo em um cromossomo apenas
(heterozigoto), nos dois (homozigoto para presenga do sitio) ou ainda auséncia do sitio de
restricdo (homozigoto para auséncia) no fragmento que foi amplificado pela PCR.

A mistura de reagentes para a reagdo de restricdo dos produtos de PCR estd
apresentada na Tabela 2, do Anexo 2. As reacdes foram levadas ao banho-maria a uma
temperatura apropriada para a atividade da enzima por tempos variaveis, conforme a
necessidade de cada marcador. Passado este periodo, as amostras foram submetidas a
choque térmico, ou seja, colocadas em gelo com objetivo de inativar a enzima,
interrompendo, assim, o processo de restricdo. At€¢ o momento de realizar a eletroforese, as
amostras foram conservadas em geladeira a uma temperatura de 4°C. Condicdes de
restricdo, enzimas, temperatura e tempo de restricdo para os marcadores SNPs analisados

estdo descritos na tabela 4.6.
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Tabela 4.4. Caracteristicas dos marcadores genéticos do tipo AIMs analisados: tipo de marcador, modo de identificagdo, localizacao

cromossOmica, seqiiéncia dos iniciadores, temperatura de pareamento na PCR e referéncia.

Localizacao Temp.
Locus  Tipo Identificacio Seqiiéncia Referéncia
cromossémica anelamento*
11923 5" AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG 3' Karathanasis, 1985;
APO Ins Alu tamanho 50
5' AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA 3' Batzer et al., 1996;
AT3- 68pb 5' CCACAGGGTGTAACATTGTGT 3'
tamanho 1925.1 55 Liu et al., 1995
I/D ins/del 5' GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3'
5' TGC TGA TGC CCA GGG TTA GTA AA 3 Batzer et al., 1995;
D1 Ins Alu tamanho 3 58
5'TTT CTG CTA TGC TCT TCC CTC TC 3' Batzer et al., 1996
5'CCG TCG ACG GCT GGC CAA GTT GTCTA 3' Granty et al, 1989;
DRD2  SNP RFLP -Taql A 11q22-q23 64
5'CCG TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT CA 3 Gelernter et al., 1998
5'CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3' Jeunemaitre et al., (1992);
ECA Ins Alu tamanho 17923 58
5' GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT 3' Batzer et al., 1996
5'TCA ACT CCA TGA GAT TTT CAG AAG T 3' Webb et al., 1989;
FXIIB Ins Alu tamanho 1q31-32 60
5'CTG GAA AAA ATG TAT TCA GGT GAG T 3' Batzer et al., 1996
5" AGGCTTGTGCAGGCAGTG 3' ]
FyNull ~ SNP RFLP -Styl 1923.2 55 Tournamille ez al., 1995
5' GGCATAGGGATAAGGGACT 3'
RFLP -Styl +e 5' AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC 3' McCombs et al. (1986);
GC SNP 4ql13g21.1 55

RFLP -Haelll

5' GGAAGGTGAGTTTATGGAACAGC 3'

Parra et al., 1998
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Continuacgao tabela 4.4. Caracteristicas dos marcadores genéticos do tipo AIMs analisados: tipo de marcador, modo de identificacao,

localizagdo cromossomica, seqiiéncia dos iniciadores, temperatura de pareamento na PCR e referéncia.

Localizacao Temp.
Locus Tipo Identificacio Seqiiéncia Referéncia
cromossémica anelamento*
5" AGGCTTCACTCATCCGTGCCTCC 3'
LPL SNP RFLP -Pvull 8p21.3 60 Gotoda et al., 1992
5'TTATGCTGCTTTAGACTCTTGTC 3'
5'CTTTCGTGTGTGCTAACTCC 3'
OCA2 SNP RFLP -Haelll 15q13.1 60 Lee et al., 1995
5" ACCTCTAGCATGGTTCTTGGGC 3'
16423.3 5" AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3' Batzer et al., 1994;
PV92  Ins Alu tamanho ’ 54
5'TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3' Batzer et al., 1996
13q14.2 5' CAGGACAGCGGCCCGGAG 3 _
Rb2300  SNP RFLP -BamHI ’ 60 Bookstein et al., 1990
5' CTGCAGACGCTCCGCCGT 3'
19p12 5'TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG 3' Arcot et al., 1998;
Sb19.3  Ins Alu tamanho 60
5' AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC 3 Parra et al., 1998
5'GTA AGA GTT CCG TAA CAGAGCT3' Yang-Feng et al., 1986;
TPA25 Ins Alu tamanho 8pl2-ql1.2 58

5'CCC CAC CCT AGG AGAACTTCTCTITT 3'

Batzer et al., 1996

* Em graus Celsius
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Eletroforese e avaliaciao fenotipica

Os produtos de PCR, no caso dos marcadores do tipo inser¢do (AT3, APO, PV92,
ECA, TPA25, DI, FXIIIB e SB19.3), ou das digestdes, no caso dos SNPs (DRD2-A,
OCA2, FyNull, GC, RB2300 ¢ LPL), foram analisados em negatoscdpio apos eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida corado com solugdo de nitrato de prata a 10%. A
concentragdo do gel de poliacrilamida do tipo ndo desnaturante utilizado para os
marcadores RB2300, LPL, FyNull e AT3 foi 10% e os demais marcadores 6% (anexo 2).

Os produtos da PCR foram preparados para a corrida eletroforética adicionando-se
a cada 5 pl de amostra 2 pl de tampao de corrida. As amostras foram aplicadas no gel,
sendo que no poco central foi colocado padrio de peso molecular de 100pb como
referéncia. Decorrido o tempo de corrida, os géis foram submetidos a coloragdo com
nitrato de prata. As solucdes utilizadas para a eletroforese, bem como as solu¢des para
coloracdo estdo descritas no anexo 2. A leitura do gel foi feita em negatoscopio por
comparag¢do das bandas obtidas com a do marcador de peso molecular de 100pb.

A distribui¢do das freqiiéncias génicas e genotipicas das insercdoes Alu APO, DI,
PV92, ECA, FXIIIB e TPA2S5 na populagdo de Goids foram descritas por Gigonzac (2002)
e Vieira (2003) em dissertacdo de mestrado realizado na Universidade Federal de Goias.
Para tais estudos, os referidos pesquisadores utilizaram 205 individuos do banco de
amostras de Goids, porém apenas 100 dessas amostras coincidiram com as amostras por
nos selecionadas. Por isso, os resultados descritos por Gigonzac (2002) e Vieira (2003)
foram utilizados parcialmente (gen6tipos de 100 individuos) e, para as demais amostras, a

genotipagem foi realizada no presente trabalho.

Analise estatistica
A freqliéncia alélica dos marcadores foi calculada por meio do método de contagem

génica. Os valores de heterozigose observada e esperada foram calculados para cada locus.
Teste exato foi utilizado para checar a consisténcia das freqiiéncias genotipicas observadas
em cada populagdo para cada marcador com aquelas esperadas segundo a Lei de Hardy-
Weinberg, tendo como pressuposto (hipdtese nula) a de unido aleatoria dos gametas. Uma
probabilidade exata menor que 0,05 indicou uma quantidade estatisticamente significante
de desequilibrio. As estimativas dos valores exatos de p foram computadas pelo método da
Cadeia de Markov, com 10000 dememoriza¢des. Tais analises foram realizadas no

programa GENEPOP.
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Foi testado também a hipotese nula de independéncia dos genotipos de um locus
em relacdo a outro, isto ¢, de equilibrio de ligacdo. Esse ¢ um indicador importante para
avaliar se existe subdivisdo dentro da populacdo. A andlise de desequilibrio de ligagao foi
realizada também considerando todos os /oci simultaneamente.

Ambas as andlises, teste para Equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de
ligacdo foi utilizado o teste exato para testar a hipdtese de equilibrio, sendo que 10.000
permutacdes foram realizadas em cada teste. A medida chi-square foi utilizada com
objetivo de verificar se uma combina¢ao em particular resultou em um valor de chi-square
mais extremo do que aqueles produzidos pelos dados originais. Essa abordagem
permutacional usa todas as informagdes genotipicas (ou fenotipicas) de um individuo em
uma amostra para determinar a significincia do desequilibrio por permutagdes
independentes. Sob a hipotese nula de ndo desequilibrio, qualquer gendtipo (ou fenotipo)
observado em um /ocus (alelo) é igualmente provavel ocorrer com qualquer outro genotipo
em um segundo /ocus (alelo). Portanto, qualquer conjunto de genotipo reconstruido ao
acaso com o mesmo numero de individuos e as mesmas freqiiéncias genotipicas ¢
igualmente provavel de ocorrer apenas ao acaso. O desequilibrio de ligacdo entre os /oci
par a par e multilocos, para cada populagdo, foram determinados utilizando o programa
GDA.

A comparagdo genética entre as populagdes de Goids e Distrito Federal foi feita por
meio de teste exato de diferencia¢do populacional, utilizando o programa GENEPOP, e
através da estatistica F, realizada no programa GDA.

Para a estimativa de diferenciacdo populacional dois testes foram realizados:
diferencia¢do génica, que compara as freqiiéncias alélicas entre as duas populacdes, e a
diferencia¢do genotipica que compara a freqiiéncia dos genotipos entre as mesmas. A
hipotese nula para a primeira analise ¢ de que a distribuicdo alélica ¢ idéntica entre as
populagdes. Para testar essa hipotese, para cada /ocus uma estimativa nao viesada do valor
de P do teste de probabilidade ¢ realizada como descrito por Raymond e Rousset (1995).
Considerando a hipdtese nula para a segunda andlise, isto ¢, de que a distribui¢do
genotipica ¢ idéntica nas populacdes, ¢ feita uma estimativa ndo viesada do valor de P do
teste exato baseado no log da verossimilhanga (Goudet ef al., 1996).

Outro parametro utilizado para avaliar a existéncia de diferenca entre as duas
populagdes foi o Fst (Cockerham & Weir, 1987). A estatistica F analisa trés pardmetros:
Theta (ou Fst), F (ou Fit) e f (ou Fis). O f é uma estimativa de coeficiente de

endocruzamento dentro da populagdo, indicando se ha déficit de heterozigotos, tendo em
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vista que numa populagdo endogamica hd uma tendéncia no aumento do numero de
homozigotos. Theta ¢ uma estimativa que verifica se existe substruturacdo populacional
através da andlise da reducdo de heterozigose em uma subpopulagdo. Esse pardmetro
calcula a probabilidade de dois alelos tomados ao acaso em duas populacdes serem
idénticos por descendéncia. F ¢ o coeficiente de endogamia total, considerando as duas
populacdes, e mede a perda de heterozigose individual em relagdo a heterozigose total. Ou
seja, a estatistica F descreve a quantidade de endogamia dentro das subpopulagdes (Fst ou
Theta), dentro da populacdo total (Fis ou f) e entre as subpopulagdes (Fit ou F). Foi
determinado também os componentes da variancia Sigma-P, Sigma-I e Sigma-G que
representam a variancia entre as populagoes, entre os individuos dentro da amostra e no
individuo, respectivamente. A significancia estatistica das distdncias genéticas de Fst foi
calculada usando 10000 permutacdes. A estimativa foi considerada significativa se o
intervalo de confianca ndo incluisse o zero.

A corre¢ao de Bonferroni foi utilizada para controle do nivel de significancia
conjunto, quando testes multiplos foram realizados.

As estimativas das propor¢des de mistura das populagdes parentais para cada
populacdo estudada foram estimadas pelo uso do método de identidade génica
(Chakraborty, 1985), implementado no programa ADMIX3. As populagdes parentais
utilizadas nas andlises foram aquelas que contribuiram para o povoamento da regido, isto €,
europeu, africano e amerindio. Os dados de freqiiéncia foram compilados da literatura.

Para o grupo parental africano foram consideradas populages do oeste da Africa
subsaariana. Os dados foram obtidos do banco de dados dbSNP NCBI database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP - acessado em 03/05/2008) e do banco de dados
ALFRED - Allelic Frequency Database (http://alfred.med.yale.edu — acessado em

03/05/2008) — para as populagdes de Nigéria, Republica Central Africana, Serra Leoa,
lIoruba da Nigéria e Benin e Haugas do oeste da Africa subsaariana - e em artigos
cientificos para as populagdes da Nigéria, Sao Tomé, Serra Leoa, Benin e Ruanda (Luis et
al.,2003; Tomas et al, 2002; Parra et al., 2001; Parra et al., 1998; Batzer et al., 1996 ).

Os dados para a populagdo européia também foram obtidos do banco de dados
dbSNP NCBI database ¢ ALFRED, sendo compilado dados de freqiiéncias alélicas da
Alemanha, Espanha e Itilia, e em artigos cientificos para as populagdes de Portugal,
Espanha, Inglaterra, Irlanda, Alemanha, Fran¢a (Bonilla et al., 2004; Luis et al., 2003;
Tomas et al., 2002; Parra et al., 2001; Comas et al., 2000; Parra ef al., 1998; Batzer et al.,
1996).
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Para a populagdo parental amerindia as freqiiéncias foram obtidas do banco de
dados dbSNP NCBI database ¢ ALFRED - tribos indigenas de Karitiana, Surui, Tikuna,
Ayoreo, Gavido, Surui, Wai-Wai, Xavante, Zoro, Aché, Guarani, Kaingang e Quechua — e
de dados da literatura — tribos indigenas de Tikuna, Kashinawa, Baniwa, Kanamari,
Mayas, Pima, Cheyenne, Pueblo, Quechua, Mataguayo, Toba, Chorote, Mapuche,
Tehuelche, Lengua, Ayoreo, (Luizon et al., 2008; Bonilla et al., 2004; Martinez-Marignac
et al., 2004; Batzer et al., 1994). Dados para a inser¢do A/u D1 foram obtidos de uma tese
de doutorado que analisou quatro tribos indigenas da regido amazdnica — Tikuna,
Kashinawa, Baniwa, Kanamari (Oliveira, 1999).

O indice de ancestralidade foi estimado com objetivo de comparar as proporgdes de
contribuicdo entre as parentais africana e européia nas populagdes do Distrito Federal e
Goias. Para determinar o indice de ancestralidade africana (IAA) nessas duas populagdes
foi tomado como referéncia os dados de freqii€éncia genotipica das parentais africana e
européia, para os marcadores APO, D1, Sb19.3, LPL, Rb2300, OCA2, GC e FyNull, pois
eles apresentam diferencial de freqiiéncia grande entre essas duas parentais. O IAA ¢ dado
por:

TAA = 10g1() M
PE

onde, PA ¢ a probabilidade de um dado gendtipo multilocos ocorrer na populagao africana
e PE ¢ a probabilidade desse mesmo gendtipo ocorrer na populagdo européia, como
descrito por Parra et al. (2003).

Para realizar esta analise, duas informacdes sdo necessarias: dados das freqiiéncias
genotipicas das populagdes parentais e os gendtipos da populacdo a ser analisada. As
estimativas das freqiiéncias genotipicas da populacdo miscigenada sdo calculadas pelo uso
das freqiiéncias genotipicas observadas para todos os /oci possiveis da primeira populacao
parental (africana). O mesmo ¢ feito considerando a segunda populagdo parental
(européia). O valor esperado do /og da razdo de verossimilhanga ¢ entdo calculado para
cada individuo somando-se os valores encontrados para cada locus. Com os indices obtidos
¢ calculado entdo o indice de ancestralidade africana (IAA), que se baseia no logaritmo da
razdo entre a verossimilhanga dos gendtipos multilocos obtidos considerando a parental
africana pela verossimilhanga do gendtipo encontrado na populagcdo européia. Andlise de
estatistica descritiva foi utilizada para avaliar os dados de IAAs obtidos para cada
individuo nas duas populagdes, utilizando o programa SPSS 15.0 para Windows, versao

2006 (http://www.spss.com). Através dessa andlise foram calculados a média, mediana,
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variancia e os indices de assimetria (avalia a assimetria da curva) e curtose (representa o
grau de concentracdo de valores de uma varidvel continua em torno da média, tomando-se
a curva normal como referncia), com seus respectivos desvios padrdes. A homogeneidade
das variancias, obtidas para as populagdes do Distrito Federal e Goids, foi testada através
do teste de significancia de Levene. O teste ¢ para amostras independentes foi utilizado
para comparagdo das médias dos valores de IAAs obtidos nas duas populagdes,

considerando nivel de significancia de 5%.

4.3. RESULTADOS

As freqliéncias alélicas, os valores de heterozigose observada e esperada, assim
como os valores de p do teste de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg e os
respectivos desvios padrdes para os 14 marcadores AIMs autossomicos analisados, para as
populacdes de Goias e Distrito Federal, estdo apresentados na Tabela 4.5. Todos os
marcadores encontravam-se em equilibrio segundo o esperado por Hardy-Weinberg, com
nivel de significancia de 0,05. Entretanto, a populacdo do Distrito Federal apresentou
quatro marcadores com valor de p proximo a 0,05 (ECA, FyNull, OCA2 e PV92) e a do
estado de Goids um marcador (LPL) nessa mesma situacao.

Os valores de heterozigose observada para a populagdo do Distrito Federal
variaram de 17 a 62% e para a populagao do estado de Goids de 18 a 61% (Tabela 4.5). O
menor valor de heterozigose foi observado para o marcador APO em ambas as populagdes
e o maior foi o GC por apresentar trés alelos. Dez dos 14 marcadores apresentaram
heterozigose acima de 40% na populacdo do Distrito Federal e em Goids foram 11
marcadores. O marcador que diferiu entre as duas populagdes foi o PV92 que apresentou
heterozigose observada de 35% no DF e em Goias de 47%.

As freqiiéncias alélicas ponderadas e o nimero amostral total analisado para cada
um dos 14 marcadores genéticos encontrados nas populagdes parentais que contribuiram
para o povoamento da populagdo da regido Centro-Oeste, isto ¢, europeu, africano e
amerindio, encontram-se na Tabela 4.5. A comparagdo das freqiiéncias descritas para as
populacdes parentais e as observadas nas duas popula¢des miscigenadas revelou valores
intermediarios nas populacdes miscigenadas em relacdo as parentais. Para a maioria dos
marcadores estudados, as freqiiéncias alélicas encontradas nas populacdes miscigenadas
apresentaram valores mais proximos as descritas para a parental européia. Entretanto, para
quatro marcadores (DRD2-A, GC, PV92 e Rb2300), os valores apresentaram-se

intermediarios aos dois outros grupos parentais.
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Nao foi observado desequilibro de ligagdo quando todos os loci foram analisados
simultaneamente tanto na populacdo do Distrito Federal (p=0,0762) quanto em Goids
(p=0,4387), considerando nivel de significancia de 0,05. Entretanto, na analise de
desequilibrio de ligacdo par a par, das 91 combinagdes possiveis foram observados 11
pares de combinagdes em desequilibrio na populagdo do Distrito Federal e cinco pares na
de Goias (Tabela 4.6). Quando se fez a correcdo Bonferroni para testes multiplos, o valor
ajustado foi estimado em 0,0005 e com isso apenas uma combinagdo permaneceu com
desvio, o par AT3/FyNull para o Distrito Federal.

A Tabela 4.7 apresenta os valores da estatistica F (f, F e Theta-P, que correspondem
ao Fis, Fit e Fst respectivamente) entre as duas populagdes para os 14 loci AIMs
analisados. De um modo geral, os valores da estatistica F foram baixos. O valor de Theta-P
total foi baixo, e os valores de f e F similares, sendo que sete marcadores apresentaram
valores negativos indicando exogamia. Trés marcadores apresentaram valores de f mais
elevados (FXIII, AT3 e APO). Sigma-P, Sigma-I e Sigma-G, os componentes da variancia
de cada marcador, mostraram que as maiores variagdes foram decorrentes das variagdes
individuais. As varidncias decorrentes da diferenca entre as populagdes e entre os
individuos dentro da amostra foram baixas. Os marcadores que apresentaram a menor
variacdo individual foi a inser¢do Alu APO (0,173) e o SNP FyNull (0,292), e os
marcadores que contribuiram para maior variacdo entre os individuos foram os loci GC
(0,617) e o LPL (0,538). Nao houve diferenca entre as populacdes, de acordo com o teste
de significancia para Fst (valor de Theta-P variou de 0,003466 a - 0,000003), considerando
nivel de significancia de 5%.

Na Tabela 4.8 estdo apresentadas as andlises de diferenciacdo das freqiiéncias
génicas e genotipicas entre as duas populacdes. Nao foram observadas diferencas entre as
duas populagdes no que se refere a distribuicdo das freqiiéncias alélicas (p=0,1683) e na
distribuicao genotipica (p=0,1912) quando todos os marcadores foram considerados
simultaneamente, em um nivel de significancia de 0,05. Na andlise para cada locus, foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nas distribuicdes das freqiiéncias
génicas e genotipicas para o marcador DRD2-A, porém apds a correcdo de Bonferroni

(p=0,0035) os valores ndo apresentaram significancia estatistica.
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Tabela 4.5: Freqiiéncias alélicas, valores de heterozigose observada e esperada, valores de p do teste de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-

Weinberg e respectivos desvios padroes com relagdo aos 14 marcadores AIMs autossdmicos analisados para as populacdes de

Goias e Distrito Federal e nas trés populagdes parentais.

APO AT3 D1 DRD2-A ECA FXIIB FyNull GC LPL OCA2 PV92 Rb2300 Sbl19.3 TPA25
Distrito
Federal
f*1 0,905 0,364 0,380 0,392 0,444 0,398 0,793 0478 0,553 0,662 0,267 0,509 0,787 0,512
f*2 0,095 0,636 0,620 0,608 0,556 0,602 0,207 0,308 0,447 0,338 0,733 0,491 0,213 0,488
f*3 0,214
N 168 169 166 167 169 166 162 161 159 164 167 167 167 168
Hobs 0,17 0,42 043 0,52 0,57 0,45 0,28 0,62 0,52 0,53 0,35 0,46 0,34 0,49
Hesp 0,17 0,46 047 0,48 0,50 0,48 0,33 0,63 0,50 0,45 0,39 0,50 0,34 0,50
p 0,646 0,247 0,321 0,258 0,063 0,415 0,055 0,448 0,634 0,053 0,063 0277 >0,999 0,760
Desvio 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003 0,001 0,004 0,002 0,001 0,002 0,003 <0,001 0,002
padrao
Goias
f*1 0,885 0,311 0,350 0,311 0,378 0,458 0,812 0482 0,570 0,644 0,312 0,468 0,784 0,540
f*2 0,115 0,689 0,650 0,689 0,622 0,542 0,188 0,290 0,430 0,356 0,688 0,532 0,216 0,460
f*3 0,228
N 196 188 193 201 200 189 197 202 192 202 202 201 199 202
Hobs 0,18 0,40 0,51 0,41 0,48 0,44 0,31 0,61 0,56 0,47 0,47 0,52 0,34 0,47
Hesp 0,20 0,43 046 0,43 0,47 0,50 0,31 0,63 0,49 0,46 0,43 0,50 0,34 0,50
p 0,145 0,393 0,116 0,623 >0,999 0,109 >0,999 0,937 0,077 0,880 0,257 0,673 >0,999 0,396
Desvio 0,001 0,003 0,002 0,002 <0,001 0,002 <0,001 0,001 0,003 0,001 0,002 0,003 <0,001 0,003

padrao
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Cont. 4.5: Freqiiéncias alélicas, valores de heterozigose observada e esperada, valores de p do teste de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-

Weinberg e respectivos desvios padrdoes com relagdo aos 14 marcadores AIMs autossomicos analisados para as populacdes de

Goias e Distrito Federal e nas trés populacdes parentais.

APO AT3 D1 DRD2-A ECA FXIIB FyNull GC LPL OCA2 PV92 Rb2300 Sbl19.3 TPA25
DF e GO
f*1 0,894 0,652 0,364 0,348 0,408 0,430 0,804 0,481 0,563 0,652 0,291 0,486 0,786 0,527
f*2 0,106 0,348 0,636 0,652 0,592 0,570 0,196 0,298 0,437 0,348 0,709 0,514 0,214 0,473
f*3 0,222
N 364 357 359 368 369 355 359 363 351 366 369 368 366 370
Hobs 0,16 0,41 0,48 0,46 0,52 0,44 0,29 0,62 0,54 0,46 0,41 0,49 0,34 0,48
Hesp 0,17 0,45 0,46 0,45 0,48 0,49 0,32 0,63 0,49 0,49 0,41 0,50 0,34 0,50
p 0,101 0,122 0,648 0,819 0,200 0,064 0,180 0,642 0,083 0,170 >0,999 0,677 0,876 0,408
Desvio 0,001 0,003 0,003 0,002 0,003 0,002 0,002 0,005 0,002 0,003 <0,001 0,003 0,001 0,004
padrio
Europeu
f*1 0,951 0,268 0,389 0,146 0,411 0,417 0,993 0,598 0,497 0,737 0,182 0,325 0,853 0,586
f*2 0,049 0,732 0,611 0,854 0,589 0,583 0,007 0,152 0,503 0,263 0,818 0,675 0,147 0,414
1*3 0,250
N 996 542 267 202 958 306 542 560 359 400 371 328 479 633
Africano
f*1 0,455 0,854 0,000 0,421 0,321 0,082 0,015 0,089 0,970 0,117 0,183 0,894 0,458 0,357
f*2 0,545 0,146 1,000 0,579 0,679 0,918 0,985 0,825 0,030 0,883 0,817 0,106 0,542 0,643
*3 0,086
N 1141 1123 11 123 135 11 1375 1162 1353 1162 290 883 1271 187
Amerindio
f*1 0,989 0,050 0,544 0,567 0,786 0,923 0,998 0,542 0463 0,434 0,845 0,145 0,664 0,657
f*2 0,011 0950 0,456 0,433 0,214 0,077 0,002 0,339 0,537 0,566 0,155 0,855 0,336 0,343
f*3 0,119
N 1009 846 313 163 699 400 353 184 662 184 501 618 662 263

Legenda: GO (Goias); DF (Distrito Federal); alelo 1do marcador GC corresponde ao alelo 1S; O alelo 2 corresponde ao alelo 1F e O alelo 3 corresponde ao alelo 2.
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Tabela 4.6. Pares de loci que apresentaram desequilibrio de

ligacdo (p < 0,05) nas populacdes do Distrito

Federal e do estado de Goias.

Tabela 4.7. Estatistica F (f, F e Theta-P) e componentes da

variancia (Sigma-P, Sigma-I e Sigma-G) para os 14

loci autossOmicos analisados nas populagdes do

Populagiao Pares de loci Valor de p Distrito Federal e do estado de Goias.

Distrito Federal AT3/FyNull <0,0001 Locus f F Theta-P Sig-P Sig-1 Sig-G
AT3/LPL 0,0047 APO 0,0869 0,0860 -0,0010 -0,000 0,016 0,173
AT3/PV92 0,0019 AT3 0,0836 0,0865 0,0032 0,001 0,037 0,409
D1/GC 0,0238 D1 -0,0275 -0,0284 -0,0008 -0,000 -0,013 0,476
FyNull/OCA2 0,0353 DRD2-A -0,0229 -0,0108 0,0118 0,005 -0,010 0,462
OCA2/GC 0,0159 ECA -0,0738 -0,0668 0,0065 0,003 -0,036 0,518
PV92/D1 0,0415 FXIII 0,0971 0,1009 0,0042 0,002 0,048 0,442
PV92/FyNull 0,0116 FyNull  0,0756 0,0739 -0,0019 -0,001 0,024 0,292
Rb2300/FyNull 0,0344 GC 0,0250 0,0226 0,0025 -0,002 0,016 0,617
Rb2300/LPL 0,0103 LPL -0,0916 -0,0938 -0,0020 -0,001 -0,045 0,538
Sb19.3/FyNull 0,0013 OCA2  -0,0749 -0,0769 -0,0018 -0,001 -0,034 0,489

Goias APO/FXIII 0,0294 PV92 -0,0039 -0,0017 0,0023 0,001 -0,002 0,415
APO/LPL 0,0372 Rb2300 0,0221 0,0227 0,0006 0,000 0,011 0,489
APO/Sb19.3 0,0109 Sb19.3  -0,0109 -0,0136 -0,0027 -0,001 -0,004 0,342
TPA25/APO 0,0334 TPA25  0,0478 0,0466 -0,0013 -0,001 0,024 0,476
TPA25/D1 0,0025 Total 0,0053 0,0065 0,0012 0,007 0,033 6,138
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Tabela 4.8. Diferenciacdo génica e genotipica entre as populagdes do Distrito Federal e

Goiéds considerando 14 marcadores genéticos do tipo AIMs.

Locus Diferenciacio génica Diferenciacio genotipica
Valor p Desvio padrao Valor p Desvio padrao
APO 0,3969 0,0036 0,4068 0,0078
AT3 0,1543 0,0044 0,1778 0,0079
DI 0,4377 0,0047 0,4216 0,0081
DRD2-A 0,0244 0,0015 0,0272 0,0027
ECA 0,0711 0,0026 0,0636 0,0042
FXIII 0,1132 0,0036 0,1237 0,0063
FyNull 0,5666 0,0035 0,5888 0,0075
GC 0,8470 0,0034 0,8431 0,0051
LPL 0,7010 0,0039 0,6858 0,0069
OCA2 0,6389 0,0041 0,6430 0,0071
PV92 0,1878 0,0037 0,2030 0,0084
Rb2300 0,2712 0,0058 0,2851 0,0090
Sb19.3 0,9265 0,0010 0,9311 0,0018
TPA25 0,4574 0,0045 0,4639 0,0091
Total 0,1683 0,1912

Tabela 4.9. Estimativas de contribuicdes das parentais africana, amerindia € européia na

constituicdo genética atual das populagdes do Distrito Federal e de Goiés,

utilizando 14 marcadores de DNA autossOmicos.

Grupos parentais

Populacdes
Africano Amerindio Europeu
Goids 0,206+0,001 0,167+0,001 0,627+0,001
Distrito Federal 0,229 +0,008 0,157 £0,007 0,614+0,008
Total 0,217+0,001 0,163+0,003 0,621+ 0,004
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A andlise de mistura genética com base nos 14 marcadores estudados nas duas
populagdes esta apresentada na Tabela 4.9. Nas duas populacdes houve o predominio da
parental européia, sendo que no Distrito Federal a contribuicdo foi de 61,4% e em Goias de
62,7%. A contribuigdo africana, com valores préximos nas duas populacdes, foi
intermediaria em relagdo a européia e amerindia. A contribui¢do parental amerindia, menor
nas duas populacdes quando comparado com as duas outras parentais, apresentou-se maior
na populagdo do estado de Goias (16,7%) do que no Distrito Federal (15,7%). As
estimativas de contribuicdo obtidas a partir da analise das duas populagdes em conjunto
apresentaram  resultados similares aqueles observados nas duas populagdes
individualmente, com predominio de europeu, contribui¢do intermediaria para o
componente africano e mais baixo para o amerindio.

A Tabela 4.10 apresenta os dados de estatistica descritiva para os valores [AAs
encontrados para as populacdes do Distrito Federal e de Goiés. Os resultados encontrados
para os indices de assimetria (0,545 para Distrito Federal; 0,358 para Goias) e curtose
(-0,156 para Distrito Federal; 0,27 para Goids) mostraram que os dados se distribuiram em
uma curva simétrica normal e que os valores de IAA estdo distribuidos de uma forma
continua. O valor p do teste de significancia de Levene encontrado foi de 0,457 indicando
que as variancias sdo iguais entre as duas amostras analisadas. Como os dados de TAA
individuais nas duas populacdes se distribuiram em uma curva normal e as variancias entre
as mesmas foram semelhantes (homogéneas), o teste ¢ foi utilizado para comparar as
médias obtidas entre os IAAs do Distrito Federal e Goias. O resultado da significancia do
teste foi de 0,835, indicando que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre as
médias encontradas. O nivel de significancia considerado em tais analises foi de 5%.

A Figura 4.2 apresenta os histogramas da distribui¢do dos valores de indice de
ancestralidade africana nas populacdes do Distrito Federal e do Estado de Goias. Conforme
se observa na figura e na tabela 4.12 houve uma grande variagdo dos indices nas duas
populacdes, com valores de variancia altos. O valor maximo de ancestralidade européia
encontrado para o Distrito Federal foi de -12,89 enquanto que para Goids foi de -13,54. O
maior valor de ancestralidade africana encontrado para o Distrito Federal foi de 4,36 e para
o estado de Goias foi de 6,01. Conforme a observacao dos dados individuais pode-se
constatar que a grande maioria apresentou valores de IAA abaixo de zero, 89,9% para o
Distrito Federal e 92,1% para Goias, indicando que a contribui¢do européia foi maior na
maioria das estimativas individuais. O valor médio determinado para o Distrito Federal foi

de -4,84, enquanto que para o estado de Goias a média foi de -4,92.
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Figura 4.2. Histograma da distribui¢do dos valores de indice de ancestralidade africana nas

populacdes do Distrito Federal e do Estado de Goiés.
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Tabela 4.10. Dados da analise de estatistica descritiva para os valores IAAs determinados

nos individuos amostrados na populagdo do Distrito Federal e Goias.

Populacgoes

Analise descritiva

Distrito

Goias

Federal
Média -4,8432 -4,9199
Erro padrao da média 0,27648 0,2442
Mediana -5,5549 -5,3044
Desvio padrao 3,59421 3,47066
Variancia 12,918 12,046
Assimetria 0,545 0,358
Erro padrao-assimetria 0,187 0,171
Curtose -0,156 0,27
Erro padrao-curtose 0,371 0,341
Amplitude 17,25 19,56
Minimo -12,89 -13,54
Maximo 4,36 6,01

4. 4. DISCUSSAO

A historia de povoamento e colonizagdo do Distrito Federal e Goiés se confundem
e sdo interligadas. Até o século XVII a regido era habitada principalmente por povos
amerindios. O impulso dado pelos movimentos migratérios promovidos pelo governo para
povoar o sertdo brasileiro permitiu que para essa regido viessem povos de diversas regides
do pais, especialmente das regides sudeste e nordeste. Os migrantes por sua vez, muitas
vezes ja possuiam tragos de miscigenacdo entre o branco e africano, ¢ em menor grau, com
o amerindio. Portanto, além da miscigenagao ocorrida apds a chegada a regido em virtude
do encontro de pelo menos trés diferentes etnias — europeu, africano e amerindio — o
processo de mistura ¢ mais complexo nesta populagdo tendo em vista a migracdo de
individuos ja miscigenados (Palacin ef al., 1995).

A partir da década de 50 do século XX, a regido do Distrito Federal teve sua
historia transformada em virtude da construgdo de Brasilia, a capital federal. O fluxo de

migrantes para essa regido foi muito intenso, a ponto de apenas nos primeiros anos a
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populacdo ter aumentado mais de 300%. Por causa disso, pergunta-se: houve diferenciacao
entre essa populagdo e a do estado de Goias em decorréncia o fluxo acentuado de pessoas
para o Distrito Federal?

As andlises intrapopulacionais e interpopulacionais aqui realizadas para as duas
populagdes revelaram poucas diferencas. Embora a migragao seja um fator evolutivo que
tende a modificar as freqiiéncias alélicas e genotipicas, todos os marcadores analisados nas
duas populagdes mostraram estar em equilibrio de acordo com o teorema de Hardy-
Weinberg.

Entretanto, a populagdo do Distrito Federal apresentou 11 pares em desequilibrio na
analise de desequilibrio de ligacdo entre os pares de loci. O desequilibrio de ligagdo ¢
observado quando ha associa¢des ndo ao acaso entre marcadores genéticos. Nao reflete
obrigatoriamente a existéncia de ligacdo génica entre os loci, em especial em populagdes
miscigenadas. Nestas populacdes pode-se detectar desequilibrio de ligagdo mesmo entre
marcadores situados relativamente distantes (Parra et al., 1998; Chakraborty e Weiss,
1988).

Dessa forma, é esperado que em populagdes oriundas da miscigenagdo entre
parentais com freqiiéncias alélicas muito distintas seja observado alto desequilibrio de
ligagcdo e que esse desequilibrio diminua com o tempo (Chakraborty e Weiss, 1988), caso
ndo exista ligagdo génica associada. O desequilibrio de ligacdo pode também refletir a
existéncia de subestruturacdo populacional, porém nesse caso espera-se que também ocorra
desequilibrio da freqiiéncia genotipica segundo o teorema de Hardy-Weinberg. Como neste
trabalho todos os marcadores, em ambas populagdes (Distrito Federal e Goias), encontram-
se em equilibrio de Hardy-Weinberg, ¢ possivel propor que este desvio tenha ocorrido em
virtude da mistura entre as populagdes parentais.

Por outro lado, apds a utilizagdo da correcdo de Bonferroni para testes multiplos,
apenas um par de marcadores continuou mostrando desequilibrio de ligacdo, o par
AT3/FyNull para o Distrito Federal. Nesse caso, o resultado j& era esperado, pois esse par
de marcadores situa-se proximo fisicamente, no brago longo do cromossomo 1 a
aproximadamente 22 cM (centimorgans) de distancia um do outro. Resultado similar ja foi
relatado em outras populacdes, como ¢ o caso de afro-descendentes de Nova lorque e Nova
Orleans que apresentaram desequilibrio de ligacdo entre esses dois loci (Parra et al., 1998).
Dessa forma, sugere-se que neste estudo o desequilibrio observado tenha sido ocasionado

em virtude de mistura.
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A heterozigose ¢ um dos principais parametros para avaliar o potencial de
discriminacdo de um determinado marcador em uma dada populacdo, sendo que o valor de
heterozigose maximo para loci bialélicos ¢ de 50%. Valores de heterozigose baixos
indicam que o marcador apresenta baixa diversidade, sendo que a quantidade de
heterozigotos na populacao sera uma funcao direta da freqiiéncia de qualquer dos dois
alelos (Comas ef al., 2000). Como observado na tabela 4.7, os valores de heterozigose para
os loci analisados, nas duas populacdes, foram proximos ao maximo esperado, exceto para
o marcador APO, cujos valores foram baixos nas duas populagdes. Esse valor era esperado,
tendo em vista que a presenca da inser¢do desse marcador se encontra fixada em
populagdes amerindias da América do Sul (Oliveira, 1999; Batzer ef al., 1994) e proéxima
de 1 em populagdes européias (Tabela 4.7). Como a populagdo local apresenta em sua
composi¢ao o componente amerindio e, de modo mais expressivo, o europeu, verificou-se
que a presenca do alelo inser¢do foi alto, isto é acima de 88%. De um modo geral,
observou-se que a diversidade genética nas duas populacdes foi similar, indicando que as
mesmas devem ser homogéneas.

Embora o fluxo migratorio tenha sido muito intenso nas ultimas décadas para o
Distrito Federal, as analises de estatistica F, assim como os resultados de diferenciagdo
génica e genotipica entre Distrito Federal e Goias, mostraram que as mesmas sao similares
do ponto de vista genético. Os valores estimados de f (Fis) foram baixos, indicando que na
populacao ha preponderancia de acasalamentos aleatorios. Além disso, os baixos valores
de Theta-P (Fst) encontrados mostram que a populagdo nao € subestruturada.

Apenas na analise de diferenciacao génica e genotipica observou-se um marcador, o
DRD2-A, com valores estatisticamente significativos, indicando que existe diferenca na
distribuicdo dos alelos e dos gendtipos entre as duas populacdes para esse marcador. Na
analise global, entretanto, esse desvio ndo ocorreu indicando que as duas populagdes
podem ser consideradas como uma unica populagdo. A variancia entre as populagdes pode
ser decomposta em componentes que indicam quais deles mais contribuiram para a
variabilidade na amostra. Assim, pdde-se notar que a maior variagdo nessas duas amostras
foi decorrente da variacdo entre os individuos. Quando se faz a relagdo entre a variancia
decorrente das diferengas entre as amostras e das diferencas ocorridas dentro da amostra
tem-se uma estimativa de significancia para determinar se o valor encontrado da variincia
entre as amostras ¢ significativo ou ndo. Quanto mais diferentes forem os valores de
heterozigose entre as amostras, o resultado da relacdo entre os dois componentes da

variancia (entre amostras e dentro das amostras) sera maior. Em outras palavras, quanto
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menor for o resultado da variancia entre as amostras e maior for o da variancia dentro das
amostras ter-se-4 valores baixos indicando que as populagdes sdo homogéneas. No
presente estudo, o componente da varidncia entre as amostras foi pequeno quando
comparado ao componente de variagdo dentro das amostras, mostrando,
conseqiientemente, mais uma vez que nao existe diferenca entre as duas populagoes.

Apesar da fundacdo do Distrito Federal ser recente, assim como o povoamento da
regido centro-oeste como um todo, e de que o fluxo migratério continua intenso, em
especial para o Distrito Federal, ndo foi observada subestrutragdo populacional. As
populagcdes encontram-se em equilibrio segundo o esperado pela Lei de Hardy-Weinberg
tanto para os marcadores aqui analisados quanto para os microssatélites, como discutido no
capitulo 3. Como explicitado em Material e Métodos, fez-se a opc¢ao por incluir na amostra
exclusivamente individuos nascidos na regido buscando justamente obter o produto de ao
menos uma geracdo de casamentos. Conforme o teorema de Hardy-Weinberg, ap6s uma
geracao de acasalamento ao acaso as freqliéncias genotipicas se restabelecem de acordo
com as propor¢des p° + 2pq + q°. Como os individuos amostrados sdo de pelo menos uma
geracdo apds o estabelecimento da familia na regido espera-se que, caso tenha ocorrido
desvio das proporcdes esperadas em decorréncia da migragdo, houve restabelecimento do
equilibrio apés uma geragao. Isso também mostra que as duas populagdes sdo, em linhas
gerais, panmiticas e com baixa endogamia.

Uma segunda questdo a ser abordada ¢ que, de fato, as populagdes urbanas
brasileiras ndo apresentam grande diferencial genético, como estimado pela andlise de
microssatélites. Desse modo, o intenso fluxo de migrantes nas ultimas décadas em virtude
dos atrativos para a regido (constru¢do de Brasilia, além do desenvolvimento econdmico
alcangado pela regido nos ultimos tempos), nao foi determinante para que a populagdo se
tornasse subestruturada, ja que as diferengas entre as regides brasileiras ndo sao
expressivas como ocorre em outros paises, como a Argentina e a Colombia (Toscanini et
al., 2007; Paredes et al., 2003).

Além disso, uma questdo fundamental ¢ a ocorréncia de um intenso fluxo de
migrantes da populagdo do estado de Goids para o Distrito Federal. Conforme dados do
IBGE, o povoamento do Distrito Federal teve importante contribuicdo da populagao de
Goias, o que torna as populagdes ainda mais homogéneas. O incremento da migragao para
o Distrito Federal, de certo modo, fortaleceu a vinda de migrantes também para Goias.
Tanto ¢ assim, que em torno da regido do Distrito Federal formaram-se 11 cidades depois

que Brasilia foi fundada, como Aguas Lindas e Valparaiso de Goids, que apresentam
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determinadas caracteristicas semelhantes a populacdo do Distrito Federal, isso ¢, os
habitantes geralmente sdo provenientes de outras partes do pais como da regido sudeste e
nordeste. As outras cidades ja existentes na regido, por sua vez, experimentaram aumento
da populagdo nos ultimos anos em fungdo de Brasilia, como é o caso de Formosa e de

Luziania.

Mistura
Dois fatores sdao de fundamental importancia quando se pretende estimar mistura

genética. O primeiro ¢ decorrente da escolha dos marcadores que serdo utilizados na
analise; o segundo ¢ decorrente da estrutura da populagdo a ser estudada. Quanto a
primeira questdo, existem marcadores mais indicados para célculos de mistura. Em teoria,
quanto mais diferentes forem as freqiiéncias alélicas entre as populagdes que contribuiram
para a formagdo da populagdo miscigenada, mais precisos serdo os resultados obtidos. Os
AlIMs apresentam essa caracteristica e, por isso, sdo muito utilizados nesse tipo de analise.
Como exposto anteriormente, para delincamento desse estudo, foram escolhidos
marcadores que apresentassem diferencial de freqliéncia entre os trés principais grupos
parentais que contribuiram para a composi¢do atual da populacdo do Distrito Federal e
estado de Goias.

Em relacdo a segunda questdo, isto €, a estrutura da populagdo estudada, convém
ressaltar que faz-se necessario um estudo aprofundado da mesma. E necessario saber se as
distribuigdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas ndo estdo sofrendo alguma pressdo
evolutiva, decorrente de deriva, migragdes ou se a populacao estudada esta sob algum tipo
de selecdao. As populagdes aqui estudadas estdo sob influéncia continua da migracao desde
o século XVII. Seria de se imaginar, portanto, que o fluxo intenso de migrantes tivesse
contribuido para desestabilizar a populagdo na distribui¢do dos seus alelos visto o alto
diferencial de freqiiéncias alélicas entre as popula¢des parentais. Assim, o encontro de
desequilibrio na distribuicdo dos gendtipos nas duas populagdes poderia ter sido
encontrado.

Entretanto, as andlises estatisticas mostraram que os marcadores utilizados para
mistura estdo em equilibrio segundo o proposto por Hardy-Weinberg, inclusive quando os
genotipos dos individuos analisados no Distrito Federal e em Goids sdo considerados um

unico banco amostral (tabela 4.7). Assim, € pertinente fazer andlise de mistura, pois as
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estimativas obtidas devem ser representativas da populacdo e ndo apenas de um grupo
dentro da populacao.

Os resultados de mistura obtidos com os marcadores AIMs indicam, assim como 0s
marcadores microssatélites, que a parental européia ¢ a que mais contribuiu para a
composi¢do da populagdo da regido. Esse resultado era esperado tendo em vista que a
vinda de povos descendentes de europeus foi muito intensa desde o inicio do povoamento.
Além disso, no inicio do periodo de colonizagdo houve cruzamento preferencial entre o
homem europeu e as mulheres amerindias e africanas (Barcelos et al., 2006), e com isso, 0
homem de origem africana e amerindia tiveram menos sucesso na perpetuacdo de seus
alelos. Essa ¢ uma realidade na maioria da populagdo brasileira (Pena, 2002), sendo que a
maioria das linhagens de cromossomo Y do pais ¢ de origem portuguesa, havendo
contribui¢do minima quanto as linhagens do cromossomo Y amerindia e africana.

Entretanto, um dado novo foi obtido com os marcadores AIMs. A estimativa de
contribuicdo da parental amerindia teve um aumento significativo, especialmente na
populacdo do estado de Goids. Nas estimativas de mistura com os marcadores
microssatélites, foi observado uma baixa contribui¢do da parental amerindia (3%), embora
a historia da regido mostre que o contato principalmente com o europeu tenha ocorrido
durante os primeiros séculos de povoamento da regido. Os dados levantados durante a
entrevista com os participantes da pesquisa mostraram que quase 70% se autodeclararam
como mestico entre pelo menos duas parentais. Por isso, seria esperado que houvesse
maior participacao dessa parental na formagao atual da populagao.

Pelo fato dos contatos entre os colonizadores € a populagdo nativa amerindia terem
sido desastrosos, havendo inclusive a dizimagdo de muitas tribos assim como a migragao
forcada em busca de regides mais isoladas, principalmente para o oeste do pais, o resultado
de mistura com os marcadores microssatélites ndo foi de todo estranho. Contudo, os
marcadores AIMs mostraram outro quadro. A contribui¢do dessa parental para a populagdo
do estado de Goids foi maior, cerca de 17%, mostrando claramente que embora a
populacdo indigena na regido tenha sido praticamente dizimada, o componente amerindio
permanece inserido na populagdo fruto da miscigenacdo com os demais grupos parentais,
principalmente com o europeu.

Para o Distrito Federal, o aumento da contribuicdo parental amerindia na
constitui¢do da populagdo ndo foi expressivo quando comparado com os resultados de

mistura de microssatélites. Enquanto que as estimativas obtidas com o uso dos marcadores
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microssatélites indicaram valores em torno de 13%, com os AIMs os valores foram
proximos a 16%.

Por outro lado, convém lembrar que as amostras utilizadas nessas duas analises nao
foram as mesmas. Para as analises dos microssatélites foi utilizado um banco de dados de
um laboratorio publico (Laboratério de DNA Forense da Policia Civil do DF), enquanto
que para as andlises com os AIMs foram usadas amostras de pessoas nascidas em 13 das
19 regides administrativas do Distrito Federal existentes 4 época da coleta. Dessa forma,
podemos ter um diferencial de origem socioecondmico entre essas amostragens. Pode-se
inferir que os individuos que compdem o banco da policia civil ou sdo pessoas que nao
possuem condi¢des financeiras de arcar com os custos de um exame de paternidade ou
fazem parte de um processo de investigacdo criminal. De um modo geral, portanto, os
individuos devem ser provenientes de classes sociais mais baixas.

Em um estudo anterior (Dalton ef al., 2007) foram estimadas as contribuicdes de
mistura genética para a populacdao do Distrito Federal utilizando o banco de dados da
policia civil e um outro banco de dados obtido a partir de andlise de paternidade em um
laboratério particular (Gratapaglia et al., 2001). A conclusdo a que se chegou é que o
percentual de contribui¢des parentais africana e amerindia ¢ maior no banco da policia
civil do que no banco particular. Portanto, os resultados mostraram que a constituicao
genética de populagdes miscigenadas com relacdo a contribuicdo de populagdes parentais
difere em decorréncia da classe social.

Estudo semelhante foi realizado com uma populagdo da Venezuela (Martinez et al.,
2007), com objetivo de estimar os componentes de mistura de amostras provenientes de
dois diferentes niveis socioecondmicos. As amostras foram coletadas na cidade de Caracas
em dois bancos de sangue, sendo um proveniente de uma maternidade publica e o outro de
uma maternidade privada. Os resultados obtidos com marcadores de DNA autossdmicos
mostraram que na maternidade privada os individuos apresentam maior contribuicdo
européia, enquanto que na maternidade publica o componente europeu ¢ menor que o
amerindio e o africano. Ambos estudos mostram que as diferengas na composi¢ao genética
ancestral em diferentes niveis sdcioecondmicos na populagdo podem gerar interpretagdes
erroneas sobre a populagdo de um modo geral. A origem da amostra estudada deve ser
conhecida para evitar interpretagdes tendenciosas.

No presente estudo, as andlises de mistura realizadas com marcadores
microssatélites autossdmicos € com marcadores AIMs mostraram resultados similares,

embora o esperado fosse que as analises com marcadores AIMs mostrassem um aumento
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da contribuicao parental amerindia e africana, ou de modo inverso, que os resultados de
mistura com marcadores microssatélites tivessem apresentado as duas contribuigdes
parentais, africana e amerindia, com valores abaixo dos encontrados, semelhante ao
ocorrido com os resultados encontrados para o estado de Goias. O fato dos resultados de
mistura com marcadores microssatélites para a populagdao do Distrito Federal nao seguirem
a mesma tendéncia que houve em Goias, ndo os invalida, mas as interpretagdes dos
resultados devem ser coerentes com os critérios de coleta da amostra analisada.

Com relagdo a contribuicdo parental africana nas duas populagdes, foram obtidos
valores intermedidrios entre as duas outras parentais, porém mais proxima da parental
amerindia. As consideragdes feitas quanto a contribuicdo parental amerindia também se
estendem para a africana. Cabe, entretanto, ressaltar que sete dos marcadores AIMs
utilizados para a andlise de mistura diferenciam a parental africana das duas outras
parentais.

O indice de ancestralidade africana (IAA) estimado para cada individuo corrobora
os resultados das estimativas de mistura apresentados. De acordo com Parra ef al. (2003), o
maior IAA em uma amostra de portugueses foi de -4,86 enquanto que o menor em uma
amostra de Sdo Tomé foi de 2,86. Em 58% dos individuos do Distrito Federal e Goias os
valores de IAA apresentaram valores menores do que o maior valor encontrado nos
europeus, indicando, portanto, que tais individuos apresentam um indice de ancestralidade
européia superior a africana. Pouco mais de 3% dos individuos estudados no presente
trabalho apresentou valores iguais ou acima do encontrado em Sao Tomé. Para os demais
individuos analisados no presente estudo (38% da amostra), os indices estimados estavam
no intervalo entre o maior indice determinado para europeu e o menor indice determinado
para africano, indicando, nesse caso, que tais individuos apresentam na sua composicao
genética uma contribuicao européia e africana similares.

Pelo fato das populacdes do Distrito Federal e do estado de Goids formarem uma
populagdo homogénea, foi realizado o teste de mistura considerando as duas populagdes
como sendo uma s6 amostra. A contribuicdo das trés parentais foi similar ao observado nas
duas populagdes separadamente. Com isso, pode-se concluir que essa regido apresenta uma
populagdo miscigenada e que os trés grupos parentais principais da populacao brasileira
efetivamente colaboraram para a composi¢ao genética atual da populagdo. Outro fator que
deve ser levantado ¢ que a parental amerindia embora tenha praticamente desaparecido do
estado de Goias, restando poucos individuos vivendo em reservas indigenas, foi em parte

absorvida pela populagdo que estava se formando.
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Contextualizacio dos dados apresentados

Fontes histdricas e antropologicas, assim como genéticas, consideram a populacao
brasileira hibrida, essencialmente um produto de cruzamentos ou contatos de grupos
europeus, africanos e amerindios. Este tipo de estrutura populacional pode ser, em teoria,
muito util na quantificacdo do fluxo génico que culminou com a formagdo da populagdo
atual.

Tem-se buscado estudar a populacdo brasileira, especialmente quanto a sua
formacdo, do ponto de vista genético, pois os tragos fisicos de um individuo, como cor da
pele, cor e textura do cabelo, sdo adaptacdes para fatores seletivos geograficos como o
calor e a radiacao (Cavalli-Sforza, 1997). Por isso, desenvolver estudos que permitam
compreender melhor a estrutura genética da populagdo brasileira pode auxiliar no
esclarecimento de pontos historicos. Exemplo disso foram os estudos genéticos
demonstrando que a formacdo da populagdo brasileira ¢ resultado de cruzamentos
preferenciais entre homens europeus e mulheres africanas e indigenas. Foi descrito que a
vasta maioria dos cromossomos de homens brasileiros de origem branca tem origem
européia, com uma freqiiéncia muito baixa de cromossomos Y africanos e completa
auséncia de contribuicao amerindia (Carvalho-Silva ef al., 2001). Por outro lado, o mtDNA
(DNA mitocondrial) de tais individuos dessa amostra apresentam uma alta contribui¢do de
da parental amerindia (33%) e africana (28%) (Alves-Silva et al., 2000).

Outro motivo importante para se estudar a populacao brasileira do ponto de vista
genético ¢ que podera contribuir para entendimento das diferengas regionais. Sabe-se que
devido a vasta extensdo territorial de nosso pais, o processo de coloniza¢do ndo se deu de
forma igual, sendo que estudos em genética de populagdes vém comprovando essas
diferencas (Parra et al., 2003; Callegari-Jacques et al., 2003). Tais estudos mostraram que
existe maior predomindncia de contribuicdo amerindia feminina na regido norte ¢ uma
preponderancia da africana feminina no nordeste. Além disso, os niveis mais pronunciados
de mistura foram observados no sudeste e no nordeste, com uma tendéncia norte-sul de
contribui¢do européia.

Um desses estudos realizado na populagado brasileira teve como objetivo estudar as
cinco regides geograficas brasileiras utilizando 12 /oci do tipo STRs (Callegari-Jacques et
al., 2003). As amostras utilizadas para tal foram provenientes de individuos envolvidos em
disputa de paternidade analisadas em um laboratério particular entre os anos de 2000 e

2001. Os resultados encontrados por este estudo das propor¢des acumuladas de
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ancestralidade para a regido Centro-Oeste (europeu = 0,71 = 0,002; africanos = 0,18 *
0,001 e amerindio = 0,11 £ 0,001) nao diferem muito dos resultados obtidos neste trabalho
para os marcadores STRs analisados.

Porém, uma questdo a ser levantada ¢ se os marcadores STRs seriam tao
interessantes para estimar mistura como, em teoria, sdo os marcadores AIMs. Isso porque,
a taxa de mutacdo das regides microssatélites ¢ alta, o que acarreta uma maior taxa de
mutagdo recorrente. Pela andlise de grupos populacionais maiores, como o estudo
desenvolvido com os paises da América Latina e Caribe, € com as regides geograficas de
trés paises, foi possivel separar os paises ou as regides em agrupamentos de acordo com a
maior propor¢ao de contribui¢do dos grupos parentais que formaram essas populagdes.
Entretanto, as analises de mistura realizadas nas duas populacdes da regido centro-oeste
mostraram que os marcadores AIMs sdo mais eficazes para discernir o grau de
contribuicdo das populagdes parentais. Mesmo assim, ambos, microssatélites e AIMs,
mostraram o mesmo quadro na composi¢cdo genética da populagdo: existe predominio de
genes europeus em relagdo aos outros dois grupos étnicos, resultados esses concordantes

com estudos anteriores para populacdes brasileiras.
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CONSIDERACOES FINAIS

A expansdo de varios impérios europeus devido as grandes navegagdes, a partir do
século XV, promoveu transformagdes econdmicas, culturais e genéticas nas populacdes dos
varios continentes e em especial na América. Anélises de mistura e distdncia genética entre 13
populagdes latino-americanas indicaram um quadro heterogéneo. A contribuicdo européia
supera as duas outras parentais que também fizeram parte da histéoria de formacdo da
populagdo do continente em algumas regides. Por outro lado, embora os africanos tenham
migrado para a América em um espago de tempo determinado, na regido do Caribe e em
alguns paises que utilizaram de modo mais acentuado o trabalho escravo, como a Colombia e
o Brasil, a contribui¢do dessa parental ¢é alta.

Cada pais americano teve uma historia diferente quanto ao encontro dos trés grupos
étnicos. Os resultados aqui apresentados das anélises das regides de trés paises da América do
Sul tomados como modelos (Argentina, Brasil e Colombia) indicaram que o processo de
migracgdes internas foi decisivo para a estruturacao das populag¢des. No Brasil, por exemplo, a
colonizacdo européia promoveu uma diminui¢do acentuada da populagdo autdctone, o que
esta refletido na baixa estimativa de amerindios nas populagdes urbanas em comparagdo aos
dois outros paises. Embora existissem conflitos entre europeus e amerindios na Argentina, a
populacdo amerindia estava mais presente em algumas regides mais isoladas, como a regido
noroeste ¢ a Patagonia.

Essas diferencas regionais foram detectadas por diferencas nas freqii€ncias alélicas de
marcadores de DNA. Pelo fato das parentais serem originarias de trés continentes distintos, as
freqliéncias alélicas dos marcadores utilizados no presente estudo, especialmente os AIMs,
tém um diferencial de freqiiéncia entre elas. A miscigenagdo entre esses grupos parentais
gerou, consequentemente, substruturacdo populacional. Por outro lado, a migragdo ¢ uma
forca evolutiva que tende a homogeneizar as populagdes, em especial as migracdes internas.
O desequilibrio das distribuicdes genotipicas causado pelo processo de mistura tende a se
estabilizar apds algumas geragdes. Como se observa pela analise dos STRs e AIMs na regiao
centro-oeste, a populacdo apresentou-se em equilibrio mesmo apoOs sofrer migracdes
sucessivas ao longo dos trés ultimos séculos.

Quando comparamos os dados de distancia entre as populagdes dos diferentes paises, e
em alguns casos entre regides dentro de um pais, verificou-se um quadro bastante
heterogéneo. Entretanto, nas analises de distancia envolvendo trés estados do centro-oeste

brasileiro, verificou-se homogeneidade entre as mesmas indicando que o fluxo génico entre
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grupos populacionais mais proximos favoreceu a migragcdo entre os estados, isto €, a troca de

migrantes nesse caso foi proporcional a distdncia geografica das populagdes analisadas.
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ANEXO 1: TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela 1: Marcadores utilizados para andlise populacional de 13 paises da América Latina e Caribe, numero de individuos amostrados,
diversidade génica (Hsk) de Nei (1987) e seus receptivos desvios padrdes e referéncias bibliograficas utilizadas para levantamento das

freqiiéncias alélicas dos 13 marcadores STRs.

Argentina  Bahamas Brasil Chile Colombia Costa El Equador Jamaica México Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
CSF1PO
N 1628 158 8228 397 3618 949 296 317 208 354 100 205 1395
Hsk 0,724 0,803 0,749 0,731 0,731 0,715 0,724 0,723 0,777 0,714 0,712 0,705 0,738
Desvio 0,004 0,014 0,002 0,008 0,003 0,006 0,012 0,010 0,013 0,010 0,024 0,017 0,005
padrdo
Ref. 4,22,23, 29 5 7, 11, 14,29 1, 3, 16, 27,29,36 29 17 29 8,18 31 43 2,9,33
26,42 12, 13, 15, 25, 26, 30,
32, 35,37, 34
38, 39, 40,
41,44
D3S1358
N 1969 157 3771 80 3995 1028 617 317 194 485 100 205 576
Hsk 0,754 0,736 0,776 0,729 0,745 0,777 0,713 0,694 0,743 0,765 0,661 0,771 0,771
Desvio 0,005 0,016 0,002 0,033 0,004 0,005 0,012 0,017 0,016 0,010 0,031 0,013 0,008
padrao

Ref.s 4, 19,22, 29 6, 7, 11, 29 16, 25,26, 27,29, 36 29 17 29 8, 18,21 31 43 2,9
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Argentina  Bahamas Brasil Chile Coloémbia Costa El Equador Jamaica Meéxico Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
23, 28,42 10, 15, 20, 30, 34
32,37, 44
D5S818
N 1951 162 4754 81 4112 1028 619 317 244 484 100 205 907
Hsk 0,715 0,748 0,734 0,699 0,737 0,727 0,698 0,726 0,725 0,719 0,714 0,731 0,745
Desvio 0,007 0,017 0,003 0,038 0,004 0,008 0,013 0,017 0,016 0,015 0,033 0,016 0,008
padrdo
Ref. 4,19, 22, 29 6, 7, 10, 29 1, 16, 25, 27,29,36 29 17 29 8,18, 21 31 43 2,9
23,28, 42 11, 15, 20, 26, 30, 34
35,37, 44
D7S820
N 2252 324 6610 193 4148 1228 619 317 244 467 100 205 1409
Hsk 0,779 0,784 0,809 0,779 0,788 0,793 0,779 0,750 0,778 0,787 0,750 0,809 0,799
Desvio 0,004 0,011 0,002 0,016 0,003 0,004 0,007 0,010 0,009 0,008 0,022 0,012 0,004
padrdo
Ref. 4,19,22, 29 5,6,7,10, 29 1, 3, 16, 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 2,9,33
23, 26, 28, 11, 12, 15, 25, 26, 30,
42 20, 35, 37, 34
38, 39, 40,
41,44
D8S1179
N
Hsk 0,813 0,795 0,810 0,774 0,792 0,806 0,786 0,795 0,794 0,797 0,814 0,826 0,807
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Argentina  Bahamas Brasil Chile Coloémbia Costa El Equador Jamaica Meéxico Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
Desvio 0,004 0,017 0,003 0,026 0,004 0,006 0,008 0,011 0,014 0,009 0,019 0,010 0,008
padrao
Ref. 4,19, 22, 29 6, 7, 10, 29 3, 16, 30, 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 2,9
23, 28,42 11, 12, 15, 34
20, 35, 37,
44
D13S317
N 1978 157 4165 81 2682 1028 619 317 194 484 100 205 536
Hsk 0,830 0,721 0,791 0,841 0,811 0,823 0,838 0,836 0,693 0,818 0,824 0,808 0,805
Desvio 0,003 0,021 0,002 0,009 0,003 0,005 0,004 0,007 0,020 0,006 0,016 0,013 0,005
padrao
Ref. 4,19, 22, 29 5,6,7,10, 29 16,25,26, 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 2,9,33
23, 26, 28, 11,12, 15, 30, 34
42 20, 32, 35,
37, 38, 39,
40, 41, 44
D16S539
N 1782 158 6289 193 1686 949 296 317 206 354 100 205 1282
Hsk 0,789 0,802 0,799 0,794 0,797 0,800 0,787 0,797 0,795 0,775 0,802 0,778 0,795
Desvio 0,004 0,014 0,002 0,011 0,003 0,004 0,008 0,007 0,012 0,010 0,011 0,013 0,004
padrdo
Ref. 4,22,23, 29 5,11, 12, 29 30, 34 27,29, 36 29 17 29 8,18 31 43 2,9,33
26,42 15, 32, 35,
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Argentina  Bahamas Brasil Chile Coloémbia Costa El Equador Jamaica Meéxico Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
37,38, 39,
40,41, 44
D18S51
N 1943 157 4096 80 2667 1028 619 317 194 484 100 205 255
Hsk 0,873 0,883 0,882 0,865 0,878 0,900 0,877 0,862 0,881 0,873 0,864 0,873 0,886
Desvio 0,002 0,009 0,001 0,016 0,002 0,003 0,004 0,008 0,008 0,004 0,012 0,006 0,006
padrdo
Ref. 4,19,22, 29 6, 7, 10, 29 16,30,34 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 9
23,28, 42 11, 12, 15,
20, 32, 35,
37,44
D21S11
N 1973 157 4148 80 2680 1028 296 317 194 484 100 205 255
Hsk 0,840 0,863 0,858 0,849 0,838 0,835 0,843 0,844 0,854 0,839 0,845 0,831 0,843
Desvio 0,004 0,011 0,002 0,021 0,004 0,006 0,010 0,008 0,013 0,008 0,013 0,013 0,012
padrdo
Ref. 4, 19,22, 29 6, 7, 10, 29 16,30,34 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 9
23,28, 42 11, 12, 15,
20, 35, 37,

44
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Argentina  Bahamas Brasil Chile Coloémbia Costa El Equador Jamaica Meéxico Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
FGA
N 1972 157 3550 81 3990 1028 619 317 194 484 100 205 255
Hsk 0,882 0,877 0,877 0,892 0,880 0,872 0,872 0,868 0,881 0,883 0,885 0,877 0,891
Desvio 0,002 0,010 0,001 0,011 0,001 0,003 0,004 0,007 0,009 0,004 0,011 0,006 0,004
padrao
Ref. 4,19, 22, 29 6, 7, 10, 29 25,26,30, 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 9
23, 28,42 11, 12, 15, 34
20, 35, 37,
44
THO1
N 1531 158 7562 397 3936 949 296 317 208 354 100 205 1402
Hsk 0,775 0,760 0,799 0,789 0,760 0,768 0,728 0,754 0,759 0,790 0,694 0,801 0,791
Desvio 0,004 0,019 0,001 0,008 0,003 0,006 0,015 0,011 0,014 0,011 0,032 0,006 0,003
padrao
Ref. 4,22,23, 29 5, 7, 11, 14,29 1, 3, 25, 27,29,36 29 17 29 8,18 31 43 2,9,33
26,42 12, 13, 15, 26, 30, 34
32, 35, 37,
38, 39, 40,
41, 44
TPOX
N 1819 158 8707 397 3641 949 296 317 208 354 100 205 1402
Hsk 0,677 0,782 0,705 0,674 0,684 0,684 0,681 0,603 0,750 0,665 0,662 0,717 0,697
Desvio 0,007 0,015 0,003 0,015 0,006 0,009 0,020 0,021 0,018 0,017 0,035 0,018 0,008
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Argentina  Bahamas Brasil Chile Coloémbia Costa El Equador Jamaica Meéxico Peru Porto Venezuela
Rica Salvador Rico
padrdo
Ref. 4,22,23, 29 5, 7, 11, 14,29 1, 16, 25, 27,29,36 29 17 29 8,18 31 43 2,9,33
26,42 12, 13, 15, 26, 30, 34
32, 35,37,
38, 39, 40,
41,44
VWA
N 2253 162 7941 72 4150 949 618 317 244 484 100 205 1398
Hsk 0,780 0,829 0,806 0,789 0,772 0,784 0,753 0,737 0,807 0,770 0,711 0,822 0,800
Desvio 0,004 0,012 0,002 0,024 0,003 0,007 0,009 0,014 0,012 0,010 0,028 0,010 0,005
padrdo
Ref 4,19,22, 29 5,6,7,10, 14 1, 3, 16, 27,29,36 29 17 29 8, 18,21 31 43 2,9,33
23,25, 28, 11, 12, 13, 25, 26, 30,
42 15, 20, 32, 34
35, 37, 40,
41,44
Hsk média 0,790 0,800 0,800 0,780 0,780 0,790 0,780 0,770 0,790 0,780 0,760 0,800 0,800

1. Acosta, MA; Brion, M; Lareu, MV; Carracedo, A. (2002). Genetic data on eight STRs (D5S818, D7S820, F13B, LPL, THO1, TPOX, VWA31,
CSF1PO) from a Colombian population. Forensic Science International 129:216-218.

2. Alvarez, M; Chiarello. A; Dictamen, A. (2007). Genetic Population Data do 15 Autosomal Loci from Central Region of Venezuela. 22° Congress of
the International Society for Forensic Genetics, Copenhagen, Denmark, poster 213.

3. Benitez-Paez, A; Reyes, HO. (2003). Allelic frequencies at 12 STR /oci in Colombian population. Forensic Science International 136:86—88.
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Tabela 2. Diversidade génica (Hy) de Nei (1987) para as populagdes do Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e da regido centro-oeste, de 14

marcadores STRs autossdmicos.

Fopulagao Distrito Mato Grosso Média
Goias
Marcador Federal do Sul Centro-Oeste
CSFI1PO 0,74 0,74 0,74 0,74
D3S1358 0,78 0,78 0,78 0,78
D5S818 0,73 0,74 0,72 0,73
D7S820 0,80 0,81 0,81 0,81
D8S1179 0,81 0,81 0,82 0,81
D13S317 0,79 0,79 0,77 0,78
D16S539 0,79 0,77 0,79 0,78
D18S51 0,88 0,88 0,88 0,88
D21S11 0,85 0,85 0,86 0,85
FGA 0,88 0,87 0,87 0,87
PENTA-E 0,91 0,91 0,90 0,91
THO1 0,79 0,80 0,80 0,80
TPOX 0,70 0,66 0,67 0,68
vWA 0,80 0,81 0,81 0,81

Média 0,80 0,80 0,80 0,80
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ANEXO 2. PROTOCOLOS DOS PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
1. Processamento do material bioldgico

As amostras biologicas foram coletadas em tubos de coleta a vacuo estéreis
devidamente identificados com os numeros das amostras ¢ mantidos em gelo durante o
transporte até o Laboratério de Genética da Universidade de Brasilia. No caso das
amostras de Goias, as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Genética da
Universidade Federal de Goids. O processamento do sangue coletado consistiu na
separacdo do fluido em 3 fragdes distintas (plasma, creme leucocitario e hemacias)
através de sucessivas centrifugacdes e lavagens com solugao salina.

Cada amostra foi inicialmente centrifugada a 3000 rpm por cinco minutos para
garantir a separacdo do sangue em seus componentes. Primeiramente, o plasma foi
retirado e estocado em um microtubo para posterior analise de proteinas séricas € como
possivel fonte de DNA. Em seguida, o creme leucocitario foi separado e estocado em
um microtubo para ser utilizado para extracdes de DNA. A fracdo contendo hemacias,
foi lavado trés vezes com solugdo salina 0,9%, e apo6s a ultima centrifugacdo foi
estocado em tampao glicerol 40% em citrato tripotassio (0,1M , KH2PO4 0,0345M,
K2HPO4 0,0344M) para andlise de proteinas eritrocitarias e, quando necessario, como

fonte de DNA. Todas as fracdes foram devidamente identificadas e estocadas a -20° C.

2. Extracao de DNA
2.1. Método “Salting Out”

Um volume inicial de sangue de 200 pL em 200uL de tampao (Buffer A)
resfriado foi centrifugado a 5000rpm durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 150 uL de tampdo (Buffer B). A solugio,
foi adicionado 20 pL de SDS 10% e 2,2 puL de proteinase K (10mg/uL), que entdo foi
incubada a 55°C por 1h30.

Apos a incubagdo, foi adicionada uma quantidade de NaCl saturado (6 M) que
variou de 65 a 80 pL, para que entdo o tubo fosse centrifugado a 9000 rpm durante 15
minutos. O sobrenadante, resultado da centrifugacao, foi transferido para outro tubo de
1,5 pL, ao qual foi adicionado 467 pL de isopropanol. A solugdo foi entdo agitada até a
formacao de “medusa” e centrifugada a 11000 rpm durante 4 minutos.

O etanol foi entdo descartado e a solugdo foi deixada para secagem a
temperatura ambiente. O material depositado no fundo do tubo foi ressuspendido em 50

pL de TE (1X - pH 8,0) e entdo incubado a 73° C por uma hora.
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2.2 “GFXTM Genomic Blood DNA Purification Kit” —Pharmacia

Em um tubo de microcentrifuga, foram adicionados 300uL. da amostra de sangue
e trés volumes da solugdo de lise pré-aquecido a 70° C, homogeneizando-se, por
inversao do tubo. O sistema foi incubado a temperatura ambiente durante cinco minutos
e posteriormente submetido a centrifugacdo em alta rotagdo (12.000 rpm) por vinte
segundos. O sobrenadante foi removido, por aspiragao, tomando-se o cuidado para nao
atingir o aglomerado de células brancas. Um liquido residual de 20-50 pL foi
aproveitado para ressuspensao das células.

ApOs a ressuspensao completa das células brancas, foram adicionados 500 puL de
solugdo de extracdo, homogeneizando-se vigorosamente. Em seguida, foi realizada uma
incubacgdo em temperatura ambiente durante cinco minutos.

O sistema de extragdo foi transferido para uma coluna GFX e submetido a uma
microcentrifugagao, durante 60 segundos, descartado-se o volume do tubo coletor.

Novo volume de 500 pL de tampao de extra¢do foi aplicado a coluna GFX,
sendo que, apos centrifuga¢do, o volume do tubo coletor foi mais uma vez descartado.
Em seguida, foram adicionados a coluna GFX 500 pL de solugdo de lavagem para nova
centrifugacdo em alta rotacdo (12000 rpm), durante 3 minutos. O fluxo foi descartado e
a coluna transferida para um novo tubo coletor.

Ap6s a adicao de 100 — 200 pL de dgua milli-Q (pré-aquecida) a coluna GFX, os
sistemas foram incubados em temperatura ambiente durante 60 segundos e

centrifugados a 8000 rpm, por igual tempo, para a recuperacdo do DNA purificado.

3. Reacao em Cadeia da Polimerase
Reagentes e solucgoes:
[JAmostras de DNA genomico (50 ng/uL)
ITampao de reagdo (Tris/HC1 0,2 M pH 8,5; KCI1 0,5 M; MgCl, 0,02 M)
[1Solu¢ao de ANTP 20 mM;
[1Taq DNA Polimerase;
"ISolugao de trabalho dos iniciadores (10 uM):
Os iniciadores foram diluidos com d4gua mili-Q esterilizada para uma
concentragdo de 50 uM utilizando-se para base de célculo a quantidade de nano moles

obtidos na sintese destes (dados fornecidos pelo fabricante). Uma aliquota de 100 pL de
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iniciadores diluidos foi entdo depositada em tubo, para serem estocados em freezer (—
20°C) até o momento do uso.

Para uso durante os procedimentos de PCR, prepararam-se solugdes de trabalho,
com os dois iniciadores necessarios para a amplificagdo de cada regido gendmica

selecionada, na concentracao de 10 uM de cada iniciador.

** Observagao: Todas as reagdes foram realizadas tomando-se o cuidado com o
controle de qualidade interno, utilizando controles positivo e negativo para cada

sistema.

3.2 Procedimentos e Realizacdo da PCR

As amostras de DNA gendmico a serem analisadas foram descongeladas e
aliquotadas em microtubos de polipropileno de 0,5 pL. devidamente identificados com o
numero da amostra, marcador analisado e numero de registro da PCR (uso interno do
laboratorio). Uma mistura de reagentes da PCR suficientes para o nimero de individuos
em andlise (conforme item 2.1 deste anexo) foi adicionada ao microtubo que continha o
DNA do individuo a ser analisado para cada sistema (Tabela 1, anexo 2). Oleo mineral
foi adicionado aos microtubos no final do procedimento, para que entdo fossem levados

a maquina de PCR com o programa correspondente a cada sistema.

4. Procedimentos para reacao de restricio

Os sistemas GC, Rb2300, DRD2-A, DRD2-B, DRD2-D, LPL, FYNull e OCA2
foram analisados por RFLP (Restriction fragment length polymorphism), técnica que
consiste em amplificar as regides de interesse, que sdo entdo submetidas a digestao
enzimatica, utilizando enzimas especificas para cada marcador (Tabela 2, Anexo 2). O
preparo do sistema, no geral, foi da seguinte forma:

a) Preparava-se um mix contendo tampdo da enzima diluido a 1X e 1,0 U da
enzima;

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

c) Apos a vedacao da placa, incubava-se em banho-maria (temperatura e tempo
especificos de cada enzima);

d) Apds a incubagdo os produtos de digestdo eram visualizados em gel de

poliacrilamida a 6 ou 10%, conforme o marcador.
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Tabela 1. Condicdes da mistura para a reacdo de PCR para os marcadores genéticos analisados.
Reagentes :
Agua mili-Q (ul) Tampio'(ul)  dNTPX(ul)  Iniciador’(nl) MgCI* Taq polimerase  p)\\ (54,.)
Marcador (unidade)
APO 6,60 1,25 1,25 2,00 0,25 1,0 1,0
AT3 7,15 1,25 0,63 1,50 0,50 2,0 1,0
DI1* 5,70 1,25 1,25 2,00 0,25 0,6 0,5
DRD2-A 6,70 1,25 1,25 1,60 - 0,5 1,5
ECA* 6,90 1,25 1,25 1,00 0,50 0,6 1,0
FXIIIB 7,40 1,25 1,25 1,25 0,50 1,0 1,0
FyNull 7,80 1,10 1,40 0,60 - 0,6 1,0
GC 6,90 1,25 1,25 1,50 - 0,6 1,0
LPL 8,10 1,25 0,63 1,50 - 0,5 1,0
OCA2 7,70 1,20 0,63 1,50 - 0,5 1,5
PV92* 7,40 2,00 1,25 0,50 - 1,0 1,0
Rb2300* 5,25 1,75 1,25 1,25 - 0,5 1,5
Sb19.3 6,60 1,40 1,25 1,50 - 0,5 1,5
TPA25 7,00 1,50 1,25 1,25 - 1,0 1,0

* Na mistura de reaciio desses marcadores foi acrescentado 0,315ul de DMSO. 1 — solugdo composta por Tris/HC1 75 mM pH 9,0; 50 mM KCI; 20 mM (NH4)2S04); 2 mM

de MgCl. 2 — Solug@o com 10 mM de cada ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP. 3 — 2,5 uM especifico para cada locus. Para o marcador FyNull a concentragdo foi de 1,25 uM.
4 — Solugao de cloreto de magnésio a 2,0 mM.
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Tabela 2. Concentracao dos reagentes utilizados nas reagdes de restricado dos produtos
de PCR dos marcadores do tipo SNPs, temperatura 6tima da enzima e

tempo de restri¢do.

Marcador DRD2-A LPL  OCA2 Rb2300 FyNul GC-1S GC-2e
(Tagql)  (Pvull) (Haelll) (BamHI) (Styl) (Haelll) 1F (Styl)

Beagentes

Agua Mili-Q 5,4ul 6,0ul 5,5ul 5,7ul 5,6ul 5,6ul 5,5ul
Tampio' 1,2pul 1,0ul 1,2ul 1,0pl 1,0ul 1,0pl 1,2ul
BSA* 0,1ul - - - 0,1ul 0,1ul -
Enzima® 0,3ul 0,04ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul
Temperatura 65°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
Tempo 4h 4h 4h 18h 4h 4h 4h

1 - Tampdo da enzima composto por: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl para as
enzimas Taql e Haelll; 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 6 mM MgCl,, 50 mM NaCl e 50 mM KCI para a
enzima Pvu II; 100 mM Tris-HCI (pH 8.5), 8 mM MgCl,, 80 mM NaCl e 0,8 mM DTT (dithiothreitol)
para a enzima Styl; e 33 mM Tris-acetato, 66 mM K-acetato, 10 mM Mg-acetato e 0,5 mM DTT para a
enzima Bam HI. 2 - Soroalbumina Bovina (500pg/ml). 3 - Concentragdo = 10U/pl.

5. Procedimentos para Eletroforese - Analise do produto de PCR e de Restricao

5.1 Gel de Poliacrilamida — Eletroforese vertical

5.1.1 Solucées para gel

“JTampao TBE10X pHS8,0 (Tris/HCI 0,89M, EDTA 0,08M, Acido Borico
0,89M);

[]Solugao acrilamida 29% e bis-acrilamida 1%;

[Glicerol;

T'TEMED (N,N,N’,N’, tetrametiletilenodiamina);

[JPersulfato de potassio ou amoénia (APS) a 0,1%.

5.2 Preparo das amostras para aplicacdo no sistema de eletroforese
As amostras (produto da PCR e da restricdo) foram preparadas para eletroforese
adicionando-se tampao de corrida, acrescido do corante bromofenol, na proporcao de 2

uL de corante para 5 pLL do produto de PCR ou restrigao.

5.3 Procedimento
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ApoOs a assepsia, as placas de vidro foram montadas com espagadores e
prendidas com grampos de aco. A solucdo de poliacrilamida foi preparada nas
concentragdes de 6% e 10% de acordo com protocolo descrito na Tabela 3 deste anexo.

Em seguida os catalisadores TEMED e Persulfato de Amodnia foram adicionados
na propor¢ao descrita na tabela 1 para que entdo a solucdo fosse entornada na placa
preparada.

Tempo médio de polimerizag¢do: 30 minutos.

A cuba de eletroforese foi adicionada solugdo de TBE prepara pela dilui¢do de
solugdo estoque de TBE concentrada, que, por sua vez, foi preparada segundo este
protocolo: 108,0 g de TRIS; 55,0 g de Ac. Bérico; 9,3 g de EDTA e 1L de agua
destilada.

Apds a montagem das placas na cuba, a voltagem da eletroforese foi programada
para ser 50 volts durante os primeiros 20 minutos, para que entdo fosse aumentada para
150 a 200V, de acordo com o sistema. A corrida variava de 3 a 4 horas conforme o
marcador. Para os géis de poliacrilamida a 6% foi aplicada voltagem de 200 V por 3

horas e, para os géis a 10%, 150V por 4 horas.

Tabela 3. Preparo da solucdo para géis de poliacrilamida a 6% e a 10%

Reagentes 6%* 10%**
Solugdo de acrilamida 4 ml 6 ml
Glicerol 1,4 ml 1,4 ml
Agua 12,4 ml 9,6 ml
TBE 10X 2 ml 2 ml
TEMED 15 uL 15 uL
APS 300 uL 300 uL
Volume Final 20 ml 20 ml

* marcadores: PV-92, TPA-25, APO, ACE, FXIIIB, Rb2300, LPL, OCA2, Sb19.3 ¢ D1.
** marcadores: DRD2-A, DRD2-B, DRD2-D, AT3, FYNull

5.1.4 Coloracao

a) Solucao Fixadora
750 ml de H20 destilada.
144 ml de Alcool Etilico.
6,0 ml de Acido Acético.
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b) Solucao Reveladora.

22,5 g de NaOH.

Completar para 1L de H20 destilada.

¢) Solug¢io de prata 10%

1 g nitrato de prata

10 mL de 4gua destilada

Para a coloragdo utilizou primeiramente solucdo fixadora por 5 minutos. Em
seguida, foi acrescentado 1mL de nitrato de prata e manteve-se em agitacdo por 5
minutos. O gel foi lavado com agua destilada ¢ mergulhado em solug¢do reveladora
previamente aquecida com 600ul de formaldeido até que as bandas se tornassem
visiveis.

5.1.5 Leitura das placas de gel

As determinagdes dos perfis alélicos e genotipicos foram realizadas por
comparagdes visuais entre os alelos padrdes e o alelo presente em cada amostra ou entdo
com o auxilio de uma escada alélica. As leituras dos géis foram realizadas com auxilio
de um transiluminador — Macro VUE UVIS-20 - com luz branca (visivel). Uma segunda
leitura dos resultados foi confirmada posteriormente utilizando-se a escolha de amostras

ao acaso.

5.2 Analise do sistema PowerPlex®16

5.2.1 Amplificacdo dos fragmentos

Foram analisados 16 marcadores STRs (Penta E, D18S51, D21S11, THO1,
D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA, Amelogenina, Penta D, CSF1PO, D16S539,
D7S820, D13S317, D5S818) separados em 3 grupos de fluorescéncia (fluoresceina,
carboxy-tetramethylrhodamine  -TMR,  6-carboxy-4',5-dichloro-2’",7 -dimethoxy-
fluorescein - JOE). Primeiramente foi realizada uma reacdo de PCR utilizando os
seguintes reagentes:

Agua livre de nuclease (ultra-pura): suficente para completar 25,0 pl

Tampao de reacdo Gold STR X: 2,5ul

Conjunto de primers (PowerPlex® 16) concentrados a 10X: 2,5ul

Enzima Taq DNA polimerase (5U): 0,8ul

DNA: 1 a2ng
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Todas as reagdes apresentavam controle positivo (amostra fornecida pelo kit) e
negativo (4gua ultra-pura). Todos os 16 loci foram amplificados simultaneamente em
um Unico tubo e analisados em uma unica injecao de sequenciamento.

Foi utilizado o termociclador System 9700 Thermal Cyclerl e o programa
utilizado constituia em:

95°C por 11 minutos

96°C por 1 minuto seguido de 10 ciclos de:

rampa 100% a 94°C por 30 segundos
rampa 29% a 60°C por 30 segundos
rampa 23% a 70°C por 45 segundos

22 ciclos de:

rampa 100% a 90°C por 30 segundos

rampa 29% a 60°C por 30 segundos

rampa 23% a 70°C por 45 segundos
60°C por 30 minutos

4°C

5.2.2 Deteccao dos fragmentos

A deteccdo dos fragmentos amplificados foi realizada através do seqiienciador
3100-Avant Genetic Analyzer. As amostras foram preparadas utilizando-se uma mistura
de 0,5ul ILS 600 (Internal Lane Standard 600) e 9,5ul Hi-Di™ formamida. O ILS
apresenta fragmentos de 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 550 e 600 bases com carboxy-X-rhodamine (CXR)
0 que permite sua detec¢do separada dos fragmentos amplificados em PCR. A solu¢do
era misturada de 10 a 15 segundos com o auxilio de vortex. O volume total da solugao
era calculado de acordo com a quantidade de reagdes de PCR mais 10%. Eram
adicionado nos pogos das placas de sequenciamento 1 pL de produto de PCR e 10 uL da
mistura formamida/internal lane standard. Todos os experimentos apresentavam um
poco contendo escada alélica dos marcadores em estudo.

A aplicagao das amostras seguiu o indicado no manual do equipamento. Foi
utilizado o modo “HIDFragmentAnalysis36_ POP4”, o tempo de injecdo das amostras

foi de 5 segundos e a voltagem de 3kV. O tempo de corrida foi de 2000 segundos.

5.2.3 Analise de dados
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O software utilizado para leitura foi o GeneMapper® ID versao 3.2 fornecido

pelo fabricante. Padrdes gerados pelas escadas alélicas foram utilizados como padrdes

para as leituras no programa.
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ANEXO 3. TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOS

Termo de Consentimento utilizando nas coletas de amostras biologicas na populagdo do
estado de Goias.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , natural de
, nascido em R , portador do R.G.

n°. SSP , residente em

filho de (natural de )

ede (natural de )

Etnia:

Telefone:

Declaro para os devidos fins:

I. que fui convidado (a) a participar de uma pesquisa cientifica que tem por objetivo
estabelecer um banco de dados de DNA da populacdo do Estado de Goiés, onde serei
submetido a uma coleta sanguinea venosa com um volume de 5,0 ml (cinco mililitros);
II. que me foi explicado que o material coletado serd utilizado exclusivamente para
analise de freqiiéncia de marcadores genéticos da populagio;

II1. que me foi explicado a finalidade do estudo e os beneficios que dele a ciéncia possa
ViIr a ter;

IV. que me foi explicado e garantido que posso recusar a participar do presente estudo;
V. que me foi garantido sigilo dos dados pessoais acima discriminados;

VI. que os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo ser publicados em periddicos e
eventos cientificos ou quaisquer outros veiculos de comunicagao;

VII. que ndo fui submetido a transfusdo sanguinea e/ou transplante de medula dssea;
VIII. que, por livre e espontanea vontade, concordo em participar deste estudo e apds ler
e sem ter quaisquer duvidas, assino.

, / /20

Doador

Testemunha com R.G.

Pesquisador responsavel

Pesquisador responsavel



143
Anexo 3

Termo de consentimento livre e esclarecido e do questionario demografico

utilizado na coleta do material biolégico dos individuos do do Distrito Federal

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, POS- INFORMACAO
O abaixo assinado, declara

ter sido plenamente esclarecido, lido e ouvido o presente termo de responsabilidade que
lhe informa estar ciente do seguinte:

a) Que pelo presente documento concorda em participar da pesquisa “Brasilia: reflexo
da constituicdo genética brasileira?” visando a caracterizagdo genética da populagao
brasiliense e a comparagdo desta com populagdes urbanas brasileiras.

b) Que esta participagdo implicard na retirada de aproximadamente 5ml de sangue de
uma das veias do antebrago sendo que este material sera utilizado com finalidade de
tipagem sangliinea, andlise hemoglobina, extracio de DNA, analise de marcadores
moleculares e marcadores protéicos e isoenzimaticos.

¢) Que esse procedimento ¢ método usual na pesquisa genética, ndo implicando risco
para a saude, podendo, porém, provocar um pouco de dor.

d) Que a recusa em participar do projeto podera ser feita a qualquer tempo mesmo apos
a assinatura do presente termo de consentimento e ficara livre para abandonar a

pesquisa a qualquer momento bastando a comunicacao aos responsaveis do projeto.

Brasilia, de de 2001

Assinatura :

Documento de identidade:
Responsavel pela pesquisa:
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA
PROJETO BRASILIA

Nome: | No.
Endereco: | Telefone:
E-mail: | Estado civil:
Data de nascimento: |Sexo: [ ]JF [ 1M
Classificacdo fenotipica: ( )Br ( )Ng ( )Am (Ind) ( )Am(Asia) ( ) Misto
Se misto
() Tragos de Caucasoide |
() Tragos de Negroide |
() Tragos de Indigena | Foto3X4
() Tragos de Asiatico |
() Outros (especificar)
Ascendéncia materna:
Ascendéncia paterna:
Peso : Pressdo arterial 1 :
Altura : Pressdo arterial 2:
Grau de Instrugdo: Profissdo:
Local de residéncia dos pais na data do nascimento:
Filiacio |
Pai : Mae :
Local de nascimento : LN:
Avé paterna : Avd materna :
LN : LN :
Avd paterno : Av0 materno :
LN: LN:
Tempo em Brasilia (dos pais) : Motivo da mudanga :
Irmaos ? ( )Masc ( ) Fem.
Gémeos ? () Nao

( ) Gémeo Uni. ( )Masc. ( )Fem.

( )GémeoBi. ( )Masc. ( )Fem.

() Irmao Gémeo Uni. ( ) Masc. ( ) Fem.

() Irmao Gémeo Bi. ( ) Masc. ( ) Fem. Outro:
Alguma doenca genética na familia: Qual (is):
Afetados:
Nome do cdnjuge: | Data de nascimento:
Consangiiinidade entre os conjuges
LN: Obs : Se nascido em Brasilia, fazer ficha a parte
No. de filhos : | Gémeos? No. de abortos espontaneos:
No. de natimortos : Causa:
No. de filhos mortos: Causa:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:

OBS:
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