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RESUMO GERAL

O perfil de miscigenacdo da populacdo brasileira estd sendo construido ao longo dos ultimos
cinco séculos, a partir de uma complexa combinacdo de povos originérios nativos americanos,
povos europeus, africanos, asiaticos e do Oriente Médio. Os estudos de genética populacional
sempre tiveram um papel fundamental para auxiliar a desvendar a histéria evolutiva das
populacdes e nas ultimas décadas com as transformacdes tecnologias e o acesso a dados
genéticos em larga escala novas nuances da historia podem ser reveladas. No primeiro
capitulo desta tese apresentamos a comparacao da inferéncia de ancestralidade genética a
partir de diferentes conjuntos de marcadores genéticos: Marcadores Informativos de
Ancestralidade (AIMs), array de alta densidade de SNPs (High Density SNPs - HDSNPs) e
Sequenciamento do Genoma Completo (Whole Genome Sequencing - WGS); e diferentes
modelos de miscigenacao: tri-hibrido (africano, europeu e nativo americano) e o tetra-hibrido
(africano, europeu, nativo americano e leste asiatico). Para tanto, analisamos amostras
miscigenadas, sendo 1.171 do Brasil e 504 provenientes de populagbes da América,
genotipadas por WGS, com as quais comparamos: (i) 6 painéis AIMS (34AISNP+PIMA,;
55AISNP; 128AISNP; 170AISNP; 446AISNP; 665AISNP), (ii); um array de alta densidade de
SNPs (HDSNPs - Axiom Human Origins, Thermo Fisher Scientific) e (iii) dados de WGS.
Mostramos que tanto a escolha do conjunto de marcadores como do modelo de miscigenacéo
interferem nas inferéncias de ancestralidade em popula¢des miscigenadas. A menor correlagéo
entre 0s conjuntos de marcadores e modelos testados foi para o componente ancestral Nativo
Americano. As melhores performances, em especial na capacidade de distincdo entre os
componentes Nativo Americano e Leste Asiatico foram observadas para os dados de HDSNPs
e WGS. Concluimos que a escolha do conjunto de marcadores e do modelo de miscigenacao
deve estar de acordo com a histéria de cada populacdo miscigenada e do propésito de cada
estudo. No segundo capitulo, caracterizamos o perfil de ancestralidade genética de uma
amostra populacional miscigenada brasileira do Distrito Federal (DF). Situado no Centro-Oeste
doBrasil, o DF recebeu um fluxo rapido, amplo e diversificado de individudos de todas as
partesdo territdrio nacional na década de 60 quando foi construida a capital federal. A fim de
reconstruir a histéria dessa populacao, realizamos analises do perfil de ancestralidade genética
e coletamos informagfes demogréaficas numa amostra de 104 individuos, nascidos no DF na
década de 80. Com base nas informagfes geradas no capitulo 1, realizamos a genotipagem
dessa amostra com HDSNPs e inferimos a ancestralidade genética a partir de um modelo de
miscigenacdao tetra-hibrido. Nosso estudo revelou: (i) as propor¢cdes médias de ancestralidade
genética observadas a partir das analises dos cromossomos autossémicos foram de 69,95%
(x18%) de ancestralidade europeia, 19,8% (+14,4%) africana, 8,57% (+7,2%) nativo americana
e 1,68% (+8,6%) leste asiatica; essas proporcdes ndo apresentam diferencas significativas em
relacdo a média da populagéo brasileira. (i) As analises dos cromossomos sexuais (X, Y) e do
DNA mitocondrial mostraram assinaturas do fendmeno demogréfico de acasalamento
direcional, com predominio da contribuicdo de homens de ascendéncia europeia e de mulheres
com ascendéncia africana e nativa americana. (i) As analises demograficas indicam que os
ancestrais dos participantes do estudo migraram principalmente das regides Sudeste (43,64%)
e Nordeste (38,22%), seguida pelas regibes Centro-Oeste (9,39%), Norte (5,52%) e Sul
(1,65%); (i) por fim, também foi possivel constatar que 51,2% dos matrimbnios ocorreram
entre individuos da mesma regido geografica. Nosso estudo mostra que o perfil de
ancestralidade genética observado no DF é uma sintese das contribuicdes migratorias internas
recentes do Brasil e de processos historicos anteriores a essa migracado que deixaram fortes
assinaturas genéticas no DNA e foram herdadas pela populacdo do DF.
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ABSTRACT

The profile of Brazilian miscegenation was built over the last five centuries, from a complex
combination of indigenous, European, African, Asian and Middle Eastern peoples. Population
genetics studies have played a key role in unraveling the evolutionary history of populations
and, in recent decades, with transformed technologies and access to large-scale genetic data,
new layers of history could be revealed.In the first chapter of this thesis, we compared the
genetic ancestry inference from different sets of genetic markers: Ancestry Informative Markers
(AIMs), high-density SNPs array (HDSNPs) and Whole Genome Sequencing (Whole Genome
Sequencing - WGS). We also tested different admixture models: the tri-hybrid (African,
European and Native American) and tetra-hybrid (African, European, Native American and East
Asian). To do so, we analyzed 1,171 unrelated samples from Brazil and 504 unrelated samples
from admixed American populations from the 1000 Genomes Project, both genotyped by WGS,
with which we compared: (i) 5 AIMs panels (34AISNP+PIMA; 55AISNP; 128AISNP; 170AISNP;
446AISNP), (ii); a high-density array of SNPs (Axiom Human Origins - Thermo Fisher Scientific)
and (iii) Whole Genome Sequencing (WGS) data. We show that both the choice of marker set
and the admixture model interfere with ancestry inferences in admixed populations. The lowest
correlation between the marker sets and models tested was for the inferred Native American
ancestral component. The best performances, especially in the ability to distinguish between the
Native American and East Asian components, were from the HDSNPs and WGS data. Finally,
we conclude and recommend that the choice of the set of markers and the admixture model will
depend on the history of each admixed population and the purpose of the study. In the second
chapter of the thesis, we characterize the genetic ancestry profile of an admixed Brazilian
population sample from the Federal District. Based on the information generated in Chapter 1,
we chose to genotype this sample with HDSNPs (Axiom Human Origins - Thermo Fisher
Scientific) and infer the genetic ancestry from a tetra-hybrid admixture model. The Federal
District (DF) is a region located in the Midwest of Brazil, receiving a fast, wide and diversified
flow of individuals from all parts of the national territory from the 60's, when the federal capital
was built. To reconstruct the history of this population, we performed analyzes of the genetic
ancestry profile and collected demographic information on a sample of 104 individuals, born in
the DF in the 1980s. Our study revealed: (i) based on the inference of genetic ancestry from the
chromosomes autosomal the average proportions observed were 69.95% (+18%) of European
ancestry, 19.8% (x14.4%) African, 8.57% (x7.2%) Native American and 1.68 %(+8.6%) East
Asia; these proportions is not significant different from the average of the Brazilian population.
(i) Analysis of sex chromosomes (X, Y) and mitochondrial DNA showed signatures of the
demographic phenomenon of directional mating, with a predominance of contributions from men
of European descent and women of African and Native American descendants. (iii)
Demographic analyzes indicate that the study participants' ancestors migrated mainly from the
Southeast (43.64%) and Northeast (38.22%) regions, followed by the Midwest (9.39%), North (5
.52%) and South (1.65%); with 51.2% of marriages occurring between individuals from the
same geographic region. Our study shows that the genetic ancestry profile observed in the DF
is a synthesis of recent internal migration contributions from Brazil and historical processes prior
to this migration that left strong genetic signatures in the DNA and was inherited by the DF
population.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ANCESTRALIDADE E ANCESTRALIDADE GENETICA
O termo ancestralidade € bastante amplo, remete a algo herdado de nossos

ancestrais e indica uma conexdo com algum passado, seja ele distante ou recente,
cultural, social ou biolégico. De acordo com a natureza que o termo ancestralidade se
apresenta, este pode ser interpretado e discutido por diferentes lentes com diferentes
significancias: culturais, religiosas, politicas ou bioldgicas, exercendo influéncia na
formacdo das identidades pessoais ou coletivas. Quando se fala em ancestralidade
genética, estamos nos referindo a similaridade genética entre populacbes e
individuos, ou seja, ao grau de compartiihamento do perfil de variantes genéticas e
seu padrao de desequilibrio de ligacdo no genoma de um individuo com o de outro,
ou de uma outra populacdo. Quanto maior o grau de similaridade genética, maior € o
ndamero de ancestrais recentes que dois individuos compartilham, quanto menor for
esse grau, menor e mais remotos sao 0s ancestrais comuns entre eles (Novembre &
Kang 2015; Mathieson & Scally, 2020).

As ferramentas de busca sobre ancestralidade de um individuo podem se valer
apenas de dados histéricos, ou genealdgicos, sendo possivel tracar uma arvore e
observar como 0s ancestrais, dos quais se tem conhecimento, estdo relacionados
entre si. Esse entendimento é mais limitado, uma vez que o conhecimento sobre
ancestrais geralmente se restringe a algumas poucas geracdes, ou ainda
informacgdes unilaterais (matrilinear ou patrilinear) (Mathieson & Scally 2020). A partir
destas informacdes € possivel tracar, por exemplo, um heredograma representativo
de como 0s ancestrais genealdgicos estdo conectados entre si. A riqueza de
informagdes existentes em um heredograma estard necessariamente alinhado a
guantidade de informacgdes que se tém sobre geracdes passadas, levando para esse
grafico pontos de conexdes e caminhos distintos tomados por linhagens distintas,
sugerindo tempo e espago para estes ancestrais. As inferéncias serdo naturalmente
mais informativas e precisas se nelas houver a incorporacdo de dados genéticos
(Figura 01).
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Figura 01. Ascendéncia genealdgica e genética. A figura mostra esquematicamente o compartiihamento do
material genético ao longo das geragbes em uma genealogia. O DNA contido nos cromossomos autossémicos esta
representado por barras coloridas, onde cada cor indica uma origem parental distinta. Na parte superior da figura
encontra-se representada a geragdo dos avos, na parte intermediaria dos pais e na inferior do individuo referéncia. A
tesoura seguida da linha pontilhada indica pontos no cromossomo onde ocorreu o0 processo de recombinacao
meidtica. A proporgdo de ancestralidade herdada de cada um dos avos descrita na figura € ilustrativa e pode variar

de individuo para individuo. Fonte: https://www.thetech.org/ask-a-geneticist/no-native-american-ancestry-in-results.

A ancestralidade quando inferida a partir de dados genéticos, denominada de
“‘Ancestralidade Genética”, segundo Mathieson & Scally (2020), difere da
ancestralidade genealdgica porque se refere ao subconjunto de caminhos pelos quais o
material em seu genoma foi herdado. Assim, por exemplo irmaos, apesar de
compartilharem os mesmo ancestrais e a mesma arvore genealdgica, herdam material
geneético distinto, pois 0 processo de recombinacdo e o sorteio dos cromossomos do
par homoélogo que constituirdo o conjunto cromossémico dos gametas, diferem em
cada meiose. Neste ambito, a genética de populacbes é uma disciplina que
disponibiliza ferramentas metodolégicas que possibilitam o entendimento de como
ocorrem as combinacdes e transformacdes do material genético ao longo do tempo e

do espaco (Novembre & Kang 2015).
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A ciéncia tem possibilitado um olhar transformador sobre o passado humano
através do acesso a dados genéticos antigos e modernos reveladores de perfis
ancestrais ao longo do tempo. Metodologias das mais variadas tém sido desenvolvidas
para inferir e visualizar essas relacdes num esforco de acessar padrdes genéticos cada
vez mais informativos sobre a origem geografica de um individuo (revisdo em Suarez-
Pajes et al., 2021). O interesse em quantificar e caracterizar os grupos populacionais
humanos comecou a quase um século, sendo inicialmente utilizados variantes de
grupos sanguineos e/ou marcadores protéicos. Richard Lewontin (1972),demonstrou a
partir da analise de grupos sanguineos e outros marcadores em populacbes de
diversas partes do mundo, que aproximadamente 90% da variacdo biolégica é
encontrada dentro (intra) dos chamados “grupos raciais”, e nao entre eles. Esses dados
mostraram que do ponto de vista biolégico os individuos sdo muito mais parecidos do
que se imaginava e portanto os “grupos raciais” humanos, definidos por abordagens
tipolégico-raciais, ndo encontram suporte biologico. Estudos posteriores confirmaram
esses resultados prévios e indicaram que as diferencas observadas entre populacdes
humanas de continentes distintos foi cerca de 7% (Rosemberg et al., 2002). A partir do
sequenciamento do genoma humano (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004, Venter et al., 2001) foi possivel observar que se tomarmos ao acaso
dois individuos e compararmos seus genomas, encontraremos 99,9% de semelhancas
genéticas entre eles. Ou seja, apenas 0,1% das variacdes genéticas sao responsaveis
pelas diferencas fenotipicas (ex. altura, cor cabelo, cor dos olhos), susceptibilidade a
doencas, respostas diferencial a medicamentos e diferencas entre individuos de
populacbes distintas (Jorde & Wooding 2004). Portanto, € dentro desta pequena
proporcao de diferenca (7% do total de 0,1% de diferengas) que existem variantes
genéticas capazes de informar sobre a origem biogeografica de um individuo ou a sua
ancestralidade genética (Kosoy et al., 2009); variantes estas que exibem diferencial de
frequencia alelica superior a 30% entre quaisquer duas populac¢des parentais (Bonilla et
al, 2004).

Atribuir de modo preciso a origem biogeografica de um individuo ndo € uma
tarefa simples, pois a variacdo genética humana ocorre de forma gradual e néo
abrupta. A distribuicdo da diversidade e variacdo genética é reflexo da histéria evolutiva
(seletiva e demografica) das populacdes humanas durante todo o percurso de saida do
homem moderno do continente Africano até os dias de hoje (Ramachadran et al., 2005;
Liu et al., 2006).
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Com isso em mente, varias estratégias foram desenvolvidas no intdito de se
buscar novas variantes que reflitam de maneira mais acentuada as diferencas entre os
grupos populacionais para a inferéncia da origem biogeografica de um individuo ou de
seus ancestrais. Uma das primeiras estratégias, consiste na identificacdo de
"Marcadores Informativos de Ancestralidade” - AIMs (do inglés Ancestry Informative
Markers), que sdo conjuntos de marcadores genéticos que apresentam frequéncias
alélicas significativamente diferentes entre populacdes de diferentes regides
geograficas do mundo (Fondevila et al., 2011; Santangelo et al., 2017). Para identificar
quais variantes genéticas sdo mais informativas para as inferéncias de ancestralidade,
varias medidas de diferenciacdo populacional foram propostas (Rosenberg et al.,
2003). A partir dessa identificacdo séo criados "painéis de ancestralidade”, que consiste
em conjuntos formados por dezenas ou centenas desses AlMs com a finalidade de
associar esse conjunto de variantes de um individuos a uma ou mais regides
geograficas continentais especificas. Essa estratégia de inferéncia a partir de painéis
de ancestralidade dominou o cenario cientifico nas ultimas trés décadas (Phillips et al.,
2007; Cheung et al., 2019).

Avancos significativos na area da genética e genémica, com as tecnologias de
alto desempenho, tem permitido o acesso a informa¢6es gendmicas em larga escala
(SNPArray elou Genomas completos), levando ao desenvolvimento de novas
estratégias analiticas. Com acesso a centenas de milhares de variantes genéticas,
incluindo aquelas com poder de informatividade geografica (AIMs) a abordagem agora
utilizada parte de um olhar da variante em seu contexto genémico, como por exemplo,
partindo do padrdo de desequilibrio de ligacdo entre a variante e outras adjacentes,
visto que esse perfil se mostra peculiar a cada populacao (Slatkin 2008; Loh et al.,
2013). A informacgé&o sobre desequilibrio de ligacdo, na maioria das vezes € incorporada
a partir da definicdo de haplotipos (combinacdo de alelos de loci adjacentes e que sao
herdados de forma conjunta) e a comparacdo desses com aqueles observados nos
diferentes grupos populacionais parentais. Diferentes modelos matematicos foram
desenvolvidos usando essa abordagem e buscando maior robustez na inferéncia de
ancestralidade a partir dos dados gendémicos em larga escala (Lawson et al., 2012
Mapples et al., 2013; Montserrat et al., 2020). Além disso, ao invés de inferir a
ancestralidade a partir da média de AlIMs esparsos ao longo do genoma (chamada
ancestralidade global), hoje a alta densidade de marcadores permite o desenvolvimento
de metodologias proprias e a inferéncia da ancestralidade a partir de regides
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cromossOmicas de interesse (ancestralidade local) (Mapples et al., 2013).

Essa mudanca tecnoldgica sera um dos temas explorados na presente tese. No
capitulo 1, apresentamos como a escolha de diferentes painéis de ancestralidade: (i)
AIMs, (i) SNPArray ou (iii) dados de Sequenciamento do Genoma Completo, impactam
na atribuicdo biogeogréfica e na inferéncia de ancestralidade genética dos individuos.
No primeiro capitulo da tese também trazemos um olhar especial as populacdes
miscigenadas e aos desafios de inferir a ancestralidade genética para este grupo

populacional.

1.2.  ANCESTRALIDADE GENETICA EM POPULAQ@ES MISCIGENADAS
Migracbes e miscigenacdo SA0 processos que sempre acompanharam as

populacdbes humanas durante sua historia evolutiva. Contudo, alguns grupos
populacionais continentais divergiram e permaneceram "isolados" ou com baixo fluxo
génico entre eles por milhares de anos. E o caso de africanos e europeus que
divergiram ha mais de 40.000 anos, e dos povos originario da América (indigenas), que
apos entrarem no continente Americano pela ponte de gelo no estreito de Bering
ficaram isolados dos demais continentes entre 20-15.000 anos. Durante esse periodo,
cada grupo populacional vivenciou seu préprio processo demografico (com expansodes,
gargalos populacionais, deriva genética) e seletivo (como, por exemplo, pressdes por
conjuntos de patdgenos, mudancas climaticas e ambientais), acumulando ao longo de
seus genomas padrées particulares de variacdo genética (Balaresque et al., 2007;
Lopez et al., 2016).

Com o advento das grandes navegacdes no século XV, ocorre uma grande
diaspora na populacdo humana e, com o retorno do fluxo génico, individuos dessas
populacdes relativamente isoladas voltam a se encontrar. Aqui na América, 0 encontro
desses grupos populacionais propicia 0 surgimento de um padrdo U(nico de
miscigenacao intercontinental, num primeiro momento, entre 0S povos originarios da
Ameérica com colonizadores europeus e africanos escravizados (Jobling et al., 2014).

Compreender uma populacdo miscigenada do ponto de vista genético significa
entender que neste genoma existem proporcdes diferentes de populagbes parentais
originais (Figura 02). Ao longo das geracdes, o processo de recombinacdo meidtico
gera segmentos cromossOmicos derivados dos diferentes conjuntos de populacdes

parentais. A duracdo, direcdo e a taxa de fluxo génico entre as populacbes parentais
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influenciam na propor¢do de miscigenagdo e no tamanho dos segmentos
cromossOmicos. Isso faz com que, com o decorrer das geracdes, 0S cromossomos dos
individuos miscigenados sejam verdadeiros mosaicos de segmentos com diferentes

origens ancestrais (revisdo em Soares-Souza et al., 2018).
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Figura 02. Processo de miscigenacdo cromossOmica: Padrao esquematico de ancestralidade cromossémica
apos geragOes de cruzamento entre populagdes parentais previamente isoladas (PP1, PP2 e PP3). Assim que uma
populacdo miscigenada surge, os cromossomos dos individuos miscigenados s&o inteiramente ou quase
inteiramente de um U(nico ancestral. Ao longo das geracdes, devido ao processo de recombinagdo
intracromossdmica, 0os segmentos cromossémicos de ancestrais distintos serdao emendados em pedagcos menores a
medida que o numero de geracdes aumenta desde o evento de miscigenagéo. Pelo processo de recombinacao
intracromossdmica em cada geracdo, a ancestralidade recentemente introduzida aparece em segmentos
cromossdmicos mais longos (ancestralidade PP3, verde) do que ancestrais introduzidos anteriormente (PP1 e PP2,
azul e vermelho). Informacdes sobre o comprimento médio de segmentos cromossOmicos de ancestrais distintos
podem ser Uteis para inferir o nimero de geracdes desde a miscigenacao.

Fonte: Soares-Souza et al. (2018) (modificada).
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7

Outra peculiaridade das populacdes miscigenadas € que a ancestralidade
genética varia em diferentes niveis (Figura 03): (i) entre populacgéo; (ii) entre individuos
da mesma populacéao; (iii) entre os cromossomos de um mesmo individuo (ver exemplo
em Gopalan et al.,, 2022). Esse padrdo de variacdo da ancestralidade genética
interpopulacional, intra-populacional e intra-individual tem implicag&o direta nos estudos
com populagdes miscigenadas. Ongaro et al (2019) avaliou os padrdes de
miscigenacdo em populacdes da Ameérica do Norte, Caribe e América do Sul. O estudo
observa diferencas nas proporcfes de cada componente ancestral continental entre as
populacdes: tendo as populacdes afro-americanas e afro-caribenhas altas
contribuicdes do componente africano (74,1% e 87,1% respectivamente), seguidas por
Salvador no Brasil (47,8%). As maiores contribuicbes nativo americanas foram
observadas no Peru, México e Equador (59,2%, 41% e 37% respectivamente),
enquanto que as maiores contribuicdes europeias em Bambui, no Brasil, Porto Rico e
Colémbia (82%, 79% e 66% respectivamente). Além do perfil de miscigenacgéo diferir
entre as populacdes da América, sdo pontuadas duas observacdes adicionais: (i) a
origem parental intracontinental varia entre as populagdes: por exemplo, populacdes
afro americanas e caribenhas tém maior contribuicdo de popula¢cBes originarias do
Centro- Oeste (Benim-Nigéria) da Africa enquanto que Salvador, no Brasil, do Centro-
Sul (Angola-Namibia); as populac¢des também diferem quanto a origem do componente
europeu, tendo as afro-americanas contribuicdo britanica, as caribenhas contribuicdo
da Franca e América do Sul da Peninsula Ibérica; (ii) por fim, observa-se que o nimero

e a data dos eventos migratorios também variam entre as populagdes.
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Figure 03. Niveis de variacdo da ancestralidade genética em individuos miscigenados. Em populacdes
miscigenadas a ancestralidade genética varia em multiplas escalas genéticas: entre populagdes, entre individuos e
dentro de genomas individuais. Ancestralidade populacional corresponde as porcentagens do conjunto de genomas
de todos os individuos da populacéo provenientes de cada populacédo parental, ou seja, € a ancestralidade individual
média entre todos os individuos da populacdo. Ancestralidade individual é a porcentagem do genoma de cada
individuo originaria de cada populagdo parental. Ancestralidade cromossdmica € a origem ancestral de cada
fragmento de cada cromossomo de cada individuo As cores vermelha, azul e verde representam as diferentes
ancestralidades parentais.

Fonte: Soares-Souza et al. (2018). (modificada)

Portanto, apesar dos modelos simplificados e das generalizacbes acerca do
processo de miscigenacao das Americas, observamos que cada populacdo apresenta
um conjunto de particularidades historicas. Por isso, a precisdo da inferéncia de
ancestralidade genética para esse tipo de populagédo é tdo desafiadora. Em geral, os
painéis de ancestralidade e arrays de alta densidade de SNPs s&o elaborados

desconsiderando a heterogeneidade das populacbes miscigenadas, seja na
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composicado das populacdes parentais usadas como referéncia para o desenho dos
painéis/arrays, como na escolha dos modelos usados para inferir 0 processo de
miscigenacao (quais populacdes parentais contribuiram para o processo de formacao
da populacdo miscigenada, quantas e quando ocorreram as ondas migratérias).

No capitulo 1 da tese exploraramos a acuracia dos painéis de ancestralidade e
como a escolha do modelo de miscigenagdo influenciam na inferéncia de
ancestralidade genética em diferentes populacdes miscigenadas da América: afro-
americanos (EUA), afro-caribenhos (Barbados), mexicanos, colombianos, peruanos,
porto riqguenhos e brasileiros. As conclusdes do primeiro capitulo conduziram as
escolhas metodoldgicas aplicadas no segundo capitulo da tese, o qual consiste num
olhar sobre a historia de miscigenacao e construcao da populacdo do Distrito Federal.

A seguir faremos uma breve revisdo sobre a historia de formacdo da populacdo

brasileira e suas implicagbes na formacéo da populacéo do Distrito Federal.

1.3. A POPULACAO BRASILEIRA E SEU PERFIL MULTIETNICO
Como comentamos brevemente no topico anterior, a chegada dos europeus nha

América no século XV promoveu uma onda migratdria intensa principalmente oriundos
de dois continentes doadores: Europa e Africa, sendo a América a receptora de tais
etnias (Figura 04). Estima-se que cerca de 15 milh6es de europeus tenham cruzado o
Atlantico até 1880. A maioria dos migrantes europeus eram jovens, adultos, do sexo
masculino em busca de emprego, temporario ou permanente, em territdrio brasileiro.
Este ultimo periodo migratorio foi subsidiado pelo governo brasileiro. A época, o0s
europeus viviam em um momento de recessao, onde a dificuldade de acesso a terra e
ao alimento eram fatores de repulsdo. Assim, sob incentivo e subsidio do governo
brasileiro, migraram em massa para America, vislumbrando a possibilidade de acesso a
terra e trabalho, uma vez que tinham a garantia de contratacdo para méao-de-obra em

terras americanas (Klein, 2000).
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Figura 04. Mapa do processo de miscigenagdo na América iniciado com as grandes navegac8es no século
XV. As linhas, o fluxo de migracdo e os numeros representam a data de inicio do movimento migratorio. Fonte:
Winkler et al. (2010).

Os portugueses foram os europeus que mais contribuiram para a colonizacao do
Brasil. Estima-se que em um primeiro momento aproximadamente 700 mil portugueses
tenham vindo para ca. A partir de 1700 o fluxo migratério se tornou mais intenso em
virtude da descoberta de metais preciosos como o ouro. Entre o periodo de 1880 e
1960 houve uma migragdo em massa, com um numero de imigrantes europeus
estimado em mais de 1,5 milh6es 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 espanhdis, que iniciaram a migracao
para o Brasil em épocas mais remotas desde o século XVI, e os alemaes a partir de
1884. Outros grupos do Oriente Médio, como Sirio-Libaneses, também contribuiram de
modo um pouco menos expressivo (Venancio, 2000).

Portanto, a primeira colonizacdo neste pais envolveu majoritariamente
portugueses do sexo masculino. A migracdo de mulheres europeias, neste primeiro
momento, nao foi significativa (Ribeiro, 1995), o que desencadeou relacionamentos
assimeétricos entre homens europeus com mulheres indigenas. Em seguida, com a
chegada de africanos escravizados durante o ciclo econémico da cana-de-acUcar,
comecaram a ocorrer relacionamentos entre europeus e africanas (IBGE, 2000).
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Assim, o0 segundo grupo étnico que veio pra América em massa foi o Africano. No
continente americano, o Brasil foi o pais que mais importou m&o de obra africana (Reis,
2000) trazido pela forca, para trabalhar como escravo na agricultura e na extracdo de
metais preciosos. Estima-se que até 1880 tenham sido trazidos para o continente
americano pelo menos 10 milhdes de africanos. A contribuicdo africana veio de povos
que viviam na Africa Subsaariana, principalmente da regido do Congo e Angola e, em
menor numero, da Guiné, Gana, Nigéria, Serra Leoa e Mocambique. Esses povos,
pertenciam a diferentes grupos linguisticos como bantus, nilo-congo e sudaneses
favorecendo ainda mais essa miscigenacdo complexa das populacbes na América
(Wang et al., 2008).

O Brasil foi a colénia que mais utilizou a méo de obra escrava. Dados estatisticos
mostram que cerca de 40% de todos os africanos trazidos para a América vieram para
o Brasil (Klein, 1986). O Brasil recebeu africanos de todas as origens e regides da
Africa subsaariana (IBGE, 2000). Nesse mesmo periodo, a América espanhola
recebeu menos da metade desse contingente (Klein, 2000).

A imigracdo em massa de europeus e africanos promoveu alteracdes na
composicdo genética das populacdes locais brasileiras em decorréncia do amplo
processo de miscigenacdo. A medida que 0sS europeus avangcaram no processo de
conquista, trazendo consigo africanos escravizados, 0s povos originarios americanos,
gue se encontravam na costa atlantica, foram sendo forcados a migrar para o interior
do continente, isto quando conseguiam escapar da morte provocadas pelas guerras ou
pelas doencas trazidas pelos europeus (Alencastro, 2000). Estudos estimam uma
reducdo da populacéo originaria americana em aproximadamente 90% do que existia a
época da colonizacdo (Bedoya et al., 2006; Castro et al., 2021).

Houve ainda, num periodo mais recente, migracdo asiatica, em especial de
japoneses. Esta migracéo teve como marco inicial a chegada do navio Kasato Maru,
em Santos, no dia 18 de junho de 1908. Do porto de Kobe a embarcacao trouxe, numa
viagem de 52 dias, os 781 primeiros imigrantes vinculados ao acordo imigratorio
estabelecido entre Brasil e Jap&do. A maior parte desses imigrantes era formada por
camponeses de regides pobres do norte e sul do Japéo, que vieram trabalhar nas

présperas fazendas de café do estado de Sdo Paulo (Daigo, 2008).

Contudo, de acordo com os dados do IBGE (2000, 2002), o destino dos
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imigrantes estrangeiros variou entre os estados e as regides do Brasil. Sendo as
regides Sul e Sudeste do Brasil os principais receptores de imigrantes italianos e
aleméaes. Os estados do Parana, Sédo Paulo e Para dos imigrantes japoneses. Sao
Paulo e Parana dos imigrantes espanhois. Da mesma forma, umestudo recente mostra
que a origem dos Africanos que vieram para o Brasil também é distinta entre as
regides: sendo em Salvador, no Nordeste, 0 componente de paises do Centro-Oeste da
Africa predominante, enquanto em Pelotas, no Sul, observa-se o predominio da
contribuicdo do componente do Sul-Leste Africano (Gouveia et al., 2020)

Esses dados indicam que o processo de miscigenagdo ocorre de modo
heterogéneo entre as regides do Brasil. E portanto, cada estado brasileiro pode
apresentar perfis de ancestralidade genética distintos, reforcando a necessidade de
estudos mais detalhados sobre a composicdo genética de cada um (Souza et al.,
2019).
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1.4. ANCESTRALIDADE GENETICA NO BRASIL E EM SUAS REGIOES
GEOGRAFICAS

A heterogeneidade da populacdo brasileira ja foi documentada em diversos
estudos utilizando tanto marcadores uniparentais quanto autossémicos, onde foi
demonstrado um padréo tipico multi-étnico, porém n&o uniforme entre as regiées (Pena
et al., 2020; Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001; Callegari-Jacques et
al., 2003; Godinho et al., 2008; Lins et al., 2010; Manta et al., 2013a; De Moura et al.,
2015). Souza et al (2019), realizou uma revisdo sistematica sobre o perfil da
ancestralidade no Brasil, abarcando 81 populacdes de 19 estados e cinco regides
brasileiras. O objetivo foi apresentar uma visédo geral das estimativas de ancestralidade
genética para diferentes regides geogréficas brasileiras e analisar os fatores envolvidos
nestas estimativas. O estudo mostra que a proporcdo média de ancestralidade das
parentais europeia, africana e nativo americana na populacdo brasileira sé&o
respectivamente de 68,1%, 19,6% e 11,6%. Quando analisa a ancestralidade genética
por regido, infere a mais alta proporcdo de ancestralidade dos povos originarios
americanos na regido Norte (27,3% = 7,41%), a africana na regido Nordeste (28,8% +
11,31%) e a europeia na regiao Sul (80,0% + 7,60%). Além disso, 0 estudo também
mostra que ha variacao nas propor¢cdes de ancestralidade genética inferidas para cada

estado brasileiro (Figura 05).
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B Ancestralidade genética europeia

I Ancestralidade genética africana

Bl Ancestralidade genética nativa
americana

Figura 05. Ancestralidade genética inferida para os estados do Brasil. Cada grafico circular mostra as
proporcdes médias de ancestralidade inferida para amostras dos estados do Brasil. Os diferentes tamanhos dos
graficos refletem os tamanhos amostrais analisados em cada estado. As cores azul, verde e vermelho, representam
as ancestralidades europeia, africana e nativo americana respectivamente.

Fonte: Souza et al (2019) (modificada).

A regido Norte, além apresentar um grande numero de nativos americanos,
contou ao longo de sua histéria com politicas sociais incentivadoras do casamento
entre homens brancos e mulheres nativa americanas, o que corrobora para esse valor
expressivo (Benchimol, 1999; Da Cunha, M.C, 2013; Batista dos Santos et al., 1999;
Manta et al. 2013a). A regido Nordeste foi o berco da colonizagcdo e, como
consequéncia, recebeu 0 maior numero de individuos africanos. Salvador é
considerada a cidade mais africana do Brasil, com estimativa de cerca de 80% de
afrodescendentes, enquanto que a populacdo brasileira como um todo tem uma
estimativa de 56% (Azevedo et al., 1981; IBGE, 2010). A partir do século XVII o
componente africano passou a incorporar outras regibes do pais, em especial o
sudeste devido ao grande fluxo de imigrantes africanos vindos do nordeste devido ao
declinio da economia agucareira.

A regido Sul recebeu individuos africanos em pequenas quantidades (Levy, 1974)
e ja era escassamente habitada por nativos americanos (Leite, 1996; Ramos, 2006;

Ribeiro, 1995). Dessa forma, a Unica parental com expresséo significativa a entrar na
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regido foi a europeia, sendo o primeiro grupo de colonizadores desta regido 0s
portugueses e, mais tarde, de representante de outras partes da Europa por incentivo
do governo em troca de trabalho (Salzano & Freire-Maia, 1967; Ribeiro, 1995; Alves-
Silva et al., 2000; Marrero et al., 2005; Pena et al., 2011).

A regido Sudeste revela um componente de ancestralidade europeia também
expressivo (69.1% + 10.46%) (Souza et al., 2019), além de ser geneticamente mais
diversificada visto que, por décadas, migracdes internas no Brasil tiveram esta regiao
como destino, inserindo na populagdo componentes de ancestralidade dos mais
diversos (Giolo et al., 2012). E a regido mais densamente povoada do Brasil. Em
contrapartida, o Centro-Oeste é a regido mais interiorana e uma das Ultimas a ser
densamente povoada. Segundo Cunha 2000/2006 a ocupacao dessa regido ocorreu
basicamente pela expanséo agricola e, mais recentemente, pela construcdo da cidade
de Brasilia, sendo que a regiao recebeu imigrantes de todas as partes do Brasil.

Podemos dizer que no Brasil o padrdo migratorio num primeiro momento levou a
um processo de miscigenacdo com individuos de origem intercontinental
(principalmente povos originarios Americanos, Europeu e Africanos). E, num segundo
momento, ocorreram migracdes internas entre as regibes geograficas do Brasil e 0
processo de miscigenacao ocorreu a partir de individuos previamente miscigenados. O
apice das migracdes internas no Brasil ocorreu entre os anos de 1960-80, com o
deslocamento de pessoas que viviam no campo para as grandes cidades (Figura 06).
Esse movimento foi especialmente intenso na regido Nordeste tendo como principal
destino cidades do Sudeste. Nas ultimas décadas esse fluxo migratério diminuiu muito,
mas o Sudeste ainda é o destino das principais migracdes internas no Brasil (IBGE
2000).
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Figura 06. Fluxos migratorios internos no Brasil. As trés imagens ilustram as migra¢Ges no Brasil, a esquerda o
mapa referente ao periodo de 1950-1970, ao centro de 1970-1990 e a direita na década de 1990 em diante. As
setas iniciam no local de origem dos imigrantes e apontam para o destino. A largura das setas indica a proporcao de
imigrantes.

Fonte: llustraciio GeoAtlas Maria Elena Simielli, editora Atica - 2005.

A construcdo de Brasilia e do Distrito Federal (DF) fazem parte desse segundo
processo caracterizado pelas migracdes internas no Brasil. A construcdo de uma
cidade planejada no centro do Brasil, erguida em menos de 4 anos (1957-1960), numa
regido desabitada visando implementar o desenvolvimento socioeconémico da regiéo,
contou com a méo de obra de imigrantes vindos de diferentes regides do Brasil e com
historico prévio de miscigenacédo. Os "candangos" - primeiros trabalhadores de Brasilia,
se estabeleceram na regido do Distrito Federal e uma nova populacdo formada pelo
encontro de imigrantes das diversas regides do Brasil foi estabelecida. Por isso muitos
acreditam que o Distrito Federal seja uma sintese da ancestralidade genética
observada no Brasil.

No capitulo 2 da presente tese iremos investigar e discorrer sobre a composic¢ao
genética da populacdo do Distrito Federal, caracterizando esta populacéo, a partir da
genotipagem com array de alta densidade de SNPs, e incorporando de forma inédita a
investigacdo sobre o componente ancestral do Leste Asiatico nas analises. Ainda,
iremos concatenar informagfes demograficas e sua correspondéncia com os dados
geneéticos, para melhor compreenséao dos padrdes de ancestralidade genética na regiao
do DF.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O presente estudo teve como objetivo contribuir para o entendimento sobre o

perfil de ancestralidade genética em populacdes miscigenadas e discutir os desafios

metodoldgicos para este tipo de inferéncia, especialmente para a populacdo brasileira,

e aplicar esse conhecimento para compreender como ocorreu o0 processo de formagao

do Distrito Federal a partir de informacdes genéticas e demograficas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O primeiro capitulo da tese teve como objetivo avaliar e discutir como a escolha

de diferentes conjuntos de marcadores genéticos e modelos de miscigenacao

influenciam na inferéncia de ancestralidade genética. Para tanto buscamos:

Avaliar e comparar a inferéncia de ancestralidade genética com conjuntos de
marcadores genéticos (AIMs, HDSNP e WGS) e com modelos de miscigenacao
tri- e tetra-hibrido em amostras parentais (Africanas, Europeia, Leste Asiaticas e
Nativo Americanas) que contribuiram para a formacao da populacéo brasileira.

Avaliar e comparar a inferéncia de ancestralidade genética com conjuntos de
marcadores genéticos (AIMs, HDSNP e WGS) e com modelos de miscigenacao
tri- e tetra-hibrido em amostras miscigenadas da América (brasileira, afro-

americana, afro-caribenha, colombiana, mexicana, peruana, porto-riquenha).

O segundo capitulo da tese teve como objetivo caracterizar o perfil de

ancestralidade e os movimentos migratérios no DF. Para tanto buscamos:

Analisar a inferéncia de ancestralidade a partir de marcadores genéticos situados
NOS Cromossomos autossdmicos, sexuais e mtDNA.

Comparar as inferéncias de ancestralidade obtidas pelo presente estudo com
dados da literatura para o Brasil e as cinco regides geograficas.

Determinar, a partir das informacg6es demograficas sobre local de nascimento dos
genitores dos participantes, a contribuicdo de cada estado e regido geografica
brasileira para a formac¢do da amostra do DF.

Testar se o perfil de ancestralidade observado € condizente com o perfil

migratério dos genitores dos participantes.
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CAPITULO 1

COMPARACAO DE PAINEIS DE ANCESTRALIDADE
GENETICA E MODELOS DE MISCIGENACAO GENETICA

Challenges in selecting admixture models and marker
sets to infer genetic ancestry in a Brazilian
admixed population

Capitulo publicado no formato de artigo no periédico cientifico internacional
Scientific Reports (2022) 12:21240. DOI:10.1038/s41598-022-255217 .
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1. INTRODUCAO AO CAPITULO 1

Neste capitulo avaliamos como a escolha de diferentes conjuntos de marcadores
genéticos (desde painéis classicos de AlMs a dados de sequenciamento de genomas
completos) e dos modelos de miscigenacéao (tri-hibrido e tetra-hibrido) influenciam a
inferéncia de ancestralidade genética.

Para tanto, escolhemos seis painéis de AIMs, os quais foram elaborados para
distinguir as ancestralidade africanas, europeia, nativo americana e leste asiatica, um
array de alta densidade de SNPs, o qual foi especialmente elaborado para estudos
populacionais, e dados de sequenciamento de genoma completo.

Num primeiro momento, avaliamos a acuracia de cada conjunto de marcadores
genéticos em atribuir de forma correta a ancestralidade em amostras de origem
biogeografica conhecida e sem evidéncias recentes de miscigenacdo. Para esse teste
usamos 0s dados publicos de 1.511 amostras ndao miscigenadas do Projeto 1000
Genomas (1KGP) e 543 amostras do Projeto de Diversidade Gendomica Humana
(HGDP). Num segundo momento, testamos as inferéncias de ancestralidade pelos
diferentes conjuntos de marcadores genéticos em amostras miscigenadas comparando
os modelos de miscigenacéo tri-hibrido (K=3; AFR, EUR e NAM) e tetra-hibrido (K=4,
AFR, EUR, NAM e EAS). Para tanto, usamos 1.171 amostras brasileiras e 504
amostras de seis populacdes miscigenadas do 1KGP (afro-americanos, afro-caribenho,
colombianos, mexicanos, peruanos, porto riqguenhos).

Este capitulo consiste no manuscrito original do trabalho publicado com o titulo
"Challenges in selecting admixture models and marker sets to infer genetic ancestry in
a Brazilian admixed population”, no periédico cientifico Scientific Reports - doi:
10.1038/s41598-022-25521-7. PMID: 36481695; PMCID: PMC9731996 (ver ANEXO
DIGITAL CAPITULO 1).
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2. RESUMO

A inferéncia da ancestralidade genética desempenha um papel cada vez mais
proeminente em estudos de genética clinica, populacional e forense. Varias estratégias
de genotipagem e metodologias analiticas foram desenvolvidas nas ultimas décadas
para atribuir individuos a regides biogeograficas especificas. No entanto, apesar
desses esforcos, a inferéncia de ancestralidade em popula¢des com histéria recente de
miscigenagcdo, como as do Brasil, continua sendo um desafio. Em populacdes
miscigenadas, a proporcdo e os componentes da ancestralidade genética variam em
diferentes niveis: (i) entre populacdes; (ii) entre individuos da mesma populacéo, e (iii)
entre os cromossomos do individuo. O presente estudo avaliou 1.171 amostras
brasileiras miscigenadas para comparar a ancestralidade genética inferida por modelos
de miscigenacdo tri- / tetra-hibrido e avaliou diferentes conjuntos de marcadores desde
agueles com um pequeno numero de marcadores - painéis de marcadores informativos
de ancestralidade (AIMs), a arrays de alta densidade de SNPs (HDSNP) e dados de
sequéncia de genoma completo (WGS). As analises revelaram maior variacdo no
coeficiente de correlacdo dos componentes ancestrais dentro e entre populacdes
miscigenadas, especialmente para componentes ancestrais minoritarios. Também
observamos correlacdo positiva entre 0 maior nimero de marcadores nos painéis de
AlMs e os dados de HDSNP/WGS. Além disso, quanto maior o nimero de marcadores,

mais preciso € o modelo de miscigenacéo tetra-hibrida.
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3. ABSTRACT

The inference of genetic ancestry plays an increasingly prominent role in clinical,
population, and forensic genetics studies. Several genotyping strategies and analytical
methodologies have been developed over the last few decades to assign individuals to
specific biogeographic regions. However, despite these efforts, ancestry inference in
populations with a recent history of admixture, such as those in Brazil, remains a
challenge. In admixed populations, proportion and components of genetic ancestry vary
on different levels: (i) between populations; (ii) between individuals of the same
population, and (iii) throughout the individual's genome. The present study evaluated
1,171 admixed Brazilian samples to compare the genetic ancestry inferred by tri-/tetra-
hybrid admixture models and evaluated different marker sets from those with small
numbers of ancestry informative markers panels (AIMs), to high-density SNPs (HDSNP)
and whole-genome-sequence (WGS) data. Analyses revealed greater variation in the
correlation coefficient of ancestry components within and between admixed populations,
especially for minority ancestral components. We also observed positive correlation
between the number of markers in the AIMs panel and HDSNP/WGS. Furthermore, the

greater the number of markers, the more accurate the tetrahybrid admixture model.
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4. INTRODUCTION

Understanding how human genetic diversity is distributed and its implications has been
a recurrent focus in clinical, population, and forensic genetics studies!’3l. Since the
1970s, owing to the pioneering work by Richard Lewontin, it has been understood that
most human genetic variation occurs between individuals of the same population group,
while genetic variation between individuals of distant populations is restricted to a small
proportion of the human genome. This study is one of the first to refute the use of social
races in biological studies and draw attention to the fact that genetic information is more

accurate for biological issues than social groups or ethno-racial self-declaration!l.

Since then, several studies have subsequently confirmed these observations and
revealed that the distribution of genetic diversity and population differentiation is a
continuous gradient within and between populations across continents®®l. Therefore,
the categorization of human groups by current geo-political regions are arbitrary choices
and not true biological clusters. Thus, these studies clarify that there is only a small set
of genetic polymorphisms with a distinct allelic frequency between human populations

or continents.

As such, these small genetic differences have been widely studied to address
specific biological issues. For example, in clinical genetics, some diseases are
recognized as having different incidences among population groups, for example:
chronic kidney diseasel”l, hypertension!®, and inflammatory bowel diseasel®. Identifying
associated genetic variants and the correct assignment of individuals in these groups
helps in the development of personalized medical carel!®. In forensic genetics, when
identifying the individual via CODIS (the Combined DNA Index System), it is often
necessary to provide additional information such as phenotypic characteristics (eye,

hair, and skin color) and/or the most probable continental origin1l.

Over the last few decades, several methods and strategies have been developed
in an attempt to assign an individual’s geographical origin based on DNA variations.
This is what geneticists often refer to as genetic ancestry’?. One of the first strategic
approaches applied was to identify sets with a few dozen ancestry informative markers
(AIMs - genetic markers which exhibit substantially different frequencies between

different populations) in order to compose informative ancestry panels with the purpose
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of clustering individuals into continental and subcontinental population groups!*3-1°. The
development of AIM panels attempts to select a group of genetic markers that compose
a small, accurate, low-cost, and highly informative set. In general, AIM panels vary in
some characteristics, including: specific loci, number of loci, genotyping strategies, and
parental reference populations!¢-18l, Studies usually use only one AIM panel or even a
complementary set, for example: PIMA+34-plex®, Pacifiplex and 34-plex??, and
KiddLab+Seldin+34-plexi?4,

On the other hand, the emergence of high-throughput genotyping technologies,
such as high-density SNPs array (HDSNPs), whole-exome-sequence (WES) and
whole-genome-sequence (WGS) enabled high horizontal genome coverage studies for
genomic ancestry inferencel??23l, In this scenario, there is not only a significant increase
in the number of genetic markers evaluated, the number of genotyped individuals per
study grows from hundreds to thousands?*2¢l. Consequently, some analytical
approaches have been adapted, in addition to the development of new analytical

strategies!?’-29,

Additionally, in both the AIM and high-throughput genotyping strategies, proper
genetic ancestry inference is dependent on the existence of a reference population
panel for each ancestral component under study. Genetic ancestry inference remains
deficient in some population subgroups due to lack of reference data collection, in
addition to some inconclusive or non-validated studies. For example, there is an effort to
develop reference panels for Asians and Native Americans, in addition to increasing
reference genome data for Latin Americansl*®. Admixed populations, such as those in
America, pose a peculiar case for genetic ancestry inference as, they originated over
the last 500 years through a complex admixture process with population sources of
individuals from different continents: Native Americans, Europeans, Africans/®-32 and
more recently East Asians[®*3l. The genomes of admixed individuals are a redistribution
of genetic variation observed in parental populations, which produces new genomic
combinations of pre-existing genetic variants. This leads to a paradigm shift, in which
the geographic origin of the admixed individual becomes a secondary issue, the primary
objective being to identify each ancestral component, its distribution and proportion in

the individual's admixed genome.

Furthermore, in admixed populations, the proportion and components of genetic
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ancestry vary at different levels: (i) between populations; (ii) between individuals of the
same population, and (iii) throughout the individual's genomel®4. This has a direct
impact on the reproducibility and transposition of study results in these populations.
Thus, nowadays, genetic ancestry inference in an admixed population is an essential
tool to control the effect of population stratification in association studies!®, for the
identification of disease-associated genes!®®l, precision medical carel'l and to reveal

population history!37:38l,

Therefore, the correct assignment of each genetic ancestral component is
essential for studies with admixed populations. Concerning this issue, some studies
compared AIM panels in American admixed populations, observing differences in
ancestry proportion inference between panels, which may be related to both the number

of markers and parental reference populations of each panel®: 3940,

Of the Latin American countries, Brazil was the only Portuguese colony, which
resulted in peculiarities in the admixture process. Brazil received more than 4.5 million
African slaves whose origin in the African continent may differ in terms of place and time
from those of non-Portuguese colonies in Latin Americal®*’l. Approximately 3 million
Native Americans (indigenous people) lived in the current Brazilian territory in the 15%
century who, after contact with Europeans, declined in number by at least 90%!/*1].
Recently, in the 20" century, Brazil continues to receive millions of immigrants,

especially from East Asial®3l.

Today Brazil is the most populous country in Latin America and the seventh most
populated country in the world, with more than 215 million inhabitants. Understanding
how different marker sets are assigned to Brazilian genetic ancestry is of extreme
relevance to both historical and public health issues. The first comparative studies to
address this issue were only performed with AIMs or pharmacogenomic high-density
SNP array panels and are based on the trihybrid admixture model (Native American,
European and African)'®394% Herein, we present for the first time a comparison of
ancestry estimates between different genetic marks sets - AIMs, high-density array of
SNPs and Whole Genome Sequencing - in the Brazilian population using the tri-hybrid
(African, European and Native American) and tetra-hybrid admixture models (African,

European, Native American and East Asian).
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This study analyzed 1,171 admixed samples from Brazil?®l, which we compared to
(i) 5 AIMs panels: 34AISNPM2+PIMAL®: 55AISNPIE: 128 AISNPH3]; 170AISNPM4, and
446AISNP%] selected by both the tri- and tetra-hybrid admixed models. In addition, we
evaluated the combination of the 5 aforementioned panels, referred to herein as
665AISNP; (ii) a high-density SNPs array (HDSNP), specially developed for population
genetics studies and therefore without biased markers such as the GWAS SNP array or
pharmacogenomics, and (iii) whole genome sequencing (WGS) data.

5. RESULTS
5.1. Ancestry Inference in Parental Population Groups

The proposal of panel sets is to correctly assign individuals to their original
continental groups, especially AISNPs. However, factors such as the number of
markers and the set of populations used to establish allelic frequencies of the
continental group may influence ancestry estimation accuracy. To better assess these
issues, we analyzed the influence of marker number by comparing the inference of
ancestry in our panel sets for the 4 main parental continental groups (African,
European, East Asian, and Native American) which contributed most to the Brazilian
population. For the parental populations, we used samples of the Human Genomic
Diversity Panel (HGDP)M8 and 1000 Genomes Project phase Il (1KGP)R4
(Supplementary Table S1).

First, we evaluated the accuracy of the panel sets in correctly assigning pre-
categorized individuals?#4¢! into each of the 4 continental groups. Only a small
proportion of samples were not assigned correctly (Z-score >|3|; p-value 0.01; ranging
from 1.66% to 0.7% and 0.86% to 0.4% in the HGDP and 1KGP, respectively)
(Supplementary Tables S2-S4).

Secondly, the distribution of the inferred proportion of individual ancestry for each
set of panels and continental group were verified (Figure 1). For African continent
samples, all panel sets had high accuracy in inferring African ancestry in both datasets
(median >96%, lowest observed dispersion ancestral components inferred). On the
other hand, for other continental samples, some panel sets displayed greater dispersion

in ancestry inferences, showing median and average values <90%. The 128AISNP and
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446AISNP panels had the lowest medians (82-88% and 83-89.5%, respectively) for
samples from the continental European, East Asian and Native American groups.
Meanwhile, the HDSNP and WGS panels had the lowest dispersions in all continental

groups with median values >98%.

Finally, a pairwise comparison of the inferred proportion of individual ancestry was
performed between each panel set for each continental group (Supplementary Figure
S1A-G). The 8 panel sets evaluated showed high correlation coefficient values
(r>>0.96), ranging from 0.98 to 1 for the African and European samples (Supplementary
Figure S1A, B, E and F) and from 0.96 to 1 for East Asians and Native Americans
(Supplementary Figure S1C, D and G).

>
3
H
g
£
o
3

EAS EUR

-—f
-8

q

;
-1
-4
-1

AFRICAN ANCESTRY
AFRICAN ANCESTRY

I I o I & a A o I R

o
o

EUROPEAN ANCESTRY
EUROPEAN ANCESTRY

PAINEL PAINEL

-

m
z
&

1 EUR [ AR | EAS EUR

=T . SPT T

bl L Ll ' mldde . ddelad

EAST ASIAN ANCESTRY
EAST ASIAN ANCESTRY

PAINEL PAINEL

I 1l s 1l En a

NATIVE AMERICAN ANCESTRY @)

PAINEL

Figure 1. Boxplot with the distribution of ancestry inferences of individuals within each continental
group. The boundary of the box closest to zero indicates the 25" percentile, the line within the box represents
the median, and the boundary of the box farthest from zero indicates the 75" percentile. Black points within
the box mark the average. Whiskers above and below the box indicate the 10" and 90" percentiles. Points
above and below the whiskers indicate outliers outside the 10" and 90" percentiles. A, C, E and G refer to the
HGDP samples. B, D and F relate to the 1KGP samples.
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5.2. Ancestry inference in Brazilian populations

A common question when studying genetic ancestry of the Brazilian population is
whether to use a tri- or tetra-hybrid admixture model, and what panel set. In order to
explore this issue, we analyzed both the admixed models and the inference of
ancestry from different panel sets - AIMs, HDSNP and WGS. For the parental
reference populations, we selected Africans (AFR), Europeans (EUR), East Asians
(EAS), and Native Americans (NAM) from the HGDP, only including samples with z-

score values <|3| (Supplementary Tables: S2-S4).

In general, we observed variations in ancestry inferences according to the
admixed model chosen as well as the panel set (Figure 2). By the tri-hybrid model, the
average ancestry inferences in the Brazilian sample ranged from 70.02 to 74.16% for
EUR ancestral component; 16.91 to 19.58% for AFR, and 8.96 to 10.59% for NAM
(Supplementary Table S5). In the tetrahybrid model, the average ancestry inferences
were: 66.33 to 73.02% (EUR ancestral component); 16.77 to 18.76% (AFR); 6.46 to
7.26% (NAM), and 2.90 to 8.72% (EAS) (Figure 2; Supplementary Table S6).
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Figure 2. Boxplot with the distribution of ancestry inferences of individuals in the Brazilian population
(SABE) for the tri- and tetra-hybrid models. The boundary of the box closest to zero indicates the 25™ percentile,
the line within the box represents the median, and the boundary of the box farthest from zero indicates the 75"
percentile. Black points within the box mark the average. Whiskers above and below the box indicate the 10" and

90t percentiles. Points above and below the whiskers indicate outliers outside the 10" and 90" percentiles.
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To determine whether there are significant differences in ancestry inferences
according to the tri- or tetra-hybrid models, we adopted two analytical approaches. First,
as many studies are interested in the population average of each ancestral component,
we performed the paired t-test to compare the average obtained with the same panel
from the tri- and tetra-hybrid models (Supplementary Table S7). The averages for the
AFR ancestry component inferred did not differ significantly between the models. On the
other hand, all panel sets showed significantly different averages for the NAM
component (t-test >4; p-value <0.0025), and the 128AISNP for the EUR component (t-
test=4.17; p-value=3.13"). We subsequently performed a pairwise comparison to verify
the correlation between the ancestry inferences obtained by the same panel from the tri-
and tetra-hybrid models. We observed that the inferred AFR and EUR ancestral
component correlation coefficient ranged from 0.97 to 0.99, and the NAM component
between 0.46 and 0.67 (Figure 3).
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Figure 3. Pairwise comparison of ancestry inferences by tri and tetra-hybrid models for Brazilian samples
(SABE) with the 8 panel sets evaluated: 34 AISNP+PIMA; 55 AISNP; 128 AISNP; 170 AISNP; 446 AISNP; 672
AISNP; HDSNP, and WGS. The x-axis corresponds to the ancestry inference by the tetra-hydride model for a given
panel. The y-axis corresponds to the inference of genetic ancestry by the tri-hybrid model for a given panel. In the
figure, r2 corresponds to the correlation coefficient, the black dashed line represents the trend, and the solid black
line corresponds to the perfect agreement between two panels. The red, blue and green colors correspond to the

inference for the African, European and Native American ancestral components, respectively.
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To better understand how the EAS ancestral component is being detected by the
admixture models, we evaluated the assignments of 33 samples in the Brazilian
dataset, all of which were self-declared Asian descendants. In the tetra-hybrid model, all
panels detected more than 85% EAS ancestral component in the samples analysed.
We then analyzed this subset by comparing the inferences of AFR, EUR, and NAM
components between the tri- and tetra-hybrid models. For the tetrahybrid model, the
inferences of these three ancestral components were close to 0, while between 20 and
66% in the tri-hydride model. In Figure 3, we see that in almost all comparisons, these
samples are clustered and offset from the correspondence line. In order to assess how
the EAS ancestral component was assigned in the other samples of the dataset, we
excluded samples with >85% Asian ancestry. The inferred EAS average for this subset
was: 6.17% (s.d.=8.5%) 34AISNP+PIMA; 3.69% (s.d.=6.25%) 55AISNP; 5.31%
(s.d.=8.5%) 128AISNP; 3.24% (s.d.=5.17%) 170AISNP; 3.25% (s.d.=4.73) 446AISNP;
2.27% (s.d.=3.55%) 665AISNP; 0.11% (s.d.=0.36%) HDSNP, and 0.09% (s.d.=0.33%)
WGS. For HDSNP and WGS, none of the sample had EAS component inference above
5%, while the AIMs panels had samples with maximum observed values ranging from
23.9 to 55.9%.

Finally, we evaluated whether the ancestry inference from the different sets of
panels differs from each other (Figure 2). A pairwise comparison of the averages was
performed with no significant differences (t-test) observed for the AFR and NAM
component in both models (Supplementary Tables S8 and S9). With the tri-hybrid
model, the inferences of the EUR ancestral component had significant differences in the
comparisons of the 34AISNP+PIMA and 55AISNP panels to HDSNP and WGS with p-
values of <0.005 and 0.007, respectively (Supplementary Table S8). In the tetrahybrid
model, for inferences of the EUR component, with the exception of the 446AISNP and
665AISNP panels, the others showed significant differences to HDSNP and WGS
panels (p-value <0.01). Additionally, for the EAS component, only 665AISNP had no
significant difference with HDSNP and WGS (Table S9). We also performed correlation
analysis between panels for ancestry inference for the inference of the AFR ancestral
component (r’ti=0.89 to 1; r’era=0.90 to 1); EUR (r’i=0.91 to 1; r’ewa=0.91 to 1); EAS
(fPera=0.80 to 1), and NAM component (’«i=0.76 to 1; r%ew=0.54 to 0.99)
(Supplementary Figures: S3 and S4).
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5.3.Ancestry inference in admixed American populations

To find out if this pattern observed in the Brazilian sample is similar in other
admixed populations in America continent, we performed the same analyzes in the
admixed populations of 1KGP: Afro-Caribbean (ACB); Afro-American (ASW);
Colombian (CLM); Mexican (MXL); Peruvian (PEL), and Puerto Rican (PUR). The
admixed populations evaluated herein have different proportions of parental ancestry,
ranging from those with proportions of mostly African ancestry (ACB and AWS), mostly
European ancestry (CLM, PUR), and mostly Native American ancestry (MXL and PEL)
(Supplementary Tables: S5 and S6).

When comparing ancestry averages inferred by the same panel for each ancestry
component with tri- or tetra-hybrid admixture models, nonsignificant differences were
observed (except for the 128AISNP panel in the NAM component in the PUR sample;
t-test=3.7, p-value=0.029) (Supplementary Table S7). On the other hand, the pattern
of correlation coefficients is heterogeneous between the ancestry components and the
1KGP admixed populations (Supplementary Figure S4-F). In the comparisons of
ancestry inference averages by the different panels in the same admixture model, we
also found heterogeneous results. In the tri-hybrid model, ACB showed differences
between the averages inferred for the EUR and NAM componentes, and MXL for the
African component (Supplementary Table S8). The pairwise comparison of individual
ancestry inferences between the panels shows variation in the correlation coefficients,
both between ancestry components in the admixed population, and between the
admixed populations. In ACB, the -correlation coefficient for African ancestry
component ranged from r’rri=0.66 to 1 (Supplementary Figure S11A) and in ASW
from r’tri=0.88 to 1 (Supplementary Figure S12A). In CLM, the correlation coefficient
for the EUR ancestry component ranged from r’tri=0.78 to 1 (Supplementary Figure
S13B), and from from r?rri=0.74 to 1 in PUR (Supplementary Figure S16B). Regarding
MXL and PER, the correlation coefficient for NAM ancestry ranged from r?tri=0.87 to 1
(Supplementary Figures S13C and S15C). A general trend in these comparisons is
higher correlation coefficients between panels that share a greater number of markers
(e.g. 128AISNP x 170AISNP; 446AISNP x 665AISNP and HDSNP x WGS), in addition
to those with the highest number of markers (e.g. 446AINSP, 665AISNP, HDSNP and
WGS) (Supplementary Figures: S11 to S16).
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6. DISCUSSION

In the present study, we evaluated 8 panel sets: six AISNPs, one HDSNP and one
WGS. Using tri- and tetra-hybrid admixture models, we compared ancestry inferences in

Brazilian admixed populations and a set of admixed American populations.

To verify the accuracy of the panels, samples from HGDP and 1KGP datasets
were used, whose geographic origin is known and without evidence of recent admixture.
Despite the low marker overlap observed in the AISNPs panels (see Supplementary
Material Notes), all panels showed a high accuracy rate (error rate 0.4-1.66%;
Supplementary Table S2) and high degree of correlation in the pairwise comparisons of
the panels (r?>0.96; Supplementary Figures S1A-G). However, it is also possible to
observe heterogeneity in the distribution of genetic ancestry inferred within each
parental group by the different panel sets (Figurel). The smallest dispersion was
observed in AFR (median values >90%), while EUR and EAS presented the largest one
(median values <90% in panels such as 128AISNP and 446AISNP).

These results reveal, albeit with varying degrees of accuracy between them, that
the available AISNP panels meet the proposed role of correctly attributing ancestry
according to the continental group to which the individual belongs. Several studies
already compared the accuracy of panels and obtained similar results!*®2%471. As such,
many authors currently argue that there is no necessity for new AlMs panels to assign
the 6 biogeographic regions: Sub-Saharan Africa, Europe, Southwest Asia, South Asia,
East Asia and the Americas. Instead, efforts should be directed towards building panels

for global use, with greater representation of population groupst*el.

Most AIMs panels use HGDP and 1KGP data as a reference population for marker
selection, including some of those evaluated in the present study(®42, These two public
databases were essential for understanding the distribution of genetic diversity and
affinity among human population groups!?44648l. However, they only capture a portion of
human population diversity. Therefore, many AlMs panels endeavoured to include more
populations from different population groups during their development process, for
example: 55 AISNPI8l; 128 AISNPI*3]; 446 AISNPMS],

Soundararajan et al (2016)*° argued that if there is a low representation of data

from reference populations, a greater number of markers becomes necessary for the
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robustness of allele frequencies for the definition of population groups of interest. Our
results converge at this point as we observed greater correspondence in individual
ancestry inferences between panels with a greater number of markers, in particular to
those of the HDSNP and WGS data.

In the present study, we focused on Brazilian admixed populations. This
population emerged in the last half-century, especially from Native American, European,
and African sources. More recently, it has also received contributions from other

regions, including East Asia and the Middle East.

Admixed populations require a closer look in terms of ancestry inferences as their
genomic particularities give rise to several challenges. Each admixed population has a
peculiar evolutionary history, differing in parental sources, proportion and time of
admixture. Furthermore, the admixing process produces variation at different levels: in
ancestry between admixed populations, between individuals in the same admixed
population, and throughout the genome of the same admixed individual®¥. For this
reason, a method, model or panel that captures the profile in one admixed population or

admixed individual well will hardly have the same performance for another.

We know that the EAS contribution is less than 1% for most of the Latin American
admixed populations. Therefore, the choice of tri- or tetra-hybrid model will depend on
the admixture profile of the population. Our motivation to analyze the tetra-hybrid model
lies in the fact that in recent decades there has been a growing migratory flow of East
Asian populations to large urban centers in the USA and Brazil. East Asian immigration
to Brazil began in 1908 with the Japanese and today, according to the Ministry of
Foreign Affairs of Japan, more than 2 million Japanese descendants live in Brazil. Sao
Paulo, the city where the Brazilian samples of the present study were collected, is home
to one of the largest Japanese communities outside Japan. The Brazilian cohort has 33
samples with 100% East Asian ancestral component that are direct descendants of the
first Japanese immigrantsi?®l, Data from the last Brazilian census revealed that, in 10
years, there was a 173.7% increase in the number of individuals who declared

themselves to be of Asian descent (Japanese, Chinese and Korean)®3l,

Based on this scenario, using WGS data from 1,171 Brazilian individuals, we

evaluated how different admixed models and sets of panels behave to infer ancestry in
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the Brazilian population. First, we checked for differences in the inferences of each
ancestral component according to the tri- or tetra-hybrid admixture model. The
population average inferred by either admixed model only differed for the NAM
ancestral component (Supplementary Table S7). Similarly, the NAM ancestral
component is the one with the lowest degree of correlation between the two admixture
models (Supplementary Figure S3). These results suggest that the chosen admixture
model can influence the inference of the average NAM ancestral component in this
Brazilian sample. In Figures 2 and 3, it is also possible to observe a trend of greater
proportions in the inference of the NAM ancestral component in the trinybrid model than
in the tetrahybrid model, both in terms of the population average and the individual. In
order to better understand this trend, it is necessary to evaluate the assignment of the

EAS ancestral component in these samples.

Once we had self-declared individuals of Asian descent in this Brazilian cohort, we
verified how the tri- and tetra-hybrid models assigned ancestry. For these individuals,
the tri-hybrid model, the HDSNP and WGS panels assigned: ~63% to NAM, ~32% to
EUR, and ~5% to the AFR ancestral components. There are more ranges of inferred
percentage for the AlIMs panels (Figure 3). The panels with the highest number of
markers (446AISNP and 665AISNP) were closer to the inferences of high-density
panels of SNPs, while those with the lowest number of markers (34AISNP+PIMA,
55AISNP, 128AISNP and 170AISNP) had large ranges, in some cases including the
assignment of proportions for the African ancestral component >40%. This result shows
a redistribution of the EAS component, mostly to the NAM component, followed by the
EUR component, and to an even smaller proportion, the AFR component. As the NAM
ancestral component is a minority in the Brazilian cohort (<8%), this may constitute to
the increase of the NAM ancestral component in the average population discussed in

the previous paragraph.

Given the recent migratory flow from East Asia to Brazil and the fact that the
samples from the Brazilian cohort were collected in 2010 and had individuals >60 years
old (71.86+7.94) at the time of collection (details in [?%), it was unexpected to visualize
individuals with this ancestral component as a minority in their genome. Thus, we
evaluated the remaining 1,138 samples as probably not possessing the EAS ancestral
component. Our results showed that for the tetrahybrid model, especially for the AIM

panels, there was more noise in the EAS component inference (Figure 2), while for the
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HDSNP and WGS panels, the inferences had less noise (no individual with >59%).
These results suggest that the two high-density marker panels are able to better assign
ancestral components in the tetrahybrid model. In turn, in the trihybrid model, samples
with some proportion of the EAS ancestral component in the tetrahybrid model, showed
an increase in the NAM and EUR ancestral components. This observation can be seen
as another factor contributing to the differences in the inferred Native American

ancestral component between the models.

We also compared the tri- and tetra-hybrid models in other admixed populations in
America (1KGP) for which there are no historical records of large migratory flows from
EAS (except for Peru). Therefore, it is unusual to analyze the tetra-hybrid model in this
dataset and we only performed it in order to better explore the patterns. Unlike the
Brazilian cohort, we did not observe significant differences in the population averages of
the components between the admixed models. However, Figures S5 to S10 clearly
show noise with the inference of the EAS ancestral component in populations for which

it is not part of the parental source.

Therefore, choosing an admixed model is not a simple decision, as each model
has advantages and disadvantages in each population. The decision of which model to
apply will depend on the question the investigator wants to ask and whether there is
interest in the population average or ancestry of each individual in the sample. If it is to
decipher specific admixture components, for example to learn about an individual’s
family migratory patterns, then all possible parental populations involved should be
included. If they are simply trying to determine the major ancestral component, for
example exclusion purposes, then a smaller model with the key continental groups may

suffice.

The second objective of our study was to compare ancestry inferences with
different sets of panels (AISNP, HDSNP and WGS). In the Brazilian sample, we
observed significant differences for the EUR ancestral component averages in the tri-
hybrid model (34AISNP+PIMA and 55AISNP x HDSNP and WGS) (Supplementary
Table S8) and for the EUR (34AISNP+PIMA, 55AISNP, 128AISNP and 170 AISNP x
HDSNP and WGS) and EAS (all panels, except 665AISNP x HDSNP GWS) in the
tetrahybrid model (Supplementary Table S9). These results are possibly related to what

was observed for the parental populations, where there is greater dispersion in the
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distribution of EUR, EAS and NAM ancestry (Figure 1), indicating a variation in the
accuracy of correctly assigning this ancestral component. On the other hand, we did not
observe differences in the population averages inferred by the sets of panels for the
African and NAM ancestral components. Although, in the pairwise analyses, the
smallest correlations between panels occurred in inferences from the NAM ancestral
component (Supplementary Figures S2C and S3C). This result suggests that although
the population average inference of the NAM ancestral component is similar between

the panels, there are differences in the inferences on the individual level.

The analysis involving admixed populations of the 1KGP showed heterogeneous
results. In paired comparisons of individual ancestry inference between panels
(Supplementary Figures S11 to S16), we observed variation correlation coefficients both
between ancestry components within the same admixed population and between
admixed populations. The inconsistencies observed in the ancestry inferences between
the panels were even more evident for the minority ancestry components of the
individuals in our results (e.g. Supplementary Figures S14A, S15A and S16C). This
probably occurred because the genome of an admixed individual is a mosaic composed
of segments from different parental sources. Over generations, due to the process of
meiotic recombination, the components of distinct ancestry are shuffled between
homologous chromosomes!®650, Thus, the greater the number of generations since
admixture onset, the smaller the size of the genomic segments of the ancestry will be.
In addition, the greater the proportion of an ancestral component, the greater the size of
its segments in the genome, while conversely, the smaller the proportion of the
ancestral component, the smaller the segments in the genome!®., In this scenario, due
to lower density and genomic coverage, AISNP tends to be less accurate data than
higher SNP density and higher genomic coverage.

The NAM component had the lowest correspondence in ancestry inferences
between the panels (Supplementary Figures S3C and S16D). It is widely recognized
that the Native American populations, due to their recent bottleneck history, are the
most differentiated in the world“8 having the lowest number of representatives in the
reference panels. Panels were developed with the aim of enriching the NAM
componentl184345] - however, they do not always capture this component well in all
admixed populations. Thus, the underrepesentation of Native American sources, in

additio to the minority NAM ancestral component in PUR and Brazilian sample, may be
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contributing to the observed differences in ancestral inference between the panel sets
for this ancestral component.

Through the present study, we verified that there are differences in the inferences
of the ancestral components according to the panel chosen. There is greater
correspondence of inference between panels that share a greater number of markers
(128AISNP and 170AISNP; 446AISNP and 665AISNP; HDSNP and WGS), and among
those with the highest number of markers (446AISNP, 665AISNP, HDSNP and WGS).
Again, it is important to point out that the choice of panel will depend on the purpose
and needs of the study. For example, in forensic genetics, sometimes samples with
quantity and quality are not available, which limits the genotyping methodology®®.
Meanwhile, in clinical or genetic association studies, accurate genomic ancestry is
essential. Furthermore, it is often necessary to go a step beyond the genomic average

and make inferences about ancestry in specific genomic segmentsl®253],

The admixed populations of America are being increasingly studied in terms of
population history, clinical and forensic studies. Therefore, nowadays, it is essential to
discuss and understand how methodological advances, both in genotyping and in
analysis, help to improve the inference of genetic ancestry in admixed populations. In
the present study, we analysed data from WGS, HDSNP and AIMs in a Brazilian
samples, through different admixture models and compared with other admixed
populations of the American continent. We showed that heterogeneity within and
between admixed populations still poses methodological challenges. Therefore, it is
fundamental when defining the research question, to be aware of the advantages and

limitations of each mixture model and set of panels for the populations of interest.
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7. MATERIALS AND METHODS
7.1. Datasets

Samples from 3 datasets were analyzed: (i) Human Genomic Diversity Panel
(HGDP)&l; (ii) 1000 Genomes Project phase Il (1KGP)[?4, and (iii) Brazilian Cohort of
Health, Well-being and Aging (Satde e Bem Estar — SABE)?3,

Based on the American admixture history, analyses were performed with parental
samples from African, European, East Asian and Native American populations of HGDP
(543 individuals) and 1KGP (1511 individuals) as described in Table S1. We also
analyzed the 504 samples from the 6 admixed populations from the 1KGP, and the

1,171 Brazilian samples from the SABE cohort (Supplementary Table S1).

All  samples were genotyped by WGS and are publicly available
(https://www.internationalgenome.org/data - HGDP and 1KGP; https:/ega-
archive.org/studies/EGAS00001005052 — SABE). All individuals enrolled in the SABE
cohort signed written consent forms to participate in this study approved by local and
national institutional review boards: COEP/FSP/USP OF.COEP/23/10, CONEP
2044/2014, and CEP HIAE 1263-10.

7.2. Ancestry Informative Markers SNPs panel (AISNP panel)

Due to availability in the 3 datasets, we evaluated only SNPs as AIM. Based on
this criterion, we selected 5 AIMs panels frequently used in studies with Latin
American populations: 34AISNP“2+PIMAM; 55AISNPIE: 128 AISNPH3: 170
AISNPM4: 446 AISNP¥®. In addition, we also evaluated the combination of the 6
panels, which we named 672 AISNP. The SNPs of the AIMs panels used in the
present study are described in Supplementary Table S2.

7.3. High-density SNP chip array (HDSNPs panel)

Axiom™ Genome-Wide Human Origins (~600K SNPs — ThermoFisher Scientific)
was selected as a representative of high-density SNP arrays. This genotyping panel
was optimized for population genetic studies and developed from genomic markers
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identified in 11 human populations: France, China, Papua New Guinea, San, Yoruba,
Mbuti pygmies, Karitiana, Italy-Sardinia, Melanesia, Cambodia, and Mongolia, avoiding

confounding biases introduced using GWAS SNP arrays.

7.4.Merge Datasets

Based on the WGS data from the 3 datasets, the following sets of SNPs were
selected: (i) AISNP panels: 672 SNPs comprise the 6 AISNP panels selected for the
present study. Of these, 5 SNPs (rs12402499; rs17287498; rs1321333; rs10954737;
rs10071261) are not detected in all datasets (Supplementary Table S9), of which, 3
SNPs are informative of Native American ancestry and 2 of African ancestry; (ii)
HDSNPs panel: ~600,000 SNPs that comprise the Axiom Human Origins array. The
overlap between the 3 datasets was 555,168 SNPs, and (iii) WGS data: the original
datasets with more than 60 million variants described. For the present study, we
excluded SNPS: (a) MAF<1%; (b) missing data per SNP >1%; (c) Hardy-Weinberg p-
value <1x108, and (d) filter for LD coefficient (r’=0.1 — see RESULTS section for more
details). The final dataset contains 2,018,023 SNPs. For each set of markers, the 3
datasets (HGDP, 1KGP, SABE) were merged using vcftools v.0.1.15 B4 and plink
v.1.959]. To validate these merge data, a PCA analysis was performed (Supplementary
Figure S17). Throughout the text we refer to AISNP, HDSNP and WGS as "panel

sets".

7.5. Data analysis

Allelic frequency inferences, Hardy-Weinberg and Fisher's exact test was
performed using the PLINK v.1.9 softwarel®®. Correction for multiple testing was made

according to Bonferroni correction.

7.6. Genetic ancestry inference

ADMIXTURE v.1.35¢ was used to perform global ancestry inference. Analyses

were performed in an unsupervised manner when considering only parental
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populations, and in a supervised manner when considering admixed populations.
Parameters used: 4 clusters (K=4) and 2000 bootstrap replicates. Each analysis was
repeated 10 runs and the results combined using the CLUMP software (v.1.222)57],
Information redundancy may occur in high-density SNP data (HDSNP and WGS).
Therefore, to minimize and evaluate background linkage disequilibrium in the
analyses, we also tested some disequilibrium linkage coefficients (r>= 0.01, 0.05, 0.1,
0.3 and 0.5), assuming a distance not closer than 200Kb between adjacent

markers!>5:56],

Comparisons of ancestry inference were performed by correlation analysis and z-

score test by R scripts using package stats v.4.1.1[58],
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1. INTRODUCAO AO CAPITULO 2

Neste capitulo concatenamos dados sobre a ancestralidade genética e
informacdes demogréficas visando contribuir com uma melhor compreensao da historia
recente de formacéo da populacéo do Distrito Federal. Para esse propdsito, coletamos
material genético e aplicamos um questionario demografico para 104 participantes em
sua maioria nascidos na década de 1980 no Distrito Federal. As amostras foram
genotipadas com um array de alta densidade de SNPs, especialmente desenvolvido
para estudos populacionais (Axiom Human Origins - ThermoFisher™). Esse SNParray
apresenta mais de 600.000 marcadores genéticos distribuidos pelos cromossomos
autossémicos, sexuais (X e Y) e mtDNA. Com base nos resultados obtidos no capitulo
1 e na informacao de haver na amostra descendentes de japoneses, as inferéncias de
ancestralidade genética, a partir dos cromossomos autossémicos e do cromossomo X,
foram realizadas usando o modelo de miscigenacéo tetra-hibrido. A ancestralidade
genética foi inferida para os cromossomos autossomos, sexuais (X e Y) e mtDNA e a
comparacao entre eles permitiu averiguar possiveis sinais de casamentos direcionais
com assimetria de ancestralidade genética.

Para responder o qudo similar ou distintas as estimativas de ancestralidade
genética para a amostra do DF sdo em relacdo a populacdo brasileira e as cinco
regides geograficas do pais, os resultados gerados no presente estudo foram
comparados e testados com dados da literatura. Para melhor compreender como cada
regido do Brasil contribuiu para o perfil de ancestralidade genética da amostra do DF,
usamos a ancestralidade genética e a origem migratéria dos genitores dos
participantes para testar um modelo simplificado de miscigenacdo. Além disso, com
base nas informa¢cdes do questionario aplicado, também caracterizamos o perfil de
migracdo do DF com base em cada regido e estado brasileiro, género, e padrées

matrimoniais dos genitores e avos dos participantes do estudo.
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2. RESUMO

O Distrito Federal (DF), localizado na regidao Centro-Oeste do Brasil, possui uma
histéria peculiar de povoamento: sua populacdo comecou a se constituir
efetivamente na década de 60 com a transferéncia da capital federal do Rio de
Janeiro para o Planalto Central. Desde entdo, o DF tem recebido imigrantes das
diferentes regides do Brasil. Esse cendrio despertou o interesse de nosso grupo
de pesquisa em caracterizar a ancestralidade genética e compreender mais
profundamente a diversidade genética e demogréafica do DF. A ancestralidade
genética de 104 brasilienses, nascidos na década de 80, representando 16
diferentes regifes administrativas do DF, foi inferida com base em array de alta
densidade de SNPs (Axiom Human Origins - Affymetrix / Thermo Fisher). Como
populacdo parental, usamos dados de amostras africanas, europeias, nativas
americanas e do leste asiatico, obtidos do Projeto de Diversidade do Genoma
Humano (Human Genome Diversity Project - HGDP). Usando a abordagem
implementada no software ADMIXTURE e o modelo tetra-hibrido de
miscigenacao, foi possivel inferir a propor¢édo de contribuicdo das ancestralidades
parentais na amostra do DF. Com base na ancestralidade genética inferida a
partir dos cromossomos autossémicos, foi observada maior contribuicdo média do
componente ancestral europeu e leste asiatico (1,68%+8,6). (70%+18%), seguido
pelo africano (19%z+14,4), nativo americano (8,5%7,2) Essas propor¢cdes de
ancestralidade estdo de acordo com a média da proporcdo de contribuicdo dos
componentes parentais EUR, AFR e NAM da populagéo brasileira (p-valor>0,1) e
com o modelo de migracéo interna do Brasil para o DF (p-valor=0,22). Com base
na ancestralidade genética inferida para o cromossomo X, foi observada
contribuicAo média europeia de 63,1% (+26,1%), africana de 21,7% (+21,6),
nativo americana de 13,8% (+13,8) e leste asiatica de 2,1% (+12,1). A inferéncia
dos componentes ancestrais europeus e nativo americano apresentam diferencas
significativas entre os cromossomos autossémicos e X (p-valor=0,006), indicando
casamentos direcionais, refletidos no processo de miscigenacdo da populagao
brasileira e consequentemente no processo de miscigenacdo e formacédo da
populacdo do DF. Esse resultado € corroborado pelas analises do cromossomo Y
e mtDNA, onde os haplogrupos inferidos para o cromossomo Y revelam que

90,7% sao de origem europeia e 9,3% de origem africana e para os haplogrupos
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do mtDNA 37,5% sao de origem africana, 31,7% europeia, 28,8% nativo
americano e 1,9% do leste asiatico. Para compreender 0s processos migratérios,
aplicamos um questionario sobre o local de nascimento dos genitores e avos de
cada participante. Observamos que a regido Sudeste foi responsavel por 43,6%e
Nordeste por 38,22% dos migrantes, seguida pelo Centro-Oeste (9,3%), Norte
(5,5%) e Sul (1,6%). No presente estudo, caracterizamos a populagcdo do DF
como tendo uma grande contribuicdo genética europeia, mas também com
expressivas contribuicbes africana e nativo americana. As analises dos
cromossomos X, Y e do mtDNA mostraram a predominancia do fendmeno
demogréfico de casamento direcional, com homens de ascendéncia européia e
mulheres com ascendéncia africana e nativa americana. Esse fenGmeno
provavelmente € anterior a formacéo do DF e é caracteristico do processo prévio
de formacdo da populacdo brasileira. Portanto, a resposta das analises dos
marcadores autossOmicos bem como dos uniparentais estdo alinhadas ao
contexto histérico de povoamento e miscigenacdo da populacdo brasileira. De
forma geral, este estudo corrobora analises anteriores e ajuda esclarecer com

maior precisdo como ocorreu e qual o reflexo do processo de migracdo para o DF.

Palavra-chave: Ancestralidade genética; genética populacional; Distrito Federal;

reconstrucao historica.
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3. INTRODUCAO

Compreender as peculiaridades da histéria de formacado de uma populagéo € o
primeiro passo para o enriguecimento do entendimento acerca do padrdo genético
atual desta. O conhecimento dos eventos demograficos passados até a atualidade se
somam as tecnologias direcionadas a estudos genéticos populacionais possibilitando o
acesso a informacdes genbmicas cada vez mais refinadas, robustas e, permitindo uma
interpretacéo das forcas e eventos que desenharam e desenham ainda a constituicdo

genética de uma populacao de estudo.

No presente capitulo, iremos explorar a histéria de formacao da populacdo do
Distrito Federal a partir de informacdes genéticas e demogréficas. Os dados genéticos
permitiram identificar padrbes de miscigenacdo dos componentes genéticos ancestrais
de origem continental, enquanto que as informacdes demogréficas ajudaram a contar o
processo de migracgdes internas do Brasil para a formacéo do Distrito Federal. A seguir,
faremos um breve resumo sobre a histéria do povoamento da regido Centro-Oeste do
Brasil, como ocorreu o processo de formacgédo e povoamento do Distrito Federal e os

principais estudos genéticos nessa populacéo.

3. 1 POVOAMENTO DA REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL

Por ser uma regido interiorana, a migracdo de individuos com ancestralidade
distinta dos povos originarios para a regido Centro-Oeste foi tardio em relacdo as
outras regides do Brasil. H& relatos que a partir do século XVII ocorreram 0s primeiros
movimentos exploratérios promovidos pelo governo (“entradas”) ou pelas expedi¢cdes
particulares (“bandeiras”). Estas expedicbes tinham o objetivo de explorar metais
preciosos, promover a colonizacdo de regifes interioranas, capturar indigenas e
escravos afrodescendentes fugitivos. Grande parte da regido Centro-Oeste pertencia a
coroa de Castela e Espanha, mas o avanco das bandeiras para o oeste tornou-a de
dominio de Portugal (Bertran, 2000; Palacin et al., 1995).

A descoberta de minas de ouro, nos primérdios do século XVIII, propiciou o
primeiro evento migratorio, trazendo migrantes para esta regido, principalmente de
Minas Gerais e Sao Paulo. Esse movimento promoveu, dentre outras modificacdes na
regido, a fundacao de vilas como Vila Real do Bom Jesus de Cuiaba, atual capital do

estado de Mato Grosso, e Vila Boa, hoje a cidade de Goias (Bertran, 2000; Palacin et
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al., 1995). Com a decadéncia da mineracdo no século XIX, a pecuaria, a agricultura
(cana-de-aclUcar e erva-mate) e a extracdo da borracha tiveram um avan¢o. Em
decorréncia disso, ocorreu 0 segundo evento migratério. Os migrantes desta segunda
fase eram advindos principalmente do atual estado do Maranhdo e dos estados de
Minas Gerais e S&o Paulo. Isso viabilizou a construgdo de estradas e a consolidac&o
do desenvolvimento local, além da construcdo de novas cidades que atrairam mais
migrantes (Palacin & Moraes, 1994).

Ja no século XX, ocorreram trés principais fluxos de migracdo para o Centro-
Oeste, o0 primeiro, quando migrantes gauchos lideraram o desenvolvimento de estradas
de ferro e producdo de mate, além da agropecuaria. O segundo, no governo de Getulio
Vargas (1937-1945), na primeira dita "Marcha para o Oeste", com a intengéao de povoar
a regido central do Brasil. A terceira e mais efetiva, ocorreu durante o governo de
Juscelino Kubitschek (1956-1961) com a construcdo da Capital Federal, Brasilia. Nesse
momento uma nova "Marcha para o Oeste" foi instaurada, e deslocou principalmente

migrantes nordestinos para a regido (Cassiano, 2002).

3.2 POVOAMENTO DO DISTRITO FEDERAL (DF)

O recorte do presente estudo esta focado no Distrito Federal. Localizado entre os
paralelos 15°30’ e 16°03’ de latitude sul e os meridianos 47°25" e 48°12’ de longitude
WGr, na regido Centro-Oeste do Brasil, ocupando uma area de 5.789,16 km? no
Planalto Central do Brasil, centro-leste do Estado de Goias, equivalente a 0,06% da
superficie do pais (CODEPLAN, 2012). O Distrito Federal € a menor unidade federativa
do Brasil e atualmente compreende 33 regibes administrativas (Figura 01), tendo em

seu territério a capital federal, Brasilia.
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e Planaltina

Figura 01. Mapa do Distrito Federal. O mapa mostra as 33 unidades administrativas do DF, de acordo com
a Lei Complementar n® 958, de 20 de dezembro de 2019.
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%B5es_administrativas_do_Distrito_Federal_(Brasil).

A populacado do Distrito Federal comecou a ser formada efetivamente na década
de 60 com a transferéncia da capital federal do Rio de Janeiro para o Planalto Central.
Diferente das demais regifes brasileiras, seu povoamento se deu pela migracao rapida
de individuos provenientes de todas as regifes do pais (em especial Sudeste, Nordeste
e Centro-Oeste), onde as populacdes ja vinham de um processo prévio de
miscigenacdo. No ano de 1956, a populacao da regido do Distrito Federal foi estimada
em cerca de 6 mil, e 0o no ano de 1970 havia crescido para mais de 400 mil habitantes.
Nesse ano, apenas 22% da populacéo era nativa do DF, sendo 41% provenientes do
Nordeste, 37% do Sudeste e 17% do Centro-Oeste (CODEPLAN, 2013).

Em 2010, o Censo apontou que, dos mais de 2,5 milhdes de habitantes, cerca de
54% haviam nascido no DF. Em 2021, a populacao residente estimada foi de 3.094.325
pessoas de acordo com o SIDRA (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
Populacao residente estimada. IBGE, 2010). O retrato que se tem da populacédo do
Distrito Federal é de uma série de particularidades, raramente vistas em outro lugar do
mundo, com uma formacéo recente de rapido crescimento, fundada em um territorio
artificial, formada a partir de populacdes heterogéneas oriundas de migracdes internas
de outras regibes do Brasil. Portanto, compreender a composicdo genética e 0s
movimentos migratorios que contribuiram para a formagdo do DF, sdo fundamentais
para determinar o quanto essa populacédo é representativa ou distinta das demais

regides do Brasil.
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3.3 ESTUDOS SOBRE ANCESTRALIDADE GENETICA DO DF

Ao longo dos ultimos anos, o Laboratério de Genética Humana da UnB vem
realizando estudos, com intuito de compreender melhor a dinamica populacional e a
composicdo genética da populagdo do DF. Os primeiros estudos de linhagens
uniparentais foram feitos por Barcelos (2006) que, integrando nosso grupo, analisou a
composicdo genética da populagéo de DF a partir de haplogrupos do cromossomo Y e
o mMtDNA mitocondrial. Um haplogrupo € um conjunto de variacdes genéticas
especificas que representa uma linhagem de origem paterna (no caso do cromossomo
Y) ou materna (no caso do DNA mitocondrial) e, em geral, apresentam distribuicdo
geogréfica distinta entre regides do mundo (Zerjal et al., 2001).

Os resultados obtidos por Barcelos (2006) apontaram que no DF, 90% dos
cromossomos Y séo de linhagens de origem europeia, 8,5% da africana subsaariana e
1,5% nativo americana. Quanto as linhagens maternas, as analises de mMtDNA
indicaram que 18% da populacdo do DF tém linhagens europeias, 27% tém linhagens
africanas e 44% tém linhagens nativo americanas. Godinho (2008), também integrante
do nosso grupo, analisou as mesmas caracteristicas populacionais, mas a partir de
dados de marcadores situados nos cromossomos autossomicos. Utilizando dados de
marcadores do tipo microssatélite (Short Tandem Repeat - STRs) e marcadores
informativos de ancestralidade (Ancestry informative Markers - AIMS), mostrou que a
contribuicdo europeia variou ao redor de 60%, a africana entre 25% e a nativo
americana, ao redor de 15%.

Esses trabalhos possibilitaram tracar um quadro inicial da composicao e
estruturacédo genética do Distrito Federal e ainda tem sido util a areas afins, como, por
exemplo, a genética forense (Trindade-Filho, 2010; Dalton, 2010), médica (Toledo,
2016; Brandéao, 2015; Arcanjo et al., 2013) e antropoldgica (Arcanjo, 2016; Arcanjo,
2012; Godinho, 2008; Barcelos, 2006).

73



4. HIPOTESE

Como o Distrito Federal foi fundado na década de 60 a partir do movimentos
migratorios de pessoas oriundas de diferentes regides do Brasil, temos como hipotese
que o perfil genético dessa populagcédo € similar a do Brasil como um todo e que o
estudo de adultos que nasceram em Brasilia pode fornecer informacéo suficiente sobre
a contribuicdo de cada regido do pais e seus reflexos na composicdo genética da

populacdo do DF com base em dados genéticos e em informacfes demograficas.

5. OBJETIVO GERAL

Refinar o entendimento sobre a ancestralidade genética e 0s movimentos

migratérios que resultaram na formacéo da populacéo do Distrito Federal.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a ancestralidade genética da populacdo do Distrito Federal
considerando prioritariamente a geracdo nascida nos anos 80 com relacéo

aos componentes parentais europeu, africano, asiatico e nativo americano;

e Avaliar a intensidade de ocorréncia de casamentos direcionais a partir da
comparacdo da ancestralidade genética inferida para os cromossomos

autossdmicos, sexuais (X e Y) e no DNA mitocondrial.

e Verificar se o perfil de ancestralidade genética no DF é similar ou ndo a
outras regides do Brasil.

e Verificar se o perfil migratério dos ascendentes dos participantes é
condizente com a estrutura genética atual da populacéo do DF.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. ASPECTOS ETICOS
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa CEP/CONEP da

Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB),
CAAE:72917916.3.0000.0030. O projeto também foi aprovado e contou com o apoio
financeiro da Fundacéo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP/DF).

Previamente a coleta de dados e material biolégico, os participantes da pesquisa
receberam esclarecimentos referentes a proposta e entdo, prontificados a participar, foi
solicitada a leitura e assinatura do TCLE deste projeto (Apéndice 1). Em seguida, 0s
mesmos responderam a um questionario que tinha por objetivo acessar dados
demograficos incluindo ascendentes e descendentes diretos (Apéndice 2).

Ao participante da pesquisa ficou claro que o mesmo estara contribuindo para um
melhor conhecimento do povoamento do Distrito Federal, propiciando a ele um
entendimento das suas origens. Foi acordado que o mesmo, receberia como beneficio
a colaboracéo, o direito ao acesso a sua ancestralidade genética, entregue sob forma
de relatério, permitindo assim, ao participante, o resgate de suas origens ancestrais

(Apéndice 3). Os relatérios ja foram entregues a cada um dos participantes.

6.2. GRUPO AMOSTRAL

Foram analisados 104 individuos, de ambos o0s sexos (43 homens e 61
mulheres), nascidos no DF entre 1970 e 1989 representantes de 16 das 18 regides
administrativas do Distrito Federal na época (Tabela 01 e Figura 02). O critério de
inclusdo dos individuos na amostra teve como base a regido administrativa onde os
pais moravam a época do nascimento do participante. Para tanto, foi estabelecido um
namero maximo de participantes por regido administrativa utilizando como base o
namero de habitantes de cada regido de acordo com o censo de 1989. Além disso, 0s
participantes da pesquisa deveriam ser filhos de pessoas com residéncia fixa no DF a
época do nascimento e ndo ser aparentados com algum outro participante da amostra.
A média de idade dos participantes da pesquisa foi de 35 anos, apresentando um
desvio padrdo de £7,04 anos. O individuo mais velho apresentava 55 anos e o mais

jovem 22 anos de idade a época da coleta.
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Tabela 01. Distribuicdo do grupo amostral entre 18 regides
administrativas do DF existentes a época do censo de 1989.

REGIOES
ADMINISTRATIVAS

NUMERO DE
PARTICIPANTES

ASA SUL
ASA NORTE
CEILANDIA
LAGO SUL
SOBRADINHO
CRUZEIRO
CANDANGOLANDIA
SAMAMBAIA
GAMA
GUARA
NUCLEO BANDEIRANTE
LAGO NORTE
VILA PLANALTO
PLANALTINA
TAGUATINGA

AREA OCTOGONAL

BRAZILANDIA

PARANOA

16

15

20
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Legenda:

1. Brazlandia

2. Sobradinho

3. Planaltina

4. Ceilandia

5. Taguatinga

6. Guara

7. Cruzeiro

8. Area Octogonal
9. Lago Norte

10. Asa Norte

11. Vila Planalto

12. Asa Sul

13. Lago Sul

14. Samambaia

15. Nucleo Bandeirante
16. Candangolandia
17. Gama

18. Paranoa

Figura 02. Mapa das regifes administrativas do DF no ano de 1989. O mapa mostra as delimitacdes de cada
regido admistrativa no ano de 1989. Os numeros no mapa representam o nome de cada regido, de acordo com a
legenda ao lado. No nosso estudo temos participantes de 16 das 18 regides administrativas, sendo apenas
Brazlandia e Paranoa que néo tiveram representantes.

Fonte: Codeplan 1990 (modificado).

6.3 TRATAMENTO LABORATORIAL DAS AMOSTRAS
O projeto teve sua parte laboratorial executada no Laboratério de Genética

Humana do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UnB, onde aconteceram também as analises dos dados. Tivemos o apoio do
INCOR-USP (Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo) para o ensaio de genotipagem das placas e SNPArray.

6.3.1 Extracao, integridade e quantificacdo das amostras

Foi coletado de cada participante de pesquisa 8 ml de sangue venoso do
antebraco utilizando sistema de coleta a vacuo com agulha estéril e descartavel,
seguindo o procedimento padrdo usado para coleta de sangue venoso no Laboratdrio
de Genética Humana da UnB.

A partir das amostras de sangue, seguiu-se para o processo de extracao de DNA,
seguindo o protocolo do método Puregene (QUIAGEN). Cada amostra extraida teve a
sua integridade verificada em gel de agarose a 1% e imagens obtidas por
transiluminagcdo. O processo de quantificagdo das amostras foi realizado no
equipamento Nanodrop ND-1000, da Thermo Scientific. Na etapa seguinte, diluiu-se as
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mesmas de forma a ajustar a concentracéo para a etapa de genotipagem, seguindo o
protocolo para SNParray da Affymetrix/Thermo Fisher (10ng/pl), a um volume final de
50ul por amostra. Novamente se quantificou em duplicata todas as amostras para
confirmacédo da concentracdo padréo necessaria a proxima etapa. O DNA extraido e
quantificado foi armazenado em microtubos devidamente etiquetados com cddigos
individuais sem, no entanto, dissociar as amostras dos dados de identificacao individual

dos participantes.

6.3.2 Do armazenamento

Os materiais biolégicos foram mantidos em freezer -20°C com controle de
temperatura e alarme de seguranca que monitora oscilacbes de temperaturas
divergentes desse valor, o que garantiu a conservacao e estabilidade das amostras

para 0s proOXimos ensaios.

6.4 GENOTIPAGEM POR SNP ARRAY

As genotipagens foram realizadas com o SNPArray de alta densidade Axiom™
Genome-Wide Human Origins (Thermo Fisher Scientific), o qual apresenta
aproximadamente 600.000 marcadores do tipo SNPs. Esse SNPArray foi desenvolvido
pela empresa Thermo Fisher Scientific para estudos de genética populacional em
humanos e ndo apresenta viés de representacdo de SNPs como o0s observados
naqueles de interesse clinicos/farmacogenéticos usados nos estudos de associacao
com doencgas (Lu et al., 2011). Os SNPs foram descobertos comparando dois cromossomos
do mesmo individuo de ancestralidade conhecida e depois genotipados em um painel maior de
amostras da mesma populacdo. A estratégia de escolha dos SNPs que compde o painel da
Axiom Human Origins 1 Array € descrita no trabalho de pesquisa de Keinan A., et al., Nature
Genetics (2007). O Axiom Human Origins 1 Array é uma unido de 13 painéis diferentes. Os
primeiros 12 painéis contém dezenas de milhares de SNPs por populacdo,sendo elas:1)
French, 2) Han Chinese, 3) Papuan, 4) San Bushman, 5) Yoruba, 6) Mbuti Pygmies, 7)
Karitiana, 8) Sardinian, 9) Melanesian, 10) Cambodian, 11) Mongolian 12) Papuan2 . O 13°
painel é baseado no alinhamento de trés genomas diferentes:chipanzé, Chipanzé, Denisova e
San Bushman. Detalhes estao descritos em

https://assets.thermofisher.com/TEFSAssets/LSG/brochures/axiom hu origins datasheet.pdf

6.4.1 Ensaio Simplificado do Sistema de Genotipagem AXIOM

78


https://assets.thermofisher.com/TFSAssets/LSG/brochures/axiom_hu_origins_datasheet.pdf

A Figura 3 mostra um esquema simplificado do sistema de genotipagem da
tecnologia escolhida para este trabalho. O DNA gendmico total (50 ng) é amplificado e
aleatoriamente fragmentado em segmentos de 25 a 125 pares de bases (pb). Esses
fragmentos sao purificados, ressuspensos e hibridados em placas desenhadas
especificamente para o Axiom™ Genome-Wide Human Origins Array (Thermo Fisher
Scientific). Apos a hibridagdo, o alvo ligado as sondas é lavado sob condigcbes
rigorosas para remover inespecificidades, minimizando o ruido de fundo causado por
eventos de ligacéo aleatorios. Apos a ligacédo, as matrizes sdo coradas e fotografadas

no instrumento multicanal GeneTitan™. Ao final, os gendtipos séo estabelecidos com
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auxilio dos softwares Axiom Analysis Suite e Axiom Power Tools.
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Figura 03. Esquema de genotipagem do sistema AXIOM™ Genome-Wide Human Origins Array. A descrigdo

sobre o ensaio esté no texto a cima. Fonte: Thermo Fisher - Analysis Guide Axiom.

6.4.2 Controle de qualidade e filtragem dos dados

O sistema Axiom conta com o software Axiom Analysis Suite para filtragem e

limpeza dos dados gerados. A figura 04 demonstra como se d& esse fluxo de trabalho.

Primeiro, arquivos do tipo .CEL, os quais armazenam os resultados dos calculos de

intensidade nos valores de pixel fotografados, sdo selecionados. Em seguida séo

realizados varios testes de qualidade para identificacdo e exclusdo de marcadores com

baixa resolucéo de genotipagem, amostras com grande numero de dados faltantes —

missing data (threshold 5%) - e identificacdo de eventuais placas problematicas (placa

com padrdo de genotipagem muito discrepante em relacdo as demais - outliers

batches).
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Axiom™ Analysis Suite
Genotyping

Configure Analysis
. Select Array type; import CEL files and samples attributes if available; select Workflow;
set QC Thresholds

Single analysis step
. Perform QC; remove poor quality samples and outlier plates; Genotype high -quality
samples; Classify SNPs based on SNP QC metrics

Visualize results

. Plate level QC Heat Maps; sample and SNP Summary tables; Box Plots and Scatter Plots
of QC metrics; Cluster Graphs of select markers

Perform optional analysis {J Ext I
© Regenerate SNP metrics; Optional SNP classification into additional categories; Run OTV ikl
3 Axiom
Caller; Interact with external tools Tools

Export results
. TEXT; VCF; PLINK (PED); PLINK (TPED)

Figura 04. Fluxo de trabalho do controle de qualidade e filtragem pelo Axiom™ Analysis Suite.
Fonte:https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-instruments-

software-services/microarray-analysis-software/axiom-analysis-suite.html

6.5 ANALISE DOS DADOS

6.5.1 Grupos Parentais

Levando em consideracdo o conhecimento histérico do povoamento do Centro-
Oeste e estudos genéticos anteriores realizados nessa regido, foi decidido que as
populacdes parentais a serem utilizadas nas analises de ancestralidade genética
seriam africanos, europeus, leste asiatico e nativos americanos. Os dados para as
analises foram obtidos a partir do Projeto de Diversidade do Genoma Humano (Human
Genome Diversity Project - HGDP), que tem em seu banco publico amostras
genotipadas para o mesmo array de alta densidade de SNPs usado no presente estudo
(https://cephb.fr/len/hgdp_database.php; Dataset 11). Foram utilizados dados de 105
individuos ndo aparentados da Africa, 93 da Europa, 139 do Leste Asiatico e 36 da

Ameérica.

81


http://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-instruments-
http://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-instruments-

6.5.2 Integracédo dos dados

A integracdo dos dados publicos com as amostras genotipadas no presente
estudo foi realizada através do software Plink v.1.9 (Chang et al., 2015). Para tanto, foi
utilizado o comando --bmerge para integrar os dados e o comando --merge-mode para
que a integracéo fosse realizada apenas para os SNPs comuns aos dois bancos de
dados. Uma vez que os dados foram genotipados com o0 mesmo SNPArray e usaram o
mesmo genoma referéncia (hgl9), ndo foi necessario realizar nenhum ajuste adicional
para a integracédo dos dados.

Em seguida, a funcdo snpgdsPCA do pacote em linguagem computacional R,
SNPRelate (Zheng et al., 2012) foi usada para realizar uma analise de componente
principal (PCA) e verificar se os dados foram integrados de forma correta (figura 5).
Para essa andlise, usamos a fun¢édo snpgdsLDpruning, também do pacote SNPRelate,
para aplicar um filtro de desequilibrio de ligacdo (r?><0.1) visando obter marcadores

gendmicos (SNPs) independentes.
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Figura 05. Andlise de Componente Principal (PCA) para amostra do DF em relagdo as populagdes parentais.
Os eixos X e Y representam o segundo e o primeiro componente principal respectivamente (em parénteses a
porcentagem da variancia explicada por cada componente principal). Cada circulo, representa um individuo, as
cores vermelha, azul, laranja, verde e cinza representam os grupos populacionais africanos (AFR), europeus (EUR),

leste asiaticos (EAS), nativo americanos (NAM) e a amostra do Distrito Federal (BSB) respectivamente.
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6.5.3 Inferéncia da Ancestralidade Genética

A ancestralidade genética foi inferida com o programa ADMIXTURE v.1.3
(Alexander, Novembre & Lange 2009). Esse programa usa uma abordagem de maxima
verossimilhanca para estimar a ancestralidade individual a partir de genoétipos de SNPs
multilocus. O método usa um modelo de relaxamento de bloco para que com base nas
frequéncias alélicas as fracdes de ancestralidade do individuo possam ser inferidas. As
inferéncias foram realizadas com SNPs independentes (coeficiente de desequilibrio de
ligacdo r?=0.1), usando andlises supervisionadas (flag --supervised), com quatro
clusters ancestrais (K=4), correspondendo as ancestralidades parentais africana,
europeia, leste asiatica e nativo americana. Para evitar problemas de multimodalidade,
foram realizadas 10 corridas, com 2000 réplicas de bootstrap cada. Os resultados
foram concatenados usando o software CLUMPP v.1.222 (Jakobsson & Rosenberg
2007).

Para as andlises envolvendo o cromossomo X, as analises no ADMIXTURE foram
realizadas de modo separado para homens e mulheres. Para os homens, neste caso
especifico, foi usado a flag --haploid para indicar que eles apresentam apenas um

cromossomo X, como recomendado pelos autores do programa.

6.5.4 Inferéncia de Haplogrupos para Cromossomo Y

As inferéncias haplotipicas para o cromossomo Y foram realizadas com o
software SNAPPY (Serverson et al., 2018). Esse programa foi desenvolvido para dados
de SNPArrays e utiliza como referéncia a biblioteca do banco de dados ISOGG Y-Tree
(International Society of Genetic Genealogy; https://isogg.org/tree/). O programa testa
os haplétipos do cromossomo Y contidos no banco de dados do ISOGG para encontrar
o haplogrupo que é melhor suportado pelos gendtipos da nossa amostra. Para isso, é
atribuido um score para cada haploétipo, o qual utiliza o nimero de SNPs informativos
do haplogrupo, ajustado pelo niumero de posi¢des informativas que estdo omissas na
amostra do individuo. Ao final, o programa gera dois scores, um atribuido aos nés
ancestrais na arvore filogenética e outro ao haplogrupo. Desta forma o método
considera tanto a quantidade de suporte para o haplogrupo especifico, quanto seus
haplogrupos ancestrais filogenéticos, fortalecendo a precisdo das atribuicbes do
programa. Como parametros foram usados --min_hap_score 0.8 (score minimo para o

haplogrupo) e --min_deep_score 0.9 (score minimo para 0s n@s da arvore filogenética).
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6.5.5 Inferéncia de Haplogrupos para DNA mitocondrial (mtDNA)

A inferéncia dos haplogrupos de DNA mitocondrial foram realizadas usando o
software HaploGrep3 v3.3.1.0 (Weissensteiner et al., 2016). O software usa
informacBes da arvore filogenética do DNA mitocondrial (http://phylotree.org/) para
classificar as variantes genéticas observadas em haplogrupos.

As analises foram realizadas usando arquivos no formato vcf (convertidos no
programa Plink, com o argumento --recode vcf), contendo apenas as variantes do
MtDNA, os quais foram alinhados contra a sequencia de referéncia do DNA
mitocondrial humano (Revised Cambridge Reference Sequence - rCRS, hgl9/build37,
Phylotree v.17). Para indicar que os dados analisados sdo de SNPArray, a flag --chip
foi usada, limitando a analise apenas aos SNPs contidos no Axiom Genome-Wide
Human Origins Array. Para a definicdo dos haplogrupos, como critério, foi utilizado o
melhor hit das variantes observadas com aquelas que definem o haplogrupo (best hit) e

um score de qualidade geral acima de 90%.

6.5.6 Analise de heterogeneidade de ancestralidade entre os cromossomos

Em populagcbes miscigenadas, padrbes especificos de casamentos néo
aleatérios, com contribuicdo ancestral diferente entre homens e mulheres, podem
resultar em diferencas nas proporcdes de ancestralidade entre 0s cromossomos
autossomos e o cromossomo X. Para identificar essas possiveis diferencas foi aplicado
o método CAnD (Chromosomal Ancestry Difference), implementado no pacote com
mesmo nome, na linguagem computacional R (McHugh et al., 2016). O método utiliza
uma abordagem multivariada para testar diferencas sisteméticas nas contribuicdes
genéticas das populacdes ancestrais entre os cromossomos do proprio individuo, bem
como entre individuos da populacdo. Para tanto, o método verifica se uma
ancestralidade especifica de um dado cromossomo difere da média dos demais
cromossomos no individuo e da amostra populacional como um todo. Sob a hip6tese
nula de nédo haver diferencas de proporcdo de uma dada ancestralidade entre os
cromossomos, espera-se que o teste CAnD siga a distribuicdo do x? (qui-quadrado)
com 1 grau de liberdade. Portanto, a partir das diferencas observadas na proporcéo de
ancestralidade entre os cromossomos foi possivel calcular um valor de p, o qual foi

corrigido para multiplos testes (correcao de Bonferroni).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Perfil da ancestralidade genética individual estimada a partir de
marcadores autossdmicos e autodeclaragcdo de "cor/raga”

Como mencionado na introducdo do Capitulo 2, estudos prévios sobre a
populacao do Distrito Federal a luz da genética de populacdes foram iniciados no ano
de 2000 por nosso grupo na UnB, no Laboratério de Genética Humana (Barcelos 2006
e Godinho 2008). Quase quinze anos depois, com a possibilidade de novas
tecnologias, o presente estudo se prop6s novamente a investigar a estrutura genética
da populacéo do Distrito Federal a fim de avancar no entendimento fino e concatenar
dados genéticos e demograficos com intuito de preencher possiveis lacunas existentes
por limitacBes de tecnologias e meios de andlises anteriormente indisponiveis.

Neste trabalho, a ancestralidade genética de 104 individuos representantes de 16
diferentes regides administrativas do DF, foi inferida com base em aproximadamente
600 mil marcadores genéticos do array de alta densidade de SNPs (Axiom Human
Origins - Thermo Fisher Scientific).

Num primeiro momento, foi possivel observar que a propor¢cdo de cada
componente ancestral variou entre os individuos da amostra do DF (figura 06). Além
disso, a figura agrupou os individuos pela autodeclaracdo dos participantes de acordo
com as categorias de "cor/raca" pré-estabelecidas pelo IBGE ("amarelo”, "branco",
“indigena”, "pardo", "preto"). Nosso objetivo ao usarmos as informacbes de
autodeclaracdo nas categorias pré-estabelecidas pelo IBGE néo foi assumir que elas
sdo grupos biolégicos naturais, mas sim reforcar a percepgédo de que had um ruido em
usar essas categorias como equivalente de ancestralidade genética do individuo. Esse
padrdao nao € exclusivo da populacdo do DF, mas sim recorrente nos estudos com
amostras de diferentes regides do Brasil (ex. Pena et al.,, 2011; Nunes et al., 2020,
Naslavsky et al., 2022).
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Figura 06. Ancestralidade genética média estimada a partir de marcadores genéticos autossémicos. No eixo
X, cada coluna representa um individuo da amostra do Distrito Federal. O eixo Y representa a propor¢cdo de
ancestralidade genética autossdmica inferida. As cores vermelha, azul, laranja e verde representam as proporc¢des
para ancestralidade africana, europeia, leste asiatica e nativo americana respectivamente. As barras pretas verticais
separam os grupos de acordo com a autodeclaracéo dos individuos nas categorias do IBGE ("Amarelos”, "Brancos",
"Pardos", "Pretos" e "Indigenas"). Na amostra analisada nenhum individuo se autodeclarou indigena.

Na tabela 02 trazemos o perfil de autodeclaracdo dos participantes do DF, com
base nas categorias nos grupos pré-estabelecidos pelo IBGE e a comparagdo com 0s
dados do CODEPLAN (2018) e IBGE (2022). E possivel observar que quase 10% dos
participantes do nosso estudo n&do se autodeclararam. Nas demais categorias, as

proporc¢des sdo muito parecidas com aquelas reportadas pelo CODEPLAN e IBGE.
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Tabela 02. Autodeclaracdo, de acordo com as categorias de "cor/raca" utilizadas pelo
IBGE, da amostra analisada da populagdo do DF. Comparativo da autodeclaracdo do grupo
amostral do presente estudo com dados da CODEPLAN (2018) e IBGE (2022).

Autodeclaracao N Presente estudo Presente estudo* Codeplan 2018 IBGE DF 2022
(%) (%) (%) (%)
PARDO 37 39,36 44,6 47,4 47,0
BRANCO 32 34,04 38,6 41,1 43,0
PRETO 12 12,75 14,5 10,0 9,1
AMARELO 2 2,12 2,4 1,2 0,7
INDIGENA 0 0 0 0,3 0,4
Nao 9 9,57 - - -
informado

* dados desconsiderando os 9 individuos que ndo se autodeclararam

A autodeclaracdo € como os individuos se percebem. Segundo a antropéloga e
professora titular do Departamento de Ciéncias Sociais da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) Maria Catarina Chitolina Zanini, em uma comunicagao pessoal,

reflete:

“a auto identificacdo € um processo complexo, continuo, e que, embora esteja
centrado no individuo, é coletivo. Os pertencimentos étnicos podem estar
baseados no compartihamento da crengca, numa origem comum, ha
autoidentificacdo e identificagcdo por outros como parte desses coletivos, na
escolha de sinais de pertencimento e também nas fronteiras de diferenciacao que

se estabelecem nos processos interativos”

A percepcao do individuo sobre ele mesmo, portanto, ndo esta vinculada ao
conhecimento genético da ancestralidade individual ou coletiva, uma vez que 0 acesso
a esse tipo de informacéo ainda é limitado e distante da populacéo geral. Apesar disso,
alguns estudos tém demonstrado que ndo h& uma dissociacdo completa entre
ancestralidade genética e autodeclaracdo em grupos étnicos. Kedhy et al (2015), ao
analisar 5.871 brasileiros, mostrou que quanto menor as propor¢cdes de miscigenacao
no genoma de um individuo, maior é a chance de que ele se identifigue com a etnia

preponderante de sua origem. Contudo, quando o nivel de miscigenacdo € muito alto,
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7.2

essa relacdo fica menos definida. Por isso, o uso de autodeclaragdo como uma
aproximacdo de ancestralidade genética em populacbes com alto grau de
miscigenacdo, como é o caso da brasileira e do DF, em especial em estudos que

envolvem genética médica, ndo é recomendado (Pena et al., 2011).

Perfil médio da ancestralidade genética no DF e demais regides do Brasil

Seguindo para a analise populacional, observa-se que a representatividade do
componente ancestral europeu na populacdo do DF revelou uma propor¢cdo média de
69,95% (+18%), seguido por um valor médio do componente africano de 19,8%
(£14,4%). A contribuicdo da parental nativo americana esta representada por um
percentual médio de 8,57% (+7,2%) e em menor expressividade média dos quatro
componentes parentais avaliados, esta o leste asiatico com 1,68%(+8,6%) (Material
Suplementar - arquivo digital capitulo 2).

Em estudo anterior do nosso grupo, Godinho (2008), avaliando marcadores do
tipo microssatélites e AlMs, observou uma contribuicdo europeia de cerca de 60%,
africana entre 20% e 27% e nativo americana ao redor de 15% numa amostra do DF.
Nesse estudo inicial, 0 componente ancestral do leste asiatico ndo foi avaliado. Em
2019, Souza e colaboradores realizaram uma metanalise, concatenando o resultado de
51 estudos no Brasil sobre ancestralidade genética e com base em 960 amostras de
Brasilia e Taguatinga eles determinaram a ancestralidade média do DF em 63,0%
(+8,67%) de ancestralidade europeia, 24,1% (+6,49%) africana e 12,9% (£2,7%) de
nativo americana. Esse estudo também n&o avaliou a ancestralidade vinda do leste
asiatico.

Para verificar se as inferéncias obtidas para o DF diferem ou ndo das demais
regibes do pais, realizamos o teste-z para testar a igualdade de proporc¢des. Para tanto,
usamos os dados disponibilizados por Souza et al (2019) para as demais regides do
Brasil. Partindo da hipotese nula que duas amostras tém igual proporcdo de
ancestralidade, para cada componente ancestral em separado (Africano, Europeu e
Nativo Americano), fizemos comparacdes par a par entre a amostra do DF com cada
uma das regides do pais (tabela 03).

O teste Z revelou diferencas significativas entre a propor¢do de ancestralidade
africana do DF e a regido Sul do Brasil (p-valor =0,006), entre a proporcao europeia
das regides Norte (p-valor = 0,001), Nordeste (p-valor = 0,004) e Sul (p-valor = 0,015) e
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entre a propor¢do Nativo Americana da regido Norte (p-valor = 3,96%). Para as regies
Centro-Oeste e Sudeste n&o foi observada nenhuma diferenga significativa nas
proporces de ancestralidade genética. E interessante observar também que esses
resultados mostram que esta amostra do DF ndo apresenta diferencas no perfil de
ancestralidade genética em relagdo ao Brasil como um todo (cinco regibes, sem
amostras do DF) (tabela 03).

Tabela 03. Teste Z para a comparacao das proporc¢des de ancestralidade genética entre o
DF e as demais regides geograficas do Brasil. Os dados do DF foram gerados pelo presente

estudo e os demais fazem parte do estudo de Souza et al. 2019.

Regido (N) Proporcéo % Proporcéo % Propor¢éo %
AFR EUR NAM
(z; p valor) (z; p valor) (z; p valor)
DF (104) 19,8 69,9 8,6
Centro Oeste 23,4 63,4 13,2
(1053) (0,50; 0,478) (1,46; 0,22) (1,40; 0,23)
Norte (3092) 19,9 52,9 27,2
©0; 1) (11,01; 0,001) (16,89; 3,96 %)
Nordeste (7891) 28,8 55,3 15,8
(3,63; 0,056) (8,27; 0,004) (3,49; 0,06)
Sudeste (8791) 24,2 66,6 9,4
(0,85; 0,35) (0,36; 0,54) (0,01; 0,91)
Sul (11078) 10,9 80,0 8,9
(7,46; 0,006) (5,93; 0,015) ©; 1)
Brasil (31851) 22,6 (0,31; 0,57) 62,4 (2,17; 0,14) 14,7 (2,61; 0,10)

E importante ressaltar que comparamos resultados de estudos cujas inferéncias
de ancestralidade genética foram obtidas a partir de diferentes tipos de marcadores
(STRs, AIMs, SNPArray) e diferentes populacdes parentais de referéncia, portanto é
possivel que hajam ruidos introduzidos por esses fatores; Nao obstante, o Teste Z
comumente é influenciado pelo desvio padrdo. No capitulo 1 da tese observamos que
h& diferencas significativas entre as estimativas de ancestralidade obtidas a partir de
alguns painéis de AIMs e de SNPArray. Souza et al (2019) também observam que ha
discrepancias significativas nas inferéncias de ancestralidade genética de acordo com
o tipo de marcadores utilizado. Outra diferenga entre 0 nosso estudo com os demais &
que estamos usando o modelo de miscigenagéo tetra-hibrido (AFR, EUR, NAM e EAS),
enquanto os demais estudos usaram o modelo tri-hibrido (AFR, EUR, NAM). Nossa
escolha pelo modelo tetra-hibrido se deu pelas informacdes descritas no questionario

demografico sobre a presenca de ancestrais de origem
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japonesa na nossa amostra do DF. Portanto, os resultados devem ser interpretados

com ressalvas.

7.3 Perfil da ancestralidade genética no DF e modelo demografico de migracao

A partir das informacgdes obtidas no questionario demografico foi possivel obter
informacgdes a respeito da regido do Brasil onde nasceram os pais de cada participante.
Com essa informacao buscamos verificar como os padrdes de migracéo influenciam na
composicdo da ancestralidade genética na populacdo do DF. Nosso teste consistiu ha
criacdo de um modelo demogréfico simples no qual usamos as proporcdes de
ancestralidade genética determinadas para cada regido geografica do Brasil, de acordo
com Souza et al (2019), e multiplicamos pela proporcédo de imigrantes de cada regido
do Brasil informada na nossa amostra (Tabela 04). As estimativas inferidas e
observadas foram comparadas a partir de um teste de x2 (qui-quadrado) (Tabela 05). O
teste ndo revelou diferencas significativas entre o observado e o esperado (p-valor =
0,1353), sugerindo que esse modelo demogréafico de migracdes é condizente com as

proporcdes de ancestralidade observadas no nosso estudo.
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Tabela 04. Modelo demografico simplificado de miscigenacdo do DF. A porcentagem de
imigrantes foi obtida a partir de informag6es sobre onde nasceram os pais dos participantes da
amostra do DF. A proporcao de ancestralidade para cada regido do Brasil foi obtida do trabalho
de Souza et al (2019) e consiste numa média ponderada pelo tamanho amostral de cada
regido. A propor¢do de contribuicdo para o DF é a multiplicacdo entre a propor¢do de

imigrantes pela proporcao de ancestralidade média em cada regido.

Regiao Imigrante Ancestralidade Souzaet al Contribuicédo
(%) (2019) (%) para o DF (%)
Sudeste 43,64 AFR 24,2 10,56
EUR 66,6 29,06
NAM 9,4 4,10
Nordeste 38,22 AFR 28,8 11,0
EUR 55,3 21,13
NAM 15,8 6,04
Centro- 9,39 AFR 23,4 2,2
Oeste
EUR 63,4 5,95
NAM 13,2 1,24
Norte 5,52 AFR 19,9 1,98
EUR 52,9 2,92
NAM 27,3 1,50
Sul 1,65 AFR 10,9 0,18
EUR 80,0 1,32
NAM 8,9 0,15
TOTAL AFR 22,6 25,02
EUR 62,4 60,38
NAM 14,7 13,03

Tabela 05. Teste do modelo demografico migratério para o DF. A ancestralidade observada
refere-se aquela inferida para a amostra do DF e a esperada aquela estimada a partir do

modelo demogréfico de miscigenacéo (Tabela 04).

Ancestralidade Observada Esperada X2

AFR 19,8 25,02 1,08
EUR 66,95 60,38 0,71
NAM 8,57 13,02 1,52
TOTAL 2,23*

* p-valor = 0,1353
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7.4Anélise Genética Utilizando marcadores situados no Cromossomo X

O cromossomo X tem um modelo de heranca genética distinto entre homens e
mulheres. Os homens recebem o cromossomo X de suas maes, enquanto que as
mulheres herdam tanto da mae quanto do pai. Isso faz com que a dinamica dos
processos evolutivos e de recombinagdo genética seja distinta nesse cromossomo em
relacdo aos autossémicos. Nesse sentido, se pensarmos num modelo demogréfico
simples onde o tamanho efetivo de homens e mulheres seja igual, seria esperado que
o tamanho efetivo para o cromossomo X fosse %, por que ha trés cromossomos X para
cada quatro cromossomos autossomicos na populacdo. Desvios dos % no tamanho
efetivo populacional pode indicar diferentes histérias na contribuicio de homens e
mulheres nessas populacfes, fendmeno esse conhecido como casamento direcional.
Num processo de miscigenacdo com contribuicdo igual de homens e mulheres da
mesma ancestralidade, espera-se que a razdo entre a média de ancestralidade no
cromossomo X pela média de ancestralidade autossémica seja igual a 1. Um processo
de miscigenacdo com maior contribuicio de homens de uma determinada
ancestralidade leva a uma redugcdo na média dessa ancestralidade no cromossomo X
em relagdo aos autossomos. Por outro lado, uma maior contribuicdo de mulheres de
uma dada ancestralidade leva a um aumento na média dessa ancestralidade no
cromossomo X em relacdo aos autossomos.

Para verificar possiveis perfil de casamentos direcionais na nossa amostra,
inferimos a ancestralidade genética para o cromossomo X e comparamos com a dos
demais autossomos (tabela 06). Para averiguar se h& diferencas e heterogeneidade na
distribuicdo dos componentes ancestrais entre 0s cromossomos, aplicamos o método
CAND (figura 07), esse método leva em consideracao a diferenga entre a média de um
dado componente ancestral entre o cromossomo de interesse e a média dos demais
cromossomos entre os individuos da amostra e entre os cromossomos do individuo.
Esse método, testa a hipotese nula que a diferenca entre as médias das propor¢cdes de
ancestralidade entre o cromossomo de interesse e os demais é igual a zero.

Observamos diferenca significativa na propor¢cdo do componente genético Nativo
Americano com relagdo ao cromossomo X nas amostras do Distrito Federal em
comparacdo aos cromossomos autossémicos. Essa diferenca corresponde a um
aumento médio deste componente ancestral (0,086 nos autossomos para 0,138 no

cromossomo X; p-valor = 0,001), indicando maior contribuicdo de mulher de origem
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Nativo Americana. Também observa-se uma redugdo na média de ancestralidade
Europeia no cromossomo X em relacdo aos autossémicos (63,15% e 69,95%; p-valor =
0,006), indicando maior contribuicio de homens de origem europeia. Para o0s
componentes ancestrais africanos e leste asiatico, ndo observa-se diferencas
significativas, indicando que a contribuicdo de homens e mulheres foi equivalente.

Até o momento, poucos estudos averiguaram a ancestralidade genética com base
em marcadores genéticos situados no cromossomo X de amostras brasileiras.
Contudo, padrbes semelhantes ao observado no nosso estudo foram reportados por
Ongaro et al (2019) para popula¢cdes de Salvador (BA), Bambui (MG) e Pelotas (RS),
com desvios significativos da ancestralidade do X em relagcdo aos autossémicos para
as proporcdes de ancestralidade europeia e nativo americana, mas nao para a

africana.

Tabela 06. Inferéncia média em porcentagem da ancestralidade genética estimada para

cromossomos autossdmicos, sexuais (X e Y) e DNA mitocondrial (mtDNA).

Inferéncia Africana Europeia Nativa Leste
Ancestralidade (%) (%) Americana Asiatica

0,

(%) (%)
Autossdmicos 19,2 69,95 8,6 1,7
Cromossomo X 21,9 63,15 13,8 2,1
Cromossomo Y 9,3 90,7 - -
mtDNA 37,5 31,7 28,8 1,9
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Figura 07. Heterogeneidade na contribuicdo ancestral entre os cromossomos. O eixo X representa 0s
cromossomos autossdémicos e o cromossomo X. O eixo Y representa o p-valor (em escala -log10, com corregédo de
Bonferroni) calculado a partir do método CAnD para a deteccdo de heterogeneidade nas propor¢cbes de cada
ancestralidade genética. A linha preta horizontal representa o limiar de significancia. As cores vermelha, azul, laranja
e verde representam 0s componentes ancestrais africano (AFR), europeu (EUR), leste asiatico (EAS) e nativo
americano (NAM) respectivamente.

7.5Analise Genética Utilizando marcadores situados no cromossomo Y

O cromossomo Y apresenta heranca uniparental paterna, ou seja, € transmitido
apenas do pai para o filho. Durante décadas, o mapeamento das variacdes genéticas
no cromossomo Y e como elas séo distribuidas mundialmente sdo temas de diversos
estudos (Jobling 2001). Hoje é reconhecido que muitas dessas variacdes genéticas sao
restritas ou encontradas com maior frequéncia em determinadas regides geograficas.
Com o uso desta informacao, é possivel tracar um mapa das migracées humanas e de
haplogrupos geografico-especificos. O Y Chromosome Consortium
(https://lisogg.org/wiki/Y _Chromosome_Consortium) definiu regras para agrupar as
mutacOes de acordo com a relacdo entre elas, estabelecendo dessa forma a arvore
filogenética das variantes genéticas do cromossomo Y. Por convencao, os haplogrupos
do cromossomo Y, que corresponde aos principais ramos da arvore filogenética, sao
agrupados por letras maiusculas que vao de A até R (YCC 2002). A figura 08 mostra a
distribuicdo global dos principais haplogrupos do cromossomo Y.
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Figura 08 Distribuicdo global dos haplogrupos do cromossomo Y. Cada circulo representa uma amostra
populacional com a frequéncia dos 18 principais haplogrupos do Y : A,B,C,D,E,F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q,
R. Os numeros representam as seguintes populagfes: 1, 'Kung; 2, Pigmeus Biaka; 3, Bamileke; 4, Fali; 5,
Senegalés; 6, Berberes; 7, Etiopes; 8, Sudaneses; 9, Bascos; 10, Gregos; 11, Polonés; 12, Saami; 13, Russos; 14,
Libanés; 15, Iranianos; 16, Kazbegi (Geodrgia); 17, Kazaks; 18, Punjabis; 19, Uzbeques; 20, Floresta Nentsi; 21,
Khants; 22, Evenks Orientais; 23, Buryats; 24, Evens; 25, Esquimds; 26, Mongois; 27, Evenks; 28, Han do Norte; 29,
Tibetanos; 30, Taiwanés; 31, Japonés; 32, Coreanos; 33, Filipinos; 34, Javanés; 35, Malaios; 36, Nova Guiné
Ocidental (terras altas); 37, Papua Nova Guiné (costa); 38, Australianos (Arnhem); 39, Australianos (deserto
arenoso); 40, Cook Islanders; 41, Taitianos; 42, Maori; 43, Navajos; 44 Cheyenne; 45, Mixtec; 46, Makiritare; 47
Cayapa; 48 Inuit Groelandia. Fonte: Jobling MA, Tyler-Smith C. The human Y chromosome: an evolutionary marker
comes of age. Nat Rev Genet. 2003 Aug;4(8):598-612. doi: 10.1038/nrg1124.

Os haplogrupos do cromossomo Y da nossa populacdo de estudo foram
analisados, utilizando o programa SNAPPY (Serverson et al., 2018), com base em 508
SNPs sobrepostos com o ISOGG Y Tree. A partir da distribuicdo mais frequente dos
haplogrupos nas populagbes parentais, foi estimada sua contribuicdo na populacdo
masculina do Distrito Federal. Observou-se que 90,7% dos haplogrupos sao de origem
europeia e 9,3% de origem africana. Esses resultados sé&o similares aos reportados no
estudo prévio do nosso grupo sobre o DF (90% EUR, 8,5% AFR e 1,5% NAM)
(Barcelos, 2006).
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Chama a atencao o valor expressivo de haplogrupos com origem europeia, porém
cabe revisitar a histéria de formacdo da populagcdo do DF, que remonta a grande
maioria de imigrantes vindo do sudeste e nordeste. Estes, por sua vez, ja vinham de
regibes cenarios de um processo de colonizagdo com relacionamentos completamente
assimétricos onde homens africanos e indigenas pouco ou nulamente tiveram a chance
de transferir seus alelos para as proximas geragdes (Pena et al., 2011).

Resque et al (2016) realizou uma investigacao sobre haplogrupos do cromossomo
Y no Brasil, no intuito de compreender a estrutura genética de linhagens masculinas no
pais, analisando um conjunto de 41 Y-SNPs em 1217 homens ndo aparentados das
cinco regides geopoliticas brasileiras. O estudo revelou que em média a populacéo
brasileira apresenta 88% de ancestralidade europeia, 9% africana e 3% nativo
americana. Algumas variagcoes destas propor¢cdes foram observadas entre as regidoes
do pais. A amostra da regido Norte apresentou a maior propor¢cdo de ancestralidade
nativo americana (8,1%), enquanto a contribuicdo africana mais acentuada pbde ser
observada na populacdo do Nordeste (15,1%). As amostras do Centro-Oeste e do Sul
apresentaram as maiores contribuicbes europeias (95,7% e 93,6%, respectivamente).
A regido Sudeste apresentou importantes contribuicbes europeias (86,1%) e africanas
(12,0%). A partir da realizacdo do teste z, verificamos que ndo ha diferencas
significativas nas propor¢des de ancestralidade do cromossomo Y entre o DF e as
demais regibes do Brasil (tabela 07). Quando comparamos o perfil das linhagens
patrilineares do DF com outras regides brasileiras (Figura 09), o que se percebeu foi o
DF seguindo o padrao originario da propor¢cao de ancestralidade das duas regides que

doaram o maior niumero de imigrantes (Sudeste e Nordeste), como discutido acima.
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Tabela 07. Comparacdo das proporcdes de ancestralidade genética inferida para o

cromossomo Y entre o DF e as demais regifes geograficas do Brasil utilizando teste Z.

Os dados do DF foram gerados pelo presente estudo e os demais fazem parte do estudo de

Resque et al (20

16).

Regido (N)

Proporcéo %
AFR (z; p valor)

Proporcéo %
EUR (z; p valor)

Proporcéo %
NAM (z; p valor)

Distrito Federal (43)
Centro Oeste (135)

Norte (272)
Nordeste (243)
Sudeste (330)
Sul (237)

9,3
3,1 (1,62; 0,20)
6,7 (0,08; 0,76)
14,1 (0,37; 0,54)
11,1 (0,01; 0,92)
3,9 (1,31; 0,25)

90,7

95,4 (0,60; 0,44)

85,2 (0,53; 0,46)

84,7 (0,63; 0,42)

87,4 (0,14; 0,70)
94 (0,22; 0,63)

0
1,5 (0; 1)
8,1 (2,88; 0,09)
1,2 (0; 1)
1,5 (0; 1)
2,1(0,1; 0,74)

Brasil (1217)

8,7 (0; 1)

88,2 (0,07; 0,79)

3,1(0,51; 0,47)

Brasil

Nordeste

Distrito Federal

Figura 09. Estimativas de ancestralidade obtidas a partir da analise de marcadores genéticos situados

no cromossomo Y. A figura representa as propor¢des médias de ancestralidade genética inferida para os

haplogrupos do cromossomo Y. As inferéncias para cada uma das cinco regides geogréficas e para o Brasil

sdo do estudo de Resque et al. (2016). A inferéncia para o Distrito Federal foi realizada no presente estudo.

As ancestralidades europeia, africana e nativo americana sdo representadas pelas cores azul, verde e

vermelho respectivamente. Fonte: Resque et al. (2016) (Modificada).
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A nivel de comparacdo, vale ressaltar que mesmo nas populacbes afro-
descendentes do nordeste e sudeste, as propor¢cdes de linhagens patrilineares de
origens europeias estdo na orden de 34% e 63%, respectivamente (Abe-Sandes et al.
2004; Abe-Sandes et al. 2004, Guerreiro-Junior et al. 2009, Kimura et al., 2017). Isso
reforca a forga da presencga masculina de origem europeia no processo de colonizacao
e seu reflexo nas populagdes brasileiras atuais.

Na tabela 08, esta apresentada a proporcdo de cada haplogrupo observado na
populacdo do DF. O haplogrupo mais representativo foi o R1blalbla de origem
europeia, com 55,81% de representatividade. O haplogrupo R1lblalb é a linhagem
europeia mais comum, cerca de 60% dos portugueses e espanhdis apresentam este
haplogrupo, ele também & comum em paises como Alemanha (50%) (Myres et al.,
2011) e ltalia (47%) (Grugni et al., 2018). Seguindo com maior valor expressivo na
amostra do DF estad o G2a (9,30%), também um haplogrupo de origem europeia, mais
especificamente oeste e regido do caucaso (Broushaki et al., 2016). O haplogrupo G2a
foi observado com frequéncia de 18% na Arménia e 11% na Turquia (Cinnioglu et al.,
2004), além de ser comum no oeste da Austria com frequéncia variando entre 11% e
40% (Berger et al., 2013). Por fim, observa-se os haplogrupos Elbla, J2al e J2b todos
com 6,98% de representatividade. Com relacdo aos haplogrupos J2al e J2b estes
ocorrem com maior frequéncia em paises do Oriente Médio e sul da Europa. Esses
dois haplogrupos também sao frequentes em descendentes de judeus, com frequéncia
de 40% nos grupos sefaraditas (Semino et al., 2004). A literatura diz que a presenca
do haplogrupo J em nossa populacdo se deu pela migracdo europeia, m especial pelos
portugueses e italianos (Rosser et al., 2000; Semino et al.,, 2004). Elbla € um
haplogrupo com origem Africana, comum nos grupos subsaarianos. E interessante
também reportar a observacéo do haplogrupo Ela (2,33%), o qual é restrito aos grupos

nao Bantu, ocorrendo na regido de Senegal e Burkina Faso (de Filippo et al., 2011).
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Tabela 08. Haplogrupos identificados na populacdo brasileira. Lista de haplogrupos
identificados na populagédo brasileira. Ocorréncia geografica mais frequente fora do Brasil
(referida como “origem”). Porcentagem observada no Distrito Federal (DF), Brasil (BR), regides
Norte (N), Nordeste (NE), Centro-Oeste (CO), Sudeste (SE) e Sul (S). O dado do DF
corresponde ao presente estudo, os dados do Brasil e das cinco regides geogréficas sdo do
estudo de Resque et al (2016). Em parénteses esta o tamanho amostral (n).

Haplogrupo Origem DF BR N NE Cco SE S
(43) (1217) (272) (243) (135) (330) (237)
Ela Africana 2,32% 0,2% 0,6% 0,6% 0 0 0
Elbla Africana 6,98% 8,5 6,1% 12,3% 3,1% 10,6% 3,9%
Elb1b-M35 Africana 0 0,4% 0 1,2% 0 0,5 0
Elblb Europeia 0 10,5% 7,8% 9,9% 10,3% 12,8 % 10,4 %
G Europeia 9,3% 5,1% 5,4% 7,4% 3,1% 2,7% 6,9%
I Europeia 6,98% 8,9% 10% 11,5% 6,1% 8,2% 7,7%
J Europeia 13,96% 10,1% 9,6% 10,3% 16% 9,4% 8,2%
K Europeia 2,3% 2,2% 2,6% 1,2% 3,7% 2,1% 2,1%
Q Americana 0 3,1% 8,1% 1,2% 1,5% 1,8% 2,1%
Rlbla Europeia 58,1% 51,6% 50% 44 5% 56,7% 51,9% 58,7%

7.6 Andlise Genética Utilizando marcadores situados no DNA mitocondrial

A filogenia do mtDNA é classificada em haplogrupos principais caracterizados
pelos Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP - Single Nucleotide Polymorphism)
formados durante a histéria evolutiva humana (Stewart & Chinnery, 2015; Gomez et al.,
2014). Populacdes préximas e/ou com origem comuns apresentam haploétipos que, da
mesma forma, compartilham polimorfismos comuns. Ao conjunto de haplétipos: nos
referimos como haplogrupo (Torroni et al., 1993). A figura 10 apresenta um mapa
representativo das migracfes populacionais e distribuicdo geografica dos principais

haplogrupos de mtDNA.
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Figura 10. Mapa mundial representativo das migrac6es populacionais e distribuicdo geografica dos
principais haplogrupos de mtDNA. Como o DNA mitocondrial (mtDNA) é herdado uniparentalmente, ele sofre
recombinacéo insignificante no nivel da populacdo, e as muta¢des adquiridas ao longo do tempo subdividiram a
populacdo humana em varios haplogrupos discretos. Os principais haplogrupos surgiram 40.000-150.000 anos
antes do presente (YBP) e definiram diferentes populacdes humanas a medida que migravam da Africa e povoavam
o globo. A raiz africana foi a fonte de quatro linhagens especificas para a Africa subsaariana: LO, L1, L2 e L3
(130.000-200.000 YBP). Mais dois haplogrupos, M e N, surgiram do haplogrupo africano L3 65.000-70.000 YBP
para povoar o resto do mundo. Com a migracéo dos humanos, o haplogrupo N foi direcionado para a Eurasia e as
linhagens do haplogrupo M se mudaram para a Asia, dando origem aos haplogrupos A, B, C, D, G e F. Na Europa, 0
haplogrupo N deu origem ao haplogrupo R, que é a raiz do os haplogrupos europeus H, J, T, U e V, que surgiram
39.000-51.000 YBP126. Os haplogrupos S, P e Q sdo encontrados na Australasia e foram formados ~48.000 YBP,
e os haplogrupos A, B, C e D surgiram <20.000 YBP e povoaram o Leste Asiatico e as Américas. Fonte: Stewart JB,
Chinnery PF. The dynamics of mitochondrial DNA heteroplasmy: implications for human health and disease. Nat Rev
Genet. 2015 Sep;16(9):530-42. doi: 10.1038/nrg3966.

A partir da distribuicdo dos haplogrupos de acordo com a origem geogréafica
investigamos também a contribuicdo parental da populacdo feminina do Distrito
Federal. Os haplogrupos do mtDNA foram inferidos com o software HaploGrep3.0. A
tabela 09 apresenta a proporgédo de cada haplogrupo na amostra de Brasilia. Em maior
representatividade observa-se o haplogrupo H2 (39,42%). O haplogrupo H abrange
praticamente toda a variabilidade de mtDNA da Europa (Pereira et al., 2000). Em
seguida nota-se o L2 (20,19%), é uma linhagem de DNA mitocondrial caracteristica da
Africa Subsaariana (Salas et al., 2002); os haplogrupo A (10,6%) e B (11,53%)
representam matrilinhagens nativo americanas (Gongalves et al., 2010).

Identificamos cerca de 37,5% dos haplogrupos de origem africana, 31,7%

europeia, 28,8% nativo americana e 1,9% do leste asiatico (Tabela 09). O reflexo na
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populacdo do DF ndo foi diferente, as andlises do cromossomo Y e do mtDNA
mostraram a consequéncia do fendbmeno demografico de acasalamento direcional, de
homens com expressiva ascendéncia européia e mulheres com ascendéncia africana,
nativa americana e europé€ia. Ao comparar nossos resultados com a literatura
observamos no Centro-Oeste: 24% de europeus, 31% de africanos e 44% de nativo-
americanos (Joerin-Luque et al., 2022). Na regido Norte a proporcdo é de 54% dos
haplogrupos de origem nativo americana, 31% europeia e 15% africana. Na regiédo
Nordeste: 44% dos haplogrupos de origem africana, 34% origem europeia e 22% nativo
americana. No Sudeste 34% africana, 33% nativo americana e 31% europeia. E na
regido Sul, a matrilinhagem de origem europeia é representada por 66% europeia
enquanto a africana e nativo americana estdo representadas por 22% e 12%
respectivamente (Alves-Silva et al.,, 2000). Ao compararmos as proporgcdes das
ancestralidade observadas no DF com outras regides do Brasil, observamos diferencas
significativas entre o componente africano com as regides Norte (p-valor=0,009) e Sul
(p-valor=0,001), entre 0 componente europeu com a regido Sul e entre 0 componente
nativo americano com as regifées Centro-Oeste (p-valor=0,008) e Norte (p-valor=0,005).
Nao foi obsevada diferencas significativas entre a média da populagdo brasileira e 0 DF
(Tabela 10).

Vale ressaltar que os dados gerados no presente estudo e os demais estudos
apresentam diferencas metodoldgicas importantes. Enquanto estamos inferindo os
haplogrupos a partir de 200 SNPs no mtDNA, o estudo de Alves-Silva et al (2000)
determinou os haplogrupos pela avaliagcdo da regido hipervariavel | do mtDNA e o
estudo de Joerin-Luque et al (2022) por captura pelo sequenciamento de exomas.

Portanto, os resultados devem ser interpretados considerando essa ressalva.
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Tabela 09. Haplogrupos mitocondriais identificados no presente estudo. Lista de

haplétipos do mtDNA observados na amostra do DF, proporcéo (%), ocorréncia geografica

mais frequente fora do Brasil (referida como origem geografica) e a propor¢cao da origem

geogréfica.
Haplogrupo Proporcéo (%) Ocorréncia Proporcédo de origem
Geogréafica mais geogréfica (%)
frequente
A 12,5
B 14,4
NAM 28,8
C 1,92 EAS 1,92
D 1,92
L 37,5 AFR 37,5
H 24,1
J 4,8
U 1.9 EUR 31,7
Y, 0,9

Tabela 10. Teste Z para a comparacdo das proporcBes de ancestralidade genética

inferida para o mtDNA entre o DF e as demais regifes geograficas do Brasil. Os dados do

DF foram gerados pelo presente estudo e os demais fazem parte do estudo de Alves-Silva et al

(2000) e Joerin-Luque et al (2022).

Regido (N) Proporcéo % AFR Proporcéo % EUR Proporcédo % NAM
(z; p valor) (z; p valor) (z; p valor)
DF (104) 37,5 31,7 28,8
Centro Oeste 31 24 44
(323) (1,23; 0,26) (2,05; 0,15) (6,93; 0,008)
Norte (48) 15 31 54
(6,83; 0,009) (2,260 ; 1) (7,92; 0,005)
Nordeste (50) 44 34 22
(0,35; 0,55) (0,01;0,92) (0,49; 0,48)
Sudeste (99) 34 31 33
(0,14; 0,71) (2,990 ;1) (0,24; 0,62)
Sul (60) 12 66 22
(10,99; 0,001) (16,78 ; 4,19°) (0,59; 0,44)
Brasil (580) 28 (3,38; 0,07) 39 (1,69; 0,19) 33(0,53; 0,46)
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7.7Analise de percepcdo: ancestralidade genética e origem dos avos

7.7.1 Ancestralidade genética no mtDNA e a origem da avé materna

Com base nas respostas do questionario, comparamos a origem informada da
avo materna com o resultado de ancestralidade do mtDNA (figura 11 e 12). Foi possivel
observar: (i) 40,38% dos participantes nao informaram ou desconhecem a origem
ancestral da avo materna; (i) dentre os que dizem conhecer (59,62%), houve
correspondéncia entre a origem informada e a inferida pelo mtDNA em 41,93% dos
casos. (iii) dentre aqueles com mtDNA de ancestralidade Africana: ha correspondéncia
de 12,5% entre a origem informada e a inferida; (iv) dentre aqueles com mtDNA de
ancestralidade Europeia ha correspondéncia de 93,3% entre a origem informada e a
inferida; (v) dentre agueles com mtDNA de ancestralidade Asiatica: ha correspondéncia
de 100% entre a origem informada e a inferida; (vi) dentre agueles com mtDNA de
ancestralidade Nativo Americana: ha correspondéncia de 36,3% entre a origem
informada e a inferida (Tabela 11).
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Figura 11. Percepg¢do sobre a origem da Avo materna e concordancia com a ancestralidade genética no
mtDNA. O eixo X representa a ancestralidade inferida para o mtDNA. O eixo Y representa a porcentagem de
concordancia ou divergéncia entre origem das avés maternas informadas pelos participantes e a inferida no mtDNA.

A cor laranja representa as concordancias e a cor azul as divergéncias observadas.
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Figura 12. Percepcdo sobre a origem da Avd materna e a ancestralidade genética no mtDNA. O eixo X
representa a ancestralidade inferida para o mtDNA, o eixo Y a porcentagem de origem das avos maternas
informadas pelos participantes.

Por fim, aplicamos o teste binomial exato para verificar a hipétese nula de haver
correspondéncia acima de 95% entre a ancestralidade inferida no mtDNA e a origem
da avé materna informada (Tabela 11). Observamos que ha elevada correspondéncia
para a ancestralidade europeira (93,3%; p-valor=0,54) e leste asiatica (100%; p-
valor=1). Por outro lado, tanto a ancestralidade africana, como nativo americana
tiveram discrepancias significativas (p-valor<2,15°7) e correspondécia inferior a 37%

entre a infencia do mtDNA e a origem informada da avé materna.

Tabela 11. Teste binomial exato comparando a ancestralidade encontrada no mtDNA e a

correspondéncia com a origem informada da avé materna.

Ancestralidade Correspondéncia Divergéncia Total  Probabilidade de p-valor
mtDNA sucesso
AFR 1 7 8 0,125 5,97-0°
EUR 14 1 15 0,933 0,54
NAM 4 7 11 0,363 2,157
EAS 2 0 2 1 1
TODAS
(AFR+EUR+ 21 15 36 0,58 6,211
EAS+NAM)
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7.7.2 Ancestralidade genética no cromossomo Y e a origem do avd paterno

Comparamos entre os homens, a origem ancestral informada para o avd paterno
(figura 13 e 14) com o resultado de ancestralidade do cromossomo Y. Foi possivel
observar: (i) 44,19% dos participantes nao informaram ou desconhecem a origem
ancestral do avd paterno; (ii) dentre os que dizem conhecer (55,81%), houve
correspondéncia entre a origem informada e a inferida para o cromossomo Y em 50%
dos casos. (iii) dentre agueles com cromossomo Y de ancestralidade Africana: nao
houve correspondéncia entre a origem informada e a inferida; (iv) dentre aqueles com
cromossomo Y de ancestralidade Europeia ha correspondéncia de 54,16% entre a

origem informada e a inferida.
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Figura 13. Percepcao sobre a origem do Av6 paterno e a ancestralidade genética no cromossomo Y. O eixo X
representa a ancestralidade inferida para o cromossomo Y. O eixo Y representa a porcentagem de concordancia ou
divergéncia entre origem dos avds paternos informadas pelos participantes e a inferida no cromossomo Y. A cor
laranja representa as concordancias e a cor azul as divergéncias observadas.
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Figura 14. Percepcédo sobre a origem do Avd paterno e a concordancia com a ancestralidade genética no
cromossomo Y. O eixo X representa a ancestralidade inferida para o cromossomo Y. O eixo Y representa a

porcentagem de origem dos avds paternos informadas pelos participantes.

Aqui também aplicamos o teste binomial exato para verificar a hipétese nula de
haver correspondéncia minima de 95% entre a ancestralidade inferida no cromossomo
Y e a origem do avdo paterno informada (tabela 12). Observamos diferencas
significativas para a percepcéo européia (p-valor=6,63"°) e europeia+africana (6,85%).
Nés ndo testamos o componente africano em separado devido ao baixo namero

amostral (apenas 4 amostras).

Tabela 12. Teste de x* comparando a ancestralidade observada no cromossomo Y e a

correspondéncia com a origem informada do avd paterno.

Ancestralidade Correspondéncia Divergéncia Total Probabilidade de  p-valor
Cromossomo Y sucesso
EUR 13 11 24 0,54 6,630°
AFR 0 2 2 0 0,0025
TODAS 13 13 26 0,50 6,851
(AFR+EUR)
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Esse resultado mostra que por um lado a ancestralidade matriarcal europeia e
asiatica apresenta alta correspondéncia entre a ancestralidade inferida e a informada
(acima de 90%). Por outro, a correspondéncia para a ancestralidade europeia € muito
menor para a ancestralidade patriarcal no cromossomo Y (54%). Uma possivel
interpretacdo a essa discrepancia € que o0s eventos de miscigenacdo mais recentes
sdo mais facilmente distinguiveis na historia genealdgica dos participantes, enquanto
eventos envolvendo miscigenacdo mais antiga sdo mais dificeis de acessar.

Ou seja, esse resultado reflete as muitas camadas da historia da populacdo
brasileira: (i) componentes ancestrais como asiatico e mulheres europeias fazem parte
de um processo mais recente de miscigenacdo no Brasil. Dados historicos mostram
que a migracao nipdnica no Brasil teve inicio em 1908 e o maior fluxo migratério de
mulheres europeia a partir de 1870 (IBGE 500 anos). Assim, o pequeno numero de
geracOes transcorridas até aqui pode retratar com maior fidelidade a informacgéo
genética e origem ancestral das avés; (ii) por outro lado, os componentes ancestrais
matriarcais africanos e nativos americanos fazem parte do processo mais antigo de
miscigenacdo. Sabemos que a partir de 1850 o trafico de africanos escravizados para o
Brasil € proibido, diminuido a entrada do componente africano no pais. Além disso,
inferéncias historicas, indicam que grande parte da populacdo nativa americana foi
dizimada nos primeiros séculos de colonizacdo europeia no Brasil, sugerindo que a
maior parcela da miscigenacdo com nativo americanas ocorre durante os primeiros
séculos da colonizacdo. Deste modo, o maior nimero de geracdes transcorridos e o
continuo processo de miscigenacdo, pode levar a maior discrepancia entre a
ancestralidade genética e a origem ancestral das avds nesses componentes
ancestrais; (iii) por fim, € notorio que o componente partriarcal europeu € majoritario
desde o0 inicio da colonizacdo europeia no Brasil, e 0s sinais de casamentos
direcionais, com assimetria de ancestralidade reforcam o processo de miscigenacao
antigo de homens de origem europeia com mulheres de origem africana e nativo
americana. Para ilustrar como esse processo de antigo miscigenagao pode “distorcer”
a informacdo sobre a origem dos avos dos individuos, vamos tomar como exemplo
alguns quilombos no Brasil, que ja entre seus fundadores apresentam individuos afro-

descendentes com cromossomo Y de origem europeia (ex. Kimura et al., 2017).

O Distrito Federal com sua fundacéo recente (1960), é formado pelo processo
secundario de migragbes internas do Brasil. Onde individuos previamente

miscigenados, migram e se estabelecem no DF. Neste sentido, 0 que observamos é
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gue apenas 58% dos participantes conseguem dizer com precisdo a origem ancestral
das avés maternas e 50% dos participantes homens, conseguem precisar a origem
ancestral dos avds paternos. A seguir descreveremos um pouco mais os perfil

demografico e padrdes migratérios que deram origem a populacao do DF.

8 Analise Demografica

8.1Perfil de migracdo dos pais dos participantes para o DF

Com base na analise dos questionarios aplicados, foi observada uma maior
representatividade de migrantes das regides Sudeste (43,64%) e Nordeste (38,22%)
para o Distrito Federal (Tabela 13). Seguido pelas regides Centro-Oeste (9,39%), Norte
(5,52%) e em menor expressividade estd a regido Sul com 1,65% do percentual de
migracao.

Quando observado o perfil de migragdo destas regibes segundo O género
percebe-se que sdo equivalentes e que ndo héa discrepancia entre a representatividade
de homens e mulheres vindos das regides Norte e Nordeste. J& com relagéo a regido
Centro-Oeste nota-se um maior contingente de mulheres quando comparado aos
migrantes do sexo masculino. Observando o padrdo de migragao da regidao Sudeste
percebe-se uma tendéncia de migracdo maior dos homens. Por fim, para os dados dos
migrantes da regido Sul, vé-se uma representatividade timida para ambos 0s sexos.

As tabelas 13.1 e 13.2 demonstram a propor¢ao das regides de origem dos avos
paternos e maternos dos participantes de pesquisa. Nota-se claramente a forca da
representatividade da origem nas regibes Sudeste e Nordeste. Sobressaindo em
segundo lugar na representatividade da origem as regides Centro-oeste e Norte para

avlos maternos e paternos respectivamente.
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Tabela 13. Perfil de migracéo dos pais dos participantes para o DF, por regido, género e
a representatividade populacional por regido no territério brasileiro de acordo com o IBGE
(2018).

Regido Migracgéo / Mulheres (%) Homens (%) Representatividade

Regiéo (%) Populacional por
regido brasileira
(IBGE,2018)

Sudeste 43,64 40,65 47,19 44,0

Nordeste 38,22 39,56 39,32 30,0

Centro-Oeste 9,39 13,18 5,61 7,25

Norte 5,52 4,39 6,74 8,0

Sul 1,65 2,19 1,12 14,3

Tabela 13.1 Perfil de origem dos avés maternos dos participantes para o DF, por
regiao, género.

Regido Migracao/Regido (%) Mulheres (%) Homens (%)
Sudeste 41,60 44,10 38,60
Nordeste 44,09 41,80 46,60
Centro-Oeste 5,59 6,90 4,00
Norte 3,72 2,30 5,30
Sul 3,10 2,30 4,00

Tabela 13.2 Perfil de origem dos avés paternos dos participantes para o DF, por regido,
género.

Regido Migracado/Regido (%) Mulheres (%) Homens (%)
Sudeste 54,34 51,35 49,27
Nordeste 41,25 41,89 40,57
Centro-Oeste 1,43 0 1,44
Norte 5,59 5,40 5,79
Sul 1,39 1,35 1,44
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Os trés estados mais populosos do Brasil estdo na regido Sudeste. Esta por sua
vez demonstrou contribuir com o maior numero de individuos imigrantes para o DF.
Quando avaliados quais estados teriam sido os maiores "doadores" destes individuos
pode-se observar que em primeiro lugar estd o estado de Minas Gerais perfazendo
(26,5%) do total, seguido por Sdo Paulo (7,98%) e Rio de Janeiro (7,40%).
Representando a regido Nordeste estdo os estados do Maranhdo (9,52%) e Piaui
(8,99%). Goias (9,57%) como maior representante da regido Centro Oeste e 0 Para
(2,11%) como maior representante da regido Norte e (Tabela 14).

O ranqueamento da representatividade de migrantes segundo seus estados de
origem para o DF estd demonstrado na tabela 14.1. Alguma discrepancia na
equivaléncia de representatividade pode-se se dar em funcdo do quantitativo de
individuos participantes da pesquisa desconhecerem ou ndo declararem o local de

origem dos pais.

Tabela 14. Porcentagem de migrantes (pais do participante da pesquisa) para o DF em relacdo
ao estado de origem e comparativo com dados CODEPLAN e IBGE no ano de 2018.

Presente estudo CODEPLAN IBGE (2018)
(2018)

Estado No. individuos Migrantes (%) Migrantes (%) Habitantes/estado
Goias 18 9,52% 12,2% 6.921.161
Distrito Federal 3 1,58% - 2.974.703
Minas Gerais 50 26,45% 16,1% 21.040.662
Sao Paulo 15 7,98% 4,6% 45.,538.936
Rio de Janeiro 14 7,40% 5,3% 17.159.960
Espirito Santo 1 0,52% - 3.972.388
Piaui 17 8,99% 10,6% 3.264.531
Ceara 15 7,98% 7,2% 9.075.649
Maranhéao 18 9,52% 10,6% 7.035.055
Pernambuco 6 3% 3,1% 9.496.294
Paraiba 7 3,70% 4,5% 3.996.496
Bahia 6 3,17% 11,1% 14.812.617
Alagoas 2 1,05% - 3.322.820
Rio Grande do 2 1,05% - 3.479.010
Norte
Acre 1 0,52% - 869.265
Para 4 2,11% - 8.513.497
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Tabela 14.1. Ranking dos estados brasileiros fornecedores de migrantes para o DF

ESTADO Ranking
MG 1°
MA/GO 20
PI 3°
RJ 4a
SP/CE 50
PB 6°
BA 7°
PE 8°
PA 9o
DF 10°
AL /RN 11°
AC/ ES 120
RS 13°

Esses resultados estdo de acordo com o que se conhece sobre a historia de
formacdo do DF. Os fluxos migratorios foram a principal dindmica formadora nos
tempos de construcédo e consolidacdo da capital federal no Planalto Central. Num
primeiro momento esse fluxo trouxe muitos trabalhadores para trabalhar na area da
construcéo civil, desde especialista no ramo de construcdo aos pedes que trabalhavam
nas obras. Em seguida, comerciantes e prestadores de servicos também se
estabelecem na nova capital. Devido ao rapido e desordenado crescimento urbano, o
governo cria as "cidades-satélites" ou "cidades-dormitérios", ou seja as regifes
administrativas, cuja estrutura era inferior a do Plano Piloto e eram destinada aos
trabalhadores e a populacédo, em geral, com menor poder aquisitivo que chegavam
para trabalhar em Brasilia. A contribuicdo de imigrantes das regides Nordeste e
Sudeste do Brasil na construcdo e consolidacdo de Brasilia sdo notorios. Além disso,
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h& relatos de fluxos migratérios mais intensos até a década de 1980. Apds esse
periodo, as migracdes diminuem, mas o DF ainda recebe imigrantes de diferentes
regides do pais todos os anos (CODEPLAN, 2018).

Também é possivel encontrar registros que a migracdo nordestina para o DF
ocorre principalmente em dois momentos. O primeiro, caracterizado pela seca de 1958
no Nordeste, que impulsionou a forca de trabalho de centenas de migrantes
nordestinos para a regido do Distrito Federal. E a segunda, na década de 80, quando
houve uma explosao da populacédo urbana no DF, levando a criacdo de novas regifes
administrativas como Samambaia, Riacho Fundo, Quadras Lucio Costa, Santa Maria,
Recanto das Emas. Estas regides estavam sob “administracdo” unicamente do
governante Joaquim Roriz (1988-1994). O cenéario era conhecido como “curral
eleitoral”, havendo grandiosos assentamentos urbanos, e destes, distribuicdo de lotes a
familias carentes, o que naturalmente atraiu migrantes de todo Brasil, e mais

expressivamente, da regido Nordeste (Manicoba, 2019).

8.2 Perfil de distancia marital e a preferéncia desta unido entre regides

Quando analisada a origem regional dos pais dos participantes de pesquisa,
observou-se uma preferéncia matrimonial de 51,2% entre individuos da mesma regiao
geografica. Com maior expressividade de casos nas regides Sudeste e Nordeste
(Tabela 15), que sdo os mais representativos em nossa amostra. Fora deste cenario, a
preferéncia matrimonial se mostrou entre individuos da regido Sudeste por individuos
da regido Nordeste, seguido pela unido de individuos do Centro-Oeste e Sudeste. Este
padrdo corrobora com o perfil da amostragem mais expressiva de individuos destas
trés regides: SE, NE e CO respectivamente na regiao do DF.

Ainda poOde-se observar que a diversidade de unido matrimonial entre estes
individuos fora da mesma regido € maior em individuos mais jovens (pais dos
participantes de pesquisa) quando se compara ao perfil dos avdés maternos e paternos.
Segundo as declara¢cbes do nosso grupo amostral, a quase totalidade dos matriménios
dos avos foi estabelecida entre individuos das regiées Nordeste entre si e Sudeste da
mesma forma. Neste contexto (avés do participante), o nUmero pouco expressivo de
casos de matrimbénio entre individuos de regides distintas sugere que estes, pouco
migravam. Esta estimativa € parcial em funcdo dos casos de desconhecimento do

participante de pesquisa a respeito desta informacéo, se fazendo importante considerar
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que ha lacunas nas informagcBes a respeito das origens dos avos tanto maternos
quanto paternos (27,61% dados nao informados). Os dados faltantes de avds maternos

e paternos corresponderam a 23,33% e 31,90% respectivamente.

Tabela 15. Amostragem do perfil estimado de preferéncia matrimonial entre
individuos (pais do participante da pesquisa) de acordo com a regido o pais
(N=Norte, NE=Noreste, CO= Centro-Oeste, SE=Sudeste e S= Sul)

Regides Proporcéo
NE -NE 22 (26,2%)

SE - SE 19 (22,6%)
NE- SE 19 (22.6%)

SE-CO 10 (11,9%)
N - NE 3 (3,6%)

CO - NE 3 (3,6%)
S-SE 3 (3,6%)
N- N 2 (2,4%)
CO-N 1(1,1%)
N - SE 1(1,1%)

84 CASAIS

Analisando o estado de origem de migracdo do grupo amostral feminino e
masculino (Tabela 16) observa-se que a representacao feminina da regidao Sudeste tem
forte origem no estado de Minas Gerais, bem como no estado do Piaui na regido
Nordeste. No que se refere a regido Centro-Oeste a grande representatividade esta no
estado de Goias. A regido Norte esta representada pelo estado do Tocantins. Ja o
grupo amostral masculino da regido Sudeste também revelou forte representacdo do
estado de Minas Gerais. A maior representatividade da regido Nordeste tem origem no
estado do Maranhéo, seguido do Estado do Ceara. Goias representa a regidao Centro
Oeste e a regido Norte esta representada pelo estado do Tocantins. Na ultima linha, da
mesma tabela, vé-se para cada género a descricdo dos estados de menor

expressividade de migracéo
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Tabela 16. Perfil de migracdo da regiao de origem (pais do participante) por género.

Regido de origem das MULHERES

Regido de origem dos HOMENS

GO -12,37% GO - 6,52%
Pl -11,34% Pl - 6,52%
MG 26,32% MG - 28,26%
RJ - 6,18% RJ - 8,69%
SP - 8,24% SP - 7,60%
CE-5,15% CE- 10,86%
MA - 7,21% MA - 11,95%

RS-0 RS-0
PE - 3,09% PE - 3,26%
AC -1,03% AC-0
PB - 6,18% PB - 1,08%
BA - 6,18% BA - 4,34%
AL - 1,03% SE - 1,08%
RN - 1,03% PR -1,08%
PA -1,03% PA- 3,26%

ES-0 ES-1,08%

A tendéncia a maior proporcdo de casamentos entre pessoas da mesma regido
geografica é algo reportado na literatura. Além disso, um estudo revela que o0s
brasileiros tendem a se casar com individuos com ancestralidade similar, seja ela
caracterizada por caracteristica fenotipica, cultural, social ou geografica (Kehdy et al.,
2015). Os autores do estudo ainda discutem como esse comportamento matrimonial
atua na interface entre cultura e biologia e sugerem que apdés 5 séculos de
miscigenacao essa pode ser uma das razdes por ndo haver um dissociacao total entre
a ancestralidade genética e fenétipos como cor da pele e, até mesmo classificacéo

étnico-racial nas populagdes miscigenadas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Este é o0 estudo genético e demografico mais completo realizado na populagédo do
Distrito Federal. A partir das inferéncias de ancestralidade obtidas pelos dos diferentes
tipos de cromossomos (autossomicos, sexuais (X e Y) e mtDNA) e associando essas
informacdes com dados demograficos dos mesmos individuos, revelamos diferentes
nuances da historia do DF.

Pela primeira vez, as contribuicdes genéticas do leste asiatico foram avaliadas
nessa populacdo. Esse componente ancestral, apesar de minoritario na populacdo do
DF (1,96%) revelou estar presente em 50% do genoma de 3 individuos. Corroborando
e justificando nossa escolha por inferir a ancestralidade genética a partir do modelo
tetra-hibrido de miscigenacéao.

Em linhas gerais, mostramos que apesar do DF apresentar maior contribuicdo de
imigrantes vindos das regibes Sudeste e Nordeste do Brasil, a composicdo de
ancestralidade néo difere da média nacional, tanto para 0s cromossomos autossdmicos
como para o mtDNA e o cromossomo Y. Por outro lado, mostramos que ha diferencas
nas proporcdes de um ou mais componentes ancestrais entre o DF e algumas regides
geograficas do Brasil. Como apresentamos na introducdo do presente estudo, 0s
processos migratorios ocorreram de forma heterogénea pelo territério brasileiro e
portanto as proporcdes de ancestralidade genética variam entre as regiées do Brasil. O
gque acaba por levantar a discussdo se existe uma unica populacdo brasileira
representativa do Brasil ou se ha varias populacbes e varios "Brasils". De modo
pragmatico, podemos dizer que em nossas analises o DF se mostrou como um recorte
do perfil médio da ancestralidade genética conhecida para a populacéo brasileira.

A partir das analises de ancestralidade no cromossomo X e do perfil de
ancestralidade determinado pelos haplogrupos do cromossomo Y e mtDNA, mostramos
que ha sinais de casamentos direcionais, com assimetria de ancestralidade na
populacdo do DF. Como esse é um padrao geral observado na populagéo brasileira, e
remete aos tempos remotos dos primeiros movimentos migratorios intercontinentais no
Brasil, provavelmente néo é algo que esta ocorrendo agora no DF, mas sim um reflexo
do efeito fundador da populacéo brasileira.

Por fim, os dados demogréaficos coletados a partir da nossa amostra sobre 0s
padrées de migracdo para o DF reproduzem aqueles reportados nos relatorios do

CODEPLAN. Portanto, nossa amostragem consegue reproduzir os movimentos
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migratérios e a historia de formacgé&o do DF. Ao associar as informacgfes sobre local de
nascimento dos genitores dos participantes com dados sobre a ancestralidade genética
média de cada regido do Brasil, pudemos construir um modelo demogréafico de
migracdo e verificar que o perfil de ancestralidade genética observado no DF é
compativel com essas informag6es migratorias.

A populacédo do DF apresenta uma série de peculiaridades, com uma formacao
recente, cerca de 60 anos e com poucas geracdes nascidas de fato no DF, um rpido
crescimento populacional impulsionado um intenso fluxo migratério interno do Brasil,
ela revela ndo apenas historia dessa regido do Planalto Central, mas também de
diferentes partes do Brasil. Portanto, caracterizar a populacdo do DF do ponto de vista
genético é compreender como a histdria recente estd sendo registrada no material

genético desta populacao.
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CONCLUSAO GERAL

Com o presente estudo contribuimos para o conhecimento sobre as populacdes
miscigenadas ao testar a influéncia do conjunto de marcadores e do modelo de
miscigenacdo na inferéncia de ancestralidade genética. Além disso, aplicamos esse
conhecimento e agregamos informacdes demograficas para compreender melhor o
processo recente de formacao da populagéo do DF.

No Capitulo 1 mostramos que em popula¢cdes ndo miscigenadas os diferentes
conjuntos de marcadores testados (painéis de AlIMs aos dados de genoma completo)
apresentam boa performance: (i) atribuem com acurécia a regido biogeografica dos
individuos (taxa erro 0,4-1,6%) e (ii) apresentam alta correlacdo da ancestralidade
inferida por eles (r°>0.96). Por outro lado, mostramos que em populacdes
miscigenadas o padrdo é mais complexo. Verificamos que a escolha do modelo tri ou
tetra-hibrido de miscigenacdo: (i) interfere na inferéncia do componente de
ancestralidade nativo americana; (ii)) conjuntos de marcadores HDSNP e WGS
apresentam melhor performance nos dois modelos e melhor acuracia na atribuicdo dos
componentes ancestrais do leste asiatico e nativo americano. Também constatamos
gue a escolha do conjunto de marcadores pode afetar a inferéncia de ancestralidades:
(i) os painéis com os menores numeros de marcadores apresentam as menores
correlagdes com os painéis com maior numero de marcadores, em especial para as
inferéncias dos componentes ancestrais EUR e EAS; (i) as inferéncias de
ancestralidade nativo americana apresentam as menores correlacdes entre os painéis
e as populacdes miscigenadas avaliadas. Em resumo, nosso estudo mostra que a
escolha do conjunto de marcadores e do modelo de miscigenacao tem impacto na
inferéncia de ancestralidade em popula¢gdes miscigenadas. Sendo que a escolha do
modelo de miscigenacdo e do conjunto de marcadores para a inferéncia de
ancestralidade dependera das caracteristicas histéricas de cada populacéo
miscigenada e do propdsito de cada estudo.

No Capitulo 2, caracterizamos a ancestralidade genética e os padrdes de
migracdo em uma amostra de 104 individuos do Distrito Federal. Com base na
ancestralidade média inferida a partir dos cromossomos autossémicos mostramos: (i)
nao ha diferencas significativas entre o perfil de ancestralidade genética do DF (69,9%
EUR, 19,8% AFR, 9,6% NAM e 1,7% EAS) e o perfil conhecido para o Brasil; (ii) ha
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diferencas significativas entre proporcdes ancestrais pontuais entre o DF e as regides
Sul, Norte e Nordeste do Brasil; (iii) o perfil de ancestralidade observado no DF é
compativel com o modelo de migracdo construido com base no local de nascimento
dos pais dos participantes. Com base na ancestralidade inferida a partir dos
cromossomos sexuais (X , Y) e mtDNA observamos; (i) padrbes de casamentos
direcionais com contribuicdo assimétrica de homens com origem majoritaria EUR e
mulheres NAM; (ii) o perfil de ancestralidade do cromossomo Y no DF (90% EUR e
10% AFR) nao apresenta diferencas significativas em relacdo a outras regides do
Brasil e a média brasileira. (iii) para o perfil de ancestralidade do mtDNA (37% AFR,
32% EUR, 29% NAM e 2% EAS) ha diferencas significativas entre proporcoes
ancestrais pontuais entre o DF e outras regifes do pais, mas ndo com a média do
Brasil. Ao combinarmos informacdes sobre a ancestralidade genética e informacdes
demograficas verificamos: (i) ha diferencas significativas entre a percepcdo dos
participantes sobre a origem dos avos e a ancestralidade observada no cromossomo Y
(50% correspondéncia) e mtDNA (58% correspondéncia). Por fim, identificamos o perfil
de imigrantes para o DF: (i) as regi6es Sudeste (43,64%) e Nordeste (38,22%) séo as
que mais contribuiram com imigrantes; (ii) sendo MG, MA, GO, PI, RJ, SP e CE sao os
estados que mais contribuiram com imigrantes; (iii) MG, GO, PI, e SP sdo os estados
que mais contribuiram com mulheres; (iv); MG, MA, CE e RJ séo os estados que mais
contribuiram com homens; (v) 51,2% dos matriménios ocorrem entre individuos
oriundos da mesma regido geografica. Em resumo, concluimos que o DF, por
apresentar uma formacao populacional recente e resultar de um processo secundario
de migrag6es internas do Brasil, € um reflexo de alguns dos padrdes histéricos de suas
populacdes originais, em especial do Sudeste e Nordeste do Brasil. Assim, o perfil de
ancestralidade e os padrbes de casamentos direcionais com ancestralidade
assimeétrica, possivelmente sdo uma heranga ainda da primeira onda migratéria
formadora da populacao brasileira, cuja assinatura genética ainda permanece no DNA
da nossa populacéo e foi transmitida a populagéo do DF.

Esta tese € um esforco para melhor compreender as populacdes miscigenadas e
as ferramentas para estuda-las. Aqui buscamos explorar diferentes painéis de
ancestralidade para trabalhar com populacdes miscigenadas, diferentes modelos
demograficos e integrar diferentes niveis de informacbes para aplicar esse
entendimento na caracterizagdo da populacdo do DF sob o ponto de vista genético e
demografico.
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APENDICES

APENDICE 1.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

. |

Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Genética e Morfologia

Laboratorio de Genética Humana

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente projeto de pesquisa
“Reconstrugdo Historica do Povoamento do Distrito Federal Utilizando como
Ferramenta a Genética de Populacdes: Sera o Distrito Federal a Representacéo
Genética da Populagao Brasileira?”, sob a responsabilidade da pesquisadora Profa.
Dra. Silviene Fabiana de Oliveira. O projeto visa contribuir para o entendimento do
povoamento do Distrito Federal e da dindmica de migracdo no Brasil. Por causa da
histéria peculiar e recente do DF, a hipotese desse trabalho € de que sua populagéo
possa refletir a composicao genética da populagao brasileira como um todo. Para testar
essa hipodtese, utilizaremos seu perfil genético, aliado ao perfil de cerca de 200 outros
participantes de pesquisa do Distrito Federal, para acessarmos a ancestralidade
genética da populacédo do Centro-Oeste.

O (a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos gue seu home nao aparecera, sendo mantido
0 mais rigoroso sigilo pela omisséo total de quaisquer informacbes que permitam

identifica-lo(a).
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A sua participacdo se dard de duas formas. Primeiro, ser4 preenchido um
questionario que nos permita acessar informagcfes sobre o(a) senhor(a) e a origem
geografica de sua familia. Em seguida, um pesquisador treinado coletara cerca de 8mL
de sangue venoso de um de seus antebracos. O procedimento a ser usado € o padrao
para a coleta de sangue venoso. A coleta seré feita no Laboratorio de Genética da
Universidade de Brasilia, em data e horario a serem combinados. Todo o procedimento
sera feito em uma Unica visita e levara cerca de meia hora (30 minutos).

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdao dor no local de
penetracdo da agulha, possibilidade de hematoma local, assim como pode haver dano
psicolégico no caso de desconforto em decorréncia de alguma questdo do questionario.
Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para o melhor conhecimento do
povoamento do Distrito Federal e terd como beneficio direto o acesso a sua
ancestralidade genética.

O(a) senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo. Sua participacao &
voluntéria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboracéo.

Todas as despesas que o(a) senhor(a) tiver relacionada diretamente ao projeto de
pesquisa com alimentacao e/ou transporte poderéo ser ressarcidas pelo pesquisador.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, o(a) senhor(a) podera ser indenizado, obedecendo-se as disposicdes legais
vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia e
poderdo ser publicados posteriormente em periddicos cientificos, sempre mantendo a
confidencialidade dos participantes. Os dados e materiais serdo utilizados somente
para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco
anos, apos isso serao destruidos.

Se o(a) senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone
para a Profa. Dra. Silviene Fabiana de Oliveira, no Laboratério de Genética da
Universidade de Brasilia. O numero de telefone € (61) 3107 1947, e esta disponivel em
horario comercial, inclusive para ligacdes a cobrar. O(a) senhor(a) pode também entrar

em contato com a pesquisadora pelo e-mail silviene.oliveira@gmail.com.
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por
profissionais de diferentes areas cuja funcéo € defender os interesses dos participantes
da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrbes éticos. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou
aos direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61)
3107-1947 ou pelo e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com. O horario de
atendimento € de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-
feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Saude, Campus Universitario
Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o (a)

senhor(a).

nome e assinatura do participante

Profa. Dra. Silviene Fabiana de Oliveira

Brasilia, / /
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APENDICE 2

Questionario de acesso a dados demograficos

| 4

FICHA CADASTRAL PARA DOADORES DE MATERIAL BIOLOGICO

PRrRoJETO BRASILIA - 2017

DATA DA COLETA: / /

IDENTIFICACAO

Nome:
Endereco: CEP:
Telefone:

e-mail;

Documento de identificacao

tipo: namero: data de expedicéao:___ /
/

Estado civil: Escolaridade:

Nascimento: / / Idade na coleta:

Sexo (biolégico): [ ]F M

Local de nascimento no DF:

__Residéncia dos pais ao nascimento:

FiLiacho
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mae:
local
__tempo
__motivo
ancestralidade:
pai:
local

__tempo

Motivo
Ancestralidade:
Consaguinidade

materna:

local
__ancestralidade:
_avo
__local
__ancestralidade:

consanguinidade

avo

__local

___ancestralidade:
avo

__local
___ancestralidade:
consanguinidade

de
no
da

de

no

da

entre

de

de

entre

de

de

entre

CLASSIFICACAO FENOTIPICA E ANCESTRALIDADE

ancestralidade

0s

0s

(0

nascimento:
DF:

mudanca:

nascimento:
DF:

mudanca:

pais:

nascimento:

materno:

nascimento:

avos:

paterna:

nascimento:

paterno:

nascimento:

avos:
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Autoatribuida:

IBGE:

Preto[ ] Pardo[ ] Branco[ ]

Indigena [ ] Nao declarada [ ]

Ancestralidade:

Atribuida pelo

IBGE:
Preto [] Pardo[ ] Brancol ]

Indigena [ ] N&o declarada [ ]

IRMAOS
mulheres:

gémeos: naol |

homens:

sim [ ] o doador [ ]
irmaos [ ]

univitelinos [ ]

bivitelinos [ ] sexo:

FiLHos
namero de gestagdes:
nascidos vivos:

natimortos:

abortos
espontaneos:

Amarela[

Amarela[

entrevistador:
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abortos espontaneos sao recorrentes na familia:

DOENCAS GENETICAS NA FAMILIA:

doenca afetado

Eu,
_,acima identificado, autorizo 0s pesquisadores responsaveis a entrar em

contato comigo no futuro para:

[ ] coletar material
[ ] confrmar ou esclarecer

informagbes | ] coletar

informacgdes adicionais

assinatura
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INFORMAGOES ADICIONAIS E OBSERVACOES
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“Sua histéria ndo comecga por vocé. O primeiro passo da sua jornada
comecou na Africa, onde sua raiz ancestral foi plantada, de acordo com
alguns autores, por volta de 300.000 anos; galhos desta arvore se
espalharam pelo leste do mediterraneo em torno de 100.000 anos. Por volta
de 80.000 chegaram a China, 40.000 a Australia e 20.000 na América, tendo
se espalhando assim por todos os continentes da terra. Esses galhos deram
frutos e sementes gerando novas raizes. As porcentagens de
representatividade parental revelados em um teste de ancestralidade séo
mais que numeros... Sdo raizes que em algum momento se fixaram em
algum lugar, e quando descobertas, desenham um mosaico revelador da

sua histéria genética”

http://www.cabarrusmagazine.com/2018/03/01/167893/dna-the-genetic-lottery
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RELATORIO INDIVIDUAL DE ANCESTRALIDADE

Prezado/a XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX,

Este documento é uma devolutiva acordada entre a senhora e o grupo de
pesquisa em Ancestralidade e Reconstrucdo Historica do Laboratério de Genética
Humana da Universidade de Brasilia quando da sua participacdo no projeto:
“RECONSTRUGAO HISTORICA DO POVOAMENTO DO DISTRITO FEDERAL
UTILIZANDO COMO FERRAMENTA A GENETICA DE POPULAQOES: SERA O
DF UMA REPRESENTACAO GENETICA BRASILEIRA?”.

E com satisfacdo que viemos através deste, entregar o resultado dos
indices percentuais de representatividade genética das parentais Africana,
Europeia, Asiatica e Indigena Americana presentes no seu material genético. O
conjunto destas porcentagens tem por objetivo proporcionar ao participante da
pesquisa, um norteamento de suas origens ancestrais, aproximando o mesmo do
conhecimento acerca de suas raizes ascendentes. E particular de cada um a
interpretacdo desta informacdo. Neto e Santos, 2011, observa o fato de que o
individuo pode perceber o resultado de um teste de ancestralidade como um
agente produtor, redefinidor ou até mesmo desafiador de identidade, onde neste
momento o individuo pode ser incitado a uma reorientacdo das perspectivas
culturais, psicoldgicas, fisicas e emocionais que o individuo tem sobre si mesmo e
sobre os continentes de origem de seus antepassados.

Neste primeiro momento, o foco ndo estd em uma andlise ao nivel
subcontinental, com detalhes finos, ou seja, ndo é possivel detalhar ainda as
regides especificas dentro de um continente em que o participante tem
ascendéncia. Esta analise demanda acesso a grandes e especificos bancos de
dados. O grupo espera que haja tempo e recursos para realizar tal analise e que

esta possa ser acrescentada neste relatério em um segundo momento.
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CONTEXTUALIZACAO E RELEVANCIA DO
PARTICIPANTE DE PESQUISA

O Brasil teve um processo de mistura inusitado na histéria, gerando o
brasileiro atual, o qual PENA (2002) chamou, irreverentemente, de Homo brasilis.
O perfil genético brasileiro € visto como um dos mais miscigenados do mundo,
com contribuicbes de origem europeia, africana, amerindia,asiatica e sirio
libanesa, dentre outros, revelando um padrdo de miscigenagao pouco visto em
outras partes do mundo.

O povoamento do Distrito Federal, diferente das demais regifes brasileiras,
se deu pela migracdo rapida de individuos provenientes de todas as regifes do
pais (em especial Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste), onde as populacdes ja
vinham de um processo de miscigenacdo (CODEPLAN, 2013). Como
consequéncia, essa populacdo apresenta uma constituicdo genética especifica.
Para estimar numericamente como essa populacdo esta constituida, cada
participante de pesquisa é peca fundamental nas estimativas de ancestralidade
biolégica de uma populacdo. No caso do Distrito Federal temos uma primeira

versao do perfil dessa populacéo.

m INFORMACOES

Foi utilizada a técnica de SNPArray, tecnologia Axiom. O Axiom Genome-

Wide Human Origins 1 Array € um painel exclusivo de genotipagem otimizado
para geneticistas de populacdes que foi projetado em colaboracdo com os
principais pesquisadores da area, exclusivamente para estudar historia humana,
migracdo e selecdo natural. O Array possui marcadores de 11 populacdes

humanas modernas, e conta com aproximadamente 600.000 marcadores todos
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com poder de inferéncia parental. A tecnologia nos permitiu analisar os pontos de
equivaléncia destes marcadores aos existentes no material genético do
participante de pesquisa bem como sua porcentagem de correspondéncia,

revelando um indice quantitativo de mistura existente em seu material genético.

m RESULTADOS

I Euwropa

B Africa

B Kativo Americano
B ecte Asidtico

Perfil genético da populagéo do Distrito Federal baseada na anélise
do Axiom Genome -Wide Human Origins 1 Array.

DO o RESULTADOS

O padrao de mistura observado segue o modelo tri-hibrido brasileiro de

mistura. Neste estudo, acrescentamos a observacdo da representatividade do
componente asiatico na populacdo do DF. Analisada a porcentagem de
contribuicdo dos quatro componentes principais considerados neste estudo,
observou-se uma maior contribuicdo do componente europeu (70%), seguido por
um valor mediano do componente africano (19,8%). A contribuicdo da parental
nativo americana esta representada por um percentual médio de 8,57% e em
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menor expressividade dos quatro componentes parentais avaliados, esta o
Asiatico (1,68%).

DO/ o RESULTADOS

Eurcpa

Africa

Mativo Amencano
Leste Aziatico

Seu perfil individual de ancestralidade genética baseada na analise Axiom
Genome-WideHuman Origins 1 Array

m RESULTADOS
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Os indices percentuais de representatividade genética das parentais
Africana, Europeia, Asiatica e Indigena Americana presentes no seu material
genético, revelam expressiva contribuicdo do componente europeu (92,8%),
seguido do componente africano (6,53%). Em seguida nota-se uma singela
contribuicdo dos componentes nativo americano (0,678%), e asiatico (0,001%).
Esse componente asiatico pode ser um artefato e eventualmente pode ser

somado ao componente indigena americano.

O laboratorio de Genética Humana da Universidade de Brasilia
agradece a sua colaboracao.

B\ NG I\ VARV

Dra. Silviene Fabiana de Oliveira MSc. Luciana Maia Escher
dos Santos
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