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RESUMO

Kalunga é um dos remanescentes de quilombo maisriamte histérica e numericamente da
regido Centro-Oeste brasileira. Localiza-se na zara do nordeste do estado de Goiés e sua
populacdo é formada por descendentes de escrav@ssguorganizam atualmente em
subcomunidades por todo o seu territério, sem sepiEa de isolamento geogréfico entre elas. O
presente trabalho tem por objetivo descrever oscasp reprodutivos das mulheres kalungas e
avaliar a possivel influéncia de marcadores gepeffElaptoglobina, Catalase, HLA-G 14pb e
HLA-G G*0105N) sobre esses resultados. Kalunga sgmt&a uma estrutura populacional
semelhante as demais areas rurais do Brasil coradmminio de individuos jovens, porém sua
relacdo homem/mulher esta semelhante a de aremsasrf0,88). A taxa de fecundidade de 5,51
€ quase duas vezes a calculada para o Brasil. érimaias mulheres tem o primeiro filho antes
dos 21 anos e diversas gestacdes ultrapassam aso40de idade materna, sendo o intervalo
entre as gestacOes cerca de de 32 meses. As diadasnarca e menopausa estdo dentro do
previsto para outras regides. Apenas 10% das naghetilizam qualquer tipo de método
contraceptivo e aproximadamente 43% da populagcé@sopapelo processo de lagueadura. As
freqUéncias génicas e genotipicas de todos os dmesaanalisados encontram-se dentro do
descrito pela literatura, com a ressalva de quel@N possui freqiiéncia mais elevada em
populagcbes afro-derivadas. Apenas a haptoglobinasedapresentou em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,002) e indicou diferenciacdo genééntre as populacdes com e sem aborto
(p=0,003) e mulheres com mais e menos de cincosfi{h=0,044). A populacédo Kalunga possui
caracteristicas bem peculiares ora assemelhandopspulacdes urbanas e ora a populacdes
rurais. Quando analisado de forma geral, este mbitopossui uma estrutura muito semelhante
aos demais remanescentes de quilombos descrithitenadéura, assim como a populacao rural
brasileira. O aspecto significante das analises osnmarcadores genéticos foi sugerir uma
possivel associacao dos polimorfismos da haptawggotdm a ocorréncia de abortos e o nimero

de gestacoes.



ABSTRACT

Kalunga is one of the most historically and nunmadhcimportant quilombo’s reminisceof the
Brazilian center-west region. It is located at theal zone in the northeast of Goias state and its
population is formed by slaves’ descendents thgdmze themselves in subcommunities all over
the territory without geographic isolation. The aimf this work are show the reproductive
aspects of the Kalunga’s women and try to find fidssinfluences of genetic markers
(Haptoglobin, Catalase, HLA-G 14pb e HLA-G G*0105M) these results. Kalunga has a
populational structure similar to Brazilians’ rurabnes, with predominance of young people,
except the sex ratio that is nearly of the urbaasi(0,88). The fecundity rate of 5,51 is almost
twice of the Brazilian one. Most of the women halve first baby before 21 years old and a lot
of gestations occurs over 40, being the space etwleem nearly 32 months. The years of
menarche and menopause are in concordance withettature data in other regions. Only 10%
of women use any kind of contraceptive and aroud® 4f the female population did tubal
ligation. The genotypic and genic frequencies bfrarkers are in conformity with the literature
except G*0105N that has higher frequencies in dfnoved populations. Only the haptoglobin
did not fulfill the Hardy-Weinberg Equilibrium (p5@02) and shows genetic differences
between women who had and had not abortions (p3p&@d women with more and less than
five pregnancies (p=0,044). The Kalunga populatioas characteristics very singulars,
sometimes being similar to urban populations antetomes like rural communities. When
analysed in general, this quilombo has a similarcétire to other reminiscents described in the
literature, as the rural population of Brazil. Tdignificant aspect of the genetic markers analysis
was to suggest a possible association betweendiapio polymorphisms, abortion and number

of pregnancies.
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS HISTORICOS DA FORMAGAO DO POVO BRASILEIRO

A populacéo brasileira € composta pela miscigendgatiés principais grupos étnicos:
amerindios, europeus e africanos. Segundo Cunte8)18s indigenas ja se encontravam em
territério brasileiro ha 12 mil anos e sua poputegéginal em 1500 era estimada em 2 milhdes
de individuos. Com a colonizacao européia, sualpo@a passou a ser utilizada como mao-de-
obra escrava e ao longo dos anos foi reduzidafisigtvamente, apresentando hoje cerca de 734
mil individuos (IBGE, 2004).

Em 1500, periodo das grandes navegactes, houvagaddndos portugueses no territério
brasileiro. A descoberta da nova coldnia gerou Wmof migratorio Portugal-Brasil intenso,
sendo que inicialmente vieram individuos do sexgaumkéno. Somente no primeiro século de
ocupacao estima-se que 100 mil portugueses tenhrata para a Ameérica e 600 mil no século
seguinte (IBGE, 2000). Outras populacdes europ@arabém estiveram presentes na colonizagéo
do Brasil, sendo que o fluxo migratério aumentanigicativamente com o fim da escravidéo e
com incentivos governamentais.

Os africanos foram trazidos para a nova colonidonma de escravos. O trafico de
africanos para o Brasil teve inicio em 1538 e epnceoficialmente em 1850, porém o fim da
escraviddo ocorreu somente em 1888 com a promulgicéiei Aurea. Varias regides da Africa
serviram de origem para a mao-de-obra, sendo qu&aria vinha das atuais areas do Congo e
de Angola (Klein, 2002). Dois grandes grupos étmiieram para o Brasil: os bantos — Sudoeste
e Sudeste africanos — e os sudaneses — Noroelfeicta As regides brasileiras que receberam
a maior quantidade de africanos foram as corregpuies aos Estados de Minas Gerais, Bahia,
Rio de Janeiro, Maranhdo, Pernambuco, Sdo Paukra (Rndrade, 1988; Queirés Mattoso,
1982; Curtin, 1969).
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1.1.1. REMANESCENTES DE QUILOMBOS

Durante a colonizacdo do Brasil, muitos africanmarh trazidos como mao-de-obra
escrava. Estima-se que cerca de 15 milhdes de Isoenerulheres sairam do continente africano
em direcdo as Américas e aproximadamente 40% tEséeeve como destino o Brasil (Reis &
Gomes, 1996).

Vérios tipos de revoltas ocorreram no cativeiro weague 0S escravos ndo aceitavam a
submisséo e o trabalho forgcado. O aborto, a dim@wuda capacidade e qualidade do trabalho e
o suicidio, dentre outros, eram considerados foedthertacdo bastante praticados (Vila Real,
1996; Neme & Andrade, 1987). Porém, muitas vezéisga era a maneira que 0S escravos
conseguiam de, individual ou coletivamente, livnaige de sua condicdo de cativos (Neme &
Andrade 1987).

Os escravos que fugiam se refugiavam em lugaredift@ acesso. Comumente o
numero de individuos escondidos era suficientemgraade para formar uma comunidade, a
qual atribuiu-se o nome de quilombo (Meegen-Sihg89). A origem do nome vem da palavra
“kilombo”, da cultura banto, e pode admitir diversos signifosa lugar, povo, manifestacéo
popular, conflito ou relacdo social (Leite, 2000cal cercado e fortificado, arraial ou
acampamento (Silva, 1997).

Com o passar dos anos o termo quilombo passoueaespar um conceito mais amplo,
hoje sendo definido por Schmitt e cols (2002) cdsitnacdo presente nos segmentos negros em
diferentes regibes e contextos utilizados paragdasi um legado, uma heranca cultural e
material que lhe confere uma referéncia presencaentimento de ser e pertencer a um lugar
especifico”. A definicdo passa a ter um caratesrpassoal, no sentido de pertencer a um grupo,
de apresentar uma identidade étnica independentgenigtica. Estudo realizado por Ribeiro
(2005) apontou uma alta contribuicdo paterna eusopi comunidades afro-derivadas, mas
mesmo apoOs diversos eventos de fluxo génico, eseamunidades mantém hoje uma
contribuic&o africana genética e cultural maioqde as comunidades néo afroderivadas.

Diversos quilombos nunca foram descobertos pelas gperseguidores e, depois da
abolicdo da escravatura, muitos dos habitantesjdibl@mbos continuaram a morar no mesmo

local, formando-se assim o0s atuais bairros ruraisnegros e remanescentes de quilombos
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(Meegen-Silva, 1999). Devido aos diferentes coowxjeograficos e econdmicos em que
estiveram e estdo inseridos, os remanescentesildenbos apresentam diferentes historias de
formacdo e desenvolvimento. Essas populacbes aofreventos de fluxo migratério com
caracteristicas distintas, com diferentes intesla momentos histéricos e grupos étnicos
participantes (Ribeiro, 2005). As comunidades reguaais ndo sdo grupos que se isolaram da
sociedade adjacente, e os lacos de parentesc@ngiriiseos ou por afinidade, sdo a base da
organizacao social. A dificuldade da reconstrucidtotica destas populacbes se da ao fato de
gue grande parte da historia desses grupos ¢ lsaseradarrativas ora(Silva, 1997).

1.1.2. REMANESCENTES DE QUILOMBOS NO BRASIL

O Brasil apresentou um historico de comunidadelmiolas bem distinto dos demais
paises da América do Sul. E possivel observar ésepaomo Colémbia, Venezuela e Suriname
regides quilombolas definidas no mapa nacional,ahstnando um agrupamento dos negros de
forma organizada. Além disso, a populacdo remanesae quilombo nestes paises tomou a
posse definitiva das terras, muitas vezes por oheimatados de paz e/ou acordos com o Estado.
Tal fato demonstrava uma admissdo publica da lgserde do espacgo politico destas
comunidades perante a sociedade (Doria & Olivejra9b6).

A geografia dos quilombos no Brasil € extremamemégmentada, podendo ser
observados remanescentes por todo o territérioonaki(tabela 1). Atualmente, ha grande
discordancia em relagdo ao numero de comunidadatifidadas como remanescentes de
guilombos no Brasil. Apesar de apenas 1209 comdagiaerem certificadas, acredita-se que o
namero possa chegar a 2200, sendo a maioria peasantregides Nordeste e Sudeste (Centro de
Cartografia Aplicada e Informacdo Geogréfica daversidade de Brasilia (CIGA), Fundacao
Cultural Palmares).
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Tabela 1. Distribuicdo das comunidades quilombotasificadas no territorio brasileiro (fonte:

Fundacéo Cultural Palmares)

Regido Numero de comunidades
Norte 115
Nordeste 545
Centro-Oeste 93
Sudeste 170
Sul 75

A posse da terra no Brasil ndo se deu de formanaa@a. A primeira Lei de Terras do
Brasil de 1850 classificava os africanos e seuseteentes como “libertos”, excluido-lhes a
possibilidade de possuirem terras (Leite, 2000)m&ude em 1988, com as disposicdes
transitérias da nova Constituicdo Federal, que Blgeealizado pelo Estado de forma a sanar o
problema. O artigo 68 diz “aos remanescentes dasimidades dos quilombos que estejam
ocupando suas terras é reconhecida a proprieddinhitide, devendo o Estado emitir-lhes os
titulos respectivos”. O problema passou a ser @&idaéb de quais comunidades realmente
passariam a receber a designacdo de remanescemidastebo. O art. 2°, caput, do Decreto n°®
4.887/2003 define: "consideram-se remanescentesatiagnidades dos quilombos, para os fins
deste Decreto, 0s grupos étnico-raciais, seguniériocs de auto-atribuicdo, com trajetéria
propria, dotados de relacdes territoriais espedficom presuncdo de ancestralidade negra
relacionada com a resisténcia a opressao histsofrala". Porém, a Associacdo Brasileira de
Antropologia defende que a classificagdo como reseente de quilombo ndo esta

necessariamente atrelada a uma origem em um qulonmecessitando de estudos

antropoldgicos que confirmem sua condicéo (httpuinabant.org.br/).

1.1.3. KALUNGA

A comunidade Kalunga localiza-se na regido Centet® brasileira, na zona rural do
nordeste do estado de Goias, nas margens do Rao&aros municipios de Monte Alegre de

Goias, Cavalcante e Teresina de Goids, na micidaeda Chapada dos Veadeiros. E

4
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considerado o remanescente de quilombo mais imyertastérica e numericamente (cerca de
5300 habitantes) da regido. Sua populacéo é formpaddescendentes de escravos que foram
levados para a regidao da atual cidade de Monterdlpgra trabalharem nas “Minas do
Tocantins” (Asevedo Soares, 1995). Vilas e cidamesceram nas proximidades de Kaluega
os quilombolas mantinham apenas relacbes comernaisos habitantes dos centros urbanos.
Os Kalungas se mantinham em suas terras e raramezaigiam visitas de pessoas “de fora”
(Meegen-Silva, 1999).

A comunidade estd organizada em subcomunidadesejuistribuem por todo o seu
territério, sem a presenca de isolamento geograBotre elas. S&o reconhecidas sete
subcomunidades: Engenho I, Engenho I, Vao de Alxids de Moleque, Ribeirdo dos Bois,
Contenda e Kalunga.

Somente em 2000, a comunidade foi oficialmentenieecida como remanescente de
quilombo pelo governo federal e em 2005 foi cexdifia pela Fundagdo Cultural Palmares.
Apesar do incentivo e subsidios que surgiram coreconhecimento, os beneficios gerados
fizeram com que a vida e, consequentemente, aiddelet étnica dos Kalungas mudasse
drasticamente. Os remanescentes vém tentando ataafgrogresso” observado nas populacoes

vizinhas, modificando dessa forma sua identidadteral (Meegen-Silva, 1999).

1.2.DEMOGRAFIA

Demografia € o estudo da variacdo de populacdeatmscom relacdo ao seu tamanho,
distribuicdo espacial, composicédo e causas dasmaggHauser & Duncan, 1959). Enquanto
estudos demograficos focam em grandes populac@nagrafia antropoldgica se restringe a
escalas menores e geralmente relaciona-se a esteithdziogia humana. As diferencas genéticas
observadas sdo geradas muitas vezes por diferpath®es demograficos, como tamanho
populacional, migracao e casamentos preferenpaigxemplo (Mielke & Fix, 2007).

Mudancas soécio-econdmicas geradas pelo processglotializacdo também podem
repercurtir em alteragdes demograficas induzinflaxos e efluxos migratorios. Outros eventos

como a maior participacdo da mulher no mercadoraealho e a possibilidade de jovens
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trabalharem na condicdo de aprendizes tambémdoetal as alteracdes nos comportamentos
demogréficos (Amaral e cols, 2004).

O tamanho e a composicao das populacbes séo afgtaddrés fatores fundamentais:
fertilidade, mortalidade e migracdo. O estudo dedfagp visa mensurar e descrever estes
processos de forma geral, tentando compreendeaussas e consequéncias destas variacdes na
populacéo (Mielke & Fix, 2007).

Na América Latina os estudos de populacéo foraerditbs, desde o comeco e em sua
maioria, por cientistas sociais e intelectuais, ug @cirrou as criticas a idéia de explosao
demogréafica como o obstaculo ao desenvolvimentguey consequentemente, levou diversos

trabalhos e pesquisas a apresentarem uma perspegtiva (Oliveira & Simdes, 2005)

1.2.1. ESTUDOS DEMOGRAFICOS NO BRASIL

Sempre foi interesse do Estado conhecer a estrdéusaia populagdo e acompanhar seu
crescimento. Inicialmente, no Brasil, os censosneigitos com base em registros civis, mas
muitos problemas advém deste tipo de pesquisa wnagwe nem todos os cidadaos tinham
acesso a tal tipo de registro. Em 1870 foi pronmddga lei nimero 1829 que obrigava o Estado a
fazer censos a cada 10 anos e controlar os regidFonascimentos, casamentos e 6bitos.
Diversos problemas politicos atrapalharam os privsetensos, mas a partir de 1940 o Brasil
iniciou uma nova etapa em estatisticas demografieanitindo que ocorressem, efetivamente,
estudos populacionais do pais (Oliveira & Simo&52. A cada censo diversos itens foram

acrescentados e retirados de acordo com a neassidateresse do governo (tabela 2).
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Tabela 2. Evolugcdo dos censos demograficos de ¥7200 de dados relacionados a
identificacdo, condicdo de presenca e localizag@iggfica e informacbes pessoais (Oliveira &
Simdes, 2005).

1/8/ 2112/ 3112/ 1/9/ 17/ 1/7/ 1/9/ 1/9/ 1/9/ 1/9/ 1/8/
1872 1890 1900 1920 1940 1950 1960 1970 1980 1991 2000

Dados coletados

1. Identificacao, Condigao
de Presenca e Loc. Geografica

1.1. Nome X X X X X X X X X X X
1.2, Populagao Presente X X X X X X X X X X X
1.3. Populacao Residente - - - - X X X X X X X
1.4. Dados sobre a Localizacéo

Geogréfica X X X X X X X X X X X

2. Informagbes Pessoais

2.1, Sexo X X X X X X X X X X X
2.2, |dade X X X X X X X X X X X
2.3, Estado Civil X X X X X X X X X X X
2 .4, Nacionalidade X X X X X X X X X X X
2.5, Lugar de Nascimento X X X X X X X X X X X
2.8. Data de Nascimento - - - - X X X X X X X
2.7, Filiagao (Legal ou llegal) - X - - - - - - - -
2.8. Cor X X - X X X - - X

1.2.2. FECUNDIDADE

O sucesso reprodutivo sempre foi material de psageiindagacdes. Com o avanco da
medicina, a dificuldade encontrada na reproducdonuitas mulheres ja pode ser superada com
facilidade por meio de procedimentos médicos efipesi Mas mesmo com toda essa
tecnologia, as taxas de fecundidade das populagfEmas vém caindo, o que pode ser
influenciado pelo surgimento de métodos contrageptinovadores que permitem a mulher
controlar sua propria taxa de fecundidade dentt@®tatores (Cozma & Petrariu, 2005).

A taxa de fecundidade pode ser definida como o niimeédio de filhos que uma mulher
tem ao final de sua idade reprodutiva (Carvalholg, d998). Esses valores também podem ser
associados a fatores evolutivos, econémicos, @idt@r sociais. Taxas de fecundidade acima de
dois filhos representam crescimento populaciongpgsicdo das geracdes) e abaixo indicam
diminuicdo. A participagédo feminina na economiajsiribuicdo desigual de renda e 0 acesso a
métodos contraceptivos convencionais (camisa deud/épilula anticoncepcional, diafragma,
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DIU, tabelinha, entre outros) afetam essa taxaimags®mo tradicdes culturais e sociais
(Skakkebaek e cols, 2006).

Sabe-se que as taxas de fecundidade variam confaridade materna. Os ovdcitos
primarios da mulher comecam a primeira diviséo tiegantes do nascimento e sé terminam o
processo na adolescéncia. Com o passar do tempasalyvocitos sao reabsorvidos pelo
organismo e outros liberados durante a ovulaca®m(®& Persaud, 1998). Ja foi observado que
as taxas de fecundidade de mulheres entre 28 Bd33n@o é estatisticamente distinto das taxas
de mulheres mais novas (Rizzi e cols, 2005), o sypostamente permite a mulher proliferar
sem grandes dificuldades até a terceira décadadeAos 38 anos a taxa de deplecéo folicular
acelera e aos 40 anos a fecundidade ja se enguajualicada (Gougeon, 2005). Apesar desses
fatores bioldgicos, é notado que as taxas de fédadels entre mulheres jovens (abaixo de 35
anos) na Europa estdo diminuindo e as gestacdewm ade 40 anos tém apresentado um
significativo aumento (Prioux, 2005).

Os dados do IBGE ressaltam essas diferencas eamamregionais no Brasil. Enquanto
as brasileiras de maior renda tém, em média, 1/id, fis de menor renda apresentam taxa de
5,30. As brasileiras sem instru¢éo ou que nao catamalm o ensino fundamental tém, em média,
4,12 filhos e entre as que completaram pelo meresimo médio, essa taxa cai para 1,48. Esses
valores deixam clara a influéncia da instrucaotasas de fecundidade.

Taxas de fecundidade muito altas refletem uma temaé&e aumento da mortalidade
infantil e de piora nas condi¢des de vida de fa®itiom poucos recursos. Para compreender de
forma ampla esses eventos, € necessaria uma ath@legtexto socio-cultural que a populacéo
se encontra. Diversos modelos de fertilidade hunpaaem ser encontrados uma vez que estes
estdo intimamente relacionados com caracteristozdsirais, modo de vida e condicbes
sanitarias. E importante ressaltar que essas essiitias s&o dindmicas e podem ser alteradas
em espacos de tempo relativamente curtos (Kohdelse 2006).

Em 1960 as mulheres brasileiras apresentavam urdeardé 6,8 filhos. Em 1970 esse
valor caiu para 5,8 e em 2007 representava um vakmor de 2,3 filhos, indicando uma
tendéncia a estabilizacdo nas taxas de crescimpofmlacional. Mas como ja dito
anteriormente, essas taxas ndo sao homogéneasingopao um todo. Ha diferencas entre
estratos sociais distintos e entre regides. A oebiérte apresenta taxa de fecundidade igual a
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3,0, sendo o maior valor dentre todas as regitasileiras. Em seguida vem Nordeste (2,4),
Centro-Oeste (2,1), Sudeste (2,1) e Sul (2,1) (IBZEB4).

Dentre os paises da América do Sul, Brasil, UrygQhile e Argentina apresentam as
menores taxas de fecundidade (2,3, 2,3, 2,4, 8fotivamente). Bolivia e Paraguai apresentam
médias superiores a quatro filhos, o0 que demonstia estrutura etaria jovem da populacéo. Os
demais paises mostram taxas intermediarias a esdeses. A idade das mulheres que
contribuem para o calculo das taxas também vem maadaDs dados do Censo 2000 (IBGE)
indicam um aumento da participacdo de mulheres jpaens na fecundidade total, ou seja,
houve um aumento no percentual de filhos de joeat® 15 e 19 anos. Em 1980 a contribuicao
de mulheres com menos de 20 anos na taxa de feeadedera de 9,1%. Em 2000 esse valor
alcangou 19,4%. A idade média dessas mulheres 8thetrfl de 28,9 anos e em 2000 esse valor
caiu para 26,3 anos (IBGE).

As caracteristicas reprodutivas agem diretamenieesas taxas de mortalidade e na
esperanca de vida pos-reprodutiva da méae. Fatores peso e idade gestacional do recém
nascido interferem na sobrevivéncia da criancapnioseiros meses de vida, principalmente em
comunidades que ndo dispdem de condicbes médigitdlases favoraveis (Kohler e cols,
2006). A taxa de mortalidade infantil no Brasil & 2i7,5: 1000 (IBGE, 2004), o que coloca o
pais na posicdo de numero 99 no ranking da ONU eeoras taxas. Entretanto, também é
possivel observar diferencas regionais como a daxanortalidade infantil da Regido Nordeste
gue €, por exemplo, cerca de duas vezes a taxevatlasas demais regides (IBGE, 2004).

Além dos pontos levantados, sdo numerosos os $atpue podem afetar o éxito
reprodutivo de uma populagdo (taxa de aborto e&pent numero de partos, natimortos,
mortalidade infantil, consanguinidade paterna,gsarhultiplos, idade materna, intervalo entre
gestacdes, dentre outros). A propria reproducata afeetamente a vida pos-reprodutiva da
mulher. Ao contrario dos homens, as mulheres apr@seum limite etario para a reproducao,
sendo que o periodo pés-reprodutivo feminino € tendg intervalo que pode superar um terco
de sua vida (Moore & Persaud, 1998). Esse amplmg®rpode ser resultado de influéncia
cultural e da medicina moderna, uma vez que aseregiiendem a ter filhos mais tardiamente e
0S avancgos no campo da medicina permitem uma vala duradoura (Kohler e cols, 2006).
Lycett e cols (2000) observaram que mulheres com maior numerbltdes tendem a viver
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menos do que mulheres com uma prole menor, apesardderencas nado terem sido
estatisticamente significantes. Além disso, foierbada uma grande influéncia econémica
nestes valores, onde mulheres mais pobres apresg@etidodo pds-reprodutivo menor que as
demais.

O estimulo econémico gera mudancas nas piramideglamonais principalmente em
populacdes rurais (Larson, 2006). Mulheres jovemsléam a migrar para centros urbanos em
busca de melhores condi¢cdes de vida o que reauitaestreitamento da base da piramide. Para
estimar a fecundidade nestas populacdes € necesséoirer a analises de taxa de fecundidade
total, onde se estima o numero médio de filhosidaswivos por mulher de uma geracéo que,
ao atravessar todo o periodo reprodutivo, viveseiasconjunto das taxas de fecundidade efetiva
(calculada por ano). Na taxa de fecundidade t@talse considera aquelas mulheres que falecem
antes do término do periodo reprodutivo, nem d®dilque porventura tenham tido (Carvalho e
cols, 1998).

1.3.MARCADORES GENETICOS

Para se estudar uma populacdo, suas diferencasilarisiades, tém-se utilizado a
comparacao de dados de freqiiéncia génica de magsaglenéticos, o que possibilita inferir se
diferentes populagbes possuiram ou ndo um ancestmalim. Pela anélise de marcadores é
possivel compreender melhor as relacdes evolutinae populacdes, assim como reconstruir as
rotas e origem dos povoamentos (Salzano e CaHdgeques, 1988; Saitou, 1995). A
diversidade déoci ndo pode ser considerada aleatoria, pois depentipalde analise realizada
(intra ou inter populacional) devido a sua ampldagd@io geografica.

Existem diversos tipos de marcadores que sdo usdelacordo com o objetivo do
trabalho. Muitas vezes uma alteracdo no cédigotgenénesmo sendo de somente um par de
bases, pode gerar um sitio de restricdo que faaitme identificado por enzimas de restricbes
especificas. Este tipo de marcador genético é cattheomo polimorfismo de tamanho de
fragmento de restricdo (RFLP - do inglés “ReswictiFragment Length Polymorphism”)
(Strachan & Read, 2002). Outros tipos de marcaduydem apresentar diferencas pelo tamanho

de seus alelos, necessitando apenas de iniciaggpesificos (White & Lalouel, 1988).

10



Introducéo

O uso de marcadores genéticos € amplo, podendsago desde identificacdo criminal,
passando por exames de paternidade até diagndstaoencas (Budowle e cols, 2003; White &
Lalouel, 1988). Atualmente o uso desta ferramestagido de grande relevancia em estudos de
associacdo, o que permite identificar genes relados a doencas e alelos diversos que
influenciam determinadas patologias (Gitai e c20€8; Grunblatt e cols, 2008; Singh & Singh,
2008).

1.3.1. HAPTOGLOBINA

Haptoglobina € uma glicoproteina plasmética quesyioa capacidade de se ligar a
hemoglobina livre. Sua funcdo biologica primordélevitar a perda de ferro presente nas
moléculas de hemoglobina e previnir danos aos agausados por esta. A proteina pode ser
encontrada em todos os mamiferos, porém somen@ranos apresentam polimorfismo. A
primeira observagao de sua variacdo molecularsemel946 por Jayle e Judas.

A haptoglobina € formada por duas cadeiafl6g22.1) e duas cadeifis(11pl15.5)
localizadas entocus diferentes. A proteinf possui cerca de 40 KDa e é idéntica em todas as
moléculas de haptoglobina, sendo as variacdes gadas na cadeia. O peptidear; possui
cerca de 8,9 KDa e ap, 16 KDa. Existem dois subtipos de cadeia(air € 01s), sendo a
diferenca presente no aminoacido 54 do peptidgoapresenta lisina e;s acido glutamico).
Devido a mudancas no seu carater idnico, as pestejpe a;s apresentam diferentes padrdes de
migracdo em eletroforese, o que justifica a escdéisaletras (S do inglés “slow” - devagar - e F
do inglés “fast” - rapido). O alela, é produto decrossing-overdesigual entrex;r € o;s,
resultando numa cadeia quase duas vezes mais p@&attaadeh & Bozorgmehr, 2004). Ha
também um fendtipo raro, o Hp0-0, onde ndo h& aessfo de haptoglobina no plasma. Tal
caracteristica é relativamente comum (30%) no odsteAfrica, especialmente Nigéria e
Camarbes, porém populacbes afro-derivadas misagendEstados Unidos) apresentam
frequiéncia significativamente inferior (4%) (Lanigl& Delanghe, 1996).

A variacdo nas frequéncias dos alelos da haptowotzimbém varia muito por todo o
mundo. A frequéncia do alelo Mmumenta na direcdo do sudeste da Asia para a &urop
apresentando suas maiores frequéncias na Africanérida do Sul (Langlois & Delanghe,

1996).
11
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A haptoglobina é produzida no figado e, geralmelg@struida na forma de complexo
haptoglobina-hemoglobina no mesmo 6rgdo. A hemaudolivre geralmente sofre filtracdo
glomerular, causando danos renais graves. A foronagh complexo impede sua filtracéo
previnindo danos posteriores. A maior afinidade peasteinas se da pelo alelo HEsta
afinidade também pode ser explicada pela maioresdracao de haptoglobina no plasma em
individuos Hp-Hp', uma vez que este genétipo forma peptideos memprestendem a se
acumular na circulacdo (Langlois & Delanghe, 199B9mo resultado desta observacéo, os
polimorfismos da haptoglobina muitas vezes estdacionados a respostas autoimunes e
diversas desordens inflamatérias, como cénceniastéerose e diabetes (Zhao e cols, 2007;
Sullivan, 2008; Shechter, 2007).

Essa proteina também atua na protecdo contra iadiv@s uma vez que impede sua
formacéo pelo ferro presente nas moléculas de Heiring através da reacdo® + F&€" —

Fe* + OH + ‘OH (Langlois & Delanghe, 1996). O estresse oxidatpode resultar em
patologias que afetam o trato reprodutivo femingngerar mudancas na expressado génica em
embrides (Agarwal e cols, 2008). Tatone e cols §2@hservaram que mulheres com idade
reprodutiva avangcada apresentam uma menor expréssggEnes envolvidos com a neutralizagéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) o quedewenvelhecimento reprodutivo das mesmas.
Dessa forma é possivel esperar uma associacaoneatcadores genéticos relacionados com o

estresse oxidativo e fatores ligados a reprodugdm@bortos, por exemplo.
1.3.2. CATALASE

Durante o metabolismo normal, o oxigénio é reduzidgua e ha a formacéo de produtos
intermediarios (radical superéxido - @, peréxido de hidrogénio —6,— e radical hodroxil —
OH). Estes EROs apresentam meia-vida curta e saoeaalita reativos especialmente com DNA,
proteinas e lipidios (Corréa-Giannella & Vieira,08D Para combater o estresse oxidativo
causado por radicais livres, 0 organismo apresdgtas mecanismos metabdlicos. A catalase é
uma enzima codificada pelocus 11p13 e encontra-se presente no interior dos [ES@WXO0S
assumindo papel fundamental no combate a EROgprieersdo do peréxido de hidrogénio em
agua (Wanders & Waterham, 2006).

12
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A enzima é um tetramero formado por quatro subuleislaidénticas de 60 kDa
individualmente (figura 1). Cada molécula apresentmatro grupamentos heme
(ferriprotoporfirina 1X) com aminoacidos em posigdenportantes altamente conservados na
natureza (Kirkman & Gaetani, 2006). A catalase pade no interior da organela oxidando
H,0, ou reduzindo substratos, geralmente ROOH, petades 2 KD, —» 2 H,O + O,e ROOH
+ AH; — H,O + ROH + A, respectivamente. A eficiéncia da era#értéo alta que até o presente
momento ndo observou saturacdo peOHem qualquer concentracdo (Matés & Sanchez-
Jiménez, 1999).

. | : 7 3

W
-

Figura 1. Estrutura da catalase humana. (a) Suadeidom o grupamento heme representado
em vermelho. (b) tetrdmero com os grupamentos hessendidos em seu interior. Fonte:

Putnam e cols, 2000.

Diversos polimorfismos ja foram descritos e estodapara a catalase. Em sua grande
maioria, estas mutacfes sado polimorfismos de ntid®m Unico (SNPs) e encontram-se
distribuidos ao longo de todo o gene incluindo &egiromotora, introns e éxons (Park e cols,
2006; Bastaki e cols, 2006; Ahn e cols, 2006; Fengle cols, 2001). O efeito destas alteracdes
em enzimas antioxidantes ainda ndo esta totalnestkarecido, porém grande parte destes
polimorfismos resultam em niveis ou atividadesraftes das proteinas, o que pode levar a uma
reducdo na protecao contra o estresse oxidativaigKise cols, 2006).

Falhas no funcionamento da enzima representadasmptecdes na proteina estao
relacionadas a diversos disturbios como cancerse®, diabetes e doencas crénicas da granulosa
(Matés & Sanchez-Jiménez, 1999). Também ja foirvbse que a atividade da catalase diminui

13
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durante a gestacao, especialmente em mulheres re@olampsia (Kaur e cols, 2008). Como o
envelhecimento reprodutivo em mulheres esta refado ao acumulo de danos muitas vezes
causados por estresse oxidativo, é de se espezaa gapacidade reprodutiva esteja também

associada a estes fatores, assim como abortosieagodecorrentes da gravidez.

1.3.3. HLA-G

O antigeno leucocitario humano (HLA) € um complgémico que codifica moléculas
responsaveis pela apresentacdo de antigenos aesoeiacélulas para os linfécitos T. Este
complexo encontra-se no cromossomo 6 tendo cercé B e codificando 130 diferentes
proteinas funcionais. Existem dois tipos principggsprodutos do HLA: classe | (apresentam
peptideos aos linfdcitos citoliticos CD8CTLSs) e classe Il (apresentam peptideos aasciiofs
T auxiliares CDZ) (Abbas & Lichtman, 2005). O HLA de classe | ainmade ser dividido em
classes la e Ib. Esta divisédo se deve ao fato ldases la e Il serem conhecidas como HLA
classico pela sua acao principal em transplantésgios e respostas imunes, e a classe Ib, HLA
nao classico, muitas vezes envolvido com a supredsdiesposta imune relacionada a situacoes

de escape ou tolerancia (figura 2) (Hviid, 2006).

HLA
DpP Do DR B C E A G F
—H H——H
A= - | S— — e
classe Il classe Il classe

Figura 2. Mapa do HLA no cromossomo 6 humano. Eretopr

representado o HLA classe Ib. Fonte: Hviid, 2006.

A maioria dos estudos do HLA de classe Ib se rederelLA-G principalmente pela sua
capacidade de modular a resposta imune no orgarespecialmente durante a gestacdo. O
HLA-G é capaz de inibir a resposta de linfocitosifbtoxicos e células natural killer (NK) (Le

Gal e cols, 1999). Estudos indicam que os trofobtasédo apresentam a capacidade de expressar
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HLA de classe la e Il, exceto uma pequena expredsdtl A-C (King e cols, 1996; King e cols,
2000). Tendo em vista que a presenca de célulagetdono organismo da mulher pode
desencadear respostas imunes com a capacidadeulsaex “corpo estranho”, a expressao de
HLA-G na regido de contato do trofoblasto modutasposta imune feminina durante a gestacao
impedindo o aborto (Hviid, 2006).

Alteracdes nos niveis de expressao ou na sequéecaninoacidos podem alterar este
equilibrio e favorecer ou ndo a persisténcia davidea. Como o gene é basicamente
monomorfico, alguns polimorfismos foram identifiogdem regides regulatérias o que afeta a
expressdo da proteina. Algumas mutacBes ja forasuciaslas com diferentes padrbes de
splicing de algumas isoformas do RNA mensageiroeecdncentracdes da forma soluvel
(O’Brien e cols, 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

Kalunga, populacdo alvo do presente projeto, é wopulacdo afroderivada rural
localizada no nordeste do Estado de Goias (CergsteCbrasileiro) considerada pelo governo
brasileiro como um remanescente de quilombo. Eepalg@cdo ficou parcialmente isolada da
area urbana durante geracdes. Mais recentementenémido um estreito contato com a area
urbana, principalmente com o municipio de Cava&ardm o objetivo de comércio e cidadania
(saude e educacdo, prioritariamente), e atravesprdgramas de pesquisa e extensao
universitaria.

A taxa de fecundidade (nimero meédio de filhos qua mulher tem ao final de sua idade
reprodutiva), além de ser utilizada rotineiramepéga uma melhor descricdo de dinamicas
populacionais, tem sido também utilizada na busctatbres de longevidade materna. Essa taxa
pode variar em decorréncia do nivel de desenvohtionecondmico e social. Portanto, espera-se
gue as maiores taxas sejam encontradas em popsllagée menor desenvolvimento. Nesse
sentido, um projeto foi recentemente submetido apisiério de Ciéncia e Tecnologia da
Espanha, coordenado pelo Dr. Francisco Luna daedsidade Complutense de Madrid, o qual
busca realizar um contraste entre trés situac@gsil@cao urbana de Madrid e outras cidades
espanholas, populacdo urbana de Cuba e remanesterjailombo brasileiro. Portanto, o
presente projeto é parte integrante desse esfotemacional para um melhor entendimento da
ecologia da reproducao humana.

Populacdes rurais apresentam, em geral, uma naiarde fecundidade que populacdes
urbanas. A taxa de fecundidade em remanescensldmbos do nordeste brasileiro € similar
a taxa de populag@es rurais ndo afro-derivadaspuenando que o estilo de vida e o nivel de
informacdes a cerca de métodos contraceptivos edit@bamente associados a taxa de
fecundidade (Novion e cols, 2003a). Aléem disso,agsanalises permitem avaliar quais
caracteristicas estdo mais associadas as taxa&suledidade e quais fatores estdo limitando o
aumento ou diminuicdo das mesmas.

A populacdo Kalunga foi selecionada para o presesttglo por ser um remanescente de
quilombo que ficou parcialmente isolado por gerag@er ser rural e por ser uma das maiores

comunidades deste tipo. Dessa forma, essa popusgg@senta o diferencial de possibilitar a
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obtencdo de amostras de um alto numero de mulkengslade reprodutiva e pos-reprodutiva
vivendo sob a mesma situacao socio-economica eads@a informacao.

O envelhecimento reprodutivo em mulheres estaafirente relacionado com danos
causados pelo estresse oxidativo. Tatone e cal§)2bservaram que mulheres com idade mais
avancada apresentam uma sub-expressdo de genasseesps pelo combate a radicais livres,
como a catalase, por exemplo. Além disso, ERO® estéolvidos na modulacdo de processos
como maturacéo de ovacitos, diferenciagdo ovaratesenvolvimento do corpo luteo (Agarwal
e cols, 2005).

Como é esperado que a comunidade Kalunga apreseatalta taxa de fecundidade, é
esperado também que se encontre, se houver, algssoaiacdo entre dados demograficos e
genéticos. A identificacdo de polimorfismos doeste oxidativo na populacédo de Kalunga pode
permitir a associacdo desta informacdo com dadpsladonais (taxa de fecundidade, taxa de
mortalidade, aborto, etc.). Essa identificacdo pbdeer correlacionada posteriormente com
informacdes sobre a saude dos individuos (presdacdoencas autoimunes, transfusdo de
sangue, transplante de orgaos, etc.) e na idexficc genética de marcadores ja descritos como
associados a doencas autoimunes, como SNPs e Hitfa® e cols, 2006; Palmisano, 2005;
Takakuwa e cols, 2005; Lambert e cols, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Descrever os padroes de fecundidade de uma popufcadescendente rural (Kalunga)
com base em dados populacionais e observar a agdocientre estes resultados e os
polimorfismos de marcadores relacionados ao estregdativo e HLA-G.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar dados demograficos da comunidade Kalunganpde etaria, relacdo
homem/mulher, taxa de fecundidade, taxa de abdipas de aborto, habitos das
gestantes, idade materna, intervalo entre gestgcd®® reprodutivo), taxa de
gestacdo, idade menarca e menopausa, uso de métodi@Eeptivos;

e Comparar os dados obtidos em Kalunga com infornsagfie outras regioes
brasileiras distintas com base em fatores cultueasnémicos e ambientais;

e Analisar os polimorfismos da haptoglobina, catgl&tieA-G 14 pb e G*0105N
nas mulheres em idade reprodutiva e pos-reprodutiva

e Avaliar se ha associacdo entre os alelos analisadiss dados demograficos da

amostra, em especial nimero de gestacdes e desbort
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DADOS DEMOGRAFICOS

Os dados demograficos foram obtidos com o uso dstigmarios especificos (anexo 1)
em trés diferentes visitas a area da comunidadenigal A coleta de dados relativos aos
parametros reprodutivos foi realizada em Vao deelfioé com a utilizacdo de um segundo
guestionario, especifico para essa finalidade @®2¢xAnteriormente a coleta de dados, todos os
individuos preencheram o termo de consentimente I esclarecido (TCLE - anexo 3)
deixando clara a sua participacdo como voluntér@gogesquisa.

Os dados obtidos através dos questionarios (amefardm inseridos no banco de dados
da comunidade Kalunga do Laboratorio de Genétiddrdeersidade de Brasilia. O banco é uma
planilha em Excel® 2007 (Microsoft) que contéem wds informacdes coletadas durante o
trabalho de campo. Este arquivo permitiu a selelpBodados de interesse e a andlise estatistica
dos parametros demograficos. As analises demogsafaram feitas seguindo o proposto por
Carvalho e cols (1998). Todos os calculos e graffobam feitos com o auxilio do software
Excel® 2007 (Microsoft).

4.1.1. PIRAMIDE ETARIA E RELACAO HOMEM/MULHER

Para o estudo das classes de idades, as amossrasskieparadas em dois grandes grupos:
homens e mulheres. Dentro de cada uma dessas riasefyspam agrupados os individuos de
acordo com a sua faixa etaria. As categorias erafge=g neste estudo foram as mesmas
utilizadas pelo IBGE nos Censos Demograficos (Oamas; 5 a 9 anos; 10 a 14 anos; 15 a 19
anos; 20 a 24 anos; 25 a 29 anos; 30 a 34 an@s38%@nos; 40 a 44 anos; 45 a 49 anos; 50 a 54
anos; 55 a 59 anos; 60 a 64 anos; 65 a 69 ana@s74@&nos; 75 a 79 anos; 80 anos ou mais).

Como nédo ha a autorizacdo para coleta de matéoiabiro para pessoas com menos de
18 anos, utilizamos as informagfes contidas nostiquérios dos participantes para extrapolar

os dados relativos ao intervalo de O a 17 anos.
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Para a estimativa da relacdo entre Homem/Mulhércdizulado o total de homens e
mulheres na comunidade, incluindo as criancas, tetad masculino foi dividido pelo total

feminino.

4.2. PARAMETROS REPRODUTIVOS

4.2.1. TAXA DE FECUNDIDADE

Para o céalculo da taxa de fecundidade foi utilizadtarmula:

Fec =nv
Tm
Onde:

nv = numero de nascidos vivos

Tm = total de mulheres que estéo ou ja passaraarigeede fértil

E importante ressaltar que as gestacées compytadagste estudo foram as que vieram
a termo, ou seja, aquelas em que a crianca naseeuFoi considerada mulher em idade fértil
todas aquelas que se encontravam entre a menaacanenopausa, informa¢do obtida no
guestionario (Anexo Il). Para aquelas que nao resgram o questionario completo foi utilizado
o intervalo aceito pelo IBGE que vai de 15 a 49%ano

A taxa de fecundidade foi estimada para quatrovates de idade - 15 a 29 anos; 30 a 39
anos; 40 a 49 anos; acima de 50 anos -, visandmarsse ha diferenca relativa a faixa etaria
em que as mulheres que mais tenham contribuidogarascimento populacional pertencam.
Para tanto foi realizado o mesmo célculo apreserdaiina.

Para estimativa da taxa de gestacdes foram coadmer além dos filhos vivos, os
abortos e natimortos concebidos pelas mulheresodauridade durante sua idade fértil. O

namero total de gestacdes substituiu o nv da f@rmacima para estimar essa taxa.

4.2.2. TAXA DE ABORTOS

Para o célculo da taxa de abortos foi computadotal tle abortos na populagcédo e
dividido pelo total de mulheres que passaram pomaaos uma gestacdo. As mulheres que

nunca tiveram filhos ndo foram inseridas nesteutdlaima vez que este estudo pretende avaliar

20



Material e Métodos

o risco de abortos dentro da populacéo, e para tamhulher que entra na analise deve estar

inserida na populacéo de risco (aquelas que jantiacam-se gestantes ao menos uma vez).

4.2.3. HABITOS DAS GESTANTES

Durante a coleta dos questionarios foram estudqdaso habitos das mulheres quando
gestantes: trabalho, doenca, fumo de tabaco et@mgete bebida alcodlica. A analise foi
realizada para cada gestacdo. Dessa forma, daletmstacOes estudadas foram computadas em
guantas a mae relatou ter trabalhado, ficado dpoénteado ou ingerido bebida alcéolica. A

analise foi feita para cada habito separadamesnepso resultado expresso em porcentagem.

4.2.4. IDADE PRIMEIRA E ULTIMA GESTACOES E INTERVAL O ENTRE
GESTACOES

Foram estimadas as idades da primeira e da Ultiestagbes para cada mulher da
amostra. Com os dados dispostos em uma planiltfaifaia média e desvio padrdo dos valores
obtidos.

O intervalo entre as gestacgfes foi estimado, enesne®smo o periodo entre o desfecho
de cada gestacdo (nascido vivo, nascido morto ou@bpara todas as mulheres da amostra.

Foram considerados somente os meses completoslagfecho da gestagéo seguinte.

4.2.5. IDADE DA MENARCA E DA MENOPAUSA

Com os dados obtidos dos questionarios, foi estimeadnédia e desvio padrao dos

valores relativo a idade de menarca e de menopaugapulagéo Kalunga.

4.2.6. USO DE CONTRACEPTIVOS

Os dados coletados quanto ao uso de contraceptxers divididos em antes e depois

das gestacoes. Para avaliar cada um deles foi ¢adgpo nimero de mulheres que utilizaram
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gualquer método contraceptivo (incluindo, por exiEempreservativos, anticoncepcionais orais,

cirurgias e chas). O valor foi expresso em poracgita

4.3. COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

Para a coleta de material bioldgico, foi solicitadoada participante a leitura ou audicéo,
na maioria dos casos em decorréncia do alto névehdlfabetismo, do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE, anexo 3) e sua assiaa{mu autorizagao.

Foi coletado material biolégico de 78 mulheres sgiencontravam ou ja haviam passado
pelo periodo reprodutivo. Foram retirados 5 ml d@egsie venoso periférico utilizando agulhas
estéreis descartaveis e tubos de coleta a vacuoE@M\ como anticoagulante, devidamente
identificados com o numero da amostra. As amostrasn mantidas em gelo e encaminhadas ao
Laboratorio de Genética da Universidade de Bragéra processamento e estocagem.

O sangue venoso foi centrifugado a 8000 rpm pomirfutos e obtiveram-se 3 fases
distintas: plasma, hemécia e leucocitbseffy coa}. Cada fracdo foi armazenada em tubos de
polipropileno devidamente etiquetados com os nus@as amostras. Nos tubos contendo
hemécia e leucocitos foram adicionados solucédolidergl a 40% em tampédo de estocagem
(citrato de tripotassio, fosfato bibasico de padtass fosfato monobasico de potassio) a
temperatura ambiente na propor¢cédo de 1:1. As aasostram armazenadas em freezer a -20°C.

A extracdo de DNA foi realizada a partir da frag#@oleucécitoskuffy coa} utilizando
kit comercial lllustra® da GE Healthcare Life Saes. O DNA foi quantificado no
espectrofotdbmetro GeneQuant® RNA/DNA Calculatoraffftacia Biotech). Uma aliquota foi
separada, diluida a 40ng/ul para uso diario e anaaa em geladeira 8 O material restante
foi estocado a —8C para integrar o Banco de DNA do Laboratério dedtiea da Universidade

de Brasilia.

4.4. ANALISE DE MARCADORES GENETICOS

Foram analisadas as distribuicbes genotipicas pgratro loci autossémicos:
Haptoglobina, Catalase, HLA-G 14 pb e HLA-G*0105A.amplificacdo dos fragmentos de

DNA foi realizada pela reacdo em cadeia da polise(®CR), cujo protocolo encontra-se na
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tabela 3. O termociclador utilizado foi o PT-100 NRksearch, Inc® para os sistemas
Haptoglobina e Catalase e GeneAmp® PCR System @Xpplied Biosystems) foi utilizado
para os sistemas HLA-G 14 pb e HLA-G*0105N. As ssmias dos iniciadores e suas

respectivas temperaturas de pareamento estao esanabela 4.

Tabela 3. Concentracbes e quantidades de reag@mtesl) empregados na PCR para os

sistemas estudados.

Quantidade por amostra

Reagentes
Haptoglobina Catalase HLA-G 14 pb HLA-G*0105N

H,O% 8,10 12,6 19,40 19,70
Tampao 10X 1,565 2,55 2,5 3,0
dNTP 1,25 1,50 0,25 0,3
Iniciadore$§ 0,50 1,30 1,00 1,80
MgCl, (50 mM) 0,625 0,70 0,75 -

Taq polimerase 0,075 0,15 0,1 0,2
Total 12,115 18,80 25,00 30,00
DNA (40 ngful) 1,00 1,00 5,00 5,00

2 4gua deionizada autoclavadaampdo com MgGl2 mM fornecido pelo fabricante da Taq
DNA Polimerase para os sistemas hapto e catalEs@ab sem magnésio para o sistema HLA-G
14 pb fornecido pelo fabricante da Tag DNA Poliseratampao com Mggl3 mM para o
sistema G*0105N fornecido pelo fabricante da TacADPbolimerase’ 10 mM para os sistemas
hapto e catalase; 20 mM para os sistemas HLA-Gbld @*0105N? 0,2 M de cada iniciador
para os sistemas hapto e catalase; 10 pmol deimia@galor para os sistemas HLA-G 14 pb e
G*0105N;° 5 U/ul para os sistemas hapto, catalase (Tag-DNA polgseeBiotools) e HLA-G
14 pb; Tag-DNA polylerase Platinum da Invitrogemgpa sistema G*0105N.

23



Material e Métodos

Tabela 4. SeqUéncia dos iniciadores utilizados mardocos analisados e temperatura de

anelamento (T) dos iniciadores.

Marcador Sequéncia de nucleotideos (5'/3’) Referéiz T

Haptoglobina

F3 CAG GAG TAT ACA CCT TAA ATG
S2 TTATCC ACT GCT TCT CAT TG Yano e cols, EgoC
Cc42 TTA CAC TGG TAG CGA ACC GA 1998
C72 AAT TTAAAATTG GCATTTCGCC
C51 GCA ATG ATG TCA CGG ATATC
Catalase
Kishimoto e
Sense AAT CAG AAG GCA GTC CTC CC 60°C
cols, 1992
Antisense TCG GGG AGC ACA GAG TGT AC
HLA-G 14 pb )
Bermingham
Sense TGT GAA ACA GCT GCC CTG TGT 56°C
_ e cols, 2000
Antisense AAG GAA TGC AGT TCAGCATGA
HLA-G*0105N
5HLGIN2 CCC AGA CCC TCT ACC TGG GAG Hyviid e cols, 66°C
NYGI3 CTC TCCTTG TGC TAG GCC AGG 2002
CTG AGA GG

Haptoglobina: o polimorfismo estudado encontra-se no cromossbénoujo produto &
responsavel pela expressdo da cadei{@6qg22.1). Para a visualizacdo dos diferenteoslel
(Hp1S, HplF e Hp2) sdo necessérias trés PCRstdsstiom pares de iniciadores especificos
para cada polimorfismo (tabela 5). Os fragmentoanfosubmetidos a eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida 6% n&o desnaturante a 1500W 1phora e 30 minutos e corados com

nitrato de prata (figura 3).
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Tabela 5. Pares de iniciadores utilizados paraisendala Haptoglobina e seus respectivos

tamanhos.
Alelo Par de iniciador Tamanho do fragmento
HplS C5le S2 1,2 kb
HplF F3e C72 1,4 kb
Hp2 F3 e C42 935 pb

Hp 1F-1F Hp 1F-1S Hp 1F-2  Hp 1S-1S Hp 1S-2 Hp 2-2

1,4 kb
1,2 kb
935 p

Figura 3. Genotipagem do marcador genético Hapbamho(cada individuo é representado por

trés pocos).

Catalase: € uma enzima codificada pdlecus 11p13 e encontra-se presente no interior
dos peroxissomos assumindo papel fundamental nbatena EROs pela conversao do peroxido
de hidrogénio em agua (Wanders & Waterham, 2006putacao estudada ocorre na posicao -
21 da regido promotora, resultando na troca de ageaina por uma timina. A alteragdo deste
nucleotideo gera uma sitio de restricdo detecfilalutilizacao da enzima Hinfl. A PCR produz
um fragmento de 250 pb na presenca do alelo T pde @& digestdo enzimatica resulta em duas
sequéncias de 203 e 47 pb no alelo A (Flekac ¢ @688). Os produtos foram digeridos
segundo o proposto pelo fabricante e os fragmdatam visualisados em gel de poliacrilamida

6% nao desnaturante a 150 V por duas horas e ocado nitrato de prata (figura 4).
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Figura4. Genotipagem para o marcador genético catalase.

HLA-G 14 pb: este polimorfismo caracteriza-se pela insercée¢del de um fragmento
de 14 pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3’) na porcado 3'UTR masicdo 3741 do éxon 8 do gene
HLA-G (Hviid, 2006). O iniciador utilizado amplifec um fragmento de 137 pb quando ha a
delecdo desta sequéncia e, de 151 pb quando l&iassucao. Os produtos foram visualizados
em gel de poliacrilamida 10% né&o desnaturante aV2p0r uma hora e corados com nitrato de
prata (figura 5).

di ii dd

151 p
137 p

Figura5. Genotipagem para o marcador genético HLA-G 1@pHelecao; i=insercao).

HLA-G*0105N: este polimorfismo € caracterizado pela delecaauma citosina na
terceira base do codon 129 ou na primeira baseédonc130 no éxon 3 do gene HLA-G. Esta
mutacao resulta numa proteina truncada nédo furiccmatificada pelo alelo nulo G*0105N. A
alteracdo na sequéncia de nucleotideos gera wnisitiestricdo detectavel pela enzima CFR13I.
O fragmento amplificado em PCR pelos iniciadoresspo457 pb e individuos sem a mutacéo
podem apresentar dois padrbes de banda: 218 pbph #3H8 pb + 48 pb + 46 pb + 14 pb ou
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218 pb + 106 pb + 73 pb + 46 pb + 14 pb. Quandpreaenca do alelo nulo observa-se um

padréo diferente (218 pb + 86 pb + 57 pb + 48 gib)t sendo o fragmento de 86 pb responsavel
pela detec¢do do polimorfismo (Castelli, EC — coitagfio pessoal). A digestdo enzimatica foi

realizada seguindo o protocolo proposto pelo fabte e os fragmentos foram visualizados em
gel de poliacrilamida 10% néao desnaturante a 25bWV1 hora e 30 minutos corados com

nitrato de prata (figura 6).

218 pb

106 pb
86 pb
73 pb

57/58 pb

48/46 pb

Figura6. Genotipagem para o marcador genético HLA-G*0105dto 5: padrao
de 100 pb; pocos 1, 3, 6 e 7: individuos homozggptra o alelo normal; pocos 2

e 4: individuos heterozigotos para o alelo nuloQGI5SN).

Um banco de dados foi feito com as informac0fes tgmsédas amostras. Para manter
total sigilo e de acordo com as normas de segusathgZomité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) os individuos foram identificados por undigd alfa-numérico e em seguida suas

genotipagens foram inseridas na planilha.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA DOS MARCADORES GENETICOS

As frequéncias génicas e genotipicas foram estisnatiizando-se o software GDA
versao 1.0 (Lewis & Zaykin, 1997). Primeirament@mostra foi analisada como um todo e
depois separada de acordo com a caracteristidadeal

Para andlise de associacdo entre alelos/gendtiposmdrcadores e parametros
reprodutivos, a amostra foi subdividida em grupascaso do parametro “incidéncia de aborto”,
o total amostral foi dividido em: mulheres que smdm aborto e mulheres que néo sofreram
aborto. Com relagéo a fecundidade, foram dividitlms seguintes grupos para analise estatistica:
mulheres com cinco gestagcbfes ou menos e mulhemas noais de cinco gestacfes. As
frequéncias génicas e genotipicas foram recalcsilpdea cada subgrupo e comparadas entre si
por meio da analise de diferenciacdo génica (Ggneprsdo 3.4 - Raymond & Rousset, 1995)

para avaliar a presenca ou ndo de diferencasstisi@nente relevantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. BIODEMOGRAFIA

A avaliagdo dos questionarios presentes no lalravaié Genética da Universidade de
Brasilia permitiu a obtencé@o de dados concernen&®2 individuos habitantes da comunidade
Kalunga. A relacdo homem/mulher na populacdo como tado foi estimada em 0,88,
representando uma predominancia de mulheres nantbade. O encontro de uma maior
guantidade de mulheres do que de homens na caog@titypopulacional de Kalunga se
assemelhou ao observado para a populagédo brasitbaaa, cuja estimativa € de 0,92 (IBGE,
2000), porém foi distinto do descrito para outres@anescentes de quilombo (Novion e cols,
2003a) e para populacdes rurais como um todo (4,BGE, 2000). Provavelmente este
predominio feminino na populacdo estudada se de@veuoximidade de Kalunga a outras
cidades, o que pode ter levado homens a buscaadrallto em fazendas ou cidades vizinhas
para auxiliarem na renda da casa.

A pirAmide etéaria obtida para Kalunga (figura 7jespentou distribuicdo semelhante a de
areas rurais, onde hd um predominio de pessoasjovaiss e uma menor porcentagem de
idosos. Este fato pode ser observado pelo alargangenbase da piramide e estreitamento de
seu apice. Foi observado também um baixo nimenaedildduos do sexo masculino nas classes
gue compreendem as idades entre 25 e 34 anosef&lés® 7). Essa descontinuidade é
caracteristica de populacdes rurais e remanesceéatgsilombo (Novion e cols, 2003a), uma
vez que jovens muitas vezes saem do quilombo ermpabde chances melhores em outras
localidades. Porém, em grande parte das vezesettesam quando mais velhos, o que explica
o leve acréscimo observado nas classes 11 e Ht{adws 50 anos). Além disso, aparentemente
ocorre 0 regresso de parte desta populacdo a pgasiB5 anos, o que pode ser resultado do
estabelecimento de familia ou migracdo dentro dauoidade Kalunga. De acordo com relatos
obtidos na comunidade, ha, de fato, migracdo delstrcomunidade Kalunga, em muitos casos,
em decorréncia de matrimonio.
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A taxa de individuos com mais de 80 anos encontradaspulacdo de Kalunga foi baixa,
0 que pode ser explicado pelo dificil acesso e peleariedade de vida pela qual os quilombolas
se apresentam. Somado a isso, 0 posto médico maismp localiza-se na cidade de

Cavalcante, ha mais de 50 quildmetros das casaspmaiimas da area urbana.

Classe Homens Mulheres
' 0 a 4 anos 6 2
5 5a 9 anos 25 21
. 10 a 14 anos 44 51
- 15 a 19 anos 62 47
— 20 a 24 anos 50 74
— 25 a 29 anos 31 33
_— 30 a 34 anos 30 27
— 35 a 39 anos 17 29
—— 40 a 44 anos 12 17
45 a 49 anos 10 16
— 50 a 54 anos 12 13
55 a 59 anos 8 15
60 a 64 anos 5 8
—— 65 a 69 anos 3 3
e 70 a 74 anos 1 2
- 75 a 79 anos 2 2
Mais de 80 anos 1 3
WHomens W Mulheres Total 319 363

Figura 7. Piramide Etaria de Kalunga (n=682; cldss®a 4 anos; classe 2: 5 a 9 anos; classe 3:
10 a 14 anos; classe 4: 15 a 19 anos; classe&b22@nos; classe 6: 25 a 29 anos; classe 7: 30 a
34 anos; classe 8: 35 a 39 anos; classe 9: 4@&aa#s classe 10: 45 a 49 anos; classe 11: 50 a 54
anos; classe 12: 55 a 59 anos; classe 13: 60 o84 elasse 14: 65 a 69 anos; classe 15: 70 a 74
anos; classe 16: 74 a 79 anos; classe 17: 80 anosis).

Foi observada predominancia de individuos com slatére 0 e 19 anos (classes 1 a 4),
0 que é similar ao observado em outras comunidadésmbolas e rurais, assim como o0 que
ocorre com a populacdo brasileira como um toda@d; IBGE, 2004). A predominancia de
individuos jovens, especialmente com idade entree 1D4 anos, pode, provavelmente, ser
explicada pelo alto indice de fecundidade observaedsa populacdo na década de 1990. Porém,
0 menor numero de criangas na primeira classed(@ras) pode ser decorrente de erros durante

a coleta da dados, uma vez que a pesquisa soragatadesso a individuos maiores de 18 anos e
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os dados de criancas da comunidade ficaram restaie filhos dos doadores das amostras e
dados demograficos.

=

4
*

:

m Homens B Mulhe&ras

Figura 8. Piramide etaria da populacdo brasildoaté: IBGE, Censo 2000). As
classes etarias séo idénticas as da figura 7 acima.

A comunidade Kalunga é subdividida em varias regi{@ngenho |, Engenho II, Vao de
Almas, Vao de Moleque, Ribeirdo dos Bois, Contemd&alunga), sendo Engenho | e Il e Vao
de Moleque os mais proximos da area urbana. Destmedividuos que informaram a regido de
onde era originario, foram observados 183 nasca&tosVao de Almas e 260 em Véao de
Moleque, locais esses onde ocorreram as duas colet@rea Kalunga. Nos demais questionarios
utilizados os entrevistados néao forneceram o ldealascimento dentro da comunidade. Quando
as duas populagdes foram analisadas separadameptssivel observar uma menor proporcao
de individuos maiores de 50 anos em Vao de AlIma84B3do que em Vao de Moleque (8,8%).
Essa diferenca pode ser decorrente da maior digtélecvVao de Almas para a zona urbana, o
que dificulta ainda mais o acesso ao sistema deesdévando a uma provavel menor
expectativa de vida. Além disso, as comunidadesagpeecentemente comecgaram a ter acesso
ao saneamento basico, o que pode ter contribuidedugdo da expectativa de vida de ambas os
grupos. As distribuicbes das demais classes etdda®hém se apresentaram distintas,
demonstrando as diferencas entre os dois gruposdad.
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As diferencas observadas vao além de caracteremgdéficos. Quando avaliadas
geneticamente estas subpopulacdes também apreserparametros distintos, tendo Vao de
Almas uma maior contribuicdo africana do que VadMaddéeque, resultado do maior isolamento
a que a primeira esteve submetida (Gontijo & OfayeR004). Marcadores microssatélites do
cromossomo Y também indicaram diferencas genétinie as duas subcomunidades (Oliveira
e cols, 2003). Assim como 0 observado para os dgeloédticos, a demografia indica que cada

uma dessas subpopulacdes teve sua propria higtopgarefletida na composicéo atual.

5.2. FECUNDIDADE E REPRODUCAO

Foram obtidas informacfes de 78 mulheres que sentagam ou ja haviam passado
pela vida reprodutiva. Com base nestes questianddp possivel observar que a taxa de
fecundidade estimada para a comunidade Kalungaef®i,51. Essa taxa foi mais de duas vezes
maior que a da populacdo brasileira, estimada &% @BGE), e maior que a de mulheres
brasileiras sem instrucdo ou que ndo completaramsmo fundamental (4,12 - IBGE). Quando
separadas por classes etarias, as taxas de feadadid mostraram bem distintas (Tabela 6). As
idades de 30 a 39 anos, classe em que houve unmeusignificativo nos valores, foram as que
maior contribuiram para a taxa de fecundidade wbder Esses dados estdo em concordancia
com estudos anteriores que indicam que as maiaxas tle fecundidade do pais sdo observadas
em comunidades rurais afrodescendentes com ba@pdy instrucdo e baixa renda (Berquo e
Cavenaghi, 2004; Rio-Neto, 2005). Os resultadotdala 6 também levam a pensar que a taxa
de fecundidade apdés a menopausa pode ser maiareda encontrada no presente estudo, uma
vez que as mulheres com mais de 40 anos apresdat@msuperior a calculada para a
comunidade total.
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Tabela 6. Taxas de fecundidade estimadas para a

comunidade Kalunga segundo classes estarias.

Classe Taxa de Fecundidade
15 a 29 anos 1,54
30 a 39 anos 4,11
40 a 49 anos 5,93
Acima de 50 anos 9,00
Populacéo total 5,51

A taxa de gestacdo, que é o calculo da taxa dendetade computando os abortos e
natimortos, foi estimada em 5,61, levemente superitaxa de fecundidade total. Era de se
esperar um valor superior ao encontrado, uma vezagoomunidade ndo dispbe de um bom
sistema de salude e grande parte dos nascimentesat@ados por parteiras locais sem muito
auxilio, o que poderia ter elevado o numero detaba natimortos. Porém, durante a aplicacéo
dos questionarios foi observado que as mulheresutam tendéncia em esquecer de citar 0s
abortos e natimortos, assim como crian¢as quesdda@set na primeira infancia, o que pode ter
levado a uma sub-estimativa dos valores.

Quando as subpopulacdes foram avaliadas separaafRigura 9) foi possivel observar
uma taxa de fecundidade maior em Vao de Almas (2l6&ue em Vao de Moleque (3,65), 0
gue pode ser reflexo do maior isolamento geograicoltural do primeiro. Comparando-se com
outras comunidades remanescentes de quilombo (MNowiacols, 2003b), Vao de Almas
apresenta a maior taxa de fecundidade relatada atémento, enquanto que a comunidade
Kalunga como um todo apresentou uma taxa intermadi& taxa de gestacdo encontrada para
as subcomunidades foi de 8,00 para Vao de Almas/@ gara Vao de Moleque, valores
intermediarios ao da populacéo total. Mais uma wezalor muito superior observado em Vao
de Almas, reflexo da maior incidéncia de abortom@mortos, deveu-se provavelmente ao seu

maior isolamento.
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Figura9. Taxa de Fecundidade de Kalunga. VM = Vao de MaeVA = Vao de
Almas. A linha cinza representa a média da popalagéal brasileira e a azul, a

média da populacdo Kalunga.

Um outro aspecto interessante da populacdo Kaltoiggue aproximadamente 9,90%
das mulheres analisadas tiveram partos gemelasss.idice € alto quando considera-se que 0s
nascimentos deste tipo sdo da ordem de 1%, semda fjaqiéncia varia bastante a depender da
populacéo e da idade materna (D’Addato e cols, R@M&ocal de nascimento também apresenta
influéncia nessa taxa. Um levantamento realizaddarkina Faso, por exemplo, relatou que a
taxa de partos gemelares € maior em hospitais émggampo (Jahn e cols, 2006), o que amplia
ainda mais a importancia numérica dos partos geesxlem Kalunga e direciona para uma
melhor investigacdo da questdo. Muitos dos paeasetares relatados tiveram como desfecho a
morte de um ou dos dois filhos, provavel reflexopdoto domiciliar e distancia geogréfica do
hospital.

A incidéncia de abortos relatada na populacado Kmdaoi de 8,32% das gestacdes totais.
Todas as mées alegaram que os abortos foram espostgporém este dado pode néo refletir a
realidade visto que o aborto induzido € crime nasBre € condenado por uma boa parcela da
sociedade, o que as pode tornar cautelosas aarrelato. Dessa forma, a classificacdo em
aborto espontaneo ou induzido néo foi considerada @ presente estudo. O valor estimado de
abortos induzidos no Brasil varia de 2,07% (Mowotekr Adesse, 2006) a 2,9% (Monteiro &
Adesse, 2007), apresentando variagdes regionai@mo territério nacional. Este alto valor

encontrado para Kalunga pode ser resultado de gigglsanitarias e comportamentais as quais
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estdo sujeitas as mulheres, uma vez que, mesmigasaas gestantes trabalham nas lavouras e
cuidam da casa, sendo responsaveis por parte lwhlhibapesado da roca, além da ingestao de
bebida alcodlica e do fumo de tabaco durante @gerde gestacao.

Para avaliar a importancia de parametros como doengbalho, fumo de tabaco e
ingestao de bebida alcodlica na taxa de abortesr&tmortos na comunidade, foram avaliadas
291 gestacdes ocorridas na comunidade. As mulhel&sram que em 95,88% das gestacoes
elas trabalharam na lavoura da mesma forma quedquaé&o gravidas, em decorréncia da
necessidade das familias em manter a plantacdcoparstento da casa. As mulheres relataram
também que fumaram tabaco em 48,80% das gestag@gsrieam bebida alcodlica em 27,49%.
Estas altas taxas podem ter relacdo com o elevaticeide abortos, uma vez que diversos
trabalhos ja associaram estes fatores com ma f@omaperda do fetal (Fantuzzi e cols, 2008;
Lobel e cols, 2008; Triche e cols, 2008). Doengasiite a gestagcdo, como gripe, pneumonia e
enxaquecas, foram relatadas por 9,97% das mulerteyistadas.

As mulheres da comunidade apresentaram uma médidade da primeira gestacéo
relativamente baixa (21,58 anos; DP=5,67), sendo ajunenor idade observada foi 14 anos.
Nessa populagéo, 24,10% das méaes apresentavam deeti8sanos por ocasiado (Sil, vc acha q
troca isso? Achei q ficou feio...) da primeira gedb. Este valor é alto quando comparado com
regides com alto histérico de gravidez na adolesaénomo € o caso do Nordeste, onde 13,60%
das meninas na faixa etaria de 15 anos ja séo (#f&eg). A contribuicdo na fecundidade por
parte de mulheres com idades entre 15 e 19 an@sasil gira em torno de 19,40% (IBGE),
valor inferior ao encontrado para a comunidade Kgdu

As mulheres apresentaram uma idade média da (destacdo de 31,55 anos (DP=9,13).
Como demonstrado pelo alto desvio padréo, este vafmu muito dentro da amostra estudada.
A maior idade observada foi de 51 anos, sendo 26&8s maes tiveram gestacbes apds os 40
anos. Diante do exposto, até 0 momento pode-serigfee muitas vezes as mulheres comecam
a procriar muito jovens e estendem suas gestag@esximo da menopausa.

Quando avaliado o intervalo entre as gestactesbieervado um valor de 32,41 meses
(DP=21,79). Apesar de este intervalo ser consiéérante grande, o desvio padrdo € grande
também. O menor intervalo avaliado foi de 11 mesesnaior de 12 anos, o que justifica o alto

desvio padrdo da analise.
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Outro aspecto avaliado foi com relagdo ao periodmstnual. A idade da menarca
apresentou um valor médio de 13,87 anos (DP=1¢8&ndo proximo dos valores apresentados
por outras popula¢des como Estados Unidos (12,6¢ afdry & Cliquet, 1982), Bélgica (13,09
anos; Udry & Cliquet, 1982) e India (13,50 anosrgsa cols, 2001). O Brasil apresenta idades
de menarca que variam ao longo do territorio, teradores abaixo do estudado para Kalunga em
Séo Paulo (12,50 anos; Falcdo Tavares e cols, 2000az6nia (12,88 anos; Silva e Padez,
2006) e Acre (12,7 anos; Farias e cols, 2006). Nierahpopulacdo apresentou valores superiores
ao encontrado para o quilombo e todos os estudasiaeados informam uma tendéncia ao
decréscimo destas idades ao longo das décadaas(Earbls, 2006; Silva e Padez, 2006; Kac e
cols, 2000; Falcdo Tavares e cols, 2000). A meteteé de menarca foi de 11 anos e a maior foi
de 17. Aproximadamente 79% das mulheres apresenthreante seu periodo fértil menstruacéo
regular. Como ndo ha, em Kalunga, um controle dmocmenstrual muito preciso, foi
considerado menstruacao regular todas as que séirgue todos 0os meses havia a presenca do
sangramento.

A idade da menopausa variou de 29 a 58 anos, apres® uma média de 48,30 anos
(DP=6,94), o0 que explica a alta freqiéncia de gésta apds os 40 anos ja relatada. Estudo
realizado por Pedro e cols (2003) apresentou 5108 aomo idade média de menopausa na
populacdo de Campinas, Sado Paulo. Apesar dos satdie diferirem estatisticamente, as
diferencas nas médias encontradas para a popwjagémbola e a urbana podem ser resultados
de diversos fatores ja relatados na literatura pogem influenciar estas variacbes, como
alimentacédo, doencas, fatores culturais e trataoeedicionais (Wenger e cols, 2002).

Apenas 10% das mulheres entrevistadas afirmarantiigado métodos contraceptivos
antes da primeira gestacao. Dentre os métodogadtils foram computados contraceptivos orais
e chas. Quando o uso destes foi avaliado apésstacdes, este percentual subiu para 12,5%.
Um aspecto interessante de se ressaltar é o dlte ide laqueaduras na populacdo (42,86% das
mulheres entrevistadas), o que pode explicar colaexcentual de uso dos demais métodos. Foi
observado também que mulheres jovens que ja passillias eram aconselhadas pelo posto de
saude local a fazer a cirurgia, mas muitas delalsaa@m por ndo fazé-la uma vez que os partos
sdo realizados em sua maioria com o auxilio deejpast na propria comunidade e ndo em

hospitais. A taxa de laqueadura no Brasil vem atanelo nos Gltimos anos e a estimativa atual
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€ de que 40% das mulheres em idade reprodutivanemassado pelo processo (Osis e cols,

1998), valor proximo ao encontrado para Kalunga.

5.3. MARCADORES GENETICOS

Foram avaliados quatro marcadores genéticos nalggdou feminina de Kalunga:
Haptoglobina, Catalase, HLA-G 14 pb e HLA-G alelolon (G*0105N). Com excecao da
haptoglobina, todos deci apresentaram-se em equilibrio de Hardy-WeinberyNE tabela 7).

A nao observacédo de EHW para haptoglobina podest@gdo com pressdes seletivas, uma vez
gue este marcador genético esta relacionado asds/gpatologias como problemas renais
(Brymora e cols, 2007), pré-eclampsia (Depypere obs, c2006) e problemas cardiacos

(Gogishvili e cols, 1985), dentre outros.

Tabela 7. Frequéncia relativa dos alelos dos Istudados para a populacdo de

Kalunga e valor de p calculado para o EHW(0,05).

Marcador/Alelo Frequéncia Valor de p
N=78
Haptoglobina
Hp'® 0,279
" 0,002
Hp 0,227
Hp? 0,494
Catalase
T 0,404 0,810
A 0,596
HLA-G 14 pb
Insercao 0,560 0,829
Delecao 0,440
HLA-G G*0105N
Alelo normal 0,857 0,694
Alelo nulo 0,143
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Para o marcador haptoglobina, o alelo mais comumKalanga foi o Hp2. Estudos
realizados com populacdes africanas indicam quecgiéncia do alelo Hsoma dos alelos 1S
e 1F) é proxima a 0,50 (Carter & Worwood, 2007jmom observado em Kalunga (0,506).

As frequéncias dos alelos da catalase observad&alkmga sao similares ao descrito na
literatura (Franca - Fabre e cols, 2008; Repuflfzeca - Flekac e cols, 2008), assim como para
os marcadores de HLA (Porto Alegre - Vianna e c20€)7; China - Yan e cols, 2006; india -
Abbas e cols, 2004; india - Tripathi e cols, 2004 fato interessante de se ressaltar € que o
alelo nulo do marcador G*0105N apresenta sempreabaireqiéncias, estando comumente
abaixo de 0,10. Entretanto, em populacfes de orgfeicana sua incidéncia encontra-se mais
elevada, alcancando valores acima dos observadasapademais populac¢des (Hviid, 2006).
Dessa forma, € possivel concluir que os valoresrgrados em Kalunga para este marcador
encontram-se dentro do esperado tendo vista sgenode formacao.

A avaliacdo de associacao entre os marcadores@enétincidéncia de aborto encontra-
se na tabela 8. Para essa andlise a amostra fdivelila em dois grupos: mulheres que
sofreram aborto (n=27) e mulheres que ndo sofrgrasbl). Dentro do primeiro grupo, a
incidéncia de abortos variou de 1 a 7 por multargde que destes 11% apresentou mais de cinco
abortos. Dentre todos os marcadores estudadostaglwpna foi 0 Unico marcador que néo
mostrou aderéncia ao EHW na populacdo que nédouseafberto (p=0,0015). Também foi
observada diferenciagcdo genética, que reflete @gsa; com relacdo ao mesmo marcador
(p=003 — tabela 8). O alelo que mais contribuitapeste resultado foi o Hpque apresentou
frequéncia aumentada no grupo com incidéncia de@bBste alelo também ja foi descrito na
literatura como associado a hipertensdo (Depypemwl® 2006), infec¢cdes respiratérias e
reprodutivas (Gnanandarajah e cols, 2008), hepaiit®se e doencas coronarianas (Carter &
Worwood, 2007). Esta associacdo observada tambéim g&r devido ao desequilibrio que o
préprio marcador apresentou para uma das subp@aslagl pela subestruturacdo que a amostra
possa apresentar para a haptoglobina. Para taatsgfnecessario novos estudos para verificar

tal fato.
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Tabela 8. Analise de diferenciacdo génica entreopgmulacdes constituidas de

mulheres que sofreram e ndo sofreram aborto emmialu

Marcador/alelo Com aborto Sem aborto Valor de p
N=27 N=51
Haptoglobina
Hp'S 0,44 0,19
. 0,003
Hp 0,19 0,25
Hp? 0,37 0,56
Catalase
T 0,36 0,43 0,476
A 0,64 0,57
HLA-G 14 pb
Insergao 0,54 0,57 0,732
Delecao 0,46 0,43
HLA-G G*0105N
Alelo normal 0,87 0,85 1,000
Alelo nulo 0,13 0,15

Considerando que ha uma vasta literatura relataodelacdo entre presenca de aborto e
os marcadores do HLA-G (Sipak-Szmigiel e cols, 20@@bas e cols, 2004; Hviid, 2004;
Tripathi e cols, 2004), era esperado a observagapresente trabalho de uma diferenciacéo
positiva, mas nao foi encontrado qualquer indigiprovavel que a auséncia de correlacéo esteja
relacionada a questdo de memoria materna em Kalistggorque a maioria das mulheres teve
diversas gestacdes e pode néo ter se recordadmae ¥Além disso, devido a vida isolada na
comunidade, as mulheres poderiam engravidar e iparciganca sem ao menos saber que estava
sofrendo um aborto, uma vez que ndo ha um corrigdeoso do ciclo menstrual.

Outra analise neste mesmo sentido foi realizadaraego a amostra em mulheres com
até cinco filhos (n=31) e mulheres com mais decciiilbos (n=47). Somente a haptoglobina,
dentre todos os marcadores analisados, apresemtemsauséncia de EHW para ambas as
popula¢des (até cinco filhos p=0,0495; mais decciiibos p=0,0421). Da mesma forma que o
estudo anterior, somente este marcador apreseiferentiacdo entre os grupos (p=0,044 —

tabela 9), estando o alelo Hem maior frequéncia entre as mulheres com maiantiade de
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filhos. Apesar de parecer contraditorio ao resoltagicontrado anteriormente, foi observado que
aproximadamente 89% das mulheres que sofreramoalEstéo inseridas na populagéo que teve
mais de cinco gestacoes. Isto reforca a teoriaudeacamostra poderia estar uma pouco desviada
da realidade uma vez que as mulheres muitas vépesalem ou ndo lembram de seus abortos.
Outro fator que pode estar levando a essa difaeégié a auséncia do EHW para o mesmo

locus

Tabela 9. Analise de diferenciagdo génica entmaaberes que tiveram até cinco

filhos e mais de cinco filhos.

Marcador/alelo Até 5 gestacBes Mais de 5 gestacdes Valorde p

N=31 N=47
Haptoglobina
Hp'® 0,17 0,35
Hp'F 0,27 0,20 0044
Hp? 0,56 0,45
Catalase
T 0,45 0,38 0,487
A 0,55 0,62
HLA-G 14 pb
Insercao 0,60 0,53 0,504
Delecao 0,40 0,47
HLA-G G*0105N
Alelo normal 0,89 0,84 0,485
Alelo nulo 0,11 0,16
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6. CONCLUSOES

De acordo com o exposto, € possivel concluir que:

A populacdo Kalunga possui caracteristicas bem lipees, apresentando variaveis
demogréficas distintas, ora se assemelhando a gqudmd urbanas (relagdo homem/mulher), e
ora a populacdes rurais (taxa de fecundidade). @@uanalisado de forma geral, este quilombo
apresenta uma estrutura muito semelhante aos desna@mescentes de quilombos descritos na
literatura, assim como a populacao rural brasilgicés apresenta predominio de individuos nas
classes etarias jovens e taxa de fecundidade alevad

A piramide etéria apresenta uma falha quando dsithas chegam aos 29 anos, o que
pode ser um reflexo da migracédo para areas forgudombo em busca de trabalho e melhores
oportunidades de vida. A populagdo também apresesmigacdes na distribuicdo de género por
classe etaria, 0o que talvez possa ser explicado mpigjracdo de individuos preferencialmente
jovens;

Os indices de fecundidade e parametros reprodufjpagos gemelares e abortos)
indicam que um estudo mais aprofundado da quest@® skr realizado na comunidade. A taxa
de fecundidade apresenta-se alta, mesmo para gopslaurais. Provavelmente a taxa de
mortalidade infantil também deve encontrar-se elavdevido as condicdes sanitarias da
comunidade. Seria interessante ampliar os dadda desquisa, incluindo informacdées como a
taxa de migracao efetiva, mortalidade infantil @extativa de vida para melhor descrever a
populacdo Kalunga. As mulheres com idades entee3anos sdo as que mais contribuem para
a alta taxa de fecundidade;

Vao de Almas apresentou as maiores taxas de fetadelie de gestacdo dentro da
comunidade. Isso pode ser explicado por se tratanth regido mais isolada e de dificil acesso,
0 que torna menos acessivel os programas de emé@ptodutivo e outras informagdes que
possam auxiliar os moradores no planejamento famili

Kalunga apresentou uma alta incidéncia de partoselgees, estando muito acima da
média encontrada na literatura. Isto sugere questodo buscando encontrar associacdo entre

marcadores genéticos e partos gemelares possiawselrna comunidade;
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Um grande percentual das mulheres relatou ter fareadgerido bebida alcoolica, o que
indica a necessidade de programas com o intuiesdarecer as gestantes dos efeitos das drogas
durante a formagéao e desenvolvimento da crianga;

Apesar das mulheres terem muitos filhos, o intervahtre as gestacfes é grande.
Também foi observado que as mulheres iniciam sda réprodutiva cedo e encerram muitas
vezes quase no periodo da menopausa, indicandelgsigpassam todo o seu periodo feértil
engravidando. Isso reflete as afirmacdes das katurde que elas sabiam que poderiam
engravidar quando o filho anterior parava de améaangn

A difusdo de métodos contraceptivos ha comunidduE»@, sendo que a laqueadura é a
forma mais comum dentre as mulheres de se evistagEes;

A haptoglobina foi o Unico marcador que se enceatrfora do EHW e apresentou
associacdo com presenca de abortos e maior nimeyestacdes. Nestes dois casos o aleld Hp
foi o maior responsavel pelo resultado. Estes t&do$ podem ser produto de diferentes fatores:
a propria auséncia do EHW; falhas nos questiondo@bas informacdes imprecisas; o proprio

marcador pode estar sofrendo selecdo devido assoaiacdo com diferentes doencas;

As frequéncias génicas e genotipicas encontradasopalemais marcadores estdo dentro

do esperado e observado em outras populagées;

Diversos estudos ja encontraram uma correlacde eydr marcadores de HLA-G e
manutencdo da gestacdo, porém no presente estadoraéh encontradas quaisquer evidéncias

de que estes loci estariam associados a aboriomera de filhos;

A dificuldade em obter dados precisos na comunigenke ter atrapalhado o resultado
final. Muitas mulheres ndo se lembravam das datasascimento dos filhos, se ja haviam
sofrido aborto ou as idades de menarca e menop8asa. interessante o desenvolvimento de
um grupo de estudos demograficos de Kalunga visandmpanhar estas variaveis para que se
conheca o0s reais problemas e dificuldades da caadei Estas informacdes também
facilitariam pedidos de verbas e condicdes médécaanitarias para a localidade. Além disso,
nao se pode descartar a presencas de erros déesrdan pesquisa, como 0 erro humano
(genotipagem) e o erro decorrente das pequenastramggsultantes apds a separacdo em

grupos.
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NO

\-"-/ UNIVERSIDADE DE BRASILIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, POS-INF ORMACAO

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a)
a participar da pesquisaFécundidade e microquimerismo em Kalunga, uma pgaol
afroderivada rural do Centro-Oeste brasileiexecutada pelo “Grupo de avaliagdo genético-
epidemiol6gica de populacdes humanas isoladas é-is@adas” composto por pesquisadores da
Universidade de Brasilia.

A pesquisa pretende avaliar dados demograficosioelados a reproducédo e associa-los a dados
genéticos, isto é, sera avaliado o numero médifildes da populacdo, taxas de mortalidade e aborto,
dentre outros, e observar se ha ou ndo algumaicetagn a persisténcia de células do filho na cgéo
materna apos o parto. Para tanto € necessaridotgrghamos o maximo de informacdes possiveis sobre a
sua vida reprodutiva e coletemos uma pequena abstsangue de mulheres que tiveram filhos do sexo
masculino. Adicionalmente, sera feito um levantamelemogréafico da populacdo para que saibamos a
atual situacdo na qual nossa amostra se insere.

A sua participagdo deverd ser totalmente voluntééa acarretando despesa a qualquer
uma das partes, em qualquer tempo e consistirarnedimento de dados pessoais (idade, sexo,
cOnjuge, entre outros) para o preenchimento de uestgnario visando o levantamento de
dados demograficos (apresentado em anexo) e redeetie 1 tubo de 5ml de sangue de uma das
veias da circulagdo periférica (somente no casandéheres que tiveram filhos do sexo
masculino). Sera aplicado um pequeno questiondi@oaal visando a coleta de dados sobre a
fecundidade, isso €, avaliacdo do numero de fiéhgsestacBes além dos métodos contraceptivos
ja utilizados e em uso no momento da entrevistagfipnario aplicado para todas as mulheres).
O questionario exige de 10 a 20 minutos para sepleto preenchimento e a coleta de sangue
consome no maximo 5 minutos, totalizando 25 minumosnaximo de tempo para coleta de
dados e material bioldgico.

A coleta de seu sangue sera feita utilizando ersstde coleta de sangue a vacuo, cuja agulha é
estéril, isto é, sem contaminacdo por bactériasis\e outros microrganismos, e é descartavel. Esses
procedimentos sdo usuais nas pesquisas genétieasamalises laboratoriais, ndo implicando risca pa
saude, podendo, porém, provocar um pouco de ddoaadb de penetracdo da agulha no momento da
coleta. Este material coletado sera utilizado eélises do material genético, o DNA, visando tragar
perfil individual de microquimerismo fetal, ou sefapresenca de células do filho na circulacdo mmate
apos o parto. Para tanto sera identificado o creams Y na corrente sangiiinea da mae, cromossomo
exclusivo de homens.

O material genético a ser utilizado nas analises estocado em freezer, em Banco de Amostras
localizado no Laboratério de Genética do Departamele Genética e Morfologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas na Universidade de Brasilifodma codificada e somente os integrantes da pesqui
terdo acesso aos dados fornecidos.

Os resultados das analises genéticas do seu rhatend divulgados exclusivamente
para vocé se solicitado ao coordenador da pesduisdiante interesse, vocé podera ter acesso,
em qualquer tempo, aos resultados globais e obéduartir da analise da sua amostra, porém
ndo aos dados relativos a outros individuos dayssqggarantindo a privacidade dos mesmos.
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Para ter acesso aos seus dados globais e relatex@sa procurar a coordenadora do projeto que
fornecera informacgdes sobre o andamento das pasaiigossiveis resultados obtidos.Apenas os
pesquisadores envolvidos diretamente no projefmtacesso ao material coletado e aos dados
fornecidos, garantindo assim, o sigilo e a privadeldos seus dados.

Os dados gerados pela pesquisa seréo utilizadasapelaboracdo de artigos cientificos,
resumos e painéis de congressos e fardo partealdissertacdo de mestrado.

Qualquer nova pesquisa que for realizada utilizamdoaterial doado sera submetida,
antes, a aprovacdo ao Conselho de Etica em Pesquisa

Vocé também podera se recusar a responder perguueabe tragam constrangimento
ou a fornecer material biolégico, podendo decidio participar mais do projeto a qualquer
tempo, mesmo apOs a assinatura do presente termmraentimento, e ficara livre para
abandonar a pesquisa bastando a comunicacdo amsaspl pelo projeto, identificado neste
termo, sendo que esse procedimento ndo implicaezmuma despesa para qualquer pessoa e
nenhum risco de ser penalizado no programa ougtéuigao local de estudo ou no ambito da
profisséo.

Em caso de dividas ou esclarecimentos adicion@é godera entrar em contato direto com a
Coordenadora do Projeto, Profa. Dra. Silviene Feabide Oliveira (Universidade de Brasilia — Institut
de Biologia — ICC Sul, Laboratério de Genética efdlogia, Modulo 6 — telefone 61 3307-2161).

Para aceitar este convite é preciso que vocé assitee Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido que se encontedigido em duas vias, sendo uma para o parti@pardutra para o
pesquisador responsavel.

Aceito o convite para participar da pesquisa “Asglilemografica e microquimerismo no Distrito
Federal e em Kalunga, uma populacédo afroderivadd do Centro-Oeste brasileiro” executada pelo
“Grupo de avaliacao genético-epidemiolégica de fadies humanas isoladas e semi-isoladas” composto
por pesquisadores da Universidade de Brasiliatero®ms aqui presentes.

Brasilia, de de 20

Assinatura:

Documento de identidade:

Responsavel pela pesquisa:

51



Anexo |1

NO
\_"_/ UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Nome: F
[ ]
Data de nascimento: / / Local de Nestio:
Endereco: Telefone:
Estado civil: stadé conjugal:
Escolaridade: ofis§&o:

Classificacé@o fenotipica: [ ]Branco Négro [ ]Amerindio [ ] Asidtico ]Misto
Autoclassificagao:
Se misto, tracos de: [ ] Branco [ ] Negro Arherindio [ ] Asiético [ ] Outro
Ascendéncia materna:
Ascendéncia paterna:

Peso: Pulso:

Altura: Pressao arterial (1%): Pressao arterial (2%):
Pai: N°
Local de Nascimento:

Avo paterna: N°
Local de Nascimento:
Av0 paterno: N°

Local de Nascimento:

Mae: N°
Local de Nascimento:
Avé materna: N°
Local de Nascimento:
Avb paterno: N°

Local de Nascimento:

MIGRANTES
Tempo da familia na comunidade:
Motivo da mudanca:
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Irméos [ ]1Homens [ ]1Mulheres Observagtes
Gémeos

Univitelinos [ ]Homens [ ]Mulheres

Bivitelinos [ ]1Homens [ ]Mulheres

Doencga genética na familia [ ]Nao [ fhSiQual (is):
Parentesco dos afetados:

Dados do cénjuge

Nome: Ne:
Data de nascimento: / / Local de nascimento:

Parentesco:

Inicio do relacionamento: / / Término: / /

Local do inicio:

Residéncia atual:

Numero de filhos:

[ ]Homens [ ]Mulheres

Gémeos [ ]Nao [ ]Sim Quantos:

Aborto:[ ]Ndo [ ]Sim Quantos:

Morto apés o nascimento: [ ]Nao [ ] SiQuantos:
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NO

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

NJILA

Participantes do seXxeEMININO
Nome:

Fertilidade

Ordem de gestagbes 12 22 32 42

5a

Tipo de parto NV NM AB NV NM AB NV NM B NV NM AB

NV NM AB

Se NV, ainda vive? Sim Nao Sim Nao SimNao Sim Nao

Sim Nao

Tipo de aborto [ INat[ ]JInd [ INat[]Ind| [ ]JNat[ ]Ind| [ ]Nat[ I[nd

[

JNat [ ]Ind

Se ndo, data de
falecimento

N° de semanas de
gestagao

Peso / Altura do filho
no nascimento

Aumento de peso da
mae (Kg)

Data do parto/aborto

Lugar do parto/abortg

Tipo de parto N C N C N C N C

N C

Sexo IR 0 I [ IF [ M [IF [ IM | [ JF [ M

[ IF [IM

Gestacao gemelar [ IN&o[ ]Sih IN&o[ ]Sim|{[ ]N&o[ ]Sim| [ IN&o[ ]Sim

[ J8b[ ]Sim

Semanas de
amamentagao

Habitos da gestante F A T O A F AT D F A T D

F AT D

Observagoes:

Tipo de parto: NV - nascido vivo; NM — nascido nag&B — aborto

Tipo de aborto: Nat — natural; Ind - Induzido

Gestacao gemelar: se sim, indicar o nimero de fetos

Habitos da gestante: F — fumou; A — ingeriu belbidadlica; T — trabalhou; D — esteve doente
Qual doenga:
Tipo de parto: N — natural; C - cesérea

Data da menarca/ /
[ 1Regular Irregulat [
Data da menopausd: /

Idade da menarca:
Tipo de menstruacao:
Idade da menopausa:
Uso de contraceptivos:
Antes da gravidez: [ ] N&o [ ] Sim Qual? Quetempo?
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Atualmente: [ TNao [ ]Sim Qual? Quatempo?
Jé sofreu cirurgia? [ ] N&o [ ]Sim

Quando: / / Que tipo:

Jé recebeu transfusdo de sangue? [ ] N&qd Sim
Quando: / /

E gémea?[ ]N&o [ ]Sim

Quantos Sexo dos isnéo
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