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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi analisar e comparar a constituicdo genética
masculina e feminina da regido Centro-Oeste brasileira utilizando 11 UEPs, um
elemento AlUYAP e 4 STRs localizados na regido nao-recombinante do
cromossomo Y, além de 13 SNPs situados na regidao codificante do DNA
mitocondrial (DNAmt) e uma delecdo de 9 pb localizados no DNAmt. Estes
marcadores foram analisados em 200 homens nao aparentados do Estado de
Goias e Distrito Federal. As analises dos marcadores situados no cromossomo
Y e no DNA mitocondrial demonstraram uma ampla diversidade genética entre
as populacdes. A analise estatistica dos dados foi realizada pelos programas
ARLEQUIN 2000, PopGENE e pelo teste Z. Os marcadores binarios do
cromossomo Y e do DNA mitocondrial n&o indicaram diferencas
estatisticamente significativas entre as populagdes. Entretanto, na analise dos
STRs Y especificos foram observadas diferengas genéticas (p<0.05). Os
resultados para contribuicdo paterna indicaram uma maior contribuicdo de
homens europeus que africanos e amerindios. Ja o DNA mitocondrial mostrou
uma predominancia de linhagem materna amerindia/asiatica em ambas
populagdes, seguida pela africana e uma pequena contribuigdo européia.
Sendo assim, os resultados da contribuicdo paterna e materna sdo claramente
divergentes. Esses resultados corroboram dados histéricos que indicam: o
cruzamento direcional entre homens europeus e mulheres dos trés grupos
étnicos principais que colonizaram o Brasil; e um pequeno numero de homens
descendentes de amerindios na populagdo brasileira atual, o qual é

consequéncia da colonizacao européia.



ABSTRACT

This research aimed to analyze and compare the male and female
genetic constitution of Middle-West Brazilian region by the investigation of 11
UEPs, an AIUYAP element and 4 STRs located in the nonrecombinant region
of the Y-chromosome, and, also, 13 SNPs placed in coded regions of
mitochondrial DNA (mtDNA) and a 9 bp deletion of mtDNA. These markers
were analyzed in 200 unrelated men from Goias state and Federal District. The
analysis of the Y-chromosome and mtDNA markers demonstrated a great
genetic diversity between populations. The statistical analysis of the data
obtained was done using the ARLEQUIN 2000 software, POpGENE and Z test.
The binary markers of Y-chromosome and mtDNA did not indicate statistic
supported differences between the populations. However, genetic differences
were observed in Y-chromosome STRs analysis (p<0.05). The paternal
contribution results indicated a greater European men contribution than African
or Amerindian ones. Besides, mtDNA showed a predominance of
Amerindian/Asiatic maternal lineage in both populations constitution, followed
by African and then a small European contribution. Therefore, the results
showed a clear divergence from paternal to maternal lineages. These results
corroborated historical data that points to: directional mating between European
males and females from any of the main three ethnic groups that colonized
Brazil; and to a small number of Amerindians males’ descendants in nowadays

Brazilian populations, which is a consequence of the European colonization.
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I. INTRODUCAO

I.1. A populagao brasileira — um relato histoérico

O Brasil € um pais dividido geopoliticamente em cinco regides: Sul,
Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Apesar da histéria oficial do Brasil
ter iniciado a partir do ano de 1500 com a colonizagdo portuguesa, 0s
amerindios ja habitavam o territério brasileiro ha pelo menos 12 mil anos. E
estimado que os amerindios somavam dois milhées de individuos no inicio da
colonizagédo (Cunha, 1998), sendo que esse numero foi reduzido ao longo da
histéria do pais, tendo sido estimada em 734.127 individuos (IBGE-Censo
2000).

A colonizag¢ao do Brasil iniciou pela costa brasileira e, gradualmente, os
europeus e africanos que aqui chegaram juntamente com seus descendentes
interétnicos seguiram para o interior. Isto proporcionou um processo de

colonizagao diferenciada entre as regides socioecondmicas brasileiras.

Até 1808, ano da abertura dos portos para migragcdes de outros paises,
a migragao para o pais foi composta basicamente por homens portugueses,
sendo que a de mulheres européias durante os primeiros séculos de
povoamento foi insignificante (Ribeiro, 1995). O fluxo migratério para o Brasil
teve altos e baixos até a virada do século XX, quando viveu seu apice. No
exterior, desdobrava-se a Revolucido Industrial, dispensando a mao-de-obra
com o0s avangos técnicos na producdo, bem como os transportes e as
comunicacdes eram facilitados sendo que movimentos sociais conturbavam o
cenario politico. No Brasil, a expansao da lavoura cafeeira no Sudeste e a
chamada “questdo da mao-de-obra” foram fundamentais para o maior

movimento imigratdrio ja vivido pelo pais até hoje (IBGE, 2000).

O trafico de escravos iniciou-se no ano de 1538 e oficialmente terminado
em 1850. Estima-se que aproximadamente trés milhdes e seiscentos mil
escravos foram trazidos para o Brasil durante este periodo, o que representa
em torno de 40% do total de escravos vindos para a América, sendo que a
proporgao sexual foi de 2/3 de homens para 1/3 mulheres (Curtin, 1969; Reis e
Gomes, 1996).



Introducdo 2

Do total de imigrantes que chegaram ao Brasil entre 1500 e 1978,
estima-se que 58% foram europeus, 40% africanos e 2% asiaticos (Callegari-
Jacques e Salzano, 1999) e as contribuigbes de outras regides da Europa,
como Italia, Espanha, Alemanha, Sirios e Libano foi intensificado e continuado
até o inicio do século XX (Carvalho-Silva et al., 2001). Contribuicbes de outras

regides do mundo também aconteceram, mas foi numericamente insignificante.

Portanto, o povoamento brasileiro foi conduzido a partir da fusdo da
diversidade genética de, principalmente, trés grupos étnicos - amerindios,
europeus e africanos - em um processo de miscigenagao que ja se estende por
meio milénio. Devido a sua grande extensao territorial, a distribuicdo destes
grupos no territério brasileiro ndo foi homogénea, a qual é refletida na
composi¢cdo da populagdo atual (IBGE, 2000). Porém, houve também um
processo de incorporacdo de varias outras culturas a brasileira e,
consequentemente, suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas também
foram adicionadas a nossa populagcado (Salzano, 1986). Dessa forma, o povo
brasileiro forma uma das mais heterogéneas popula¢gées do mundo (Carvalho-
Silva et al., 2001).

Uma das regides menos conhecidas com relagdo a caracterizagao
genética é a regidao Centro-Oeste. Essa regiao € composta por trés estados —
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul — e o Distrito Federal, onde se
localiza Brasilia, a Capital Federal. Devido a sua localizagdo central, longe da
costa brasileira, esta regido foi uma das ultimas a ser povoada. Mais da metade
da populagao habita Goias e Distrito Federal (60,6%) (Censo IBGE — 2000).

A colonizagdo do Estado de Goias foi conduzida pela descoberta do
ouro, a qual atraiu rapidamente pessoas especialmente dos estados vizinhos
(Palacin, 1994). Esta migracao foi principalmente composta de pessoas
miscigenadas, oriundas principalmente da reproducéo entre representantes dos
trés grupos parentais principais da populagdo brasileira — europeus
(principalmente portugueses), africanos e amerindios da regido Norte. Outros
grupos, como os japoneses, também contribuiram para a constituicdo desta
populacdo, embora essa participagcdo tenha realmente sido muito pequena
(Palacin e Moraes, 1994).
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Dentro da regido Centro-Oeste encontra-se o Distrito Federal. O
povoamento desse Distrito apresenta a peculiaridade de ter ocorrido
artificialmente, incentivado por beneficios governamentais para a construgcéo da
cidade de Brasilia (1956 até 1960). A construcdo da Capital foi o principal
atrativo para o processo migracional, originando-se principalmente das regides
Norte, Sul e Sudeste. Desde o inicio dessa construgcao, pessoas de todos os
lugares do Brasil, e mesmo de outros paises, vieram se fixar aqui (Arantes,
1999). E foi com essa contribuicdo que se formou a populagdo nativa
brasiliense, o que deve contemplar um amplo conjunto dos gendtipos

existentes em nosso pais.

A contribuicdo de cada regido brasileira para a formagéo da populagao
do Distrito Federal é bastante diferenciada. Foi estimado que 1,47% dos
migrantes s&o oriundos da regiao Sul, 1,94% do Norte, 16,84 % da Sudeste,
27,87% da Nordeste e 52,08% da propria regidao Centro Oeste. De acordo com
o ultimo censo (IBGE, 2000), 95,0% da populagdo do Distrito Federal que
abrange, Brasilia e cidades satélites, vive em area urbana sendo que 43,9% da
populacao total nasceram no préprio Distrito Federal refletindo uma diminui¢cao
no fluxo migratério e assim o reconhecimento de uma populagdo local
(Codeplan, 1997).

Na composicdo étnica do Centro-Oeste brasileiro, de acordo com o
ultimo censo do IBGE (2000), os individuos se autodeclararam ao entrevistador
como pertencendo a uma dada cor da pele, sendo que 49,72% dos individuos
brasileiros sdo brancos, 43,68% pardos, 4,62% pretos, 0,90% indigena, 0,40%

amarelo e, 0,68% sem declaracéao.

Uma caracteristica importante do povoamento do Brasil foi o forte
cruzamento direcional entre homens europeus e mulheres amerindias e
africanas (Carvalho-Silva, 2001; Abé-Sandes, 2002; Grattapaglia et al., 2005).
A consequéncia desse cruzamento diferencial, relatado na histéria do pais,
como, por exemplo, na reprodugdo entre portugueses e amerindias no inicio do
povoamento e entre Senhores de Engenho e escravas em fazendas do Brasil

colonial, pode ser avaliado utilizando marcadores genéticos.
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I.2. Marcadores genéticos e reconstrucao historica

A analise de marcadores genéticos iniciou com os estudos de genética
mendeliana e a observacado de genes associados a caracteres morfologicos.
Esses primeiros trabalhos contribuiram significativamente para o
desenvolvimento tedrico da analise de ligacdo génica e na construgdo das

primeiras versdes dos mapas genéticos (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Porém, o numero desses marcadores morfolégicos era restrito e com a
ampliagdo de pesquisas em genética e bioquimica, foram descritos novos
marcadores. Além disso, com o advento das técnicas modernas de biologia
molecular, passou-se a utilizar os polimorfismos de DNA, Uteis para analise de
populagdes. Os primeiros marcadores geneéticos moleculares que foram
utilizados visando o diagndstico de patologias humanas (Meyer et al., 1995;
Bydlowski et al., 1996), identificacdo humana (Jeffreys et al., 1985a; Silva e
Moura-Neto, 1998) e mapeamento genético (Donis-Keller et al., 1987; Telenius
et al., 1990) foram as variagées no comprimento de fragmentos de restricao de

DNA - RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

O estudo de marcadores genéticos auxilia no entendimento das relagdes
evolutivas, assim como na reconstrugdo das rotas e origens dos povoamentos
(Salzano e Callegari-Jacques, 1988; Saitou, 1995). Uma das questdes que tem
sido enfocada € a mistura genética de populagdes. Dentro dessa abordagem,
pode-se estimar a contribuigdo de cada um dos grupos étnicos com base nas

freqUéncias génicas desses marcadores.

A variabilidade genética encontrada em populagdes humanas nao é
aleatdria e depende do nivel da analise realizada, se intra ou inter populacional
e dos marcadores genéticos utilizados. Esta variabilidade nédo ¢é
necessariamente paralela quando diferentes niveis de hierarquia bioldgica séo
analisados, como DNA nuclear e proteinas (Salzano, 1998). Dessa forma,
torna-se interessante estudar diferentes tipos de marcadores para que se tenha
uma visao mais ampla dos processos de mistura étnica e subestruturacao
ocorridos na formacao da populacgao de interesse.

Os marcadores genéticos, polimérficos e facilmente detectaveis na
populagao, podem se referir a um gene, um sitio de restrigdo ou qualquer outra

sequéncia do DNA que apresente diferentes versodes alélicas para aquele locus
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(Edwards et al., 1991). Os mecanismos que explicam o polimorfismo podem
ser mudancas unicas de nucleotideos (por exemplo, substituicdes) como os
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), variagbes no comprimento de
repeticbes in tandem (VNTRs - Numero variavel de repetigbes in tandem e
STRs - Repeti¢des curtas in tandem) e a insergéo ou delegdo de sequéncias de
DNA, os Indels, como as insercdes Alu (Edwards et al., 1991). E importante
ressaltar ainda que determinados marcadores, em decorréncia da diferenca de
frequéncia entre dois grandes grupos populacionais (como europeus e
africanos) ser superior a 50%, sao considerados especificos de populagoes,
denominados PSAs, ou mais recentemente indicadores de ancestralidade, os
AIMs (Shriver et al., 1997; Shriver et al., 2005).

Os elementos Alu, restritos a primatas, sdo compostos por uma
sequéncia de aproximadamente 300 pares de base que sao encontradas
inseridas em uma série de regides do genoma, sendo que parte deles sao
polimorficos, isto €, nem todos os individuos de uma dada populagdo possuem
a insercdo. Sao ferramentas altamente Uteis para a analise da reconstrugao
histérica de populagdes humanas e dos eventos demograficos pertinentes a
estas. Isto porque a insercao de elementos Alu € um tipo de evento mutacional
estavel, unico e unidirecional. Essas particularidades fazem que este marcador
genético seja um dos marcadores em que ha seguranga quanto ao
conhecimento do estado ancestral, isto €, a auséncia do elemento Alu na
regido de interesse (Tishkoff et al., 2000). O elemento YAP (Y chromosome Alu
Polymorphism), localiza-se na regido Yq11 do cromossomo e apresenta
polimorfismo (Hammer, 1994).

Os marcadores do tipo SNPs s&o posi¢des ao longo dos cromossomos
onde a seqUéncia apresente variacdo em uma unica base. Estima-se que
ocorra, aproximadamente, um SNP a cada mil bases ao longo do genoma
humano (Nielsen, 2000). S&do também referidos como marcadores binarios ou
bialélicos por apresentarem apenas dois alelos segregando em populagdes
humanas, a sequéncia ancestral ou a derivada (Hammer e Zegura, 2002).
Considera-se que sao oriundos de eventos que ocorreram apenas uma vez na

histéria evolutiva de uma determinada espécie (Underhill et al., 2001).
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Estudos de relacbes mais ancestrais entre populacdes e a tentativa para
reconstrui-las a partir de linhagens do cromossomo Y, requerem polimorfismos
com baixa probabilidade de mutagdes paralelas na por¢do nio-recombinante
do cromossomo Y nos quais o estado ancestral possa ser determinado. Os
marcadores do tipo SNPs, com baixas taxas de mutagao, na ordem de 2-4 x
10%/sitios/geragdo, sdo os escolhidos para esse propdsito. Esses
polimorfismos auxiliam na determinagdo da origem filogeografica de linhagens
do cromossomo Y, permitindo a reconstrucdo do estado ancestral e
preservando a informagao haplotipica populagao-especifica (Underhill et al.,
1997). O relacionamento ancestral entre os marcadores pode ser inferido pela
analise filogenética. Entende-se por alelo ancestral aquele que esta presente
na base da arvore e o derivado o que apresenta uma mutagdo no mesmo local.

Os dados gerados pela analise dos SNPs sdo considerados como uma
importante ferramenta para pesquisas genéticas e bioldgicas, sendo, portanto,
aplicados em varios campos, como em areas medica e genética de
populagdes, com o objetivo de tragar migragdo e mistura de grupos ancestrais.
Um outro campo de aplicacdo € a ciéncia forense para a identificacdo humana,
tanto de individuos como de restos humanos (Krawczak, 1999; Petkovski et al.,
2005).

Os marcadores do tipo STR (Short tandem repeats), também chamados
microssatélites ou repeticbes consecutivas curtas sdo abundantes no genoma.
Possuem sua sequéncia nucleo variando no numero de repeticées (Drobnic e
Budowle, 2000), e/ou na sequéncia de unidades repetidas, como sequéncias
mono, di, tri ou tetranucleotidios. Além disso, podem ser repetidos de poucas a
inumeras vezes no genoma e sdao muito polimérficos (Edwards et al., 1992,
Pena e Jeffreys, 1993; Ferreira e Grattapaglia, 1995; Hancock, 1996; Lins et
al., 1996). O numero de alelos em um tipico locus STR do tipo tetranucleotideo
pode variar de 5 a 20, dependendo do locus (Inman e Rudin, 1997), além de
possuirem de 100 a 300 pares de bases.

Uma provavel causa destas variacbes nos loci STRs sdo mutacdes
envolvendo a insergéo ou delegcado de unidades que alteram o tamanho do alelo
(Hancock, 1996; Kruglyak et al., 1998; Drobnic e Budowle, 2000). Erros do tipo
deslizamento (slippage) favorecem a mutacdo nos STRs proporcionando

pequenas mudancas na ordem das unidades de repeticdo. Sdo marcadores
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com alta taxa de mutagao (Kayser et al., 2000), proporcionando situagdes em
que dois alelos possuem mesmo numero de repeticdes, mas nao sao idénticos
por descendéncia.

A instabilidade desses marcadores gera uma grande quantidade de
alelos enquanto os outros marcadores genéticos flanqueadores destes STRs,
que sao mais estaveis, permitem um rastreamento mais preciso das linhagens,
assim como uma determinagdo da identidade das mesmas por descendéncia
(Tishkoff et al., 2000). O conjunto de alelos, transmitidos em blocos de alelos
de diferentes STR no mesmo cromossomo, chama-se haplétipo e, a herancga,
haplotipica. Dessa maneira, é possivel a identificacdo de diversos loci STR em
um unico cromossomo, sendo 0s mesmos alelos encontrados no pai, irmaos,
tios, primos, avé e demais antepassados masculinos (Budowle e Brown, 2001).

Sao caracterizados como loci hipervariaveis, codominantes, multialélicos
(Ferreira e Grattapaglia, 1995) e com uma alta heterozigosidade (Hammer e
Zegura, 2002) sendo extremamente uteis no mapeamento genético de
espécies, na identificagcado de pessoas ou de linhagens/ clones e predisposi¢des
de doencas (Armour et al., 1996), em estudos de identificagdo humana
(Hammond et al., 1992, 1994; Hammer e Zegura, 2002), analise de paternidade
(Alford et al., 1994; Bever e Creacy, 1994; Schumm et al., 1997), mapeamento
genético (Schumm et al.,, 1995; Edwards et al., 1991, 1992) e analise de
populagdes (Deka et al., 1995; Gill e Evett, 1995; Martinez-Jarreta et al., 1999,
Yamamoto et al., 1999; Drobnic e Budowle, 2000; Hashiyada, 2000; Tahir et al.,
2000; Aler et al., 2001; Bosch et al., 2001; Chantratita et al., 2001; Goodwin et
al., 2001; Gusmé&o et al., 2001; Han et al., 2001).

As mutacdes pontuais, dele¢cdes ou inser¢coes de nucleotideos, que
levam a perda ou ganho de sitios de restricdo, também revelam alteragdes na
molécula do DNA mitocondrial, proporcionando polimorfismo. Esses sitios de
restricdes sdo especificos para endonucleases, enzimas de restricdo capazes
de reconhecer uma sequéncia especifica de DNA e a corta-la, gerando
fragmentos de tamanhos definidos (High e Benz, 1985) diferentes daqueles
segmentos de DNA que ndo possuem este sitio, o que faz com que estes

polimorfismos possam ser diferenciados.
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Esses marcadores polimorficos podem auxiliar na diferenciagdo de
populagdes humanas e podem ser denominados especificos de populagdes ou
indicadores de ancestralidade. Apresenta maior sensibilidade, especificidade e
sdo mais informativos que outros marcadores genéticos (Budowle e Brown,
2001). A anadlise de populagbes humanas utilizando a RFLP e/ ou
sequenciamento da regiao controle (Ballinger et al., 1992; Torroni et al., 1994a,
1994b, 1996) revela clusters, que definem a origem dos polimorfismos em
africanos, europeus, asiaticos/amerindios, muitas vezes continente-especificos
(Torroni et al.,, 1996, Alves-Silva et al., 1999). Dessa forma, a andlise de
polimorfismo do DNA mitocondrial permite, por exemplo, estabelecer
associacdes ou exclusdes entre espécimes forenses e suspeitos de crimes e
determinar relacbes de parentesco, tornando-se uma metodologia muito

utilizada no meio forense.

Portanto, os loci hapldides, ndo-recombinantes, de heranga uniparental,
como os situados no cromossomo Y e no DNA mitocondrial sé&o
particularmente sensiveis para fazer inferéncias sobre eventos que ocorreram
no passado. Em especial, eventos como efeito do fundador, migracdes e
expansdes demograficas podem ser revelados com a analise dessas
categorias de marcadores genéticos (Malaspina et al., 1998; Cavalli-Sforza et
al., 1994; Underhill et al., 2001).

I.2.1.Marcadores genéticos uniparentais

Os marcadores genéticos de heranga uniparental sao aqueles herdados
de apenas um dos pais pelos filhos e estdo situados em duas regides distintas:
no genoma nuclear (especificamente no cromossomo Y) e no mitocondrial. O
conjunto de dados de loci analisados em conjunto (haplétipo) pode caracterizar
o individuo e, o conjunto desses hapldtipos, também caracterizar populagdes

através de seus haplogrupos.

.2.1.1.Cromossomo Y

Os cromossomos sexuais humanos sao morfologicamente distintos.

Enquanto o cromossomo X tem um tamanho médio de 150 Mb, o cromossomo
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Y é pequeno (60 Mb) e apresenta poucos genes (Affara et al., 1994). De
acordo com analises citogenéticas, o cromossomo Y ¢é altamente
heteromorfico, ou seja, estudos em homens normais demonstram grandes
variagbes no tamanho desse cromossomo dentro da espécie humana (Bobrow
et al., 1971).

O cromossomo Y apresenta poucos genes funcionais e um excesso de
sequéncias repetitivas (Smith et al., 1987). Nas extremidades dos dois bragos
existem duas pequenas regides, denominadas pseudoautossémicas (PARs -
pseudo-autossomal regions), as quais apresentam homologia com o
cromossomo X (Bradman e Thomas, 1998) e perfazem cerca de 5% do total do
cromossomo Y (Hammer e Zegura, 2002). A homologia existente entre o
cromossomo Y e o X permite que ocorra pareamento e recombinacao entre
esses na regido pseudoautossémica (Bradman e Thomas, 1998). Excetuando
essas duas regioes, os 50 milhdes de pares de bases restantes compdéem o

restante desse cromossomo, é especifico do Y (Hammer e Zegura, 2002).

Em decorréncia da auséncia de recombinacg&o na regido Y-especifica, a
cdpia genética deste cromossomo encontrada em um pai e seu filho é idéntica,
na auséncia de mutagdo. As mutagdes, unica forma de mudanga na regiao Y-
especifica e fonte de toda variabilidade genética encontrada no mesmo sao
transmitidas de geracdo a geragao (Jobling e Tyler-Smith, 1995). Elas podem
aumentar de frequéncia na populagédo e, com isso, a regido passa a apresentar
polimorfismo principalmente devido aos efeitos da deriva genética (Futuyma,
1998). O cromossomo Y possui diferentes tipos de polimorfismos que
apresentam taxas de mutacao diferentes, permitindo assim selecionar o
intervalo de tempo da historia das populagdes que desejamos estudar e
escolher o tipo de marcador mais adequado (Jobling e Tyler-Smith, 1995). A
maioria das mudangas ocorre nas regides de introns e nas regides
extragénicas, conhecidas como regides neutras, ou seja, que nao representam
nenhuma caracteristica e nem conferem carater adaptativo aos individuos.
Logo, a analise das mudangas dentro destas regides Y-especificas pode nos
revelar a genealogia paterna e as relagdes evolutivas entre diferentes grupos

de individuos (Bradman e Thomas, 1998; Hammer, 1995).
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Individuos que compartilham a mesma sequéncia cromossomal ou
haplétipo o fazem por ancestralidade comum o que possibilita quantificar, em
termos de geracgdes, a distancia entre o cromossomo ancestral e os derivados.
Desta forma, a porcdo nao-recombinante do cromossomo Y de um homem
representa a histéria unica de sua linhagem patrilinear e contém um registro de
eventos mutacionais que ocorreram ao longo da evolugdo em toda a linhagem
(Mitchell e Hammer, 1996).

Esses fatores fazem com que o estudo de loci polimérficos situados no
cromossomo Y seja muito util em diferentes abordagens. Os haplétipos podem
ser utilizados para tracar a evolugdo do cromossomo Y e detectar padrdes
geograficos em sua distribuicdo, permitindo a detecgdo de conjuntos
caracteristicos de haplétipos especificos de determinadas populag¢des (Mitchell
e Hammer, 1996). Sdo particularmente uteis em estudos populacionais, pois
refletem os efeitos de deriva e migragao e auxiliam no entendimento da histéria
evolutiva e na identificacdo humana (Seielstad et al., 1994; Jobling e Tyler-
Smith, 1995; Hammer e Zegura, 1996; Underhill et al., 1997; Jobling et al.,
1997; Underhill et al., 2000, 2001; Hammer et al., 2001; Jobling, 2001; Brion et
al., 2004).

Como ja explicado, a analise de marcadores binarios do cromossomo Y
possibilita a determinagcdo da origem filogeografica de cada cromossomo
analisado, utilizando o conjunto haplotipico formado pelos alelos de cada locus
estudado (haplogrupo). Quanto maior o poder discriminatério do conjunto de
marcadores, ou seja, quanto mais recentes forem as mutagdes analisadas,
maior sera a capacidade de determinar geograficamente a origem étnica do
cromossomo Y analisado. Os haplogrupos sdo populacéo-especificos, como
por exemplos, o haplogrupo Q3* que € caracteristico de populagdes amerindias
sendo encontrado de acordo com Y - The Y-Chromosome Consortium (YCC,
2002), na América do Norte, Central e do Sul e o haplogrupo R1b8 que possui

origem ancestral Ibérica (Hurles et al., 1999).
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.2.1.2. DNA mitocondrial

Mitocdndrias sao organelas encontradas no citoplasma celular. Seu
numero varia conforme a fungéo da célula (Salzano, 2002), possuindo em sua
estrutura uma matriz, uma membrana interna e uma externa (Alvarez et al.,
2001). A quantidade de mitocOndrias varia em fungdo de suas necessidades
energéticas, sendo que uma unica célula pode chegar a possuir mais de 5.000

copias dessa organela (Jobim et al., 1999).

O DNA mitocondrial (DNAmt), um genoma extranuclear, € uma molécula
circular pequena de 16.569 pares de nucleotideos. Sua seqliéncia é totalmente
conhecida, sendo que a regidao codificante contém 37 sequéncias
codificadoras, sendo 22 genes para RNA de transferéncia, 2 para RNA
ribossémico e 13 para proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa e na
producdo de ATP (Anderson et al., 1981).

Uma das caracteristicas de interesse em seu estudo é que, semelhante
ao padrao de heranga do cromossomo Y, a transmissao € em haplétipos. O
DNA mitocondrial é de heranga uniparental materna (Budowle e Brown, 2001;
Alvarez et al.,, 2001), ocorrendo a transmissdo do genoma da mae para o0s

filhos sem modificagdo (Alvarez et al., 2001).

O genoma mitocondrial € idéntico, entre diferentes individuos, na maior
parte de sua sequéncia. Diferengas de sequéncias sdo encontradas na regiéo
D-loop - uma regido de aproximadamente 1100 pares de bases com alta taxa
de mutacgao, de 5 a 10 vezes maior que no DNA nuclear (Alvarez et al., 2001).
Dentro da regiao D-loop foram definidas duas regides denominadas regides
hipervariaveis | e Il. Estas tém sido amplamente utilizadas para investigar a

diversidade dentro e entre as populagoes.

Os primeiros trabalhos a usar esta abordagem demonstraram uma
grande variabilidade das linhagens mitocondriais humanas entre as populagdes
e diferencas entre as linhagens de populagdes de regides geograficas
diferentes (Vigilant et al., 1989, 1991; Stoneking et al. 1991). Analisando as
mutagdes pontuais € possivel verificar diferencas entre populagbes de
diferentes regides geograficas em fungdo das mutacdes acumuladas e de suas

frequéncias (Cavalli-Sforza, 1994).
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As diferencas observadas entre as sequéncias de DNA mitocondrial sdo
devido a presenca de mutagdes. O acumulo sequencial de mutagdes ao longo
do tempo levou a constituicdo de linhagens independentes, os haplétipos, que
ao serem agrupados definem haplogrupos (Maca-Meyer et al., 2001). Como
exemplo: uma mutagdo na posi¢édo 663 do genoma mitocondrial criou um sitio
para a enzima Haelll, o qual é utilizado para a definicdo do haplogrupo A,

independente do restante do genoma.

O DNA mitocondrial de amerindios modernos € definido primariamente
por quatro conjuntos de mutagdes especificas que se agrupam em quatro
haplogrupos, denominados A, B, C e D. Um quinto haplogrupo de nativos
americanos, o X, é encontrado no Norte da América do Norte e ndo esta
relacionado ao haplogrupo X europeu (Mishmar et al., 2003). Esse haplogrupo
ocorre em baixas frequéncias entre os ancestrais colonizadores das Américas
(Salzano, 2002). Esses cinco haplogrupos (A, B, C, D e X) sédo responsaveis
por 100% da variagdo do DNA mitocondrial dos amerinidios nas Américas
(Mishmar et al., 2003).

Grupos humanos principais de DNA mitocondrial sao continentais ou
etnicamente especificos. O DNA mitocondrial africano pode ser definido pela
presenca do sitio de restricdo na posigcao 3592 definido pela enzima Hpal,
caracterizando o haplogrupo L. Este haplogrupo é o mais divergente de todos
aqueles identificados nas populagdes humanas. Trés haplogrupos maiores (L1,
L2 e L3) sao caracteristicos desta origem, sendo que os haplogrupos menores
de L1 (L1a e L1b), de L2 (L2a e L2b) e L3 (L3a, L3b, L3c e L3D) também séao
componentes do macrohaplogrupo L*. Destes, o haplogrupo L1 & considerado
0 mais ancestral dos haplogrupos africanos, e o L2, o mais recente (Chen et
al., 2000).

A variabilidade genética observada nos haplogrupos europeus de DNA
mitocondrial se encontra categorizada dentro de dez linhagens maiores - H, |,
J, KM, T, U, V, W e X. Cada um desses haplogrupos foi definido por sitios
polimoérficos situados na regido codificante do DNA mitocondrial. Estas
linhagens foram derivadas primariamente do macrohaplogrupo N (Torroni et al.,
1996; Mishmar et al., 2002). Ao menos seis destes haplogrupos europeus (H, I,

J, K, T, W) sdo essencialmente restritos a popula¢des européias. O haplogrupo
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H representa aproximadamente 40,0% do DNA mitocondrial europeu. Estes
provavelmente se originaram depois que os ancestrais europeus tornaram-se

geneticamente separados dos demais (Torroni et al., 1996).

A andlise desse tipo de genoma é uma importante ferramenta em
estudos antropoldgicos, evolutivos e forenses (incluindo tecidos antigos e
arqueoldgicos), pois uma unica célula possui, em média, mais de 5.000 cépias
de DNA mitocondrial e a estrutura circular é resistente a digestdo enzimatica
(Vigilant et al., 1989; Alvarez et al., 2001). Como existem milhares de cépias de
DNAmt, é mais facil recuperar a sequéncia do que a copia unica do DNA
nuclear por célula. Além disso, a natureza hapléide do DNA mitocondrial o
torna mais facil para analisar do que o genoma dipléide (Butler e Levin, 1998).
Em decorréncia dessas caracteristicas, em especial heranca e distribuicao
celular, associado a alta variabilidade genética, o DNA mitocondrial tornou-se
importante em varias areas além da evolugdo humana. Tem sido util em
estudos sobre a origem humana (Cann et al., 1987; Vigilant et al., 1991; Krings
et al., 1997; Gutierres et al., 2002), de evolugdo humana (Torroni et al., 1996;
Cann et al., 1987; Mateu et al., 1997), estudos da dispersdo de populagdes
pelos continentes (Wallace e Torroni, 1992; Bonato e Salzano, 1997; Mesa et
al., 2000; Pereira et al., 2001), diferenciacdo de grupos humanos (Chen et al.,
1995; Torroni et al., 1996; Richards et al., 2002; Salas et al., 2002), formacao
de populagdes especificas (Batista-dos-Santos et al., 1999), mistura étnica
(Alves-Silva et al., 2000), identificacdo humana (Wallace, 1997; Alvarez et al.,
2001; Budowle et al., 2003) e de outras espécies (Wallace, 1997; Hoss, 2000),
estudos de evolugédo dos organismos (Strauss, 1999), antropolégicos (Lleonart
et al.,, 1999) e elucidagdo de passos envolvidos na biossintese mitocondrial
(Luft, 1994; Wallace, 1997).

1.3. A populacao brasileira: um relato genético

A populagdo brasileira, como ja relatado anteriormente, teve uma
formagado historica peculiar, o que refletiu em uma estrutura genética
populacional complexa. O pais apresenta ainda nos dias de hoje populagbes

isoladas e semi-isoladas, como populagdes indigenas, em especial na
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Amazoénia (Zago et al., 1996), e remanescentes de quilombos dispersos pelo
pais (Cayres-Vallinoto et al., 2003; Oliveira et al., 2003; Cotrim et al., 2004). No
inicio dos estudos de genética de populagdo no pais, um grande enfoque foi
dado ao estudo das populagdes amerindias. Porém, a analise de populagdes
urbanas brasileiras remonta também ao inicio com o trabalho pioneiro de
Krieger et al. (1965) sobre mistura génica em migrantes do nordeste brasileiro.
A analise de populagdes urbanas dispersas pelo pais tem referenciado a
grande heterogeneidade da populagdo brasileira. A mistura génica tem sido
estudada com base nas diferengas e similaridades das frequéncias génicas de
marcadores genéticos entre as populagdes de interesse e suas populagdes
parentais (grupos étnicos parentais). Existe uma série de trabalhos na literatura
relacionados a contribuicdo genética estimada para as varias regides
brasileiras, com a utilizagdo de marcadores genéticos classicos, em especial
proteinas. Os dados genéticos, em geral, corroboram os dados histéricos. Por
exemplo, de acordo com analises de mistura, utilizando marcadores
polimorficos classicos (grupos sanguineos, proteinas séricas e eritrocitarias), a
contribuicdo amerindia estimada em populagbes miscigenadas varia de 55,0%
na populagédo de Alenquer (Santos e Guerreiro, 1995) no Norte do pais a 5,0%

em Santa Catarina (Dornelles et al., 1999) no Sul.

Estimativas baseadas em microssatélites mostram uma maior
similaridade na comparagéo das contribuicbes das diferentes regides do pais,
porém ainda mantém o quadro global. Apesar da contribuicdo amerindia ainda
ser maior no Norte do pais (18%) e menor no Sul (7%), a contribuigao européia
varia pouco e a africana é similar. Com relagdo a regido Centro-Oeste
brasileira, o unico trabalho até o momento tratando do assunto, utilizando
microssatélites autossdmicos, relata situacao similar a encontrada no resto do
pais: maior presenga européia, seguida de africana e finalmente amerindia
(Callegari-Jacques et al., 2003). Essa maior similaridade observada pode ser
decorrente do tipo de amostragem realizada no trabalho de Callegari-Jacques
et al. (2003), que utilizaram amostras de investigagdo de paternidade de uma
firma particular, associado ao fato dos marcadores microssatélites
apresentarem um diferencial de frequéncia entre as populagdes parentais muito

baixo.
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A filogeografia de linhagens do cromossomo Y brasileiro foi analisada
em 247 individuos de quatro das cinco regides brasileiras, isso €, sem
contemplar a regido Centro-Oeste e utilizando uma amostra de individuos
autodefinidos como “brancos” (Carvalho-Silva et al.,, 2001). Em uma outra
analise, a heterogeneidade do cromossomo Y em populagdes afro-brasileiras
foi investigada utilizando 209 individuos dos estados da Bahia e Sao Paulo
(Abe-Sandes et al., 2004).

No Brasil, algumas popula¢cdées foram estudadas para se conhecer a
distribuicdo dos haplogrupos de DNA mitocondrial com o objetivo de
caracteriza-las (Bortolini et al., 1997; Alves-Silva et al., 2000; Bandelt et al.,
2001). Quatro regides geograficas brasileiras foram também investigadas
acerca da ancestralidade de linhagens do DNA mitocondrial, para um total de
247 amostras de individuos autodeclarados como “brancos” novamente sem

contemplar a regido Centro-Oeste (Alves-Silva et al., 2000).

A grande contribuicdo desses artigos foi relatar que o processo de
miscigenacdo no Brasil foi peculiar, pois o padrdao de reprodugao foi
preferencial. Os resultados mostram que as patrilinhagens foram
essencialmente européias, enquanto que as matrilinhagens foram
principalmente amerindias e africanas (Alves-Silva et al., 2001; Carvalho-Silva
et al., 2001; Abé-Sandes et al., 2004). Dessa forma, a analise de marcadores
de heranga uniparental tem corroborado com dados histéricos que relatam o
cruzamento preferencial entre homens de origem européia e mulheres de todas
as origens, com baixa participacdo dos homens das demais origens na
constituicdo da populagdo atual (Bortolini et al., 1999; Alves-Silva, 2000;
Carvalho-Silva et al., 2001; Abé-Sandes et al., 2004; Grattapaglia et al., 2005).
Portanto, é possivel observar que pode haver diferenca em respostas a mesma

questao quando marcadores de diferentes niveis hierarquicos sao empregados.

Dentre as regides do pais, considerando marcadores uniparentais, a
menos extensamente estudada é a regido Centro-Oeste. A diversidade
haplotipica do cromossomo Y foi avaliada nas cinco regides brasileiras,
contemplando a regidao Centro-Oeste com 48 individuos investigados, porém
sem enfocar a questdo de mistura genética (Grattapaglia et al., 2005). A

caracterizagao uni e bi-parental, baseada respectivamente, em haplotipos de
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cromossomo Y e marcadores nucleares autossémicos, para populagdes do
Centro-Oeste permitira obter informacdes sobre a propor¢cao da incorporagao
de alelos amerindios, europeus e africanos na formagao da populacdo dessa

regidao, complementando pesquisas historicas e etnograficas.
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Il. OBJETIVOS

O estudo de marcadores uniparentais em populagées urbanas pode
contribuir para um melhor entendimento do processo de formacgao histérica de
uma dada regido. O presente trabalho visa avaliar a constituicdo genética
amostral de duas populagdes urbanas, Estado de Goias e Distrito Federal
pertencentes a regido Centro-Oeste brasileira e estimar a contribuicdo parental
na constituicdo das mesmas, utilizando marcadores uniparentais paternos e
maternos: Cromossomo Y e DNA mitocondrial. Considerando-se as
caracteristicas peculiares a esses marcadores moleculares, estabelecemos

como objetivos:

01.  Analisar a variabilidade genética e a diferenciagao populacional amostral
das populagdes de Goias e Distrito Federal quanto a:

a. Doze marcadores genéticos bialélicos situados na regido
especifica do cromossomo Y,

b. Haplogrupos obtidos da analise de marcadores bialélicos
(cromossomo Y);

c. Quatro microssatélites Y-especificos;

d. Haplotipos obtidos da andlise de marcadores microssatélites
acrescidos da insercéo AluYAP;

e. Associacdo dos dados referentes ao cromossomo Y
(SNPs/STRs/AIUYAP);

f. Quatorze marcadores genéticos bialélicos situados no DNA
mitocondrial;

g. Haplogrupos obtidos da analise de marcadores situados no DNA

mitocondrial;

02. Analise filogeografica do cromossomo Y;

03. Comparar os dados uniparentais gerados;
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04.

05.

06.

Estimar a contribuicdo dos trés grupos parentais principais na formagéao
das duas populagdes utilizando:
a. Haplétipos de STR/AIUYAP;

b. Haplogrupos de cromossomo Y;

c. Haplogrupos de DNA mitocondrial,

Estimar a constituicdo genética individual quanto as linhagens maternas

e paternas;

Comparar as estimativas geradas de mistura genética entre elas e com

os dados de outras regides brasileiras.
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. MATERIAL E METODOS

lll.1. Populagdes

A regido Centro-Oeste brasileira é composta por trés estados — Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul — e pelo Distrito Federal. Esse trabalho
enfocou a anadlise de amostras de duas populacbes dessa regido: Estado de

Goias e Distrito Federal.

O Estado de Goias possui uma area territorial oficial de 340.086.698
Km?, dividida em 5 mesorregides e 18 microrregides administrativas (Figura
ll1.1). Ja o Distrito Federal, composto por 23 regides administrativas
(considerando Lago Norte e Lago Sul como duas regides distintas), localiza-se
geograficamente dentro da regido Centro-Oeste com uma area territorial oficial
de 5.801.937 Km? de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). Na época da coleta, o Distrito Federal era composto por 20

regides administrativas (Figura 111.2).

A populagao urbana € bem maior (~88% em Goias e 96% no Distrito
Federal) que a populagao rural. O numero de habitantes do sexo masculino &
levemente inferior em relacdo aos do feminino no meio urbano, ocorrendo em
forma inversa no meio rural. O Estado de Goias possui mais do que o dobro do
numero de habitantes do Distrito Federal. A soma das duas populacdes

compde 60,6% do total de habitantes da regido Centro-Oeste (Tabela Il11.1).

Com relacao a distribuicdo por faixas etarias, os individuos com idade de
15 a 64 anos constituem o maior percentual da populagao residente nas duas
populagdes analisadas. As demais faixas etarias mostram-se em percentuais
bem menores e semelhantes para as duas populagdes (Tabela III.2).
Importante salientar que o Distrito Federal foi fundado oficialmente em 1960,
portanto individuos nascidos anteriormente a essa data sado considerados

migrantes.
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I - Mesorregido do Noroeste Goiano
1 - Microrregiao do Séao Miguel do Araguaia
2 - Microrregido do Rio Vermelho
3 - Microrregido do Aragargas

Il - Mesorregiédo do Norte Goiano
4 - Microrregiao do Porangatu
5 - Microrregido da Chapada dos Veadeiros

Il - Mesorregiéo do Centro Goiano
Microrregido de Céres

Microrregido de Anapolis
Microrregido de Ipora

Microrregido de Anicuns

0 - Microrregido de Goiania

6
7
8
9
1

IV - Mesorregido do Leste Goiano
11 - Microrregiéo do Vale do Parana
12 - Microrregido do Entorno de Brasilia

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

Figura lll.1 - Mesorregides e microrregides que compdem o Estado de Goias
(Mapa: Albani Borges dos Reis).

SE0 Sebastido

Figura Ill.2 - Regides Administrativas que compunham o Distrito Federal a
época da coleta de material biolégico (Fonte: Codeplan, 1997).
Quatro outras regides administrativas foram criadas desde entéo:
Park Way (2003), Setor Complementar de Industria e
Abastecimento (2004), Sobradinho Il (2004) e Itapoa (2005) (sitio
oficial do Governo do Distrito Federal -
www.distritofederal.df.gov.br acessado em 31/01/2006), as quais

nao estao representadas no presente mapa.
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Tabela 1ll.1 — Distribuicdo dos habitantes do Estado de Goias e do Distrito
Federal por género (masculino e feminino), regido (urbana ou
rural), contingente total em cada populagdo e na regido Centro-
Oeste como um todo (Dados IBGE - censo 2000 -

www.ibge.gov.br).

Goias Distrito Federal Centro-Oeste
Populacao

Urbano Rural Total Urbano Rural Total Total

Masculino 2.160.766 331.672 2.492.438 933.839 47.517 981.356  5.801.005
Feminino 2.235.879 274.911 2.510.790 1.027.660 42.130 1.069.790 5.835.723
Total  4.396.645 606.583 5.003.228 1.961.499 89.647 2.051.146 11.636.728

Tabela Ill.2 - Proporcao da populacao residente, por faixas etarias, no Estado
de Goias e no Distrito Federal, conforme dados do IBGE (2000).

Faixa etaria Goias (%) Distrito Federal (%)
0 — 14 anos 29,32 28,43
15 — 64 anos 66,00 68,28

> 65 anos 4,68 3,29

lll.2. Coleta de material biolégico e dados demograficos

A coleta de material bioldgico foi aprovada pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). O protocolo especifico desse trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude da
Universidade de Brasilia sob o numero de registro CEP-FM 024/2005.

Estado de Goias

Para a realizacdo das coletas das amostras do Estado de Goias, foram
selecionados 43 municipios (Tabela 111.3) com base na densidade populacional
dos mesmos (dados do IBGE — 1996). Os municipios selecionados foram
visitados no periodo de 07/02/2000 a 09/06/2000.



Material e Métodos 22

Os critérios basicos para a escolha dos voluntarios em cada municipio
foram: idade acima de 18 (dezoito) anos ou com autorizagéo paterna/materna e
ter nascido no local onde a coleta estava sendo processada. Com a finalidade
de descartar consanguinidade entre os voluntarios, foram realizadas
entrevistas com os participantes da pesquisa antes da coleta das amostras.
Cada individuo assinou um “Termo de Consentimento de Investigagdo” (Anexo
1) de acordo com as normas da CONEP. Do total de duzentos doadores foram
selecionadas 129 de individuos do sexo masculino. A faixa etaria média dos
individuos que compuseram a amostra foi de 32,6 anos (D.P. + 10,5) a época

da coleta.

Distrito Federal

Como a fundacdo do Distrito Federal ocorreu em 1960,
consequentemente o povoamento humano efetivo deu-se apds essa data. Por
esse motivo, foi estabelecido como critério basico de selecdo que o local de
residéncia dos pais fosse no Distrito Federal na data de nascimento do
individuo. O critério de idade superior aos 18 anos ou com autorizacdo dos pais

foi também seguido.

Similarmente a coleta do Estado de Goias, os voluntarios também foram
esclarecidos sobre o projeto e solicitados a assinarem um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). Paralelamente a isso, foi
aplicado um questionario demografico visando a obtengao de dados referentes
a taxa de migracao e grau de miscigenagao étnica. As informagdes coletadas

referiram-se também, no minimo, a uma geracao ascendente (Anexo 3).

A coleta de dados e de sangue venoso dos voluntarios ocorreu durante o
ano de 2002. Foi coletado um total de 71 individuos do sexo masculino com
faixa etaria meédia de 21,6 anos (D.P. = 3,8) a época da coleta, sendo que
53,5% dos individuos se autodeclararam brancos, 39,3% pardos, 3,6% negros
e 3,6 % amarelos perfazendo uma amostragem de 13 regides administrativas
do Distrito Federal (Tabela I11.4).
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Tabela lll.3 — Distribuicao dos individuos do Estado de Goias de acordo com as

mesorregioes,

microrregioes,

densidade populacional.

municipios coletados e sua

Mesorregido

Microrregiao

Municipios coletados Populagao N° amostras

I . Crixas 14.801 1

Sao Miguel do Araguaia S&o M. Araguaia 21.980 1

Noroeste GolAs 28.170 2
Goiano Rio Vermelho Itapirapua 9.264 1
Jussara 18.713 1

Aragargas Aragargas 18.205 1

Minacgu 37.044 2

Porangatu Porangatu 39.011 3

Norte Goiano Uruagu 33.514 2
, Campos Belos 16.009 1

Chapada Veadeiros Sao Jodo da Alianca 15.986 1

Ceres 20.292 2

Ceres Goianésia 48.165 4

ltapuranga 27.677 3

Anapolis 282.197 7

Anapolis Inhumas 41.726 2

Centro Jaragua 30.651 2
Goiano Ipora Fazenda Nova 7.832 1
Ipora 32.537 2

Anicuns Firmindpolis 9.605 1

Sao L.M. Belos 25.684 2
Aparecida de Goiania 324.662 10
GOIANIA Goiania 1.056.330 23

Trindade 78.222 1

~ ~ laciara 10.163 1

Véo do Parana Posse 25.764 2

Aguas L. de Goias 89.200 6

Leste Goiano Entorno de Brasilia Luziania 125.597 6
Valparaizo de Goias 88.734 5

Jatai 78.945 3

Sudoeste de Goias Mineiros 35.096 2

Rio Verde 107.755 7

Acreuna 15.945 1

Vale do Rio dos Bois Indiara 12.718 1

Palmeiras de Goias 18.377 2

Sul Goiano ' Calda.s Novas 45,222 3
Meia-Ponte ltumbiara 81.823 6

Morrinhos 33.922 3

. . Silvania 19.513 1

Pires do Rio Vianépolis 9.911 1

Catalo Corumpaiba 6.216 1

Ipameri 22.856 1

Quirindpolis Quirinépolis 35.857 1

Fonte: Censo Demografico do Brasil publicado no diario oficial da Uniao em 30/08/1999 —
Trabalho realizado através da Geréncia de Servigos Técnicos e Urbanisticos. Setor de Servigos
Cartogréficos e Geograficos — 1996 — EMCIDEC.
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Tabela lll.4 — Distribuicdo dos doadores do Distrito Federal de acordo com a
regido administrativa de moradia dos pais a época do

nascimento do sujeito da pesquisa.

Regides administrativas Numero de amostras

Asa Norte 09
Asa Sul 10
Ceilandia 03
Cruzeiro 05
Brazlandia 03
Gama 05
Guara 06
Planaltina 07
Sobradinho 06
Taguatinga 06
Nucleo Bandeirante 03
Lago Sul 03
Lago Norte 05

lll.3. Processamento e conservagao da amostra e extragcao de DNA

As amostras biologicas foram obtidas com sistema de coleta a vacuo,
utiizando EDTA como anticoagulante. Estas foram processadas para
estocagem apods a coleta (Anexo 4) e encontram-se armazenadas em freezer a
temperatura de 20°C negativos na Universidade de Brasilia, no Laboratério de
Genética. Para extracdo do DNA foram utilizados trés protocolos alternativos:
(i) Higuchi (1989), (i) GFX™ Genomic Blood DNA purification kit (Pharmacia) e

(iii) Puregene kit — Gentra systems (Biosystems) (Anexo 5).

ApoOs a extragao, as amostras de DNA foram analisadas quanto ao seu
estado de integridade e quanto a concentragéo, utilizando-se gel de agarose a

0,8% e coloragdo com Brometo de Etideo - EtBr (Anexo 6).

lll.4. Marcadores genéticos

Para a analise das amostras coletadas foram utilizados marcadores
uniparentais situados no cromossomo Y e no DNA mitocondrial. Os resultados
das analises de marcadores genéticos uniparentais permitem a construcédo de
haplétipos e, por conseguinte, a reconstrugcao da genealogia dos loci. Estes loci

sdo frequentemente utilizados na analise de genética de populagbes para
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esclarecer questbes evolutivas e da estrutura populacional (Roewer et al.,
1992).

Para a andlise laboratorial de todos os marcadores do cromossomo
Y e do DNA mitocondrial, os segmentos de interesse foram inicialmente
amplificados através da técnica da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
(Saiki et al., 1986; Mullis, 1990), a qual encontra-se descrito no Anexo 7. Uma
das grandes vantagens dessa técnica é o potencial de utilizacdo de DNA
degradado, quantidades minimas de DNA e independéncia da manipulagao de

materiais marcados radioativamente (Budowle e Monson, 1993).

As amplificagdes foram realizadas com um volume total de 25,0 ul. A
quantidade de cada um dos reagentes variou para alguns sistemas. Para cada
marcador genético ha uma sequéncia de iniciadores (primers) que séo de suma
importancia para o processo de amplificagao, pois estes iniciadores anelam-se
as sequéncias flanqueadoras do locus a ser analisado e fornecem a base para
O inicio da acdo da polimerase. Os produtos das amplificacbes foram
visualizados em gel de agarose em uma concentragdo de 1%, corados com

brometo de etideo.

l.4.1. Cromossomo Y
Foram analisadas trés categorias de marcadores genéticos —
insercdo Alu, SNP e STR - localizadas na regido nao-recombinante do

cromossomo Y, totalizando dezesseis loci uniparentais masculinos.

lll.4.1.1. Elemento Alu
Dentre as insergdes Alu encontradas no cromossomo Y humano
esta o polimorfismo no locus DYS287-AluYAP (Y Chromosome Alu
Polymorphism) situado na regiédo Yq11 do cromossomo Y. A regido genémica
de interesse foi amplificada, via PCR, utilizando os iniciadores (Tabela 111.5). A
presenca ou auséncia dessa insercao foi avaliada apos eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida 6% e coloragdo por nitrato de prata dos produtos de

amplificagdo (Anexo 10).
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lll.4.1.2. Marcadores binarios

Foram analisados onze SNPs Y-especificos: 92R7, M89, M213, P2,
SRY2627, SRY4064, M2, M3, M60, M34 e P3, que permitem a construgao de
haplogrupos e a definicdo da origem geografica dos individuos amostrados, de
acordo com o descrito na literatura. A Tabela 11l.5 mostra os marcadores
binarios analisados e a mutacdo que caracteriza o locus, a sequéncia dos
iniciadores utilizados, a temperatura de pareamento, o tamanho do fragmento
amplificado e a enzima de restricao utilizada para genotipagem. A metodologia
utilizada para analise de grande parte desses SNPs foi amplificacdo de regides
genbmicas especificas por PCR seguida de digestao enzimatica (Anexo 7). Os
marcadores M89, M213, P2, M60, M34 e P3 foram analisados por
sequenciamento direto utilizando o Kit Big Dye Terminator, especifico para o

equipamento da Perkin-Elmer ABI 377.

A maioria dos marcadores bialélicos foi identificada genotipicamente
de acordo com a hierarquia, baseada na filogenia relatada no Y - The Y-
Chromosome Consortium (YCC, 2002) para haplogrupos binarios do

cromossomo Y.

Os marcadores moleculares 92R7, M89, M213, P2, SRY2627,
SRY4064, M2, M3, M60, M34 e P3 (Tabela Ill.5) foram analisados no
Laboratério de Clonagem da Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto
(Universidade de Sao Paulo), no ano de 2004. Os segmentos de interesse
foram amplificados por PCR utilizando um termociclador “Perkin Elmer-Cetus
9600”. As condicbdes da reacao de PCR para todos os SNPs encontram-se

descrito no Anexo 7.

Os resultados das amplificagcbes dos SNPs 92R7, SRY2627, SRY4064,
M2 e M3 foram analisados através da técnica de RFLP. Esta técnica consiste
em amplificar as regides de interesse do DNA e submeter a digestédo
enzimatica, utilizando-se enzimas especificas para cada marcador. Os
produtos da digestdo foram identificados utilizando-se géis de poliacrilamida a
6%, corados com nitrato de prata, ou géis de agarose, com concentragbes que
variaram de 2 a 3%, conforme o tamanho e o numero dos fragmentos, corados
com Brometo de etideo (Anexo 8). Apds, eram analisados o fendtipo de cada

amostra.
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Tabela Ill.5 - Relagdo dos marcadores binarios analisados, mutagao caracteristica do locus, sequéncia dos iniciadores utilizados,
temperatura de pareamento, tamanho do fragmento amplificado e enzima de restrigdo utilizada.

Marcador Mutacao caracteristica Iniciadores TA SA (pb) Enzima Referéncia

5- GAC CCG CTG TAGACC TGACT -3
92R7 C=>T 62°C 709 Hindlll Hurles et al. (1999)
5- GCC TAT CTACTT CAGTGATTT CT -3

5 -AGAAGCAGATTGATGTCCCACT-3
M89 C=T 59°C 527 * Underhill et al., (2000)
5 —TCC AGT TAG GAG ATCCCC TCA-3

5 — TAT AAT CAAGTT ACC AAT TACTGG -3
M213 T=C 56°C 409 * Underhill et al., (2000)
5 —TTT TGT AAC ATT GAATGG CAAA-3

5’- GAT GCA AAT GAG AAA GAACT -3
P2 C=T 51°C 536 * Hammer et al.(1997 e 1998)
5- CTA AAA ACT GGA GGG AGA AA -3’

5-CGC GGC TTT GAATTT CAAGCT CTG -3’
SRY2627 C=T 54°C 391 Banl Underhill et al. (2000)
5- CCA GGG CCC CGA GGG ACT CTT -3’

5- ACA GCA CAT TAGCTG GTATGAC -3
SRY4064 G=A 60°C 509 BsrBlI Santos et al. (1999)
5- TCT CTT TAT GGC AAG ACT TAC G -3

5'- AGG CAC TGG TCA GAATGA AG -3'
M2 A=G 57°C 209 Nlalll Seielstad et al. (1994)
5'- AAT GGA AAATAC AGC TCC CC -3'

5'- TAATCA GTC TCC TCC CAG CA -3'
M3 C=T 61°C 202 Mfel Santos et al., (1999)
5'- AGG TAC CAG CTC TTC CCA AAT -3'

'5’-~GCACTGGCGTTCATCATCT-3
M60 insT 55°C 388 * Underhill et al., (2000)
5 -ATGTTCATT ATG GTT CAGGAG G -3

5-CACTTCACATTIT GTT TTT AGG -3
M34 C=>T 49°C 372 * Underhill et al. (2000)
5- AGT CAT TAT TTAGTCATT CCAG -3

5’- GAT GCA AAT GAG AAA GAACT -3

P3 G=A 51°C 536 * Hammer et al.(1997 e 1998)
5- CTA AAA ACT GGA GGG AGA AA -3’
YAP 5'- CAG GGA AGA TAA AGA AAT A -3' 51°C 450 Hammer (1994)
_:>+ o *k
(DYS287) 5'- CTG CTA AAA GGG GAT GGA T -3'

*sequenciamento; **visualizagao direta do produto amplificado; TA — temperatura de pareamento; SA — Tamanho do segmento

amplificado
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11.4.1.3 Marcadores do tipo STR
Os loci STR selecionados foram do tipo tetranucleotideos: loci DYS19
(também conhecido como DYS394), DYS390, DYS391 e DYS393. As principais
caracteristicas destes marcadores, como constituicdo da sequéncia cerne repetida,
numero de alelos descritos na literatura e localizacido cromossémica, dentre outros,
estdo mostrados na Tabela IlI.6. A figura I11.3 ilustra as localiza¢des dos quatro STRs

analisados no cromossomo Y humano.

Apo6s a realizacdo da técnica de PCR, os produtos da amplificagdo dos
sistemas de microssatélites e do elemento Alu foram analisados em gel vertical de
poliacrilamida 10%, sendo utilizado o gel desnaturante para os microsatélites e nao-
desnaturante, com glicerol, para o marcador AlUYAP. No anexo 10 estdo os

protocolos de preparo dos géis utilizados.

A anadlise desses loci foi realizada no Laboratério de Genética da
Universidade de Brasilia (UnB), utilizando um aparelho termociclador PT-100 MJ
(Research, Inc). As condigdes da reacdo de PCR para estes marcadores estao

descritas no Anexo 7.

Construcao dos haplétipos de STRs e haplogrupos de SNPs

Os alelos de STRs foram nomeados de acordo com o numero de repeticoes
da sequéncia cerne, conforme sugerido por Roewer et al. (1992) e Kayser et al.
(1997a). Para a construgao dos haplétipos de STRs, utilizamos a sequéncia sugerida
por Kayser et al. (1997a). O marcador YAP foi utilizado no intuito de se distinguir
dois grupos de haplétipos: YAP+ (presenga de insercdo) e YAP- (auséncia de

insercao).

Para a construgdo dos haplogrupos utilizamos marcadores moleculares que
conseguissem distinguir os trés grupos parentais que colonizaram a regido (europeu,
africano e amerindio). As sequéncias desses marcadores séo as descritas de acordo
com Hurles et al. (1999), Underhill et al., (2000), Hammer et al.(1997 e 1998), Santos
et al. (1999), Seielstad et al. (1994), Hammer (1994), conforme a Tabela I11.5.
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Tabela Ill.6 - Relacao dos loci génicos do tipo STRs do cromossomo Y analisados,
sequéncia dos iniciadores, temperatura de pareamento, segmento

amplificado, repeticao e localizagdo cromossémica.

o TA SA o N’ L
Locus Iniciadores* Repeticao Localizagao
(°C) (pb) alelos

5 —CTACTG AGT TTC TGT TAT AGT - 3’
DYS19 58 e54 186-202 CTAT 5 Yp11,2
5 — ATG GCA GTA GTG AGG ACA -3’

5 -TATATT TTACACATT TTT GGG CC - 3'
DYS390 63e58 199-227 CTAT 8 Yq11,23
5'- TGA CAG TAA AAT GAACAC ATT GC -3

5'-CTATTC ATT CAATCATACACCCA-3
DYS391 63e58 275-291 CTAT 5 Yq11,21
5 -GATTCTTTGTGG TGG GTC TG - 3'

5 -GTGGTCTTC TACTTG TGT CAATAC -3
DYS393 63e58 120-132 GATA 4 Yp11,3
5'- AAC TCA AGT CCA AAA AAT GAG G -3

TA — temperatura de pareamento; SA — Segmento amplificado.
* O iniciador DYS19 foi desenhado por Roewer et al.(1992) e, os demais por Kayser et al.
(1997a).
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Figura lll.3 - Estrutura do cromossomo Y humano e a localizagdo dos quatro STRs

analisados
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111.4.2. DNA mitocondrial

Os marcadores genéticos localizados no DNA mitocondrial pertencem
basicamente a duas categorias: SNPs e Insergbes/Delecdes (Indels). Os SNPs
podem ser identificados por sequenciamento ou, alternativamente, pela analise dos
produtos amplificados via PCR seguido de digestdo enzimatica, os denominados
RFPL (Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Torroni et al., 1994; Chen et
al., 1995). Nesse caso, os SNPs sao identificados através da presenga ou auséncia
de sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo as quais podem “cortar’ o
DNA (dependendo da presenca ou auséncia do nucleotideo em uma dada regiao)
(Salzano, 2002). O conjunto de resultados para o genoma de um dado individuo

permite a construgdo de haplogrupo de DNA mitocondrial (Chen et al., 1995).

Para a definicdo dos haplogrupos do DNA mitocondrial dos individuos
foram analisados 13 SNPs localizados na regido codificadora do DNA mitocondrial e
uma delecdo de 9pb em um pequeno segmento ndo codificante, entre os genes
COII/tRNALys. Para ambas categorias de marcadores foi empregada a técnica de
PCR para amplificacdo de fragmentos especificos. Para analise dos SNPs, os
fragmentos foram digeridos por endonucleases especificas e caracteristicas para a
definicdo dos haplogrupos (Haelll, Hincll, Alul, Hinfl, Mbol, Tagl, Ddel, BstNI, Haell e
BamHI). Os fragmentos, tanto os da amplificagdo direta como da digestdo

enzimatica, foram separados em eletroforese para genotipagem.

[11.4.2.1 Marcadores situados no DNA mitocondrial
O protocolo da PCR e a quantidade dos reagentes utilizados para
amplificacdo em todos os marcadores situados no DNA mitocondrial estdo descritos

no Anexo 7.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6%
corados, com nitrato de prata ou em gel de agarose com concentragdo de 2% ou

3%, corado com brometo de etideo (Anexo 10).

A relagdo dos haplogrupos, iniciadores utilizados para amplificacdo dos

segmentos e das enzimas utilizadas na digestao, estéo listados na Tabela Il.7. Os
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SNPs foram analisados por PCR-RFLP de acordo com Chen et al. (1995) e Torroni
et al. (1996).

As digestdes foram feitas com endonucleases apropriadas seguindo as

especificagbes dos fabricantes (Gibco BRL ou Biolabs) e obedeceram a uma

hierarquia:

1. As amostras das populacdes de Goias e Distrito Federal foram
testadas, de conformidade com os dados de seu povoamento, para a
mutacdo Hpal 3.592; quando positivas, foram testadas para os
subhaplogrupos L: L1 e L2;

2. Quando os resultados foram negativos para Hpal na posi¢cao 3.592,
foram testadas para os haplogrupos L3a, L3b, L3c e L3d.

3. As amostras negativas para esses haplogrupos foram entéo testadas
para os demais haplogrupos;

4. As amostras positivas para + 663 Haelll foram definidas como
pertencentes ao haplogrupo A;

5. As amostras positivas para delecao de 9pb foram testadas para os
subhaplogrupos L3.

6. As amostras que foram negativas para os haplogrupos descritos

acima foram testadas para outros haplogrupos que também

caracterizavam amerindios e europeus.
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Tabela Ill.7 - Relagcdo dos haplogrupos analisados, iniciadores, temperatura de pareamento, segmento amplificado, polimorfismos

analisados por digestdo enzimatica para caracterizagdo dos haplogrupos de DNA mitocondrial e sua distribuicdo

geografica. As amplificagdes foram feitas utilizando-se iniciadores especificos e as condigdes descritas por Torroni et al.

(1992, 1993 e 1996).

Mutacao . TA SA ) Distribuicao geografica do
Haplogrupo i Iniciadores Enzima
caracteristica (°C) (pb) haplogrupo
5-ACC TCC TCA AAG CAA TAC ACT G- ]
A +663 52 176 Haelll América/Asia
5-GTG CTT GAT GCT TGT TCC TTT TG-3
5-ATG CTA AGT TAG CTT TAC AG-3 ]
B Delecgéo 9pb 49 178 -- América/Asia
5-ACA GTT TCATGC CCATCG TC-3’
5’-CGC CCT TAC ACA AAA TGA CAT CAA-3 ,
C -13259 50 208 Hincll Ameérica/Asia
5-TCCTATTTT TCG AATATC TTG TTC-3
5-TAA CTA CTA CCG CAT TCC TA-3 ]
D -5176 51 146 Alul América/Asia
5-AAA GCC GGT TAG CGG GGG A-Z
5-CGC TGA CGC CAT AAA ACT CT-3 ]
L +3592 56 255 Hpal Africa Subsaariana
5-GAG ATT GTT TGG GCT ACT GCT-3’
5’-CCA ACA CAT ATG GCC TAG ACT-3 i
L1 +10.806 50 210 Hinfl Africa Subsaariana
5-GGT TGG GGA ACA GCT AAA TA-3’
5-GGA ACG TGT GGG CTATTT AGG-3 .
L2 -10.806 54 994 Hinfl Africa Subsaariana
5-GCC CGAATG ATATTT CC-3
5’-AAC ACA AAG CAC CCA ACT TAC ACT TAG )
L3a +2349 52 278 Mbol Africa Subsaariana

GA-3’
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Mutacgao TA SA Distribuicao geografica do
Haplogrupo . Iniciadores Enzima
caracteristica (°C) (pb) haplogrupo
5-CTT TGG CTC TCC TTG CAA AGT-3
5’-AAC CCT GAG AAC CAA AAT GAA CGA-3’ ]
L3b* -8616 54 434 Mbol Africa Subsaariana
5-ATG GGG ATA AGG GGT GTA GGT-3’
5-CGA AGC CGC CGC CTG ATACTG G-3 ]
L3c +10084 50 818 Taql Africa Subsaariana
5-GTA GTA AGG CTA GGA GGG TG-3’
5-TCC TTT TAC CCC TAC CAT GAG-3 )
L3d -10394 49 309 Ddel Africa Subsaariana
5-ATT ATT CCT TCT AGG CAT AGT AG-3’
5'-AAG CAA TAT GAA ATG ATC TGC-3
H -7025 53 241 Alul Europa
5-CGT AGG TTT GGT CTA GG-3
5’-CCT AGC CAT GGC CAT CC-3’
K -9052 52 355 Haell Europa
5-GGC TTA CTA GAA GTG TGA AAA C-3
5’-CCT CCC TGA CAA GCG CCT ATA GC-3’
J -13704 52 260 BstNI Europa
5-CTA GGG CTG TTA GAA GTC CT-3
5-GCT TAG GCG CTATCA CCA C-3
T +13366 48 231 BamHI Europa

5-ATATCT TGT TCATTG TTA AG-3’

* Iniciador desenhado no Laboratério de Clonagem do Hemocentro — RP — SP



Material e Métodos 34

I11.5. Analise estatistica

Para a analise dos dados obtidos no presente estudo, considerando
tanto os marcadores Y-especificos, quanto os situados no DNA mitocondrial,

realizamos algumas analises em comum, a saber:

1. A analise da estimativa da frequéncia de cada marcador e do
haplogrupo para os marcadores analisados no presente estudo, foi realizada

pelo método de contagem direta, de acordo com a equacgéo:

pi= ni/n , onde ni € o numero de ocorréncias (frequéncia absoluta do

haplogrupo i na amostra) e n € o numero total de individuos amostrados.

2. As freqléncias alélicas e haplotipicas e seus desvios padrdo foram
calculados utilizando o programa Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000). Este
céalculo foi baseado em tabelas de contingéncias geradas para cada locus,
onde se analisam o numero de populagdes estudadas e o numero de alelos

para o locus.

3. Para analise da variancia molecular foi também utilizado o programa
Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000). A analise de varidancia molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi aplicada para analisar a distribuicdo da

diversidade intra e interpopulacional.

A entrada dos dados no programa ARLEQUIN pode ser realizada pelos
tipos de dados: DNA, RFLP, MICROSAT, STANDART ou FREQUENCIA. Em
nosso conjunto de marcadores utilizamos trés alternativas: RFLP, Microsat e

frequéncia.

Quando da analise de haplétipos conjugados STRs/SNPs foi escolhido a
opgdao MICROSAT no programa ARLEQUIN v.2000, pois esta permite
enquadrar alelos multiplos. No entanto, os loci de marcadores binarios, que
deveriam ser analisados como RFLPs, foram adaptados para representarem
microssatélites. Ou seja, o Estado ancestral e o derivado foram identificados
como numeros, 10 e 11, que representavam os dois alelos.

4. Para o calculo da diversidade génica por locus foi utilizado o programa
PopGENE (versdo 1.32, 1997) disponivel gratuitamente no sitio

http://www.ualberta.ca/~fyeh/ . A diversidade génica € uma medida de variagcédo
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génica, similar a heterozigose para locus do genoma de uma populacédo (Nei,
1973).

5. Para avaliar se ha ou nao diferengca entre as propor¢des obtidas
quanto as contribuicbes parentais na constituicao das populagcdes do Distrito
Federal e Goias, foi utilizado o teste z. O teste foi realizado utilizando uma
planilha em Excel, correlacionando as propor¢des par a par entre cada origem
geografica. Para todos os casos foi considerado como hipdtese nula a

igualdade entre as proporgdes e um nivel de significancia de 5%.

Cromossomo Y

Como ja explicitado, no presente trabalho foram investigadas duas
categorias de marcadores genéticos - binarios (a insergcdo AluYAP e do tipo
SNPs) e microssatélites, todos situados na regido nao recombinante do
cromossomo Y. Por possuirem historias evolutivas distintas, em decorréncia
das diferencas nas taxas de mutagdo (Jobling e Tyler-Smith, 1995), esses
marcadores foram analisados separadamente e posteriormente em conjunto. A
insercdo AIUYAP foi analisada tanto dentro do banco de dados dos SNPs

quanto dos microssatélites, para compor os haplétipos desses marcadores.

Neste estudo buscou-se averiguar o grau de diferenciagcdo entre e
dentro das populagdes estudadas em relagdo a linhagem patrilinear. Ou seja,
buscou-se investigar a ocorréncia de efeito do fundador masculino e de fluxo

génico para estas populagdes.

Dois tipos de dados foram utilizados para testar a hipétese de existéncia
de diferenciagcdo genética entre as populagdes do Estado de Goias e do Distrito
Federal: frequéncia de alelos e de haplotipos, estes ultimos definidos com base
na consolidagcao dos alelos determinados para cada locus. O valor critico de p

considerado no teste foi de 0,05.

a) Marcadores binarios:

Com relagao aos marcadores de eventos unicos do cromossomo Y, 0s
resultados estatisticos consideram o Estado ancestral e o derivado para

determinar os haplétipos e, consequentemente, formar os haplogrupos,
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especificos de cada regiao no Mundo. A nomenclatura dos haplogrupos do
cromossomo Y seguiu a classificacao adotada pelo Consdrcio do Cromossomo
Y - The Y-Chromosome Consortium (YCC, 2002).

Baseando-se nos estados alélicos ancestral e derivado para todos os
marcadores do tipo SNPs, construimos manualmente uma arvore (network)
(Figura 1V.3) que reflete a relacéo entre os diferentes haplogrupos observados
nas populac¢des do Estado de Goias e Distrito Federal. Para essa classificagéo
foi denominado como zero (0) o Estado alélico ancestral e como um (1) o alelo

derivado.

Para avaliar a composigcao das populagdes quanto a origem geografica
baseada nos haplogrupos do cromossomo Y, foi realizado o teste z. Para efeito
de comparagdo, agrupou-se os dados no conjunto amostral Centro-Oeste

brasileiro em fungao de néo existir diferengas entre elas.

Para a analise de mistura dos marcadores binarios, a distribuicao
geografica dos haplogrupos foi considerada da seguinte forma: o haplogrupo
F*, de distribuicdo ampla mundial (YCC, 2002) caracterizou-se europeu porque
em nosso pais ndo houve migracdo significativa do Oriente Médio e india; o
haplogrupo P* também foi considerado europeu porque em nossa colonizagao

n&o tivemos migracdo importante de paises como Norte da Africa e Asia.

Na analise utilizando o teste z, a correlagdo das proporgdes par a par foi
realizada entre cada origem geografica. Por exemplo, foi comparada a
proporcao de europeus em Goias com a do Distrito Federal e, da mesma forma

entre as proporgdes de africanos e amerindios.

b) Marcadores do tipo STRs:

Além das analises em comum para todos os marcadores analisados
nesse estudo, realizamos uma analise de variancia molecular (AMOVA). Com o
resultado obtido, foi construida uma matriz de comparacéo par a par para cada
marcador STR Y-especifico. Essa comparacéo foi realizada utilizando os dados
da literatura (Grattapaglia et al., 2005), correlacionando as cinco regides

brasileiras.
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As frequéncias alélicas parentais utilizadas no calculo da estimativa de
mistura genética para o conjunto de cinco marcadores genéticos uniparentais
(STRs e AluYAP) estao ilustradas na Tabela 111.8.

5.2 DNA mitocondrial

Conforme relatada anteriormente, a analise estatistica dos resultados
dos marcadores do DNA mitocondrial foi realizada de forma semelhante aos
marcadores do cromossomo Y. Para a analise de mistura foi realizado o
agrupamento de acordo com a origem geografica. Todos os haplogrupos
caracteristicos de linhagem africana foram agrupados como africanos; os
caracteristicos de linhagens européias, como europeus. Somente o0s
haplogrupos de linhagem amerindia ndo foram agrupados visto que, tanto em
nossa analise, quanto na de Alves-Silva et al. (2000), todos os haplogrupos

foram observados.

Os dados das populagdes aqui analisadas foram também agrupados em
dados da regido Centro-Oeste em decorréncia da nao diferenga entre as
populagdes do Distrito Federal e Goias. Apds o agrupamento, foi realizada uma
comparacgao par a par dos dados de DNA mitocondrial gerados no presente
estudo com dados da literatura (Alves-Silva et al., 2000) das quatro regides

brasileiras e o Brasil como um todo.
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Tabela IIl.8: Frequéncias alélicas parentais utilizadas nos calculos das
estimativas de contribuicbes étnicas para a constituigdo da

populagao da regido Centro-Oeste brasileira.

Marcador Alelos Populacao Parental

Europeu'  Africano® Amerindio®
DYS19 12 0,000 0,010 0,000
13 0,121 0,078 0,980
14 0,585 0,165 0,013
15 0,227 0,494 0,007
16 0,053 0,126 0,000
17 0,014 0,117 0,000
18 0,000 0,010 0,000
N 207 103 150
DYS390 20 0,000 0,010 0,000
21 0,029 0,639 0,014
22 0,130 0,078 0,000
23 0,184 0,078 0,212
24 0,531 0,146 0,514
25 0,121 0,039 0,253
26 0,000 0,010 0,007
27 0,005 0,000 0,000
N 207 103 150
DYS391 09 0,087 0,010 0,007
10 0,493 0,602 0,941
11 0,406 0,359 0,052
12 0,014 0,029 0,000
N 207 103 150
DYS393 12 0,178 0,058 0,033
13 0,682 0,573 0,735
14 0,135 0,252 0,113
15 0,005 0,107 0,119
16 0,000 0,000 0,000
17 0,000 0,010 0,000
N 207 103 150
YAP* Presenca 0,070 0,740 0,007
Auséncia 0,930 0,260 0,993
N 192 611 150

" Carvalho et al.,2003.
2Trovoada et al.,2003.
*Wanderley-Santos, 2001.
“Hammer,1994.
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IV. RESULTADOS

Amostras de duas populagdes — Goias (GO) e Distrito Federal (DF) -
pertencentes a regido Centro-Oeste brasileira foram investigadas quanto a
marcadores uniparentais situados no cromossomo Y e no DNA mitocondrial.
Os resultados foram divididos para apresentagdo em: contribuicdo uniparental
masculina, contribui¢do uniparental feminina e comparac¢ao dos dados gerados

por esses marcadores uniparentais.

IV.1. Contribuigdo uniparental masculina

A contribuicdo uniparental masculina foi analisada para as populacdes
do Estado de Goias e do Distrito Federal utilizando 16 marcadores genéticos
situados na regidao nao-recombinante do cromossomo Y, sendo que 12 eram

marcadores binarios (uma insergédo Alu e 11 SNPs) e 4 do tipo microssatélites.

IV.1.1. Insercao AluYAP

A frequéncia da insercdo AIUYAP nas duas populacbes esta
apresentada na Tabela IV.1. O alelo YAP" (auséncia de inserc¢ao) foi observado
em 72,9% da populagdo de Goias e em 84,5% do Distrito Federal. De acordo
com a AMOVA, nao ha diferenga estatisticamente significativa entre as duas
populagdes (Fs=0,029; p=0,076+0,003) com relagdo a esse marcador. A maior

parte da variagao foi encontrada dentro das populag¢des (97,31%).
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IV.1.2. Marcadores binarios do tipo SNPs situados no cromossomo

IV.1.2.1.Caracterizagao genética populacional por locus

Na Tabela IV.1 e na Figura IV.1 estdo apresentadas as distribuicbes das
frequéncias alélicas dos 11 marcadores binarios do tipo SNPs - 92R7, M89,
M213, P2, SRY2627, SRY4064, M2, M3, M60, M34, P3 — nas populag¢des de
Goias e do Distrito Federal. Foram encontradas similaridades entre as
frequéncias alélicas observadas nas duas populagdes para a maioria dos loci

analisados.

Considerando como locus polimérfico aquele em que o alelo mais
comum tenha uma frequéncia maxima de 99%, a populagdo de Goias
apresentou uma menor porcentagem de loci polimorficos (58,3%) do que o
Distrito Federal (75,0%), conforme pode ser verificado na Tabela 1V.1. Ambas
as populacdes apresentaram monomorfismo para os loci M60, M34 e P3
enquanto que o locus SRY2627 apresentou-se monomorfico quanto ao alelo

ancestral no Estado de Goias.

A diversidade génica (Nei, 1973) observada considerando os doze loci
bialélicos analisados (incluindo a insergcdo AIuYAP) foi similar nas duas
populagdes (Distrito Federal - h* = 0,164+0,153; Goias- h* = 0,216+0,206.
Dentre os marcadores que apresentaram polimorfismo, a maior diversidade
génica foi observada para o locus 92R7 em ambas as populagdes e a menor
para o M3 no Estado de Goias e M2 no Distrito Federal (Tabela I1V.1).

O teste de heterogeneidade mostrou que as populagdes néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias
alélicas para a maioria dos loci. Exce¢cdes foram observadas quanto aos loci
P2, SRY 2627 e SRY4064 que apresentaram valores de X2 maior que 3,84
(p<0,05).
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Tabela IV.1: Freqiéncia dos alelos ancestrais dos marcadores genéticos do tipo SNP situados no cromossomo Y analisados nas

populagdes do Estado de Goias e Distrito Federal, pardmetros de variabilidade genética (indice de diversidade

génica (Nei, 1973) e % loci polimdrfico ) e teste de heterogeneidade intra locus.

Locus Goias Distrito Federal Teste de heterogeneidade
N=129 h* N=71 h* 4 P
92R7 0,496 0,500 0,535 0,498 0,280 0,597
M89 0,271 0,395 0,155 0,261 3,502 0,061
M213 0,271 0,395 0,155 0,261 3,502 0,061
P2 0,760 0,365 0,887 0,200 4,752 0,029***
SRY2627 -- -- 0,916 0,155 11,239 0,0008***
SRY4064 0,729 0,395 0,859 0,242 4,470 0,034***
M2 0,930 0,129 0,972 0,055 1,525 0,217
M3 0,992 0,015 0,986 0,278 0,186 0,667
YAP 0,729 0,395 0,845 0,262 3,503 0,061
M60 - - - - 0,000 1,000
M34 - - - - 0,000 1,000
P3 - - - - 0,000 1,000
% loci polimorfico 58,33 - 75,00 -

h** (DP)

0,216 (0,206)

0,164 (0,153)

*h = diversidade génica (Nei 1973);** diversidade génica média e, entre parénteses, Desvio Padrao (DP) ;*** valores significativos ao nivel de 5%
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Figura IV.1: Distribuicdo das frequéncias dos alelos ancestrais dos marcadores
genéticos do tipo SNP situados no cromossomo Y nas populagcdes

do Estado de Goias e Distrito Federal
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IV.1.2.2. Caracterizagao genética populacional por haplétipos e

haplogrupos

Os marcadores bialélicos analisados localizam-se na regido néo
recombinante do cromossomo Y. De acordo com a literatura (YCC, 2002), os
marcadores bialélicos permitem a identificacdo dos haplogrupos do
cromossomo Y, o que possibilita a identificagdo da origem geografica do
individuo. A Tabela IV.2 e a Figura IV.2 apresentam a distribuicdo dos
haplogrupos observados, gerados a partir da combinagdo dos dados dos doze
marcadores binarios Y-especificos, nas populagdes de Goias e Distrito Federal
e no Centro-Oeste (conjunto amostral total). A distribuicdo mundial dos
haplogrupos Y-especificos observados no presente trabalho estdo também
apresentadas nessa Tabela com o objetivo de identificar a origem geografica

dos mesmos nas populacdes amostradas.

Foram identificados seis haplogrupos em Goias, todos compartilhados
com o Distrito Federal. Adicionalmente, foram observados dois outros
haplogrupos - R1b8 e D1 — no Distrito Federal, totalizando oito. Em Goias o
mais frequente foi o P* (49,6%), seguido pelo F* (38,0%), somando 87,6% dos
individuos analisados. No Distrito Federal 74,6% dos individuos pertencem a
um desses haplogrupos. Porém, diferentemente de Goias, a distribuigdo destes
dois haplogrupos foi quase equitativa (Tabela IV.2). A diversidade haplotipica
(diversidade génica de Nei, 1973) foi similar nas duas populag¢des (hpg=
0,697+0,034; hgo= 0,670+0,029).

Com relagao a divergéncia populacional, analisada por AMOVA, a maior
fonte de variagdo foi encontrada dentro das populagdes (98,03%). Como
evidenciado pela analise de F, ndo ha diferenca entre as populacdes de Goias
e Distrito Federal (Fsi= 0,020; p=0,068+0,002).
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Tabela IV.2: Haplogrupos do cromossomo Y observados e respectivas frequéncias nas populagées de Goias, Distrito Federal e

Centro-Oeste e populagdes parentais.

Haplogrupo” Goias Distrito Federal Centro-Oeste Populagdo parental™
p ### 0,496 0,366 0,450 Europa (excluindo Q* e R1b8)
F* 0,225 0,380 0,280 Europa
E3* 0,170 0,084 0,140 Mediterraneo
R1b8 - 0,084 0,030 Europa (em especial Bascos e Catalaes)
E* 0,031 0,029 0,030 Africa Subsaariana
E3a* 0,070 0,029 0,055 Africa Subsaariana
Q3* 0,008 0,014 0,010 América
D1 - 0,014 0,005 Japéo

* Classificagao dos haplogrupos de acordo com o Consércio do Cromossomo Y (2002).

*Populacdo parental: populagdo em que o haplogrupo considerado € encontrado e que participou da constituicdo da populacéo
brasileira de forma significativa.

## Os haplogrupos Q3* e R1b8 pertencem ao haplogrupos P*. No presente trabalho os individuos portando essas mutag¢des foram

discriminados e, portanto, excluidos da soma dos haplogrupos mais amplos.
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Figura IV.2: Distribuicdo dos haplogrupos do cromossomo Y nas populagdes de

Goias e Distrito Federal.

IV.1.2.3. Analise de mistura: marcadores binarios Y-especificos

A Tabela IV.3 apresenta a estimativa de composicdo quanto a origem
geografica das populagbes de Goias e Distrito Federal e comparagdo das
mesmas utilizando o teste z. A contribuigcdo parental principal foi a européia para
ambas as populagdes, seguidas da africana e uma pequena contribuicdo
amerindia. A composi¢ao das populacdes € similar em relagdo a origem européia
(p=0,295) e a africana (p=0,142), mas uma diferenga estatisticamente significante

foi observada com relagdo a contribuicdo amerindia/asiatica (p<0,05).

Considerando o conjunto amostral, visto que ndo ha diferenga entre as
estimativas nas duas populagdes analisadas, foi observado que a maioria, 90%
dos homens da amostra da regido Centro-Oeste, apresentam linhagens
européias. As linhagens africanas perfizeram 8,5% do total, sendo que 1,5% foi

contribuicdo amerindia e asiatica.
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Tabela 1V.3: Estimativas de composigdo quanto a origem geografica das
populagdes de Goias e Distrito Federal e do conjunto amostral
(Centro-Oeste brasileiro) baseada nos haplogrupos do cromossomo

Y e comparagao das estimativas obtidas para as duas populagdes

(teste z).

Origem Geografica Goias Distrito Federal z (p) Centro-Oeste
Europa 0,892 0,916 0,54 (0,295) 0,900
Africa 0,100 0,056 1,07 (0,142) 0,085

Asia e América 0,008 0,028 2,67 (0,004) 0,015

IV.1.2.4. Analise Filogeografica

Combinando a distribuicdo dos alelos dos 11 marcadores binarios e uma
insercao AIUYAP, foi possivel classificar os haplotipos encontrados em oito
haplogrupos diferentes. A Figura IV.3 mostra a relagdo entre os haplogrupos
observados nas duas populagbes analisadas. Cada circulo representa um
haplogrupo e tem uma area proporcional a sua frequéncia. Os nomes dos
haplogrupos estao representados nos bragos. As diferengas observadas entre as
duas arvores (network) sdo decorrentes da presenga de haplogrupos exclusivos
na populacao do Distrito Federal e da diferenca na frequiéncia de observagao dos

haplogrupos.
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Figura IV.3: Relacionamento dos haplogrupos do cromossomo Y observados nas
populag¢des do Distrito Federal (A) e Goias (B). Os haplogrupos séo

representados pelos circulos (o didmetro do circulo é proporcional a

frequéncia dos haplogrupos) e estédo indicados ao lado dos mesmos;

as mutacoes estdo indicadas ao lado dos ramos.
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IV.1.3. Microssatélites situados no cromossomo Y
IV.1.3.1. Caracterizagao genética populacional por locus

A Tabela IV.4 apresenta a distribuicdo das frequéncias alélicas dos quatro
microssatélites do cromossomo Y nas populag¢des de Goias e Distrito Federal aqui
analisadas. Dados da literatura (Grattapaglia et al., 2005) referentes a analise dos
mesmos marcadores em populagdes urbanas das cinco regides geopoliticas
brasileiras também estdo apresentados na Tabela. As figuras IV.4 a IV.7
apresentam a distribuicdo dos alelos dos marcadores do tipo microssatélites nas

populacdes em estudo e nas principais populacdes parentais brasileiras.

Foram encontrados 4,25 e 3,50 alelos em média nas amostras do Estado
de Goias e Distrito Federal, respectivamente, sendo que foi observado de 3
(DYS19 e DYS391 no Distrito Federal) a 5 (DYS19 em Goias) alelos em cada

populagao para cada marcador (Tabela IV .4).

Para o marcador DYS19, foram encontrados cinco alelos na populagao de
Goias e trés no Distrito Federal. O alelo modal para ambas as populagdes foi o
DYS19*14. A Figura IV.4 mostra que esse alelo modal é o mesmo encontrado na
populacdo parental européia. Os alelos DYS19*16 e DYS19*17 foram
identificados apenas na populacdo do Estado de Goias e mostraram baixa

frequéncia.

Em relagdo ao marcador DYS390 (Figura 1V.5), as duas populagoes
apresentaram quatro alelos. Ambas as populacbes da regido Centro-Oeste
apresentaram o alelo DYS390*24 como modal, semelhante a duas das

populacdes parentais - européia e amerindia.

Ja o marcador DYS391 apresentou quatro alternativas alélicas para a
populacdo do Estado de Goias e trés para o Distrito Federal. Ambas as
populagdes apresentaram o alelo DYS391*10, o mesmo descrito para as trés

populagdes parentais principais (Figura 1V.6).

Quanto ao loci DYS393 (Figura IV.7), foram identificados quatro diferentes
alelos nas duas populagdes. O alelo modal, o DYS393*13, € o mesmo tanto para
as populagdes analisadas no presente trabalho quanto para as populagdes

parentais. O alelo DYS393*15 foi o menos frequente.
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Tabela IV.4 - Distribuigao das frequéncias alélicas de quatro microssatélites do cromossomo Y nas populagdes de Goias e Distrito
Federal (DF) e em cinco regides geop oliticas brasileiras (Grattapaglia et al., 2005) (N = Norte; NE = Nordeste; SE =
Sudeste; S = Sul; CO = Centro-Oeste)

Presente estudo Grattapaglia et al. (2005)*
Locus GO DF co N NE co SE s Brasil
Alelos
% N % N % N % N % N % N % N % N %
DYS19
12 - - - - - - - - 01 0,024 - - - - - - 01 0,005
13 29 0,224 16 0,225 45 0,225 01 0,040 10 0,238 10 0,208 06 0,967 05 0,106 32 0,162
14 70 0,543 34 0,479 104 0,520 17 0,680 18 0429 25 0,521 20 0,556 32 0,681 112 0,566
15 27 0,209 21 0,296 48 0,240 03 0,120 12 0,286 07 0,146 10 0,278 07 0,149 39 0,197
16 01 0,008 - - 01 0,005 04 0,160 01 0,024 04 0,083 - - 02 0,043 11 0,056
17 02 0,016 - - 02 0,010 - - - - 02 0,042 - - 01 0,021 03 0,015
Total 129 71 200 25 42 48 36 47 198
DYS390
21 - - - - - - 02 0,080 01 0,024 03 0,063 01 0,028 - - 07 0,035
22 12 0,093 06 0,085 18 0,090 04 0,160 03 0,071 03 0,063 10 0,278 02 0,043 22 0,111
23 24 0,186 23 0,324 47 0,235 03 0,120 08 0,190 12 0,250 06 0,967 09 0,191 38 0,192
24 86 0,667 37 0,521 123 0,615 15 0,600 23 0,548 23 0479 16 0,444 30 0,638 107 0,540
25 07 0,054 05 0,070 12 0,060 01 0,040 06 0,143 07 0,146 02 0,056 01 0,021 17 0,086

26 - - - - - - - - 01 0,024 - - 01 0,028 05 0,906 07 0,035
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Presente estudo Grattapaglia et al. (2005)*
Locus GO DF co N NE co SE s Brasil
Alelos
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
Total 129 71 200 25 42 48 36 47 198
DYS391
8 02 0,016 - - 02 0,010 - - - - - - - - - - - -
9 36 0,278 07 0,099 43 0,215 - - 01 0,024 02 0,042 01 0,028 - - 04 0,020
10 49 0,380 35 0,493 84 0,420 15 0,600 18 0429 28 0,583 21 0,583 23 0,489 105 0,530
11 42 0,326 29 0,408 71 0,355 10 0,400 23 0,548 17 0,354 13 0,361 23 0,489 86 0,434
12 - - - - - - - - - - 01 0,021 01 0,028 01 0,021 03 0,015
Total 129 71 200 25 42 48 36 47 198
DYS393
11 - - - - - - 01 0,040 - - - - 01 0,028 02 0,043 04 0,020
12 11 0,085 11 0,455 22 0,110 03 0,120 08 0,190 14 0,292 08 0,222 09 0,191 42 0,212
13 89 0,690 43 0,606 132 0,660 15 0,600 30 0,714 29 0,604 23 0,639 27 0,574 124 0,626
14 26 0,202 11 0,155 37 0,185 05 0,200 04 0,095 04 0,083 04 0,11 07 0,49 24 0,121
15 03 0,023 06 0,084 09 0,045 01 0,040 - - 01 0,021 - - 02 0,043 04 0,02
Total 129 71 200 25 42 48 36 47 198

* N de cada alelo foi estimado a partir da frequéncia alélica e N total.
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Figura IV.4: Distribuicdo de frequéncias alélicas para o marcador DYS19 nas

populagdes parentais e em Goias, Distrito Federal e Centro-Oeste.
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Figura IV.5: Distribuicdo de frequéncias alélicas para o marcador DYS390 nas

populagdes parentais e em Goias, Distrito Federal e Centro-Oeste.
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Figura IV.6: Distribuicdo de frequéncias alélicas para o marcador DYS391 nas

populagdes parentais e em Goias, Distrito Federal e Centro-Oeste
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Figura IV.7: Distribuicdo de frequéncias alélicas para o marcador DYS393 nas

populagdes parentais e em Goias, Distrito Federal e Centro-Oeste
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De acordo com a analise de variancia molecular — AMOVA, utilizando os
loci do tipo marcadores STR, foi observado que ha uma diferenca
estatisticamente significativa (Fst=0,143; p=0,016+0,001) entre as populagdes de
Goias e Distrito Federal, indicando subestruturagcao populacional. Essa diferenca
observada entre as populacbes € reflexo da diferenca estatisticamente
significativa quanto as frequéncias alélicas observadas para os loci DYS390
(Fst=0,025, p=0,033) e DYS391 (Fst=0,029, p=0,027). Os resultados mostraram

uma alta variabilidade dentro das populagdes (98,56%).

As Figuras IV.8 a IV.11 mostram a analise de variancia molecular (AMOVA)
entre o conjunto amostral do Centro-Oeste aqui apresentado e os dados
publicados por Grattapaglia et al. (2005) utilizando os loci STRs - DYS19,
DYS390, DYS391 e DYS393.

O marcador DYS19 foi o que apresentou o maior numero de diferencas
entre as populagdes dentre os marcadores aqui analisados. A amostra do Centro-
Oeste aqui analisada mostrou diferenga estatisticamente significativa com a
populacdo do Norte e Sul. A regido Sudeste e o conjunto amostral “Brasil” ndo
apresentaram diferengas com nenhuma outra regiao brasileira. A regido Sul foi a
que apresentou o maior numero de diferencas significativas com as outras regides

(Norte, Centro-Oeste do presente estudo e Nordeste).

Com relagédo ao marcador DYS390, a amostra analisada no presente
estudo ndo apresentou diferencga estatisticamente significativa com a maioria das
outras regides, com excecao da regido Sudeste. A comparagdo das demais
regides apresentou diferenga estatisticamente significante entre a regido Sul e a

Sudeste.

Ja o marcador DYS391 apresentou o maior numero de diferencas
estatisticamente significativas na comparacao entre a amostra do Centro-Oeste e
o publicado por Grattaglia et al. (2005), sendo que n&o foi observada diferenca

apenas com as regides Sudeste e Norte.

O marcador DYS393 apresentou-se semelhante aos outros marcadores, ou
seja, sem diferencas estatisticamente significativas com a maioria das regides
(Norte, Nordeste, Sul e Sudeste).
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Presente estudo Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul Brasil

Presente estudo i 0,028+0,002 0,534+0,005 0,362+0,005 0,750+0,005  0,041+0,001 0,168+0,004
Norte 0,055 i 0,019+0,001 0,177+0,003 0,106+0,003  0,607+0,005 0,053+0,022
Nordeste -0,006 0,080 e 0,003+0,000 0,512+0,005  0,000+0,000 0,126+0,004
Centro-Oeste -0,000 0,020 0,003 TR 0,395+0,004 0,197+0,003 0,235+0,004
Sudeste -0,012 0,037 -0,087 -0,002 il 0,235+0,004 0,652+0,005
Sul 0,028 -0,012 0,058 0,011 0,010 i 0,291+0,004
Brasil 0,004 0,015 0,012 -0,006 -0,008 0,003 e

Figura IV.8: Matriz de comparacgao par a par entre as cinco regides brasileiras e o Brasil como um todo utilizando o método Fst,

para o marcador do tipo STR Y-especifico DYS19. A populagdo do Centro-Oeste (Presente estudo) € o conjunto

formado pelas populagdes de Goias e Distrito Federal enquanto que as das demais regides sdo compostas por

individuos que utilizaram um servigo de investigacédo de paternidade e a populagdo denominada “Brasil” é o conjunto
de todas as amostras de paternidade (dados de Grattapaglia et al., 2005). Abaixo valores de Fst e acima valores de p;

Numero de permutagdes: 10100.
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Presente estudo Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul Brasil

Presente estudo itk 0,348+0,004 0,413+0,005 0,110+0,003 0,022+0,001 0,278+0,004 0,143+0,004
Norte -0,000 i 0,528+0,004 0,265+0,005 0,401+0,005 0,332+0,004 0,650+0,005
Nordeste -0,001 -0,009 i 0,814+0,004 0,146+0,003 0,297+0,004 0,883+0,003
Centro-Oeste 0,013 0,009 -0,015 koo 0,118+0,003 0,079+0,002 0,443+0,005
Sudeste 0,042 -0,001 0,019 0,021 ekl 0,024+0,001 0,144+0,003
Sul 0,003 0,003 0,003 0,026 0,054 ikl 0,200+0,004

Brasil 0,004 -0,010 -0,010 -0,002 0,013 0,006 bbbl

Figura IV.9: Matriz de comparacgao par a par entre as cinco regides brasileiras e o Brasil como um todo utilizando o método Fst,
para o marcador do tipo STR Y-especifico DYS390. A populagdo do Centro-Oeste (Presente estudo) € o conjunto
formado pelas populagdes de Goias e Distrito Federal enquanto que as das demais regides sdo compostas por
individuos que utilizaram um servigo de investigagao de paternidade e a populagao denominada “Brasil” € o conjunto
de todas as amostras de paternidade (dados de Grattapaglia et al., 2005). Abaixo valores de F¢; e acima valores de p;

Numero de permutacgdes: 10100.
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Presente estudo Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul Brasil

Presente estudo itk 0,063+0,002 0,020%+0,001 0,030+0,001 0,050+0,002 0,017+0,001 0,000+0,000
Norte 0,039 i 0,152+0,003  0,816+0,004 0,100+0,000 0,463+0,005 0,702+0,005
Nordeste 0,042 0,018 i 0,107+0,003 0,136+0,003 0,600+0,005 0,226+0,004
Centro-Oeste 0,031 -0,027 0,034 ikl 0,100+0,000 0,271+0,005 0,400+0,004
Sudeste 0,032 -0,032 0,029 -0,025 i 0,318+0,005 0,551+0,005
Sul 0,040 -0,011 -0,015 0,006 -0,000 bbbl 0,615+0,004

Brasil 0,041 -0,016 0,008 -0,004 -0,009 -0,008 ik

Figura IV.10: Matriz de comparagao par a par entre as cinco regides brasileiras e o Brasil como um todo utilizando o método Fst,
para o marcador do tipo STR Y-especifico DYS391. A populagdo do Centro-Oeste (Presente estudo) € o conjunto
formado pelas populagdes de Goias e Distrito Federal enquanto que as das demais regides sdo compostas por
individuos que utilizaram um servigo de investigacdo de paternidade e a populagdo denominada “Brasil” é o conjunto
de todas as amostras de paternidade (dados de Grattapaglia et al., 2005). Abaixo valores de Fst e acima valores de p;

Numero de permutacgdes: 10100.
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Presente estudo Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul Brasil

Presente estudo itk 0,850+0,004 0,255+0,004 0,033%0,002 0,270+0,004 0,283+0,005 0,041+0,002
Norte -0,018 i 0,346+0,005 0,274+0,004 0,592+0,005 0,917+0,003 0,538+0,005
Nordeste 0,005 -0,000 i 0,337+0,005 0,784+0,004 0,350+0,005 0,552+0,005
Centro-Oeste 0,031 0,009 0,000 ool 0,745+0,004 0,502+0,005 0,550+0,005
Sudeste 0,004 -0,015 -0,018 -0,017 ekl 0,831+0,004 0,100+0,000
Sul 0,003 -0,024 0,001 -0,006 -0,018 bbbl 0,769+0,004

Brasil 0,010 -0,008 -0,005 -0,005 0,016 -0,009 ik

Figura IV.11: Matriz de comparagéo par a par entre as cinco regides brasileiras e o Brasil como um todo utilizando o método F,
para o marcador do tipo STR Y-especifico DYS393. A populagdo do Centro-Oeste (Presente estudo) € o conjunto
formado pelas populagbes de Goias e Distrito Federal enquanto que as das demais regides sao compostas por
individuos que utilizaram um servigo de investigagao de paternidade e a populagdo denominada “Brasil” € o conjunto
de todas as amostras de paternidade (dados de Grattapaglia et al., 2005). Abaixo valores de Fg e acima valores de p;

Numero de permutacgdes: 10100.
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IV.1.3.2. Caracterizagao genética populacional por haplétipos e

haplogrupos

Os resultados dos hapl6tipos observados foram categorizados em dois grupos
de acordo com o gendtipo observado para o locus AlUYAP: YAP' (presenca de
insercao) e YAP™ (auséncia de insergdo). A ocorréncia destes em cada populagao
(compartilhados e ndo compartilhados) esta apresentada na Figura IV.12 e na Tabela
IV.5. Os haplotipos, definidos usando os gendtipos dos quatro loci microssatélites,
apresentam a seguinte ordem de registro dos alelos: DYS19, DYS390, DYS391 e
DYS393.

Foram identificados 72 haplétipos (YAP/STRs) diferentes para os 200
cromossomos Y analisados, sendo que a maioria € YAP- (77,8%). A populagdo do
Estado de Goias apresentou 53 haplétipos e a do Distrito Federal, 43. Os valores
encontrados de diversidade génica (haplotipica), segundo Nei (1973), foram elevados:
h = 0,964+0,007 para Goias e h=0,976+0,008 para o Distrito Federal. Dos haplétipos
identificados, 24 foram compartilhados entre as duas populagdes. Destes, o conjunto
génico mais frequente em Goias foi o haplotipo h11 (-/14/24/10/13) e no Distrito
Federal, o h13 (-/14/24/11/13).

Na populagdo do Estado de Goias, 40,3% dos haplétipos do cromossomo Y
observados foram exclusivos para esta populagdo, dentre os quais o haplétipo h68
(+/15/24/09/13) foi o mais frequente (5,4%). Ja na populagdo do Distrito Federal, foi
observado percentual bem menor de haplétipos exclusivos (26,4%), sendo que os
haplétipos h36 (-/15/23/11/13) e h58 (+/13/24/09/13) apresentaram as maiores

incidéncias (4,2%) dentre esses.
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Tabela IV.5 — Hapldtipos observados em quatro microssatélites situados no
cromossomo Y, suas frequéncias em cada populacéo e a diversidade

haplotipica. Os haplétipos foram divididos em dois grupos YAP e YAP*

Numero de repeticées STR Populagoes
Haplétipo o - o Goias Distrito Federal

2 o a & (N=129) (N=71)

> 2 =z =z N % N %
Grupo YAP -
01 13 24 10 13 06 0,046 02 0,028
02 13 24 11 13 04 0,031 01 0,014
03 13 24 11 14 03 0,023 02 0,028
04 14 22 11 13 01 0,008 01 0,014
05 14 23 09 13 01 0,008 01 0,014
06 14 23 10 12 03 0,023 01 0,014
07 14 23 10 13 02 0,015 03 0,042
08 14 23 11 13 03 0,023 02 0,028
09 14 24 09 13 10 0,077 01 0,014
10 14 24 10 12 02 0,015 02 0,028
11 14 24 10 13 15 0,116 05 0,070
12 14 24 10 14 02 0,015 02 0,028
13 14 24 11 13 11 0,085 08 0,113
14 14 24 11 14 04 0,031 01 0,014
15 14 25 09 13 01 0,008 01 0,014
16 14 25 10 13 02 0,015 01 0,014
17 15 23 10 13 03 0,023 03 0,042
18 15 24 10 13 02 0,015 02 0,028
19 15 24 11 13 02 0,015 02 0,028
20 15 24 11 14 03 0,023 01 0,014
21 15 24 11 15 01 0,008 01 0,014
22 13 22 11 13 - - 01 0,014
23 13 23 10 12 - - 01 0,014

24 13 24 10 12 - - 01 0,014
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Numero de repeticées STR Populagoes
Haplétipo o - oy Goias Distrito Federal

2 o & & (N=129) (N=71)

> 2 =z =z N % N %
25 13 25 10 14 - - 01 0,014
26 14 22 10 12 - - 01 0,014
27 14 23 11 12 - - 01 0,014
28 14 25 10 12 - - 01 0,014
29 14 25 11 13 - - 01 0,014
30 15 23 10 14 - - 02 0,028
31 15 24 10 12 - - 01 0,014
32 15 23 11 15 - - 01 0,014
33 15 22 10 15 - - 01 0,014
34 15 23 10 15 - - 01 0,014
35 15 23 11 12 - - 01 0,014
36 15 23 11 13 - - 03 0,042
37 15 24 11 12 - - 01 0,014
38 13 23 11 13 01 0,008 - -
39 13 23 11 14 01 0,008 - -
40 13 24 08 13 01 0,008 - -
41 14 22 09 13 01 0,008 - -
42 14 22 10 13 01 0,008 - -
43 14 22 11 14 01 0,008 - -
44 14 23 09 12 01 0,008 - -
45 14 23 10 14 02 0,015 - -
46 14 23 11 14 01 0,008 - -
47 14 24 09 14 02 0,015 - -
48 14 24 11 12 02 0,015 - -
49 14 25 09 14 01 0,008 - -
50 14 25 10 14 01 0,008 - -
51 15 22 09 13 01 0,008 - -
52 15 22 10 13 01 0,008 - -
53 15 23 09 13 01 0,008 - -
54 15 24 08 12 01 0,008 - -
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Numero de repeticées STR Populagoes
Haplétipo o - oy Goias Distrito Federal

2 o & & (N=129) (N=71)

> 2 =z =z N % N %
55 15 25 11 14 01 0,008 - -
56 16 22 10 13 01 0,008 - -
Grupo YAP+
57 13 23 10 13 04 0,031 02 0,028
58 13 24 09 13 05 0,040 03 0,042
59 15 22 11 15 01 0,008 01 0,014
60 13 23 09 15 - - 01 0,014
61 13 24 10 14 - - 01 0,014
62 14 22 10 14 - - 01 0,014
63 13 22 10 13 01 0,008 - -
64 13 23 09 13 01 0,008 - -
65 13 24 09 14 01 0,008 - -
66 13 24 11 12 01 0,008 - -
67 15 22 11 12 01 0,008 - -
68 15 24 09 13 07 0,054 - -
69 15 24 09 14 01 0,008 - -
70 15 25 09 14 01 0,008 - -
71 17 22 09 14 01 0,008 - -
72 17 22 10 15 01 0,008 - -
Fst -0,001 0,025 0,029 0,006

p 0,440 0,033 0,027 0,195
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Figura IV.12: Haplétipos de microssatélites do cromossomo Y e suas frequéncias nas populagdes de Goias e Distrito Federal.Os

haplétipos foram agrupados em YAP+ e YAP-. Haplétipos compartilhados entre as populagdes: 1 a 21 e 57 a 59;
Haplotipos YAP- especificos da populagédo do Distrito Federal (22 a 37) e do Estado de Goias (38 a 56). Haplotipos
YAP+ especificos da populagéo do Distrito Federal (60 a 62) e do Estado de Goias (63 a 72).
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IV.1.3.3. Diferenciagao genética analisada por marcadores do tipo STR

De acordo com a analise de variancia molecular — AMOVA, utilizando os loci
do tipo STR, foi observado que ha diferenga estatisticamente significativa
(Fst=0,143; p=0,016+0,001) entre as populacbes de Goias e Distrito Federal,
indicando subestruturagdo populacional. Essa diferenga observada entre as
populagdes é reflexo da diferengca estatisticamente significativa quanto as
frequéncias alélicas observadas para os loci DYS390 (Fst=0,025; p=0,033) e
DYS391 (Fst=0,029; p=0,027). Os resultados obtidos através da presente anadlise
mostraram uma alta variabilidade dentro das populag¢des (98,56%) e baixa entre as

populacdes (1,44%).

IV.1.3.4. Mistura genética utilizando marcadores STR Y-especificos

As estimativas de contribuicbes dos principais grupos parentais brasileiros
(europeu, africano e amerindio) na constituicdo das populagdes do Centro-Oeste,
com base nos marcadores uniparentais do tipo STR e na insercdo AlUYAP estao
apresentadas na Tabela IV.6. As analises mostram uma predominancia da parental
européia na constituicdo dessa populagao. Os valores observados para os outros
dois grupos parentais apresentaram-se baixos, sendo que a contribuicdo parental

africana foi mais expressiva que a amerindia.

A comparagao de mistura genética gerada a partir dos dados dos marcadores
bialélicos e microssatélites (Tabela IV.7) mostra que nao ha diferencga
estatisticamente significativa entre a estimativa obtida utilizando ambas as

categorias de marcadores Y-especificos uniparentais (p>0,05).
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Tabela IV.6 — Estimativas de mistura genética (erro padrdo em parénteses) das
populagdes de Goias e Distrito Federal e para o conjunto amostral
(Centro-Oeste brasileiro) considerando um conjunto de cinco
marcadores genéticos uniparentais (STRs e AluYAP) e comparacao

das estimativas obtidas para as duas populagdes (teste z).

Populagao Parental Goias Distrito Federal z(p) Centro-Oeste
Europeu 0,797 (0,036) 0,841 (0,060) 0,763 (0,224) 0,858 (0,082)
Africano 0,119 (0,016) 0,101 (0,032) 0,395 (0,348) 0,125 (0,044)

Amerindio 0,083 (0,025) 0,058 (0,036) 0,656 (0,258) 0,017 (0,050)

Tabela IV.7. Comparacado entre as estimativas de mistura genética geradas a partir
dos dados dos marcadores bialélicos e microssatélites para o conjunto

amostral do Centro-Oeste brasileiro.

Populacio Parental Centro-Oeste Centro-Oeste z (p)
pulag (SNPs) (STRs)
Europeu 0,900 0,858 1,288 (0,099)
Africano 0,085 0,125 1,305 (0,095)

Amerindio 0,015 0,017 0,159 (0,436)
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IV.1.4 Associagao SNPs/STRs/AluYAP

Considerando o conjunto haplotipico formado pela unido dos dados dos
marcadores do tipo STRs e SNPs, foram observados 118 haplétipos em 200
cromossomos analisados. Ambas as populagdes compartilharam 10% dos
haplétipos, sendo que a populagdo do Distrito Federal apresentou 39 haplotipos
especificos e o Estado de Goias apresentou um maior polimorfismo haplotipico
especifico (59 haplotipos). A diversidade génica, segundo Nei (1973), da populagéo
do Distrito Federal foi similar (0,990+0,0002) a do Estado de Goias (0,993+0,0001).

A anadlise de AMOVA realizada para esse conjunto de dados mostrou
resultados semelhantes aos ja descritos para os marcadores STR analisados
separadamente. As populagbes apresentam diferengcas estatisticamente
significativas (Fs=0,016, p=0,029+0,002). A maior porcentagem de variagédo
encontra-se dentro das populagbes (98,35%). A variagao interpopulacional foi

responsavel por uma pequena parcela da variagao (1,65%).

IV.2. Contribui¢ao uniparental feminina

Com o intuito de avaliar a contribuicdo uniparental feminina nas duas
populagdes do Centro-Oeste brasileiro estudadas, foram analisados treze
marcadores do tipo SNPs e a presenca da delegao de 9 pb situada na regido COIll-

tRNALys do genoma mitocondrial.

A Tabela IV.8 e a Figura IV.13 apresentam as freqléncias dos haplogrupos
de DNA mitocondrial observados nas amostras do Estado de Goias e do Distrito
Federal e a distribuicdo geografica (origem das linhagens) das mesmas. Os dados
obtidos por Alves-Silva et al. (2000), para amostras de individuos autodeclarados
“brancos” originarios de quatro regides geopoliticas brasileiras (Norte, Nordeste,
Sudeste e Sul), constam também da Tabela para efeito de comparacédo. Esses
autores nao contemplaram a regido Centro-Oeste. Os haplogrupos foram definidos
como descrito em Material e Métodos e a nomenclatura seguiu a proposta por Chen
et al. (2000).

Os haplogrupos A, B, C e D, caracteristicos de linhagens amerindias, foram

observados em maior frequéncia em ambas as populagdes analisadas. Destes, o
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haplogrupo A foi o mais freqliente e o haplogrupo D o menos. Dentre os haplogrupos
analisados que caracterizam a linhagem africana, foram observados seis
haplogrupos no Estado de Goias e cinco no Distrito Federal. As frequéncias desses
haplogrupos variaram de 0,016 a 0,101 em Goias e de 0,028 a 0,085 no Distrito
Federal. Com relagao aos haplogrupos caracteristicos de linhagem européia (H, J, K
e T), apenas o haplogrupo H foi observado na presente amostra tendo uma
frequéncia de 10,8% em Goias e 18,3% no Distrito Federal. Das amostras
analisadas, 5,4% do Estado de Goias e 11,3% do Distrito Federal ndo pertencem a
nenhum dos haplogrupos analisados. Essas amostras ndo categorizadas foram
identificadas como “nao-amerindias/nao-africanas” e, possivelmente, devem

pertencer a outras linhagens européias que nédo H, J, Ke T.

Avaliando a diferenciagdo genética das populagbdes do Estado de Goias e do
Distrito Federal, utilizando a analise de AMOVA locus a locus, ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa entre as populagbes (0,193<p<1,000),
indicando uma homogeneidade entre elas. Com relagdo ao indice de diversidade
génica (no caso haplotipica) de Nei (1973), ambas as popula¢gdes apresentaram a
mesma estimativa: Goias=0,894+0,009 e Distrito Federal= 0,894+0,013. Na AMOVA
utilizando o conjunto dos haplétipos, observa-se também que nado ha diferencga
significativa estatisticamente entre as populagbes (Fs=-0,003; p=0,680+0,004),

sendo que toda a variancia se encontra dentro das populagdes.
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Tabela IV.8 - Distribuicdo geografica e frequéncias dos haplogrupos de DNA mitocondrial observados no Centro-Oeste brasileiro e
em dados da literatura (individuos autodeclarados brancos de quatro regides geopoliticas brasileiras - N = Norte; NE
= Nordeste; SE = Sudeste; S = Sul - e do Brasil sem a regido Centro-Oeste (Alves-Silva et al., 2000)). A

nomenclatura de haplogrupos no presente trabalho foi baseada em Chen et al. (2000).

Distribyi_géo Presente estudo Alves-Silva et al. (2000)

geoaratel coss  Perte Ceme M Ne s s bam

i Mutacéo N % N % N % N % N % N %9 N %9 N %

Asia/América
A +663 Haelll 23 0,178 11 0,155 34 0,170 04 0,081 04 0,080 13 0,134 03 0,059 24 0,098
B Delecéo 9pb 21 0,163 08 0,113 29 0,145 08 0,167 03 0,060 10 0,103 03 0,059 24 0,098
C -13259 Hincll 13 0,101 09 0,127 22 0,110 10 0,205 01 0,020 06 0,062 03 0,059 20 0,081
D -5176 Alul 06 0,047 03 0,042 9 0,045 04 0,081 03 0,060 04 0,041 02 0,040 13 0,053
Total 0,489 0,437 0,470 0,534 0,220 0,339 0,217 0,330
Africa
L1 +10.806 Hinfl 13 0,101 05 0,070 18 0,090 02 0,042 07 0,140 11 0,112 03 0,061 23 0,093
L2 -10.806 Hinfl 12 0,093 04 0,056 16 0,080 01 0,021 05 0,100 08 0,082 - - 14 0,058
L3a +2349 Mbol 04 0,031 02 0,028 6 0,030 03 0,062 07 0,140 11 0,112 - - 21 0,086
L3b -8616 Mbol 02 0,016 02 0,028 4 0,020 - - 02 0,040 - - 02 0,040 04 0,016
L3c +10084 Taq|! 03 0,023 - - 3 0,015 - - - - - - - - - -
L3d -10394 Ddel 11 0,085 06 0,085 17 0085 - - - - - - - - - -
L3* i - - - - - - - 01002202002 - - 03 0012
U6 +12308 Hinfl - - - - - - 02 0,042 - - 02 0,020 01 0,020 05 0,020
Total 0,349 0,267 0,320 0,167 0,440 0,347 0,121 0,285
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Distribyi_géo Presente estudo Alves-Silva et al. (2000)
geografcal coss  perte e N N sE s e
Mutacéo N % N % N % N % N % N % N % N %
Europa
H -7025 Alul 14 0,108 13 0,183 27 0,135 04 0,084 11 0,220 14 0,142 13 0,257 42 0,171
pré*V : - - - - - 01 0,022 - - 01 0,010 01 0,020 03 0,012
v -4577Nlalll - - - - - - - - 010,020 04 0,041 01 0,020 06 0,024
HV* : - - - - - - - - - - - 010020 01 0,004
U +12308 Hinfl - - - - - - 02 0,040 03 0,060 05 0,051 05 0,099 15 0,061
Pré*HV : - - - - - - - - - - - 010020 01 0,004
J -13704 BstNI - - - - - - - - - - - - 060119 06 0,024
K -9052 Haell - - - - - - 02 0,047 01 0,020 01 0,009 - - 04 0,016
T +13366 BamH - - - - - - 04 0,084 01 0,020 04 0,041 04 0,079 13 0,053
-4529 Haell,
+8249 Aval,
+16389 BamH. - - - - - 01 002 - - - - - - 01 0,004
+10032 Alul
X -1715 Ddel - - - - - - - - - 020,019 01 0,020 03 0,012
Total 0,108 0,183 0,135 0,299 0,340 0,314 0,654 0,385

N&o-amerindios
e Nao-africanos

07 0,054 08 0,113 15 0,075 - - - - - - - - o .
N Total 129 71 200 48 50 98 50 246

* Sequienciamento
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Figura 1IV.13: Distribuicdo das frequéncias dos haplogrupos de DNA
mitocondrial observados no Estado de Goias e no Distrito Federal
classificados de acordo com suas linhagens.

***Nao Amerindios/Asiaticos

Como ndo ha diferengas entre as duas populagcbes analisadas, o
conjunto amostral aqui utilizado foi agrupado e denominado “Centro-Oeste”. A
comparacgao entre a populagao do Centro-Oeste e as outras regides brasileiras
mostraram discrepancia (Figura IV.14). Foram observados valores de F
estatisticamente significativos (p<0,05) entre o Centro-Oeste e todas as outras
regides. Com relagdo a amostra de Alves-Silva et al. (2000), foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as regides Sudeste e Nordeste e

entre a regido Sul e todas as regides do pais.



Resultados 70

Centro Oeste
Norte
Nordeste
Sudeste
Sul

Brasil

Centro Oeste

*hkkkkkkkkkk

0,018
0,022
0,043
0,142
0,021

Norte
0,043+0,001
0,058
0,014
0,097
0,017

Nordeste
0,022+0,001
0,006+0,000

0,059
0,128
0,010

Sudeste
0,000+0,000
0,111+0,003
0,003+0,000

0,033
0,011

Sul
0,000+0,000
0,000+0,000
0,000+0,000
0,023+0,001

*kkkkkkkkkk

0,058

Brasil
0,000+0,000
0,053+0,022
0,126+0,004
0,068+0,003
0,001+0,000

kkkkkkkkkkk

Figura IV.14: Matriz de comparacédo par a par dos resultados obtidos pelos marcadores de DNA mitocondrial entre as cinco

regides brasileiras e o Brasil como um todo utilizando o método Fs. A populagédo do Centro-Oeste é o conjunto

formado pelas populagbes de Goias e Distrito Federal enquanto que as das demais regides sao compostas por

individuos auto-declarados como “brancos” e a populagdo denominada “Brasil” € o conjunto amostral das regides

brasileiras excetuando o Centro-Oeste (dados de Alves-Silva et al., 2000). Abaixo valores de F¢ e acima valores de P.

Numero de permutagdes: 10100.
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IV.2.1. Mistura genética: marcadores do DNA mitocondrial

A Tabela IV.9 mostra a distribuigdo da frequéncia de cada haplogrupo de
DNA mitocondrial com suas respectivas origens geograficas para o Estado de
Goias, Distrito Federal e para o conjunto amostral do Centro-Oeste. Os dados
compilados na Tabela IV.9 foram obtidos a partir dos dados apresentados na
Tabela IV.8. Os dados foram agrupados de acordo com a origem geografica de
cada haplogrupo (Figura 1V.15). Por exemplo, os individuos pertencentes aos
haplogrupos A, B, C e D observados foram agrupados na categoria
Amerindios. Ndo ha diferenga estatisticamente significativa quando se compara

as estimativas obtidas para as duas populagdes (p>0,05).

Tabela IV.9 — Composigdo quanto a origem geografica das populagcbes de
Goias e Distrito Federal e do conjunto amostral (Centro-Oeste
brasileiro) baseada nos haplogrupos do DNA mitocondrial e

comparagao das estimativas obtidas para as duas populagdes

(teste z).

Populacao Parental Goias Distrito Federal z(p) Centro-Oeste
Europeu 0,108 0,183 1,487 (0,068) 0,135
Africano 0,349 0,267 1,190 (0,117) 0,320

Amerindio/asiatico 0,489 0,437 0,705 (0,239) 0,470
N&o-amerindio 0,054 0,113 1,516 (0,064) 0,075

A Tabela IV.10 apresenta a distribuicdo das frequéncias dos
haplogrupos do DNA mitocondrial agrupados por origem geografica
(ancestralidade) no conjunto amostral da regido Centro-Oeste e dados da
literatura para as demais regides brasileiras (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul)
de individuos autodefinidos como “brancos” (Alves-Silva et al., 2000). Destaca-
se que a regidao Centro-Oeste ndo foi contemplada na literatura citada. A
populagdo denominada Brasil € um agrupamento dos dados da literatura (soma

dos haplogrupos das quatro regides descritas na literatura)
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Figura IV.15: Distribuicdo dos haplogrupos de DNA mitocondrial observados
em Goias e no Distrito Federal distribuidos pelas origens

geograficas. ***Nao amerindios/Asiaticos

Os dados da Tabela IV.10 foram utilizados para comparagdo das
propor¢cdes das estimativas de mistura genética entre a regidao Centro-Oeste e
as demais regides brasileiras e destas com o Brasil. Por ndo haver diferencas
estatiscamente significativas entre as populagbes aqui analisadas com esse
conjunto de marcadores, os dados gerados foram agrupados em Centro-Oeste.
Para efeito de calculo, as amostras da regiao Centro-Oeste pertencentes aos
haplogrupos nado-amerindios foram somados ao haplogrupo europeu.

A Tabela IV.11 apresenta a comparacao das proporcoes de contribuicao
das trés origens geografica principais na regiao Centro-Oeste e no Brasil com
relacdo as demais regides geograficas brasileiras. O teste z mostra diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a regido Sul para as trés origens
geograficas da regido Centro-Oeste (p<0,05). J& no agrupamento do conjunto
Brasil dos dados da literatura, a regido Sul mostra diferenga estatiscamente
significativa com as origens européia e africana (p<0,05). Dentre as regides
brasileiras comparadas, apenas a regido Sul ndo apresentou diferenca

estatisticamente significante com o Brasil.



Resultados 73

Tabela IV.10 - Distribuicdo das frequéncias dos haplogrupos do DNA mitocondrial agrupados por origem geografica
(ancestralidade) da regido Centro-Oeste (CO) e dados de brasileiros autodefinidos como brancos da literatura
(N = Norte; NE = Nordeste; SE = Sudeste; S = Sul) (Alves-Silva et al., 2000). Destaca-se que a regiao Centro-

Oeste nao foi contemplada na literatura citada.

Presente estudo Brasileiros autodefinidos como brancos

Origem do Brasil

rasi
haplogrupo co N NE SE s

(sem CO)

Europeu 0,135 0,299 0,340 0,314 0,654 0,385
Africano 0,320 0,167 0,440 0,347 0,121 0,285
Amerindio/asiatico 0,470 0,534 0,220 0,339 0,217 0,330

Nao-amerindio 0,075 - - - - -
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Tabela IV.11 — Teste z (valores de p entre parénteses) para a comparagao das proporgcdes de contribuicdo das trés origens
geogréficas principais (Europa, Africa e América/Asia) na regido Centro-Oeste e no Brasil com relagéo as
demais regides geograficas brasileiras (N = Norte; NE = Nordeste; SE = Sudeste; S = Sul). Valores de z

estatisticamente significativos estdo em negrito.

Regiodes brasileiras

N

NE

SE

S Brasil
(sem Centro-Oeste)

Centro-Oeste

Brasil (sem
Centro-Oeste

Europa
Africa
América/Asia
Europa
Africa

América/Asia

1,320 (0,093)
2,100 (0,018)
0,800 (0,212)
1,130 (0,129)
1,690 (0,046)
2,690 (0,004)

1,940 (0,026)
1,600 (0,055)
3,200 (0,001)
0,600 (0,274)
2,160 (0,015)
1,530 (0,063)

1,960 (0,025)
0,470 (0,319)
2,150 (0,016)
1,230 (0,109)
1,130 (0,129)
0,160 (0,436)

6,130 (p<<0,050) 3,990 (p<<0,050)

2,800 (0,003) 0,800 (0,212)

3,240 (0,001) 3,010 (0,001)

3,500 (p<<0,050) -
2,420 (0,008) -

1,570 (0,058) -
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IVV.3 Comparacéo: Y versus DNA mitocondrial
IV.3.1.Analise individuo a individuo

As Figuras IV.16 e V.17 apresentam a contribuicdo uniparental na
constituicdo de cada individuo amostrado das populag¢des do Distrito Federal e
Goias, respectivamente. As linhagens de DNA mitocondrial ndo categorizadas
foram excluidas dessa analise. A Tabela IV.12 apresenta um sumario da

constituicdo genética individual obtida dessa maneira.

Na amostra do Distrito Federal quatorze individuos (19,7%)
apresentaram tanto o cromossomo Y quanto o mitocondrial de mesma origem,
sendo treze de linhagens européias e um de africana. Ja no Estado de Goias,
foram observados 19 individuos (14,7%) com as linhagens uniparentais de
mesma origem: seis africanos, um amerindio e doze europeus. Os demais
individuos apresentaram a linhagem materna de origem geografica distinta da
paterna, sendo que o predominio foi de linhagens do cromossomo Y de origem
européia e a do DNA mitocondrial, amerindia (45,0% em Goias; 39,4% no
Distrito Federal; 43% da amostra total). No Distrito Federal nao foi identificado

caso de Y africano e amerindio associado a DNA mitocondrial europeu.

IV.3.2.Analise populacional

A Tabela IV.13 apresenta o contraste da contribuicdo uniparental
baseado nas duas categorias de marcadores analisados no presente trabalho
(cromossomo Y e DNA mitocondrial). A mistura genética estimada com base na
origem geografica dos haplogrupos dos marcadores uniparentais situados no
cromossomo Y e no DNA mitocondrial, revelou um predominio das linhagens
de cromossomo Y européias enquanto que as linhagens amerindias de DNA
mitocondrial foram as mais numerosas. Linhagens de cromossomo Y
amerindias foram observadas em frequéncias extremamente baixas. Com
relacdo a contribuigcdo africana, esta foi muito inferior a européia com relagao
ao Y enquanto que o quadro se inverte quando se considera o DNA
mitocondrial. Os valores das estimativas baseadas nas duas categorias de

linhagens sao estatisticamente distintos, de acordo com teste z cujos valores
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obtidos apresentaram uma probabilidade de desvio do valor esperado ao acaso

muito menor que o nivel de significancia de 5% (p<<0,05).
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1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89 93 97 101 105 109 113 117 121 125 129

Figura IV.16: Contribuicdo uniparental na constituicdo de cada individuo amostrado na populagdo do Estado de Goias. Na parte
inferior da figura estdo representadas as linhagens referentes ao cromossomo Y e, na superior, as do DNA
mitocondrial. As amostras caracterizadas como linhagens européias estao representadas na cor azul, as africanas na

cor vermelha, as amerindias na cor verde.
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1 3 5 7 9 11 13 156 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71

Figura IV.17: Contribuicdo uniparental na constituicdo de cada individuo amostrado na populacdo do Distrito Federal. Na parte
inferior da figura estdo representadas as linhagens referentes ao cromossomo Y e, na superior, as do DNA
mitocondrial. As amostras caracterizadas como linhagens européias estao representadas na cor azul, as africanas na

cor vermelha, as amerindias na cor verde e a asiatica na cor laranja.
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Tabela IV.12 — Constituicdo genética individual definida pela associagao das

linhagens de DNA mitocondrial e cromossomo Y nas populagdes

de Goias, Distrito Federal e Centro-Oeste brasileiro

Linhagem do DNA mitocondrial

Linhagem do Cromossomo Y

Freqiiéncia Frequeéncia
Européia Africana Amerindia/asiatica
Européia 0,093 0,016 -
Goias Afri.cana” . 0,302 0,047 -
Amerindia/ Asiatica 0,450 0,031 0,007
Nao-amerindia* 0,047 0,007 -
Européia 0,183 - -
Distrito Federal Afri.cana” . 0,254 0,014 )
Amerindia/ Asiatica 0,394 0,042 -
Nao-amerindia* 0,085 - 0,028
Européia 0,125 0,010 -
Centro-Oeste Afri.cana” . 0,285 0,035 -
Amerindia/ Asiatica 0,430 0,035 0,005
Nao-amerindia* 0,060 0,005 0,010

* Considera-se nao-amerindia as amostras em que nao foi possivel a

categorizagao da linhagem do DNA mitocondrial.

Tabela IV.13 — Comparagao das estimativas de mistura genética geradas a

partir das linhagens do cromossomo Y e do DNA mitocondrial

para o conjunto amostral da regidao Centro-Oeste brasileiro e

comparacgao das estimativas obtidas para as duas categorias de

marcadores (teste z).

Origem Estimativas de mistura genética
geografica Cromossomo Y DNA mitocondrial z (p)
Europa 0,900 0,210 13,88 (p <<0,05)
Africa 0,085 0,320 5,85 (p <<0,05)
América/Asia 0,015 0,470 10,62 (p <<0,05)
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V. DISCUSSAO

A populacao brasileira atual foi constituida, nos ultimos 500 anos, com
base em uma mistura populacional multiétnica, porém majoritariamente tri-
hibrida. No Brasil, os diferentes povos que aqui aportaram se mesclaram, se
reproduziram, diferentemente de alguns outros paises onde os casamentos
inter-étnicos sao excegdes. Porém, o contingente de cada populagdo na
composicao das diferentes regides brasileiras, nao foi equitativo. Por exemplo,
ocorreu um maior fluxo de africanos para o Nordeste e Sudeste do Brasil,
enquanto que os extremos do pais, Norte e Sul, tiveram menor participacao
desses migrantes (IBGE, 2000). No Norte, a contribuigdo amerindia foi
numericamente relevante para a composi¢ao populacional local, enquanto nas

outras regides do pais essa participagao foi pequena ou até mesmo ausente.

A regidao Centro-Oeste brasileira foi colonizada por migragdes internas
advindas de todas as partes do Brasil, principalmente dos estados vizinhos, e
foi uma das ultimas regides brasileiras a ser povoada (Palacin e Moraes, 1994).
O povoamento do Estado de Goias foi iniciado em meados do século XIX,
enquanto que o Distrito Federal comecou a ser ocupado a partir de 1960. O
povoamento do Distrito Federal ocorreu em decorréncia da criacdo da nova
Capital Federal no Planalto Central e foi oriundo de populagbes pré-
estabelecidas das cinco regides brasileiras, especialmente do Nordeste e
Sudeste, o que torna o brasiliense um caso impar do ponto de vista de
formagdo (dados da CODEPLAN, 1997). Essa é a regiao brasileira menos
conhecida quanto a caracterizagdo genética, mas é possivel que sua
constituicdo possa representar a constituicdo brasileira média em decorréncia

da sua histdéria de povoamento.

Os dados genéticos sao utilizados na busca de melhor compreender os
fatos histéricos, porém, podem mostrar diferencas quando se comparam
distintas categorias de marcadores genéticos. Marcadores uniparentais
(cromossomo Y e DNA mitocondrial) podem auxiliar a entender melhor o
processo de povoamento, pois permitem distinguir o quanto da mistura herdada
deriva da contribuicdo diferencial entre homens e mulheres. No Brasil, sabe-se

que o cruzamento inter-étnico foi assimétrico em relagdo ao sexo na época da
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colonizacdo brasileira, onde homens europeus e mulheres africanas e
amerindias contribuiram desproporcionalmente para esse processo (Callegari-

Jacques et al., 2003).

Nesse trabalho analisamos a constituicdo uniparental masculina e
feminina de duas populagdes do Centro-Oeste brasileiro - Estado de Goias e
Distrito Federal - com vistas a contrastar os dados e colaborar para um melhor
conhecimento do povoamento dessa regido em que a populagdo residente
representa 60,6% da populagédo do Centro-Oeste (dados do IBGE - 2000).

V.1 Contribuigao uniparental masculina

A maior parte do cromossomo Y € ndo recombinante e, desse modo, as
mutagcdes nesse cromossomo representam um registro de seu passado
evolutivo que pode ser usado na reconstrucdo da historia de populagdes
(Jobling e Tyler-Smith, 2003). O cromossomo Y, a exemplo dos demais
cromossomos humanos, apresenta as diferentes categorias de marcadores
genéticos com diferentes taxas de mutagdo. Porém, a proporgao de
marcadores nesse cromossomo € menor do que nos demais Cromossomos

humanos.

Dentre os marcadores encontrados estdo os bialélicos. Essa categoria
de marcador apresenta uma baixa taxa de mutacdo, pois sdo advindos de
eventos mutacionais lentos, tais como substituicdo de bases (SNPs) e
insergdes/delecdes (Indels), que podem ser registrados como eventos unicos
na evolugdo humana (Hurles et al., 1999). Em contraste, apresenta também
marcadores do tipo microssatélites que apresentam altas taxas de mutagao e,
portanto, possibilidade de mutagdes recorrentes (Heyer, et al., 1997; Carvalho-
Silva, et al., 1999).

Os marcadores genéticos situados no cromossomo Y mais utilizados em
analises populacionais s&o os situados na regido ndo recombinante desse
cromossomo (Underhill et al., 2000; Underhill et al., 2001; Martinez-Marignac et
al., 2004). O conjunto de informacdes gerado a partir da analise desses
marcadores possibilita a definicdo de haplétipos e haplogrupos, aumentando

assim o potencial discriminatorio.
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V.1.1. Insergao AluYAP

As amostras das populacdes de Goias e Distrito Federal apresentaram
valores altos e estatisticamente similares para o alelo YAP (auséncia da
insercao) e, dessa forma, podemos dizer que a populagao do Centro-Oeste foi

fundada prioritariamente por individuos YAP .

A distribuicdo mundial dessa inser¢cao apresenta diferengas marcantes
entre os varios continentes (Hammer et al., 1997). Populagdes portuguesas e
indigenas brasileiras sdo praticamente monomorficas para o YAP (Bianchi et
al., 1997; Oliveira, 1999; Rodriguez-Delfin, 1999) Na Italia, foi observada uma
frequéncia variando de 7 a 17% (Hammer et al., 1997). Em contraste, esse
alelo é raro no continente africano. Nessa regiao do mundo, o alelo presencga
de insercdo é predominante, em especial na Africa Subsaariana (Hammer,
1994; Karafet et al., 1997), fonte de ondas migratorias (trafico de escravos)
para o Brasil. Na Africa Ocidental, a freqiiéncia foi estimada em 100% na
Nigéria, 95,0% na Costa do Marfim e 86,0% em Gambia (Hammer, 1994;
Hammer et al., 1997; Rodriguez-Delfin, 1999). Em bantos da Africa do Sul, a
freqUéncia varia de 65,0 a 83,0% (Hammer, 1994; Karafet et al., 1999).

Dessa forma, a alta frequéncia do alelo YAP nas populagdes aqui
analisadas pode ser reflexo de uma alta contribuicdo de homens europeus e
eurodescendentes para o povoamento dessa regido, assim como pode
evidenciar uma participagcdo amerindia. Por outro lado, sugere-se que a
contribuicdo parental africana no delineamento da frequéncia alélica desse

marcador nas populacdes analisadas nao deve ter tido um papel relevante.

V.1.2 Marcadores binarios do tipo SNPs situados no cromossomo Y

Na regido ndo recombinante do cromossomo Y foi descrita uma série de
polimorfismos que possibilitam a definicdo de haplogrupos que representam
linhagens associadas a origens geograficas (YCC, 2002; Underhill, 2003).
Dessa série de polimorfismos, foram selecionados para esse estudo 11
marcadores bialélicos (SNPs) que foram analisados juntamente com os dados
da insercao AluYAP.
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A analise desses polimorfismos permite a reconstrugcéo “genealdgica”,
determinando, assim, a origem filogeografica de cada cromossomo analisado.
Cada haplogrupo representa uma unica linhagem que foi originada de um unico
homem no passado em algum lugar do mundo (Zerjal et al.,, 2001). Os
haplogrupos podem ser nomeados pelas mutagbes que definem as linhagens
(YCC, 2002; Hammer e Zegura, 2002).

V.1.2.1. Caracterizag¢ao genética populacional por locus

A distribuicdo das frequéncias alélicas desses doze marcadores binarios
possibilitou a caracterizagdo genética de ambas populagbes analisadas. No
Estado de Goias foi observado que 58,3% desses loci eram polimorficos
enquanto que no Distrito Federal esse numero foi maior, 75,0%. Apesar disso,
considerando esse conjunto de marcadores como loci independentes, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre essas populagdes, evidenciando

uma similaridade entre elas.

A variacdo na frequéncia génica em uma populagdo subestruturada
pode ser analisada diretamente em termos de diversidade génica. Este método
pode ser aplicado para qualquer populagao independente das forgas evolutivas
atuantes, tais como mutagdes, selecdo e migragao, e do sistema reprodutivo. A
diversidade génica (h) é uma medida de variagao genética em uma populagéo
e pode ser analisada dentro e entre populagdes distintas (Nei, 1973). A média
da diversidade génica no Estado de Goias foi levemente maior que o Distrito
Federal, porém baixa nas duas populagbes, como era esperado em
decorréncia de serem sistemas bialélicos e da ocorréncia de monomorfismo

para uma porcentagem de loci.

V.1.2.2. Haplogrupos do cromossomo Y no Centro-Oeste

Como os marcadores analisados no presente trabalho estao situados na
regido nao recombinante do cromossomo Y e, portanto, ligados, a analise
considerando o conjunto de marcadores genéticos € mais adequada. O
conjunto especifico de marcadores genéticos aqui investigados em homens do

Centro-Oeste permitiu a identificagcdo de haplogrupos, o que possibilitou a
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definicdo da origem filogeografica de cada cromossomo analisado. Com essa
analise, foram identificados oito haplogrupos distintos - P*, F*, E3*, R1b8, E*,
E3a*, Q3* e D1 - sendo que os haplogrupos R1b8 e D1 ndo foram encontrados
no Estado de Goias. Importante frisar que os haplogrupos — F*, R1b8, Q3* e D1
- s&o sub-haplogrupos do P* e o E3* e o E3a* do E*. A analise filogeografica
gerada para os haplogrupos observados (network) mostrou pequenas
diferencas decorrentes da ocorréncia de haplogrupos exclusivos na populagéo
do Distrito Federal e da diferenca na frequéncia de observacdo dos

haplogrupos.

O maior numero de haplogrupos observados na populagcdo do Distrito
Federal € um provavel reflexo do histérico de povoamento que relata a
migragédo interna para o Distrito Federal de um maior numero de regides
brasileiras do que para o Estado de Goias. Enquanto Goias foi formado
prioritariamente por individuos migrantes dos estados vizinhos (Palacin, 1994),
o Distrito Federal recebeu uma contribuicdo importante também de estados do
Nordeste e Sudeste (dados da CODEPLAN, 1997).

Apesar do maior numero de haplogrupos no Distrito Federal, a
diversidade haplotipica estimada foi similar nas duas populagdes. Esse dado
deve ser decorrente das baixas frequéncias dos haplogrupos adicionais (R1b8
e D1). As similaridades genéticas, decorrentes das similaridades das
frequéncias haplotipicas, entre as duas populagdes foi confirmada pela analise
de AMOVA que mostrou que nao ha diferenca estatisticamente significativa

entre as populagoes.

Distribuicao dos haplogrupos de Y no Centro-Oeste e

contextualizagao

No Estado de Goias o haplogrupo P* foi o mais frequente (49,6%) e o
segundo do Distrito Federal (36,6%), o que o caracteriza como o mais
frequente nessa amostra da regido Centro-Oeste (45%). Esse haplogrupo,
caracterizado pela mutacdo 92R7, apresenta varios sub-haplogrupos, dentre os
quais o Q3* e R1b8, que serdo discutidos posteriormente. Excluindo esses dois
sub-haplogrupos, o haplogrupo P* & encontrado em alta frequéncia entre as

populacdes européias e esta ausente na Africa (Flores et al., 2003) e no Japao
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(Pandya, 1998 in Carvalho-Silva et al., 2001). Também €& observado nas
populacdes do Oriente Médio e india (Underhill et al., 2001; YCC, 2002). O
encontro desse haplogrupo nas populagdes do Centro-Oeste, assim como nas
demais populagdes brasileiras, deve refletir contribuicdo européia, visto que a
contribuicdo de povos do Oriente Médio e india na constituicdo genética do

povo brasileiro € negligenciavel.

O haplogrupo P* € também o mais comum entre individuos autodefinidos
como “brancos” das outras quatro regides do Brasil. Nesse caso é observada
uma discreta variagao regional nas frequéncias desse haplogrupo (Carvalho-
Silva et al., 2001). Frequéncias similares foram observadas em euro-
descendentes brasileiros do Estado de Sdo Paulo, situado na regido Sudeste
(Abé-Sandes et al., 2004).

A observacdo do haplogrupo P* em remanescentes de quilombos é
considerada reflexo de mistura genética e auxilia na reconstrugao histérica das
populagdes. Por exemplo, as observagdes de altas freqluéncias desse
haplogrupo devem ser reflexo de efeito do fundador, remetendo a uma
fundacdo dessas comunidades por individuos previamente miscigenados
(Ribeiro, 2005). A ocorréncia do haplogrupo P*, em uma amostra de individuos
afro-derivados da populagdo urbana de Ribeirdo Preto (regido Sudeste),
também reflexo de miscigenagdo (Abé-Sandes et al., 2004), contribui para a
discussao acerca da auséncia de correlacido entre cor da pele e ancestralidade
genética. Ja entre brasileiros descendentes de asiaticos, esse haplogrupo néo
foi observado (Abé-Sandes et al., 2004).

O haplogrupo F* foi o mais frequente no Distrito Federal (38,0%) e o
segundo mais frequente no Estado de Goias (22,5%). Esse haplogrupo,
caracterizado pela presenca das mutagdes M89/213, apresenta-se distribuido
na maioria dos continentes (Santos et al., 1999). Essa distribui¢gao inclui a
Europa, América, Asia e Leste da Africa e é decorréncia de ser um haplogrupo
ancestral originado em um periodo anterior as grandes migragdes. E sugerido
que essa linhagem tenha sido transportada via migragdo de um povo que se
dispersou da Africa para Europa e Asia ha 40 milhdes de anos (Underhill et al.,
2001).
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Devido sua antiguidade, estima-se que no maximo 3,0% das mutacdes
do haplogrupo F* nao estdo associadas a outro evento mutacional. Por
exemplo, a mutagdo M3*T (haplogrupo Q3*), que caracteriza ancestralidade
amerindia, € um sub-haplogrupo de F*. Essa mutagao foi identificada em baixa
frequéncia nas populagdes do Estado de Goias e Distrito Federal (0,8 e 1,4%,
respectivamente). Outro exemplo é o haplogrupo R1b8, que foi observado em
8,4% das amostras do Distrito Federal e sera discutido abaixo. Outros
haplogrupos derivados de F* sdo observados distribuidos em quase todo o
mundo, em especial na Europa, Asia e Leste da Africa, e estdo ausentes na
Africa Subsaariana (Underhill et al., 2001). Portanto, de acordo com a histéria
da colonizagdo brasileira, de que ndo houve um fluxo génico importante de
paises asiaticos e do Leste da Africa, é possivel concluir que a presenca do
haplogrupo F* (excluindo o sub-haplogrupo Q3*) no Centro-Oeste brasileiro
deve ser consequéncia da migragao européia, a exemplo do concluido para o

haplogrupo P*.

As frequéncias observadas do haplogrupo F* nas populagbes aqui
averiguadas foram similares aquelas encontradas por Abé-Sandes et al. (2004)
em eurodescendentes do Sudeste brasileiro. A presenga deste haplogrupo em
remanescentes de quilombos e entre afro-descendentes brasileiros € provavel
consequéncia de mistura inter-étnica (Abé-Sandes et al., 2004; Ribeiro, 2005),
a exemplo do discutido para o haplogrupo P*. Esse haplogrupo nao foi

analisado por Carvalho-Silva et al. (2001).

O haplogrupo R1b8, caracterizado pela mutagao R1b8, foi observado no
Distrito Federal. Este haplogrupo € encontrado em alta frequéncia entre as
populacdes Ibéricas, principalmente no Pais Basco e Catalunha, embora o
mesmo seja raro ou ausente na maioria das outras populagbes do mundo
(Hurles et al., 1999), incluindo o Nordeste da Africa (Flores et al., 2003). E
observado em populagbes com ancestralidade ibérica, como na Argentina
(Bianchi et al., 1997). As populagdes brasileiras comumente ndo apresentam
este haplogrupo, porém baixas frequéncias (2,0 a 2,6%) foram observadas em
populagdes urbanas do Sudeste brasileiro (Abé-Sandes et al., 2004; Carvalho-

Silva et al., 2001). Este haplogrupo, indicador de ancestralidade européia,
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também foi observado em Mocambo e Kalunga, duas populagdes rurais

afrodescendentes brasileiras (Ribeiro, 2005).

A presenga amerindia nas populagdes do Centro-Oeste brasileiro
investigada neste trabalho foi indicada pela observagdo do haplogrupo Q3*,
definido pela presenga do alelo T no locus M3 e restrito geograficamente as
populagdes amerindias (Underhill et al., 1996). O alelo T esta presente em
78,0% dos indios da regido amazénica (Vallinoto et al., 1999) e ocorre em mais
de 90,0% dos nativos da América Central e do Sul (Underhill et al., 1996). Este
haplogrupo ndo foi encontrado em brasileiros que se autodefiniram como
“brancos” (Carvalho-Silva et al., 2001). Por outro lado, este alelo foi observado
em 4,0% de uma amostra de afro-brasileiros de Salvador e com valor superior
a 3,0% em duas populagcbes remanescentes de quilombo, Rio das Réas e
Kalunga (Abé-Sandes et al. 2004; Ribeiro, 2005). A presenca deste alelo na
regidao Centro-Oeste brasileira, reflexo da contribuicdo indigena para o
desenvolvimento desta populagao, esta em concordancia com dados historicos
(Palacin e Moraes, 1994; Palacin et al., 1995).

O haplogrupo E3* também € um indicativo de contribuicdo européia
(Mediterraneo) e/ou africana (Norte da Africa) na constituicdo das linhagens
patrilineares destas comunidades. Ele é observado em altas frequéncias entre
populagdes, por exemplo, do Norte da Africa (50,0%) e italianos (29,0%)
(Hammer et al., 2000). Em Portugal, fonte primordial do fluxo migratorio
europeu para o Brasil, foi observada uma freqiéncia de 9,7% (Carvalho-Silva
et al.,, 2001). Em populagdes brasileiras, o haplogrupo E3* é observado em
pessoas que se autodefiniram como “brancos” e em eurodescendentes
(Carvalho-Silva et al., 2001; Abé-Sandes et al., 2004). Foi também encontrado
em amostras de afrodescendentes residentes em populagdes urbanas, como
Ribeirao Preto e Salvador, e em comunidades rurais, tais como Sdo Gongalo,
Rio das Rés e Kalunga (Abé-Sandes et al., 2004; Ribeiro, 2005).

O haplogrupo E3* é considerado como um marco da invasao africana na
Europa nos tempos em que os mouros conquistaram a Peninsula Ibérica
(Carvalho-Silva et al., 2001). Entretanto, a observacdao desta mutacdo entre
brasileiros n&o pode ser considerada como um resultado de migragdes

originadas de comunidades humanas do Norte da Africa. E mais plausivel
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pensar que possa ser consequéncia de mistura prévia das populacdes
mediterraneas fornecedoras de migrantes para o Brasil, especialmente

Portuguesas e ltalianas, com populagdes do Norte africano.

Os haplogrupos E* e E3a* identificam ancestralidade da Africa
Subsaariana (Hammer et al., 1998; YCC, 2002). Assim, podemos deduzir que a
presenca desse haplogrupo em nossa analise € uma consequéncia da
participacdo masculina afrodescendente na constituicdo das populagdes do

Centro-Oeste.

O haplogrupo E*, observado em 3,1% da amostra de Goias e 2,9% do
Distrito Federal, foi também encontrado em diversas populagbes brasileiras,
como em eurodescendentes brasileiros, afrodescendentes urbanos e em
remanescentes de quilombos como Sdo Gongalo, Kalunga e Mocambo (Abé-
Sandes et al.,, 2004; Ribeiro, 2005). Entre individuos autodefinidos como
“brancos”, esse haplogrupo é encontrado em baixa frequéncia (2%) na regiao
Norte (Carvalho-Silva et al., 2001).

O haplogrupo E3* foi observado em ambas populagdes do Centro-Oeste
analisadas: Goias = 7,0%; Distrito Federal = 2,9%. Entre populagdes
brasileiras, foi observado no Sudeste (4,0%) e Nordeste (4,1%) em individuos
autodeclarados “brancos” (Carvalho-Silva et al., 2001). Em remanescentes de
quilombos do Nordeste brasileiro, a frequéncia desse haplogrupo variou de
4,5% em Mocambo a 77,3% em Barra (Abé-Sandes et al., 2004; Ribeiro, 2005).

A ocorréncia desses haplogrupos corrobora os dados histéricos que
afirmam que o subsaara foi a regido africana que mais contribuiu com escravos
para o Brasil colonial. Porém, a baixa frequéncia observada no presente
trabalho pode ser um reflexo do cruzamento diferencial, onde os homens
europeus obtiveram um maior sucesso reprodutivo que os africanos, como

melhor discutido adiante.

O haplogrupo D1, definido pela presenga do alelo YAP' associado a
auséncia das mutacdes nos loci SRY4064, P2, M34 e M2, é observado no
Japao e Tibet (Karafet et al., 1999; YCC, 2002). Esse haplogrupo foi observado
em baixa frequéncia na populagédo do Distrito Federal (1,4%). No Brasil, esse

haplogrupo foi analisado em eurodescendentes, afrodescendentes e
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nipodescendentes, tendo sido encontrado em 25,0% dos nipodescendentes e
estando ausente nos demais grupos (Abé-Sandes et al., 2004). A ocorréncia
deste haplogrupo no Centro-Oeste também corrobora dados historicos. O
Brasil recebeu uma grande migragdo japonesa no inicio do século XX no
Estado de Sao Paulo. Depois eles se moveram para outras regides, incluindo a
centro-oeste onde existem comunidades fundadas por individuos advindos da
Asia (Palacin e Moraes, 1994), assim como se encontram descendentes de

japoneses na area urbana.

Mistura Genética: Haplogrupos

Na analise da constituicdo dos homens de Goias e Distrito Federal
avaliada pelos haplogrupos do cromossomo Y, foram encontrados haplogrupos
caracteristicos dos trés principais grupos étnicos fundadores da populagéo
brasileira: europeus, africanos e amerindios. Esse achado era esperado em
decorréncia do relato histérico de povoamento da regido. As estimativas de
frequéncia de contribuicdo genética para as duas populagdes sédo similares em
relacdo a origem européia e africana e diferente estatisticamente com relacdo a

contribuigdo amerindia/asiatica (z=2,670; p=0,004).

A linhagem européia apresenta-se em grande maioria (90,0% do
conjunto amostral — Centro-Oeste). Esse dado € similar ao observado para
individuos autodeclarados como “brancos” do Brasil, onde 97,5% também sé&o
de linhagem européia (Carvalho-Silva et al., 2001). Porém, com relagdo as
linhagens africanas e amerindia foi observado uma maior discrepancia na
comparagao com os dados de Carvalho-Silva et al. (2001). Com relagao as
africanas, foi observado um valor bem superior na amostra do Centro-Oeste
(8,5%) e no Brasil (2,5%). Referente a amerindia, 1,5% da amostra total
apresentou a mesma, sendo que esta ndo foi observada entre os individuos

autodeclarados como “brancos”.

Foi observada uma discrepancia entre as linhagens encontradas, as
quais refletem ancestralidade, e a autodeclaracdo dos individuos. No caso da
amostra do Distrito Federal, onde a porcentagem de linhagens européias foi de

91,6%, essa idéia é muito clara: essa estimativa € muito superior a proporgcao
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de individuos que se autodeclararam “brancos” (53,5%). Das linhagens
encontradas no Distrito Federal, 5,6% do total sdo africanas. Esse valor é baixo
quando comparado ao numero de individuos que se autodeclararam como
tendo ancestrais africanos na amostra (pardos = 39,3%; negros = 3,6%).
Apesar do cromossomo Y carregar uma parcela infima do genoma individual,
este reflete diretamente a ancestralidade paterna. Esses dados corroboram a
idéia de que a forma que os brasileiros se autodenominam €& um pobre
indicativo de ancestralidade (Parra et al., 2003) e também o maior sucesso

reprodutivo por parte dos homens europeus.

V.1.3. STRs (Short Tandem Repeats)

A utilizagdo da andlise dos polimorfismos dos microssatélites Y-
especificos no estudo da variagdo, identificagdo de linhagem paterna e
evolugdo humana e sido ilustrada por varios autores (Gonzalez-Neira et al.,
2000; Goodwin et al., 2001; Wanderley-Santos, 2001; Bosch et al., 2001;
Gusméo et al., 2001; Han et al., 2001; Law et al 2001; Oliveira, 2001; Trovoada
et al, 2001; Carvalho et al., 2003; Grattapaglia et al., 2005; Palha et al., 2006,
dentre outros). Porém, apesar do uso dos microssatélites em comparagdes
populacionais, ndo é possivel afirmar que distribuigcdes similares de frequéncias
alélicas seja um reflexo direto de ancestralidade comum. Esse fato é
decorrente da taxa de mutacdo, maior nessas regides, que pode levar a
mutacdes recorrentes proporcionando a mesma distribuicdo dos alelos de

microssatélites (Santos e Tyler-Smith, 1996).

No presente trabalho analisamos quatro marcadores do tipo
microssatélites: DYS19, DYS390, DYS391 e DYS393. Estes estdo dentre os
marcadores situados no cromossomo Y com maior volume de dados na
literatura e fazem parte integrante do haplétipo minimo do cromossomo Y
(DYS19, DYS385-I, DYS385-1l, DYS389-I, DYS389-ll, DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393) que é recomendado para uso forense (Bar et al., 19973;
Bar et al., 1997b). A escolha desses marcadores € justificada tanto com relagéo
a sua contribuicdo no entendimento das relagdes populacionais, foco desse
trabalho, como também pelo fato de poder compor um banco de dados com

finalidade forense para a regido Centro-Oeste.
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V.1.3.1. Caracterizagao genética populacional por locus

As populagdes analisadas no presente trabalho apresentaram
polimorfismo para todos os marcadores analisados, sendo a maioria com
quatro alelos. A populacdo de Goias apresentou uma maior variabilidade em
relacdo a do Distrito Federal com relacdo a dois dos marcadores STRs -
DYS19 e DYS391 - e mesma variabilidade com relacdo aos demais, para os

quais foram observadas as mesmas alternativas alélicas.

O marcador DYS19 foi o primeiro microssatélite situado no cromossomo
Y a ser descrito na literatura (Roewer et al., 1992). Este marcador mostra uma
grande variabilidade em diferentes populagcbes (Santos et al., 1995), sendo que
o numero de alelos observados varia, assim como os alelos modais, quando se

consideram as trés principais populag¢des parentais brasileiras.

No Distrito Federal foram encontrados trés alelos (DYS19*13, *14 e *15)
enquanto que em Goias foram observados dois adicionais (DYS19*16 e *17),
sendo que o DYS19*14 foi o alelo modal para ambas. Na populagao parental
européia foram encontrados cinco alelos (DYS19*13 ao DYS19*17), sendo que
o modal é também o DYS19*14 (Gomolka et al., 1994; Muller et al., 1994;
Santos e Tyler-Smith, 1996; Pérez-Lezaun et al, 1997; Carvalho et al., 2003).
Em africanos subsaarianos foram encontrados os mesmos alelos observados
na Europa, porém o modal é o DYS19*15 (Santos e Tyler-Smith, 1996;
Trovoada et al.,2001; Alvaréz et al., 2001).

Entretanto, em amerindios, o niumero de alelos varia de uma tribo para
outra, sendo, em meédia, de trés. Apesar dessa variagdo quanto ao numero de
alelos, na maioria das tribos o modal € o DYS19*13 (Zago et al., 1996; Santos
e Tyler-Smith, 1996; Vallinotto et al.,1999). Em algumas popula¢dées nativas
americanas, o alelo DYS19*15 foi encontrado com uma freqiéncia variando de
6,0%, como nos Ojibwa e amerindios da Argentina, a 47,0%, como entre os
Navajos (Pena et al., 1995; Deka et al., 1996; Underhill et al., 1996; Scozzari et
al., 1997). Portanto, ha variagdo quanto ao alelo modal nas populag¢des
parentais: alelo DYS19*13 nas populagdes amerindias, DYS19*15 nas

populagdes africanas e DYS19*14 nas populagdes européias.
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Em populagdes urbanas brasileiras foi observado o mesmo alelo modal,
DYS19*14 (Santos e Tyler-Smith, 1996; Costa et al., 2002; Grattapaglia et al.,
2005) encontrada na amostra aqui estudada, porém observa-se diferengas
quanto a presencga/auséncia dos alelos. O alelo DYS19*16, ndo encontrado no
Sudeste brasileiro, e o DYS19*17, relatado nas regides Centro-Oeste e Sul
(Grattapaglia et al., 2005) foram encontrados em baixa frequéncia no Estado de
Goias. Ja o alelo DYS19*12 observado no Nordeste brasileiro em baixa
frequéncia, ndo foi encontrado no presente estudo (Grattapaglia et al., 2005).
Em afro-descendentes brasileiros, as mesmas alternativas alélicas foram
encontradas, sendo que o alelo mais frequente foi o DYS19*15 (Rodriguez-
Delfin et al., 1997; Ribeiro, 2005), a exemplo das populag¢des africanas

subsaarianas (Trovoada et al., 2001).

As duas populacdes aqui analisadas apresentaram quatro alelos para a
repeticao tetranucleotidica DYS390 - DYS390%22, *23, *24 e *25 — sendo que o
alelo DYS390%24 foi o modal. Em populagdes européias e amerindias verificou-
se 0 mesmo alelo modal e foi encontrado de quatro a seis alelos - DYS390*21
a DYS390*25 e o0 DYS390*27 - (Pérez-Lezaun et al., 1997; Wanderley-Santos,
2001; Carvalho et al., 2003). Em africanos, esse marcador € bimodal
apresentando sete alelos (DYS390*20 a *26), sendo que o mais freqliente é o
DYS390*21 (Trovoada et al., 2001).

Populagdes urbanas brasileiras apresentam um maximo de seis alelos
para esse marcador (DYS390*21 a DYS390*26) e também apresentam o alelo
DYS390*24 como modal (Oliveira et al., 2002; Grattapaglia et al., 2005). No
presente trabalho, os alelos DYS390*21 e DYS390*26 nao foram observados.
Estes mesmos alelos foram encontrados com baixa freqiéncia, mas ndo em
todas as regides brasileiras. O alelo DYS390*21 nao foi encontrado na regiao
Sul, enquanto que o DYS390*26 nao foi observado nas regides Centro-Oeste e
Norte (Grattapaglia et al., 2005).

Com relacdo ao marcador DYS391, foram encontradas quatro
alternativas alélicas (DYS391*8 a *11) na populagédo do Estado de Goias e trés
para o Distrito Federal (DYS391*9 a *11). O alelo DYS391*8 é raro, tendo sido
observado, sempre em baixas freqiiéncias, no Norte da Africa, Hungria e
Taiwan (Bosch et al.,, 2001; Wu e Pu, 2001). O alelo DYS391*12, néo
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observado no presente estudo, foi relatado nas regides Centro-Oeste, Sudeste

e Sul, em baixas frequéncias (Grattapaglia et al., 2005).

Em geral, o marcador DYS391 apresenta entre quatro e cinco alelos
(Ruiz-Linares et al., 1999; Gonzalez-Neira et al., 2000; Grattapaglia et al.,
2005). Nas populagdes parentais da populagao brasileira o alelo modal é o
DYS391*10 (Trovoada et al.,, 2001; Wanderley-Santos, 2001; Carvalho et al.,
2003). Em europeus, o alelo DYS391*11 também apresenta altas frequéncias,
sendo modal em algumas populagées como, por exemplo, no Pais Basco e na

Catalunha (Gonzalez-Neira et al., 2000).

No presente estudo o alelo *10 foi 0 modal em ambas as populagdes.
Em populagdes urbanas brasileiras tanto o alelo DYS391*10 como o *11
apresentam-se como modal, a depender da regido e da amostra considerada.
No Nordeste, assim como em uma amostra de euro-descendentes, o alelo
DYS391*11 apresentou-se modal, enquanto que, nas demais regidées, o modal
€ 0 DYS391*10 (Oliveira et al., 2002; Grattapaglia et al., 2005).

O ultimo tetranucleotideo aqui avaliado, o DYS393, apresentou quatro
alelos (DYS393*12, *13, *14 e *15) na amostra da regido Centro-Oeste
brasileira, sendo o DYS393*13 o modal. Na populagao parental européia foram
encontrados de quatro a cinco alelos (Pérez-Lezaun et al., 1999; Gonzalez-
Neira et al., 2000; Carvalho et al., 2003), enquanto que em africanos foi
verificado, além dos alelos observados na populacdo do Centro-Oeste
brasileiro, o DYS393*17 em baixa frequéncia (Trovoada et al., 2001). As
populacdes parentais apresentam como modal o mesmo alelo da regiao

Centro-Oeste brasileira.

Populagdes urbanas e amerindias do Sul do pais apresentaram o
mesmo alelo como modal (Rodriguez-Delfin et al., 1997; Oliveira et al., 2002).
O alelo DYS393*15, evidenciado em baixas frequéncias no presente estudo,
nao foi observado em duas (NE e SE) das cinco regides brasileiras. O alelo
DYS393*11, ndo observado aqui, foi encontrado, com frequéncias inferiores a

1%, nas regides Norte, Sudeste e Sul do Brasil (Grattapaglia et al., 2005).

Portanto, dos quatro marcadores STR analisados, o Unico que apresenta

alelos modais distintos para cada uma das trés populagcbes parentais é o
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DYS19, sendo que as populacdes aqui analisadas apresentaram como alelo
modal o mesmo observado na populagao parental européia. Para o marcador
DYS390, o alelo modal observado aqui € o mesmo que o descrito para
europeus e amerindios e distinto do africano. Os alelos modais para os demais
marcadores sao 0S mesmos para as populacbes parentais e as aqui

analisadas.

V.1.3.2. Diferenciagao populacional

A estrutura genética das populagées quanto aos dados dos STRs do
cromossomo Y foi avaliada pela analise de varidncia molecular (AMOVA), a
qual analisa o percentual de variagdo genética a ser calculada em dois niveis:
dentro e entre as populagdes (Excoffier et al., 1992). As populag¢des do Estado
de Goias e do Distrito Federal apresentaram diferenca estatisticamente
significativa considerando essa categoria de marcadores genéticos, em
decorréncia das diferencgas de frequiéncias para dois dos quatro loci analisados:
DYS390 e DYS391.

Na comparacdo entre o banco de dados dos marcadores STRs Y-
especificos gerado nesse trabalho e o publicado para o Brasil (Grattapaglia et
al., 2005) foi observada que a maior parte das diferencas populacionais
encontra-se com relagdo a amostra do Centro-Oeste aqui apresentada. Essas
diferencas podem ser reflexo da amostragem. Enquanto no presente trabalho a
estratégia de amostragem visou a coleta de material de individuos nascidos no
Estado de Goias e no Distrito Federal, independente do nivel socioecondmico e
de autodeclaragao racial, a amostra de Grattapaglia et al. (2005) foi obtida de

individuos que buscaram um servigo de investigagédo de paternidade particular.

De acordo com Callegari-Jacques et al. (2003) que trabalhou com uma
amostra de origem similar a de Grattapaglia et al. (2005), essa composigcao
amostral pode causar desvios visto ques de acordo com o IBGE, ha diferencas
na composicdo de ancestralidade entre as classes socioeconémicas
brasileiras. As estimativas de mistura genética obtida para as cinco regides
geograficas brasileiras utilizando essas amostras mostraram uma contribuicéo

européia alta e similar entre as regides (Callegari-Jacques et al., 2003). Os
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valores obtidos sao intermediarios aos estimados para marcadores do
cromossomo Y e do DNA mitocondrial de individuos autodeclarados “brancos”
(Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001).

Esses dados podem estar refletindo que a amostra de investigacéo de
paternidade € composta majoritariamente por individuos euro-descendentes
que possivelmente se autodeclarariam “brancos”. No caso da presente
amostra, ha uma similaridade entre a distribuicdo por cor da pele obtida pelo
IBGE (2000) e a autodeclaragdo dos sujeitos de pesquisa do Distrito Federal
(53,5% Brancos, 39,3 % Pardos, 3,6% Negros e 3,6 % Amarelos).

V.1.3.3. Haplétipos do cromossomo Y

Pelo fato dos microssatélites situados na regido ndo recombinante do
cromossomo Y serem completamente ligados, as informagdes dos varios loci
sdo combinadas para construir haplétipos de microssatélites (Roewer et al.,
1996; Kayser et al., 1997b). Atualmente, é considerado o sistema haplotipico
mais informativo (Underhill, 2003), sendo que uma comparagdo mais robusta
pode ser realizada utilizando os haplotipos ao invés das frequéncias de um
dado locus (Gonzalez-Neira et al., 2000). Estes apresentam particular
aplicabilidade na genética de populacdo e na identificacdo humana do sexo

masculino devido a sua alta capacidade discriminatoria.

Uma analise utilizando haplétipos de microssatélites do cromossomo Y
gerados a partir de um conjunto de nove loci STRs em uma populagao alema,
revelou completa individualizagéo de todos os 70 individuos do sexo masculino
analisados (Kayser et al., 1997a). Estes dados revelam a alta capacidade
discriminatéria deste marcador e seu enorme potencial para propdsitos

forenses e em genética de populagao (Kayser et al., 1997b).

A andlise haplotipica de microssatélites na regido Centro-Oeste
brasileira mostrou uma grande variabilidade de haplo6tipos. Dos duzentos
cromossomos Y analisados, setenta e dois diferentes haplétipos foram
identificados, sendo que a maior freqUéncia de haplotipos distintos foi

observada na populacédo do Estado de Goias.
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V.1.3.4. Diversidade genética

A alta diversidade haplotipica em todas as populagcdes analisadas reflete
a alta variabilidade intrapopulacional dos haplétipos STR do cromossomo Y. A
diversidade haplotipica, estimada segundo a metodologia de Nei (1973), foi
elevada em ambas as populag¢des (0,964+0,007 para Goias e 0,976+0,008
para o Distrito Federal), justificando, assim, que a analise em conjunto

(haplotipos) favorece uma melhor diferenciagdo das populagoes.

V.1.3.5. Mistura genética

A proporgcao de mistura genética das duas populacdes localizadas na
regidao Centro-Oeste brasileira — Estado de Goias e Distrito Federal — foi
estimada utilizando os quatro marcadores uniparentais do tipo STR situados no
cromossomo Y e a inser¢cao AluYAP. Esses marcadores sédo informativos para
anadlise de mistura, pois mostram diferencas de frequéncias entre as

populagcdes parentais.

Os resultados da analise de mistura génica indicam a participagao das
trés principais populacbes que povoaram O pais, 0 que corrobora os dados
historicos de que a populagdo do Centro-Oeste é trihibrida, a exemplo do
restante do Brasil. A contribuicdo de linhagem européia na regido Centro-Oeste
brasileira foi substancialmente maior - cerca de 80,0% - em ambas as
populacdes em comparagdo com as outras parentais. A contribuicdo da
linhagem africana foi em torno de 10% e da amerindia menos de 10,0%. Esses
dados, similares aos obtidos para os haplogrupos de cromossomo Y, também
evidenciam o sucesso reprodutivo dos homens europeus e euroderivados,
também caracterizado por possuirem condi¢cbes sécio-econdmicas melhores

que os demais.

V.1.4. Marcadores genéticos Y-especificos: uma comparagao

De acordo com os dados gerados a partir de AMOVA utilizando os loci
STRs observamos uma diferenga estatisticamente significante entre as
populagcdes de Goias e Distrito Federal. Porém, essa diferenca nao foi

observada para os marcadores do tipo SNPs. Para os dois casos, a exemplo
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do que sempre ocorre com analises de populacdes humanas, a maior parte da
diferenciagao genética foi verificada dentro das comunidades e a menor entre
elas. Como ha uma diferenca entre as populacdes na analise dos STRs, o
percentual da variagdo observada cuja fonte € definida a partir das diferengas
interpopulacionais € maior na analise por STRs. Esse dado é interessante, uma
vez que o poder informativo dos STRs suplantou a distingdo haplotipica

observada na analise de 11 SNPs associado a insergdo AluYAP.

V.1.4.1. Associacao SNPs/STRs/AluYAP

A taxa relativamente alta de mutagcdo dos microssatélites do
cromossomo Y o faz util para o propdsito de se comparar grupos populacionais
relativamente proximos em comparagdo com populagdes que divergiram ha
muito tempo atras. Estes marcadores sozinhos oferecem pouco auxilio para
tracar eventos ancestrais na evolugdo humana. Mas, combinados com
marcadores de mutagbes pontuais do cromossomo Y podem revelar
eficientemente a origem de populagdes humanas e a histéria de sua migragéao.
Associados, os marcadores do tipo STRs e SNPs, podem ser, provavelmente,
o melhor método de escolha para investigar a evolugdo humana quanto a

contribuicdo masculina (Kayser et al., 1997a).

Apesar do poder de discriminagdo ja conseguido pela quantidade de
alternativas alélicas e, consequentemente, haplotipicas obtidas para os
marcadores de microssatélites, os dados dos marcadores de evento unico
(SNPs) foram adicionados visando aumentar ainda mais esse poder. A
construcdo dos hapldtipos associados SNPs/STRs/AIUYAP revelou 118
haplétipos para 200 cromossomos analisados, isto é, aproximadamente 61,0%
mais haplétipos do que quando considerou-se os STRs exclusivamente. Com

isso, o poder de discriminagdo aumentou substancialmente.

A diversidade génica (Nei 1973) da populacdo do Distrito Federal foi
similar (0,990+0,0002) a do Estado de Goias (0,993+0,0001). Ja a analise de
AMOVA realizada para esse conjunto de dados mostrou resultados
semelhantes aos ja descritos para os marcadores STR analisados

separadamente, isto €, as populacgdes apresentam diferencas estatisticamente
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significativas (p= 0,02910,002), sendo que novamente a maior porcentagem de

variagao encontrou-se dentro das populagdes.

V.2. Contribuicao uniparental feminina

A andlise da variabilidade do DNA mitocondrial tem sido uma ferramenta
potente no entendimento da evolugdo humana (Ingman e Gyllensten, 2001).
Uma das abordagens que tem levado ao estabelecimento das relagdes
filogeograficas entre grupamentos humanos € a analise da variabilidade desse
genoma (Alvaréz et al.,, 2001). No presente trabalho analisamos treze SNPs
localizados na regido codificadora do DNA mitocondrial e uma delegcédo de 9pb
na regido COII/tRNALys, em amostras de individuos néo relacionados
maternalmente das populagdes do Distrito Federal e Goias. Esses marcadores
foram selecionados visando a avaliacdo da presenca/auséncia de haplogrupos
caracteristicos de linhagens amerindias, africanas e européias, ou seja, das
principais populagbes parentais brasileiras. Essas analises permitiram a
definicdo dos haplogrupos da maioria dos individuos amostrados, assim como

a determinacao da origem filogeografica dos mesmos.

O haplogrupo mitocondrial mais frequente em ambas as populagdes foi
o A (Goias — 17,8% e Distrito Federal — 15,5%), seguido, no Estado de Goias
pelo haplogrupo B e C e no Distrito Federal, pelo C e B. O haplogrupo D
apresentou frequéncia mais baixa e similar em ambas as populagdes. Os
subhaplogrupos do haplogrupo L foram, em conjunto, também bastante
comuns, sendo que 0s mesmos apresentaram uma frequéncia maior no Estado
de Goias do que no Distrito Federal. Porém, em ambos os casos, essa
proporgao foi menor do que as dos haplogrupos A a D. Ja o haplogrupo H foi o

menos frequente nas duas populacodes.

Analises filogenéticas do genoma mitocondrial de amerindios revelou
que a maioria € classificada dentro de quatro grupos distintos de linhagens,
pertencentes aos haplogrupos A, B, C e D (Horai et al., 1993; Salzano, 2002;
Starikovskaya et al., 2005). E postulado que os haplogrupos A, C e D, que
representam 58,0% do DNA mitocondrial encontrado no Sul da Sibéria, vieram

para a América a partir do Norte da Sibéria cruzando o estreito de Bering. A
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presenca da delecao de 9-pb, caracteristica do haplogrupo B, pode ter chegado
mais tarde ou, alternativamente, vindo de outra regido, pois esta virtualmente
ausente na Sibéria e € encontrado em baixa frequéncia no Norte da América do
Norte. Ainda, a diversidade na sequéncia dos haplétipos pertencentes ao
haplogrupo B em nativos americanos € menor do que a observada quanto aos
haplétipos pertencentes aos haplogrupos A, C ou D. Na Asia, o haplogrupo B é
encontrado principalmente na costa, na Mongodlia, Tibet e em Taiwan (Torroni
et al., 1993a; Merriwether e Ferrell, 1996). Em amostras de amerindios da
Amazoénia, os haplogrupos A e C foram os mais freqientes e o haplogrupo B, o
menos frequente (Mendes-Junior, 2005). Em outro estudo foram observadas as
quatro linhagens, sendo que a frequéncia dos haplogrupos A, B e C foram

similares e o D foi o menos frequente (Santos et al., 1996).

No estudo aqui apresentado, verificamos a presenca de todos os
haplogrupos caracteristicos de amerindios, que somados representaram 48,9 e
43,7% das amostras do Estado de Goias e Distrito Federal, respectivamente.
Esses dados evidenciam a alta contribuicdo desse grupo parental na

constituicdo da populacdo do Centro-Oeste.

Diversos estudos ja foram realizados na América com populagdes
miscigenadas utilizando o genoma mitocondrial na estimativa de contribuicao
dos grupos parentais. Por exemplo, em populag¢des afro-colombianas nenhum
dos haplogrupos caracteristico de amerindios foi identificado (Rodas et al.,
2003). No Uruguai, pais em que se assumiu por muito tempo que a populagéo
era euroderivada e que a contribuigdo bioldégica da populagdo amerindia e de
afrodescendentes era infima, foram encontrados, na cidade de Tacuarembo,
62% de haplogrupos amerindios (Bonilla et al., 2004). Em outra cidade do
Uruguai, Melo, o genoma mitocondrial mostrou que 29% das linhagens eram
amerindias (Sans et al., 2002). Em um trabalho com brasileiros autodefinidos
como “brancos” foi observado que 33% das linhagens pertencentes a quatro
das cinco regides do pais (exceto Centro-Oeste) sdo amerindias (Alves-Silva et
al., 2000), sendo que a maior frequéncia foi observada no Norte e a menor no
Sul do pais. Em populagdes afrodescendentes urbanas e semi-isoladas
brasileiras foram encontradas, em baixa frequéncia, haplogrupos amerindios

com pequenas variagdes entre essas comunidades (Abe-Sandes et al., 2002).
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No presente trabalho observou-se um predominio de linhagens amerindias nas

amostras do Centro-Oeste, como ja comentado.

Entre europeus, mais de 98,0% da variagdo dos haplogrupos de DNA
mitocondrial sdo categorizados nos haplogrupos H, I, J, K, M, T, U, V, W e X.
Dentre os haplogrupos caracteristicos de origem européia, o H apresenta a
mais alta frequéncia (Torroni et al., 1996), tendo sido observado em 45,7% dos
dados SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods)
(Budowle et al., 2003). Além do H, os haplogrupos europeus mais comuns no
conjunto de dados do SWGDAM séo U (15,6%), T (10,5%), J (10,0%) e K
(8,9%), sendo que estes valores observados sao similares a outras analises
publicadas (Budowle et al., 2003). O haplogrupo U é encontrado também em

populagdes africanas, porém em baixas frequéncias (Torroni et al., 1996).

Foram investigados os haplogrupos H, J, K e T na populagdo do Centro-
Oeste, porém apenas o H foi observado, sendo que 10,85% da populagao do
Estado de Goias e 11,30% no Distrito Federal pertencem a esse haplogrupo. O
haplogrupo H é o mais frequente (27 a 65%) na maioria dos individuos
autodeclarados “brancos” brasileiros analisados por Alves-Silva et al. (2000) e
em brancos do sudeste brasileiro (Abé-Sandes, 2002). Somente a regido Norte
apresentou dois haplogrupos (H e T) como os mais frequentes (Alves-Silva et
al., 2000).

Os haplogrupos T e J foram encontrados em amostras de brasileiros das
quatro regides analisadas com frequéncias se estendendo de 3 a 27% (Alves-
Silva. et al.,, 2000). Ja em amostras de descendentes de asiaticos e afro-
brasileiros urbanos e semi-isolados, esses mesmos haplogrupos n&o foram
observados (Abé-Sandes, 2002). O haplogrupo K foi encontrado em baixa

freqUéncia em amostras de asiaticos e de “brancos” (Abé-Sandes, 2002).

O macrohaplogrupo L* é africano sendo que a maior parte dos mesmos
(68,0% a 100,0%) pertence ao haplogrupo L (Chen et al., 2000). Destes, o
haplogrupo L1 é considerado o mais ancestral dos haplogrupos africanos, e o
L2, o mais recente (Chen et al., 2000). Os haplogrupos maiores (L1 e L2) sé&o
freqientes em Mogambique e em brasileiros com ancestralidade africana

(Brehm et al., 2002). Dentre os haplogrupos analisados que caracterizam as
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linhagens africanas, o haplogrupo menor L1 foi o mais frequente nas

populagdes do Estado de Goias e do Distrito Federal.

O haplogrupo mais frequente em trés das quatro regides brasileiras foi o
L3e, mas na regido Sul o haplogrupo L3d apresentou frequéncia preponderante
(Alves-Silva et al., 2000). Ja em populag¢des afro-descendentes semi-isoladas e
urbanas de Salvador, o haplogrupo L3a é o mais frequiente (Abé-Sandes,
2002). Os haplogrupos L3d e L1b, especificos do Oeste da Africa, ocorrem em
uma frequéncia de 10% de individuos brasileiros autodeclarados “brancos”
(Alves-Silva et al. 2000). Para este par de haplogrupos, freqiéncias maiores
sdo encontradas no Oeste da Africa: 25,0% no Senegal e 17,0% entre os
individuos de Songhai, Yoruba, Hausa, e Kanuri. Isto sugere que a maioria das
linhagens de DNA mitocondrial ancestral africano nas amostras brasileiras teve
sua origem na Africa Central (a qual inclui Camardes e Angola), embora um
nimero substancial deve ter vindo do Oeste da Africa (Bortolini et al., 1997;
Alves-Silva et al., 2000).

Nem todas as amostras analisadas neste trabalho foram classificadas
dentro das linhagens de DNA mitocondrial, totalizando 6,2% das amostras
estudadas na populagao de Goias e 11,3% no Distrito Federal. Consideramos
essas como amostras “nao-amerindias/ nao-africanas” pois nao exibiam
nenhum dos sitios de restricdo analisados. Possivelmente esses individuos

pertencem a linhagens européias néo analisadas.

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre as
populagdes (p>0,05) para todos os loci de DNA mitocondrial analisados.
Valores Fg; locus a locus demonstram a alta homogeneidade da amostra em

relacdo a esse conjunto de marcadores.

V.2.1. Mistura genética utilizando marcadores do DNA mitocondrial

Foram realizadas comparacdes entre os dados obtidos no presente
estudo e dados da literatura referentes a uma amostra de individuos
autodeclarados como “brancos” de quatro das cinco regides brasileiras e do
Brasil como um todo (Alves-Silva et al., 2000). Como nao ha diferengas quanto

aos haplogrupos de DNA mitocondrial entre as populagdes de Goias e do
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Distrito Federal, o conjunto amostral foi agrupado e denominado “Centro-

Oeste”.

A distribuicdo das frequéncias dos haplogrupos do DNA mitocondrial
agrupados por origem geografica (ancestralidade) dos dados da literatura
mostra que a proporc¢ao das linhagens européias, africanas e amerindias séo
muito similares, quando se considera o pais como um todo (Alves-Silva et al.,
2000). Ja nas amostras do Centro-Oeste houve um predominio de linhagens
amerindias. Porém, as regides Norte e Sudeste, apresentaram os haplogrupos
caracteristicos de linhagens amerindias/asiaticas com maior frequéncia, similar

ao aqui observado.

A comparagao par a par dos resultados obtidos pelos marcadores de
DNA mitocondrial entre as cinco regides brasileiras e o Brasil, utilizando o
método Fs mostrou valores discrepantes, estatisticamente significativos
(p<0,05), entre a populagdo do Centro-Oeste e as regides Sudeste, Sul e o
conjunto amostral denominado Brasil. Apesar da amostra de Alves-Silva et al.
(2000) ser composta por individuos autodeclarados como “brancos”, foi
observada diferenga estatisticamente significativa nos haplogrupos observados
entre as regides Sudeste e Nordeste e entre a regido Sul e todas as regides do
pais. Essas diferencas encontradas entre a regido Sul e as demais regides
brasileiras devem refletir o processo de povoamento do pais e a subsequente
miscigenacdo. A regido Sul ainda hoje é a regido brasileira com maior
contingente de eurodescendentes ndo miscigenados, sendo encontradas, por
exemplo, cidades que sao redutos de paises europeus, sendo que seus

habitantes mantém lagos culturais fortes com os paises de origem.

Com relagdo as estimativas de mistura genética baseada nos
haplogrupos do DNA mitocondrial, ndo foram observadas diferengas na
composicao das populagdes de Goias e Distrito Federal e do conjunto amostral
(Centro-Oeste brasileiro). Porém, a comparagédo dos dados aqui gerados com
dados da literatura mostrou diferencas estatisticamente significantes entre o
Centro-Oeste e todas as regides brasileiras para pelo menos um dos grupos
parentais. A regido Sul do pais foi a que mostrou o maior volume de

discrepancias.
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Essas diferencas devem ser decorrentes das amostras utilizadas por
Alves-Silva et al. (2000) serem de individuos autodefinidos como “brancos”. Por
outro lado, as diferengas entre o Brasil como um todo e as varias regides
devem refletir as diferengas regionais na composigao do povo brasileiro e que
individuos que se autodeclaram brancos em uma dada regido nao apresentam

o mesmo perfil genético que em outra.

V.3. Comparacgao entre a contribuicdao parental masculina e feminina

O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo da contribuicdo genética
parental em duas amostras urbanas da regido Centro-Oeste brasileira
utilizando marcadores genéticos de heranga uniparental. Esses marcadores (Y-
especificos e situados no DNA mitocondrial) podem fornecer informagdes sobre
os padrbes de fluxo génico entre homens e mulheres e serem Uuteis para
detectar cruzamento direcional. Esses marcadores, associados aos
autossOmicos, descrevem a histéria global de mistura (Martinez-Marignac et al.,
2004).

Em populagbes miscigenadas, a contribuicdo genética parental
especifica através da analise de marcadores uniparentais pode ser de
diferentes propor¢des devido ao cruzamento direcional durante o processo de
mistura genética. A analise de mistura baseada em DNA, especialmente
aquelas que utilizam marcadores situados no cromossomo Y e DNA
mitocondrial, sdo especialmente interessantes porque se pode determinar a

contribuigdo materna e paterna, inclusive ao nivel individual (Sans, 2000).

V.4. Comparacao individual: Y versus DNA mitocondrial

A avaliagdo do compartihamento de origem geografica entre as
linhagens materna e paterna em um mesmo individuo revelou que em Goias
menos de 15,0% apresentaram tanto o cromossomo Y e o DNA mitocondrial de
mesma origem (doze de linhagem européia, seis de linhagem africana e um de
linhagem amerindia). A grande maioria dos individuos apresentou a linhagem
paterna distinta da materna. Quando o cromossomo Y foi identificado ser de

linhagem européia, a contribuicdo uniparental feminina mostrou-se pertencer as
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trés linhagens: amerindia, africana e européia. A proporgao dessa contribuicao
€ diferenciada nessa observagao, sendo a contribuicdo amerindia com quase
50%, seguida pela africana e menor proporgcéo, a européia. Analisando o
Distrito Federal verificamos que a maioria dos individuos € oriunda de
miscigenacado, pois menos de 20% apresentaram tanto o cromossomo Y
quanto o mitocondrial de mesma origem (treze de linhagem européia e um de
linhagem africana). Os demais individuos apresentaram a linhagem materna de

origem geografica distinta da paterna.

Considerando a contribuicdo uniparental masculina africana no Estado
de Goias, observa-se a contribuicdo materna das trés linhagens sendo, uma
maior frequéncia da africana, seguida da amerindia e uma pequena parcela da
européia. Ja na populagdo do Distrito Federal a contribuicdo materna é
predominante de amerindios seguidos de uma pequena porcentagem de
africanos. Nao foi encontrado individuo portando simultaneamente linhagem
paterna africana com linhagem materna européia nessa ultima populagao. Para
os individuos que apresentam Y advindos da Europa (linhagem européia),
observamos que a contribuicio materna novamente aparece com as trés
linhagens (amerindia, africana e européia), caracterizando o cruzamento
preferencial de homens europeus com mulheres amerindias, seguidos em

menor proporgao, de mulheres africanas seguido de européias.

Analisando a contribuicdo uniparental paterna como sendo de linhagem
amerindia foi observado apenas um individuo em cada populagao, sendo que a
contribuigdo materna do individuo do Estado de Goias foi amerindia e o do
Distrito Federal ndo foi possivel ser identificada com a utilizagdo dos sitios de
restricdo analisados. Semelhante a essa contribuicdo observou-se que a
asiatica nao foi observada na populagao do Estado de Goias e foi revelada em
apenas um individuo na populagdo do Distrito Federal, sendo que a

contribuicdo materna desse individuo também nao foi identificada.

Em resumo observa-se, claramente, através da analise da contribuicao
genética individual, que houve um cruzamento preferencial entre homens
europeus e mulheres, seqlencialmente, amerindias, africanas e européias. Os

dados do cromossomo Y e do DNA mitocondrial mostram evidéncias de
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contribuicdo genética advindas das trés populagbes parentais que colonizaram

0 pais.

V.5. Comparagao populacional: Y versus DNA mitocondrial

A analise de mistura genética baseada na origem geografica dos
haplogrupos mostrou que a contribuicado paterna européia foi semelhante nas
populagdes de Goias e no Distrito Federal (~ 90,0%), porém a contribuicdo
materna européia observada para as mesmas populagdes foi bem inferior.
Goias apresentou uma contribuicdo africana paterna (10,0%) e materna
(34,9%) maior do que o Distrito Federal (5,6% e 26,7%, respectivamente). A
contribuicdo amerindia mostrou uma enorme discrepancia entre a contribuicdo
materna e paterna: 48,9% e 0,8% em Goias e 43,7% e 2,8% no Distrito

Federal.

As analises mostram uma predominancia da parental européia na
constituicdo da populagao da regidao Centro-Oeste brasileira, quando se refere
ao cromossomo Y. Os outros dois grupos parentais, africanos e amerindios,
mostraram-se em um pequeno percentual sendo que a contribuicdo parental
africana é mais expressiva que a amerindia. Ja nas analises do DNA
mitocondrial observa-se o inverso, sendo a maior contribuicdo para a regido de

linhagens amerindias, seguidas de africanas e européias.

Como relatado acima, a analise de nossos dados mostra que a maioria
dos haplogrupos do cromossomo Y originou da Europa, seguidos pelos
haplogrupos africanos e uma limitada participagcao de haplogrupos amerindios.
Quando a contribuicdo amerindia é analisada, todos os resultados séao
coerentes em sugerir que a contribuicdo feminina € muito maior do que a
contribuigdo masculina. (Bortolini et al., 1999; Sans, 2000;). Tal afirmativa é
confirmada com a analise do DNA mitocondrial que revela resultados diferentes
dos obtidos com marcadores situados no cromossomo Y. Observa-se a maioria
dos haplogrupos sendo de linhagem amerindia em ambas as populagoes,
seguidas de linhagens africanas e uma pequena fracdo de linhagens

européias. Nossos dados demonstram uma diferenga entre a contribuicéo



Discussdo106

masculina e feminina para a constituigdo genética da populagdo da regiao

Centro-Oeste brasileira.

Varias analises tém sido realizadas com o intuito de verificar a proporgao
de mistura genética em populagdes. A introdugdo de genes europeus através
dos homens em individuos afroderivados habitantes da area urbana do
Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil foi confirmada utilizando marcadores
autossOmicos e um uniparental (Bortolini et al., 1999). Em analises de
marcadores STRs autossOmicos, em cinco regides brasileiras, a contribuicdo
européia mostra-se substancialmente superior as demais populagdes parentais
(Callegari-Jacques et al., 2003). Dados semelhantes foram observados em
populagdes da América Latina onde se observou o fluxo génico entre homens
europeus e mulheres nativas americanas (Bonilla et al., 2004). O mesmo foi
observado em individuos afrodescendentes dos Estados Unidos, estimada com
alelos especificos de populacées, DNA mitocondrial e com o marcador AluYAP
onde os resultados indicam que a contribuicdo masculina européia foi maior

que a contribuigdo feminina (Parra et al., 1998).

A comparacao de dados de marcadores STRs autossémicos com dados
de DNA mitocondrial (de Alves-Silva et al., 2000) de populagdes de quatro das
cinco regides do Brasil, revelou contribuicbes distintas, sendo que as
estimativas obtidas com STRs mostrou uma maior contribuicdo européia
enquanto que o DNA mitocondrial mostrou uma presencga equitativa entre as
trés parentais (Callegari-Jacques et al., 2003). Outro trabalho com individuos
afroderivados do Sul do pais utilizando dados de marcadores biparentais,
revela a presenga de genes europeus e africanos na mesma propor¢ao no pool
de genes nucleares desta populacdo. Entretanto, sugere uma assimetria, com
mulheres africanas e homens europeus contribuindo em propor¢cdes maiores

para a formagao daquela populacao (Bortolini et al., 1999).

Analises utilizando marcadores situados no DNA mitocondrial em
individuos brasileiros urbanos autodeclarados como “brancos”, das diferentes
regides geograficas, demonstram que ha diferenga na contribuicdo parental
feminina. A maior parcela de contribuicdo de linhagens amerindias foi nas
regides Norte e Sudeste, enquanto que no Nordeste foi africana e na regido

Sul, a européia (Alves-Silva et al., 2000). Ressalte-se que esse resultado da
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regidao Sul, com um percentual superior a 60,0% pode ser reflexo da amostra
analisada (individuos autodeclarados “brancos”), e ainda por essa regido ser
fundamentalmente formada por comunidades de descendentes de europeus.
Ja nas analises de marcadores situados no cromossomo Y em individuos que
se autodeclararam como “brancos” (Carvalho-Silva et al., 2001) de regides
geograficas brasileiras distintas, houve um predominio de ancestrais europeus
(68,0 a 81,0%), com uma infima contribuicdo de linhagens africanas (0,11% a
0,18%) seguidas de amerindias (0,07 a 0,18%). Esse resultado, reproducéo
preferencial do homem europeu, € similar ao observado por outros autores,
tanto para populagdes urbanas como a aqui descrita, como para populacdes
semi-isoladas como remanescentes de quilombos (Bortolini et al., 1999;
Carvalho-Silva et al., 2001; Alves-Silva et al., 2000)

Estes dados confirmam os relatos histéricos e sociolégicos do
povoamento brasileiro. Houve um cruzamento interétnico assimétrico em
relagdo ao sexo no Brasil colonial, entre homens europeus e mulheres
africanas e amerindias, os quais contribuiram desproporcionalmente para o
povoamento do pais (Salzano e Freire-Maia, 1970; Callegari-Jacques et al.,
2003). Esse cruzamento proporcionou uma mistura genética entre homens
derivados de europeus com mulheres derivadas de africanos e/ou amerindios,
com uma infima proporcdo em relagdo a descendentes de seu proprio

continente.

No presente trabalho, uma alta contribuicdo de homens europeus em
relacdo a homens africanos e amerindios € uma maior contribuicdo de
mulheres amerindias do que de outros grupos étnicos. Assim, analisar mistura
com o objetivo de entender melhor nosso passado, enriquecido pelo uso de
marcadores moleculares uniparentais, mostra a possibilidade de escrever mais

claramente a histéria, considerando a contribuigdo masculina e feminina.
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VI. CONCLUSOES

1.

A populacdo do Centro-Oeste foi fundada predominante por homens
YAP - (auséncia de insercao). A alta freqiéncia do alelo auséncia de
inser¢ao pode refletir contribuicdo européia e/ou amerindia e uma baixa
contribuicao africana;

Os marcadores bialélicos situados no cromossomo Y revelaram que a
maioria dos loci é polimodrfico, a excegao dos loci M60, M34 e P3, os
quais apresentaram monomorfismo;

A diversidade génica, considerando os doze loci bialélicos situados no
cromossomo Y, foi similar nas duas populagdes;

A populacdo do Estado de Goias apresentou seis haplogrupos todos
compartilhados com o Distrito Federal, sendo que este apresentou
outros dois haplogrupos — R1b8 e D1. Apesar do maior numero de
haplogrupos, a diversidade génica foi similar nas duas populagoes;

A andlise de AMOVA dos dados dos marcadores binarios do
cromossomo Y confirmou a similaridade genética entre as duas
populacdes;

Haplogrupos Y-especificos caracteristicos dos trés principais grupos
étnicos fundadores da populagao brasileira foram observados em ambas
as populacgdes. Destes, a linhagem européia perfaz a grande maioria;

As estimativas de frequéncia de contribuicdo genética para as duas
populagdes, baseados em haplogrupos Y-especificos, sdo similares em
relacdo a origem européia e africana e sao estatisticamente diferente
com relagao a contribuicdo amerindia/asiatica;

Ambas as populagbes apresentaram polimorfismo para todos os
marcadores do tipo STRs analisados;

A analise de AMOVA dos marcadores do tipo STRs mostrou alta
variabilidade dentro das populacbes e uma diferenga estatisticamente

significativa entre elas;

10.Semelhante ao resultado obtido para os marcadores do tipo SNP, os

marcadores do tipo STRs apresentam alta diversidade génica;
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11.De acordo com a analise de mistura genética estimada com os dados
dos marcadores STRs, a maior parcela de contribuicao para a formagao
da regido Centro-Oeste foi homens com origem européia;

12.A andlise conjugada dos marcadores do tipo SNPs e STRs mostrou que
ambas as populagdes apresentam alta variabilidade e diferencgas
estatisticamente significativas entre elas;

13.Foi observada a presenga dos haplogrupos de DNA mitocondrial
caracteristicos das trés principais populagdes parentais. Dentre as trés
origens, a maior contribuicdo foi da amerindia, seguida da africana e, em
menor propor¢ao da europeia;

14.Semelhante aos marcadores do tipo SNPs, nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as populagdes para todos os loci de
DNA mitocondrial analisados;

15.H& diferenca significativa quanto a contribuicdo dos trés grupos
parentais, europeu, africano e amerindio, para a populagcédo do Centro-
Oeste quando se comparam os valores obtidos com os dados dos
marcadores do cromossomo Y e com os dados do DNA mitocondrial;

16.Em ambas populagdes, quando o cromossomo Y identificado foi de
linhagem européia, a contribuicdo uniparental feminina pertencia a uma
das trés linhagens parentais, sendo a maioria de origem amerindia,
seguida pela africana, tendo, a européia sido minoria, o que caracteriza

o0 cruzamento direcional.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Termo de consentimento utilizado na coleta do material bioldgico

dos individuos do Estado de Goias.

TERMO DE CONSENTIMENTO

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

n°. SSP , residente

em filho

de (natural de

) e

de (natural

de ) de

etnia:

Telefone:

Declaro para os devidos fins:

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

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

IV. que me foi explicado e garantido que posso recusar a participar do presente
estudo;

V. que me foi garantido sigilo dos dados pessoais acima discriminados;

V1. que os resultados obtidos nessa pesquisa poderéo ser publicados em periddicos e
eventos cientificos ou quaisquer outros veiculos de comunicagao;

VII. que ndo fui submetido a transfusdo sanguinea e/ou transplante de medula 6ssea;
VIII. que, por livre e espontanea vontade, concordo em participar deste estudo e apos
ler e sem ter quaisquer duvidas, assino.

: / /120

Doador

Testemunha com R.G.

Pesquisador responsavel

Pesquisador responsavel
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Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido utilizado na coleta do

material biolégico dos individuos do Distrito Federal.

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, POS-
INFORMACAO

O abaixo assinado,

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

a) Que pelo presente documento concorda em participar da pesquisa “Brasilia:
reflexo da constituicao genética brasileira?” visando a caracterizagao genética
da populacao brasiliense e a comparacao desta com populagdes urbanas
brasileiras.

b) Que esta participagédo implicara na retirada de aproximadamente 5ml de

sangue de uma das veias do antebrago sendo que este material sera utilizado
com finalidade de tipagem sangulinea, analise hemoglobina, extracdo de DNA,
analise de marcadores moleculares e marcadores protéicos e isoenzimaticos.

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

d) Que a recusa em participar do projeto podera ser feita a qualquer tempo
mesmo apods a assinatura do presente termo de consentimento e ficara livre
para abandonar a pesquisa a qualquer momento bastando a comunicag¢ao aos
responsaveis do projeto.

Brasilia, de de 2001

Assinatura :

Documento de identidade:
Responsavel pela pesquisa:
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Anexo 3: Questionario demografico utilizado na coleta de dados relativo aos

individuos do Distrito Federal
UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA - PROJETO BRASILIA

Nome: [ No.
Endereco: | Telefone:
E-mail: | Estado civil:
Data de nascimento: |Sexo: [1F [ IM
Classificagao fenotipica : () Br () Ng ( )Am ( )Am (Asia) ( ) Misto
(Ind)
Se misto |
() Tragos de Caucasoéide |
() Tragos de Negroéide | Foto3X4
() Tragos de Indigena |
() Tracos de Asiatico
() Outros (especificar)
Ascendéncia materna:
Ascendéncia paterna:
Peso : Presséo arterial 1 :
Altura : Presséo arterial 2:
Grau de Instrugdo: Profissao:
Local de residéncia dos pais na data do nascimento:
Filiagdo |
Pai : Mae :
Local de nascimento : LN :
Avé paterna : Avé materna :
LN : LN :
Avé paterno : Avd materno :
LN: LN:
Tempo em Brasilia (dos pais) : Motivo da mudanga :
Irmaos ? ( )Masc ( ) Fem.
Gémeos ? ( )Nao
( )Gémeo Uni.( )Masc. ( )Fem.
( )GémeoBi. ( )Masc. ( )Fem.
() Irmao Gémeo Uni.( )Masc. ( )Fem.
() Irm&o Gémeo Bi. ( )Masc. () Fem. Outro:
Alguma doenga genética na familia: Qual (is):
Afetados:
Nome do cOnjuge: | Data de nascimento:
Consanguinidade entre os cénjuges
LN: Obs : Se nascido em Brasilia, fazer
ficha a parte
No. de filhos : | Gémeos? No. de abortos esponténeos:
No. de natimortos : Causa:
No. de filhos mortos: Causa:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:
Nome: Sexo: ( )masc. ( )fem.
LN: Idade:

OBS:
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Anexo 4: Processamento de amostras para estocagem

O intuito deste procedimento foi a separagdo do material biolégico
em trés fracbes sanguineas, sédo elas: plasma, creme leucocitario e hemacias.
Esta etapa caracterizou-se por sucessivos processos de centrifugacédo e lavagem

do sangue total com salina.
4.1 Reagentes:
v’ Salina 0,9%;

v" Glicerol a 40% em citrato tripotassio 0,1M, KH,PO, 0,0345M, K;HPO,4
0,0344M

4.2 Procedimento:

a) ldentificar trés tubos de polipropileno de 1,5 ml com o numero de

registro do protocolo;

Centrifugar a amostra (3000 rpm) por cinco minutos;

Retirar o plasma e estocar;

Retirar o creme leucocitario e estocar para posterior extracdo do DNA;

Acrescentar solucéo salina 0,9%, homogeneizar e centrifugar;

f) Repetir os procedimentos duas vezes mais;

g) Apos a ultima centrifugacgéo, retirar o sobrenadante e adicionar tamp&o
glicerol 40%;

h) Estocar para analise de proteinas eritrocitarias e como fonte de DNA,;

i) Estocar em freezer a 20° C negativos.
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Anexo 5: Protocolos de extragcdo de DNA

5.1Extracado de DNA segundo método proposto por Higuchi (1989)

A técnica descrita por Higuchi (1989) foi utilizada para extragao de

DNA a partir da fracdo de hemacias.

5.1.1 Reagentes e solugodes:

v' Tampao para lise de eritrocitos: Tris/HCI 0,01M pH 7,6; sacarose 0,32
M; MgCl, 5mM; Triton X-100 1%.

v' Tampao para lise de leucécitos: Tris/HCI 0,01M pH 8,5; KCI 50 mM,;
MgCl; 2,5 mM; NP-40 0,45%; Tween 20 (ou 80) 0,45%.

v Proteinase K 10 mg/ml.

5.1.2 Procedimento:

a) Transferir 300 ul da fragcdo de hemacias e leucocitos para um microtubo
de polipropileno de 1,5 ml estéril;

b) Adicionar 1,0 ml do tampao de lise de eritrécitos e homogeneizar;

c) Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto e descartar o sobrenadante;

d) Repetir esse procedimento até que o precipitado fique claro, indicando
auséncia de contaminagdo com hemoglobina. Normalmente trés vezes
séo suficientes;

e) Ressuspender o precipitado em 300 ul de tampao de lise de leucdcito
acrescido de 5 ul de solugéo de proteinase K;

f) Manter em estufa regulada a 65°C por 1 hora;

g) Manter em estufa regulada a 37°C durante uma noite;

h) Aquecer a solugéo a 94°C por 10 minutos para inativar a proteinase K;

i) Estocar a 20°C negativos.

5.2 Extracdo de DNA segundo o Kit “GFX™ Genomic Blood Purification Kit”
— adquirido da Amersham Pharmacia Biotech Inc.
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12 etapa:
a) Adicionar, em um tubo de microcentrifuga, 300 ul da amostra de sangue
e trés volumes da solucgao de lise pré-aquecida a 70°C;
b) Homogeneizar o tubo por inversao;
) Incubar a temperatura ambiente por cinco minutos;
d) Centrifugar em alta rotagédo (12000 rpm) por vinte segundos;
) Remover o sobrenadante, por aspiragdo, tomando-se o cuidado para

ndo atingir o aglomerado de células brancas;

22 etapa:

Ressuspender as células brancas;
Adicionar 500 pl da solugao de extragao;
Homogeneizar vigorosamente;

Incubar por 5 (cinco) minutos em temperatura ambiente.

32 etapa:

Y

(¢
N N = N N

Transferir para a coluna GFX;

O

Centrifugar (5000 rpm) por 1 minuto;

Descartar o volume do tubo coletor;

o

Aplicar a coluna GFX novo volume de 500 pl de tampao de extracao;
e) Centrifugar (5000 rpm) por 5 minutos;
42 etapa:
a) Adicionar 500 ul de solugéo de lavagem a coluna GFX;
b) Centrifugar em alta rotagao (12000 rpm), durante 3 minutos;

c) Descartar e transferir a coluna para um novo tubo coletor;

52 etapa:
a) Adicionar 100-200 pl de agua mili-Q (pré-aquecida) a coluna GFX;

b) Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto;
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c) Centrifugar (8000 rpm) por 1 minuto, para a recuperacdo do DNA

purificado.

5.3 Extracdo de DNA segundo o Kit “Puregene — Gentra-Systems” —
adquirido da Biosystems

12 etapa:

a) Adicionar 300 pl da amostra de sangue e 900 ul de solugéo de lise RBC
a um tubo de centrifuga;

b) Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto;

c) Inverter gentilmente o tubo varias vezes durante a incubag&o. No caso
de sangue coletado dentro de uma hora, o tempo de incubagdo é
aumentado para 3 minutos para assegurar completa lise das células
vermelhas;

d) Centrifugar (13000 rpm) por 20 segundos;

e) Remover o sobrenadante, deixando-se cerca de 20 ul de liquido residual;

f)Submeter o tubo a uma vigorosa agitagédo, durante 10 segundos, visando
facilitar a ressuspensao das células;

g) Adicionar 300 pl de solug&o de lise celular;

22 etapa:
a) Adicionar um volume de 100 ul de solugédo de precipitacdo de proteina
ao lisado celular,;
b) Agitar vigorosamente por 20 segundos;

c) Centrifugar (13000 rpm) por 1 minuto;

32 etapa:
a) Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo “eppendorf’ de
1,5 ml;
b) Adicionar 300 pl de isopropanol a 100%;

c) Homogeneizar o material;
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d) Centrifugar (13000 rpm) por 1 minuto;
e) Lavar varias vezes em 300 pl de etanol a 70%;
f) Descartar o sobrenadante;

g) Verter o tubo sobre papel absorvente para secar;

42 etapa:
a
b

) Adicionar 100 pl de solugdo de hidratagdo de DNA;
)

¢) Incubar a 65°C por 5 minutos para acelerar a hidratagao;
)
)

Homogeneizar;

d

e

Agitar o tubo por inversédo para adequada homogeneizagao da amostra;
Armazenar as amostras de DNA purificadas a 4°C (estocagem rapida) e
a —20°C (estocagem longa).
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Anexo 6: Quantificacdo de DNA em gel de agarose a 0,8% e em gel de

poliacrilamida a 6%.

Para estimar a concentracdo de DNA em cada amostra, assim como
para analisar as mesmas quanto ao seu estado de integridade antes da
diluicdo, foi utilizada a técnica de quantificacdo de DNA em gel de agarose a
0,8%.

O gel de agarose a 0,8% foi preparado em solugdo de TBE 1X, com
volume final de 100 ml em um molde de 150 x 100 mm e 3,0 pyl de Brometo de
Etideo (10 mg/ml da solugéo estoque). Apds a polimerizagao por 30 minutos, o
gel foi retirado da placa e colocado em uma cuba de eletroforese horizontal

contendo TBE 1X, apresentando dimensdes internas de 300 x 157 x 50 mm.

a) O sistema para quantificagao foi preparado com um volume final de 15
pl, sendo 1,0 pl de DNA em solugdo estoque, 3,0 yl de tampao de

amostra 5x e 11,0 pl de agua mili-Q;

b) As amostras foram aplicadas em sua totalidade e submetidas a uma

corrente de 1volt/cm por 30 minutos;

c) Apos a corrida eletroforética, o gel era colocado em solugdo TBE 1x
contendo Brometo de Etideo (EtBr) na proporgéo de 2,0 ul de EtBr para

100 ml de solugao durante 15 minutos.

d) O DNA foi avaliado e quantificado visualmente, comparando com
padrdes pré-estabelecidos no laboratoério utilizando um transiluminador
de luz ultravioleta (Macro VUE, Hoefer, modelo UVIS-20);

e) Apds a quantificagdo das amostras, foram preparadas aliquotas de

trabalho diluidas para uma concentragao de 20 ng/pl.

Quantificagdo de DNA em gel de poliacrilamida a 6%
a) As aliquotas diluidas a 20 ng/ul foram novamente quantificadas em gel
de poliacrilamida a 6%, preparado com solu¢do TBE 1X com volume

total de 35 ml para o molde de 160x160 mm, com espacador de 1mm de
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espessura. Apos a polimerizacdo de 60 minutos, o gel era colocado em
uma cuba de eletroforese vertical com dimensdes internas de 170 x 165
mm, sendo aplicada uma corrente de 1 Volt/cm por 30 minutos.

b) O sistema para quantificagdo era preparado colocando-se 6,0 ul de agua
mili-Q, 2,0 pl de tampao de amostra 5x e 2,0 ul do DNA diluido a 20ng/
VIR

c) Apds a corrida, o gel era corado com solugdo de nitrato de prata e a

leitura realizada visualmente conforme descrito anteriormente.
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Anexo 7: Reacao em Cadeia da Polimerase

7.1 Reagentes e solugdes:

AU NEE N NN

Amostras de DNA gendémico

Tampao de reagao (Tris/HCI 0,2 M pH 8,5; KCI 0,5 M; MgCl, 0,02 M)
Solugédo de dNTP 20 mM,;

Taq DNA Polimerase;

Solugao de trabalho dos iniciadores:

a)

*%*

Diluir os iniciadores com agua mili-Q esterilizada para uma
concentracdo de 50 uM utilizando-se para base de calculo a
quantidade de nano moles obtidos na sintese dos mesmos (dados
fornecidos pelo fabricante);

Aliquotar os iniciadores diluidos (100 pl por frasco);

Estocar em freezer —20°C até o momento do uso;

Para uso na PCR, preparar solugbes de trabalho, com os dois
iniciadores necessarios para a amplificacdo de cada regido
genbmica selecionada, na concentracdo de 10 uM de cada iniciador.

Observacao: Todas as reacbes foram realizadas tomando-se o

cuidado com o controle de qualidade interno, utilizando controles

positivo e negativo para cada sistema.

7.2 Procedimento:

Descongelar as amostras de DNA genémico a serem analisadas;

Numerar microtubos de polipropileno de 0,5 pl (numero da PCR e

numero de ordem);

Preparar uma mistura de reagentes da PCR suficientes para o numero

de individuos em analise, conforme Tabela 1;

Acrescentar o DNA gendmico de cada individuo na quantidade de cada

sistema a ser analisado no respectivo microtubo;

Iniciar o programa correspondente a regido gendmica a ser amplificada.
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Tabela 1: Reagentes (em ul) utilizados para amplificacdo de fragmentos especificos via PCR para os marcadores
genéticos analisados (SNPs, STRs, elemento Alu e DNA mitocondrial).

Reagentes (pl) SNPs DYS19 DYS390 DYS391 DYS393 YAP DNA
mitocondrial

H,O 16,50 16,435 16,435 16,75 17,00 14,685 16,50
Tampao 10 X (Biotools) 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
DNTP (25 mM) 2,00 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 2,00
Iniciadores (0,5 uM de cada iniciador) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00
MgCl, * 1,00 1,00 1,00 0,75 0,75 *
Taqg DNA polimerase (Biotools - 1U/ul) 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 1,00
DMSO - 0,315 0,315 - - 0,315
DNA (20 a 40 ng/ul) 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 1,00
Total 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00

* Nos marcadores do tipo SNPs e do DNA mitocondrial a enzima Taq polimerase utilizada apresentava MgCI2 em solugéo (2,0 mM), por isso, ndo se

adicionava tampao a reag¢ao de PCR.
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Tabela 2: Condicbes da PCR para os loci Y-especificos e do DNA

mitocondrial.

Condicdes de PCR

Passo

Temperatura (°C)

DYS19

—

T o0ONO A WN

94
94
58
72
4 vezes os passos 2,3 e 4
94
54
72
29 vezes 0s passos 6, 7 e 8
72
04

Tempo
3
30"
1
1
30”
1
1

10’
Indefinido

DYS390
DYS391
DYS393

To0ONOORWN =

94
94
63
72
4 vezes os passos 2,3 e 4
94
58
72
29 vezes 0s passos 6, 7e 8
72
04

3
30"
1
1

30"
1 )
1 )

10°
Indefinido

YAP

~NOoO O, WN -

94
94
51
72
29 vezes os passos 2,3 e 4
72
04

= aaN)

10°
Indefinido

SNPs

~NOoO O A~ WN -

94
94
TA (Tabela 1l11.5)
72
35 vezes os passos 2,3 e 4
72
04

5
1
20"
7

10°
Indefinido
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DNA mitocondrial

O~NO TR WN -~

94
TA (Tabela Il11.7)
72
94
50
35 vezes os passos 3,4 e 5
72
04

5,
11
1"10”
40"
30"

10’
Indefinido




Anexos144

Anexo 8: Digestao enzimatica

A analise por RFLP (Restriction fragment length polymorphism) consiste em
amplificar as regides de interesse e submeter a digestao enzimatica, utilizando

enzimas especificas. O preparo do sistema, no geral, foi da seguinte forma:

a) Preparava-se um mix contendo tamp&o da enzima diluido a 1x e 5,0 U
da enzima;

b) Adicionava 5,0 ul do produto de PCR,;

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

d) Apds a incubacgao os produtos de digestdao eram visualizados em gel de

agarose a 2,5% ou em gel de poliacrilamida a 10%.
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Anexo 9: Reacdo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento requer duas reagdes distintas. Uma PCR
inicial e, posteriormente, a submissao de seu produto ao sequenciamento, sendo
que, em cada reacgao, utiliza-se iniciadores especificos, além de deoxinucleotideos
especiais (Kit Big Dye Terminator), especificos para o sequenciador automatico da
Perkin-Elmer ABI 377.

a) Para a PCR inicial, foram utilizados de 1,0 pyl a 2,0 pyl do DNA extraido e
purificado. Foram sequenciadas as amostras para marcadores binarios -
M89, M213, P2, M60, M34 e P3 - situados no cromossomo Y.

b) A reacao de sequenciamento era composta por 2,0 ul de Big Dye, 1,3 pl

de iniciadores e 2,0 pl do produto de PCR.

c) Dessa maneira uma fita simples do DNA foi amplificada, em 25 ciclos nas
seguintes condigdes: 96°C por 25”; 50°C por 20”; 72°C por 1’30”.

d) Posteriormente, estas reagdes foram submetidas a um procedimento de

precipitacao através da adi¢cao de etanol e acetato de potassio 3M.

e) Em seguida, as amostras foram aplicadas no gel de sequenciamento,
nos fornecendo os resultados para cada uma das fitas de DNA, os quais
foram analisados visando a busca das regides flanqueadoras ao sitio de

insercao ou delecdo (Abé-Sandes, 2002).
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Anexo 10: Procedimento para eletroforese - Analise do produto de PCR

10.1 Gel de Poliacrilamida — Eletroforese vertical

10.1.1 Solucbes

v Tampao TBE 10X pH 8,0 (Tris/HCI 0,89 M, EDTA 0,08 M, Acido Bérico
0,89 M);

Solugédo de acrilamida a 29% + bis-acrilamida a 1%;

Glicerol;

TEMED (N,N,N’,N’, tetrametiletilenodiamina);

Persulfato de potassio ou amobnia a 0,1%.

D N N NI N

10.1.2 Preparo das amostras para aplicacdo no sistema de eletroforese

As amostras foram preparadas para eletroforese adicionando-se tampéao de
corrida, acrescido do corante bromofenol. A seguir sera demonstrada a

especificidade do preparo para cada marcador analisado.

Para os marcadores microssatélites, adicionou-se formamida (900 ul de
formamida para 300 ul de corante) ao tamp&o de corrida. As amostras foram
submetidas a um aquecimento fisico a 95°C por 10 (dez) minutos antes da
aplicacdo no gel, favorecendo a desnaturagdo com o intuito de abrir a dupla
fita de DNA. Imediatamente apdés a desnaturacdo, as amostras foram
submetidas a um choque térmico (imersdo em gelo) e posteriormente

aplicadas nos pogos do gel de poliacrilamida desnaturante.

10.1.3 Procedimento

a) Apos a assepsia das placas de vidro, montar as placas com espagadores
prendendo com grampos de ago;

b) Preparar uma solugdo de poliacrilamida nas concentragbes de 6% (gel
6%) ou 10% (gel 10%) na proporgéo conforme Tabela 3;

c) Adicionar a esta solugao, se necessario, 35% de glicerol;

d) Adicionar os catalisadores TEMED e Persulfato de Aménia na proporgao
conforme consta na Tabela 3;

e) Inserir rapidamente o gel n&o polimerizado pela borda superior e colocar o

pente;
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f) Tempo médio de polimerizagao: 30 minutos.

10.1.4 Condicdes de pré-corrida do gel de poliacrilamida

Nos sistemas em que a analise foi realizada em gel de poliacrilamida,
realizou-se uma preé-corrida, onde somente o gel era submetido em voltagem
fixa de duzentos Volts por um tempo de vinte minutos. Em todos os
procedimentos de eletroforese, iniciou-se a corrida com uma voltagem mais
baixa, em torno de 80 Volts, para que as amostras iniciassem a saida do pogo
uniformemente. Apds 20 minutos a voltagem ideal foi ajustada a cada

sistema.

Apos a pré-corrida e verificagdo das condigdes 6timas de corrida, os pogos
foram novamente limpos com tampdo TBE 1X. Posteriormente foram
aplicadas todas as amostras no gel juntamente com os padrbes dos alelos

dos respectivos marcadores intercalando a cada trés ou quatro amostras.

Para os sistemas de STRs e o0 M3, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese com voltagem constante de 200V e amperagem variavel. O
tempo de corrida era especifico para cada sistema variando de acordo com o
tamanho dos fragmentos amplificados: 3h50° para o DYS19, DYS390 e
DYS391; 2h30’ para o DYS393, e para o M3 o tempo de corrida era em torno
de 1h30’. Em relacdo aos produtos do sistema AIUYAP, estes foram
submetidos a uma voltagem de 150 Volts por um periodo 1h50’. Logo apés a
eletroforese, os géis seguiam para o procedimento final de coloragéao,

utilizando nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994).

10.1.5 Leitura dos géis

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

escolha de amostras ao acaso.
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Tabela 3: Componentes e quantidades do preparo do gel de poliacrilamida

Gel ndo desnaturante  Gel desnaturante

Componentes do gel 6% 10% 10%
H20 mili-Q (ml) 15,75 9,6 9,6
Uréia* (9) - - 9,6
Acrilamida + bisacrilamida (ml) 5,0 6,6 6,6
Glicerol (ml) 1,75 1,4 -

Tampéao TBE 10X pH 8,0 (ml) 2,5 2,0 2,0
TEMED (ul) 18 15 15

Persulfato de Aménia 0,1% (ul) 350 300 300

* No preparo do gel desnaturante, primeiro adiciona-se uréia a agua. Aquecer por 1 minuto no
forno de microondas para melhor dissolugdo do soluto. Apds essa etapa inicial, o preparo
segue as mesmas etapas do gel ndo desnaturante.

10.1.6 Eletroforese: montagem e condicdes

a) Diluir o tampao TBE 10X na proporgao 1:10;

Colocar o tampao diluido na parte inferior da cuba;

Retirar os grampos e os pentes da placa;

Lavar as bordas superiores e inferiores do gel com agua deionizada;

Montar o gel na cuba de eletroforese;

f) Preencher a parte superior da cuba com tampao TBE diluido;

g) Lavar os pogos dos geéis com auxilio de pipetador ou seringa Hamilton;

h) Aplicar as amostras (7,0 ul de produto de PCR e 3,0 ul de tampao de
corrida);

i) Conectar a cuba com a fonte;

j) Estabelecer a voltagem maxima pretendida (de acordo com o sistema

analisado) e liberar a amperagem.

10.1.7 Coloracéao do gel de poliacrilamida com Nitrato de Prata
10.1.7.1 Solucbes

v Solugdo fixadora: Etanol (144,0 ml), Acido acético (6,0 ml) e Agua
deionizada (750,0 ml)

v" Solucgao de Prata: Nitrato de prata (0,2%g + 10,0 ml de agua deionizada)

v' Solugéo Reveladora: Hidréxido de sédio (22,5g) e agua deionizada (q.s.p.
1000 ml)
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10.1.7.2 Procedimento

a)

¢))
h)

Apoés desligar a fonte, desfazer a moldura do gel e transferi-lo para um
recipiente contendo 200 ml de solugéo fixadora (acido acético a 10%);
Deixar permanecer nessa solugao por aproximadamente 20 minutos;
Descartar a solugao fixadora e lavar o gel em agua deionizada trés vezes
por aproximadamente 3 minutos cada;

Descartar a agua e colocar a solugéo de nitrato de prata por 30 minutos;
Descartar a solugdo de nitrato de prata e lavar imediatamente o gel em
agua deionizada por 20 segundos;

Adicionar a solucado reveladora, agitar levemente até que a revelagao
esteja completa;

Descartar o revelador e bloquear a reagdo com solucgao fixadora;

Proceder a leitura.

10.1.7.3 Secagem do gel

a) Solucéo

v

Solugdo de secagem: glicerol 40% em acido acético 10%.

b) Procedimento

f)
¢))

Hidratar duas folhas de papel celofane transparente;

Esticar uma das folhas em uma placa de vidro;

Colocar igual quantidade de solugao de secagem suficiente para encobrir
a extensao do papel celofane a ser utilizado;

Colocar sobre o conjunto o gel a ser seco, devidamente etiquetado;
Colocar uma quantidade de solugédo de secagem suficiente para encobrir o
gel;

Estender a segunda folha de papel celofane hidratado sobre o gel;

Deixar secar a temperatura ambiente.

** Observacao:

Metodologia de secagem alternativa do gel: colocar o gel por 2 horas

em agua destilada e proceder a secagem sem o uso de solugdo de acido

acético com glicerol.
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10.2 Gel de agarose — Eletroforese horizontal

10.2.1 Solugdes

v
v

Agarose a 1% e 2,5%
TBE 1X

10.2.2 Procedimento

a)
b)

ApOs a assepsia da placa, montar o conjunto da mesma;

Preparar uma solugédo de agarose nas concentragdes de 1% ou 2,5%.
Adicionar 2,0 pl do Brometo de Etideo na solugéo de agarose. Usa-se o
gel a 1% para verificar os produtos de amplificacédo e o gel a 2,5% para
verificagdo dos produtos de digestao;

Inserir rapidamente o gel n&o polimerizado na placa e colocar o pente;
Tampar com papel aluminio e aguardar a polimerizagao;

Tempo médio de polimerizagao: 20 minutos.

10.2.3 Eletroforese: montagem e condicdes

o O T O

)
)
)
)
)

D

Diluir o tampao TBE na proporc¢éo 1:10;

Colocar o tampéo diluido na cuba;

Retirar o pente do gel;

Colocar o gel na cuba de eletroforese horizontal;

Aplicar as amostras (5,0 ul de produto de PCR e 5,0 ul de tampéao de

corrida);

f) Conectar a cuba com a fonte;

¢))

h)

Estabelecer a voltagem maxima pretendida (de acordo com o sistema
analisado) e liberar a amperagem.

Apos o tempo de corrida, retirar o gel e analisar em luz ultravioleta.
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