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RESUMO

A diversidade genética ¢ moldada tanto por fatores demograficos quanto bioldgicos e o seu
estudo traz implicagdes para a compreensdo da historia humana. Nesse trabalho, através de
métodos cléassicos de genética de populagdes - estatisticas-F de Wright, teste do equilibrio de
Hardy Weinberg ¢ Andalise de Componentes Principais (ACP) - investigamos os fatores
evolutivos que possam ter contribuido na formacdo dos padrdes de variabilidade genética
atuais. Foram estudados dados de genotipagem de 1256 SNPs de interesse biomédico,
distribuidos em genes de cromossomos autossomicos. Foram analisados 1198 individuos
pertencentes as 52 populagdes do painel de amostras do Human Genome Diversity Project
(HGDP), as quatro populacdes do projeto SNP500Cancer e a populagdes nativo-americanas
do Peru e Equador. Devido a maior heterogeneidade presente nas amostras populacionais do
SNP500Cancer, estas apresentaram valores de heterozigosidade esperada observados
relativamente maiores do que os encontrados para as amostras populacionais do HGDP. A
adicao das quatro populagdes nativo-americanas as amostras do HGDP, para a realizacao das
andlises, permitiu a identificacdo de um padrdo de diferenciagdo leste/oeste na América do
Sul. Valores elevados da estatistica Fjs, geralmente negligenciada nos estudos recentes de
genética de populacdes, evidenciaram que o endocruzamento pode ser um fator evolutivo
importante nas populagdes humanas, que ndo deveria ser ignorado. Quando analisamos
grupos populacionais regionais, o valor da estatistica £y foi determinado primordialmente
pela diversidade inter-populacional (Fisr), refletindo o efeito Wahlund. Os graficos gerados
nas analises de ACP também permitiram a realizacdo de inferéncias plausiveis acerca de
eventos importantes de migracao e de miscigenagdo das populagdes humanas. Assim, nosso
estudo mostrou que as metodologias classicas permanecem como importantes ferramentas

para descrever a distribui¢do da variacdo genética entre e dentro das popula¢des humanas.
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ABSTRACT

Demographic and biological factors are important in shaping the human genetic diversity and
their study has implications for the understanding of human history. In this work, through
traditional methods of population genetics - F-statistics of Wright, Hardy Weinberg
equilibrium test and Principal Component Analysis (PCA) - we investigated the evolutionary
factors that have contributed in shaping the patterns of genetic variability observed nowadays.
We studied data from 1256 autosomal SNPs of biomedical interest, in 1198 individuals
belonging to 52 populations of the panel of samples of the Human Genome Diversity Project
(HGDP), to the four populations of the project SNP500Cancer and to Native American
populations of Peru and Ecuador. The greater heterogeneity present in the sample population
of SNP500Cancer result in higher values of expected heterozygosity than those found to the
population samples of HGDP. The addition of four Native American populations to samples
HGDP, to perform the analysis, allowed the identification of a pattern of diferentiation
east/west in South America. Large values of the statistical Fjs, usually neglected in recent
studies of population genetics, showed that inbreeding may be an important factor of
evolution in human populations, which should not be ignored. When we analyzed regional
population groups, the statistical value of F;r was determined primarily by inter-population
diversity (Fsr), reflecting the Wahlund effect. The graphs generated by PCA analysis also
allowed the creation of plausible inferences about important events of migration and mixing
of human populations. Thus, our study showed that the classical methodologies remain
important tools to describe the distribution of genetic variation within and between human
populations.
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I - Introducao

I - 1. Estruturacio genética nas populacdoes humanas

Com a conclusdo do sequenciamento do genoma humano (/nternational Human
Genome Sequencing Consortium, 2004), passou a haver um interesse crescente na
identificacdo em alta resolucdo da diversidade genomica individual e populacional
(Chakravarti, 1999; Weiss & Clark, 2002). Para tanto, foram desenvolvidos estudos que
investigam como os padrdes de variacdo genética sdo criados e mantidos nas diferentes
populacdes da espécie humana (Li ef al. 2008; Bastos-Rodrigues et al. 2006; Tishkoff et al.
2009).

A espécie humana ¢ sabidamente estruturada geneticamente, uma vez que apresenta
diferengas na variacdo genética entre suas populagdes constituintes (Pritchard et al. 2000;
Bastos-Rodrigues et al. 2006; Hammer et al. 2003; Rosenberg et al. 2002). Essa estruturacao
esta relacionada a fatores como geografia, cultura, religido, comportamento, etnia e aparéncia
fisica. Esses fatores muitas vezes contribuem para determinar afastamentos da condi¢cdo de
panmixia, diminuindo o fluxo génico entre grupos e permitindo que a deriva genética, a
selecdo e, até mesmo, a mutacdo atuem levando a diferenciagdo genética. Entretanto, a
maioria dos estudos que investigam a variagdo humana inicia-se pela amostragem de
“populacdes” humanas pré-definidas com base na cultura e geografia, que poderiam nao
refletir as relacdes genéticas subjacentes (Foster & Sharp 2002).

Em um estudo recente, ao analisar esse problema, Rosenberg et al. (2002)
investigaram a estruturagdo genética humana sem considerar informagdes prévias, relativas as
populagdes a que pertenciam os individuos participantes. Nesse estudo, utilizando-se
unicamente dados genéticos, foram identificados seis grupos populacionais principais, cinco
dos quais sdo correspondentes as cinco maiores regides geograficas do globo (Africa;
Europa/Oriente Médio/Centro Sul Asiatico; Leste Asiatico; Oceania; e América), além de
terem sido identificados subgrupos que, na maioria das vezes, correspondem as populacoes ja
conhecidas devido a identidade cultural, tais como as populagdes nativo-americanas Surui,
Karitiana, Piapoco e Curripaco, Maia e Pima (Figura 1). Dessa forma, mostrou-se que a
classificagdo em populacdes pré-definidas ¢ informativa em relagdo ao padrao de variagdo
genética entre e dentro dos grupos humanos. Foi demonstrado também que em varias
populagdes, como Uigures (China) e Hazara (Paquistdo), os individuos apresentaram

componentes genéticos de mais de um dos cinco grupos identificados, porém, presentes em
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proporg¢des similares na maioria dos individuos (Rosenberg et al. 2002). Entretanto, nesse
mesmo estudo, Rosenberg et al. (2002) sugerem que, em populagdes recentemente
miscigenadas, pode haver uma diferenca substancial entre os componentes de ancestralidade
presentes em cada um dos seus individuos. Isso também ¢ aludido em Thomas & Witte (2002)
que falam da dificuldade em se determinar os componentes de miscigenacgao étnica individual

presentes em populagdes miscigenadas como a hispanica.
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Figura 1. Estimativa da estruturacao genética das populacdées humanas. Cada individuo estd
representado por uma linha vertical, dividida em K segmentos coloridos que representam as fragoes de
componentes genéticos estimadas em K grupos. As linhas verticais pretas separam individuos de
populagoes diferentes. A. Separagdo das populacdes humanas em seis grupos populacionais principais,
cinco dos quais correspondem as maiores regides geograficas mundiais ¢ um correspondente a
populagdo paquistanesa Kalash; B. No continente americano, os grupos inferidos correspondem a
populagdes nativo-americanas previamente identificadas.

* Colombiana: refere-se as populagdes Piapoco e Curripaco, amostradas conjuntamente.

(Figura modificada de Rosenberg et al. 2002)

Além disso, hd situacdes em que os pesquisadores lidam com estruturagdo
populacional criptica, ou seja, situagdes em que a estrutura populacional ¢ dificil de detectar
através de caracteres visiveis, mas pode ser relevante em termos genéticos (Pritchard et al.

2000). Isso ¢ especialmente relevante em estudos de associacdo, em que o mapeamento €
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utilizado para encontrar genes associados a doengas. Nesses casos, a presencga de estruturacao
populacional pode levar a associagdes espurias, pois se a incidéncia da doenga investigada for
maior entre individuos de uma das subpopulagdes cripticas, qualquer alelo que tenha
freqiiéncia mais alta nessa subpopulacdo podera ser erroneamente associado a doenca,
independentemente de ser ele o alelo causal (Ewens & Spielman, 1995; Devlin & Roeder,
1999; Devlin et al. 2001a; Devlin et al. 2001b; Pritchard & Donnelly 2001). O problema de
estruturagdo criptica também esta presente no contexto do uso de DNA fingerprinting
(“impressoes digitais de DNA”) na genética forense, onde ¢ importante acessar o grau de
estruturacdo populacional para estimar a probabilidade de se incorrer em erros nas
identificacdes realizadas (Balding & Nichols 1994; Balding & Nichols 1995; Foreman et al.
1997; Roeder et al. 1998). Ainda, quando a estruturacdo populacional ndo ¢ evidente, uma
amostragem dessa populacdo pode consistir em um grupo heterogéneo de sub-amostras das
subpopulagdes presentes. Wahlund (1928) demonstrou que, quando héa diferenga nas
freqiiéncias alélicas entre essas subpopulagdes, havera uma deficiéncia de heterozigotos e um
excesso de homozigotos em relagdo ao esperado no equilibrio de Hardy-Weinberg, mesmo se
cada sub-amostra apresentar genotipos dentro das propor¢oes de Hardy-Weinberg. Esse efeito
ficou conhecido como efeito Wahlund e ja foi reconhecido em estudos com nativo-americanos
(Hedrick & Black, 1997).

Desse modo, um desafio central ao se analisar qualquer conjunto de dados genéticos ¢
verificar se ha alguma evidéncia de que as amostras vém de populacdes estruturadas. O
programa Structure (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003; Falush et al. 2007), que utiliza
um algoritmo para agrupar individuos em grupos, baseando-se em dados genotipicos de varios
loci, tem sido aplicado na investigagdo desse problema, uma vez que permite identificar a
estrutura¢do populacional criptica, detectar imigrantes ou individuos miscigenados e inferir
miscigenagdes populacionais historicas (Rosenberg et al. 2002; Bastos-Rodrigues et al. 2006;
Auton et al. 2009; Wang et al. 2007). Entretanto, para conjunto de dados muito grandes,
como os utilizados em estudos de associacdo em larga escala gendmica, a utilizagdo do
Structure pode se tornar operacionalmente impraticavel, devido ao intensivo trabalho
computacional (Price et al. 2006; Patterson et al. 2006). Além disso, uma vez que essa
metodologia adota a classifica¢do dos individuos em grupos discretos, ela ¢ bastante sensivel
ao numero de grupos estimados, de modo que pode ndo refletir a historia real das populagdes,
pois: (1) ainda nao esta bem definido se a variacao genética humana esta distribuida de forma

continua, como um gradiente, ou descontinua; (2) e, neste ultimo caso, hé dificuldades em se
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estimar corretamente o nimero de grupos a ser utilizado para cada analise (Serre & Paabo,
2004; Setakis et al. 20006).

Outro método bastante utilizado na investigacdo da estruturacao das populagdes
humanas ¢ a analise de componentes principais (ACP), introduzida nos estudos de genética de
populacdes pelo grupo de Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza & Edwards, 1964; Menozzi, 1978;
Cavalli-Sforza & Menozzi, 1994). A ACP ¢ uma abordagem especialmente 1til para fins
graficos, e pode ser aplicada na analise de varios tipos de dados genéticos, como SNPs (Li et
al. 2008; Shriver et al. 2005; Reich et al. 2008), microssatélites (Chakraborty & Jin, 1993),
frequéncias haplotipicas (Capelli et al. 2006; Lovell et al. 2005) e dados de distribuicao de
polimorfismos de inser¢cdes Alu (Stoneking et al. 1997). Diferentemente do programa
Structure, a ACP aplicada a estudos de genética de populagdes nao busca primordialmente
classificar cada individuo em grupos discretos, mas sim localizar cada individuo em um
espago multidimensional continuo, no qual cada dimensdo sintetiza componentes de
variabilidade que estdo correlacionados entre sim, sendo que cada componente tende a ser
independente em relacdo aos demais. Além disso, a ACP pode ser realizada de forma bastante
rapida, mesmo para conjuntos de dados genéticos bastante grandes (Patterson et al. 2006;
Price et al. 2006).

Graficamente, a ACP pode ser descrita como a movimentacdo de eixos em um espaco
multidimensional, de tal forma que estes eixos representem novas varidveis, chamadas
componentes principais (CPs). Os CPs sdo combinagdes lineares das varidveis originais € sao
gerados buscando-se maximizar a correlacdo entre essas varidveis. Eles sdo ordenados
decrescentemente, de acordo com a porcentagem da variancia presente no conjunto de dados
que representem. Normalmente, os primeiros 2-4 CPs sdo suficientes para representar a maior
parte da variabilidade genética presente em um conjunto de dados (Cavalli-Sforza & Menozzi,
1994). A ACP ¢, assim, um método de redugao da dimensionalidade, pois resume a
informagdo de padrdes independentes presentes em uma matriz de dados, simplificando os
dados multivariados com uma perda de informag@o minima e mensuravel.

Quando a ACP ¢ aplicada a uma matriz de genotipos individuais € o seu resultado ¢
apresentado como um diagrama cartesiano, em que os dois primeiros CPs sdo utilizados como
coordenadas e no qual cada individuo ¢ representado como um ponto, individuos
geneticamente mais similares tenderdo a estarem mais proximos nesse espago bidimensional.
Assim, o diagrama dos dois primeiros CPs pode refletir como os fluxos génicos contribuiram
para o estabelecimento de padrdes de variacdo genética similares, de modo que Cavalli-Sforza

& Menozzi (1994) demonstraram que essa representacdo muitas vezes ird se assemelhar a
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situagdo encontrada no mapa geografico, pois populagdes proximas geograficamente tendem a
ser mais similares geneticamente. Por outro lado, caso haja estruturacdo populacional na
amostra analisada, esta estruturacdo também podera ser detectada no diagrama da ACP, pois
os individuos de cada subpopulagdo se apresentardo mais proximos entre si no espago

bidimensional, diferenciando-se dos individuos de outras subpopulagdes presentes na amostra.
I - 2. Medidas de variabilidade genética

O padrao de diversidade genética das populagdes humanas modernas ¢ o resultado da
combina¢do de diversos fatores evolutivos: (1) demogréaficos (atuam em todo o genoma),
como flutuagcdes no tamanho efetivo populacional, sub-estruturacdo, endogamia e fluxo
génico; (2) fatores ligados ao acaso, como a deriva genética; e (3) fatores gene-especificos,
como mutagdes, taxas de recombinacao e pressdes seletivas (Tishkoff & Verrelli 2003; Jorde
et al. 2001). Entretanto, para entender a influéncia desses fatores evolutivos na genética das
populagdes, ¢ necessario que se saiba descrever e quantificar a variacao genética dentro de
uma populagdo e entre as populagdes.

Um dos principios mais importantes para os estudos de variagdo genética foi proposto
por Hardy (1908) e Weinberg (1908) e ficou conhecido como principio Hardy-Weinberg.
Esse principio estipula que apds uma geragao de cruzamentos ao acaso, as freqiiéncias
genotipicas de cada /ocus podem ser representadas por uma fungdo binomial (se o locus €
bialélico) ou multinomial (se multialélico) das freqiiéncias alélicas. Por exemplo, para um

locus com dois alelos 4 e a com freqiiéncias p e g respetivamente:
(p+q) =p" +2pq+q’

Onde:

- p* é a frequéncia esperada do gendtipo AA;

- 2pq ¢ a frequéncia esperada do genotipo Aa;

- g* a frequéncia esperada do gendtipo aa.

Também por esse principio, na auséncia de fatores evolutivos que alteram as
freqiiéncias alélicas - como selegdo, deriva genética, fluxo génico e mutagao - ¢ mantendo-se
0s cruzamentos ao acaso, as freqiiéncias genotipicas, conhecidas como propor¢des de Hardy-
Weinberg, ndo irdo se alterar ao longo do tempo. Freqlientemente, refere-se as proporcdes de

Hardy-Weinberg como freqiiéncias do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), porém, esse ¢é
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um tipo de equilibrio especial, pois: (1) se as propor¢des genotipicas sdo perturbadas sem que
se alterem as freqii€ncias alélicas, elas retornardo as frequéncias do EHW apo6s uma geragao
de cruzamentos ao acaso; (2) mas se as freqii€ncias alélicas sdo alteradas, os genotipos estardo
presentes em uma nova configuracdo de proporcdes de Hardy-Weinberg, determinadas pelas
novas freqiiéncias alélicas.

Nos estudos de genética de populacdes, ¢ uma pratica comum testar se as frequéncias
genotipicas observadas estdo de acordo com as esperadas na hipdtese de EHW, sendo que a
expectativa de equilibrio geralmente ¢ atendida em estudos com populagdes humanas
(Witherspoon et al. 2006; Bastos-Rodrigues et al. 2006; Tishkoff et al. 1998). Embora
teoricamente a adaptacdo ao EHW indique que os fatores evolutivos ndo estejam atuando, sua
interpretagdo mais apropriada ¢ a de que os testes estatisticos utilizados nao sdo
suficientemente poderosos para capturar afastamentos muito pequenos do EHW. Desse modo,
para capturar desvios do EHW, ¢ necessario que se estude muitos /oci, ou que o efeito dos
fatores evolutivos seja suficientemente forte. Os desvios das freqii€ncias genotipicas
esperadas no EHW podem sugerir a ocorréncia de fatores evolutivos como endogamia e
estruturagdo populacional, ou podem apresentar uma explicagdo de ordem técnica (e ndo
evolutiva) sendo decorrentes de erros de genotipagem (Wittke-Thompson et al. 2005; Cox &
Kraft, 2006).

A quantidade de heterozigosidade (4 = 2pq) esperada no EHW, para um dado locus, €
uma medida de variagdo genética bastante utilizada na investigacdo da variagdo genética
populacional (Nei & Roychoudhury, 1974; Nei, 1987). Geralmente, como os estudos sdo
realizados com um grande ntimero de loci, utiliza-se a média da heterozigosidade por locus
(H), definida como a média de / ao longo de todos os loci estudados. Valores de H elevados
indicam alta diversidade e sdo esperados em populagdes antigas ou recém miscigenadas. Em
estudos com populagdes humanas: (1) os maiores valores de H sdo encontrados para as
populagdes africanas (Rosenberg et al. 2002; Li et al. 2008; Jorde et al. 2000); (2) os menores
valores s3o encontrados para populacdes que t€ém passado por uma série de efeitos fundador
na sua historia demografica, como nativas da América e Oceania (Rosenberg et al. 2000; Li et
al. 2008); e (3) populagdes miscigenadas da Asia central usualmente apresentam valores altos
de H (Li et al. 2008).

Outra abordagem classica adotada nos estudos de genética de populagdes, comumente
utilizada para se estimar a distribui¢ao da variagdo genética em uma populagdo subdividida,
foi desenvolvida por Wright (1951; 1956) e ficou conhecida por estatisticas-F. Essa

abordagem envolve trés coeficientes F' de correlacdao (Fsr, Fis € Fir), usados para alocar a
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variagdo genética em trés niveis: populacional (7), subpopulacional (S) e individual (/). Esses
trés coeficientes (ou mais, se houver subdivisdes adicionais) se inter-relacionam de modo que
Fsré uma medida de diferenciacdo genética entre as subpopulagdes e ¢ sempre positivo. Fig e
Fr sao medidas de desvio das propor¢des de Hardy-Weinberg dentro das subpopulagdes e na
populagdo total, respectivamente, onde valores positivos indicam uma deficiéncia de
heterozigotos e valores negativos indicam um excesso de heterozigotos em relagdo ao
esperado sob EHW. Mais especificamente: Fsy ¢ a correlagdo entre gametas amostrados
aleatoriamente de subpopulagdes diferentes em relagdo a populagdo total (e,
consequentemente, ¢ positivo e diferente de zero quando o efeito Wahlund determina um
excesso de homozigotos na populacdo total); Fis ¢ a média, ao longo de todas as
subpopulagdes, da correlagdo entre os gametas que se unem para formar os individuos, em
relacdo aos gametas das subpopulagdes a que esses individuos pertencem; e Fjr¢€ a correlagao
entre os gametas que se unem formando individuos, em relacdo aqueles da populagdo total
(Wright, 1965) e depende do efeito conjunto de Fis e Fsr. As trés estatisticas-F se relacionam
através da seguinte formula:
(I_F}T):(I_F}S)(I_FST)

Desde sua criacdo, as estatisticas-F tém sido bastante utilizadas por geneticistas de
populagdes na interpretacdo de dados de populacdes naturais (Weir & Cockerham 1984;
Robertson & Hill, 1984; Long, 1985; Slatkin & Barton, 1989; Kidd et al. 2004; Weir et al
2005; Bastos-Rodrigues et al. 2006). Embora as estatisticas-F' sejam uteis para descrever a
estrutura genética das populagdes, os modelos ideais utilizados para inferir a acao de fatores
evolutivos, a partir das estatisticas-F, sao pouco realistas (Whitlock & McCauley, 1999). Isso
¢ particularmente verdade em pesquisas de genética da conservagdo, em que as populagdes
das espécies de interesse sdo pequenas ou recentemente diminuiram de tamanho, sofreram
fragmentacao ou, de algum outro modo, foram perturbadas demograficamente: esses sao
exatamente os tipos de situacdes demograficas que podem criar um viés nas estimativas de
migracdo baseadas nas estatisticas-F (Whitlock & McCauley, 1999; Kinnison et al. 2002).
Apesar dessas limitagdes, as estatisticas-F' de Wright t€ém permanecido como o parametro
padrao utilizado para descrever a distribuicdo primaria da variacdo genética entre
subpopulagdes pré-definidas (Neigel 2002; Weir & Hill 2002).

Muitos estudos ja demonstraram que as diferencas entre as populagdes humanas
representam apenas uma pequena parcela do total da variancia genética encontrada, sendo

comumente estimado um Fgr que varia de 0,10 a 0,15 para as populagdes humanas (Lewontin
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1972; Nei & Roychoudhury, 1982; Latter, 1980; Bowcock et al., 1991; Barbujani et al. 1997,
Jorde et al. 2000; Watkins et al. 2003; Altshuler et al. 2005; Rosenberg et al. 2005). Em
1972, em um estudo classico, Lewontin realizou uma estimativa da distribuicdo dos
componentes de variancia genética em humanos nos niveis individual, populacional e
regional, através de estudos com grupos sanguineos, variantes protéicas € isoenzimas.
Lewontin (1972) obteve a seguinte distribui¢do: 85,4% da varidncia estd dentro das
populacdes; 8,3% estd entre as populacdes e dentro dos continentes; e 6,3% estd entre os
continentes. Posteriormente, utilizando marcadores de DNA, outros autores obtiveram
resultados similares (Barbujani et al. 1997; Barbujani & Di Benedetto, 2001; Excoffier &
Hamilton, 2003), enquanto Rosenberg et al. (2002) observaram que 93-95% da variancia
genética esta dentro das populacdes e que apenas 3,6% estd entre as maiores regioes
geograficas do globo. Esses estudos levaram ao importante corolario de que a espécie humana
possui um baixo nivel de estruturagdo geografica que ndo ¢ compativel com a existéncia de

racas (Templeton, 1999; Bamshad et al. 2004).

I - 3. Origem africana do Homo sapiens

Em meados do século XX, estudos feitos em proteinas ja indicavam o potencial de
dados genéticos em fornecer informagdes sobre a histéria e geografia das populacdes
humanas (Race & Sanger 1975; Pauling et al. 1949). Posteriormente, os esfor¢os para
reconstruir a origem e dispersdo do homem moderno focavam em sequéncias de DNA obtidas
de compartimentos hapléides do genoma: o DNA mitocondrial e a regido ndo-recombinante
do cromossomo Y (Stringer & Andrews, 1988; Cann ef al. 1987; Excoffier 2002; Harpending
et al. 1998; Hammer et al. 1997). Atualmente, a crescente sofisticagdo das ferramentas
computacionais somada a abundancia de dados de dois outros compartimentos genomicos -
cromossomo X (Takahata et al. 2001; Garrigan et al. 2005; Hammer et al. 2004) e
autossomos (Harding et al. 1997; Zhao et al. 2000; Yu et al. 2000) - estdo produzindo novas
perspectivas no estudo da histéria evolutiva humana.

Os estudos realizados até hoje, permitem que se tirem algumas conclusdes gerais sobre
a origem e evolugdo dos Homo sapiens (Garrigan & Hammer, 2006). Em primeiro lugar,
estudos paleoantropoldgicos e genéticos sugerem que o homem anatomicamente moderno
surgiu na Africa equatorial hd aproximadamente 200 mil anos atras e de 1a se espalhou pelo
resto do globo nos ultimos 100 mil anos, substituindo completamente as outras formas

arcaicas de Homo, enquanto avangava por todo o Velho Mundo (Cann et al. 1987; Excoffier
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2002; Harpending & Cochran, 2002). Esse modelo de evolugdo proposto, conhecido como
“Modelo fora da Africa”, ¢ freqiientemente confrontado com o modelo “Multi-regional”, que
sugere que os humanos anatomicamente modernos evoluiram de formas arcaicas de Homo em
varias localidades do Velho Mundo. Por este modelo, a homogeneidade genética vista hoje
seria resultado de fluxo génico e da selecao natural (Wolpoff e al. 1994). Entretanto, embora
alguns autores ainda o defendam (Wolpoff et al. 2000; Thorne & Wolpoff 2003; Templeton
1997; Hawks et al. 2000), as evidéncias genéticas claramente favorecem o “Modelo fora da
Africa”.

Dentre as evidéncias que sustentam a origem unicamente africana, estd o excesso de
diversidade genética encontrado na Africa em relagdo as demais regides mundiais, em varios
compartimentos do genoma, como o DNA mitocondrial (Vigilant ef al. 1991), cromossomo Y
(Underhill et al. 2000) e DNA autossomico (Rosenberg et al. 2002; Rosenberg et al. 2005;
Ramachandran et al. 2005). Esse padrdo de diversidade ¢ compativel com um cenario no qual
uma pequena fracdo da populacgdo africana, contendo um subconjunto da variagdo genética da
Africa, deixou a Africa para colonizar o resto do mundo ha cerca de 100 mil anos atras. Além
disso, uma segunda evidéncia para a origem unica africana vem de estudos em que foi
possivel determinar o estado ancestral de uma série de polimorfismos, por exemplo, através
de comparagdes com um grupo externo como os chimpanzés. Nesses estudos, a raiz da arvore
filogenética humana usualmente recai mais proxima ou dentro das populagdes africanas
(Underhill et al. 2000; Ingman et al. 2000; Thomson et al. 2000). Em terceiro lugar, os
valores de desequilibrio de ligacdo, que podem refletir as idades dos hapldtipos dentro das
populagdes, geralmente sdo mais baixos em populagdes africanas, quando comparadas com
nao-africanas, sugerindo que as africanas sao populagdes mais antigas (Jorde et al. 2000; Kidd
et al. 2000; Tishkoff et al. 1998; Tishkoff et al. 2000). Por ultimo, os estudos sobre variagdo
haplotipica mostram que haplétipos encontrados fora da Africa usualmente sdo subconjuntos
da grande colecio de haplotipos encontrados na Africa (Underhill ez al. 2000; Wooding et al.
2002; Tishkoff ez al. 2000).

I - 4. Projetos de investigacao da variacao genética em humanos

Até recentemente, as pesquisas voltadas para a genética de populagdes humanas
apresentaram-se, em grande parte, como um esfor¢o fragmentado (Cavalli-Sfrorza, 2005). De
fato, apenas quando o Projeto Genoma Humano (Human Genome Project - HGP; Watson,

1990) estava em plena atividade, foi levantada a idéia de um estudo sistematico e em larga
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escala das variagcdes do genoma humano (Cavalli-Sforza, 1990). Mais especificamente, notou-
se que amostras renovaveis de populagdes bem escolhidas ao longo de todo mundo, para as
quais qualquer parte do genoma poderia ser examinada, poderiam facilitar enormemente os
estudos genéticos de geografia e historia da espécie humana. Nascia, assim, a idéia do Human
Genome Diversity Project (HGDP).

O HGDP ¢ um projeto internacional que procura entender a diversidade e a historia
das populagdes humanas modernas (Cann et al. 2002). Laboratorios de varias regides do
mundo tém contribuido com linhagens celulares autdctones, de diferentes populagdes, para
uma colecdo mantida pela Foundation Jean Dausset - Centre d’Etude du Polymorphisme
Humain (CEPH), em Paris, Franga. Atualmente, ha no CEPH um total de 1063 linhagens
celulares de linfoblastos (LCLs) cultivadas, de 1050 individuos, distribuidos em 51
populagdes mundiais. Optou-se por culturas celulares por razdes de exatidao e capacidade de
renovagdo, evitando-se assim erros potenciais de troca de nucleotideos e esgotameno das
amostras, advindos da utilizagdo de métodos in vitro como a PCR (Cavalli-Sforza, 2005).
Todas as amostras armazenadas no CEPH seguem os critérios do comité ético do HGDP,
incluindo a coleta apenas mediante consentimento informado (Committee on Human Genome
Diversity - National Research Council, 1997). As informacdes de cada LCL resumem-se ao
sexo do individuo e a sua populagdo e origem geografica. O DNA dessas células esta
disponivel para pesquisas sem fins lucrativos, essencialmente a pre¢o de custo. As amostras
do CEPH ja foram dstribuidas para mais de 100 pesquisadores de todo o mundo e estudos de
grande impacto foram realizados a partir dessas amostras (e.g. Rosenberg et al. 2002;
Zhivotovsky et al. 2003; Gonzalez-Neira et al. 2004; Rosenberg et al. 2005; Serre & Paabo
2004; Sabeti et al. 2007).

Além do HGDP, outro projeto que busca caracterizar a variacdo genética humana € o
SNP500Cancer (Packer et al. 2004). O SNP500Cancer, iniciativa do National Cancer
Institute - Cancer Genome Anatomy Project (Strausberg et al. 2000), ¢ especificamente
voltado para gerar recursos que contribuam na identificagdo e caracterizacdo de
polimorfismos de base unica (SNPs) e de outras formas de variagcdo genética potencialmente
importantes em estudos de epidemiologia molecular de doengas complexas como o cancer
(Packer et al. 2004). No SNP500Cancer, sdo estudados amostras dos genomas de 102
individuos and6nimos, obtidas dos repositorios celulares do Coriell Institute for Medical
Research (Camden, Nova Jérsei, Estados Unidos da América). Essas amostras representam os
quatro grupos étnicos mais representativos da populagdo dos Estados Unidos, de acordo com

as declaragoes de ascendéncia dos individuos amostrados: 24 africanos/afro-americanos, 31
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caucasianos, 24 asidticos e 23 hispanicos, sendo que estes ultimos sdo os individuos de
ancestralidade latino-americana, que ndo se auto-identificam como nativo-, afro- ou euro-
americanos.

No presente estudo, utilizamos amostras desses dois projetos, HGDP e
SNP500Cancer, além de amostras de quatro populagdes nativo-americanas, para calcular
estimadores classicos da diversidade inter- e intra-populacional, nas diversas populagdes

humanas distribuidas por todo o mundo.
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IT - Objetivos

I1 - 1. Objetivo geral

Determinar a estrutura genética das populagdes humanas a partir de dados de SNPs em genes
de interesse biomédico e discutir os fatores evolutivos que possam ter contribuido para defini-

la.

II - 2. Objetivos Especificos

1. Calcular as freqiiéncias alélicas e genotipicas para 1256 SNP das amostras de cada uma
das 52 populagdes estudadas do HGDP, de quatro populacdes nativo-americanas estudadas
por nosso laboratorio (Cayapa, Quechua, San Martin e Matsiguenga), dos nove grupos
populacionais formados a partir dessas 56 populagdes, e das quatro populagdes do Projeto

SNP500Cancer;

2. Aplicar o teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada um dos SNPs, dentro das

amostras populacionais;

3. Estimar a variabilidade intra-populational utilizando a heterozigosidade esperada para

cada SNP, em cada uma das amostras dessas populacdes e grupos populacionais;

4. Calcular as estatisticas-F (Fisr, Fis € Fjr) para determinar a estrutura genética dentro e

entre as populagdes e grupos populacionais amostrados;

5. Verificar, através da Andlise de Componentes Principais (ACP), a estrutura genética das

populagdes e grupos amostrais, estudados isolados e conjuntamente.
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III - Materiais e Métodos

III - 1. Amostragem

Os dados de genotipagem utilizados correspondem a 1256 SNPs, distribuidos em 390
genes de cromossomos autossomicos, do Cancer SNP Panel - plataforma Illumina
GoldenGate® (Fan et al. 2003; Shen et al. 2005; Figura 2; Anexo I). Ao todo, foram
analisados 1198 individuos. Desses, 1029 sdo individuos autoctones de diferentes
ascendéncias, pertencentes as 52 populagdes do painel de amostras do Human Genome
Diversity Project - HGDP (Cann et al. 2002; Anexo II); 102 pertencem as quatro populagdes
(Caucasiana, Hispanica, Asiatica e Afro-americana) do projeto SNP500Cancer (Packer et al.
2004); e 67 sao nativo-americanos do Peru e Equador, cujas amostras estdo disponiveis em
nosso laboratério (Figura 3). Este ultimo conjunto de amostras ¢ composto por: (a) 22
individuos Quechua dos Andes peruanos; (b) 17 individuos Quechua/Matsiguenga de San
Martin (Peru); (c) 21 individuos Matsiguengas de Monte Carmelo (Peru); e (d) 7 Cayapas do
Equador. As amostras (b), (c¢) e (d) foram coletadas na regido localizada entre as montanhas
andinas (oeste) e a regido amazodnica (leste). Todos os dados analisados foram gerados em
colabora¢do com o Dr. Stephen J. Chanock (National Cancer Institute - NCI) e encontram-se
no banco de dados DIVERGENOMEdb, a plataforma de bioinformatica em desenvolvimento
no nosso laboratorio (Magalhaes et al. em preparagao).

Para a realizacdo das andlises, em um primeiro momento, os dados de genotipagem
dos representantes dos quatro grupos étnicos do SNP500Cancer foram mantidos isolados. Os
demais individuos foram amostrados de duas formas: em suas respectivas populagdes isoladas
e em grupos populacionais formados de acordo com a origem geografica das amostras. Para a
formacgao desses grupos, as amostras de chineses Han do norte e sul da China, assim como em
Xing et al. (2009) e Tishkoff et al. (2009), foram combinadas em uma s6, enquanto os Bantus
africanos do nordeste foram analisados separadamente dos Bantus do sudeste e sudoeste, do
mesmo modo que em Bastos-Rodrigues et al. (2006) e Rosenberg et al (2005). Os norte-
africanos Mozabites foram analisados juntamente com as populagdes do Oriente Médio,
baseando-se em estudos que relatam a semelhanca genética entre essas populagdes
(Rosenberg et al. 2002; Nievergelt et al. 2007; Li et al. 2008; Tishkoff et al. 2009) e a suposta
origem dos Mozabites no Oriente Médio (Foster & Romano, 2007; Hellenthal et al. 2008).
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Amostra de DNA (minimo
250 ng - 50ng/pL) ativada com
a ligacdo de particulas
paramagnéticas

Hibridizac¢éo dos
oligonucleotideos-teste e
ligagdo dor DNA a particulas PL o Endere(,‘o/ P3
paramagnéticas (0s 5 Gnico o

oligonucleotideos que ndo se 5 /

hibridizaram estéo circulados)

Lavagem dos I
oligonucleotideos-teste que /L_/ T / .
nio se hibridizaram. A /\—-‘;3‘

~ . P1
Extensao alelo-especifica e, o =il
entdo, reacao de ligacao. 5 P2 lv

Amplificagdo dos produtos da
extensdo e ligacdo através de
PCR com primers (P1,P2 e
P3) marcados com
fluorescéncia.

Os produtos da PCR s@o
transformados em fita-simples.

Hibridizacdo ao Sentrix Array

Identificagdo dos genotipos
através da analise dos sinais de
fluorescéncia.

Figura 2. Ilustracio do método de genotipagem Illumina GoldenGate®. Sio utilizados trés
oligonucleotideos-teste, todos contendo regides de complementaridade gendmica e sitios de iniciadores
universais de PCR. Dois deles sdo especificos a cada alelo do SNP; o terceiro hibridiza-se de uma a 20
bases de distancia do SNP e contém sequéncia de “endereco unico”, complementar a um tipo particular de
pérola da matriz Sentrix Array. Apds a hibridizagdo, sdo realizadas lavagens para diminuir o ruido na
genotipagem e ¢ adicionada uma polimerase que realiza a extensao do oligonucleotideo que contém o alelo
especifico até o oligonucleotideo que carrega a sequéncia de “endereco Unico”. Em seguida, ocorre a
ligagdo pela DNA ligase e o produto dessa ligagdo serve de molde para a amplificacdo por PCR, utlizando
apenas trés iniciadores universais (P1, P2 e P3) marcados com fluorescéncia. Os produtos da PCR,
transformados em fita simples, sdo hibridizados a seu tipo de pérola complementar na matriz, através de
sua sequéncia de “endere¢o unico”, permitindo a identificacdo dos genotipos através do BeadArray Reader
(Barker et al. 2003), um programa especializado na analise da fluorescéncia emitida. (Figura modificado de
Shen et al. 2005).
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53* — 53-a, 53-b, 53-c, 53-d
Figura 3: Distribuicado geografica aproximada das populacoes do HGDP-CEPH, do
SNP500Cancer e das 4 populacdes Nativo Americanas do Peru e Equador de nosso laboratorio,
cujos dados estiao disponiveis para esse estudo.

1 Bantu NE e SE/SO; 2 Mandenka; 3 Ioruba; 4 San; 5 Pigmeu Mbuti; 6 Pigmeu Biaka; 7 Mozabite; 8
Orcadiana; 9 Adygei; 10 Russa NO; 11 Francesa Basca; 12 Francesa; 13 Bérgamo; 14 Sardenha; 15
Toscana; 16 Beduina; 17 Drusa; 18 Palestina; 19 Balochi; 20 Brahui; 21 Makrani; 22 Sindhi; 23
Pathan; 24 Burusho; 25 Hazara; 26 Uigur; 27 Kalash; 28 Han (China S); 29 Han (China N); 30 Dai. 31
Daur; 32 Hezhen; 33 Lahu; 34 Miaozu (Miao); 35 Orogen; 36 She; 37 Tujia; 38 Tu; 39 Xibo; 40 Yizu
(Yi); 41 Mongolia; 42 Naxi; 43 Camboja; 44 Japonesa; 45 Yakut; 46 Melanésia; 47 Papua; 48
Karitiana; 49 Surui; 50 Piapoco e Curripaco; 51 Maia; 52 Pima; 53" Populagdes Nativas do Peru e
Equador (53-a Cayapa, 53-b Quechua, 53-¢ San Martin ¢ 53-d Matsiguenga); A Populagdes do
SNP500Cancer (Ascendéncia Caucasiana; Ascendéncia Asiatica; Hispanicos e Afro-americanos).
(Figura modificada de Cavalli-Sforza, 2005)
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A primeira forma de andlise envolveu 56 amostras populacionais: quatro populagdes
nativo-americanas do nosso laboratério e 52 do HGDP. Em seguida, foram analisadas as
quatro populacdes do SNP500Cancer. Por fim, foram analisados os nove grupos

populacionais formados por amostras do HGDP e nativo-americanas do nosso laboratorio.

III - 2. A plataforma R

A plataforma R (R Development Core Team, 2008; http://www.r-project.org) ¢ um
ambiente e uma poderosa linguagem de programacgdo voltada para a manipulagdo de dados
estatisticos, modelagem e visualizagdo de graficos. R oferece recursos similares aos
fornecidos pela linguagem S (Becker et al. 1998) e por outros programas de analise
estatistica, como o MatLab® e Mathematica®. Porém, apresenta a grande vantagem de ser
um software livre GNU que utiliza a licenga aderida GPL (General Public Licence).

R, assim como S, ¢ uma plataforma projetada em torno de uma verdadeira linguagem
de computacao bem desenvolvida, simples e eficaz, que inclui condig¢des, loops e ferramentas
de entrada e saida de arquivos. Isso permite aos seus usudrios criar novas fungoes,
adicionando funcionalidade ao programa. Grande parte do seu sistema € escrito no proprio
dialeto R, o que torna mais facil a compreensdo das escolhas algoritmicas realizadas. A R ¢
altamente extensivel através de pacotes. Muitos deles foram desenvolvidos através do projeto
Bioconductor, que visa ao desenvolvimento de pacotes de programas que fornecam
ferramentas de andlise e compreensdo de dados gendmicos. Esses pacotes encontram-se
disponiveis no repositério do projeto, no sitio http://www.bioconductor.org/.

Através da plataforma R € possivel realizar uma ampla e variada gama de andlises
estatisticas, como, por exemplo, modelagem linear e nao-linear, testes estatisticos classicos,
analise de séries temporais € métodos multivariados. Os graficos gerados sao bem delineados
e de alta qualidade para impressdo, e ha a possibilidade de inclusdo de formulas e simbolos
matematicos quando necessario. Devido a todas essas vantagens a R tem sido cada vez mais
usada em analises de dados biologicos (e. g. Todd et al. 2007; Schmid et al. 2006; Aldrich et
al. 2008; Stranger et al. 2007).

Nesse projeto, na estimativa dos pardmetros de diversidade, utilizou-se um conjunto
de pacotes disponiveis na plataforma R para andlises de genética de populacdes: The Genetics
Package (Warnes et al. 2003), Package ‘adegenet’ (Jombart & Solymos 2008), The ade4
Package (Chessel et al. 2004) e HIERFSTAT (Goudet, 2005). Para tanto, foram desenvolvidos

scripts na linguagem R que automatizaram os céalculos para as combinagdes de SNPs e
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populagdes ou grupos populacionais estudados. Para a produgdo de graficos foram utilizadas
ferramentas basicas da plataforma R e, quando necessario, utilizou-se o pacote R Lattice
(Sarkar 2002).

Para gerar o arquivo de entrada (input file) para o programa R, foi utilizado um
algoritmo escrito em linguagem Perl, desenvolvido pelo aluno de doutorado Wagner
Magalhades (Programa de Doutorado em Bioinformatica - UFMG). Através desse algoritmo,
foi possivel criar uma matriz de gendtipos (SNPs), nas colunas, por individuos, nas linhas, a
partir dos dados obtidos no DIVERGENOMEdb, para cada populagdo e grupo populacional

estudados.

I1I - 3. Freqiiéncias alélicas e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg

As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram calculadas através das fungdes R summary
e genotype, esta ultima pertencente ao pacote R The Genetics Package (Warnes et al. 2003).
A fungdo genotype cria um objeto com os geno6tipos dos loci analisados, a partir de um vetor
contendo os alelos dos SNPs para cada um dos individuos amostrados. A funcao summary,
por sua vez, ¢ uma funcdo R genérica usada para produzir resumos dos objetos resultantes da
aplicacdo de outras func¢des. Ao aplica-la ao objeto resultante da fungdo genotype foram
obtidas, entre outros argumentos, as freqiiéncias alélicas e genotipicas para os SNPs dentro
das amostras das populacdes e grupos populacionais.

Para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) das propor¢des genotipicas de
cada SNP, dentro das populagdes estudadas, foi empregado o teste exato, utilizando-se a
funcdo HWE.exact do pacote R The Genetics Package (Warnes et al. 2003). O teste exato
estima a probabilidade de se obter a distribuicdo observada (ou uma distribuicao ainda mais
diferente da esperada no EHW), quando a hipotese nula, isto ¢é, a hipdtese de que as
freqliéncias genotipicas estdo em EHW, ¢ verdadeira.

Na analise dos valores de significancia (P) obtidos com o teste, foi adotada a seguinte
corre¢do: se todos os SNPs que usamos fossem independentes, ou seja, ndo houvesse
desequilibrio de ligagdo entre eles, por se tratar de uma comparagao multipla, a correcao de
Bonferroni o/N poderia ser adotada. A partir dessa corre¢do, o patamar do valor de P, que
delimita a regido de rejeicdo da hipotese nula, seria reduzido, diminuindo-se, assim, a
probabilidade do erro tipo I (em que se rejeita a hipdtese nula quando ela ¢, de fato,

verdadeira). Nesse caso, como temos 56 populagdes e, para cada uma delas, hd 1256 SNPs
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que estdo sendo testados para o EHW (56 x 1256 comparagdes multiplas), ao se fixar a=5%,
teriamos:
a/N = 0,05/1256x56 = 7,11 x 107

Assim, uma possibilidade seria adotar 10”7 como o patamar superior do valor P.
Entretanto, os 1256 SNPs considerados nas analises ndo sdo completamente independentes.
De fato, muitos deles estdo no mesmo gene e podem apresentar desequilibrio de ligagdo.
Dessa forma, um conjunto de SNPs no mesmo gene poderia estar fora do EHW porque
compartilham uma histéria evolutiva, ¢ nao por um erro tipo I. Essa auséncia de
independéncia entre os SNPs implicaria que, ao adotarmos a estratégia conservadora da
correcdo de Bonferroni, aumentariamos a possibilidade de incorrermos em erro tipo II (em
que nao rejeitamos a hipdtese nula quando ela ¢ falsa). Por este motivo, optamos por elevar
esse patamar para 10™, para diminuir a possibilidade da ocorréncia desse tipo de erro, apesar
de reconhecermos que através dessa estratégia poderiamos obter resultados falsos positivos
(erro tipo I). Por raciocinio andlogo, também foi adotado o patamar 10 na anélise dos valores

P encontrados para os SNPs das popula¢des do SNP500Cancer.
I1I - 4. Heterozigosidade esperada
A heterozigosidade esperada (Hu) também foi obtida através aplicacdo da funcao R

summary ao resultado da fungdo genotype. Para o seu célculo, o programa utilizou a seguinte

formula:

Onde:

- Pi ¢ a freqiiéncia alélica estimada para o alelo

(1344
1

(i.e. a propor¢ao observada na
amostra);
- n ¢ o numero de individuos amostrados.

A partir de todos os valores de heterozigosidade encontrados para os /oci, dentro de
cada amostra das populagdes e dos grupos populacionais, foi calculada uma média por

amostra.
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III - 5. Estatisticas-F (FSTa FIS, FIS)

No célculo das estatisticas-F (Fsr, Fis, Fis), utilizou-se os pacotes R Package
‘adegenet’ (Jombart & Solymos, 2008) e HIERFSTAT (Goudet, 2005). Através da fungdo
df2genind do Package ‘adegenet’, uma matriz de SNPs por individuos, de cada de populacao
ou grupo populacional amostrado, foi transformada em um objeto no formato genind. Esse ¢
um formato usado em R para armazenar gendtipos individuais. Apos obter os dados nesse
formato, foi acionado o pacote HIERFSTAT, no qual estd implementado o algoritmo de Yang

(1998), que calcula as estatisticas-F, com base nas seguintes definigdes:

- 6°; é 0 componente de varidncia para o nivel i;

2 oy g2
UZi—Zﬁ:lgk

¢ a soma dos componentes de variancia do nivel hierarquico mais

baixo até o nivel i;

9 i 2
Oy = Yo (i) Or . o . ,
i) = 2k=(+1) Ok ¢ a soma dos componentes de variancia a partir de um nivel

acima do nivel hierarquico j até o nivel i;

A estatistica-F entre os niveis hierarquicos j e i ¢ determinada por:
Fy = )
]

Em nossas andlises, foram utilizados quatro niveis hierarquicos: individuos (nivel 1),
populagdes (nivel 2), grupos populacionais (nivel 3) e mundo (nivel 4), relativo ao conjunto
resultante da unido das amostras de todas as populacdes. Dentro dos grupos populacionais,
adotando-se o nivel 3 como o nivel hierarquico mais alto, foram calculadas as estatisticas-F
Fsr, Fis, Fis (respectivamente, Fs, F;; € F;3). Quando se considerou o nivel 4 como o nivel
hierarquico mais elevado, foram calculadas as estatisticas Fsr (F24) € Fcr (F34), onde o sub-
indice c refere-se aos grupos populacionais.

Nas amostras das populagdes do HGDP, dos nativos americanos do nosso laboratorio

e do SNP500Cancer, calculou-se o coeficiente de endocruzamento Fis (£;3).
I1I - 6. Analise dos Componentes Principais (ACP)

A ACP foi utilizada para investigar a estruturacdo genética dentro dos grupos e

€C_ 9

populagdes analisados. Essa analise consiste em uma transformagao linear de “n” varidveis
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originais em “n” varidveis novas, chamadas componentes principais (CPs), de modo que a
primeira variavel nova computada seja responsavel pela maior variacdo possivel existente no
conjunto de dados, a segunda pela maior variacao possivel restante e assim por diante até que
toda a variagdo do conjunto tenha sido explicada. A ACP ¢, assim, uma técnica de
transformagdo de varidveis: se cada varidvel medida pode ser considerada como um eixo de
variabilidade, estando usualmente correlacionada com outras variaveis, esta analise
transforma os dados, de modo a descrever a mesma variabilidade total existente, com o
mesmo numero de eixos originais, porém, ndo mais correlacionados entre si.

Para a sua realizagdo, os dados a serem transformados utilizados foram matrizes de
genoétipos individuais. Foram empregados os pacotes R Package ‘adegenet’ (Jombart &
Solymos, 2008) e The ade4 Package (Chessel et al. 2004). Visando-se diminuir a distor¢ao na
estrutura dos eigenvalues, causada pelo desequilibrio de ligagao entre os SNPs analisados no
mesmo gene, para essas analises utilizou-se apenas um SNP de cada um dos genes disponiveis
no estudo, para um total de 390 SNPs (Anexo I).

As analises de ACP foram realizadas nas matrizes de gendtipos de individuos de cada
um dos nove grupos populacionais, formados por amostras das populacdes do HGDP e
nativo-americanas geradas em nosso laboratdrio, sendo cada individuo do grupo identificado
com a sua respectiva populagdo. Também foram realizadas analises do tipo ACP para todas
essas as populacdes conjuntamente e para o conjunto amostral formado pelas quatro
populagdes do SNP500Cancer. Por fim, a ACP foi utilizada para pesquisar a influéncia

genética das populagdes parentais na formacao da populagdo miscigenada hispanica.
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IV - Resultados

IV - 1. Freqiiéncias alélicas e genotipicas e Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

A partir do célculo das freqiiéncias alélicas em cada populacdo, foi possivel a
aplicagdo do teste do EHW. A populagdo que apresentou mais SNPs para os quais se rejeitou
o EHW foi a francesa (20 SNPs), seguida das populagdes do centro-sul asidtico Sindhi (16
SNPs) e Pathan (10), e da nativo-americana Quechua (10 SNPs; Tabela 1). Nos trés primeiros
casos a rejei¢do deveu-se, na grande maioria das vezes, a um excesso na freqliéncia de
gendtipos homozigotos em relacdo a esperada. Na populagdo Quechua, situada nos Andes
Centrais do Peru, a maior parte das ocorréncias de rejeicdo do EHW deveu-se a um excesso
na freqiiéncia de heterozigotos em relagao a esperada.

Entra as populacdes do SNP500Cancer, a populacao asidtica apresentou o maior

nimero de SNPs com freqii€ncias genotipicas fora do EHW (Tabela 2).

IV - 2. Variabilidade intra-populacional: Heterozigosidade esperada

A média da heterozigosidade esperada sob a hipotese de EHW para todos os loci foi
utilizada como estimativa de diversidade intra-populacional. As populagdes nativo-
americanas ¢ da Oceania apresentaram a menor diversidade (Grafico 1), sendo que a
populagdo Surui apresentou o valor mais baixo dentre todas as populag¢des analisadas (Tabela
1). Com excecdo de Matsiguenga, as demais populagdes do oeste da América do Sul -
Cayapa, San Martin e Quechua - apresentaram valores de heterozigosidade esperada mais
altos do que os encontrados para as populagdes do leste - Piapoco e Curripaco, Karitiana e
Surui. O continente africano (leste e oeste) também apresentou niveis baixos de diversidade
intra-populacional (Tabela 1; Grafico 1). As populagdes do leste asiatico apresentaram niveis
intermediarios de diversidade intra-populacional. Dentro deste grupo, a populagdo Uigur
apresentou uma maior diversidade (Tabela 1; Grafico 1).

As populacdes do centro-sul asiatico, da Europa e do Oriente Médio apresentaram os
maiores niveis de diversidade intra-populacional. Em particular, as populacdes paquistanesas
do centro-sul asiatico, Sindhi, Makrani e Brahui, e as populagdes européias, Russia e Adygei,
foram as que apresentaram os valores mais elevados dentre todas as populagdes mundiais

estudadas.
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Tabela 1: Distribuicdo das populagdes estudadas (HGDP e nativo-americanos do nosso laboratorio)

ao longo de seus respectivos grupos e parametros de estimativa da diversidade intra-populacional.

Popula(;éo1

N2

Het.
Esp.3

Ranking
Het. Es.p.4

Ranking SNPs fora

5
Fig

do EHW®

Hom

Leste Africano Pigmeu Biaka (6) 31 10,271 13 -0,012 14 2 1 1
Leste Africano | Pigmeu Mbuti (5) 13 | 0,246 7 0,011 36 zero - -
Leste Africano Bantu NE (1) 11 | 0,292 19 -0,006 18 zero - -
Leste Africano Bantu SE e SO (1) 8 10,284 17 0,025 46 zero - -
Oeste Africano | Mandenka (2) 24 | 0,281 15 -0,001 22 2 2 -
Oeste Africano | loruba (3) 25 0,282 16 0,019 42 zero - -
Oeste Africano | San (4) 7 10,228 2 -0,015 11 zero - -
Oriente Médio Mozabite (7) 30 | 0,336 38 0,006 29 2 1 1
Oriente Médio Beduina (16) 48 | 0,340 40 0,049 55 zero - -
Oriente Médio Drusa (17) 47 | 0,344 47 0,023 45 3 3 -
Oriente Médio Palestina (18) 49 | 0,348 51 0,009 34 7 6 1
Europa Francesa (12) 29 | 0,342 43 0,025 49 20 17 3
Europa Francesa Basca (11) 24 | 0,341 42 -0,023 9 3 3 -
Europa Sardenha (14) 28 | 0,339 39 -0,001 23 3 1 2
Europa Bérgamo (13) 13 | 0,346 50 0,027 50 zero - -
Europa Toscana (15) 8 10,345 49 -0,001 24 zero - -
Europa Orcadiana (8) 16 | 0,331 37 0,025 48 1 1 —
Europa Adygei (9) 15 | 0,353 56 0,018 41 1 1 -
Europa Russa NO (10) 25 | 0,351 55 -0,008 16 6 4 2
Centro Sul

Asiatico Brahui (20) 25 | 0,350 54 0,017 40 3 2 1
Centro Sul

Asiatico Balochi (19) 25 | 0,341 41 0,046 52 2 2 -
Centro Sul

Asiatico Hazara (25) 25 0,342 45 0,021 44 zero — —
Centro Sul

Asiatico Makrani (21) 25 10,349 53 0,046 53 zero - -
Centro Sul

Asiatico Sindhi (22) 24 | 0,349 52 0,041 51 16 16 -
Centro Sul

Asiatico Pathan (23) 24 | 0,343 46 0,047 54 10 10 -
Centro Sul

Asiatico Kalash (27) 25 | 0,320 36 -0,007 17 1 1 -
Centro Sul

Asiatico Burusho (24) 25 10,345 48 0,011 37 1 1 -
Leste Asiatico Camboja (43) 10 | 0,317 35 0,009 33 zero — —
Leste Asiatico Han (28 e 29) 39 | 0,299 23 0,025 47 1 1 -
Leste Asiatico Tujia (37) 10 | 0,307 30 0,012 38 zero - -
Leste Asiatico Yizu-Yi (40) 10 | 0,303 29 0,002 27 zero - -
Leste Asidtico Miaozu-Miao (34) 10 | 0,301 27 -0,025 6 zero - -
Leste Asiatico Orogen (35) 10 | 0,300 25 -0,029 5 zero — —
Leste Asiatico Daur (31) 10 | 0,296 20 0,007 30 zero - -
Leste Asiatico Mongdlia (41) 10 | 0,314 34 0,009 32 zero - -
Leste Asidtico Hezhen (32) 9 10,300 26 -0,024 7 zero - -
Leste Asidtico Xibo (39) 9 10,307 31 0,01 35 zero - -
Leste Asidtico Uigur (26) 10 | 0,342 44 0,008 31 zero - -
Leste Asiatico Dai (30) 10 | 0,303 28 -0,003 20 zero - -
Leste Asiatico Lahu (33) 10 | 0,289 18 -0,016 10 zero - -
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Het. Ranking

Ranking SNPs fora

Populagéo' N Eep? HetEsp® 5 FS . doEHwS Hom
Leste Asiatico She (36) 10 | 0,300 24 -0,041 4 zero - -
Leste Asidtico Naxi (42) 10 | 0,298 21 0,004 28 zero - -
Leste Asiatico Tu (38) 10 | 0,312 32 -0,002 21 zero - -
Leste Asiatico Yakut (45) 25 10,313 33 -0,004 19 1 1 -
Leste Asiatico Japonesa (44) 30 | 0,299 22 0,002 26 zero - -
Oceania Papua (47) 17 | 0,250 9 0,002 25 1 1 -
Oceania Melanésia (46) 15 | 0,267 10 -0,045 3 1 1 -
América Central | Pima (52) 24 | 0,246 6 0,02 43 2 1 1
América Central | Maia (51) 25 10,278 14 -0,013 13 3 3 -
América do Sul | Piapoco e Curripaco (50) 13 | 0,244 5 -0,054 2 zero - -
América do Sul | Karitiana (48) 23 | 0,232 4 -0,023 8 1 1 -
América do Sul | Surui (49) 21 10,203 1 -0,102 1 zero - -
América do Sul | Cayapa* (53-a) 7 10,246 8 0,017 39 zero — —
América do Sul | Quechua* (53-b) 22 10,270 12 -0,015 12 10 2 8
América do Sul | San Martin* (53-c) 17 | 0,270 11 0,065 56 1 1 -
América do Sul | Matsiguenga* (53-d) 21 10,231 3 -0,01 15 1 1 -

* Amostras populacionais disponiveis em nosso laboratorio;

' Numero entre paréntesis referentes a localizagio geografica da populagio no mapa da Figura 3;

? N: Numero de individuos da populagio;

3 Het. Esp.: Média da heterozigosidade esperada para todos os loci, sob a hipotese de equilibrio de
Hardy Weinberg;

* Ranking Het. Esp.: Classificagio em relagio aos valores da média da heterozigosidade esperada (1
minimo, 56 maximo);

> Ranking Fis: Classificagdo em relagdo aos valores de Fig (1 minimo, 56 maximo);

% SNPs fora do EHW: Numero de SNPs para os quais foi rejeitada a hipotese de equilibrio de Hardy
Weinberg (p<10™);

"Hom ¢ * Het: Numero de SNPs para os quais a rejei¢do da hipotese de equilibrio de Hardy Weinberg
se deveu a um excesso na freqiiéncia de homozigotos ou heterozigotos, respectivamente, em relagdo a
esperada sob a hipdtese nula.

Tabela 2: Populagdes estudadas do SNP500Cancer e parametros de estimativa da diversidade intra-

populacional.
Populagéo Het.2 Ranking3 Fis Ranking SNPs forg do
Esp. Het. Esp. Fis EHW
Africa 24 0,310 1 0,041 2 1 1 —
Europa 31 0,350 3 0,001 1 2 2 —
Asia 24 0,324 2 0,091 4 9 9 -
Hispéanicos 23 0,350 4 0,048 3 1 - 1

"' N: Namero de individuos da populagio;

? Het. Esp.: Média da heterozigosidade esperada para todos os loci, sob a hipétese de equilibrio de
Hardy Weinberg,

* Ranking Het. Esp.: Classificacdo em relagdo aos valores da média da heterozigosidade esperada (1
minimo, 4 maximo);

* Ranking Fs: Classificagdo em relagdo aos valores de Fs (1 minimo, 4 maximo);

> SNPs fora do EHW: Numero de SNPs para os quais foi rejeitada a hipotese de equilibrio de Hardy
Weinberg (p<10™);

SHom e " Het: Numero de SNPs para os quais a rejeigdo da hipotese de equilibrio de Hardy Weinberg
se deveu a um excesso na freqiiéncia de homozigotos ou heterozigotos, respectivamente, em relagdo a
esperada sob a hipotese nula.
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A analise da heterozigosidade média encontrada nos grupos populacionais do HGDP e
nas populacdes do SNP500Cancer refletiu os resultados das analises das populagdes isoladas
(Tabelas 2 e 3). A populacdo miscigenada hispanica, por sua vez, do SNP500Cancer

apresentou um valor elevado de diversidade intra-populacional (Tabela 2).

Heterozigosidade esperada média has populacées em seus respectivos grupos

12

1. Baixa

2 Media

3 Alta

4. Muito Alta

10

coen

Mumero de Populagdes
6

1l 11

AFRL AFRO ORM EUR ASCS ASL OCE AMC AMS

Grupos

Griafico 1: Classes* da heterozigosidade esperada média (Het. Esp.) sob a hipotese de EHW,
dentro das populacdes distribuidas ao longo de seus grupos.

*As classes para os valores da Het. Esp. foram definidas de acordo com os quartis:

1. Baixa - Primeiro quartil: Het. Esp. < 0,2825

2. Média - Segundo quartil: 0,2825 < Het. Esp. <0,3030

3. Alta - Terceiro quartil: 0,3030 < Het. Esp. <0,3420

4. Muito Alta - Quarto quartil: Het. Esp. > 0,3420

AFRL: Leste Africano; AFRO: Oeste Africano; ORM: Oriente Médio; EUR: Europa; ASCS: Centro Sul
Asiatico; ASL: Leste Asiatico; OCE: Oceania; AMC: América Central; AMS: América do Sul.
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IV - 3. Estatisticas-F (Fsr, Fis e Fir)

Dentro das populacdes do HGDP e nativo-americanas, os menores valores estimados
para o coeficiente de endocruzamento (F7s), associados a baixos niveis de heterozigosidades,
foram encontradas nas populagdes nativo-americanas Surui e Piapoco-Curripaco e na
populagdo da Oceania Melanésia (Tabela 1; Grafico 2). Para populacdo nativo-americana San
Martin, que também apresentou um valor baixo de heterozigosidade média, foi encontrado o
valor mais elevado de Fjs dentre as 56 populagdes mundiais (0.065), ao lado dos beduinos do
Oriente Médio (0,049).

A populagdo francesa, e as populacdes do centro-sul asiatico Sindhi e Pathan, que
apresentaram o maior numero de SNPs com excesso de homizigotos em relacio ao EHW,
apresentaram, conforme o esperado, valores altos de Fjg (respectivamente 0,025, 0,041 e
0,047). Os nativo-americanos Quéchuas, que apresentaram 10 SNPs com excesso de
heterozigotos, apresentaram coerentemente um valor de Fjg negativo (-0,015). Dentro do
conjunto formado por todas essas populacdes mundiais (do HGDP e nativo-americanas do
nosso laboratorio) o valor encontrado para o Fsr foi 0,121.

Dentro dos grupos populacionais do HGDP, foram calculadas as estatisticas-F Fir, Fis
e Fir (Tabela 3; Grafico 3). Os grupos da América Central, Oceania ¢ América do Sul
apresentaram os maiores valores de Fsr e Fjr, sugerindo uma maior estruturagdo entre as
populagoes (efeito Wahlund) nestas regides. Os grupos do leste e do oeste africano
apresentaram valores intermediarios de Fsy e Fy7, enquanto os grupos do centro-sul e leste
asiatico, Europa e o Oriente Médio apresentaram os menores valores para essas estatisticas.
Para o Fis, os valores mais baixos foram encontrados para os grupos da América do Sul e
Oceania. Esses grupos contém as trés populagdes (Surui, Piapoco e Curripaco e Melanésia)
que apresentaram os valores mais baixos de Fjs quando analisadas isoladamente. Os grupos
do centro-sul asiatico e do Oriente Médio, também refletindo os resultados para as populagdes
isoladas, apresentaram os valores mais altos de Fis. O F¢r encontrado quando se analisou
todos os grupos conjuntamente foi 0,107.

Em relagdo as populacdes do SNP500Cancer, a populagdo de ascendéncia asiatica,
que apresentou nove SNPs com excesso de homozigotos em relacdo a EHW, apresentou o
maior valor de Fjs. O segundo maior valor ocorreu na populagdo miscigenada hispanica,
seguida da populagdo de ascendéncia africana, enquanto a populagdo de ascendéncia européia

apresentou Fsproximo a zero (Tabela 1).
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Tabela 3: Grupos populacionais estudados e pardmetros de estimativa da diversidade interna aos
grupos.

Grupos

Populacionais

Leste Africano 63 0,318 0,051 -0,006 0,046
Oeste Africano 56 0,289 0,055 0,007 0,061
Oriente Médio 174 0,349 0,018 0,023 0,040
Europa 158 0,349 0,013 0,005 0,017
Centro Sul Asiatico 198 0,354 0,019 0,039 0,057
Leste Asiatico 242 0,310 0,020 0,003 0,023
Oceania 32 0,272 0,101 -0,019 0,084
América Central 49 0,275 0,078 -0,003 0,075
América do Sul 124 0,299 0,135 -0,019 0,118

"N: Namero de individuos;
* Het. Esp.: Média da heterozigosidade esperada para todos os loci, sob a hipétese de equilibrio de
Hardy Weinberg;,

Fi= médio nas populagdes em seus respectivos grupos

1. Baixo

2. Médio

3. Alto

4. Muita Alta

noan

Mimero de Populagfes

in I il N N

AFRL AFRO ORM EUR ASCS ASL OCE AMC AMS

Grupas

Griafico 2: Classes* do coeficiente de endocruzamento, Fis, dentro das populacoes, distribuidas
ao longo de seus grupos.

*As classes para os valores do Fs foram definidas de acordo com os quartis:

1.Baixo - Primeiro quartil: £ <-0105

2.Médio - Segundo quartil: -0,0105 < F;5<0,0050

3.Alto - Terceiro quartil: 0,0050 < F;5 < 0,0192

4.Muito Alto - Quarto quartil: /75> 0,0192

AFRL: Leste Africano; AFRO: Oeste Africano; ORM: Oriente Médio; EUR: Europa; ASCS: Centro
Sul Asiatico; ASL: Leste Asiatico; OCE: Oceania; AMC: América Central; AMS: América do Sul.
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Estatisticas-F para os Grupos Populacionais
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Grafico 3: Valores das estatisticas-F (Fsr, Fis e Fir) dentro dos grupos populacionais.
AFRL: Leste Africano; AFRO: Oeste Africano; ORM: Oriente Médio; EUR: Europa; ASCS: Centro
Sul Asiatico; ASL: Leste Asiatico; OCE: Oceania; AMC: América Central; AMS: América do Sul.
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IV - 4. Analise de componentes principais (ACP)

Andlises de ACP foram realizadas nas matrizes de genotipos dos grupos
populacionais, buscando-se relacionar os resultados dessa analise com os valores de Fgr
estimados, uma vez que ambos (ACP e Fgr) permitem investigar a estruturacdo genética.
Posteriormente foi analisado, através da ACP, o conjunto formado por todos os grupos
populacionais. Por ultimo, a ACP foi utilizada para investigar a influéncia das populagdes
parentais na formacao da populagao miscigenada hispanica do SNP500Cancer.

Nos grupos da Oceania e da América Central, que apresentaram valores altos de Fsr, o
primeiro componente principal (CP1) diferenciou as populagdes que os compdem (Figuras 4 e
5). Na América do Sul, as populagdes do leste (Piapoco e Curripaco, Karitiana e Surui) foram
diferenciadas pelos dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2), evidenciando a
grande contribui¢do dessas populacdes para o elevado Fsr (o mais alto observado entre os
grupos), (Figura 6). Na ACP realizada com todos os individuos nativo-americanos, manteve-
se esse padrdo de diferenciacdo leste/oeste, com os Piapoco e Curripaco mais proximos das
populagdes da América Central, o que ¢ coerente com sua posi¢ao geografica no norte de

América do Sul (Anexo III).
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Figura 4: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo da Oceania.
Individuos de mesma populacdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em
porcentagem indicam a parcela de varidncia explicada pelos respectivos componentes principais.

CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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Figura 5: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo da América
Central. Individuos de mesma populagdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores
em porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais.
CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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Figura 6: Analise de Componentes Principais na matriz de gendtipos do grupo da América do
Sul. Individuos de mesma populagdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em
porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1:
Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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CP2
5,04%

No grupo do leste africano, que apresentou valor de Fgr intermediario, o CP1
diferenciou as populagdes Pigméias Mbuti e Biaka e os Bantus, porém, estes ultimos nao
foram diferenciados em nordeste e sudeste e sudoeste (Figura 7). No grupo do oeste africano,
com um Fsy também intermedidrio, € evidente a grande contribui¢ao dos San ao valor de Fsr
(CP1; Figura 8). A ACP envolvendo os dois grupos africanos ndo evidenciou a separagdo

entre estes grupos (Anexo IV).
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Figura 7: Analise de Componentes Principais na matriz de genodtipos do grupo do Leste
Africano. Individuos de mesma populagdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores
em porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais.
CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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CP2
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Figura 8: Anilise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo do Oeste
Africano. Individuos de mesma populacdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores
em porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais.
CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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CP2
1,93%

Em geral, os grupos euro-asidticos apresentaram valores baixos de Fsr. Na ACP, isto
se refletiu em uma separagdo menos nitida entre os individuos pertencentes a populacdes
diferentes no espaco das componentes principais. Porém, ¢ possivel observar uma relativa
diferenciagdo de algumas poucoas populagdes: Kalash (CP1) e Hazara (CP2) no Centro-Sul
Asiatico (Figura 9); e Yakut e Uigur no Leste Asidtico (CP1; Figura 10). Na ACP realizada
com todos os individuos do centro-sul e leste asidtico, embora seja evidente a diferenga entre
esses dois grupos populacionais (Anexo V), devida em parte a descontinuidade da
amostragem no painel do HGDP (Figura 3), ocorreu a sobreposicao entre individuos da
populacdo Hazara (centro-sul) e Uigur (leste), refletindo a proximidade geografica de Uigur

com o grupo do centro-sul asiatico.

Autovalores

[Haz.ara :

Balochi *

[raasn}

PCA 1-2

CP1

2,37%
Figura 9: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo do Centro Sul
Asiatico. Individuos de mesma populacao estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores
em porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais.
CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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Figura 10: Analise de Componentes Principais na matriz de genotipos do grupo do Leste
Asiatico. Individuos de mesma populacdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores
em porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais.

CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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No grupo do Oriente Médio, o CP1 evidenciou a maior diferenciagcdo dos Mozabites
(Figura 11). Na Europa, as populagdes européias mostraram-se homogéneas, com excegdo de

Sardenha e Russia (Figuras 12).
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Figura 11: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo do Oriente
Médio. Individuos de mesma populagao estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em
porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1:
Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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Figura 12: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos do grupo da Europa.
Individuos de mesma populagdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em
porcentagem indicam a parcela de varidncia explicada pelos respectivos componentes principais.

CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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CcpP2
5,18%

Na ACP de todos os individuos estudados, o CP1 descreveu uma continuidade leste-
oeste na Eurasia, incorporando os nativo-americanos (préximos aos asiaticos do leste) e os
africanos (proéximos ao grupo formado por Europa, Oriente Médio e centro-sul asiatico). O
CP2 evidenciou a diferenca entre as populagdes africanas e nao-africanas (Figura 13-A). O
CP3 e o CP4 distinguiram, respectivamente, os grupos de nativo-americanos e o da Oceania

dos demais grupos (Figuras 13-B e 13-C).

A.

Autovalores

PCA 1-2

46




CP3
3,24%

CP4
1,50%

. .
.

ops o
S Lok S

i el %
‘.:“’? e AFRL

SO gy L
il B 82 opu | e

Autovalores

CP1
6,99%

Autovalores

PCA 1-4 [ NDOoOOoOnorrrn

CP1
6,99%

Figura 13: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos de todos os nove
grupos populacionais estudados. A. CP1 e CP2; B. CP1 e CP3; C. CP1 e CP4. Individuos
do mesmo grupo populacional estdo representados por pontos de mesma cor. Valores em
porcentagem indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes
principais. CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal; CP3:
Terceiro componente principal; CP4: Quarto componente principal. AFRL: Leste Africano;
AFRO: Oeste Africano;, ORM: Oriente Médio; EUR: Europa; ASCS: Centro Sul Asiatico;
ASL: Leste Asiatico; OCE: Oceania; AMC: América Central; AMS: América do Sul.
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Ao se aplicar a ACP a matriz de genotipos formada pelas quatro populacdes do
SNP500Cancer, o CP1 separou os individuos afro-americanos dos demais e evidenciou a
contribuicao européia e asiatica na formacao da populacao miscigenada hispanica (Figura 14).
Na ACP realizada com os grupos populacionais do HGDP, americanos, africanos e europeu,
juntamente com a populagdo hispanica, do SNP500Cancer, para verificar a influéncia das
populagdes parentais sobre essa populacdo miscigenada, os hispanicos localizaram-se entre

essas populacdes parentais no espaco das componentes principais (Anexo VI).
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Figura 14: Analise de Componentes Principais na matriz de genétipos formada pelas quatro
populacdes do SNP500Cancer. Individuos de mesma populagdo estdo representados por pontos de
mesma cor. Os valores em porcentagem indicam a parcela de varidncia explicada pelos respectivos
componentes principais.
CP1: Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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V - Discussiao

V - 1. Analise populacional: Desvios do EHW - Heterozigosidade esperada e Fig

Em nosso trabalho, além de aplicarmos o teste do EHW para cada SNP
individualmente, estimamos o valor de Fjs que, ao sintetizar o desvio do EHW dentro da
populagdo considerando todos os seus SNPs, reflete os fatores evolutivos que atuam sobre
todo o genoma, como a histéria demografica da populacao e os padrdes de acasalamento. Essa
estatistica-F, classica nos estudos de genética de populagdes, tem sido negligenciada por
trabalhos recentes de investigagdo da estrutura genética humana que utilizam o programa
Structure, pois este assume que os grupos populacionais em que os individuos sao
distribuidos estdo em EHW (Pritchard et al. 2000).

A populagdo francesa (HGDP) apresentou varios SNPs com excesso de homozigotos
em relacdo ao EHW e um valor coerentemente elevado para a estimativa Fg (Tabela 1). Os
individuos franceses estudados sdo de diferentes regides da Franca, segundo informacdes
disponiveis na pagina eletronica do projeto (http://www.cephb.fr/en/hgdp/). Devido a esse
padrao de amostragem, ¢ provavel que o valor de Fs observado deva-se a ocorréncia do efeito
Wahlund, sendo, assim, determinado pelo Fgsy entre as subpopulagdes dessas regides.
Provavelmente, as diferencas nas freqiiéncias alélicas sdo ainda mais acentuadas nos SNPs
para os quais houve rejeicio do EHW. Na ocorréncia do efeito Wahlund, o Fs seria mais
apropriadamente chamado de Fj7, por ndo se tratar de uma unica subpopulagdo. A populacao
francesa apresentou uma alta diversidade intra-populacional, o que também pode estar
relacionado ao padrdao de amostragem adotado (Tabela 1). A heterogeneidade da amostra
francesa do HGDP também foi notada por Rosenberg et al. (2002) que, através do programa
Structure, verificaram que os franceses apresentam uma mistura de componentes genéticos de
diversas populagdes. A presenca de subpopulacdes cripticas pode também explicar o elevado
Fsda populagdo nativo-americana San Martin (Tabela 1). A amostra analisada ¢ heterogénea,
pois foi coletada em Pangoa, pequena cidade na encosta oriental dos Andes, habitada por
Quechuas e Nomatsiguengas (Fuselli ef al. 2003).

As populagdes paquistanesas do centro-sul asidtico, Sindhi e Pathan, também
apresentaram valores elevados de Fis e diversos SNPs com excesso de homozigotos em
relacdo ao EHW (Tabela 1). Os Sindhis, que habitam o sudeste do Paquistao, apresentam uma
origem ¢étnica mista (Ansari, 1996; Burton, 1851), enquanto os Pathans habitam o noroeste

paquistanés e apresentam heranca indefinida: judaica (Ahmad, 1952) ou grega (Caroe, 1992;
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Bellew, 1979). Essas populagdes, assim como as populacdes Makrani, Balochi e Brahui, para
as quais também foram observados valores elevados de Fjs (Tabela 1), sdo de regides
predominantemente mulgumanas do Paquistdo, em que os casamentos consangiiineos sao
comuns (Ayub & Chris Tyler-Smith, 2009; Hussain, 2005; Hussain & Bittles, 1999; Hussain
& Bittles, 1998; Yaqoob et al. 1998; Bittles et al. 1993; Qidwai et al. 2003). Assim, conforme
esperado, o grupo e as populagdes do centro-sul asiatico apresentaram valores elevados de Fig
(Tablelas 1 e 3; Graficos 2 e 3).

A populagdo nativo-americana Quechua apresentou um numero elevado de SNPs com
excesso de heterozigotos em relagdo ao esperado no EHW e um coerente valor de Fjs negativo
(Tabela 1). Pettener et al. (1998), ao investigarem os sobrenomes e a estrutura genética dos
Quechuas dos Andes peruanos, encontraram indicativos de uma forte rejeicdo a casamentos
consaguineos, o que poderia explicar os nossos resultados. Para as populagdes tribais nativo-
americanas, Piapoco e Curripaco (Amazonia colombiana), Surui e Karitiana (Amazonia
brasileira) e Matsiguenga (Monte Carmelo, Peru), e para indigenas da Melanésia, na Oceania,
também foram encontrados valores negativos de Fjs (Tabela 1). Neel & Ward (1972), ao
elucidarem as situagdes de Fs negativos, destacaram situagdes que geralmente ocorrem com
populagdes tribais como essas: sdo populacdes pequenas, ha migra¢do de poucos individuos
entre as populagdes e, em muitas delas, hd niveis de fertilidade diferenciais entre homens e
mulheres, devido a fatores culturais como a poliginia (Hern, 1994; Ingman & Gyllensten,
2003).

A popula¢do Beduina apresentou valor elevado de Fis, porém, ndo apresentou SNPs
com freqiiéncias genotipicas fora das propor¢des de EHW. (Tabela 1). A amostra de beduinos
analisada foi coletada em Israel, e se trata dos beduinos de Negev, populagdo em que os
casamentos consangiiineos sao frequentes (Kisch, 2008; Thein, 2007; Raz & Atar, 2005; Raz
et al. 2003; Randolph & Coult, 1968). Além disso, na analise populacional realizada em Li ef
al. (2008), partindo-se da mesma amostra do HGDP, os beduinos puderam ser divididos em
dois subgrupos, um deles similar aos palestinos. Em nossa analise de ACP, embora essa
divisdo ndo tenha sido tdo evidente, de fato parte dos beduinos apresentaram-se sobrepostos
aos palestinos no eixo do CP1 (Figura 11). Assim, ¢ possivel que o tanto a endogamia quanto
o efeito Wahlund estejam contribuindo para o alto valor de Fs.

Entre as populagdes do SNP500Cancer, a populagdo asiatica foi a que apresentou o
maior numero de SNPs com freqiiéncias genotipicas fora do EHW e o valor de Fjs mais
elevado, coerentemente com o excesso de homozigotos encontrado (Tabela 2). Os individuos

do projeto SNP500Cancer nao sdo autoctones, apresentando origens étnicas distintas (Packer
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et al. 2004). Assim, ¢ bastante provavel que esses resultados devam-se, primordialmente, ao
efeito Wahlund. A heterogeneidade presente nas amostras populacionais do SNP500Cancer
reflete-se, também, nos altos valores de heterozigosidade esperada observados, relativamente

maiores do que os encontrados para as amostras populacionais do HGDP (Tabelas 1 ¢ 2).

V - 2. Diversidade intra-populacional e nos grupos: Heterozigosidade esperada

As populagdes nativo-americanas (América do Sul e Central) e indigenas da Oceania
(Tabela 1; Grafico 1), assim como os grupos populacionais formados por essas amostras
(Tabela 3) apresentaram diversidade genética menor do que as demais regides estudadas.
Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que também estudaram
amostras do HGDP (Rosenberg ef al. 2002; Li et al. 2008; Wang et al. 2007). Esse resultado ¢
esperado pelo modelo de evolugdo humana que sustenta a origem do homem moderno
unicamente na Africa, o “Modelo fora da Africa”: no cenario proposto, teria ocorrido uma
rapida expansdo do homem anatomicamente moderno para fora da Africa, acompanhada de
uma série de redugdes de variadas amplitudes nos tamanhos populacionais, que teriam
reduzido a diversidade genética na medida em que as populagdes se distanciavam da Africa
(Cann et al. 1987; Excoffier 2002; Harpending & Cochran, 2002). Esse declinio da
diversidade com o aumento da distdncia da Africa tem sido observado em varios estudos
genéticos (Liu et al. 2006; Prugnolle et al. 2005; Ramachandran et al. 2005), e também ¢
corroborado por evidéncias arqueoldgicas e antropoldgicas (Mellars, 2006).

Entre os nativo-americanos da América do Sul, as populacdes do leste, Piapoco e
Curripaco, Karitiana e Surui, apresentaram valores de heterozigosidade esperada menores do
que as populagdes do oeste, Cayapa, Martin e Quechua (Tabela 1). Apenas a populagdo
Matsiguenga, de Monte Carmelo, no oeste da América do Sul, apresentou valor de
heterozigosidade esperada tdo baixo quanto o encontrado nas populagcdes do leste.
Provavelmente, esse resultado ocorreu devido ao padrio de amostragem adotado na
comunidade Monte Carmelo, que incluiu pais e filhos, diminuindo assim a diversidade
genética da amostra. A diferenca de diversidade genética entre o leste e o oeste da América ja
havia sido observada em outros estudos (Tarazona-Santos et al. 2001; Fuselli et al. 2003;
Lewis et al. 2004; Wang et al. 2007) e ¢ atribuida a acdo diferencial da deriva genética e do
fluxo génico entre as populagdes do leste e oeste, conforme o modelo proposto por Tarazona-
Santos et al. (2001). Esse modelo, baseado primeiramente em dados do cromossomo Y

(Tarazona-Santos et al. 2001) e DNA mitocondrial (Fuselli et al. 2003; Lewis et al. 2004),
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propde que: (1) as populagdes do oeste do continente, associadas a regido dos Andes,
possuiriam maiores tamanhos efetivos populacionais e maiores niveis de fluxo génico entre
elas, levando a uma maior diversidade genética intra-populacional; enquanto (2) as
populagdes do leste (localizadas na regido Amazonica, no Planalto Central brasileiro e na
planicie do Chaco) possuiriam taxas mais elevadas de deriva genética e niveis mais baixos de
fluxo génico (Tarazona-Santos et al. 2001). A ACP realizada para o grupo da América do Sul
(Figura 6) € coerente com esse modelo: através dos dois primeiros componentes principais, as
populagdes do leste apresentaram-se bastante diferenciadas entre si e das populagdes do oeste,
enquanto estas se apresentaram sobrepostas e indiferenciadas.

Além disso, devido ao proprio padrdo de colonizagdo da América do Sul - que se
iniciou no oeste e foi seguido de sub-amostragens das populacdes do oeste para formar as do
leste - as populacdes do leste apresentariam diversidade genética progressivamente menor, a
medida que as migragdes se interiorizaram na América (Wang et al. 2007). Assim, espera-se
que as populagdes do interior amazdnico apresentem heterozigosidade relativamente baixa,
como de fato foi observado para Karitiana e Surui nesse e em outros estudos (Fuselli et al.
2003; Harpending & Eller, 1999; Li et al. 2008; Hutz et al. 2002; Rosenberg et al. 2002;
Wang et al. 2007). Conforme esperado, na ACP realizada para o grupo da América do Sul,
essas populacdes apresentaram-se ainda mais diferenciadas das demais (Figura 6).

Entre as populagdes da América, a populagdo Maia apresentou o valor mais elevado de
diversidade intrapopulacional (Tabela 1). Esse resultado, também observado em outros
trabalhos (Rosenberg et al. 2002, Harpending & Eller, 1999 e Conrad et al. 2006),
provavelmente deve-se aos eventos de miscigenagdo européia e africana (Conrad et al. 2006;
Zhivotovsky et al. 2003; Hellenthal et al. 2008), ocorridos em decorréncia das migracdes pos-
Colombianas.

No leste e oeste africanos (Tabela 1; Grafico 1), bem como na populagdo africana do
SNP500Cancer (Tabela 2) e nos grupos populacionais da Africa (Tabela 3), foram
encontrados valores baixos de heterozigosidade esperada. Esse resultado contrasta com o
geralmente observado em estudos que utilizaram outros conjuntos de marcadores nas
amostras do HGDP (Rosenberg et al. 2002; Li et al. 2008). Uma preocupagdo potencial
acerca de trabalhos que utilizam SNPs € que os seus resultados podem ser enviesados, devido
aos procedimentos adotados na escolha dos SNPs que serdo genotipados (Clark et al. 2005;
Mountain & Cavalli-Sforza, 1994; Nielsen, 2004; Rogers & Jorde, 1996). Nesse trabalho, os
SNPs foram escolhidos de acordo com dois critérios: (1) foram selecionados dentre SNPs do

projeto SNP500Cancer e, assim, ha um viés em dire¢do a SNPs ndo-sindnimos e presentes na
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regido promotora de genes relacionados ao cancer (Packer et al. 2004); e (2) eram SNPs bem
conhecidos na literatura, por apresentarem grande possibilidade de estar associados a doengas
complexas. Ao adotarmos esses critérios, foi criado um viés em dire¢do a SNPs mais
freqiientes em populagdes nao-africanas, especialmente as européias, uma vez que a grande
maioria dos SNPs ¢ descoberta nessas populagdes (Rogers & Jorde, 1996). Desse modo, a
representacdo inadequada das amostras africanas nos painéis usados para descoberta de SNPs
pode explicar o baixo valor de heterozigosidade esperada observado nas populagdes desse
continente, a0 mesmo tempo em que explica os altos valores de heterozigosidade encontrado
para as populagdes européias, tanto do HGDP (Tabela 1), quanto do SNP500Cancer (Tabela
2). Esse mesmo viés foi observado em Conrad et al. (2006) que, assim como no presente
estudo (Tabela 1; Tabela 3), encontraram os maiores valores de heterozigosidade esperada nas
amostras da Europa, Oriente Médio e centro-sul asiatico. Por outro lado, estudos em que nao
ha viés na escolha dos marcadores identificaram consistentemente as populacdes africanas
como tendo os maiores valores de diversidade genética (Rosenberg et al. 2002;
Ramachandran et al. 2005; Bowcock ef al. 1994; Crawford et al. 2004; Stephens et al. 2001),
conforme esperado pelo “Modelo fora da Africa” (Cann et al. 1987; Excoffier 2002;
Harpending & Cochran, 2002).

As populagdes européias Adygei (regido do Caucaso, na Russia) e Russia (noroeste
russo) apresentaram os valores de heterozigosidade esperada mais elevados (Tabela 1).
Embora esse resultado deva-se em parte ao viés na amostragem, o estudo de Li ez al. (2008)
demonstrou que Adygei apresenta componente genético significativo da Asia centro-sul,
enquanto Russia apresenta contribui¢des menores do centro-sul e leste asiaticos e da Améria.

As populagdes do grupo leste asiatico, formado predominantemente por populagdes
chinesas (Figura 3), apresentaram valores intermediarios a altos de heterozigosidade esperada
(Tabela 1; Grafico 1). Como o leste asiatico ¢ uma regido de fluxo génico consideravel (Chu
et al. 1998), os niveis de diversidade intra-populacional encontrados sdo esperados. Dentre as
populagdes desse grupo, Uigur se destacou por apresentar o mais alto valor de
heterozigosidade esperada. Os Uigures correspondem a uma populacdo do extremo oeste da
China, cuja alta diversidade intra-populacional esta relacionada a existéncia de miscigenagao
européia e do leste e do oeste asiaticos, conforme diversas evidéncias antropologicas (Ai et al.
1993) e genéticas - DNA mitocondrial (Yao et al. 2004), cromossomo Y (Wells et al. 2001),
insercoes Alu (Xiao et al. 2002) e SNPs (Xu et al. 2008; Xu & Jin, 2008).

O grupo formado pelas populagdes do centro-sul da Asia apresentou o maior valor de

heterozigosidade esperada encontrado (Tabela 3). Os habitantes dessa regido geralmente
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resultam de eventos de miscigenacdo entre populacdes diferenciadas - do leste asiatico,
Europa, Oriente Médio e do proprio centro-sul asidtico - o que produz uma alta diversidade
genética (Comas et al. 2004; Comas et al. 1998; Pérez-Lezaun et al. 1999; Wells et al. 2001;
Karafet et al. 2001). Em um estudo recente, Li et al. (2008) encontraram componentes
genéticos do leste asiatico na composicao dos individuos das populagdes do centro-sul
asiatico Burusho, Sindhi e Pathan. Na andlise com o programa Structure, realizada por
Rosenberg et al. (2002), também com amostras do HGDP, as populagdes centro-sul asidticas
Balochi, Makrani, Pathan, Sindhi e Brahui apresentaram componentes genéticos de diversas
outras populagdes, distribuidos em diferentes propor¢des ao longo dos seus individuos.
Diferentes componentes genéticos, em proporgdes individuais distintas, levam a uma alta
diversidade intra-populacional, como foi observado para essas populac¢des (Tabela 1; Grafico
1).

Também devido a miscigenagdo, a populag@o hispanica (SNP500Cancer) apresentou
valor elevado de heterozigosidade esperada (Tabela 2). O grau com que cada populagdo
parental - nativo-americana, africana e europé€ia - contribui na formagao dos hispanicos ¢
bastante variavel, sendo influenciado pelo passado histdrico e por caracteristicas locais das
populagdes, como a densidade das populagdes nativo-americanas na época em que 0s
imigrantes chegaram a América e a quantidade de imigragdo européia e africana em regides
especificas (Sans 2000; Salzano & Bortolini, 2002; Price et al. 2007; Burchard et al. 2005;
Wang et al. 2008). Assim, os hispanicos sdo bastante heterogéneos ao longo de sua
distribuicdo, de modo que cada amostra dessa populacdo se caracteriza por propor¢des
distintas de componentes genéticos parentais. Ao investigarmos a contribui¢do parental na
amostra hispanica do SNP500Cancer através da ACP, O CPl1 e o CP2 descreveram
semelhangas entre hispanicos e europeus, sugerindo a predominadncia da ancestralidade
européia nessa amostra (Figura 14; Anexo VI). Também foi demonstrada grande influéncia
das populacdes asiaticas (Figura 14) e nativo-americana (Anexo VI). A ancestralidade asiatica
provavelmente se deu através dos nativo-americanos, que t€ém origem no leste asidtico
(Karafet et al. 1999; Forster et al. 1996; Pena et al. 1995). Apenas o CP2 descreveu
semelhangas entre hispanicos e afro-descendentes (Figuras 14; Anexo VI), provavelmente
relacionadas a vinda de negros para a América, no periodo pds-Colombiano, que mais tarde

participariam na formagao da populacdo hispanica.
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V - 3. Analise dos grupos populacionais: Estruturacio populacional e estatisticas-F

Os maiores valores de Fgr foram encontrados para os grupos das populagdes nativo-
americanas (América do Sul e Central) e da Oceania. A grande diferenciagdo dentro desses
grupos ¢ esperada, pois suas populagdes sdo relativamente isoladas umas das outras,
ocasionando altos niveis de deriva genética (Cavalli-Sforza et al. 1994). Outros estudos
também encontraram, para América e Oceania, as maiores porcentagens de componentes de
variancia entre as populagdes e, correspondentemente, as menores porcentagens para o0s
componentes intra-populacionais (Wang et al. 2007; Bastos-Rodrigues et al. 2006; Rosenberg
et al. 2002). As ACPs realizadas para os grupos da Oceania (Figura 4) e da América Central
(Figura 5) refletiram os valores de Fsr, enquanto a ACP realizada para a América do Sul
(Figura 6) demonstrou a maior contribuicdo das populacdes do leste para o valor de Fsr
encontrado.

Os valores encontrados para a estatistica-F Fr, nessas regides, também foram os mais
elevados, corroborando a previsdo de Wahlund (1928), posteriormente demonstrada em
termos de estatisticas-F por Neel & Ward (1972): se ha diferencas entre as populacoes (Fsy #
0), o valor de Fjr serd positivo. De fato, o valor de Fjr estimado foi positivo para todos os
grupos analisados e, de um modo geral, foi mais ou menos elevado de acordo com o grau de
diferenciagdo entre as populagdes do grupo analisado (Tabela 3; Grafico 3).

Os valores de Fjs encontrados para os grupos da América do Sul e Oceania foram
negativos (Tabela 3; Grafico 3), refletindo o padrdo proposto por Neel & Ward (1972) para
populacdes tribais relativamente isoladas. Na América Central, o valor de Fjs aproxima-se de
zero, indicando uma aproximacao do EHW nas populacdes nativas Pima e Maia.

Na ACP realizada para todas as amostras de nativo-americanos (América do Sul e
América Central), o CP1 descreveu a variancia genética em trés subconjuntos: oeste da
América do Sul, América Central e leste da América do Sul (Anexo III).

Nos grupos africanos, os valores altos de Fgr (Tabela 3; Grafico 3) corroboram a
grande estruturagao encontrada no continente africano por Tishkoff et al. (2009). Para o oeste
africano, o valor de Fjr encontrado foi mais elevado do que para o leste, indicando um efeito
Wahlund mais acentuado. Pela ACP realizada com individuos do oeste africano, percebemos
que isso provavelmente deve-se a grande diferenciacdo de San em relagdo as populagdes
Mandenka e loruba (Figura 8). De fato, a ACP realizada para os dois grupos africanos
conjuntamente nao corroborou a divisdo leste/oeste que realizamos (Anexo IV): San (oeste),

populagdo cacador-coletora, mostrou-se mais proxima as outras duas populagdes cacador-
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coletoras, Pigmeu Mbuti e Pigmeu Biaka (ambas do leste), conforme a disposi¢do do CP1;
além disso, o grupo formado por essas trés populagdes pdde ser separado daquele formado
pelas quatro populacdes de linguas bantas (Bantu NE e Bantu SE e SO, do leste; Mandenka e
Ioruba, do oeste), que desenvolveram agricultura cerca de 3000 anos atras. Esses resultados
estdo de acordo com os encontrados por Li ef al. (2008).

Os grupos asiaticos apresentaram valores baixos de Fsr (Tabela 3; Grafico 3), assim
como encontrado em outros estudos (Li ef al. 2008; Rosenberg et al. 2002; Bastos-Rodrigues
et al. 2006). Na ACP realizada para o centro-sul asidtico, Kalash e Hazara mostraram-se
diferenciadas das demais populagdes paquistanesas (Figura 9). A diferenciacdo de Kalash, ja
demonstrada em outras analises (Rosenberg et al. 2002; Bastos-Rodrigues et al. 2006; Li et
al. 2008; Zhivotovsky et al. 2003), provavelmente estd relacionada a uma acentuada deriva
genética (Ayub & Tyler-Smith, 2009), devido ao isolamento geografico - habitam os vales
montanhosos Hindu Kush, no norte do Paquistdo - e religioso - ndo sdo islamicos, ao contrario
das demais populacdes paquistanesas estudadas (Parkes, 1990). Quanto a populacdo Hazara,
provavelmente sua diferenciagdao deve-se a grande ancestralidade leste asidtica presente nessa
populagdo (Ayub & Tyler-Smith, 2009; Li et al. 2008). De fato, na ACP realizada com os
dois grupos asiaticos conjuntamente (Anexo V), o CP1 descreveu a populagdo Hazara como
intermediaria entre o leste e o centro-sul asiatico, enquanto o CP2 diferenciou Kalash do
conjunto formado por esses dois grupos asiaticos.

No grupo leste asiatico, formado predominantemente por populacdes chinesas, o baixo
valor de Fsy (Grafico 3; Tabela 3) esté relacionado a existéncia de fluxo génico consideravel
entre as populagdes, ja demonstrado por Chu et al. (1998). Como consequéncia, na ACP
realizada para esse grupo, a maioria das populagdes mostraram-se indiferenciadas (Figura 10).
Apenas as populagdes Yakut (Sibéria) e Uigur (China) mostraram-se diferenciadas em relagao
as demais, o que ¢ esperado devido as localizagdes geograficas dessas duas populacdes
(Figura 3). Uigures e Yakutes apresentam relagdes genéticas com o centro asiatico (Tian et al.
2008; Xu et al. 2008; Xu & Jin, 2008) e pertenem a uma mesma familia lingiiistica, a Altaica,
o que explica o agrupamento desses individuos na ACP (Figura 10), também encontrado por
Chu et al. (1998). Em decorréncia do padrao miscigenado e da localizacdo geografica da
populagdo Uigur, a sua posicdo no grupo do leste asidtico ou do centro-sul asiatico ¢
controversa (Li et al. 2008). Na ACP que realizamos com todos os individuos asidticos
(Anexo V), essa populacdo apresentou uma posicdo intermediaria a esses dois grupos e
mostrou bastante semelhanga com os Hazaras (Paquistao), conforme encontrado em outras

analises genéticas recentes (Li et al. 2008; Bastos-Rodrigues et al. 2006; Zhivotovsky et al.
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2003). Embora essas populagdes ndo sejam tao proximas geograficamente (Figura 3) e sejam
de familias lingiiisticas distintas (Altaica e Indo-europeu), é provavel que a posi¢do das
mesmas, agrupadas entre os grupos asiaticos, reflita a ancestralidade mongol comum
(Zhivotovsky et al. 2003).

No grupo do Oriente Médio, o Fsr também foi baixo (Tabela 3; Grafico 3). Na analise
da ACP (Figura 11), percebe-se um continuo na disposi¢cao dos individuos das populagdes
Beduina, Palestina ¢ Drusa, enquanto a maior contribuicao ao Fgr € ao Fjr parece ser dada
pela diferenciagdo da populacdo norte-africana Mozabite, diferenciada desse continuo pelo
CP1. A posigdo diferenciada dos Mozabites ¢ esperada, pois, além da contribuicdo genética
do Oriente Médio, os Mozabites apresentam componentes genéticos da Europa, da Africa e do
centro-sul asiatico (Rosenberg et al. 2002; Li et al. 2008). De fato, grande parte da
ancestralidade africana presente nas populagdes nao-africanas remete aos Mozabites
(Hellenthal et al. 2008). Entretanto, esse padrdo de variabilidade intermediario - africano/ndo-
africano - pode ser reflexo de uma migragdo dos Mozabites de volta a Africa, vindos do
Oriente Médio e da Europa (Foster & Romano, 2007; Olivieri et al. 2006; Cavalli-Sforza et
al. 1994). Corroborando essa hipotese, os Mozabites constituem a ultima populagdo africana
formada, e Hellenthal ez al. (2008) encontraram evidéncias genéticas de que realmente teria
ocorrido um efeito fundador na historia dessa populacdo, ndo compartilhado pelas demais
populagdes africanas.

O grupo que apresentou os valores de Fsy e Fr mais baixos foi o europeu (Tabela 3;
Grafico 3). Na ACP realizada para esse grupo, Sardenha e Russia apresentaram-se um pouco
mais diferenciadas, refletindo a localizagdo geografica dessas amostras (Figuras 3 e 12). E
provavel que a baixa diferenciagdo populacional encontrada na Europa deva-se, em parte, a
um viés na escolha dos SNPs aqui analisados: como esses SNPs foram descobertos
principalmente em populagdes européias e apresentam freqiiéncias alélicas elevadas nessas
populagdes (proximas a 0,5) a margem para que ocorra diferenciacao fica reduzida em relacao

aquelas populacdes em que as freqiiéncias alélicas dos SNPs variam com amplitudes maiores.

V - 4. Analise mundial: Estatisticas-F e estruturacao genética

Na ACP realizada para todos os grupos analisados, a maior parte da variagdo (CP1)
esta relacionada a diferenga entre leste e oeste na Eurasia (Figura 13). Os grupos nativos da
América Central e América do Sul localizaram-se proximos ao grupo do leste asiatico,

refletindo a origem histérica dos nativo-americanos. Os africanos locarizaram-se na
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extremidade oposta, proximos a Europa, ao Oriente Médio e a Asia centro-sul, que
provavelmente foram as primeiras regides povoadas apds o homem anatomicamente moderno
se expandir para fora da Africa (Cavalli-Sforza et al. 1994).

O CP2 descreveu o contraste entre os grupos africanos subsaarianos e os nao-africanos
(Figura 13-A). Geralmente, em estudos que realizam andlise global de varidncia genética, esse
contraste ¢ observado pelo CP1 (Li et al. 2008; Tishkoff et al. 2009). Isso é o esperado, pois,
ao considerarmos que a maior diversidade genética humana esta na Africa (Liu et al. 2006;
Prugnolle et al. 2005; Ramachandran et al. 2005), espera-se que a maior parte da variancia
encontrada nas populagdes humanas esteja relacionada a diferenciagcdo entre africanos/ndo-
africanos. Entretanto, como no nosso estudo os SNPs foram escolhidos de forma enviesada,
com tendéncia para aqueles mais freqiientes na Eurasia, a maior parte da diversidade genética
que encontramos esta nessa regido (Tabela 3). Os grupos América (Central e do Sul) e
Oceania foram diferenciados, respectivamente, pelo PC3 e PC4 (Figuras 13-B e 13-C), o que
¢ esperado, uma vez que estes grupos distinguem-se dos demais devido aos baixos valores de
diversidade genética.

Nossos resultados corroboram a auséncia de bases genéticas que sustentem a
existéncia de ragas humanas (Templeton, 1999; Bamshad et al. 2004), pois as diferengas entre
os grupos estudados (Fcr = 0,107) - definidos primordialmente a partir de defini¢cdes étnico-
culturais e da localizacdo geografica - bem como as diferencas entre as populacdes humanas
(Fsr = 0,121), representaram apenas pequenas parcelas da diversidade genética global
presente na nossa espécie. O valor estimado para Fsr estd de acordo com os geralmente
encontrados na literatura, entre 0,10 e 0,15 (Lewontin 1972; Nei & Roychoudhury, 1982;
Latter, 1980; Bowcock et al., 1991; Barbujani et al. 1997; Jorde et al. 2000; Watkins et al.
2003; Altshuler et al. 2005; Rosenberg et al. 2005). O F¢r também estd proximo aos valores
dos componentes de variancia genética entre regides 9.6%, 8.9% e 12,1%, observados,
respectivamente, por Watkins et al. (2003), Romualdi ez al. (2002) e Bastos-Rodrgues et al.
(20006).

Entretanto, esses valores de For sdo bem mais elevados do que o observado (3,6%) por
Rosenberg et al. (2002), ao estudar microssatélites do tipo STR (repeti¢cdes curtas em tandem)
em amostras do HGDP. Excoffier & Hamilton (2003) atribuiram essa diferenca a um artefato
devido ao modelo de mutagdo de microssatélites adotado por Rosenberg et al. (2002), que nao
considera a possibilidade de homoplasia. De fato, segundo alguns estudos, ndo considerar a
homoplasia pode levar a subestimagdo de componentes de variancia genética entre grupos

populacionais (Flint et al. 1999; Romualdi et al. 2002). Rosenberg et al. (2003), em resposta,
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defenderam o modelo adotado e atribuiram o baixo valor obtido ao esquema de amostragem
do HGDP. Entretanto, no presente estudo, assim como em Bastos-Rodrigues et al. (2006),
embora também tenham sido utilizadas amostras do HGDP, foram encontrados valores mais
elevados do que o observado por Rosenberg et al. (2002). Desse modo, pode-se supor que a
subestima¢do no valor observado por Rosenberg et al. (2002) deva-se mais ao modelo de

mutagdo adotado para os microssatélites, do que ao esquema de amostragem do HGDP.
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VI - Conclusao

No presente estudo, adicionamos amostras de quatro populagdes nativo-americanas ao
analisarmos as amostras do HGDP. Por sua vez, as amostras do HGDP se distinguem das do
International HapMap Project (The International HapMap Consortium, 2003) - outro projeto
que estuda a diversidade genética humana em larga escala - por incluirem popula¢des nativo-
americanas e da Oceania, assim como uma densa amostragem do Oriente Médio e do centro
sul asiatico. A caracterizagao de todas essas amostras adicionais € importante para o estudo
dos fatores evolutivos e da incidéncia de doengas tanto nessas populagdes, como também
naquelas que compartilham ancestralidade com essas, devido a eventos de migracao recentes.
Este ¢ o caso da populagdo hispanica, aqui analisada a partir da amostra do SNP500Cancer.
Embora a amostragem do HGDP nado seja uma amostra aleatéria de todas as populagdes
mundiais, uma vez que algumas regides (como China e Paquistdo) sdo mais densamente
amostradas do que outras (como a Africa, América e Oceania), a riqueza amostral desse
projeto permitiu que se encontrassem relacdes entre variagao genética e fatores locais, como
cultura e religido, além de indicar a presenga de eventos de miscigenacao recente.

A utilizacdo de medidas cldssicas de variagdo genética - como as estatisticas-F de
Wright, o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg e a estimativa da heterozigosidade esperada
- proporcionou a realizagdo de inferéncias relevantes acerca de quais fatores evolutivos
influenciam a estrutura da variagdo genética dentro e entre as populagdes. Os valores de Fis,
superiores a 0,05 em algumas populagdes, evidenciaram que o endocruzamento pode ser um
fator evolutivo importante nas populacdes humanas, e que ndo deveria ser ignorado em
estudos sobre a estrutura genética das populagdes. A aplicacdo da também classica
metodologia ACP, na investigacdo da variagdo genética humana, forneceu evidéncias de
eventos de migracdo e de miscigenacdo importantes, que permitiram a realizagdo de
inferéncias historicas plausiveis. Os dados genéticos complementam e corroboram os dados
da arqueologia, lingliistica e geografia, levando a uma compreensdo mais detalhada da
atuacao das forgas evolutivas em diferentes regides do mundo e, assim, ao conhecimento da

histéria das populagdes humanas.
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Lista de SNPs analisados nesse estudo e os genes a que pertencem. Os SNPs utilizados na

ANEXO 1

realizacdo da ACP estdo marcados com asteriscos.

Gene SNP Gene SNP Gene SNP
ABCA1 _04* AKR1C4 | AKR1C4 01* rs2075267*
ABCA1 12 AKT1 AKT1 15* ARHGDIB | ARHGDIB 01
ABCA1 ABCA1 15 ALAD 01* ARHGDIB 03
ABCA1 17 ALAD ALAD 03 rs1889740*
ABCA1 26 ALAD 10 rs2228099
ABCA1 31 ALDH1L1 01~ rs2256355
ABCA5 |ABCA5 01~ ALDH1L1 |ALDH1L1 03 rs2864873
ABCA6 ABCA6 _01* ALDH1L1_06 ARNT rs7517566
ABCA6 05 ALDH2 |ALDH2 08* ARNT 01
ABCA7 ABCA7 05* ALOX12 |ALOX12 02* ARNT 05
ABCA7 06 ALOX15 ALOX15 02* ARNT 06
ABCB1 01* ALOX15 12 ARNT 10
ABCB1 |ABCB1 09 ALOX5 02* ARVCF |rs2240716*
ABCB1 12 ALOX5 06 rs170548*
ABCB11 ABCB11_02* ALOX5 10 rs3092993
ABCB11 08 ALOX5 |ALOX5 12 rs664143
ABCC2 01* ALOX5 15 ATM ATM 01
ABCC2 ABCC2 02 ALOX5 26 ATM 02
ABCC2 03 ALOX5 28 ATM 03
ABCC2 10 AMACR_01* ATM 06
ABCC4 ABCC4 04* AMACR 02 ATM 27
ABCC4 07 AMACR 03 ATP1B2 01*
ABCG8 01* AMACR |AMACR 05 ATP1B2 |ATP1B2 04
ABCG8 |ABCGS8 02 AMACR 08 ATP1B2_13
ABCG8 06 AMACR 09 AURKA 02*
ADH1C _01* AMACR 17 AURKA 03
ADH1C ADH1C 15 ANKK1 | ANKK1 01* AURKA 04
ADH1C 16 APAF1 03* AURKA |AURKA 06
ADH1C 18 APAF1 APAF1 04 AURKA 08
rs2074113* APAF1 07 AURKA 15
AHR rs7796976 APAF1 09 AURKA 16
AHR 01 APC 03* rs11867417*
AHRR AHRR 02* APC 09 rs11868547
AHRR 10 APC APC 13 rs2240308
AKR1A1 |AKR1A1 02* APC 19 AXIN2 rs3923087
AKR1C3 01* APC 26 rs4128941
AKR1C3 08 APEX1 03* rs4541111
AKR1C3 11 APEX1 | APEX1 09 rs7210356
AKR1C3 17 APEX1 16 B9D2 B9D2 03*
AKR1C3 19 APOA2 02* BAK1 05*
AKR1C3 21 APOA2 | APOA2 04 BAK1 BAK1 06
AKR1C3 24 APOA2 06 BAK1 07
AKR1C3 |AKR1C3 26 APOA4 APOA4 02* BARD1 02*
AKR1C3 28 APOA4 07 BARD1 04
AKR1C3 29 APOB 01* BARD1 |BARD1 11
AKR1C3 30 APOB 04 BARD1 18
AKR1C3 31 APOB APOB 07 BARD1 22
AKR1C3 33 APOB 08 BAX BAX 03*
AKR1C3 35 APOB 21 BAX 05
AKR1C3 36 APOE APOE 03* BCL2L1 |BCL2L1 01*
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Gene SNP Gene SNP Gene SNP
BCL2L1 BCL2L1 02 BRIP1 03 CCDC97 |CCDC97 03*
BCL2L1 03 BRIP1 BRIP1 05 CCL5 CCL5 03*
BCL6 05* BRIP1 09 CCL5 04
BCL6 06 BRIP1 15 CCNA2 01*
BCL6 BCL6 07 C110rf65 | C110rf65 02* CCNA2 | CCNA2 06
BCL6 09 CALCR CALCR 01* CCNA2 12
BCL6 11 CALCR 03 CCND1 _01*
BCR BCR _01* CARD15 04* CCND1 CCND1 02
BCR 02 CARD15 05 CCND1 03
BHMT 01* CARD15 |CARD15 09 CCND3 01*
CCND3
BHMT BHMT 02 CARD15 10 CCND3 02
BHMT 04 CARD15 19 CCNH CCNH_01*
BIC 01* CASP10 |CASP10 02* CCNH 04
BIC 04 CASP3 02* CCR2 01*
BIC 07 CASP3 CASP3 07 CCR2 CCR2 02
BIC 10 CASP3 08 CCR2 06
BIC BIC 11 CASP3 09 CCR3 CCR3 01~
BIC 15 CASP8 06* CCR3 05
BIC 21 CASP8 |CASP8 07 CD14 CD14 03*
BIC 32 CASP8 22 CD4 CD4 03*
BIC 33 CASP9 01* CD40 CD40 01*
BIC 34 CASP9 |CASP9 03 CD40 03
BIRC2 BIRC2 01* CASP9 27 CD80 01*
BIRC3 BIRC3 02* CASR 01* CD8o0 CD80 02
BIRC3 03 CASR 05 CD80 04
BLM 02* CASR 06 CD81 04*
CD81
BLM 03 CASR CASR 07 CD81 06
BLM 05 CASR 09 CD86 02*
CD86
BLM BLM 06 CASR 11 CD86 03
BLM 16 CASR 15 CDC25A | CDC25A 04*
BLM 22 rs1049982* CDC25B |CDC25B 06*
BLM 25 CAT 02 CDC25C |CDC25C 01*
BPI rs1131847* CAT CAT 03 CDHA1 CDH1 06*
BRCA1 01* CAT 05 CDH1 09
BRCA1 05 CAT 06 CDK4 CDK4 01*
BRCA1 06 CAT 07 CDK5 CDK5 08*
BRCA1 18 CAV1 02* CDK5 16
BRCA1
BRCA1 20 CAV1 05 CDK7 CDK7 01*
BRCA1 21 CAV1 07 CDKN1B |CDKN1B 04*
BRCA1 26 CAV1 CAV1 09 CDKN1C |CDKN1C _09*
BRCA1 32 CAV1 19 CDKN2A 03*
BRCA2 01* CAV1 23 CDKN2A 09
BRCA2 02 CAV1 29 CDKN2A 11
BRCA2 03 CBR1 _01* CDKN2A 12
BRCA2 |BRCA2 04 CBR1 CBR1_10 CDKN2A CDKN2A 13
BRCA2 06 CBR1 11 CDKN2A 14
BRCA2 25 CBR3 CBR3 01* CDKN2A 16
BRCA2 32 CBS 01* CDKN2A 18
BRIP1 BRIP1 01* CBS CBS 03 CDKN2A 19
BRIP1 02 CBS 07 CDKN2A 20
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CETP_08* rs11564437 CYP1B1 28
CYP1B1
CETP CETP_21 rs11564452 CYP1B1_31
CETP 23 rs11564465 CYP24A1 01*
CFH_01* rs1798794 CYP24A1 CYP24A1 03
CFH 03 rs1880481 CYP24A1 05
CFH CFH_05 rs2371452 CYP24A1 08
CFH 06 CTNNB1 |rs2953 CYP2C19 CYP2C19 03*
CFH 07 rs3864004 CYP2C19 08
CGo018 CG018 03* rs4135385 CYP2D6 |CYP2D6 65*
CGA 02* rs4533622 CYP2E1 CYP2E1 02*
CGA CGA 03 rs5743395 CYP2E1 31
CGA 05 rs9813198 CYP3A4 |CYP3A4 57*
CGA 06 CTNNB1 21 CYP3A7 |CYP3A7 01*
CHEK1 01* CTSB CTSB 03* CYP7B1 01*
CHEK1 CHEK1 02 CTSH CTSH 01* CYP7B1 CYP7B1 02
CHEK1 03 CX3CR1_01* CYP7B1 03
CX3CR1
COASY |COASY 01* CX3CR1 02 CYP7B1 06
COL18A1 01* CYP17A1_01* DHDH DHDH 02*
COL18A1 |COL18A1 02 CYP17A1 08 DHDH 03
COL18A1 03 CYP17A1 CYP17A1_10 DHFR 07*
COMT 01~ CYP17A1_ 11 DHFR DHFR 11
COMT COMT 03 CYP17A1 12 DHFR 18
COMT 16 CYP17A1 13 DIO1 DIO1 01*
COMT 29 CYP19A1 01* DIO1 05
CRP_02* CYP19A1 04 DNAJC18 | DNAJC18 01*
CRP
CRP_03 CYP19A1 06 DRD1 DRD1 02*
CSF1R 02* CYP19A1 08 DRD2 01*
— — DRD2 —
CSFIR |CSF1R 03 CYP19A1 09 DRD2 03
CSF1R 05 CYP19A1 14 DRD4 07*
DRD4
CSF2 CSF2 02* CYP19A1 15 DRD4 15
CSF3 06 CYP19A1 C 9A1 27 0
CSTF1 08* CYP19A1 29 EFNB3 EFNB3 01*
CSTF1 CSTF1 10 CYP19A1 30 EFNB3 02
CSTF1_21 CYP19A1 34 EGF 02*
CSTF1 22 CYP19A1 36 EGF EGF 04
CTH_01* CYP19A1 37 EGF 08
CTH 03 CYP19A1 38 EGFR 03*
CTH CTH 07 CYP19A1 39 EGFR EGFR 04
CTH 10 CYP19A1 40 EGFR 05
CTH 13 CYP19A1 41 ENG ENG 06*
CTH 14 CYP1A1 _14* ENPP1 ENPP1_04*
CTLA4 01* CYP1A1 15 EPHX1 01*
CTLA4 07 CYP1A1 |CYP1A1 78 EPHX1_06
CTLA4 10 CYP1A1 81 EPHX1 10
CTLA4 CTLA4 16 CYP1A1 91 EPHX1 EPHX1 12
CTLA4 17 CYP1B1 _07* EPHX1 14
CTLA4 19 CYP1B1 CYP1B1 08 EPHX1 15
CTLA4 25 CYP1B1_18 EPHX1 17
CTNNB1 |rs11129895* CYP1B1 27 EPHX1 18
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EPHX2 |EPHX2 04 FBXW7 FBXW7 05 GHR 45
ERBB2 |ERBB2 03* FBXW7 44 GHR 46
ERCC1 _05* FLJ45983 03* GHR 47
ERCC1 ERCC1 06 FLJ45983 FLJ45983 16 GHR GHR 50
ERCC1 30 FOS 02* GHR 77
ERCC2 ERCC2 03* FOS FOS 06 GHR 79
ERCC2 09 FOS 08 GHR 90
ERCC3 ERCC3 02* FOXA1 FOXA1 41* GPX1 GPX1 _06*
ERCC3 04 FOXC1 02* GPX1 28
ERCC4 ERCC4 01* FOXC1 06 GPX2 02*
ERCC4 15 FOXC1 FOXC1 07 GPX2 07
ERCC5 01* FOXC1 13 GPX2 09
ERCC5 |ERCC5 02 FOXC1 22 GPX2 13
ERCC5 05 FOXC1 23 GPX2 GPX2 14
ERCC6 ERCC6 04* FUT2 FUT2 05* GPX2 16
ERCC6 12 FZD7 06* GPX2_ 17
ESR1 01* FZD7 10 GPX2 18
ESR1 07 FZD7 FZD7 15 GPX2 19
ESR1 08 FZD7 16 GPX2 21
ESR1 13 FzZD7 17 GPX3 04*
ESR1 ESR1 14 FZD7 20 GPX3 16
ESR1 17 GATA3 10* GPX3 GPX3 18
ESR1 30 GATA3 21 GPX3 21
ESR1 31 GATA3 23 GPX3 25
ESR1 34 GATA3 25 GPX3 28
ESR2 ESR2 02* GATA3 GATA3 27 GPX4 06*
ESR2 05 GATA3 28 GPX4 GPX4 08
EXO1 EXO1 01* GATA3 29 GPX4 09
EXO1 02 GATA3 46 GPX4 12
FAM82A 01* GATA3 68 rs10934500*
FAM82A | FAM82A 02 GATA3 76 rs10934503
FAM82A 08 GC GC 02* rs1154597
FANCA 02* GDF15 GDF15 01* rs12630592
FANCA 03 GDF15 02 rs1381841
FANCA 12 GGH GGH _01* rs1574154
FANCA 16 GGH 02 rs16830683
FANCA 22 GHR 01* rs16830689
FANCA |FANCA 25 GHR 03 rs1719888
FANCA 28 GHR 110 rs1719889
FANCA 34 GHR 113 GSK3B |rs1719895
FANCA 35 GHR 16 rs17204605
FANCA 37 GHR 21 rs17204878
FANCA 39 GHR GHR 214 rs1732170
FAS 01* GHR 27 rs17810235
FAZ FAS 04 GHR 28 rs17810302
FAS 09 GHR 29 rs17810676
FASLG |FASLG 01* GHR 30 rs1870931
FBXW7 01* GHR 31 rs2319398
FBXW7 |FBXW7 02 GHR 33 rs2873950
FBXW7 04 GHR 34 rs334535
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Gene SNP Gene SNP Gene SNP
rs334555 HSD17B4 HSD17B4 19 IGF2 IGF2_16
rs334559 HSD17B4 21 IGF2 22
rs3732361 HSD3B1 18* IGF2AS 01*
rs3755557 HSD3B1 22 IGF2AS |IGF2AS 03
rs4072520 HSD3B1 HSD3B1 23 IGF2AS 04
rs4624596 HSD3B1 24 IGF2R _02*
rs4688046 HSD3B1 25 IGF2R 03
rs4688047 HSD3B1 26 IGF2R_04
IGF2R
GSK3B |rs6438553 HSD3B2 07* IGF2R 05
rs6770314 HSD3B2 HSD3B2 14 IGF2R 07
rs6779828 HSD3B2 19 IGF2R_11
rs6781942 HSD3B2 25 IGFALS 84*
— IGFALS —
rs7617372 HSPBS8 HSPB8 01* IGFALS 91
rs7620750 HTR1B HTR1B 02* IGFBP1 IGFBP1 01*
rs9851174 HTR1B 07 IGFBP2 25*
rs9873477 HTR1D 01* IGFBP2 ||GFBP2 26
rs9878473 HTR1D HTR1D 03 IGFBP2 29
GSTA4 01* HTR1D 04 IGFBP3 |IGFBP3 04*
GSTA4 GSTA4 02 HUS1 HUS1 01* IGEBP5 IGFBP5 05*
GSTA4 04 HUS1 05 IGFBP5 10
GSTA4 07 ICAM1_06* IGFBP6_17*
GSTM3 01* ICAM1 15 IGFBP6 |I|GFBP6 18
ICAM1
GSTM3 |GSTM3 05 ICAM1_16 IGFBP6 19
GSTM3 06 ICAM1 19 IL10 01*
GSTP1 01~ IFNAR2 01* IL10 03
GSTP1
GSTP1 02 IFNAR2 | IFNAR2 06 IL10_05
GSTZ1 02* IFNAR2 10 IL10 IL10_06
GSTZ1
GSTZ1 03 IFNG IFNG _07* IL10_07
HADHA 01* IFNGR1 IFNGR1 01* IL10 13
HADHA | HADHA 05 IFNGR1_05 IL10_17
HADHA 10 IFNGR2 |IFNGR2 03* IL10RA _02*
IL10RA
HAO2 HAO2 01* IGF1_04* IL10RA 08
HFE 01* IGF1 11 IL12A IL12A 09*
HFE HFE 07 IGF1 15 IL12B IL12B 04*
HFE 08 IGF1_16 IL12B 11
HIF1AN | HIF1AN 02* IGF1 IGF1 22 IL13 01*
HMGCR HMGCR_01* IGF1 24 IL13 IL13 02
HMGCR 02 IGF1 27 IL13 03
HSD17B1 HSD17B1 06* IGF1 44 IL13 06
HSD17B1_10 IGF1_46 IL15 01*
HSD17B2 HSD17B2 01* IGF1IR 01* IL15 02
HSD17B2 02 IGF1R_05 IL15 IL15 06
HSD17B4 01* IGF1R 06 IL15 07
HSD17B4 03 IGF1R IGF1R 12 IL15 10
HSD17B4 08 IGF1IR 18 IL15RA _02*
HSD17B4 HSD17B4 10 IGF1R 26 IL15RA IL15RA 04
HSD17B4 15 IGF1R_27 IL15RA 05
HSD17B4 16 IGF2 02* IL15RA 06
HSD17B4 17 IGF2 IGF2_03 IL1A IL1A 01~
HSD17B4 18 IGF2 09 IL1A 04
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IL1B_02* IRS1 IRS1 08 LIPC 06
IL1B IL1B 03 JAK3 01* LIPC 08
IL1B 08 JAK3 JAK3 02 LIPC 09
IL1B_12 JAK3 12 LIPC LIPC 17
IL1RN 02* JTV1 rs2009115* LIPC 23
IL1RN IL1RN_04 rs10505980* LIPC 25
IL1RN 05 rs10842515 LIPC 37
IL2 IL2 01* rs10842518 LITAF LITAF 01*
IL2 03 rs11047902 LITAF 02
IL3 IL3 01* rs11047918 LMO2 01*
IL4 01* rs1137196 LMO2 LMO2 04
IL4 02 rs1137282 LMO2 08
L4 IL4 03 rs12226937 LMOD1 LMOD1 03*
IL4 10 rs12228277 LOC391073 | LOC391073 01*
IL4 11 rs13096 LOC646837 | L OC646837 05*
IL4R_02* KRAS rs17329025 LOC727797 05*
IL4R 03 rs17329424 LOC727797 | LOC727797 06
IL4AR 05 rs17388148 LOC727797 11
IL4R ILAR 07 rs2970532 LPL 01*
IL4R 10 rs4246229 LPL 03
IL4AR 24 rs4368021 LPL 04
IL4R 27 rs4623993 LPL LPL 05
IL6 IL6 01* rs6487461 LPL 06
IL6 04 rs712 LPL 08
IL6R ILBR_04* rs7133640 LPL_09
IL7TR ILYTR _01* rs7973746 LRP5 01*
ILYTR 08 rs9266 LRP5 04
IL8 01* KRT23 KRT23 03* LRP5 LRP5 06
IL8 IL8 05 LCAT LCAT 03* LRP5 07
IL8 11 LCAT 05 LRP5 15
IL8RA ILBRA 04* LDLR 01* LRP6 LRP6 02*
INSR 01* LDLR 03 LRP6 03
INSR 05 LDLR LDLR 08 LTA LTA 01*
INSR 06 LDLR 12 LTA 05
INSR 07 LDLR 18 rs1001073*
INSR 11 LEP LEP 01* rs12635264
INSR INSR 13 LEPR 01* rs13089330
INSR 19 LEPR LEPR 03 rs13094773
INSR 28 LEPR 04 rs1533593
INSR 30 LEPR 08 rs3105782
INSR 51 LIG1 01* rs3733001
INSR 59 LIG1 02 MASP1 rs3864099
INSR 61 LIG1 LIG1 03 rs4376034
IRF1 IRF1_03* LIG1 18 rs696405
IRF1_05 LIG1 29 rs698079
IRF3 01* LIG3 LIG3 08* rs698090
IRF3 IRF3 02 LIG4 LIG4 01* rs698105
IRF3 12 LIPC 01* rs710459
IRS1 IRS1 03* LIPC LIPC 02 rs7609662
IRS1 04 LIPC 04 MASP1 01




Gene SNP Gene SNP Gene SNP
MATR3 |MATR3 01* MSH2 MSH2 03 NBN NBN_04
MBD2 01* MSH3 02* NBN 13
MBD2 02 MSH3 03 NCF2 03*
MBD2 — — —
MBD2 03 MSH3 MSH3 07 NCF2 NCF2 04
MBD2 04 MSH3 09 NCF2 05
MBD4 MBD4 02* MSH3 12 NCOA3 01*
MBL2 03* MSH3 29 NCOA3 |NCOA3 02
MBL2 06 MSH6 MSH6 01* NCOA3 04
MBL2 09 MSH6 04 NFKB1 01*
MBL2 11 MSR1 MSR1 01* NFKB1 02
MBL2 12 MSR1 02 NFKB1 NFKB1 09
MBL2 MBL2 27 MTHFD2 |MTHFD2 01* NFKB1 14
MBL2 30 rs1801133* NFKB1 21
MBL2 38 MTHER MTHFR 02 NFKB1 33
MBL2 44 MTHFR 03 NFKBIE 01*
MBL2 46 MTHFR_07 NFKBIE NFKBIE 02
MBL2 65 rs1805087* NFKBIE 03
MDM2 MDM2 01* MTR MTR_01 NFKBIE 08
MEST MEST 03* MTR 05 NICN1 NICN1 01*
MET 01* MTR_06 NINJA NINJ1 01*
MET MET 04 MTRR 05* NINJ1 03
MET 13 MTRR_07 NOS2A NOS2A 02*
MET 26 MTRR 10 NOS2A 07
MTRR
METTL1 |METTL1 01* MTRR 11 NOS3 rs3918226*
MGMT_03* MTRR 19 NOS3 01
MGMT MGMT 06 MTRR 22 NPAT NPAT 01*
MGMT 12 MX1 01* NQO1 07*
MGMT 19 MX1 03 NQO1 NQO1 08
MLH1 MLH1 02* MX1 04 NQO1 15
MLH1 05 MX1 07 NR1H4 NR1H4 05*
MMP1 _01* MX1 MX1 08 NR1H4 18
MMP1 MMP1 03 MX1 10 NUBP2 |NUBP2 01*
MMP1 05 MX1 11 OCA2 03*
MMP1 09 MX1 22 OCA2 OCA2 07
MPDU1 |MPDU1 01* MX1 28 OCA2 23
MPO MPO_04* MYBL2 03* 0GG1 0oGG1 _12*
rs17036577* MYBL2 06 0OGG1 13
rs17036614 MYBL2 09 OPRD1 OPRD1 03*
rs1863332 MYBL2 MYBL2 19 OPRD1 05
rs1981928 MYBL2 30 OPRM1 01~
rs2042649 MYBL2 31 OPRM1 OPRM1 02
rs2303428 MYBL2 36 OPRM1 03
MSH2 rs3771281 MYBL2 46 OPRM1 23
rs3821227 MYC MYC_02* P2RX7 P2RX7_10*
rs4608577 MYNN MYNN_01* PAK6 13*
rs4952887 MYO5A 01* PAK6 14
rs6544991 MYOS5A | MYO5A 06 PAK6 PAK6 16
rs7585925 MYO5A 07 PAK6 19
rs7602094 NBN NBN 01* PAK6 24
rs7607076 NBN_ 02 PAK6 43

90



Gene SNP Gene SNP Gene SNP
PARP1 01* rs1233258 RAB15 02*
PARP1 06 rs1233284 RAB15 RAB15 03
PARP1 PARP1 10 rs1233288 RAB15 04
PARP1 12 rs1233291 RAC1 RAC1 03*
PARP1 13 rs1233297 RAD23B 02*
PARP1 14 rs1233299 RAD23B RAD23B 03
PARP4 01* rs1233302 RAD23B 04
PARP4 03 rs12618262 RAD23B 05
PARP4 |PARP4 17 rs256550 rs11852786*
PARP4 19 PMS1 rs256552 rs1801320
PARP4 23 rs256563 rs2304579
PCNA 06* rs256564 rs2412546
PCNA PCNA 07 rs256567 RAD51 rs2412547
PCNA 10 rs5742926 rs2619679
PCTP PCTP 01* rs5742938 rs2619681
PCTP 03 rs5743030 rs4144242
PGR 01* rs5743072 rs4924496
PGR 05 rs5743112 RAD51 01
PGR 07 rs5743116 RAD52 RAD52 01*
PGR 11 rs2345060* RAD52 07
PGR 12 PMS2 rs3735295 RAD54L | RAD54L 04*
PGR 14 rs6463524 RAG1 RAG1 01*
PGR 15 POLB 05* RB1CC1_10*
PGR 16 POLB POLB 08 RB1CC1 RB1CC1 24
PGR PGR_17 POLB 16 RB1CC1 40
PGR 18 POLD1 POLD1 13* RB1CC1 50
PGR 20 POT1 02* RERG 03*
PGR 21 POT1 03 RERG 10
PGR 23 POT1 05 RERG 24
PGR 24 POT1 07 RERG 29
PGR 26 POT1 POT1 09 RERG 30
PGR 27 POT1 10 RERG RERG 31
PGR 28 POT1 11 RERG 33
PHB PHB 02* POT1 18 RERG 36
PIM1_01* POT1 37 RERG 37
PIM1 PIM1 03 PPARG 06* RERG 41
PIM1_17 PPARG |PPARG 07 RERG 44
PIM1 25 PPARG 11 RERG 47
PIN1 01* PPP1R13L | rs6966* RET RET 01*
PIN1 02 PTEN 01* RET 02
— PTEN — —
PIN1 PIN1 16 PTEN_ 10 RGS17 RGS17 01*
PIN1 17 PTGS1 PTGS1 02* RGS17 03
PIN1 21 PTGS2 05* RGS5 RGS5 01*
PLA2G2A | PLA2G2A 03* PTGS2 08 RGS6 02*
PLA2G6 02* PTGS2 |PTGS2 19 RGS6 RGS6 04
PLA2G6 PLA2G6 08 PTGS2 33 RGS6 05 .
PLA2G6 10 PTGS2 44 RNASEL RNASEL 01
PLA2G6 12 PTH 01* RNASEL 02
PLK1 PLK1 15* PTH PTH 03 ROS1 ROS1 03*
PMS1 rs1233255* PTH 04 ROS1 04
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ROS1 12 SLC23A2 | SLC23A2 48 TERT 14
ROS1 14 SLC2A1 |SLC2A1 01* TERT TERT 15
ROS1 ROS1 15 SLC2A4 |SLC2A4 02* TERT 21
ROS1 18 SLC30A1 | SLC30A1 01* TERT 54
ROS1_20 SLC30A4 | SLC30A4 01* TFF1 TFF1 01*
RXRA RXRA 01* SLC39A2 05* TFF3 TFF3 02*
RXRA 03 SLC39A2 | SLC39A2 07 TFRC TFRC 01*
RXRB RXRB_02* SLC39A2 10 TGFB1 TGFB1 03*
RXRB 11 SLC4A2 01* TGFBR1 01*
SAT2 SAT2 01* SLC4A2 |SLC4A2 02 TGFBR1 |TGFBR1 03
SAT2 03 SLC4A2 04 TGFBR1 04
SCARB1 01* SLC6A18 |SLC6A18 13* TGM1 TGM1 01*
SCARB1 02 SLC6A3 03* TGM1 02
SCARB1 |SCARB1 03 SLC6A3 SLC6A3 05 TLR2 04*
SCARB1 08 SLC6A3 10 TLR2 TLR2 05
SCARB1 09 SLC6A3 14 TLR2 06
SCUBE2 02* SOAT2 01* TNF_02*
SCUBE2 |SCUBE2 03 SOAT2 |SOAT2 09 TINE TNF 09
SCUBE2 13 SOAT2 21 TNF 12
SEC14L2 01* SOD1 SOD1 01* TNF_13
SEC14L2 |SEC14L2 04 SOD2 SOD2 01* TNFRSF10A TNFRSF10A 02*
SEC14L2 05 SOD2 06 TNFRSF10A 06
SELE SELE 01* SOD3 SOD3 05* TNFRSF1A | TNFRSF1A 02*
SEP15 SEP15 02* SRA1 03* TNIP1 TNIP1 02*
SEP15 04 SRA1 SRA1 04 TNKS 01*
SEPP1 SEPP1 01* SRA1 05 TNKS 03
SEPP1 02 SSTR3 01* TNKS 05
SSTR3
SEPT2 |SEPT2 01* SSTR3 03 TNKS 110
SFTPD SFTPD 01* STAT1 STAT1 01* TNKS 124
SFTPD 03 STK11 STK11 _03* TNKS 13
SHBG 01* SULT1A2 |SULT1A2 09* TNKS 15
SHBG SHBG 05 TCTA TCTA 02* TNKS 18
SHBG 12 TCTA 04 TNKS 20
SHBG 13 TEP1 01* TNKS TNKS 22
SLAMF1_02* TEP1 02 TNKS 23
SLAMF1 |SLAMF1 03 TEP1 TEP1 03 TNKS 26
SLAMF1 04 TEP1 08 TNKS 33
SLC19A1 SLC19A1 01* TEP1 10 TNKS 34
SLC19A1 05 TEP1 11 TNKS 35
SLC23A1_05* TERF1_01* TNKS_ 36
SLC23A1 SLC23A1 09 TERF1 02 TNKS 38
SLC23A1 18 TERF1 TERF1 04 TNKS 46
SLC23A1 20 TERF1 06 TNKS 64
SLC23A2 01* TERF1 27 TNKS 76
SLC23A2 02 TERF2 01* TP53 09*
SLC23A2 03 TERF2 |TERF2 03 TP53 11
SLC23A2 |SLC23A2 05 TERF2 14 TP53 TP53 14
SLC23A2 25 TERT 02* TP53 66
SLC23A2 31 TERT TERT 03 TP53 69
SLC23A2 33 TERT 08 TP53I3 TP5313 03*




Gene SNP Gene SNP Gene SNP
TP53I13 10 TXNRD2 TXNRD2 83 XBP1 02

TP5313 TP53I3 12 TXNRD2 88 XBP1 XBP1 09
TP53I3 13 TYMS 01* XBP1 10
TP53I3 18 TYMS TYMS 05 XPA rs1800975*
TP73L 03* TYMS 10 XPC 01*
TP73L_13 TYR TYR 02* XPC XPC 03
TP73L 15 TYR 08 XPC 08
TP73L 16 UCP3 UCP3 01* XRCC1 XRCC1 01~

TP73L TP73L 17 UCP3 02 XRCC3 XRCC3 03*
TP73L 26 UGT1A1 |rs1042640* XRCC3 04
TP73L_28 VCAM1 02* XRCC4 01*
TP73L 46 VCAM1 | VCAM1 05 XRCC4 04
TP73L 47 VCAM1 38 XRCC4 |XRCC4 05
TP73L 52 VDR VDR 07* XRCC4 07
TSG101 07* VDR 12 XRCC4 10
TSG101 28 VEGF 04* XRCC5 02*

TSG101 TSG101 30 VEGF VEGF 05 XRCC5 12
TSG101 33 VEGF 19 XRCC5 | XRCC5 14
TSG101 36 VIL2 VIL2 02* XRCC5 17
TSG101 40 VIL2 03 XRCC5 19
TSPO 03* WDR79 06* ZFPM1 ZFPM1 07~

TSPO TSPO 05 WDR79 WDR79 08 ZNF230 |ZNF230 01*
TSPO 09 WDR79 09 ZNF350 04*
WRN 04* WDR79 11 ZNF350 |ZNF350 06

WRN WRN_07 WRN WRN 01* ZNF350 08
WRN_08 WRN_03

TXNRD2 |TXNRD2 76* XBP1 XBP1 01*
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ANEXO II

Populacées do painel de amostras do Human Genome Diversity Project — HGDP, regiao
gegrafica amostrada e suas respectivas coordenadas geograficas. (Tabela modificada de
Cann et al. 2002)

Regido Geografica Origem da Amostra Coordenadas Geograficas Populacio
Africa Subsaariana | Republica Centro-Africana 4°N, 17°L Pigmeu Biaka
Africa Subsaariana | Republica Democratica do Congo 1°N, 29°L Pigmeu Mbuti
Africa Subsaariana Senegal 12°N, 12°0 Mandenka
Africa Subsaariana | Nigéria 6-10°N, 2-8°L Toruba
Africa Subsaariana Namibia 21°S, 20°L San
Africa Subsaariana Kenia 3°S, 37°L Bantu NE
Africa Subsaariana Bantu SE 29°S, 30°L Bantu SE Pedi
Africa Subsaariana Bantu SE 29°S, 29°L Bantu Sotho
Africa Subsaariana Bantu SE 28°S, 24°L Bantu SE Tswana
Africa Subsaariana Bantu SE 28°S, 31°L Bantu SE Zulu
Africa Subsaariana Bantu SO 22°S, 19°L Bantu SO Herero
Africa Subsaariana Bantu SO 19°S, 18°L Bantu SO Ovambo
Norte Africano Argélia 32°N, 3°L Mozabite
Oriente Médio Israel (Negev) 31°N, 35°L Beduina
Oriente Médio Israel (Monte Carmelo) 32°N, 35°L Drusa
Oriente Médio Israel (Regido Central) 32°N, 35°L Palestina
Asia Paquistdo 30-31°N, 66-67°L Brahui
Asia Paquistao 30-31°N, 66-67°L Balochi
Asia Paquistdo 33-34°N, 70°L Hazara
Asia Paquistdo 26°N, 62-66°L Makrani
Asia Paquistao 24-27°N, 68-70°L Sindhi
Asia Paquistao 32-35°N, 69-72°L Pathan
Asia Paquistao 35-37°N, 71-72°L Kalash
Asia Paquistdo 36-37°N, 73-75°L Burusho
Asia China 26-39°N, 108-120°L Han
Asia China 29°N, 109°L Tujia
Asia China 28°N, 103°L Yizu (Yi)

Asia China 28°N, 109°L Miaozu (Miao)
Asia China 48-53°N, 122-131°L Orogen

Asia China 48-49°N, 124°L Daur

Asia China 48-49°N, 118-120°L Mongolia
Asia China 47-48°N, 132-135°L Hezhen

Asia China 43-44°N, 81-82°L Xibo

Asia China 44°N, 81°L Uigur

Asia China 21°N, 100°L Dai

Asia China 22°N, 100°L Lahu

Asia China 27°N, 119°L She

Asia China 26°N, 100°L Naxi

Asia China 36°N, 101°L Tu

Asia Sibéria 62-64°N, 129-130°L Yakut

Asia Japao 38°N, 138°L Japonesa

Asia Camboja 12°N, 105°L Camboja
Oceania Nova Guiné 4°S, 143°L Papua
Oceania Bougainville 6°S, 155°L Melanésia
Europa Franca 46°N, 2°L Francesa (varias regides)
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Regido Geografica Origem da Amostra Coordenadas Geograficas Populacio
Europa Franca 43°N, 0° Francesa Basca
Europa Italia 40°N, 9°L Sardenha
Europa Italia 46°N, 10°L Bérgamo
Europa Italia 43°N, 11°L Toscana
Europa Ilhas Orcades 59°N, 3°0 Orcadiana
Europa Céaucaso Russo 44°N, 39°L Adygei
Europa Russia 61°N, 39-41°L Russa NO
América México 29°N, 108°0O Pima
América México 19°N, 91°0 Maia
América Colombia 3°N, 68°0 Piapoco e Curripaco
América Brasil 10°S, 63°0 Karitiana
América Brasil 11°8S, 62°0 Surui

95




CP2
5,62%

ANEXO III

Estruturacio populacional no continente americano. Individuos de mesma populagdo
estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em porcentagem indicam a parcela
de variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1: Primeiro componente
principal; CP2: Segundo componente principal.
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ANEXO IV

Estruturacdo populacional no continente africano. Individuos de mesma populagio estdo
representados por pontos de mesma cor. Os valores em porcentagem indicam a parcela de
variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1: Primeiro componente
principal; CP2: Segundo componente principal.
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CP2
1,28"%

Estruturacio populacional no continente asiatico.

ANEXO V

Individuos

do mesmo grupo

populacional estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em porcentagem
indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1:
Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal.
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CP2
0,12%

ANEXO VI

Influéncia das populagdes parentais na formaciao da populacido hispanica. Individuos de
mesma populacgdo estdo representados por pontos de mesma cor. Os valores em porcentagem
indicam a parcela de variancia explicada pelos respectivos componentes principais. CP1:
Primeiro componente principal; CP2: Segundo componente principal. AFRL: Leste Africano;
AFRO: Oeste Africano; EUR: Europa; AMC: América Central; AMS: América do Sul; HISP:

Hispanicos.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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