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RESUMO
A populacdo brasileira é considerada miscigenada, derivada de um processo relativamente

recorrente e recente. Aqui viviam milhdes de indigenas quando comegou o0 processo colonizatério
envolvendo integrantes europeus, principalmente portugueses do sexo masculino, tornando comum o
acasalamento entre homens europeus e mulheres indigenas, comecando assim a heterogeneidade étnica
encontrada em nossa populacdo. Posteriormente com a chegada dos escravos, durante o ciclo
econdmico da cana-de-agUcar, comegcou a ocorrer relacionamentos entre europeus e africanas.
Basicamente, trata-se de uma populacdo tri-hibrida que atualmente apresenta em sua composicao
outros grupos, entre eles: italianos, espanhdis, sirios, libaneses e japoneses. Para o melhor
entendimento das raizes filogenéticas brasileiras, foram utilizados neste estudo marcadores bi-alélicos
da regido ndo recombinante do cromossomo Y. O objetivo foi analisar como esses grupos heterogéneos
contribuiram para o pool genético de origem paterna encontrado na populacdo masculina do Rio de
Janeiro, e assim enriquecer 0s conhecimentos acerca dos movimentos migratérios no processo de
estruturacdo desta populacdo. Foram analisados, através do minissequenciamento multiplex, 13
polimorfismos de base Unica (SNPs) e foi possivel a identificacdo de nove haplogrupos e quatro sub-
haplogrupos, em uma amostra de 200 individuos ndo aparentados e residentes do Estado do Rio de
Janeiro, escolhidos aleatoriamente entre participantes de estudos de paternidade da Defensoria Publica
do Rio de Janeiro. Dos haplogrupos analisados, somente o R1a, ndo foi observado em nossa populacéo.
O haplogrupo mais representativo foi o de origem européia, o R1b1, com 51%, enquanto 0 menos
representativo, com 1% foi o Ql1a3a, encontrado entre os nativos americanos. Cerca de 85% dos
cromossomos Y analisados sdo de origem européia; 10,5% de africanos e 1% de amerindios, e 0
restante sdo de origem indefinida. Ao comparamos com dados da literatura nossa popula¢do mostrou-se
semelhante a populagéo branca de Porto Alegre e nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre
0 pool génico da populacdo masculina do Rio de Janeiro com a portuguesa. Os resultados aqui
encontrados corroboram os dados historicos da fundagdo da populagdo do Rio de Janeiro durante o
século XVI, periodo onde foi observada uma significante reducdo da populagdo amerindia, com
importante contribuicdo demografica vinda da regifo Subsaariana da Africa e Europa, principalmente
de portugueses. Tendo em vista 0 alto grau de miscigenacdo da nossa populacdo e 0s avangos na
medicina personalizada, estudos sobre a estrutura genética humana tém fundamental implicacdo no
entendimento na evolucdo e no impacto em doencgas humanas, uma vez que para esta abordagem, a

coloracdo da pele é um preditor ndo confiavel de ancestralidade étnica do individuo.



ABSTRACT

The Brazilian population is highly admixture, a relatively recurrent and recent process. Millions
of indigenous people had been living here when the colonization process began, initially involving
mainly Portuguese men. The immigration of European women during the first centuries was
insignificant, making common the marriage between European men with indigenous women; hence,
starting the ethnic heterogeneity found in our population nowadays. Subsequently, with the arrival of
slaves during the economic cycle of sugarcane, began the relationships between Europeans and
Africans. Basically, it is a tri-hybrid population with contributions from other groups, such as ltalians,
Germans, Syrians, Lebanese and Japanese. For a better understanding of Brazilian phylogenetic roots,
biallelic markers of nonrecombining region of the Y chromosome were used in this study. The goal
was to analyze how these heterogeneous groups contributed to the genetic pool found present-day in
the population of Rio de Janeiro, and thus contribute to the understanding of migratory movements in
the process of structuring this population. We analyzed, through minisequencing multiplex, 13 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) and through those it was able to identify nine haplogrupos and four
subhaplogrupos, in a sample of 200 unrelated individuals, residents of the State of Rio de Janeiro,
chosen randomly between participants from studies of fatherhood. Of the haplogrupos examined, only
the Rla, has not been observed in our population. The more representative haplogroup was from
European origin, the R1bl, with 51%, while the less representative, with 1% was the Qla3a, found
among Native Amerindians. 85% of Y chromosomes analyzed were from Europeans; 10.5% from
Africans and 1% of Native Amerindians, and the rest have not had their origin defined. In this study
sample, the vast majority of Y-chromosomes proved to be of European origin. Indeed, there were no
significant differences when the haplogroup frequencies in Brazil and Portugal were compared by
means of an exact test of population differentiation. These results corroborate historical data of the
foundation of the population of Rio de Janeiro during the 16th century, a period where it was observed
a significant reduction of Amerindian population was observed with important contribution from the
Sub-Saharan region of Africa and Europe, particularly the Portuguese. In view of the high degree of
admixture of oBrazilian population and advances in medicine, customized research on human genetic
structure have fundamental implication in understanding the evolution and impact on human diseases,

since for this approach, the skin color is an unreliable ancestry predictor of individual ethnic.
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1. INTRODUCAO

O impacto cultural da colonizacdo ja € conhecido e estudado em diversos campos ha muitas
décadas, na historia, na antropologia, na arqueologia, entre outros, porém sdo recentes os estudos sob o
aspecto genético do impacto da colonizacdo em uma determinada populacdo (Guerreiro-Junior et al.
2009). A descoberta e caracterizacdo da variacdo genética humana tém sido um dos principais focos de
pesquisas entre os pesquisadores do mundo inteiro (Cavalli-Sforza 2007).

No Brasil, diversos pesquisadores usaram métodos historicos, socioldgicos e antropoldgicos
para analisar a origem dos brasileiros, entre eles: Paulo Prado em “Retrato do Brasil” (1927), Sérgio
Buarque de Holanda em “Raizes do Brasil” (1933), Gilberto Freyre em “Casa Grande e Senzala”
(1933) e Darcy Ribeiro em “O Povo Brasileiro” (1995). E atualmente ferramentas moleculares t€ém sido
usadas para este fim.

Uma vez que se sabe que a proporcdo de alelos varia de uma populacdo para outra, e que essa
diferenca € pequena entre populagBes vizinhas, e as maiores diferencas sdo observadas entre
populacBes distantes, € possivel realizar estudos que mostram a distribuicdo alélica pelo planeta,
caracterizando assim as populacdes com base nessas frequéncias (Martins 2007).

A estrutura genética é um termo frequentemente usado em genética de populagdes para designar
diferencas entre duas ou mais sub-populacfes distintas em termos de frequéncias alélicas e genotipicas.
O estudo de estruturacdo populacional € baseado na distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas
sob influéncia de quatro forcas evolutivas: selecdo natural, deriva génica, mutagdo e recombinacgdo
(Hartl e Clark 1997). A mutacdo é responsavel pela origem dos polimorfismos e a sele¢éo natural pela
mudanca de suas frequéncias em resposta ao meio (Cavalli-Sforza 2007).

O estudo sobre a estrutura da populacéo, isto €, o conjunto de suas caracteristicas genéticas e
demograficas, é importante para um melhor entendimento das caracteristicas da formacéo atual de uma
determinada populacdo (Martins 2007). Sua filogenia, que seria as relagcbes evolutivas entre 0s
organismos, é importante para que se estabelecam correlagdes entre as caracteristicas encontradas

atualmente na populacdo e o passado migratorio que originou esta populagdo (Vianna 2004).



1.1) HISTORIA DO BRASIL

A heterogeneidade da populacdo brasileira ja foi documentada em diversos estudos utilizando
tantos marcadores uniparentais quanto autossémicos, onde foi demonstrada um padrao tipico tri-étnico,
porém ndo uniforme (Amerindio + Europeu + Africano) da populacdo brasileira. Estudos genéticos
revelaram que essa mistura é maior do que a demonstrada pelas caracteristicas fenotipicas (Alves-Silva
et al. 2000; Carvalho-Silva et al. 2001).

A extraordinaria diversidade genética encontrada atualmente na populacéo brasileira € resultado
de mais de cinco séculos de cruzamento inter-étnico: colonizacdo européia, representada
principalmente por portugueses, escravos africanos e amerindios (Alves-Silva et al. 2000).

Quando os portugueses chegaram ao Brasil, em 22 de abril de 1500, havia aproximadamente 2,5
milhdes de indigenas vivendo nesta area (IBGE 2000). A primeira colonizacdo neste pais envolveu
principalmente portugueses do sexo masculino. A migracdo de mulheres européias néo foi significativa
(Ribeiro 1995), o que acabou ocasionando 0 casamento entre homens europeus com mulheres
indigenas. Posteriormente, com a chegada dos escravos durante o ciclo econémico da cana-de-agucar,
comecaram a ocorrer relacionamentos entre europeus e africanas (IBGE 2000).

1.1.1) Ocupacéo das Américas

H& uma concordancia, perante a comunidade cientifica, de que a ocupacdo das Américas
ocorreu por cacadores ndmades da Sibéria vindos do Nordeste da Asia até o Alaska pelo que é hoje o
estreito de Bering (Fagan 1987, Figura 1.1). A discordancia dos arquedlogos esta no exato periodo em
que essa ocupagdo ocorreu. Uns acreditam que foi entre 30 — 35 mil anos atras, enquanto outros
apostam em uma colonizacdo mais recente de 15 mil anos atras (revisdo em Cavalli-Sforza et al. 1994).
Estudos utilizando o cromossomo Y estimam que a entrada dos homens nas Americas teria ocorrido ha
20.000 anos (Carvalho-Silva et al. 1999), outros ha 17.7+£4.8 mil anos atras (Hammer e Zegura 2002),
dados esses consistentes com evidéncias arqueoldgicas encontradas em Monte Verde, no Chile
(Meltezer 1997) que datam em aproximadamente 14.250 mil anos, mostrando que a entrada anterior a
25 mil anos era improvavel.

Os registros historicos mais recentes da ocupagdo humana no Brasil encontram-se no sitio
arqueoldgico Alice Boer, localizado no centro-sul do pais, e datam de 14.200+1.150 anos atrés
(Guidom 1987).
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Fonte: (wwwa3.nationalgeographic.com/genographic/atlas.html).

Figura 1.1: Representagdo da origem asiatica dos nativos americanos; os ancestrais teriam chegado as Américas
através do que é hoje o Estreito de Bering.

O Novo Mundo, embora inicialmente povoado pelos nativos americanos, é reconhecido
historicamente como “descoberto” em 1492 por Cristovao Colombo, abrindo uma nova era de
expansdo territorial e populacional (Santos 2006).

Apdbs o contato com o colonizador europeu, ocorreu um intenso exterminio de povos indigenas
devido a conflitos armados, epidemias, desorganizacdo social e cultural. As desorganizacdes sociais e
culturais fazem com que ainda hoje ocorra um processo de desaparecimento de comunidades indigenas
brasileiras. Estima-se que somente na primeira metade do século XX mais de 80 povos foram extintos
(ISA 2000). Segundo os dados do Instituto Socioambiental (ISA), a populacdo indigena no Brasil atual
esta estimada em 600 mil individuos, sendo que deste total cerca de 450 mil vivem em Terras Indigenas
(e, em menor numero, em areas urbanas proximas a elas), enquanto outros 150 mil encontram-se
residindo em diversas capitais do pais. De acordo com o Ultimo censo populacional realizado em 2000
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a parcela da populagdo brasileira que se

auto-declarou genericamente como "indigena™ alcangou a marca de 734 mil pessoas.


http://www.socioambiental.org/

1.1.2) Contribuicio Européia

Portugal foi muito importante na historia brasileira, marcando o destino dos brasileiros cultural
e fisicamente. Foi a partir de 1532 que o Brasil passa a ser efetivamente colonizado por Portugal, uma
vez que, anteriormente, a maior parte dos colonos apenas exploravam o pau-brasil através de suas
feitorias e retornavam para a metrépole. Apenas alguns degredados, desertores e naufragos haviam se
estabelecido em definitivo, vivendo juntos as tribos indigenas (Alencar et al. 1996).

Durante o periodo de 1500 a 1808 houve a chegada de aproximadamente 500.000 portugueses,
sendo sua maioria de homens (Salzano e Freire-Maia 1967). Portugal foi sem ddvida a maior fonte de
imigrantes europeus no Brasil até 1808, devido a relagdo coldnia — colonizador, monopdlio do pacto
colonial que proibia o ingresso de navios estrangeiros ao pais.

No século XIX o Brasil tornou-se independente, dando fim a colonizacdo portuguesa no pais. A
partir de 1850, a expansdo dos cafezais pelo Sudeste e a necessidade de colonizacdo efetiva da regiao
Sul, levaram o governo brasileiro a criar medidas de incentivo a vinda de imigrantes europeus,
principalmente portugueses, italianos e alemées (Salzano e Freire-Maia 1967). O fluxo de imigrantes
portugueses entdo cresceu rapidamente, correspondendo a 29% dos 5,5 milhdes de imigrantes que
entraram nesta época, sendo superado apenas pelos italianos (34%), houve a imigracdo de individuos
de outros paises europeus, como Espanha (14%) e Alemanha (4%), além de japoneses (5%), sirios e
turcos (2%) e outros (12%) (Figura 1.2, IBGE 2000).

Deriodst decendls 18841893 3 19341033
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Figura 1.2: Representacdo grafica das imigracdes no Brasil, de acordo com a nacionalidade, no periodo de 1884 a
1933 (Fonte: IBGE 2000).
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Outro pico da entrada de portugueses foi entre 1904 a 1914 com a entrada de 416.607 pessoas, e
informagdes a respeito do destino desses imigrantes indicaram o Rio de Janeiro e Sdo Paulo como as
regibes preferidas (Levy 1974).

1.1.3) Contribuicdo Africana

No continente americano, o Brasil foi o pais que mais importou mao de obra africana. E
estimado que, entre 1550 e 1870, aproximadamente quatro milhdes de homens, mulheres e criancgas, o
equivalente a mais de um terco de todo comércio negreiro africano, foram trazidos para o Brasil como
escravos. Esse comércio desenvolveu-se no século XV1I1 até ser proibido em 1850 (Reis 2000).

Os africanos eram trazidos para o Brasil para trabalharem nas fazendas de cana de agUcar e mais
tarde nas minas de ouro e diamantes e nas plantacdes de café (IBGE 2000).

Segundo Alencar e col. (1996), os escravos trazidos para o Brasil foram capturados nas mais
diversas situacBes, como guerras tribais e escravizacao por dividas ndo pagas. Os escravos africanos
provinham de lugares como Angola, Guiné Equatorial, Benin, Nigéria e Mocambique e eram
negociados com os traficantes em troca de produtos como fumo, armas e aguardentes e transportados
nos chamados navios negreiros. Esses navios tinham como destinos os portos das cidades do Rio de
Janeiro, Salvador, Recife e Sao Luis, e delas eram transportados para regifes mais distantes.

Registros histéricos dos portos brasileiros (Mattoso 1982) e analise da regido codificante do
DNA mitocondrial (DNAmt) (Gongalves et al. 2008) confirmaram que foram trés as regides da Africa
— a oeste, a centro-oeste e a sudeste — que mais exportaram mao-de-obra africana para o pais até 1850.
As regibes do centro-oeste e sudeste incluiam basicamente areas representadas por duas ex-colénias
portuguesas (Angola e Mocambique) e representaram 68% da demanda dos escravos trazidos para o
Brasil, enquanto que o oeste da Africa, correspondendo a areas do norte do Golfo da Guiné,
contribuiram com 32% (Klein 2002).

O Brasil foi um dos poucos, sendo 0 Unico, pais da América a receber africanos de todas as
origens. Todas as regides do pais receberam escravos africanos, porém de maneira desigual, sendo a

regido Sudeste a que recebeu uma maior quantidade dessa méo de obra (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Representacdo gréfica da populacdo escrava no Brasil, no século XIX, segundo as regides do pais no
periodo de 1864 a 1887 (Fonte: IBGE 2000).

1.2) R10 DE JANEIRO

O Rio de Janeiro (22° 55' S, 43° 12' W) é uma cidade localizada na regido Sudeste e foi a
capital do Brasil durante 197 anos (1763 a 1960). Com cerca de 30 mil habitantes na segunda metade
do século XVII, tornara-se a cidade mais populosa do Brasil, passando a ter importancia fundamental
para o dominio colonial. Além disso, o porto do Rio de Janeiro foi a principal porta de entrada para
escravos que seriam utilizados para as minas de ouro e diamantes ou seriam levados para outras
provincias, assim como de estrangeiros que viriam se instalar na Corte.

Do século XVII até meados do século XIX, a maioria da populacdo fluminense foi composta
por negros e portugueses. O nimero de imigrantes portugueses desembarcados na cidade do Rio de
Janeiro passou a crescer repentinamente no final desse século, 0 que fez com que praticamente se
igualasse ao numero de pessoas de origem africana.

Um estudo baseado no DNAmt mostrou que 69% da contribui¢cdo materna da populagéo do Rio
de Janeiro provém do centro-oeste e sudeste da Africa, enquanto que 31% do oeste africano
(Hinemeier et al. 2007). Esses valores sdo compativeis com os sugeridos por registros histéricos sobre
a populacdo brasileira (Maestri-Filho 1993).

Os primeiros imigrantes ndo-portugueses a chegar a regiao foram os suicos, em 1818, fundando
na regiao das serras a cidade de Nova Friburgo. Pouco mais tarde, comecaram a chegar os aleméaes, que

também rumaram para as serras, principalmente para a regido de Petropolis, e chineses de Macau, que



plantaram ch& nas proximidades do Rio de Janeiro. Italianos e espanhois chegaram mais tarde,
contribuindo também para a diversidade étnica do Rio de Janeiro (Alencar et al. 1996).

Segundo fontes do IBGE (2005), atualmente o Rio de Janeiro representa o segundo maior PIB
do pais, vindo depois de Sao Paulo, estimado em cerca de R$ 119 bilhdes, o que sem dlvida atraiu
migrantes de outros estados brasileiros, em busca de melhores condicGes de vida.

O Brasil é um pais heterogéneo em sua constituicdo, e esta heterogeneidade também ¢é
observada em cada regido separadamente, uma vez que cada regido possuiu um processo colonizatorio
individual, fazendo assim com que cada regido apresente contribuicdes étnicas particulares (Tabela
1.1). A populagéo da regido Sul, por exemplo, apresenta menores contribui¢des africanas e maiores
contribui¢des européias quando comparadas com outras regides do pais (Zembrzuski et al. 2006).

Tabela 1.1: Percentual de grupos étnicos da populacdo brasileira por auto-declaracéo de cor de pele, de acordo com a

nomenclatura utilizada na pesquisa nacional por amostra domiciliar, nas grandes Regides, no Estado do Rio de Janeiro e sua
regido metropolitana.

Grupos Etnicos (%)

Populagdo Regional Branca Preta Parda Al\rr?d?gr;eelr?;
Brasil 49,40 7,40 42,40 0,80
Norte 24,70 5,50 68,20 1,60
Nordeste 29,50 8,50 61,50 0,50
Sudeste 58,40 8,40 32,30 0,90

Rio de Janeiro 54,50 12,60 32,50 0,40

Reg Metropolitana do RJ 53,40 12,60 33,50 0,50
Sul 78,70 4,30 16,30 0,70
Centro — Oeste 41,40 6,60 50,90 1,10

Fonte: IBGE 2007.



1.3) POLIMORFISMOS GENETICOS

A base da genética de populacdes € feita atraves da observacdo na variacdo dos polimorfismos
geneticos de individuos, sobre a qual sdo aplicados métodos estatisticos que medem o grau de
diferenciacédo entre e dentro de populagdes. Na tentativa de esclarecer e aprofundar tais investigacoes
torna-se necessaria a compreensdo dos polimorfismos genéticos. Em uma populagdo, um gene é
polimorfico quando a frequéncia do alelo mais comum é igual ou menor que 0,99. Alelos com
frequéncias inferiores a 0,005 sdo denominados raros, ou também chamados idiomorfos. Em humanos
muitos desses alelos raros sdo responsaveis por doencgas genéticas ou tém efeitos deletérios (Hartl e
Clark 1997).

O genoma humano € formado pelo conjunto de todas as sequéncias de DNA que nos
caracterizam do ponto de vista bioldgico. Ao término do sequenciamento do genoma humano
identificou-se a presenca de aproximadamente trés bilhGes de pares de base, contendo de 20.000 a
25.000 genes distintos (Collins et al. 2003). Quase a metade do genoma humano é composta por
sequéncias de DNA repetidas inimeras vezes (Watson et al. 2006) e essas sequéncias variam de um
individuo para o outro, fazendo o genoma humano possuir regides altamente polimérficas. Atualmente,
ha diversas técnicas de biologia molecular disponiveis para deteccdo de variabilidade genética ao nivel
de sequéncia de DNA, ou seja, para a deteccdo destes polimorfismos que, analisados com o auxilio de
técnicas estatisticas, permita determinar seu papel sobre certas caracteristicas (como por exemplo, a

susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas) servindo, portanto como marcadores moleculares.

1.3.1) Marcadores Genéticos Classicos

Estudos pioneiros com o objetivo de tracar movimentos migratorios humanos, no Brasil, foram
baseados em ferramentas da genética classica gerando dados sobre os grupos sanguineos, como 0S
sistemas ABO e Rh (Salzano e Callegari-Jacques et al. 1988; Lopez-Camelo et al. 1996),
imunoglobulinas e sistemas de histocompatibilidade (HLA — do inglés Human Leucocyte Antigen)
(Spuhler 1979; Vogel e Motulsky 1997), entre outros. Esses polimorfismos foram intensamente
investigados em populagOes nativas americanas (Santos 2006).

A partir da década de 1980, com o desenvolvimento de técnicas moleculares mais sofisticadas,
capazes de estudar diretamente a molécula do DNA e seus polimorfismos, a diversidade genética

comecou a ser amplamente conhecida (Ferreira 2006).
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1.3.2) Marcadores Moleculares

Um dos trabalhos que marcaram a transi¢cdo na utilizacdo de marcadores genéticos classicos
para marcadores moleculares presentes na molécula de DNA foi publicado na década de 80 (Botstein et
al. 1980). Os primeiros trabalhos utilizavam DNA nuclear para a reconstrugdo da histéria de
populagdes humanas (Wainscoat et al. 1986), e posteriormente comecou-se a utilizar o DNAmt,
determinante de linhagem materna, para resolver questdes de evolucdo humana (Cann et al. 1987).
Atualmente, estudos focados nas migracdes de populacdes humanas tem utilizado dado tanto de
DNAmt quanto de cromossomo Y (Gongalves et al. 2008; Fornarino et al. 2009).

Existem diferentes tipos de marcadores que séo utilizados para estudos evolutivos, identificacdo
forense, mapeamento de doencas e estudos de populaces, entre eles:

» Minissatélites sdo constituidos de um namero de sequéncias idénticas repetidas lado a lado.
Estas sequéncias repetitivas variam de 9 a 100 pares de bases (Figura 1.4) e, em cada locus
hipervaridvel, sdo repetidas até 100 vezes. Os minissatélites estdo dispersos por todo o genoma, e
perfazem uma proporcdo detectdvel do mesmo, constituindo varios loci em diferentes cromossomos.
Esses marcadores tém sido utilizados no melhoramento de plantas, na analise de diversidade genética e
na determinacéo de paternidade (Dallas et al. 1988; Pena et al. 1995). Os VNTR (do inglés Variable
Number of Tandem Repeats) e “loci hipervariaveis” sdo sindénimos de minissatélites e utilizados na

literatura para se referir a esta classe de marcadores moleculares que envolvem sequéncias repetitivas.

a0 (. Qttttagatc cctgataaac gcaaaatg(gta tatatatacg tgtatatata tatatacacg tatata), tggc
N

. gctgaatgtt

Figura 1.4: Representacdo esquematica de um minissatélite, em uma das fitas do DNA, onde a unidade de repeticéo
corresponde a uma sequéncia de 39 nucletideos representada em vermelho na sequéncia acima.



» Microssatélites (ou STR short tandem repeats — repeticdes simples em sequéncia), s&o loci
variaveis (polimorfismos) que consistem de um nimero variavel de unidades repetitivas de 1-6 pares de
base de comprimento (Figura 1.5), e surgem de dificuldades na exatiddo da duplicacdo do DNA.

Constituem em aproximadamente 3% do genoma humano (Watson et al. 2006).

tctg 4 nucleotideos repetidos 7 vezes
T\ i
NN atggc tctg  tctg tctg tctgMctg fctg tctg ttggacgtac

Figura 1.5: Representagdo esquematica de um microssatélite, em uma das fitas de DNA, onde a unidade de repeticéo
é a sequéncia TCTG e essa se encontra repetida sete vezes na sequéncia acima.

» Indels (inser¢Oes-delecdes), em 2002 o Projeto Genoma Humano reportou a caracterizagdo de
2.000 polimorfismos de insercdo—delecdo no genoma humano, que constituem uma poderosa
ferramenta diagnostica para estudos populacionais e de doencas genéticas. Trabalhos utilizando esses
marcadores ja foram utilizados para a caracterizacdo da populacdo brasileira (Bastos-Rodrigues et al.
2006) (Figura 1.6).

CCTCCGCCGCGCG CTCCGC GCCGCCGGGCA CGGCC CCGC
CcC GTCGCTCCGCCAGCCGCCGGGCACCGGGCCGGCCAGTACCGC

Figura 1.6: Representacdo esquematica dos indels, onde a primeira linha representa a sequéncia original e 0s espagos
em branco da segunda linha representam as dele¢des, enquanto que os nucleotideos em vermelho representam as
insercdes em relagdo a sequéncia original.

» SNP (do inglés single nucleotide polymorphisms - polimorfismos de nucleotideos Unicos) sdo
polimorfismos em um Unico par de base no DNA, onde sequéncias alternativas (alelos) existem em
individuos normais em algumas populagdes; a frequéncia alélica minima deve ser de 1% (Brookes
1999) (Figura 1.7). Estéo distribuidos em todo o genoma e ocorrem com uma frequéncia notavel de
aproximadamente um em cada 1.200 a 2.000 pares de bases e, portanto representam as variaveis mais
comuns no genoma humano (Lander et al. 2001). Possuem baixas taxa mutacionais, cerca de 2x10°® por
base e por geracdo e por isso sd@o conhecidos como marcadores de evolucdo lenta (Thomson et al.
2000). InsercoOes e dele¢des ndo sdo formalmente consideradas como SNPs. Em principio, esses podem
ser polimorfismos bi-, tri- ou tetra alélicos. Entretanto, em humanos, SNPs tri e tetra alélicos sdo
extremamente raros, por isso, as vezes, sdo referidos somente como marcadores bi-alélicos (ou di-

alélicos, também etimologicamente correto) (Brookes 1999).
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Figura 1.7: Representacdo esquematica de duas fitas duplas de DNA, onde observa-se em um mesmo ponto uma
varia¢do de um Unico nucleotideo (www.dadamo.com/wiki/hapmap.jpg).

Os SNPs tém sido usados para analises de polimorfismos no cromossomo Y, como ferramentas
para as diversas areas, entre elas: forense (Jobling et al. 1997;Sanchez et al. 2003; Onoftri et al. 2006);
reconstrucdo genealdgica (Hammer et al. 1998; Hurles et al. 1999; Hammer et al. 2000; Jobling 2001);
genética médica (Jobling e Tyler-Smith 2000) e estudos de evolugdo humana (Hammer e Zegura 1996;
Rosser et al. 2000; Underhill et al. 2000).

1.4) MARCADORES DE LINHAGEM

O uso de marcadores polimorficos de linhagem, ndo sujeitos a recombinacdo e em estado
hapldide, como o cromossomo Y e 0 DNAmMt humano, permite uma analise mais correta e detalhada
dos movimentos migratorios que originaram as popula¢fes atuais (Santos e Tyler-Smith 1996,
Underhill et al. 2001). Diferente dos cromossomos autossomicos, esses marcadores possuem um
padrdo de heranca caracteristico: sdo herdados de apenas um dos genitores (do pai, no caso do
cromossomo Y e da mée, no caso do DNAmt), por isso, sdo também chamados de uniparentais e ndo
trocam genes com outros segmentos gendémicos (ndo se recombinam), sendo transmitidos as geracdes
seguintes em blocos de genes (denominados hapldtipos). Adicionalmente, o cromossomo Y e o
DNAmt fornecem informacgdes complementares, permitindo tracar patri e matrilinhagens que alcangam
dezenas de geracdes no passado, podendo assim reconstruir a historia genética de um povo (Pena et al.
2000).
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1.4.1) Cromossomo Y

As propriedades do cromossomo Y violam o “livro de regras” da genética humana: nao ¢
essencial para a vida de um individuo (homens possuem e mulheres ndo) e mais da metade de sua
sequéncia consiste de repeticbes em tandem (Jobling e Tyler-Smith 2003). Estdo descritos 5.624
polimorfismos STR do tipo AC/TG, com uma meédia de heterozigosidade de 70%, e o restante carrega
poucos genes. A maior parte (mais de 90%) do cromossomo Y humano ndo sofre recombinacdo —

hapldtipos sdo transmitidos inalterados de pai para filho por geracdes e geracGes (Figura 1.8).

Regido ndo recombinante
A
—

/ .
o610 G0 KA 300 SN IE BQIGME 000 RN SH GERESREMGEAD \ )

x Regido recombinante com o cromossomo X J

Figura 1.8: Representacdo do cromossomo Y, sendo representadas as regies ndo recombinantes (NRY) e
recombinantes com o cromossomo X.

[

1.5) HAPLOGRUPOS

Por convencdo, se o cromossomo Y for caracterizado por polimorfismos binarios esses serdo
chamados de haplogrupos; os caracterizados por STRs, de haplétipos, enquanto que os caracterizados
pela combinagdo de ambos sé&o chamados de linhagens (de Knijff 2000).

O Y Chromosome Consortium (YCC 2002) definiu regras para agrupar as mutagdes
diagnoésticas dentro da arvore dos polimorfismos binarios do cromossomo Y e definiu que o0s
haplogrupos do cromossomo Y fossem agrupados por letras maiusculas que vao de A-R (YCC 2002).
A frequéncia relativa dos haplogrupos varia de uma populacdo para outra (Figura 1.9). Alguns
haplogrupos do cromossomo Y sdo especificos de determinadas regiGes geogréficas, sendo a
combinagdo dos marcadores moleculares, como os SNPs por exemplo, que definem esses haplogrupos
(Jobling 2001).

As marcas genéticas deixadas pelos homens ao migrarem para as diferentes regides
continentais, ha aproximadamente 100.000 anos atras, sdo possiveis de serem vistas ainda hoje através
do gradiente da distribuicdo das frequéncias alélicas. Conforme a populagdo humana migrava para

ocupar novas regides geograficas, mutacbes foram ocorrendo e novos haplogrupos foram sendo
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estabelecidos. Geralmente quanto mais antigo for um haplogrupo maior a sua distribuigdo geogréfica.
Uma parte dos haplogrupos ainda tem uma distribuicdo geografica relativamente restrita a algumas

partes do globo, o que permite a suposicdo da sua origem geogréafica ou étnica (Pena et al. 2000).

Figura 1.9: Distribuicdo global dos haplogrupos do Y. Cada circulo representa uma amostra populacional com a
frequéncia dos 18 principais haplogrupos do Y (Fonte: Jobling e Tyler-Smith, 2003).
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Polimorfismos que ndo estdo definidos como base dos caracteres, estdo representados no
interior dos nos e por serem potencialmente parafiléticos, sdo chamados de paragrupos (e identificados
pelo simbolo *). Dois sistemas de nomenclaturas complementares foram propostos por Karafet e col.
(2008) e esses sdo adotados neste estudo. O primeiro define hierarquicamente subclados dentro de cada
haplogrupo maior, utilizando o sistema alfanumérico (ex.: E1, Ela, Elal). O segundo sistema é
baseado na mutacdo alternativa mais curta, nomeando o haplogrupo pela mutacdo que a define (ex.:
E*-M96).

MutacOes definidas pelo prefixo “M” (do inglés mutation) e pelo prefixo “p” (do inglés
polymorphism) foram publicadas por Underhill e col. (2001), de acordo com as frequéncias dos
haplogrupos e com a ordem de ocorréncia dos eventos mutacionais. A disponibilidade de sequéncias do
cromossomo Y permite que existam mais de 200 SNPs bem caracterizados e entre 100 e 200 STR
potencialmente uteis. Uma filogenia bastante robusta foi desenvolvida com base nestas mutacoes,
assim como um sistema de nomenclatura de haplogrupos unificado que permita a integragéo entre 0s

diferentes dados dos grupos de pesquisa (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Arvore completa dos haplogrupos do cromossomo Y com as respectivas mutagdes que as caracterizam
definidas pelo YCC (2002) (Fonte: Jobling e Tyler-Smith 2003).
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1.5.1) Os principais haplogrupos

A andlise dos haplogrupos definidos pelo polimorfismo binédrio do cromossomo Y, tem se
aproximado de um padrdo para estudos da origem da populacdo humana moderna e para medir a
variabilidade entre elas (Brion et al. 2004).

Dentre os haplogrupos determinados pelo YCC (2002), alguns devem ser destacados em razéo
da importancia na composi¢do da populacdo brasileira, mais especificamente na populacdo do Rio de

Janeiro.

» HaplogrupoB C D

Este haplogrupo é definido por um polimorfismo no gene SRY10g31 € possui uma vasta distribuicéo

incluindo Europa, Africa e Asia.

» Haplogrupo E

A mutacdo M96 define este haplogrupo. Este haplogrupo é encontrado em alta frequéncia na Africa
e moderadas frequéncias no Oriente Médio e sul da Europa, com ocorréncia ocasional no centro e sul
da Asia (Hammer et al. 1998; Underhill et al. 2001; Semino et al. 2004). A maioria dos cromossomos
africanos pertence aos haplogrupos E (Jobling e Tyler-Smith 2003), principalmente na Africa
Subsaariana (Hammer et al. 1998).

A linhagem do paragrupo mais basal deste clado, o E*, foi encontrada na populagdo Bantu, do sul da
Africa (Karafet et al. 2008).

Haplogrupo Elbla — E definido pela mutagdo M2 e também é uma linhagem africana. A hipétese
atual é que este grupo teria se dispersado do norte para o sul da Africa na expansdo agricola da
populacdo Bantu, ha aproximadamente 3.000 anos. E geograficamente restrito, e 0 mais comum aos
povos descendentes dos africanos subsaarianos (Cruciani et al. 2004). E altamente frequente entre os

afro-americanos.
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Haplogrupo Elblbl — E definido pela mutagio M35 e surgiu no Oriente Médio, esta mutagdo é
compartilhada pelos africanos do sul e do leste (Cruciani et al. 2004). Homens deste haplogrupo séo
encontrados com alta frequéncia em Portugal (Beleza et al. 2006) e Espanha (Flores et al. 2004),

provavelmente por causa da ocupacéo islamica na Peninsula Ibérica.

» Haplogrupo F

O paragrupo F* foi primeiramente observado no subcontinente Indiano com uma frequéncia de
moderada a baixa (Karafet et al. 2005). Este paragrupo possui uma vasta distribuicdo mundial e é

heterogéneo (Gongalves et al. 2008).

» Haplogrupo |

E definido pela transversdo de A para C no SNP M170, representa um dos dois maiores grupos
europeus, sendo difundido por toda a Europa e virtualmente ausente em outros lugares (Rootsi et al.
2004), incluindo as regides da Asia proximas ao mar Mediterraneo, sugerindo que este haplogrupo
tenha surgido na Europa um pouco antes da ultima era Glacial. Esta presente, em média, em 18% do
total das linhagens paternas européias, podendo chegar a uma frequéncia de aproximadamente 40 —
50% em duas regibes distintas da Europa: na populacdo Nérdica da Escandinavia e no sul da Europa
perto dos Alpes Dinaricos (abrange partes da Eslovénia, da Croacia, da Boshia e Herzegovina, da

Sérvia, do Montenegro e da Albania) (Semino et al. 2000).

» Haplogrupo J

E caracterizado pelo indel 12f2 (8kb). Individuos pertencentes a este haplogrupo sdo comuns no
Oriente Médio, norte da Africa, sul e leste Europa, Asia Central, Paquistio e india (Hammer et al.

2000; Underhill et al. 2001), apresentando altas frequéncias na costa do Mediterraneo; 22% na Greécia;

20 a 30% na Itélia; 7,3% na Ucrania e inexistente na Alemanha (Semino et al. 2004).
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» Haplogrupo K

Definido pela mutacdo M9, com origem ha aproximadamente 40.000 anos, provavelmente no

sudoeste da Asia.

» Haplogrupo P

Definida pelo polimorfismo 92R7, consiste em duas distribuices amplas dos haplogrupos Q e R.

» Haplogrupo Qla3a

E definida pela mutacdo M3 (de C para T). O alelo T é ausente entre os africanos, europeus e
asiaticos do sul do pacifico (Karafet et al. 1997). Existem duas teorias para explicar a entrada deste
alelo nos nativos amerindios e em algumas populagdes da Sibéria. A primeira é de que este alelo teria
surgido na Sibéria e depois se espalhado pelo Novo Mundo (Lell et al. 1997). A segunda hipdtese é que
este alelo teria se originado no Novo Mundo (ao leste de Beringia) e a sua presenca na Sibéria é por
causa de uma migracdo de volta para o Alaska pelo estreito de Bering (Underhill et al. 1996; Karafet et
al. 1997).

Como o haplogrupo Q representa a maioria de todos os cromossomos Y nativos das Ameéricas
(>90%), esta é a linhagem mais informativa para reconstruir esta histéria. A maioria dos nativos
americanos pertence a este haplogrupo e uma grande proporcao deles pertence a sublinhagem, Qla3a
(antigo haplogrupo Q3 e 18). O haplogrupo Q esta espalhado pelo centro e nordeste da Asia (Jobling e
Tyler-Smith 2003).

» Haplogrupo R

Ha controvérsia de quando surgiu a mutacdo que Ihe deu origem: uns datam ha 16.300 + 4.400
(Hammer e Zegura 2002) e outros ha 26.800 (19.900 — 34.300) (Karafet et al. 2008). A maioria dos
europeus pertence a esse haplogrupo. Movimentos substanciais na Africa do Norte evidenciam pelo
menos uma migragdo pré-historica da Africa Subsaariana, carregando o haplogrupo R para a regido

nordeste de Camaroes.
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Haplogrupo Rla — E definido pela presenca do alelo ancestral A no gene SRY10gs1 € é atualmente
encontrado no centro e oeste da Asia, india e leste da Europa.

Haplogrupo R1b1 — E caracterizado pelo polimorfismo P25 e é o mais representativo da populacio
européia e a maioria dos portugueses e brasileiros pertencem a este haplogrupo. Um estudo com a
populagdo portuguesa (Beleza et al. 2006) mostrou que 51% dos individuos pertencem a este

haplogrupo.

1.6) IMPORTANCIA DA ANCESTRALIDADE NA GENETICA MEDICA

As reacdes adversas a medicamentos (ADRs, do inglés adverse drugs reaction) constituem um
problema importante na pratica do profissional da area da salde. Sabe-se que essas sdo causas
significativas de hospitalizacdo, aumento no tempo de permanéncia hospitalar e até mesmo de 6bito
(Einarson, 1993).

As ADRs e a possibilidade de ocorrer interacbes medicamentosas sdo respostas que, muitas vezes,
estdo relacionadas a variabilidade individual. A variacdo entre populacdes foi observada através da
toxicidade a alguns farmacos, como por exemplo, o tuberculostatico isoniazida. A eliminacdo deste
farmaco depende principalmente de acetilagdo, envolvendo acetil CoA e a enzima N-acetiltransferase.
O polimorfismo do gene NAT2 esta relacionado a presenca de capacidades acetiladoras distintas entre
diferentes populac6es. Estudos envolvendo descendentes europeus e africanos subsaarianos mostraram
que essas populaces possuem uma alta frequéncia de alelos acetiladores lentos (Agundez et al. 2008;
Cavaco et al. 2004), enquanto que em populacdes japonesas, chinesas e amerindias, foi observada uma
alta frequéncia de alelos acetiladores rapidos (Sekine et al. 2001; Xei et al. 1997; Jorge-Nebert et al.
2002). Alguns estudos, considerando a populagéo brasileira (Teixeira et al. 2007), concluiram que 49%
desses acetiladores eram lentos; 37,6% intermediarios e 13,4% rapidos. Assim, o risco de toxicidade
causada pela deficiéncia de metabolizag&o da isoniazida varia em diferentes populagdes.

O conjunto de trabalhos mencionados mostra que o risco de toxicidade causada pela deficiéncia de
metabolizacdo da isoniazida varia em diferentes populagdes. Portanto, uma vez que: a) a importancia
de estudos de ancestralidade estd relacionada a um melhor entendimento e caracterizacdo da nossa
populacdo e dos seus processos migratorios, b) as caracteristicas fisicas sdo pouco informativas e c) é

sabido que a susceptibilidade a determinadas doengas e a resisténcia a farmacos (em alguns casos)
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possuem incidéncias diferentes de acordo com a etnia, torna-se de especial relevancia a procura da

melhor caracteriza¢do de uma populacdo miscigenada como a brasileira.

Os avangos obtidos pela biologia molecular e a bioinformatica tém exercido um papel
revigorante sobre a genética de populacdes. Esta ultima constitui-se numa ferramenta fundamental na
analise da variacdo genética nas populacdes, com aplicacdes na genética médica, na epidemiologia de
doencas de natureza multifatorial, no melhoramento genético animal e vegetal, etc. Entretanto, a
importancia do objetivo basico da genética de populagdes esta relacionada com seu papel de suporte
para os estudos da evolucdo bioldgica, os mecanismos e processos pelos quais as mudangas
evolucionarias acontecem. As sequéncias do DNA tém registrado padrdes da histdria evolucionaria e a
aplicacdo da genética de populacGes para interpretar tais sequéncias tem revelado muitos segredos
relativos a evolucdo passada. Certamente, a analise do processo evolucionario s6 pode ser feito de
maneira multidisciplinar, envolvendo a biologia molecular, a genética, a ecologia, a sistemética, a

genética humana, a sociologia, a antropologia, matematica e estatistica.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar como o0s diversos grupos, que participaram das migracdes para o Brasil, de fato

contribuiram no decorrer desses cinco séculos para o pool genético de origem paterna encontrado na

atual estrutura da populacdo brasileira, particularizada neste projeto no processo de constituicao

geneética de uma fracdo da populacdo metropolitana residente no Estado do Rio de Janeiro.

2.1)

o o~ w

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a PCR-Multiplex, incluindo todos os 13 pares de primers especificos para os alvos
de interesse, para posterior identificacdo dos diferentes polimorfismos por
minissequenciamento;

Elaborar e padronizar a técnica de minissequenciamento (SNaPshot®) para andlise dos 13 alvos
de interesse;

Determinar as frequéncias destes marcadores na populacdo masculina do Rio de Janeiro;
Comparar as frequéncias destes marcadores, com as observadas na popula¢do mundial;
Identificar os haplogrupos aos quais pertencem os individuos homens do Rio de Janeiro;
Determinar as frequéncias dos haplogrupos na nossa populacdo masculina e comparar com
dados da literatura, de outras populacdes brasileiras e mundiais;

Determinar a contribuicdo tripartite (portugueses, africanos e amerindios) da nossa populacédo

masculina do Rio de Janeiro e compara-las com dados da literatura de outras regides brasileiras;
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3. METODOLOGIA

3.1) AMOSTRA

Foram utilizadas 200 amostras de individuos brasileiros ndo-aparentados, residentes no Rio de
Janeiro, escolhidos aleatoriamente de participantes de estudos de paternidade (Figura 3.1). As amostras
foram cedidas de um banco de doadores da defensoria publica do Estado do Rio de Janeiro. Foram
incluidos na amostra os individuos residentes no Rio de Janeiro e ndo houve separacao dos individuos
por etnia ou classe ou social.

A amostra populacional selecionada abrange as caracteristicas da populacdo do Rio de Janeiro,
uma vez que nela estdo incluidos individuos de todas as classes sociais e etnia.

Todos os participantes envolvidos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecidos
(TCLE), no qual consta que eles estdo cientes do intuito da pesquisa. Esse projeto foi submetido e
aceito pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Fiocruz (CEP-476/08). Todas as
amostras utilizadas foram identificadas por um c6digo, mantendo assim a identidade dos individuos no

anonimato.

3.2) EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue coletadas em papel especialmente
desenvolvido para este fim (papel FTA, Whatman®). Amostras de DNA foram obtidas de acordo com

o0 protocolo fornecido pelo fabricante (Whatman® Corporation) (Figura 3.1).

3.3) REAGAO DE POLIMERASE EM CADEIA (PCR) - SINGLEPLEX

A reacdo de PCR para amplificagdo das regides que contém os SNPs selecionados foi realizada
utilizando os primers descritos por Sanchez e col. (2003), com exce¢do do primer M168 (Brion et al.
2005) e do M3 (Blanco-Verea et al. 2006) (Tabela 3.1).

Cada um dos primers foi testado separadamente, em uma reacdo de PCR-Singleplex para que

fosse conhecido o seu perfil de amplificagdo (figura 3.1). O protocolo de amplificacdo utilizado
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também foi descrito Sanchez e col. (2003), a Gnica modificacdo foi na temperatura de pareamento de

alguns primers.O programa de temperaturas utilizado foi:
94°C — 5 min.
95°C — 30 seg.
30 ciclos 55° a 60°C — 30 seg.
72°C — 30 seg.
72°C — 5 min.

Os produtos foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, e 0

marcador utilizado foi de 100pb (Invitrogen ®).
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Tabela 3.1: Representacdo dos 13 SNPs do Cromossomo Y utilizados no estudo, assim como o nimero de deposito no GeneBank, sequéncia dos primers forward

e reverse, para a amplificacdo por PCR dos treze fragmentos de DNA contendo os SNPs de interesse e o tamanho do produto gerado.

Locus GeneBank Primer 5° — 3° fIaianngt
Forward Reverse
SRY 10831 Rs2534636 TCA TCC AGT CCT TAG CAA CCATTA CCA CAT AGG TGA ACC TTG AAA ATG 150pb
M2 Rs3893 ACG GAA GGA GTT CTA AAA TTC AGG AAA ATA CAG CTC CCC CTT TAT CCT 128pb
M3 CTG CCA GGG CTT TCA AAT AG AAG GGC ATC TTT CAT TTTAGG T 93ph
M9 Rs3900 AGG ACC CTG AAA TAC AGA ACT G AAA TAT TTC AAC ATT TCA CAA AGG AA 186pb
M35 Rs1179188 AGG GCA TGG TCC CTT TCT AT TCC ATG CAG ACT TTC GGA GT 96ph
M96 AC010889 TGC CCT CTC ACA GAG CACT T CCACCCACTTTG TTGCTT TG 143pb
M168 GTG GAG TAT GTG TTG GAG GTG A CCT CTA TCA GAC CAT GGT AATCTC A 145ph
M170 Rs2032597 CAG CTC TTATTAAGT TATGTT TTC ATATTC TGT G GTC CTC ATT TTA CAG TGA GAC ACA AC 119pb
M173 Rs2032624 TTT TCT TAC AAT TCA AGG GCA TTT AG CTG AAA ACA AAA CAC TGG CTT ATC A 81pb
M213 Rs2032665 CCA TAT AAA AAC GCA GCATTC TGT T TGG AGA GAA CTT GAG AAA AAG TAG AGA A 176pb
1212 AC005820 CAC TGA CTG ATC AAA ATG CTT ACA GAT GGA TCC CTT CCT TAC ACC TTATAC A 90pb
92R7 Rs2535813 TTA AAT CCC TCC TAT TTG TGC TAA CC AAT GCA TGA ACA CAA AAG ACG TAG A 89pb
P25 Rs150173 TGG ACC ATC ACC TGG GTA AAG T GGC AGT ATA AGG TTG TCA CAT CAC AT 109pb
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3.4) PURIFICAGAO DOS PRODUTOS DE PCR PRE-SEQUENCIAMENTO

Para eliminar o excesso de primer e dNTP, que é prejudicial na andlise do
sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados, utilizando o kit MinElute PCR

purification spin colum (Qiagen®, Hagen, Germany) (Figura 3.1).

3.5) SEQUENCIAMENTO

Para que fosse confirmada a regido amplificada, foi realizado o sequenciamento de
trés amostras para cada um dos treze SNPs. Para a analise das sequéncias utilizou-se o
programa BioEdit® e a partir desse, através dos primers descritos para a andlise do
minissequenciamento, 0 SNP de interesse foi identificado (Figura 3.1).

Os primers que foram utilizados no sequenciamento foram os mesmos utilizados na
reacdo Singleplex de PCR.

O sequenciamento foi realizado na Plataforma PDTIS/FIOCRUZ.

3.6) REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA (PCR) - MULTIPLEX

Uma vez que o padrdo de amplificagcdo individual foi conhecido, todos os primers
foram testados em uma mesma reacdo de amplificacdo através da utilizacdo do
MULTIPLEX PCR Kit® (Qiagen®, Hagen, Germany) (Figura 3.1), seguindo o protocolo
do fabricante.

95°C — 15 min.
94°C — 30 seg.
35 ciclos 60°C — 30 seg.
72°C — 90 seg.
68°C — 15 min.

Os produtos foram visualizados em gel de poliacrilamida a 11%, e utilizou-se como
marcador molecular, o0 pBR322-Haelll, que gera fragmentos que variam de 8 a 587pb
(New England Biolabs®, Inc.).
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3.7) PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para eliminar o excesso de primer e dNTP, que € prejudicial na andlise do
minissequenciamento, os produtos de PCR foram purificados, utilizando o kit MinElute
PCR purification spin colum (Qiagen®, Hagen, Germany), seguindo o protocolo do
fabricante. Foram utilizadas também duas enzimas, a E. coli exonulease | (Exol) e shrimp
alkaline phosphatase (SAP) (USB® Corporation, Cleveland, USA) que também s&o
utilizadas para a remocao de primers e dNTPs ndo incorporados (Figura 3.1).

Foram utilizados 2uL de EXoSAP-IT para cada 5uL de produto de PCR,
posteriormente esta mistura foi submetida a uma temperatura de 37°C, por 60 minutos, para
a ativacdo da enzima e 75°C, por 15 minutos, para a desativacdo da mesma.

3.8) REACAO DE EXTENSAO DE FITA SIMPLES (SNAPSHOT®)

A reacdo de extensdo de fita simples para a posterior genotipagem dos SNPs por
minissequenciamento foi realizada utilizando os primers descritos por Sanchez e col.
(2003), com excec¢do do primer M168 (Brion et al. 2005) e do M3 (Blanco-Verea et al.
2006) (Tabela 3.2).

O minissequenciamento do PCR-multiplex foi realizado em uma reacéo de 10uL de
volume final, sendo 1,0uL de produto de PCR purificado (6-10 ng equivalente a 5-8 fmol
de cada fragmento), 5,0uL do mix de reacdo do SNaPshot® e 0,01-0,5 uM de cada primer
(figura 3.1).

96°C — 10 seg.
35 ciclos 50°C — 5 seg.
60°C — 30 seg.

Foi utilizado um controle positivo (providenciado com o kit) e um controle negativo

(dgua estéril ou auséncia de produto final de PCR ou ainda produto final de PCR vindo de

uma mulher), em cada reagéo.
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Tabela 3.2: Nome dos 13 polimorfismos do Cromossomo Y utilizados, assim como a sequéncia dos primers forward ou reverse, para a genotipagem pela reacdo
de minissequenciamento (SNaPshot®) dos treze fragmentos de DNA contendo os SNPs de interesse, a concentracéo de cada primer, o tamanho do produto
gerado e o polimorfismo esperado.

Poly dC Sequencia 5'-cauda (5'-3') Sequencia alvo especifica (5'-3') uM [pb | Polimorfismo

SRY 10831 | 10 AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTGACAA |TTG TAT CTG ACT TTT TCA CAC AGT F |0.03 |74 | A>G(1) - GIA(2)
M2 Nenhum GAC AA CTT TAT CCT CCA CAG ATC TCA R|0.28 | 26 T>C

M3 Nenhum Nenhum GGG TCA CCT CTG GGA CTG A F|0.15| 19 C>T

M9 22 AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTG ACAA | CAT GTC TAA ATT AAA GAA AAATAAAGAG |R |[0.40 | 90 C>G
M35 Nenhum GGT GCC ACG TCG TGA AAG TCT GAC AA TCG GAG TCT CTG CCT GTG TC R|0.25 | 46 C>G
M96 Nenhum AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTG ACAA | GGA AAA CAG GTC TCT CAT AAT A F|0.15| 62 G>C
M168 DC+3(dTdC) | AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTGACAA |[CTATTGTTT TAATTC TTC AGC TAG C R|0.15| 72 C>T
M170 Nenhum Nenhum CAA CCC ACA CTG AAA AAA A R|0.02 |19 T>G
M173 3 AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTG ACAA | TAC AAT TCA AGG GCA TTT AGA AC F |0.03 | 66 A>C
M213 Nenhum ACG TCG TGA AAG TCT GAC AA TCA GAA CTT AAA ACA TCT CGT TAC R|0.05 | 44 T>C

12f2 29 AAC TGA CTA AAC TAG GTG CCA CGT CGT GAAAGT CTGACAA | AAC ATG TAAGTC TTT AATCCATCTC F|0.02|94 Indel
92R7 Nenhum GTG AAA GTC TGA CAA CAT GAA CAC AAA AGA CGT AGA AG R|0.01 ]38 C>T
P25 Nenhum TCG TGA AAG TCT GAC AA TGC CTG AAA CCT GCC TG F|0.04]|34 C>A
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3.9) PURIFICAGAO DO PRODUTO DA REAGAO DE EXTENSAO DE FITA SIMPLES

Apo0s a reacdo de extensdo de fita simples, esse produto foi purificado, com o
objetivo de remover todo o grupamento 5 fosforil ndo incorporado de ddNTP. Foi
utilizado 1,0uL (o equivalente a uma unidade) de SAP para cada 5,0 pL de produto de
SNaPshot®, posteriormente esse mix foi submetido a uma temperatura de 37°C, por 60
minutos, para a ativacdo da enzima e 75°C, por 15 minutos para a desativacdo da mesma
(Figura 3.1).

3.10) ANALISE ELETROFORETICA DOS FRAGMENTOS - MINISSEQUENCIAMENTO

Um pL do produto purificado da reacéo de extenséo de fita simples, com 0,2uL
do GeneScan — 120LIZ ™ (padrdo interno de tamanho de fragmento) e 9,0 uL de
formamida, totalizando um volume de 10,0 uL foram analisados no sequenciador ABI
PRISM® 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystem®) com 36 cm de capilares, POP-
7 polymer e 10 segundos a injecdo de 3000V. Os dados foram analisados com o
programa GeneMapper ID® v.3.2 (Applied Biosystem®) (Figura 3.1).

Foram utilizadas dez amostras para cada um dos SNPs selecionados, onde foi
realizada uma corrida individual desses polimorfismos, antes da reacdo de Multiplex,
para que fosse conhecido o perfil de cada um deles, uma vez que algumas vezes o
tamanho dos fragmentos esperado varia de acordo com o aparelho de sequenciamento

utilizado e a sintese dos primers.
3.11) CLASSIFICAGAO DOS HAPLOGRUPOS
Os haplogrupos foram definidos baseados na arvore descrita pelo YCC (2002)

com as mutacBes diagnosticas para o cromossomo Y. A combinacdo entre os alelos

ancestrais e mutantes caracterizam os haplogrupos (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3: Combinagéo dos alelos mutantes e ancestrais de cada um dos treze SNPs utilizados na analise para caracterizacéo dos haplogrupos, as cores representam a
fluorescéncia captada pela eletroforese de capilar.

SRY M168 M9% M213 M2 M35 M170 122 M9 92R7 M3 M173 SRY P25

BCD G T G T A G A A C GA C A G C
E G C T A G A A C GA C A G C
Elbla G T C T G G A A C GA C A G C
Elblbl G T C T A C A A C GA C A G C
F G T G C A G A A C GA C A G C
I G T G C A G C A C GA C A G C
J G T G C A G A del C GA C A G C
K G T G C A G A A G GA C A G C
P G T G C A G A A G A C A G C
Q G T G C A G A A G A T A G C
R1 G T G C A G A A G A C C G C
Rla G T G C A G A A G A C C A C
R1bl G T G C A G A A G A C C G CA
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3.12) ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a andlise estatistica dos dados foram utilizados programas especificos (Figura 3.1).

Para o célculo de frequéncia dos SNPs foi utilizado o programa GDA v.1.0 (Lewis
2001).

A analise comparativa entre as populacbes estudadas foi calculada através da
frequéncia dos haplogrupos, através do indice de estrutura genética da populacdo (AMOVA,
do inglés Analysis of Molecular Variance) (Excoffier et al. 1992) pelo programa Arlequin
V.3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005).

A estrutura genética da variabilidade do cromossomo Y na populacdo do Rio de
Janeiro foi testada em trés niveis: 1) entre grupos (Fcr); 2) entre populagdes dentro de cada
grupo (Fsc) e 3) dentro da populacéo (Fsr) atraves de permutacéo ndo paramétrica (Excoffier
et al. 1992).

Para a comparacdo entre algumas populacdes foi realizado, também pelo programa
Arlequin V.3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005), o teste exato de diferenciacdo populacional (Exact
test of population differentation), este teste avalia a distribuicdo ndo-randémica dos
haplogrupos dentro de uma amostra populacional sobre a hipdtese de panmixia.

A partir da matriz gerada pela distancia genética (Fst) foi gerado o gréfico de escala
multidimensional (MDS) (Takane et al. 1977) através do programa SPSS v. 14.0. Enquanto
que as arvores filogenéticas foram obtidas pela analise simples de grupos (UPGMA - do
inglés Unweighted Pair Group Methods using Arithmetic average) através do programa
GDA, também a partir da distancia genética.

Para os célculos de contribuicdo da populacdo parental foi feito somatério das
frequéncias de cada um dos haplogrupos de acordo com a sua origem correspondente.

Para os célculos de mistura foi utilizado o ADMIX95, desenvolvido por Bernardo
Bertoni (www.genetica.fmed.edu.uy) baseado nos programas ADMIX 2 e 3 (Chakraborty
1986).

Aprovado pelo
CEP n° 476/08 l

Extracao de DNA |

+
| PCR—angleplex | | PCR-Multiplex | . Minissequenciamento |

|  Sequenciamento | Analise dos dados no

GeneMapper®

I}

Analise estatistica dos
dados

I Purificacao SAP I—

Figura 3.1: Organograma da metodologia utilizada no projeto.
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4. RESULTADOS

4.1) DISTRIBUICAO INTRAPOPULACIONAL DOS HAPLOGRUPOS

Com a combinacdo dos treze SNPs analisados foi possivel a identificacdo de nove
haplogrupos e quatro sub-haplogrupos (Figura 4.1). Cada um destes ja havia sido previamente
observado na populacéao brasileira ou em uma das populagdes parentais que contribuiram para
a sua formag&o. O unico haplogrupo que ndo foi encontrado em nossa amostra de estudo foi o
R1la.
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Figura 4.1: Classificacéo dos haplogrupos do Cromossomo Y. A primeira base de cada SNP representa o alelo ancestral e a segunda o alelo mutante. As letras correspondem a

nomenclatura do cromossomo Y, segundo Karafet e col (2008).
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4.2) PADRONIZAGAO DE TECNICAS

4.2.1) PCR-Singleplex

Todas as reacdes de PCR-Singleplex foram submetidas a um gradiente de temperatura

de pareamento e essa temperatura variou para cada um dos pares de primers, sendo a minima
observada de 55,6°C e a maxima de 61,9°C.

A utilizacdo de aditivos na PCR, para a eliminagdo de bandas inespecificas, também
foi necessaria em alguns casos. Cinco aditivos foram testados: Triton (x100), BSA
(100mg/mL), formamida, DMSO e glicerol. Entre esses, apenas o Triton na concentracdo de
0,1% e o BSA na concentracdo de 10pL/mL se mostraram satisfatorios, com os quais foi
observada a auséncia de bandas inespecificas (Figura 4.2).

Formamida Formamida

-_— — -

Figura 4.2: Perfil de trés amostras do SNP M168, visualizadas em gel de agarose a 2,5%. O primeiro pogo
representa o marcador de 100pb (Invitrogen ®), 0s seguintes as amostras identificadas pelo nimero (115,
116 e 10) e CN (controle negativo da reacdo, sem DNA). Em azul estdo os aditivos da reacdo. A seta
verde aponta para a banda de interesse.
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4.2.2) Sequenciamento

A amplificacdo das regides contendo os SNPs de interesse foi confirmada através da
técnica de sequenciamento (Figura 4.3).

M0 30 40 / 50 60 i

2 3 8
[GT GTACTTIT G G AACAGGT CTCT CATAATAC GATAAAACACT CAGGTATAATATTAAAAACCTA TG (AL

| AL A N AU DU AL AA Al LML

TAAGACCTCTTTGTGTACTTTGGAACAGGTCTCTCATAATACGATAAAACACTCAG

GTATAATATTAAAAACCTATGGAAGAAATATGGTCCTTTACAAAGCAACAAAGTGG
GTGGACCATAAGTTTCTTGTATTGAAAGTGCCAACTCTCGAAAAAAGGACGAAAGA
AAGACGTTTAAAGAAGACTAAGAAGGAAACTAGAGAGGGCGGGTTAAGAAGGGGT
TTTTGGTATGTATTTCGCATTTTTGATAACCATACTCCGCTCTTTCTTCCCTAAAAAA

Figura 4.3: Eletroferograma do SNP M96, a seta preta aponta o SNP de interesse. Abaixo a sequéncia
consenso, em azul estd destacado o primer para 0 minissequenciamento e em vermelho o SNP de
interesse.
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4.2.3) Padronizagdo da PCR-Multiplex
Todos os SNPs de interesse foram amplificados em uma Unica reacdo de PCR, o

tamanho dos fragmentos variou de 81 a 186pb (Figura 4.4).

Figura 4.4: Visualiza¢do do produto de PCR Multiplex em gel de poliacrilamida a 11%, corado com
brometo de etidio. O primeiro po¢o corresponde ao marcador de peso molecular, o pBR322-Haelll, e esse
varia de 8 pb a 577pb, e as letras de C1 a C9 correspondem as amostras e 0s circulos ao lado de cada
banda correspondem ao fragmento de interesse; o tamanho dos fragmentos varia de 81 pb a 186pb.
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4.2.4) SNaPshot®

O conhecimento do perfil eletroforético faz parte da padronizagdo, por isso a

importancia de se analisar em um primeiro momento todos os SNPs separadamente.

Cada um dos SNPs selecionados apresentou um padrdo especifico de deslocamento
pelo capilar e esse padrdo foi mantido em todas as corridas individuais. Foi observada uma
variacdo no tamanho dos fragmentos quando comparados com os esperados segundo Sanchez
e col. (2003), Brion e col. (2004) e Blanco-Verea e col. (2006) e essa variagdo pode ser
atribuida ao equipamento (o sequenciador) e a sintese dos primers. O polimorfismo observado
sO variou do esperado quando o primer utilizado foi o reverse, pois neste caso, estamos
observando a fita complementar, logo o polimorfismo observado é complementar ao esperado
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Representacdo dos SNPs utilizados na reacdo de SNaPshot®, sentido do primer utilizado na reagdo,
tamanho dos fragmentos esperados segundo os artigos de referéncia ((Sanchez et al. (2003), Brion et al. (2004) e

Blanco-Verea et al. (2006)), tamanho dos fragmentos observados em nosso estudo, polimorfismos esperados e
observados, onde a primeira base representa o alelo ancestral e a segunda o alelo derivado (ou mutante).

Tamanho do fragmento Polimorfismo
SNPs Primer
Esperado observado esperado observado
M3 Forward 19 32 C>T C>T
M170 Reverse 21 34 A>C T>G
M2 Reverse 26 36 A>G T>C
P25 Forward 34 39 C>CA C>CA
92R7 Reverse 38 42 GA>A CT>T
M213 Reverse 30 47 T>C A>G
M35 Reverse 46 52 G>C C>G
M96 Forward 62 64 G>C G>C
M173 Forward 66 68 A>C A>C
SRY Forward 74 74 A>G A>G
M168 Reverse 72 76 C>T G>A
M9 Reverse 90 91 C>G G>C
122 Forward 94 94 Indel Indel

Todos os SNPs tiveram os seus perfis de extensdo de uma uUnica base conhecidos
através da eletroforese individual, onde foi observado o tamanho de cada fragmento, a altura e

estrutura do pico, assim como a fluorescéncia basal (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Eletroforese de quatro dos 13 SNPs estudados, através da técnica de SNaPshot®, onde: A- representa a padronizacdo do SNP M170; B- polimorfismo P25, com as
duas variantes alélicas, a ancestral e a derivada; C- indel 12f2, onde a variante ancestral é a presen¢a do alelo, enquanto que a derivada é representada pela dele¢éo; D-
polimorfismo 92R7, com as suas duas variantes alélicas, ancestral e derivada. As cores em cada eletroferograma representam as bases nitrogenadas, sendo a adenina (A) —
verde, timina (T) — vermelha, citosina (C) — preta, guanina (G) — azul e os picos laranja representam o padrido de peso molecular (LIZ™-120).
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Diferencas de nucleotideos Unicos entre nucleotideos da mesma posicdo em regides de
duplicacdo sdo erroneamente descritos como SNPs (Sanchez et al. 2004), o que é o caso dos
polimorfismos P25 e 92R7. Recentemente foi estimado que 10% dos SNPs descritos em banco de
dados sdo na verdade sequéncia paralogo variante (PSV, do inglés paralogous sequence variants)
originados de sequéncia de duplicacdo (Estivill et al. 2002).

O SNP P25 foi descrito como sendo uma transversdo de A — C na banda 11.223 do
cromossomo Y (Hammer et al. 2000), enquanto que o 92R7 foi descrito como transversdo de A — G na
banda pll do cromossomo Y (Mathias et al. 1994), porém estudos mais recentes sobre o0s
polimorfismos P25 e 92R7, mostram que esses séo na verdade PSVs, com pelo menos uma variante
dentro de cada grupo de loci polimoérfica (Sanchez et al. 1994).

No caso do P25, o alelo ancestral C foi encontrado em todas as amostras, pertencentes aos mais
diversos haplogrupos, enquanto que somente os individuos pertencentes ao haplogrupo R1bl
apresentaram o alelo derivado A juntamente com a variante C.

O haplogrupo P foi definido pelo alelo derivado A no locus 92R7, no entanto o alelo ancestral

G estava sempre associado com a variante A por causa da duplicacao.

Apos a identificacdo individual e o conhecimento do perfil de cada um dos polimorfismos de
interesse, foi realizada a reacdo multiplex, onde obteve-se a genotipagem dos treze SNPs de interesse
(Figura 4.6).
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Figura 4.6: Eletroferograma contendo os treze polimorfismos de interesse, separados por tamanho de fragmento e
fluorescéncia, que variam de acordo com a base esperada, e 0s picos laranja representam o padrao de peso molecular
(L1Z™-120).
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4.3) FREQUENCIA DOS SNPS NA POPULAGAO DO RI0 DE JANEIRO X POPULAGAO GLOBAL

Foi calculada a frequéncia de cada um dos polimorfismos na populagéo de estudo e essas foram
comparadas com a distribuicdo global, disponivel em banco de dados online (dbSNPs do Pubmed)
(Tabela 4.2). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os polimorfismos da populacédo do

Rio de Janeiro com os da populacdo mundial.

Tabela 4.2: Frequéncia dos alelos de cada polimorfismo estudado na populacdo do Rio de Janeiro e a frequéncia
global destes (dados do dbSNP Pubmed).

Frequéncia na populagao

Alelo
Rio de Janeiro Global
M3 C=0,99/T=0,01 C=0,88/T=0,12
M170 A=0,91/C=0,09 A=0,91/C=0,09
M2 A=0,94/G=0,06 A=0,88/G=0,12
P25 C=0,48/A=0,52
92R7 G=0,39/A=0,62
M213 C=0,81/T=0,19 C=0,67/T=0,33
M35 G=0,92/C=0,08
M96 G=0,84/C=0,16
M173 A=0,95/C=0,05 A=0,91/C=0,09
SRY A=0,0/G=1,0 A=0,11/G=0,89
M168 C=0,0/T=1,0 C=0,11/T=0,89
M9 C=0,37/G=0,63 C=0,41/G=0,59
12f2 A=0,93/DEL=0,07
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Ao compararmos os dados dos alelos T (ancestral) e C (derivado) do SNP M213 da populagéo
de estudos com os dados sobre Afro-americanos, e da regido Subsaariana, disponiveis no dbSNP, foi
observada uma diferenca significativa (> = 78,70; p<0,001 e »* = 33,28; p<0,001, respectivamente),
como era de se esperar, uma vez que o SNP M213 caracteriza haplogrupos de origem européia, e
corroborado por dados historicos, espera-se uma maior contribuicdo dos haplogrupos europeus na
populacdo masculina. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre a populagéo de estudo e as
populacdes da Europa e da Asia (* = 0,23; p=0,63 e y* = 0,138; p=0,71 , respectivamente) (Tabela

4.3).
Tabela 4.3: Frequéncia dos alelos ancestral e derivado do SNP M213 na populacdo mundial, na Europa, na
Asia, nos Afro-americanos e regido Subsaariana na Africa e no Rio de Janeiro.
) Alelo Xz p
Regido n
C T

Global 42 0,667 0,333
Europa 26 0,846 0,154 0,23 0,63
Asia 46 0,870 0,130 0,138 0,71
Afro-Americano 22 0,182 0,818 78,70 p<0,001
Subsaariana 60 0,000 1,000 33,28 p<0,001
Rio de Janeiro 200 0,810 0,190
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4.4) FREQUENCIA DOS HAPLOGRUPOS

4.4.1) No Rio de Janeiro

Os trés haplogrupos mais frequentes na nossa populagdo, o R1bl, o | e o E1blbl representam

juntos uma frequéncia de quase 70% e sao frequentes também na Europa. O haplogrupo J que € comum

no Oriente Médio foi o quarto mais frequente na populacdo masculina do Rio de Janeiro. Enquanto que

0 menos frequente foi o de origem amerindia, 0 Q1a3a, com apenas 1%. J& os haplogrupos de origem

africana, o0 BCD, E* e o E1bla* tiveram uma frequéncia ao redor de 10%. O haplogrupo Rla ndo foi

observado em nossa populacdo (Figura 4.7).

Haplogrupo %
BCD 2

E¥ 25
Elbla* 6
Elblb1* 8
F* 3,5

I* 9,5
J* 7

K* 2,5

p* 3,5
Qla3a 1
R1* 4
Rla* 0

R1b1* 50,5

Frequéncia dos Haplogrupos na populacao
masculina do RJ

BCD
£
mElbla®
Elb1lb1*
mF*
m|*
mJ*
mK*
mp*
Qla3a
mR1*
= Rla*
= R1b1*

Figura 4.7: Porcentagem dos haplogrupos encontrados na popula¢do masculina do Rio de Janeiro.
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4.4.2) Rio de Janeiro x Populacdo Brasileira

A diversidade do cromossomo Y, utilizando os marcadores binarios, na populacdo do Rio de
Janeiro foi comparada com a populacédo de individuos negros do Rio de Janeiro, com a populagdo negra
e branca de Porto Alegre e com dados de quatro das cinco regides brasileiras, sendo cada uma delas
consideradas populacOes para esta anélise (dados da literatura: Carvalho-Silva et al. 2001; Hinemeier
et al. 2007; Guerreiro-Junior et al. 2009), e foram formados grupos baseado no seguinte critério: 1)
estudos que descriminam a cor da pele do individuo (RJ_B= Rio de Janeiro pretos; PA_B1, PA B2=
Porto Alegre pretos e PA_ W= Porto Alegre brancos); 2) Regides do Brasil; 3) Rio de Janeiro (Figura
4.8).

A auséncia de diferenca significativa foi observada entre grupos (Fct=0,012; p=0,39), enquanto
diferencas significativas foram observadas entre as populacbes dentro de cada grupo (Fsc=0,35;
p<0,05) e dentro das populacdes (Fsr=0,36; p<0,05). A populacdo de estudo foi agrupada junto com a
populacdo branca de Porto Alegre, e nenhuma diferenca significativa foi observada entre as regides

brasileiras.
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Figura 4.8: Escala multidimensional baseada na distancia genética (Fsr) entre populacfes brasileiras, através de
dados de individuos homens do Rio de Janeiro (RJ); individuos de cor de pele preta do Rio de Janeiro (RJ_B)
(Hlnemeier et al. 2007), individuos brancos de Porto Alegre (PA_W) e de cor de pele preta de Porto Alegre
(PA_B1) (Guerreiro-Junior et al. 2009) e outro estudo utilizando também individuos negros de Porto Alegre
(PA_B2) (Hunemeier et al. 2007); e dados da Regido Sul (Reg_Sul), Sudeste (Reg_Sud), Norte (Reg_Nort) e
Nordeste (Reg_Nord) (Carvalho-Silva et al. 2001).
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Através dos dados de distancia genética (Fst) baseado no algoritmo UPGMA do programa
GDA (Lewis 2001) foi gerada uma arvore do cromossomo Y que representa a relagdo de proximidade
dessas populacdes. Foi observado um agrupamento da populacdo do Rio de Janeiro com a populacao
branca de Porto Alegre e uma proximidade dessa com uma das populacao de individuos pretos de Porto

Alegre.
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Figura 4.9: Arvore de diversidade do cromossomo Y nas populacdes brasileiras. Os circulos indicam um
agrupamento das populaces estudadas e a populagéo de estudo, o Rio de Janeiro esta destacado em vermelho.
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4.4.3) Rio de Janeiro x Portugal

Ao excluirmos da andlise a frequéncia dos haplogrupos de origem africana e amerindia e
comparamos com os dados de Portugal (Beleza et al. 2006), e através de um teste de ndo diferenciacédo
entre essas duas populacdes, nenhuma diferenca significativa foi observada (p=0,54), e a partir do
calculo da distancia genética entre essas duas populag¢fes também nenhuma diferenca significativa foi
observada (Fst=0; p=0,48).

4.4.4) Populacdo Brasileira x Portugal

Posteriormente foi incluido os dados de Portugal (Beleza et al. 2006), considerando-o0 um grupo
isolado dos demais, formando assim o quarto grupo (Figura 4.10), e com a inclusdo desse aos dados,
ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos (Fcr=0,03; p= 0,48), porém foi observada
uma diferenca significativa dentro dos grupos (Fsc=0,37; p<0,05) e entre populacbes (Fsr=0,35;
p<0,05).

A populacéo de estudo foi agrupada juntamente com a populacdo branca de Porto Alegre e com
a populacdo portuguesa, e com a inclusdo da populacdo portuguesa, foi observado um agrupamento das
populacdes negras em um mesmo quadrante e um afastamento da populagdo do Rio de Janeiro com
relacdo a populacdo negra de Porto Alegre 1 (PA_B1).
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Figura 4.10: Escala multidimensional baseada na distancia genetica (Fs7) entre populagfes brasileiras, através de
dados populacionais de homens do Rio de Janeiro (RJ); individuos de cor de pele preta do Rio de Janeiro (RJ_B)
(Hunemeier et al. 2007), individuos brancos de Porto Alegre (PA_W) e de negros de Porto Alegre (PA_B1);
(Guerreiro-Junior et al. 2009) e outro estudo utilizando também individuos negros de Porto Alegre (PA_B2)
Hinemier et al. 2007; e dados da Regido Sul (Reg_Sul), Sudeste (Reg_Sud), Norte (Reg_Nor) e Nordeste
(Reg_Nord) (Carvalho Silva et al. 2001) e dados da populacdo Portuguesa (Beleza et al. 2006).
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4.3.4) Populacdo Brasileira x Populacdo Mundial

A diversidade do cromossomo Y foi analisada, através da comparagdo dos dados obtidos da
populacdo de estudo com dados disponivel na literatura de populagBes parentais que teriam migrado
para 0 nosso pais, contribuindo assim para a atual composicdo genética da nossa populacdo, como:
Portugal, Espanha, Italia, Alemanha; além de paises africanos, como: Mocambique, Benin e Camardes

e populacBes de Sdo Tomé e Porto Principe, os Angolares. Além de popula¢des vizinhas, como

Coldmbia e Argentina, e uma populagio representativa da Asia, o Japdo (Figura 4.11).

Foi observada diferenca significativa entre os grupos (Fcr=0,34 p= 0,001), dentro dos grupos

(Fsc=0,31; p<0,05) e entre as populacdes (Fst=0,54; p<0,05). Foi observado um agrupamento das

populacgdes africanas e um isolamento da populacgéo japonesa.
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Figura 4.11: Escala multidimensional baseada na distancia genética (Fst) entre a populacéo brasileira e as populacdes
de Portugal (Beleza et al. 2006); Espanha (Flores et al. 2004); Italia (Capelli et al. 2007); Alemanha (Kayser et al.
2005); Colémbia, Argentina e Japao (Brién et al. 2005); Angolares (Trovoada et al. 2006); Benin, Camardes e

Mogambique (Hinemeier et al. 2007).
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Através dos dados de distancia genética (Fst) baseado no algoritmo UPGMA do programa
GDA (Lewis 2001) foi gerada uma arvore do cromossomo Y que representa a relagdo de proximidade
dessas populagdes, que mostrou um padrao tri-hibrido. Foi observado um agrupamento das populacdes
africanas e um isolamento da populacdo japonesa. A populacdo estudada ficou agrupada juntamente

com os outros dois vizinhos da América do Sul, e com Portugal, nossos colonizadores (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Arvore da diversidade do cromossomo Y nas populagdes que contribuiram para a atual estrutura
genética encontrada em nossa populacdo. Os circulos indicam um agrupamento das populagbes estudadas e a
populacdo de estudo, o Rio de Janeiro esta destacada em vermelho.
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4.5) CONTRIBUIGAO PARENTAL

4.5.1) No Rio de Janeiro

Pela contagem direta dos haplogrupos e sua distribuicdo segundo a origem geografica, 0s

haplogrupos difundidos pela Europa: R1bl, I, Elblbl, J, R1, F, K, representam juntos uma
contribuicdo européia de 85% na populacdo masculina do Rio de Janeiro. Enquanto que a contribuicéo
de haplogrupos africanos corresponde a 10,5%, e a contribuicdo de haplogrupos dos nativos
amerindios, os primeiros habitantes desta regido, representou a menor contribuicdo, com apenas 1%.
Alguns haplogrupos identificados na nossa populacdo que tém uma distribuicdo muito ampla e nédo
puderam ser atribuidos a nenhuma populacdo em especifico corresponderam a 4% da amostra (Figura
4.13).

Contribuicao Parental da Pop. Masc.

do Rio de Janeiro
4%

1%

M Europeus M Africanos M Amerindios M Outros

Figura 4.13: Contribuicdo parental dos haplogrupos do Cromossomo Y na populacdo do Rio de Janeiro.

4.5.2) Na populacio brasileira

A partir da distribuicdo dos haplogrupos de acordo com a origem geografica, foi estimada a
contribuigéo parental da populagcdo masculina do Rio de Janeiro, e essa foi comparada com os dados da
literatura de outras populagOes brasileiras. As populacdes brancas apresentaram uma maior
contribuicdo dos haplogrupos de origem européia, e um cenario diferente foi observado entre as

populagdes negras, onde o componente predominante foi africano (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Comparacéo da contribuicdo parental (%) em diversas regies do pais.

Contribuicdo Parental (%)
Localidade Referéncia
Europeus  Africanos Amerindios

RJ* 85 10,5 1 Presente Estudo
RJ** 88,1 8,7 1,58 Silva et al. 2006
Porto Alegre 99 <1 0 Guerreiro-Junior et al. 2009
Norte 98 2 0 Carvalho-Silva et al. 2001
% Nordeste 96 4 0 Carvalho-Silva et al. 2001
o
Sudeste 96 4 0 Carvalho-Silva et al. 2001
sul 99 0 <1 Carvalho-Silva et al. 2001 e Guerreiro-Junior
et al. 2009
Porto Alegre 56 38 6 Guerreiro-Junior et al. 2009
Nordeste 34 64 2 Abe-Sandes et al. 2004
[+
2 Abe-Sandes et al. 2004 e Guerreio-Junior et
= Sudeste 43 56 1 al. 2009
sul 56 38 6 Hlnemeier et al. 2007 e Guerreiro-Junior et

al. 2009

* 3,5% origem néo determinada.
**1,6% origem ndo determinada.
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4.6) MISTURA ETNICA

A mistura étnica da populacdo masculina do Rio de Janeiro foi calculada através do programa
ADMIX95 (Chakraborty 1986) usando a frequéncia do haplogrupo como frequéncia alélica de cada
uma das populacdes parentais que contribuiram para a sua formacdo, baseada em dados da literatura.
Os valores obtidos refletiram a distribuicdo dos haplogrupos observados anteriormente, com uma
contribuicdo similar de haplogrupos de origem européia, africana e amerindia, que neste caso é
representada pela populacdo indigena Gavido, localizada em Rondénia e norte de Mato Grosso
(Tarazona-Santos et al. 2001).

Com o objetivo de avaliar se ha ou ndo diferenca entre a contribuicdo de cada uma das trés
regides africanas que importaram mao de obra escrava para o Brasil durante meados do século XVI,
trés paises africanos: Benin (Hinemeier et al. 2007), Congo (Cruciani et al. 2002) e Mocambique
(Brion et al. 2005), cada um representante respectivamente das seguintes regides africanas: oeste,
centro-oeste e sudeste, tiveram as frequéncias de seus haplogrupos testadas para o céalculo de mistura

(Figura 4.14). Foi observado um padrdo constante na contribuicdo de amerindios e de portugueses e
uma contribuicio crescente do oeste para o leste da Africa.
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Figura 4.14: Frequéncia das populagdes parentais que contribuiram para o perfil tri-hibrido da populacao masculina
do Rio de Janeiro, onde alternou-se entre trés paises africanos, cada um de uma regido da Africa.
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Posteriormente com o objetivo de avaliar se hd ou ndo diferenca significativa entre as
populacBes européias que mais contribuiram para o atual perfil encontrado na popula¢do masculina do
Rio de Janeiro, analisou-se a frequéncia parental de trés populagdes européias: Espanha (Flores et al.
2004), Italia (Capelli et al. 2007) e Portugal (Beleza et al. 2006) (Figura 4.15). Foi observado 0 mesmo
padrdo de distribuicdo de haplogrupos, a maioria de europeus, sendo observado uma similaridade na
contribui¢do de cada um desses paises, com uma menor contribuicdo dos espanhois, uma contribuicdo
pequena e constante dos haplogrupos amerindios, novamente representados pela populagédo indigena de
Gavido (Tarazona-Santos et al. 2001), e uma contribuicdo ao redor de 10% dos haplogrupos de
Mogambique (Brion et al. 2005), dos haplogrupos que juntos contribuiram para o perfil tri-hibrido da
nossa populagéo.
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Figura 4.15: Frequéncia das populacdes parentais que contribuiram para o perfil tri-hibrido da populacdo masculina
do Rio de Janeiro, foram alternados os paises europeus que mais teriam migrados para o Brasil.
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5. DISCUSSAO

A técnica adotada neste estudo possui a grande vantagem do multiplex, ou seja, permite a
genotipagem de diversos SNPs em uma mesma reacdo, reduzindo assim o tempo e o consumo de
material. Atualmente existem técnicas, como microarray, onde ja foi descrita a genotipagem de 124
SNPs (Krjutskov et al. 2009), porém essa técnica € mais indicada para estudos forenses de
identificacdo humana, estudos de individuos e ndo de populagdes. Através do multiplex desenvolvido,
foi estabelecido um padrdo de andlise que pode ser facilmente reproduzido e utilizado em outras
amostras populacionais, economizando tempo e gastos com a padronizagéo.

Para estudos genéticos de ancestralidade, e estudos associativos de doencas, entre outros, a
classificacdo realizada pelo IBGE, baseada no questionadrio de Censo Demografico, que utiliza o
critério de auto-declaracdo de cor de pele, é superficial e subjetiva, ndo sendo compativel com a real
ancestralidade do individuo, como mostraram Parra e col. (2003) e Pimenta e col. (2006). Sabe-se que
essa, assim como outras caracteristicas fisicas externas como formato da face, do nariz e textura do
cabelo sdo tragos literalmente superficiais, que espelham simplesmente adaptacdes ao clima e outras
variaveis ambientais de diferentes partes da Terra, por isso a importancia da utilizacdo de marcadores
moleculares adequados para estimar corretamente a ancestralidade do individuo e relaciona-los a esses
estudos.

Polimorfismos genéticos classicos tais como, tipos sanguineos, hemoglobinas, proteinas séricas,
isoenzimas entre outros, ja foram investigados em populacfes nativas americanas (Santos 2006), entre
eles um estudo realizado na populacdo do Rio de Janeiro, utilizando marcadores classicos como o
sistema ABO e Rh que mostraram uma mistura alélica de 40% de origem européia, 52% africana e 8%
amerindia (Lopez-Camelo et al. 1996), dados muito diferentes dos observados em nosso estudo
utilizando SNP do cromossomo Y. No entanto, marcadores classicos, por ndo serem populacao-
especifico, ndo permitem tracar com seguranca a origem e as rotas migratorias dos ancestrais. Para
estudos de rotas migratérias os marcadores que ndo sofrem recombinacdo, como é o caso do
cromossomo Y, sdo os mais indicados.

O cromossomo Y possui duas caracteristicas que fazem dele uma Otima ferramenta para
trabalhos de miscigenacdo sexo-especifica, a primeira delas é que os marcadores do cromossomo Y
mostram um alto nivel de estruturacdo entre populagcdes humanas (YCC 2002), sendo assim

relativamente féacil associar o cromossomo Y a correta populagdo ancestral e assim estimar a sua
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contribuicdo. Além disso, diversos tipos de marcadores genéticos, que envolvem diferentes taxas de
mutacdo ja foram descritos para este cromossomo (Santos e Tyler-Smith 1996; De Knijff 2000; YCC
2002), permitindo assim estudos de fenbmenos evolucionarios que ocorreram ao longo do tempo.

Além disso, a comparacéo entre os polimorfismos do Y, do DNAmt e dos autossomos, mostram
que o0 Y apresenta a melhor diferenciacdo genética pela distancia geografica, uma observacdo que pode
ser explicada pela estimativa de que a taxa de migracdo das mulheres é maior do que a dos homens —
resultado de patrilocalidade, onde as mulheres tem a tendéncia de se mudar para o local onde moram os
maridos depois que se casam e ndo o contrario (Seielstad et al. 1998). A diferenciacdo geogréafica dos
haplogrupos do cromossomo Y sugere que este cromossomo pode ser um marcador Util como preditor
da populacéo de origem (Jobling 2001).

A analise dos SNPs na popula¢do masculina do Rio de Janeiro mostrou que os haplogrupos de
origem africana encontrados foram menos frequentes do que os europeus, 0 que € perfeitamente
consistente com informacgdes histéricas da formacdo da nossa populagdo, principalmente se
considerarmos o periodo, meados do século XIX, onde ocorreu uma vasta imigracao européia do sexo
masculino. Esses resultados corroboram os encontrados por outros autores, tanto na populacdo do Rio
de Janeiro (Silva et al. 2006), quanto em outras regides do Brasil (Carvalho-Silva et al. 2001). A
frequéncia do haplogrupo de origem amerindia foi virtualmente ausente, o que também é corroborado
por estudos prévios na populacdo urbana masculina (Carvalho-Silva et al. 2001; Silva et al. 2006;
Carvalho-Silva et al. 2006), porém estudos utilizando especificamente populac¢des indigenas brasileiras
(Vallinoto et al. 1999), mostraram que este haplogrupo possui frequéncias muitos maiores, podendo
chegar a 78%, dependendo da populacdo indigena estudada. A alta frequéncia desta mutagdo também
foi encontrada em outras tribos na Argentina, Chile, Coldmbia e América do Norte, com exce¢do do
Canadéa (Underhill et al. 1996; Bianchi et al. 1997; Rodriguez-Delfin et al. 1997; Scozzari et al. 1997),
0 que mostra a importancia do estudo deste haplogrupo em popula¢des das Américas.

O haplogrupo europeu mais representativo foi o R1b1l, com 51% e esse também foi o mais
frequente na populacdo portuguesa, com uma contribuicdo superior a 50% (Gongalves et al. 2005;
Beleza et al. 2006), e 0 mais frequente também entre a populacdo branca de Porto Alegre (Guerreiro-
Junior et al. 2009). A alta frequéncia deste haplogrupo é tipica da populacdo do oeste europeu (Rosser
et al. 2000), o que explica a alta frequéncia encontrada em nossa popula¢do masculina. Muitos outros
haplogrupos representados em populagdes do oeste europeu também foram encontrados em nossa

amostra, entre eles: E1b1bl, I, J e K.
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O haplogrupo | também é caracteristico em diversas popula¢Ges do oeste Europeu, atingindo
frequéncias superiores a 5% em populacGes portuguesas, a mesma frequéncia observada em nossa
populacéo.

A significativa frequéncia do haplogrupo E1blbl (8%) observada em nossa amostra
populacional pode ser explicada, pois apesar da origem deste haplogrupo ser o norte da Africa, onde ele
tem uma predominancia em mais de 50% dos homens (Cruciani et al. 2004), ele também é encontrado
em toda a regido do Mediterraneo, com uma frequéncia ao redor de 30% e é o segundo haplogrupo
mais comum em judeus, tanto Sefaraditas quanto Asquenazitas. E frequente no sul de Portugal (25%),
diminuindo em direcdo ao norte (12%) (Beleza et al. 2006) e na Espanha possui uma frequéncia de
12% (Flores et al. 2004) parecendo assim ser uma reliquia da ocupagdo moura na Peninsula Ibérica.
Em estudos prévios no Brasil, este haplogrupo ja foi encontrado em 14% dos homens brancos (Pena et
al. 2000), por isso provavelmente a maioria destes cromossomos Y encontrados em nossa populagédo
masculina n&o vieram diretamente do Norte da Africa, mas sim através de Portugal e de outros paises
do mediterraneo.

Mais de 10% dos cromossomos Y portugueses podem ser classificados dentro do haplogrupo J
e em nossa populacdo sua frequéncia foi de 7%. A frequéncia deste haplogrupo em portugueses é
significantemente maior do que a encontrada em espanhdis ou em outras populagdes do oeste europeu
(Rosser et al. 2000), com excec¢do da Italia (Semino et al. 2004). A linhagem do haplogrupo J ocorre
em ambos judeus e ndo judeus do Oriente Médio (Semino et al. 2004) e em frequéncias notaveis entre
os Arabes de Oma (Luis et al. 2004). Este haplogrupo é altamente frequente em sirios e turcos variando
em torno dos 40% (Al-Zahery et al. 2003; Di Giacomo et al. 2004). A alta frequéncia encontrada na
Turquia, em judeus e ndo judeus identificaram o Oriente Médio e leste do Mediterraneo (Hammer et al.
2000) como area foco para a dispersdo ocidental deste haplogrupo. Entretanto estudos prévios (Rosser
et al. 2000; Al-Zahery et al. 2003; Di Giacomo et al. 2004) mostraram que este haplogrupo ndo deixou
uma assinatura forte em pessoas do norte dos Balcas e Europa Central. Em vez disso, dados de
frequéncia dentro da Peninsula Ibérica e Italia sdo a alternativa mais provavel de rotas da dispersédo
ocidental deste haplogrupo, possivelmente marinha. Entdo, apesar da migracdo de cerca de 110 mil
sirios e turcos para o Brasil durante o final do século XIX, a provavel explicacdo da presenca do
haplogrupo J em nossa populagéo é através de migrantes europeus provavelmente pelos portugueses e

italianos.
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O haplogrupo Elbla comum no leste da Africa Subsaariana e virtualmente ausente em
populagdes portuguesas, teve uma frequéncia significativa de 6% em nossa populacdo. Este haplogrupo
tem sido associado com a dispersdo Bantu (Underhill et al. 2001) e chega a atingir uma frequéncia de
80% no Senegal (Semino et al. 2002), >70% na Guiné e 16% em Cabo Verde (Gonzalves et al. 2003),
ou seja, provavelmente a entrada deste haplogrupo em nossa populagdo masculina deu-se por escravos
vindos dessas regioes.

A estrutura genética da populacdo masculina do Rio de Janeiro foi comparada com outras
populacdes brasileiras e observou-se um agrupamento desta com a populacdo branca de Porto Alegre,
provavelmente pela alta frequéncia dos haplogrupos de origem européia, o R1b1, por exemplo,
presente nestas duas populagdes, enquanto que na populagdo negra de Porto Alegre a frequéncia deste
haplogrupo foi baixa (~13%). A possivel explicacdo para o agrupamento da populacdo de estudo com a
populacdo negra de Porto Alegre é o baixo numero de individuos negros analisados, uma vez que em
outro estudo com a mesma popula¢do, porém com um nimero maior de individuos esta mesmo
populacéo ficou em outro grupo, juntamente com a populagéo negra do Rio de Janeiro.

A auséncia de diferenca significativa observada entre os grupos e a presenca de diferenca dentro
de cada populacdo indica uma homogeneidade na contribuicdo dos haplogrupos das populacbes
parentais na populagdo brasileira de uma maneira geral, com uma alta diversidade de haplogrupos
dentro do Brasil.

Ao compararmos duas populacGes do Rio de Janeiro, a primeira com individuos que foram
separados de acordo com a cor da pele (Hunemeier et al. 2007) e outra sem qualquer descriminacao por
cor (presente estudo), foi observada, na primeira popula¢do, uma frequéncia um pouco maior dos
haplogrupos de origem africana quando comparada com os de origem europeia, € 0 0posto ocorreu na
populacdo onde os individuos ndo foram separados por cor da pele. Os casamentos assimetricos
ocorridos no passado mostram que a maioria dos cromossomos Y da populacdo brasileira tem origem
européia, o que é compativel com 0s nossos resultados, porém apesar dos haplogrupos de origem
africana observada por Hiinemeier e col. (2007) serem maiores do que a de haplogrupos europeus, 0s
autores alegam que a quantidade destes € notavel. E estudos realizados com a populacdo negra de Séo
Paulo (Gongalves et al. 2008), revelaram resultados similares ao realizado com os individuos negros da
cidade do Rio de Janeiro, sendo 48% dos cromossomos de origem da Africa Subsaariana.

Os resultados encontrados, em relacdo a auséncia de diferenca significativa entre 0s

cromossomos Y da populagédo do Rio de Janeiro com os cromossomos Y da populacdo de Portugal, séo
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corroborados por outros estudos realizados em nossa populagéo (Marrero et al. 2005; Silva et al. 2006;
Carvalho-Silva et al. 2006), e suportam observacGes historicas prévias sobre a vinda de europeus
homens para o Brasil durante o processo de mistura resultando na formacéo atual da nossa populacao.
E como era de se esperar também ndo foi observada diferenca significativa entre a populacdo
portuguesa e a populagdo brasileira, o que nos indica uma forte semelhanca entre essas duas
populagbes. Porém estudo utilizando marcadores de evolugdo rapida, como os STRs, revelou uma
diversidade haplotipica maior dentro da populacdo brasileira do que em Portugal, explicada pela
entrada de cromossomos Y europeus de diversas origens (Carvalho-Silva et al. 2006), o que corrobora
os dados sobre auséncia de diferenca significativa entre a populacdo brasileira com as populac6es
italiana e espanhola.

Além dos portugueses, outras ondas migratdrias se seguiram, principalmente italianos,
espanhois e alemdes, durante os séculos XIX e XX, e essas migracdes tiveram uma maior participacao
de homens, originando os casamentos assimétricos observados em nossa populacdo. Padrdes similares
de fluxo génico sexualmente tendencioso foram descritos em outro paises das Américas, como na
Argentina (Martinez et al. 2004), Chile (Rocco et al. 2002), Colémbia (Bedoya et al. 2006) e Costa
Rica (Carvajal-Carmona et al. 2003). Talvez isto revele uma caracteristica geral da colonizacao Ibérica
das Américas, 0 que explica o agrupamento observado dessas populagdes.

Diversos estudos ja foram realizados em nossa populacdo e dependendo do marcador utilizado
resultados diferentes e algumas vezes complementares sdo encontrados. Resultados baseados no DNA
mt da populacdo do Rio Grande do Sul revelaram uma contribuicdo de 48% de europeu, 16% de
africano e 36% de amerindios (Marrero et al. 2005). Enquanto que Y-STR revelaram uma contribuicado
de 92% de europeus, 5 % de africanos e 3% de amerindios (Leite et al. 2008). J& 0os cromossomos
autossomos revelaram uma contribuicdo de 82% de europeus, 11% de africanos e 7% de amerindios
(Callegari-Jacques et al. 2003).

Martins (2007) estudou a populagdo de Pernambuco, utilizando como marcadores STR do
cromossomo Y e observou uma contribuicdo de 83% desses marcadores de origem européia, 15%
africana e somente 2% de nativos amerindios.

Tanto os resultados encontrados em nosso trabalho, quantos outros encontrados na populagéo
brasileira, utilizando marcadores uniparentais, revelaram uma forte tendéncia ao casamento direcionado
entre homens europeus, com mulheres indigenas e africanas, o que corrobora perfeitamente os dados

histéricos conhecidos desde a colonizagdo do Brasil em 1500. Esses estudos também revelam que o
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genoma da maioria dos brasileiros ¢ um mosaico, possuindo mtDNA e NRY de diferentes origens
filogeograficas.

Para a formag&o do Novo Mundo, houve a contribuicdo de diferentes regides da Africa. Estudos
utilizando o DNAmt em populaces da Ameérica do Sul mostraram que a maioria dos escravos teriam
vindo do centro-oeste da Africa e uma menor parcela teria vindo do oeste. Enquanto que, na América
Central, essa contribuicdo é quase igual, sendo um pouco maior a contribuicdo de escravos vindo do
oeste da Africa. J4 na América do Norte a grande maioria (72%) teria vindo do oeste da Africa (Salas et
al. 2004), ou seja, a contribuicdo de escravos vindo do oeste aumenta conforme vamos para o Norte da
América. E ainda, segundo Salas e col. (2004) estima-se que, especificamente, nos Estados Unidos, a
populacdo afro-americana tenha uma contribuicdo da linhagem do DNAmt originérias do oeste da
Africa de mais de 55%, e um pouco menos de 41% originaria do centro-oeste e sudeste da Africa. Os
escravos eram trazidos em sua maioria de Serra Leoa, Nigéria e RepUblica da Africa Central (Parra et
al. 2001).

Dados da populacdo brasileira, mais especificamente de afro-descendentes da cidade de Sé&o
Paulo, mostraram que 45% da ancestralidade vém do centro-oeste da Africa, 43% do Oeste e 12% do
Sudeste (Goncalves et al. 2008) dados diferentes dos encontrados para a populacao afro-descendente de
Porto Alegre e do Rio de Janeiro, no qual a maioria dos haplogrupos do DNAmt séo de ancestralidade
do centro-oeste e sudeste da Africa e uma minoria (31%) com ancestralidade vinda do oeste da Africa
(Hinemeier et al. 2007). Nossos dados populacionais de mistura étnica, utilizando um marcador de
linhagem patrilinea, apesar de ndo serem diretamente individuos afro-descendentes, corroboram o0s
resultados observados por Hiinemeier e col. (2007), uma vez que também foi observado um padrdo de
ancestralidade crescente do oeste para o leste da Africa. Dados histéricos confirmam que a maior fonte
de migrantes africanos chegaram ao Brasil s&o originarios do centro-oeste da Africa.

Esses dados de mistura étnica mostram que a utilizagdo de medicamentos especificos para
individuos de uma determinada cor de pele, como os que sdo vendidos nos EUA, devem ser
cuidadosamente utilizados em nossa populacdo, uma vez que os resultados descritos anteriormente
mostram uma grande diferenca entre a origem da ancestralidade genética entre esses individuos. E vale
ressaltar que a correlacdo entre cor e ancestralidade gendmica é imperfeita, ou seja, individualmente
ndo ha como se afirmar a ancestralidade de um individuo de acordo com a cor da pele, e uma vez que a
atuacao dessas drogas se baseia em um determinado perfil farmacogenético, ndo ha como saber se um

individuo possui as caracteristicas necessarias a nao ser que se fagam os testes genémicos apropriados.
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O cromossomo Y, além da importéncia ja discutida para estudos evolutivos, também possui
uma grande importancia para estudos relacionados a doencgas, como o cancer de prostata e do testiculo
por exemplo. Esses estudos relacionam a incidéncia dessas doengas a grupos étnicos especificos. Por
exemplo, a incidéncia de cancer de prostata em afro-americanos homens (142 por 100.000) é dez vezes
maior do que a encontrada em japoneses (14 por 100.000), essas diferencas podem ser explicadas pela
dieta ou pela influéncia do ambiente nessas populacdes, ou por fatores genéticos. A alta especificidade
geografica dos haplotipos do cromossomo Y significa que esses diferentes grupos étnicos certamente

possuem uma linhagem do cromossomo Y predominantemente diferente (Jobling e Tyler-Smtih 2000).
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6. CONCLUSAO

Através da comparacdo de dados da literatura nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre 0 pool génico da populagdo masculina do Rio de Janeiro com a portuguesa, e o0 haplogrupo R1b1
foi o mais frequente em ambas as populac6es, e em populacdes do oeste da Europa.

Corroborando os dados encontrados por Carvalho-Silva e col. (2001) em outras regides do
Brasil, a frequéncia do R1bl, juntamente com a representacdo relativamente mais baixa de outros
haplogrupos mais frequentes fora regido Ibérica mostraram a introducdo de cromossomos Y de outras
regides que nao sé a portuguesa.

Os resultados aqui encontrados corroboram os dados histéricos da formacao da populacdo do
Rio de Janeiro durante o século XVI, periodo onde foi observada uma significante reducdo de
populacdo amerindios, com importante contribuicdo demogréfica vinda da regido Subsaariana da
Africa e Europa, principalmente de portugueses.

Nosso estudo sugere que para alcancarmos futuras informacdes filogeograficas é ideal que
usemos a combinacdo de marcadores de evolugdo lenta e rapida, como os STRS, uma vez que a
estrutura da populacdo genética é caracterizada por um mosaico de mutagdes que ocorrem ao longo do
tempo, em diferentes momentos. Entdo para investigar populacdes mais recentes é necessario
informacdes detalhadas que podem ser melhor obtidas com a combinacdo de marcadores de evolucéo
lenta, os SNPs, com 0s STRs.

Os resultados deste estudo contribuem para um melhor entendimento dos processos
colonizatdrios que originaram a nossa populacdo. Tendo em vista o alto grau de miscigenagdo da nossa
populacdo e os avangos na medicina personalizada, faz-se necessario uma melhor caracterizacdo do
grau de mistura observado na nossa populagdo, uma vez que para esta abordagem, a coloragdo da pele é

um preditor ndo confiavel de ancestralidade étnica do individuo.
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Individuo | Haplogrupo Origem Frequéncia
Europa, Africa e
G5 BCD Asi’a
Europa, Africa e
G26 BCD Asia
Europa, Africa e 0,02
G45 BCD Asi'a
Europa, Africa e
G9%4 BCD Asia
G3 E Africa Sub-saariana
G12 E Africa Sub-saariana
G34 E Africa Sub-saariana | 0,025
D6 E Africa Sub-saariana
C3 E Africa Sub-saariana
G2 Elbla | Africa Sub-saariana
G20 Elbla | Africa Sub-saariana
G29 Elbla | Africa Sub-saariana
G54 Elbla | Africa Sub-saariana
G55 Elbla | Africa Sub-saariana
G100 Elbla Africa Sub-saariana 0.06
Ci11 Elbla Africa Sub-saariana
c23 Elbla | Africa Sub-saariana
C34 Elbla | Africa Sub-saariana
c41 Elbla | Africa Sub-saariana
C56 Elbla | Africa Sub-saariana
C64 Elbla | Africa Sub-saariana
G15 Elblbl Europa
G36 Elblbl Europa
G46 Elblbl Europa
G65 Elblbl Europa
G68 Elblbl Europa
G75 Elblbl Europa
G90 Elblbl Europa 0,08
G98 Elblbl Europa
G108 Elblbl Europa
D3 Elblbl Europa
D14 Elblbl Europa
C6 Elblbl Europa
Cl4 Elblbl Europa
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C20 Elblbl Europa
C26 Elblbl Europa
C32 Elblbl Europa
G9 I Europa
G17 I Europa
G21 I Europa
G24 I Europa
G31 I Europa
G39 I Europa
G42 I Europa
G48 I Europa
G50 I Europa
G60 I Europa 0,095
G77 I Europa
G96 I Europa
G97 I Europa
D16 I Europa
C4 I Europa
C28 I Europa
C46 I Europa
C60 I Europa
C71 I Europa
G80 R1 Europa
G103 R1 Europa
D4 R1 Europa
D18 R1 Europa 0,04
C15 R1 Europa
C17 R1 Europa
C18 R1 Europa
C38 R1 Europa
G6 R1bl Europa
G10 R1bl Europa
Gl1 R1bl Europa
Gl4 R1bl Europa
G16 R1bl Europa 0,505
G18 R1bl Europa
G25 R1bl Europa
G27 R1bl Europa
G28 R1bl Europa
G30 R1bl Europa
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G32 R1bl Europa
G33 R1bl Europa
G35 R1bl Europa
G37 R1bl Europa
G38 R1bl Europa
G40 R1bl Europa
G41 R1bl Europa
G43 R1bl Europa
G49 R1bl Europa
G52 R1bl Europa
G56 R1bl Europa
G59 R1bl Europa
G61 R1bl Europa
G66 R1bl Europa
G67 R1bl Europa
G69 R1bl Europa
G72 R1bl Europa
G74 R1bl Europa
G76 R1bl Europa
G78 R1bl Europa
G81 R1bl Europa
G82 R1bl Europa
G84 R1bl Europa
G85 R1bl Europa
G86 R1bl Europa
G88 R1bl Europa
G91 R1bl Europa
G93 R1bl Europa
G95 R1bl Europa
G99 R1bl Europa
G101 R1bl Europa
G105 R1bl Europa
G107 R1bl Europa
G109 R1bl Europa

D2 R1bl Europa

D8 R1bl Europa
D10 R1bl Europa
D11 R1bl Europa
D13 R1bl Europa
D15 R1bl Europa
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D17 R1bl Europa
D19 R1bl Europa
D20 R1bl Europa
C1 R1bl Europa
C2 R1bl Europa
C5 R1bl Europa
C7 R1bl Europa
C9 R1bl Europa
C10 R1bl Europa
C12 R1bl Europa
C13 R1bl Europa
C16 R1bl Europa
C19 R1bl Europa
C21 R1bl Europa
C22 R1bl Europa
C24 R1bl Europa
C25 R1bl Europa
C27 R1bl Europa
C29 R1bl Europa
C30 R1bl Europa
C31 R1bl Europa
C33 R1bl Europa
C36 R1bl Europa
C37 R1bl Europa
C39 R1bl Europa
C40 R1bl Europa
C42 R1bl Europa
C43 R1bl Europa
C44 R1bl Europa
C45 R1bl Europa
C47 R1b1 Europa
C48 R1bl Europa
C49 R1bl Europa
C50 R1bl Europa
C51 R1bl Europa
C52 R1bl Europa
C53 R1bl Europa
C54 R1bl Europa
C55 R1bl Europa
C57 R1bl Europa
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C58 R1bl Europa
C59 R1bl Europa
C61 R1bl Europa
C62 R1bl Europa
C63 R1bl Europa
C65 R1bl Europa
C66 R1bl Europa
C67 R1bl Europa
C68 R1bl Europa
C69 R1bl Europa
C70 R1bl Europa
Gl J Mediterraneo
G7 J Mediterraneo
G19 J Mediterraneo
G44 J Mediterraneo
G47 J Mediterraneo
G63 J Mediterraneo
G73 J Mediterraneo 0,07
G79 J Mediterraneo
G87 J Mediterraneo
G102 J Mediterraneo
G106 J Mediterraneo
D1 J Mediterraneo
D5 J Mediterraneo
C8 J Mediterraneo
G4 K Sudoeste da Asia
G13 K Sudoeste da Asia
G22 K Sudoeste da Asia 0,025
G53 K Sudoeste da Asia
G57 K Sudoeste da Asia
G8 F Leste da Asia
G23 F Leste da Asia
G51 F Leste da Asia
G71 F Leste da Asia 0,035
G83 F Leste da Asia
G104 F Leste da Asia
D9 F Leste da Asia
G64 Qla3a 0,01
C35 Qla3a
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G58 P Indeterminada
G62 P Indeterminada
G70 P Indeterminada
G89 P Indeterminada
G92 P Indeterminada
D7 P Indeterminada
D12 P Indeterminada

0,035
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