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RESUMO

Variagdo em genes relacionados com caracteristicas fenotipicas pode explicar a
variabilidade da caracteristica entre os individuos e entre populagdes. Nesse contexto, a
variabilidade genética do gene SLC4542 vem sendo estudada, visto que a proteina
codificada aparentemente desempenha funcao relevante na sintese de melanina. Nesse
trabalho foi avaliada a variagdo desse gene e a associacdo com cor da pele e
ancestralidade genética africana em individuos de quilombos brasileiros: Kalunga,
Mocambo, Rio das Rads e Sacutiaba. Foram avaliadas seis SNPs: quatro em introns
(rs732740, rs181832, rs3756462 e rs35394) ¢ dois em éxons (rs26722 ¢ rs16891982).
Como resultado, foi observado que as populacdes compartilharam o alelo mais comum
para todos os marcadores e nao foi observado desequilibrio de ligagdo entre os pares de
loci. Kalunga e Rio das Ras apresentaram a menor diferenciacdo populacional.
Sacutiaba apresentou maior diferenciagdo populacional com todas as populacdes. Os
haplotipos mais frequentes foram compartilhados entre as quatro populacdes. Foi
observada diferenca significativa quanto a classificagdo da cor da pele entre a populagdo
brasileira e o pool de individuos quilombolas, e entre as comunidades e as populagdes
dos estados onde estas se localizam. A excegdo observada foi Sacutiaba. Foi observada
associacdo estatisticamente significativa entre a classificacdo fenotipica cor de pele
negra e quatro dos marcadores analisados. Sugere-se que o gendtipo CT, do marcador
183756462, o alelo C e gendtipo CC, dos rs26722 e rs16891982, e, por fim, o alelo T do
r$35394, ocorram frequentemente em pele mais escura. Foi observada associacdo
estatisticamente significativa entre o Indice de Ancestralidade Africana e o marcador
rs16891982. Observou-se associacdo entre os haplotipos 6 e 12 e a estimativa baixa de
ancestralidade africana, sugerindo que esses haplétipos sejam indicativos de cor de pele

clara.



Abstract

ABSTRACT

Variation on genes related to phenotypic traits can explain the variability associated
with such trait among individuals and populations. In this context, the genetic
variability of the SLC4542 gene has been studied, since the protein encoded by this
gene is involved on melanin synthesis. This work aimed to evaluate variation in this
gene, skin color and the African Ancestry Index (AAI) in four Brazilian afro-derived
communities called quilombos: Kalunga, Mocambo, Rio das Ras and Sacutiaba. Six
SNPs were studied: four within introns (rs732740, rs181832, rs3756462 and rs35394)
and two within exons (rs26722 e rs16891982). It was observed that all populations
share the most frequent allele for all markers and all pairs of loci were in Hardy-
Weinberg's Equilibrium. Kalunga and Rio das Ras showed little population
differentiation. Sacutiaba showed great population diffferentiation when compared to
every one of the other populations. The most frequent haplotypes were shared between
all four populations. Significant differences were observed regarding skin-color
assignment between Brazilian population and the quilombos, and also between these
communities and urban populations surrounding them, except for Sacutiaba. There was
significant association between black skin-color assignment and four of the studied
SNPs. The results suggest that the genotypes CT (rs3756462), C allele and CC genotype
(rs26722 and rs16891982) and T allele (rs35394) are most frequent in individuals with a
darker shade of skin color. There was also association between AAI and the rs16891982
SNP. Also, haplotypes 6 and 12 are associated with low indices of AAI, suggesting that

those haplotypes are indicatives of lighter shades of skin color.



Introdugao

INTRODUCAO
Ancestralidade genomica

Qual a ancestralidade de uma dada populacao humana atual miscigenada, isso
¢, de onde vieram os ancestrais que deram origem a tal populagdo? Apesar da
disponibilidade de dados historicos, geralmente ha caréncia de dados que permitam
responder a tal questionamento. Uma das maneiras de elucidar tal questao ¢ por meio da
analise de ancestralidade populacional, ou seja, a avaliagdo da contribuicao de grupos
parentais na formacao de uma populacao, a partir da ancestralidade individual.

Tais inferéncias vém sendo utilizadas em estudos de reconstrugao historica de
populagdes e povoamentos. Por exemplo, sdo utilizados para uma melhor compreensao
da historia e relacionamento entre grupos humanos (Beleza et al. 2012; Ang et al. 2012;
Wang et al. 2008; Tang et al. 2007; Martinez et al. 2007; Gonzalez-Andrade et al. 2007
e Martinez-Marignac et al. 2004) e em andlise de estruturagdo populacional como base
para estudo de mapeamento génico por desequilibrio de ligacao (Shriver et al. 2008;
Shriver et al. 1997). Sao indicados também em estudos de associagdo, para os quais a
determinagdo de ancestralidade individual tem sido uma parte importante na defini¢ao
da amostra controle, incluindo os estudos sobre a pigmentacdo humana (Leite 2012;
Bonfim 2012; Chiabai 2008; Pimenta et al. 2006; Shriver et al. 1997).

As aplicacdes das inferéncias de ancestralidades foram aplicadas também na
pesquisa biomédica e clinica, por exemplo, como os medicamentos BiDil® para os afro-
americanos com insuficiéncia cardiaca e adverténcias do Carbamazepina para os
asiaticos (Ferdinand 2008; Ferrell e McLeod 2008). Outro exemplo de aplicagdo ¢ na
genética forense, onde estes testes podem funcionar num sentido preditivo ou
inferencial da ancestralidade genética de suspeitos, a partir da andlise de material

biologico obtido, por exemplo, em cenas de crime (Andrade et al. 2011; Fracasso et al.
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2011; Mendes-Junior 2010; Andrade 2010; Jobling e Gill 2004). Finalmente, outra
utilizacao ¢ a possibilidade de extrapolacao de ancestralidade biogeografica a partir de
genes que sofreram selecdo ao longo da historia da espécie humana, como os de cor da
pele (Giardina et al. 2008).

Para estimar ancestralidade genética utiliza-se o conhecimento de frequéncias
alélicas de marcadores genéticos nas populacdes alvo do estudo e nas populagdes
parentais da mesma. Marcadores genéticos sdo regides do genoma que apresentam
variabilidade e possibilitam a diferenciacao entre individuos e/ou populacdes. Dentre as
ferramentas mais utilizadas estdo os AIMS (A4ncestry Informative Markers - Marcadores
informativos de ancestralidade), esses apresentam grande diferenca de frequéncia alélica
(0) entre populagdes e podem chegar a auséncia ou presenca exclusiva de um
determinado alelo em uma dada populacao (Shriver et al. 1997). Estes marcadores tem
se mostrado eficientes para identificar populacdes definidas geografica e etnicamente e,
com isso, permitem estimar o percentual de contribuicdo de grupos parentais na
composi¢ao de populagdes miscigenadas.

Qualquer tipo de marcador genético pode ser classificado como um AIM,
incluindo os polimorfismos de base tUnica (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphism), que sdo sequéncias de DNA variaveis em um unico nucleotideo no
genoma de individuos da mesma espécie (Sobrino et al 2005). Os SNPs
frequentemente sdo encontrados préximos ou em regides codificantes do gene, sendo
relevantes para a determinagao de fendtipos (Brettell ez al. 2007; Frudakis 2007).

As diferengas na acurécia de predicao da ancestralidade genética em fun¢ao da
localizagdo do SNPs no genoma (em introns, éxons, regides regulatorias ou codificantes
de RNA mensageiro) sdo extremamente pequenas. Por outro lado, SNPs que sejam

AlIMs sdo os mais eficazes (Allocco et al. 2007). Mas, além da diferenca de frequéncia
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alélica, ha na literatura formas mais complexas e acuradas de inferir o poder de
discriminacao ancestral de um painel de AIMs. Por exemplo, quanto mais antigo o
processo de miscigenagdao, maior o numero de marcadores necessarios para acessar a
estrutura dentro da populagdo e, quanto mais informativos os marcadores, melhor a
estimativa (Tian et al. 2007).

A qualidade dos AIMs, em termos de diferenca de frequéncia alélica entre as
populagdes a serem discriminadas, ¢ fator indispensavel na andlise da ancestralidade
genética, sendo, inclusive, preponderante sobre a quantidade de marcadores. Um estudo
realizado por Campbell e colaboradores (2005) avaliou a estratificagdo dentro de uma
populagdo de norte-americanos euro-descendentes e, apos a genotipagem de 67 AIMs
especificos para diferenciacao de regides genéticas de ancestralidade descendente de
africanos e europeus, nao encontraram evidéncias de estratificagdo. No entanto, quando
avaliaram o polimorfismo LCT (rs4988235), cuja frequéncia alélica varia entre o norte e
o sul europeu, foi possivel identificar a estratificacao (Campbell et al. 2005).

Encontra-se com frequéncia diversos marcadores genéticos em um mesmo gene
e/ou regido gendmica. Espera-se que marcadores situados fisicamente proximos
apresentem desequilibrio de ligagdo (DL), que ¢ definido por uma heranca nao
independente entre dois ou mais marcadores. Porém observa-se com frequéncia a
ocorréncia de DL entre marcadores situados em cromossomos distintos e/ou distantes
Nno mesmo cromossomo, assim como auséncia de DL entre marcadores proximos. Deve
ser observado que DL ndo se restringe a proximidade fisica, mas também pode ser
reflexo de outros fatores, tais quais miscigenagdo e estruturacdo populacional (Pfaff et
al. 2001). A auséncia de DL pode ser explicada por decaimento de desequilibrio de
ligacdo, ocorrendo apds a miscigenagao ao longo das geragdes (Pffaf et al. 2001), ou

por este marcador estar localizado em um hotspot, isso €, uma regido com altas taxas de
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recombinacdo (Myers et al. 2005). Além disso, também foi proposto que a baixa
frequéncia alélica populacional (menor que 5%), ndo apresenta forca estatistica

suficiente para detectar DL (Goddard et al. 2000; Lewontin 1995).

Marcadores genéticos que podem sinalizar a ocorréncia de determinados
fenotipos tém recebido uma atengao especial, porque, podem estar relacionados com a
variabilidade fenotipica entre os individuos e entre populagdes. A variabilidade genética
do gene SLC45A42 vem sendo estudada, uma vez que a proteina por ele codificada
aparentemente desempenha fungdo relevante na sintese de melanina (Ang et al. 2012;
Park et al. 2012; Beleza et al. 2012; Bonfim 2012; Sturm 2009; Pulker et al. 2007;
Soejima e Koda 2007; Tully 2007). Genes como este, que influenciam na pigmentagao,
estao sendo utilizados para estimar a origem geografica dos individuos, uma vez que as
diferencas na pigmentagdo sao mais evidentes entre pessoas de diferentes
ancestralidades (Leite 2012; Bonfim 2012; Bouakaze et al. 2009; Frudakis 2008;

Branicki et al. 2007).

A constitui¢ao da populagdo humana brasileira

Historicamente, a constituigdo da populagdao brasileira atual deve-se a
miscigenagdo de trés grupos ancestrais principais: europeus, amerindios e africanos. As
diferengas na distribuicdo de genotipos nessas populagdes e a propor¢do com que cada
uma contribuiu para a formacdo da populagdo brasileira, tiveram como reflexo,
diferengas regionais no povoamento do Brasil. Portanto, a atual constitui¢do
populacional do Brasil decorre diretamente do processo de colonizacdo do pais

associado as imigragdes e migragdes internas.
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A época da chegada dos portugueses, os nativos da regido, denominados de
indigenas, ja habitavam o territorio brasileiro ha pelo menos 12 mil anos, o tamanho da
populagdo amerindia foi estimado variando em 1 a 10 milhdes de individuos (Fundagao
Nacional do Indio — FUNAI), segundo dados do IBGE (2000), viviam no Brasil
aproximadamente 2,4 milhdes de amerindios. A hipotese mais recente sobre a origem
asiatica dos amerindios baseia-se na analise de 8,8 Kb do DNA mitocondrial de
amerindios da América do Sul, que sugerem a migracio da Asia através do estreito de
Bering em uma tUnica onda migratéria ha cerca de 12.000 - 19.000 anos (Silva et al.
2002, 2003). Os amerindios permaneceram isolados durante varios séculos originando
assim, grupos bastante homogéneos do ponto de vista cultural e linguistico (Fausto
1998).

O fluxo de europeus para o Brasil se iniciou em 1500 com a chegada dos
primeiros navios portugueses, dando inicio & historia oficial do nosso pais. Em resumo,
a colonizacao europeia inicial foi constituida, principalmente, por individuos do sexo
masculino sendo que a entrada de mulheres europeias foi insignificante. Até¢ 1808, com
a abertura dos portos brasileiros, os portugueses que vieram para o Brasil representavam
um contingente de aproximadamente 500.000 individuos (Ribeiro 1995). O contato
portugués, pacifico em alguns casos e hostil em outros, gerou miscigenagao e a reducgao
drastica da populagdo amerindia brasileira para, de acordo com o Censo 2010,
estimados 821.501 individuos (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE),
isto ¢, aproximadamente 0,43% da populagdo do pais. Diversas etnias foram extintas,
seja por morte de todos os membros ou pela incorporagdo a populagdo brasileira, o que
reflete hoje na contribuicdo genética observada na populagdo atual (Santos e Guerreiro

1995).
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Além dos europeus, o Brasil teria recebido cerca de quatro milhdes de escravos
africanos entre os anos de 1600 a 1870, o que compreende 40% do total de africanos
que foram introduzidos nas Américas neste periodo. Os negros provinham de diversas
regides da Africa, predominando Angola, Congo ¢ Mocambique (Curtin 1969). Na
América, eles apresentaram varias formas de resisténcia como brigas, suicidio, agressao
aos senhores de escravos e especialmente, a fuga e concentracdo em locais de dificil
acesso. Esse ultimo caso deu origem as comunidades isoladas geografica e
culturalmente denominadas no Brasil de Quilombos ou Mocambos (Vila Real 1996).

O IBGE responsavel pela realizacdo do Censo Demografico brasileiro utiliza o
critério de autodeclaracao de cor de pele para a classificagao do individuo e reconhece
cinco categorias, que sao: Branco, Preto, Amarelo, Pardo e Indigena. De Acordo com a
Pesquisa Nacional de Dados Domiciliar (PNDA), realizada em 2010 pelo IBGE, 51%
dos mais de 190 milhdes de brasileiros devem ter indicagdes morfologicas de
contribuicdo africana (autodefinidos como negros e pardos, de acordo com a
nomenclatura utilizada no levantamento). E ainda, esses grupos tém distribuicao

heterogénea no territorio Brasileiro (Figura 1).

Brasil
M Brancos
W Negros
50% Mistos

W Amarelos + indios

Figura 1. Percentual da populacao brasileira por categoria de cor de pele, seguindo a

nomenclatura do IBGE. Dados da pesquisa domiciliar de 2010.
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Mais de 2000 comunidades com o perfil de ancestralidade de escravos
africanos foram registradas no Brasil, distribuidas por todas as regides. Sao
comunidades rurais cuja historia e tradigdes se identificam como antigos Quilombos
(Anjos 2006). Ainda que possuam diferentes historias desde suas fundagdes no século
passado, os quilombos e outras populagdes afrodescendentes, como Salvador, por
exemplo, mantem uma contribuicdo genética africana e cultural maior que as
comunidades brasileiras ndo afrodescendentes (Amorim ef al. 2011; Abe-Sandes 2002;
Lima 2002). Por isso, espera-se que essas comunidades apresentem uma coloracao de
pele mais escura que as demais.

Com relagdo aos estudos de genética de populagdes que envolvem a andlise de
populagdes ditas vulneraveis, como amerindias e quilombolas, ¢ interessante notar a
proximidade e dependéncia cada vez maior dos centros urbanos. Portanto, estas estdo
cada vez mais expostas aos efeitos da miscigenacao e migracao, provocados pelo fluxo
génico que vem se intensificando com o passar do tempo, ocasionando perda do
patrimonio antropoldgico e genético dessas comunidades (Amorim et al. 2011; Ribeiro
2009; Gontijo 2008; Pedrosa 2006; Oliveira et al. 2005). Esse patrimdnio caracteriza os
individuos e as populacdes, e por isso ¢ de grande importancia que sejam estudadas o
quanto antes, em uma tentativa de ainda resgatar ao menos uma parte relevante da
historia da formacdo da populacdo brasileira (Amorim et al. 2011; Ribeiro 2009;
Gontijo 2008; Pedrosa 2006; Oliveira et al. 2005).

As populagdes quilombolas analisadas neste trabalho, também foram estudadas
com relacdo a composi¢do populacional, acessada a partir da andlise de marcadores
genéticos classicos e moleculares autossomicos e uniparentais. As estimativas de

ancestralidade genética estdo listadas na Tabela 1.
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De forma geral, os resultados da analise de contribuicdo das populagdes
parentais na formacao das populagdes quilombolas, indicaram uma grande contribuigao
da parental africana e contribuigdes variaveis das parentais amerindia e europeia. Para
os marcadores STRs (do inglés, Short Tandem Repeats) e AIMs, a contribui¢do africana
¢ maior em todas as comunidades quilombolas, com exce¢dao de marcadores STRs em
Sacutiaba, onde mostrou maior contribui¢do europeia (Pedrosa 2006; Ribeiro 2005).

Outra diferenca significativa ocorre entre as estimativas obtidas para
marcadores mitocondriais € do cromossomo Y: a contribui¢gdo materna europeia ¢ nula
na formacao dessas comunidades e a paterna europeia ¢ maior que a amerindia (Ferreira
2006; Ribeiro 2009). Tal discrepancia se explica por razdes historicas, ja que houve
desde o inicio da colonizacao, reproducao direcional entre homens europeus e mulheres

amerindias e africanas (Alencastro 2000).

Evolugdo da cor da pele

As bases genéticas da variagdo normal da pigmentacao da pele tem despertado
grande interesse na comunidade cientifica (Leite 2012; Ang et al. 2012; Beleza et al.
2012; Bonfim 2012; Lucotte et al. 2011; Valenzuela et al. 2010; Spichenok et al. 2010;
Tully 2007; Soejima e Koda 2007; Yuasa et al. 2006; Sturm 2006). Um dos maiores
complicadores neste tipo de analise ¢ a dificuldade de associacdo entre fendtipo e
genotipo, decorrentes principalmente, da relevante contribuicdo ambiental na definig¢do

desta caracteristica (Sturm e Larsson 2009; Tully 2007).



marcadores.
Estimativa de contribui¢io (%)
Comunidade Tipo de Marcador Referéncia
Amerindia Africana Europeia
Mitocondriais 13,3 86,7 0,0 Oliveira et al. 2005
STRs 3,33 57,38 39,29 Pedrosa 2006
Kalunga - GO
AlIMs 9,18 61,05 29,77 Pedrosa 2006
STR-Y 6,00 27,00 67,00 Ribeiro 2005
Mitocondriais 21,40 78,6 0,00 Oliveira et al. 2005
STRs 13,62 46,57 39,81 Pedrosa 2006
Mocambo - SE
AlIMs 18,81 43,42 37,77 Pedrosa 2006
STR-Y 7,00 7,00 86,00 Ribeiro 2005
Mitocondriais 14,00 86,00 0,00 Oliveira et al. 2005
) STRs 3,43 53,88 42,69 Pedrosa 2006
Rio das Ras - BA
AlIMs 8,66 60,56 30,78 Pedrosa 2006
STR-Y 0,00 38,00 62,00 Ribeiro 2005
Mitocondriais 15,4 84,6 0,00 Oliveira et al. 2005
) STRs 0,61 35,08 64,31 Pedrosa 2006
Sacutiaba - BA
AlIMs 2,73 53,94 43,33 Pedrosa 2006
STR-Y 0,00 5,00 95,00 Ribeiro 2005

Introducado

Tabela 1. Estimativa de mistura étnica em comunidades quilombolas: Kalunga — Mocambo — Rio das Ras — Sacutiaba, para diferentes
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Estudar a evolucdo do homem e sua dispersdo ao longo do tempo, além de
fornecer conhecimento acerca de sua histéria, permite também uma melhor
compreensdo da base genética dos fenodtipos observados atualmente, tais como o
surgimento da variacdo da pigmentacdo da pele. Muitas hipoteses tém sido propostas
para explicar a evolugdo da pigmentagao da pele em humanos, tendo em conta a relacao
entre os dados observados de melanina e a latitude. Segundo a maioria dos autores, o
fator que explica a distribuicdo geografica de pigmentagdo da pele em humanos, parece
ser a exposicdo a radiacdo ultravioleta (RUV). A melanina atua como um filtro da luz
solar natural, e ¢ especialmente eficaz para a protecdo contra os efeitos da radiagao
eletromagnética de comprimento de onda curto (280-400 nm), que sdo as mais
prejudiciais para o DNA e proteinas (Beleza et al. 2012; Parra 2011).

Foi proposto que, os primeiros membros da linhagem de hominideos tinham a
pele despigmentada ou levemente pigmentada coberta por pelos. Os pelos protegem a
pele contra danos da RUV, pois absorvem um comprimento de onda mais curto da
radiagdo solar (Walsberg 1988). Sugeriu-se que estes primeiros hominideos exibiam
corpos e cérebros relativamente maiores em relagdo aos seus predecessores (McHenry e
Berger 1998; Ruff et al. 1997, 1993). O aumento do nivel de suas atividades e da
radiagdo solar diaria teria resultado em um maior sucesso dos individuos com menor
quantidade de pelos no corpo e com uma alta densidade de glandulas sudoriparas
exocrinas, que facilitavam a perda de calor e contribuiam no processo de regulagdo de
temperatura corporal (Jablonski e Chaplin 2000; Wheeler 1984). Portanto, com a perda
dos pelos, a pigmentagdo escura da pele foi selecionada, pois confere maior protecao a
RUV.

McEvoy e colaboradores (2006) apresentaram um modelo evolutivo da

arquitetura genética da pigmentacdo humana para as populagdes Africana, Asiatica e
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Europeias, conforme ilustra a Figura 2, com base na analise de 77 genes candidatos para
a pigmentacdo da pele. Este modelo simula uma arvore populacional para a evolucdo de
pigmentacao da cor da pele, partindo de um ancestral comum que provavelmente tinha
pele clara em decorréncia da camada protetora de pelos que cobriam todo o corpo.
Ainda de acordo com o modelo, houve selecdo para o escurecimento da pele e este
evento coincide com a perda de pelos na linhagem que conduz ao Homo sapiens. Além
disso, o modelo propde que a diferenciacdo da cor da pele entre asidticos e europeus
provavelmente resultou de mecanismos genéticos diferentes e, portanto, ndo evoluiu
antes da separacdo destas populagdes. Isto levou a identificagdo de alguns genes como
fortes indicativos da evolucdo da pigmentacdo de pele na populagdo asiatica e européia:

genes como ADAM17, ADAMTS20, SLC24A45 e SLC4542 (McEvoy et al. 2006).

A sintese de melanina protege a pele contra a radiagdo ultravioleta,
particularmente em 4reas da pele com alta exposi¢do a luz solar. A melanina é capaz de
absorver radiacdo eletromagnética no comprimento de onda UV, protegendo assim o
DNA, proteinas e outras macromoléculas dos efeitos nocivos desses raios e garantindo a
integridade da termorregulagdo (Rees 2003). Por exemplo, o folato que ¢ extremamente
sensivel a RUV, ele ¢ necessario a sintese e reparo do DNA, e a deficiéncia deste pode
levar a complicagdes durante a gravidez e uma infinidade de anomalias fetais, incluindo
defeitos do tubo neural, como espinha bifida e anencefalia (Rees 2003), além de
desempenhar um papel fundamental na espermatogénese (Jablonski e Chaplin 2000).
Alteracdes em nivel molecular deste tipo de macromoléculas sugerem que, em areas
geograficas com alta incidéncia de RUV, os individuos de pele clara sofrem maior

deficiéncia de folato aqueles de pele escura (Jablonski e Chaplin 2000).
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Oeste Leste Norte
Africano Asiatico Europeu

Figura 2. Modelo evolutivo da arquitetura genética da pigmentacdo humana em trés

populacdes: Africana, Asidtica e Européia. Adaptado de McEvoy et al. 2006.

Os seres humanos apresentam uma grande variabilidade quanto a pigmentagao
da pele, tanto intrapopulacional como interpopulacional, sendo mais relevante, a
observada entre populagdes, especialmente entre continentes. Essa diversidade ¢
derivada da interacdo entre fatores genéticos e ambientais, que influenciam fortemente a
definicdo da cor da pele, e mostram correlagdo com a localizagdo geografica das
populacdes (Stokowski 2007), como mostrado na Figura 3. E ainda, esta intimamente
relacionado com a incidéncia dos RUV (Walter 1971).

Diferencas na pigmentacdo sdo mais evidentes entre pessoas de diferentes
ancestralidades genéticas. Portanto, variagdes nos genes de pigmentacdo vém sendo
utilizadas como ferramentas para determinacdo da ancestralidade dos individuos (Leite
2012; Ang et al. 2012; Bonfim 2012; Bouakaze et al. 2009; Frudakis 2008; Chiabai

2008; Bomfim 2008; Branicki et al. 2007).
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Figura 3. Padrao de distribuicdo global da cor da pele. Adaptado de Jobbling 2004.

Infere-se que a pigmentacdo da pele representa uma adaptacdo a variagdo
geografica da radiacdo solar em fungdo da incidéncia de RUV. Observa-se que em
ambientes caracterizados por elevada incidéncia de RUV (baixas latitudes) a pele negra
oferece maior protecdo, enquanto regioes onde a incidéncia ndo ¢ tdo alta (elevadas

latitudes) ha predominancia da pele clara (Soejima e Koda 2007).

Embora os efeitos dos RUV na pele sejam geralmente prejudiciais, ha uma
importante excecdo: sua incidéncia € essencial para a sintese da vitamina D na pele.
Embora algumas fontes de nutrientes tenham quantidades substanciais de vitamina D, a
sintese cutanea ¢ a principal fonte (Holick 2003). A vitamina D desempenha um papel
chave no metabolismo do tecido dsseo, sua deficiéncia causa raquitismo em criangas e
osteomalacia em adultos. Atualmente, tém-se reconhecido outras fungdes para esta
vitamina, incluindo imunorregulacdo e regulacdes na diferenciacdo e proliferacao

celular (Parra 2011).

A distribui¢do moderna da variacao na pigmentagao da pele humana representa

uma relevante hipotese na explicacao da influéncia de sintese da vitamina D como
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resultado de um equilibrio entre, a selecdo natural que favorece a protecdo contra
queimaduras solares e a destrui¢do de folato em regides com elevada incidéncia de
RUV. A selecdo favorece a despigmentagdo em regides distantes do Equador,
facilitando a sintese de vitamina D. Por exemplo, uma pessoa de pele escura requer
exposi¢do a luz solar pelo menos dez vezes maior que uma pessoa de pele clara para

produzir a mesma quantidade de vitamina D (Jablonski e Chaplin 2000).

Deve-se mencionar que ha outras hipdteses para explicar a distribuicdo de
pigmentacdo da pele. Wassermann (1965) relaciona a pigmentagdo escura com a
resisténcia as infecgdes bacterianas, parasitarias e virais. Post e colaboradores (1975)
relataram que a despigmentagdo pode gerar resisténcia a danos ao frio. Além disso,
Aoki (2002) aponta evidéncias de que a pigmentagdo € um critério importante para a
selecdo de parceiros em humanos, levando alguns autores a postular que a selecdo
sexual tem sido um fator importante na distribuicdo da pele. Evidéncias genéticas
sugerem que individuos com pele mais pigmentada nos primeiros membros do género
Homo tiveram maior sucesso reprodutivo, a datagdo de um evento de selecdo foi

estimada em cerca de 1,2 milhdes de anos (Rogers et al. 2004).
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Biologia da pigmentacdo

A biologia da pigmentacdo da pele ¢ determinada pela interacdo de trés
pigmentos ou cromoforos: melanina, hemoglobina e, em uma escala muito menor,
carotendides provenientes da dieta. No entanto, as diferencas observadas sdo resultantes
principalmente do contetido e distribuicdo de melanina na pele (Rees 2003).

A melanina ¢ uma substancia sintetizada a partir da oxidagdo enzimatica do
aminoacido tirosina, sendo que sua produc¢do ocorre dentro de organelas denominadas
melanossomos e em células especializadas, denominadas melanécitos, que se localizam
na juncdo entre a epiderme e a derme. Variagdes na coloragdo de pele e cabelos,
observadas em diferentes regides geograficas, resultam da producdo, distribuicdo e
quantidades de dois tipos de melanina: a eumelanina, um pigmento castanho/preto, e a
feomelanina, pigmento vermelho/amarelo (Gerstenblith et al. 2007; Rana et al. 1999),
ambos produzidos na via da biossintese de melanina, a partir da tirosina com a atuagdo
de diversas enzimas (Figura 4).

Na pele, os melanossomos s3o depositados nos queratindcitos, células
adjacentes aos melandcitos (Sturm 2009; Pulker et al. 2007; Tully 2007). Considera-se,
em geral, que peles mais pigmentadas contém particulas melanossomais maiores e mais
numerosas, enquanto a despigmentagdo estd associada com melanossomos menores ¢
menos abundantes. Essas particulas sdo agregadas em torno do nticleo, e proporcionam
protecdo contra os efeitos nocivos da RUV (Yamaguchi et al. 2007). A Figura 5 mostra
um esquema da arquitetura da pele clara e escura e a profundidade de penetracdo da

RUYV nesses dois tipos de coloragdo de pele.
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Figura 4. Via metabolica da biossintese de eumelanina/feomelanina a partir da tirosina,
mostrando a atuacdo dos diversos genes/enzimas. Adaptado de Bouakaze et

al. 2009.

Figura 5. Esquema da arquitetura da pele clara e escura. BM, membrana basal; D,
derme; Tipos celulares: K, queratindcitos; M, melanécitos; F, fibroblastos;

formas ovais, melanossomos Adaptado de Yamaguchi et al. 2007.
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Genética da Pigmenta¢do

O conhecimento da base genética da variagdo da pigmentacdo normal da nossa
espécie ainda ¢ muito incompleto, apesar de sua importancia fisioldgica e evolutiva
(Barsh 2003). Investigagdes de desordens da pigmentagcdo humana, tais como albinismo,
combinados com estudos de pigmentacdo em modelos animais tém aumentado muito o
nosso conhecimento do sistema pigmentario e gerado uma nova compreensao dos genes
envolvidos na producdo e na regulacdo da melanina (Park er al. 2012; Parra 2011).

Dentre estes, os considerados de maior importancia incluem os genes (Parra 2011):

a) que codificam o complexo enzimatico tirosinase (7YR, TRPI e DCT), que esta
localizado na membrana dos melanossomos € causa a conversdo enzimatica do

aminoacido tirosina em melanina;

b) que codificam outras proteinas localizadas dentro dos melanossomos, que tém

um papel importante na melanogénese (SLC4542, OCA2, SILV e SLC24A45);

c) envolvidos na regulacdo da sintese de melanina, incluindo hormdénios e

receptores (a-MSH, MCIR, ASIP e ATRN);

d) que codificam os fatores de transcri¢gdo envolvidos na producdo de melanina

(PAX3, MITF e SOX10);

e) que codificam proteinas envolvidas no transporte e na constru¢do de

melanossomos (MYO54, MYO7A4, RAB274, CHSI e HPS1-6),

f) que codificam os receptores (KIT ¢ ENDRB) e ligantes (EDN3 e KITLG)

regulando a migragdo e diferenciacdo de melanoblastos.

A Figura 6 mostra um melandcito, indicando alguns dos genes envolvidos no
processo de pigmentacdo. Dada a heranga poligénica da pigmentagdo e a complexidade

do processo, tem sido muito dificil identificar os genes responsaveis pela variagdo na



Introdugdo

pigmentacdo da pele, do cabelo e da iris. No entanto, a situacdo se alterou na ultima
década, ¢ crescente a descoberta de genes associados com a variacdo normal na
pigmentacdo. Na literatura, estimam-se cerca de 120 genes envolvidos com a produgao,
distribuicdo e secrecdo da melanina pelos melanocitos, contribuindo com o processo da
pigmentacdo da pele humana (Ang et al. 2012; Parra 2011; Spichenok et al. 2010;

Bouakaze 2009; Tully 2007; Branicki et al. 2007).
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Figura 6. Representacdo de um melandcito indicando parte dos genes envolvidos no

sistema de pigmentagdo. Adaptado de Parra 2011.

O gene SLC45A2 (solute carrier family 45, member 2), localizado na regido
cromossOmica 5p13.3, apresenta sete éxons que abrangem 40 kb e codificam os 530
aminoacidos da proteina MATP (do inglés, Membrane-Associated Transporter
Protein). Essa desempenha importante fun¢do na sintese de melanina, atuando como

transportador de membrana e direcionando o fluxo das proteinas melanossomais
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(tirosinases) ao melanossomo (Tully 2007; Yuasa et al. 2006). Quando alterada, MATP
¢ responsavel pelo albinismo 6culo-cutaneo tipo 4 (OCA4) (Park et al. 2012; Soejima e
Koda 2007). Mutagdes neste gene, como c.478G>C (p.D160H), podem causar a
redu¢do da quantidade de melanina e interferir na codificacdo de proteinas de transporte
de membrana (Park et al. 2012; Kushimoto et al. 2003; Fukamachi et al. 2001; Harada

et al. 2001; Newton et al. 2001).

Determinadas mutagdes na regido codificante do gene SLC4542 mostram
diferenga de frequéncia entre populagdes, assim como associacdo/correlagdo com
variagdes na cor da pele. Por exemplo, para o SNP rs16891982, foram observadas altas
frequéncias do alelo G em individuos sul africanos e alemaes, classificados como
brancos, e auséncia em individuos ndo brancos (Yuasa et al. 2006; Nakayama et al.
2002). Contudo, o alelo C é mais comum em populagcdes com predomindncia de

individuos classificados como negros e em populagdes ndo brancas (Graf et al. 2005).
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a variagdo do gene SLC45A42 e a associagdo desta variagdo com a cor da pele e

ancestralidade genética africana em quilombos brasileiros
Objetivos especificos

v' Caracterizar quatro quilombos brasileiros - Kalunga, Sacutiaba, Mocambo ¢ Rio
das Ras — com relacdo a marcadores genéticos do tipo SNPs situados no gene

SLC4542;
v" Avaliar o desequilibrio de liga¢do entre esses marcadores nessas populagdes;

v' Avaliar a diferenciagdo genética entre os quilombos com base nesses

marcadores;

v' Auvaliar se a distribui¢do populacional da cor da pele nos quilombos ¢ distinta
daquela observada na populagdo brasileira como um todo e nos estados em que

os quilombos estio localizados;

v Analisar ocorréncia de associagdo entre classificagdo fenotipica e os genotipos e

haplotipos dos SNPs;

v" Analisar ocorréncia de associagdo entre os alelos e gendtipos dos SNPs do gene

SLC45A2 e as estimativas de ancestralidade individual;

v’ Analisar ocorréncia de associagdo entre os haplotipos dos SNPs do gene

SLC45A42 e as estimativas de ancestralidade.
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MATERIAL E METODOS
Amostra Populacional

Foram analisadas amostras de 262 individuos sauddveis com mais de 18 anos
de idade, de ambos os sexos, obtidas de moradores de quatro quilombos, descritos
abaixo: Kalunga, Mocambo, Rio das Ras e Sacutiaba. Em todos os casos, as amostras
selecionadas foram de pessoas ndo aparentadas entre elas (grau de parentesco maximo
aceitavel = 1/16). A localizagdo geografica dessas populagdes, a estimativa do tamanho
populacional e o tamanho das amostras utilizadas neste trabalho estdo indicados na

Figura 7 e na Tabela 2.

Kalunga, localizada no nordeste do Estado de Goids, ¢ um dos maiores
quilombos do Brasil (cerca de 5300 habitantes) e com alto destaque histérico da regido
Centro-Oeste. A comunidade ocupa uma area de aproximadamente 258 mil hectares na
zona rural do estado, proxima as cidades de Monte Alegre e Cavalcante, a 320

quilometros de Brasilia.

Sua populagdo ¢ formada por descendentes de escravos que foram levados para
a regido da atual cidade de Monte Alegre para trabalharem nas “Minas do Tocantins”.
De acordo com Soares (1995), escravos teriam fugido das minas no final do século
XVIII e formado o quilombo. Entretanto, alguns moradores contam que seus ancestrais
foram abandonados pelos bandeirantes quando o ouro das minas acabou e, com receio
de serem novamente capturados, eles permaneceram escondidos por varias décadas. Ao
longo do tempo, vilas e cidades cresceram nas proximidades da area Kalunga e os
quilombolas comegaram a manter relacdes comerciais com os habitantes dos centros

urbanos (Meegen-Silva 1999).
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Mocambo esté localizado no municipio de Porto da Folha em Sergipe, a 190
quilometros de Aracaju e a margem direita do rio Sdo Francisco. Cerca de 80 familias
com aproximadamente 500 individuos ocupam uma area de 93,5 ha e estdo distribuidas
em duas fileiras de casas paralelas ao rio (Arruti 2006). A chegada dos primeiros
escravos em Sergipe aconteceu no século XVII, e ficaram concentrados principalmente
na zona agucareira, embora também estivessem envolvidos com a atividade pecuarista.
Virias revoltas ocorreram em Sergipe a partir do século XVIIL. A fuga foi & maneira

mais constante, mas nem todas, culminaram na formacao de quilombos (Barreto 1995).

Mocambo localiza-se ao lado da area indigena Xoco6. A historia desse
quilombo estd ligada a dessa tribo. Os dois grupos sempre estiveram ligados por um
fluxo constante e continuo de trocas matrimoniais, economicas e de aliangas
conjunturais. Um levantamento apontou que dentre as familias do Mocambo, nove
tinham um dos conjuges de origem indigena, sendo sete deles Xocod (Amorim et al.

2011; Arruti 2006).

Rio das Ras estd situado a margem direita do médio Sdao Francisco, no
municipio de Bom Jesus da Lapa a 970 quildmetros de Salvador, na Bahia, ocupando
uma area de aproximadamente 38.000 hectares (Silva 1997). Sua populagdo foi

estimada em 4000 individuos em 1998 (Brasileiro e Sampaio 2002).

Nao ha um consenso quanto a origem da comunidade de Rio das Ras. A versado
mais aceita ¢ que poucas familias, entre duas e cinco, teriam fundado o quilombo.
Supde-se que os individuos que se aquilombaram teriam vindo, em fuga do cativeiro, de
Salvador ou Porto Seguro. Na primeira metade do século XIX, um grupo de escravos
teria sido deslocado das cidades mencionadas para o sul cafeeiro, através do rio Sao
Francisco. Possivelmente nesse periodo ¢ que teria ocorrido a ocupagdo do quilombo

(Silva 1997).
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Sacutiaba estd localizada a 97 quilometros do municipio de Wanderley, na

regido oeste do estado da Bahia, as margens do rio Grande, um afluente do rio Sao

Francisco. Sua populagcdo ¢ estimada em 209 individuos, que apresentam lagos de

consanguinidade e afinidade centrados na figura de uma matriarca. A origem dos

escravos fundadores da comunidade é o norte do estado de Minas Gerais, de onde

teriam escapado pelo rio Sdo Francisco, subindo o rio Grande e se instalando em uma

regido de dificil acesso proxima a uma serra. Acredita-se que os individuos que habitam

a area tenham chegado ha mais de 200 anos (Brasileiro e Sampaio 2002).

® Mocambo

® Riacho de Sacutiaba
Rio das Ras

¥ Kalunga

Figura 7. Localizacdo geografica dos quilombos analisados no presente trabalho.

Adaptado de Gontijo 2008.

Tabela 2. Informacdo demografica, estimativas de tamanho populacional e nimero de

individuos amostrados das populacdes afrodescendentes.

Tamanho .,
Populacao Latitude Longitude lacional Individuos
puiag g .pom.l acton amostrados
(estimativa em 2010)
Kalunga  13°41'Sa 13°51°’S  47°15°W a 47°42'W 5300 70
Mocambo 9%45°S 3725w 500 81
Rio das Ras 13°41°S a 13°52°S  43%20°W a 43%25°W 4000 81
Sacutiaba 11°29°S 43°47°W 209 30
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Aspectos Eticos

A analise das amostras dos quatro quilombos foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia, com namero 151/07

(Anexo 1). Todos os voluntarios concordaram com sua participacdo na pesquisa.

Analises Laboratoriais
Extragdo de DNA

As amostras de DNA utilizadas nesse trabalho estavam disponiveis para
uso, pois pertencem ao banco de DNA do Laboratério de Genética da Universidade de
Brasilia. As amostras de sangue venoso foram coletadas utilizando o sistema de coleta &
vacuo com tubos contendo EDTA como anticoagulante. O DNA foi extraido das
amostras com o kit comercial [llustra® da Amersham, atualmente GE Healthcare

segundo instrucdes do fabricante e quantificado em Nanovue da GE Healthcare.

Analise de SNPs no gene SLC4542

Foram analisadas seis regides distintas do gene SLC4542, mostradas na Figura
8, englobando por¢des da regido promotora e codificadora. Dos marcadores analisados,
quatro estdo em introns [rs732740 (intron 1 T>C), rs181832 (intron 2 T>C), rs3756462
(intron 2 T>C) e rs35394 (intron 5 A>G)] e dois em éxons [rs26722 (éxon 3 T>C;
Glu272Lys) e rs16891982 (¢xon 5 G<C; Leu374Phe)]. A andlise destes marcadores nos
mesmos individuos permitiu a defini¢ao de haplotipos, o que objetivou um maior poder
de resolucdo para identificagdo de eventuais associagdes, bem como uma visdo da

diversidade do gene SLC4542 em quase toda sua extensao.
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Figura 8. Diagrama do gene SLC4542, com a localizagdao dos éxons (1 a 7) e dos seis
SNPs: A-rs732740; B-rs181832; C-rs3756462; D-rs26722; E-rs168919825; ¢
F-rs35394; A seta abaixo do nome do gene mostra a direcao da transcrigao e

as demais setas indicam a dire¢ao do centrdmero e do telomero.

Para a andlise dos marcadores genéticos, os fragmentos de interesse foram
amplificados por PCR alelo-especifica, para o rs168919825, e por PCR-RFLP para os
demais em um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler da Applied Biosystems. As
condi¢des foram padronizadas de acordo com a literatura (Soejima et al. 2006;
Nakayama et al. 2002). As concentracdes dos reagentes e as condi¢cdes de PCR estdo
expostas na Tabela 3 e Tabela 4. Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese
em gel vertical de poliacrilamida ndo desnaturante com glicerol a 10% e corados com
nitrato de prata a 1% (Sanguinetti et al. 1994). Os marcadores rs732740, rs26722 e
rs35394 foram analisados em gel a 12%. O tempo de corrida foi de 3h, com excegdo do
marcador rs26722 (5h) e a voltagem, 210V. Previamente a eletroforese, os fragmentos
foram digeridos por enzimas de restri¢ao especificas (Tabela 5). A sequéncia de cada
iniciador, bem como a regido e mutacdo utilizadas para identificagdo do SNP e suas

respectivas referéncias estdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 3. Concentragdo dos reagentes nas reagdes de PCR para os marcadores do gene
SLC4542.

Reagentes rs732740 rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982 rs35394

H20° (uL) 3,0 1,4 1,26 1,8 2,66 2,8
Tampao® (uL) 0,5 0,3 0,31 0,3 0,71 0,52
dNTP® (uL) 0,05 0,03 0,03 0,03 0,08 0,05
iniciadores® (uL) 0,3 0,125 0,25 0,2 0,82 0,41
MgCl,® (uL) 0,2 0,125 0,13 0,1 0,27 0,2
Taq (5U/pL) 0,02 0,01 0,02 0,06 0,14 0,02
DNA (uL) 1,0 1,0 1,0 0,5 1,5 1,0

a: H,O milliQ autoclavada; b: tampdao com MgCl, 2mM fornecido pelo fabricante da
Taq DNA Polimerase; c: solucao de dATP, dTTP, dCTP e dGTP a SMm; d: solugdo dos
iniciadores forward e reverse a SuM; e: MgCl, a 2Mm, f: Platinum Taq DNA-

polymerase.

Tabela 4. Condigdes de PCR para cada sistema incluindo ciclos de amplificagao.

Condig¢oes da PCR rs732740 rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982 rs35394

TC de pareamento 57° 559 55° 56" 56" 58°
Tempo no first step de 94°C 5 5 5’ 5 5 5
Numero de ciclos 32 32 32 28 30 32
Tempo em 94°C 30” 30” 30” I I 30”
Tempo na T°C pareamento 307 307 30 I’ I’ 307
Tempo em 72°C 30” 30” 30” I I 30”

Tempo no final step de 72°C 10 10° 10° 7 7 10°
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Tabela 5. Misturas de reagentes para digestdo enzimdtica e condi¢des das reagdes
utilizadas para analise dos RFLP.

Reagentes rs732740  rs181832 rs3756462 rs26722 rs35394
H20" (uL) 5,5 4,61 4,8 4,71 5,5
Tampéo® (uL) 1,2 0,9 0,9 0,9 1,2

BSA® (uL) - 0,09 - 0,09 -
Enzima® Msp I Styl Tsp 509 I/ Mcl 1 Taq 1 Msp I

Produto PCR (uL) 5,0 3,0 3,0 3,0 5,0
Temperatura °C 37 65 65 65 37
Tempo (h) 16 16 16 16 16

a: H,O milliQ autoclavada; b: tampao fornecido pelo fabricante; c: BSA fornecida pelo

fabricante da enzima de restri¢do; d: 4U para a Sty I e 3U para as demais.

Tabela 6. Regido de localizagdo, mutacdo e iniciadores dos SNPs situados no gene
SLC45A2.

SNPs Regidao Mutacio Iniciadores (5°- 3")

, GTTCAAAGATGTGGCCTCTGAC
rs732740% Intron 1 C/T
GTAGTCAAACGCAGTGCTTCTC

, TATGTCCAACACCTCCCTTCTC
rs181832% Intron 2 C/T
TCTAAGGCCTCCAACTGACTG

, AAACGCTTCACGGTGTGCTGA
rs3756462*  Intron 2 C/T
ATTTCCTGGTCAGACCCCATGGA

, AGAGGTTGCAAAGGGCATTC
1s26722° Exon 3 C/T
CCCATGAAACTCTTCTCGTCAA

GAGGTTGGATGTTGGaGCTTG
rs16891982"  Exon 5 C/G attatGAGGTTGGATGTTGGGaCTTC
GAAGACATCCTTAGGAGAGAGAAAGAC

) AGCCAAGTTGACCTGCTAGA
rs35394% Intron 5 A/G
TGAAATCACCCAGCTTAATGCC

% Yuasa et al. 2006; ° Yuasa et al. 2004
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Analises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados em trés etapas. A primeira etapa,
genética populacional, procurou descrever as populagdes quanto aos SNPs,
desequilibrio de ligagdo e diferenciagdo populacional e quanto aos haplotipos. A
segunda etapa, referente a cor da pele, comparou o conjunto amostral dos quilombos e
dados do IBGE para o Brasil e as regides brasileiras, depois analisou associa¢do da cor
pele e a variacdo dos SNPs. A terceira etapa, referente ao IAA, analisou associacdo

deste com SNPs e haplotipos.

Andlise populacional de quilombos brasileiros com relacio a marcadores genéticos

situados no gene SLC4542

Analise dos SNPs

Para a caracterizacdo genética e comparativa das quatro populagdes quanto ao
gene SLC45A42 para os seis marcadores foi realizada uma série de analises, dentre elas
frequéncias génicas e genotipicas obtidas por contagem direta utilizando o programa
Arlequim 3.5 (Excoffier e Lischer 2010), aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) utilizando o Teste Exato de Fisher, diferencia¢des génica e genotipica utilizando
a metodologia da cadeia de Markov com o programa GENEPOP v3.4 (Raymond e
Rousset 1995). Os graficos presentes na dissertagdo foram feitos com o software
Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010), através de scripts do pacote estatistico R

fornecidos com o programa.
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Desequilibrio de Ligagdo

Para verificar a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo (DL), definido por uma
heranga ndo independente entre dois ou mais marcadores, foi utilizado o programa

Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010).

Diferenciagdo populacional (Fst)

Para analise de diferenciacdo populacional foi utilizado o programa Arlequin
3.5 (Excoffier e Lischer 2010) e essa diferenciagdo foi baseada em Fst para populagdes

quilombolas brasileiras analisadas.

Andlises haplotipicas

Para a andlise haplotipica utilizou-se o software online SNPstats, encontrado
no sitio http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats web acessado em 1/08/2013, que

emprega o algoritmo EM (Solé et al. 2006).

Diferenciagdo populacional (Fst)

Para anélise de diferenciacao populacional baseada em haplotipos, foi utilizado

o programa Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010).
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Analise de associagdo entre a classificagao fenotipica com relagdo ao gene SLC4542

Classificagdo fenotipica x Dados do IBGE

Na ¢época da visita as comunidades quilombolas, os pesquisadores
classificaram os individuos quanto a cor da pele, de acordo com as classes utilizadas
pelo IBGE: branco, negro, amarelo e misto. No caso dos mistos foi adicionada a
informag¢a@o quanto as origens da mistura observada: branco e negro, branco e amarelo e

negro e amarelo.

Foram analisados o perfil das populagdes com relagdo a cor da pele e uma
comparagdo com a populacdo brasileira e os respectivos estados onde os quilombos se
localizam e para isso foi utilizado Teste de qui-quadrado (%) . Os dados observados sdo
os numeros de individuos nas populagdes quilombolas, e os dados esperados sdo os
percentuais de individuos daquela regido vezes o numero amostral da populacio

quilombola como mostra a Tabela 7.

Classificagdo fenotipica x SNPs

Para analisar se houve associagdo entre classificagdo fenotipica cor de pele e
gendtipos e alelos do gene SLC4542, foi utilizado o Teste Exato de Fisher e Odds ratio
(OR). Para essa andlise foram considerados todos os individuos analisados,
independente de qual quilombo o mesmo pertence. Isso é, a partir dessa analise, ndo
foram consideradas as populagdes e sim o fato de que os individuos compdem um grupo

com ancestralidade africana predominante.
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Tabela 7. Quantidade (n) e propor¢ado (%) de individuos quanto a cor de pele no Brasil e nos estados brasileiros de acordo com IBGE.

i Brancos Negros Mistos Amarelos + indios Total
Regiao
n % n % n % n % n %
Brasil 90.621.281 41,68 14.351.162 6,53  82.820.452 50,01 2.926.854 1,78 190.755.799 100
Bahia 3.110.605 22,20 2.397.249 17,10 8.293.057 59,16 215.306 1,54 14.016.217 7,35
Goias 2.502.119 41,68 391.918 6,53 3.002.673 50,01 107.011 1,78 6.003.721 3,15

Sergipe 583.428 28,21 184.054 8,90 1.269.656 61,39 30.927 1,50 2.067.974 1,08
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Analise de associagdo entre o Indice de Ancestralidade Africana com relagdo ao gene

SLC4542
IAA x SNPs

Os individuos pertencentes a populagcdo Rio das Ras foram excluidos dessa
analise por ndo terem disponibilidade de dados de Indice de Ancestralidade Africana
individual (IAA). Portanto, essa andlise foi realizada para as popula¢des de Kalunga,

Mocambo e Sacutiaba (Gontijo, Comunicacdo pessoal).

As estimativas do IAA foram obtidas utilizando o software Structure 2.3.3
(Pritchard et al. 2000), que utiliza um método de agrupamento baseado em dados
genotipicos para inferir a estrutura populacional e a ancestralidade individual. Os
genotipos individuais foram obtidos de 108 AIMS (Gontijo, comunica¢do pessoal) a
partir de trés multiplex: Sistema 34-plex, formado por 34 SNPs autossomicos com auto
poder de predicdo de ancestralidade individual (Phillips et al. 2007), Sistema PIMA-
plex formado por 28 SNPs autossdmicos com alto & entre populagdes amerindias e ndo
amerindias (Phillips et al. 2007) e AIM-Indelplex formado por 46 marcadores Indels
com J > 0,40 entre pelo menos dois grupos (Pereira et al. 2012). O indice de IAA variou
de 0,10 a 0,79 da amostra, com a maioria dos individuos entre 0,30 a 0,69 (Figura 9). A
maioria dos individuos foram classificados como mistos e negros 55 e 33%,

respectivamente (Figura 10).

A andlise de associacdo entre [AA e a classificagdo fenotipica cor de pele
mostrou que os individuos classificados como negros sdo os que apresentam os maiores
valores para IAA. Pode-se observar no boxplot que apenas dois individuos apresentaram
um [AA desviando do padrdo (Figura 11). Os individuos classificados como mistos,
apresentaram um [AA intermediario aos individuos classificados como negros e

brancos, abrangendo quase todo o box.
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Ja os individuos classificados como brancos apresentaram valores de [AA mais
baixo que os individuos classificados como negros e mistos. Observamos que apenas
um individuo apresentou um desvio quanto ao esperado. O Teste de Kruskal Wallis
mostrou que a variagio do IAA ¢é diferente entre as classes fenotipicas (y° = 40.2351;

DF=2;p=1_83¢").
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Figura 9. Distribui¢do dos individuos de acordo com o Indice de Ancestralidade

Africana individual em quilombolas.
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Figura 10. Representag¢ao dos individuos quilombolas nas classes fenotipicas de cor de

pele de acordo com as categorias do IBGE.



Material e Métodos

Q _
(@] —T
: [+]
= | : )
o ! !
I
© _] :
o :
] ]
0 :
T S __
i |
51 =
M _| ! ;
@] : !
N = i
S 7] :
]
]
-
& = T T |
Negros Mistos Brancos

Classes Fenotipicas

Figura 11. Correlagio entre Indice de Ancestralidade Africana e a classificacdo

fenotipica cor de pele em individuos quilombolas.

IAA x haplotipos

As andlises de correlagdo foram usadas para medir a intensidade de associacdo
observada entre duas varidveis (haplotipos e os SNPs como IAA). Para isso, foi
utilizado o software SNPStats (Solé et al. 2006) para avaliar a associacdo entre SNPs do

gene SLC4542 e o indice IAA e também entre os hapldtipos e o TAA.
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RESULTADOS

Andlise populacional de quilombos brasileiros com relagdo a marcadores genéticos

situados no gene SLC45A42

Analise dos SNPs

As amostras das quatro populagdes - Kalunga, Mocambo, Rio das Ras e
Sacutiaba - foram analisadas para os seis marcadores: 15732740, rs181832, rs3756462,
r$26722, rs168919825 e rs35394. A Tabela 8 apresenta as frequéncias génicas e
genotipicas observadas, numero de individuos analisados (n), heterozigose observada e
esperada, valores de p e erro padrao obtidos pelo Teste Exato de Fisher para a

distribuicdo dos alelos de acordo com o esperado pelo EHW.

O marcador rs732740 apresentou-se monomorfico em todas as populacdes. Os
demais /oci apresentaram polimorfismo em todas as populagdes, exceto o rs3756462 em
Sacutiaba. O alelo mais comum de todos os /oci foi 0 mesmo nas quatro populagdes:
para os marcadores rs181832, rs3756462 e rs35394 o alelo mais comum foi o T e para

1s26722 e rs16891982 foi o alelo C.

Os gendtipos de todos os marcadores encontraram-se distribuidos de acordo
com o esperado pelo EHW (p > 0,05). Apesar disso, em Kalunga, todos os marcadores
apresentaram uma heterozigose observada ligeiramente maior do que a esperada. Ja em
Mocambo, o mesmo ocorreu com dois marcadores: rs181832 e rs16891982 e em Rio

das Ras e Sacutiaba, para o marcador rs181832.
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Tabela 8. Frequéncia alélica e genotipica de seis SNPs situados no gene SLC4542 em quatro quilombos brasileiros - Kalunga, Mocambo, Rio das

Ras e Sacutiaba - nimero amostral (n), heterozigose observada e esperada e p-valor dos testes de aderéncia ao EHW.

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica Heterozigose EHW
Populacio Marcador n
*1 *2 11 12 22 Obs. Esp. p-valor Erro Padrao
1s732740 1,00 - 69 1,000 - - - - - -
rs181832 0,64 0,36 70 0,410 0,460 0,13 0,543 0,462 0,192 0,0004
Kel 1s3756462 0,97 0,03 70 0,940 0,059 0,001 0,057 0,055 1,000 0,0000
alunga
s 1s26722 0,06 0,94 70 0,003 0,113 0,884 0,128 0,121 1,000 0,0000
rs16891982 0,81 0,19 70 0,623 0,362 0,014 0,362 0,315 0,438 0,0005
1s35394 0,88 0,12 70 0,775 0,211 0,014 0,242 0,214 0,582 0,0005
1s732740 1,00 - 80 1,000 - - - - - -
rs181832 0,69 0,31 81 0477 0427 0,096 0,444 0,429 0,798 0,0004
1s3756462 0,99 0,01 81 0,980 0,020 - 0,012 0,012 1,000 0,0000
Mocambo
1526722 0,16 0,84 80 0,026 0,269 0,705 0,262 0,265 1,000 0,0000
rs16891982 0,70 0,30 81 0,490 0,420 0,090 0,430 0,422 1,000 0,0000

1s35394 0,84 0,16 81 0,705 0,269 0,026 0,222 0,271 0,110 0,0003




Tabela 8. Continuagao

Resultados

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica  Heterozigose EHW
Populacdo  Marcador n
*1 *2 11 12 22 Obs. Esp. p-valor Erro Padriao
15732740 1,00 - 81 1,000 - - - - - -
rs181832 0,66 0,34 81 0436 0449 0,115 0,530 0451 0,135 0,0003
1s3756462 0,96 0,04 81 0,921 0,077 0,002 0,061 0,083 0,126 0,0003
Rio das Ras
1526722 0,07 0,93 81 0,005 0,130 0,865 0,111 0,127 0,304 0,0004
rs16891982 0,79 0,21 80 0,624 0,332 0,044 0,312 0,335 0,730 0,0005
rs35394 0,93 0,07 81 0,865 0,130 0,005 0,123 0,138 0,354 0,0005
15732740 1,00 - 30 1,000 - - - - - -
rs181832 0,70 0,30 30 0,490 0420 0,090 0,533 0427 0,217 0,0004
1$3756462 1,00 0,00 30 1,000 - - - - - -
Sacutiaba
1s26722 0,30 0,70 29 0,490 0,420 0,090 0,379 0,421 0,662 0,0005
rs16891982 0,73 0,27 30 0,533 0,394 0,073 0,440 0,404 1,000 0,0000
rs35394 0,78 0,22 30 0,608 0,343 0,049 0,233 0,345 0,101 0,0003

1s732740*1=T, *2=C; rs181832 *1=T, *2=C; 1s3756462 *1=T, *2=C; rs26722 *1=T, *2=C; rs16891982 *1=C, *2=G; rs35394 *1=T, *2=C.
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Desequilibrio de Ligagdo

A Figura 12 mostra as matrizes dos testes de DL para as quatro populagdes.
Em um total de 60 comparagdes foi observado que 14 pares de loci desviaram quanto ao
esperado no caso de segregacdo independente. Foi observado DL estatisticamente
significativo para o par de loci rs26722 e 1s35394 (p < 0,05) em todas as quatro
populacdes. O par de loci rs181832 e rs16891982 apresentou DL nas populagdes
Kalunga e Rio das Ras (Figura 12A e 12C). Entre Mocambo e Rio das Ras, DL foi
observado para os pares rs3756462 e rs26722 (Figura 12B e 12C). Além disso, em
Mocambo e Sacutiaba os pares de loci rs26722 e rs16891982 e entre rs16891982 e
r$35394 foram observados em DL (Figura 12B e 12D). Por fim, em Rio das Ras foi
observado DL entre os pares dos loci rs181832 e rs3756462 e entre rs3756462 e

r$35394 (Figura 12C).

Diferenciagdo populacional (Fst)

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados com relagao ao Fst considerando
os marcadores do tipo SNPs situados no gene SLC4542 nas quatro populagdes de
quilombos. No Anexo 2 estdo apresentados os valores numéricos do Fst. Observa-se
que a populacdo de Sacutiaba mostrou maior diferenciagdo populacional com Kalunga e
Rio das Ras e uma diferenciacdo populacional moderada com Mocambo. Por outro
lado, as populagdes que apresentaram menor diferenciagdo populacional foram Kalunga

e Rio das Ras.



rs732740
rs181832
rs3756462
rs26722
rs16891982
rs35394

A

rs732740
rs181832
rs3756462
rs26722
rs16891982
rs35394

B

rs732740
rs181832
rs3756462
rs26722
rs16891982
rs35394

C

rs732740
rs181832
rs3756462
rs26722
rs16891982
rs35394

D

rs732740
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000

rs732740
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000

rs732740
1.0000+0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000

rs732740
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000
1.0000+ 0.0000

Resultados

rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982
0.932540.0020 -
0.1771+£0.0039 0.2231+0.0045 -
0.0406+0.0020 0.3107+0.0049 0.9796+0.0013 -

0.1267+ 0.0035 0.4170+0.0044  0.0000+0.0000 0.6329+0.0049

rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982
1.0000+0.0000 -
0.2872+0.0047 0.0421+0.0020 -
0.0857+0.0027 0.1837+0.0036 0.0425+0.0021 -
0.0549+0.0021 0.1759+0.0036 0.0000+0.0000 0.0070+0.0008
rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982
0.0474+0.0022 -
0.7892+0.0037 0.0007+0.0003 -
0.0000+0.0000 0.1109+0.0031 0.2447+0.0045 -
0.7744+0.0045 0.0004+0.0002 0.0000+0.0000 0.1967+0.0040
rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982

1.0000+0.0000 -

0.8550+0.0036  1.0000+0.0000 -

0.2080+0.0031 1.0000+0.0000 0.0040+0.0007 -
0.5685+0.0057 1.0000+0.0000 0.0000+0.0000 0.0049+0.0007

Figura 12. Matriz de Desequilibrio de Ligagdo entre os seis SNPs nas quatro

populagdes: A - Kalunga, B - Mocambo, C - Rio das Ras e D - Sacutiaba.
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Kalunga
0.05

Mocambo -|

— 0.03

FST

- 0.02
Rio das Ras -

— 0.01

Sacutiaba - 0.00

Kalunga Mocambo Rio das Ras Sacutiaba

Figura 13. Matriz de diferenciagdo populacional baseado em Fst para populagdes

quilombolas brasileiras analisadas para os marcadores do gene SLC4542.

Andlises haplotipicas

Para os quatro quilombos, foram estimados 18 haplotipos denominados de 1 a
18, apresentados na Tabela 9 com suas frequéncias populacionais. O maior niimero de
haplotipos foi observado na populagcdo de Mocambo: 11 no total. Em Kalunga e Rio das
Ras foram observados 10 haplotipos, enquanto que em Sacutiaba oito. Os haplotipos 1,
2, 3, 6 e 7 foram observados em todas as populacdes, sendo que os haplotipos 1,2 e 3
apresentaram as maiores frequéncias. Os haplétipos exclusivos foram: 16, 17 e 18 em
Kalunga, 5, 10 e 15 em Mocambo e 11, 13 e 14 em Rio das Ras. Com relagdo ao
compartilhamento de haplétipos, foi observado que o hapldtipo 4 ¢ compartilhado entre
Kalunga, Mocambo e Sacutiaba; 8 entre Mocambo, Rio das Ras e Sacutiaba; 9 entre

Kalunga e Rio das Ras e 12 entre Mocambo e Sacutiaba.
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Tabela 9. Haplotipos do gene SLC45A42 e suas frequéncias nas populagdes Kalunga, Mocambo, Rio das Ras e Sacutiaba.

SNPs Frequéncias
Haplotipos Kalunga Mocambo Rio das Rds  Sacutiaba
rs732740 rs181832 rs3756462 rs26722 rs16891982  rs35394
n=70 n=81 n=81 n=30
1 T T T C C T 0,3467 0,2883 0,4146 0,2284
2 T C T C C T 0,3286 0,2286 0,2994 0,1629
3 T T T C G T 0,1854 0,2472 0,1809 0,2840
4 T T T C C C 0,0396 0,0388 - 0,0199
5 T T T T C T - 0,0215 - -
6 T T T T C C 0,0301 0,0777 0,0218 0,1677
7 T C T T C C 0,0286 0,0262 0,015 0,0291
8 T C T T C T - 0,0173 0,0126 0,0865
9 T T C T C C 0,0056 - 0,0185 -
10 T T C T G C - 0,0062 - -
11 T C T C C C - - 0,0126 -
12 T C T C G T - 0,0366 - 0,0215
13 T T C C G T - - 0,0185 -
14 T T C C G C - - 0,0062 -
15 T T T T G C - 0,0117 - -
16 T T C C C T 0,0179 - - -
17 T T T C G C 0,0124 - - -
18 T T C C C C 0,0051 - - -
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Diferenciagdo populacional haplotipica (Fst)

A Tabela 10 mostra o Teste de diferenciacdo populacional (Fs¢) utilizando os
haplétipos. Foi observado que houve diferenca significativa entre os haplétipos para as
populagdes Kalunga/Sacutiaba (p = 0,00038), Rio das Ras/Sacutiaba (p = 0,00051) e

Mocambo/Rio das Ras (p = 0,01692).

Tabela 10. Teste Exato de diferenciagdo populacional para os haplétipos do gene
SLC4542 em quatro quilombos brasileiros. Os valores de Fs¢ estatisticamente

significativos encontram-se em negritos.

Kalunga Mocambo Rio das Ras
Kalunga --
Mocambo 0,12999 + 0,0100 --
Rio das Ras 0,33023 +0,0172 0,01692 + 0,0026 --
Sacutiaba 0,00038 + 0,0004 0,23011 £+ 0,0098 0,00051 + 0,0003

Andlise de associagdo entre a classificagdo fenotipica com relagdo ao gene SLC45A42

Classificagdo fenotipica x Dados do IBGE

A Tabela 11 e a Figura 13 apresentam as comparagdes dos dados obtidos nos
quilombos com a populacdo brasileira como um todo e com as populagdes dos estados
onde os quilombos se encontram. Foi observado que a propor¢ao de individuos
classificados em cada categoria de cor de pele nos quilombos difere da populagdo
brasileira (p < 0,0001). Também foi observado que essas populacdes sdo diferentes
entre si. Excec¢do foi o quilombo de Sacutiaba que ndo mostrou diferenca estatistica com

relacdo ao Estado da Bahia (p = 0,0910).
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Tabela 11. Comparacdo dos quilombos e a populagdo brasileira com relagdo a
classificagdo fenotipica de individuos distribuidos em quatro categorias de cor

da pele (Grau de Liberdade = 3).

Classificacio
Populacoes fenotipica Observado Esperado xz p-valor
(Cor da pele)
Brancos 9 120,210 102,887
Brasil x Quilomb Negros 92 19,040 279,631
TSI R ASHTIOTROS Mistos 152 109,870 16,158  <0,0001
indios + amarelos NA 3,880 3,882
Total 253 253,000 402,497
Brancos 1 22,924 20,968
) Negros 31 3,591 209,168
Goias x Kalunga !
Mistos 23 27,506 0,738 < 0,0001
[ndios + amarelos NA 0,979 0,979
Total 55 55,000 231,852
Brancos 2 6,216 2,859
) ) Negros 3 4,788 0,667
Bahia x Sacutiaba :
Mistos 23 16,564 2,499 0,0910
[ndios + amarelos NA 0,431 0,431
Total 28 28,000 6,458
Brancos 1 17,316 15,373
) ) . Negros 43 13,338 65,964
Bahia x Rio das Ras :
Mistos 34 46,145 3,196 <0,0001
indios + amarelos NA 1,201 1,201
Total 78 78,000 85,735
Brancos 7 23,190 10,994
) Negros 10 7,314 1,080
Sergipe x Mocambo )
Mistos 64 50,496 4,097 <0,0006
[ndios + amarelos NA 1,215 1,215

Total 81 81,000 15,901
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A Figura 14 mostra a comparagdo entre os quilombos e o Brasil, assim como
dos quilombos e dos estados brasileiros nos quais a populacdo esta inserida. Observa-se
que a proporc¢do de individuos brancos nos quilombos ¢ pequena em comparagdo a da
populacdo brasileira e dos estados como apresentado na Figura 14A, 14B, 14C, 14D e
14E respectivamente. Como esperado, a propor¢do de individuos negros ¢ maior nos
quilombos, Figura 14A, 14C e 14D, do que nos estados brasileiros. No entanto, Bahia e

Sacutiaba, Figura 14B, apresentaram uma proporcao de individuos semelhantes.
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Figura 14. Comparagao da classificagao fenotipica da cor de pele entre os quilombos e o
Brasil, assim como dos quilombos e dos estados brasileiros nos quais a

populagdo esté inserida.
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Classificagdo fenotipica x SNPs

Na Tabela 12, encontram-se os resultados da analise de associagdo entre
classificagdo fenotipica e genoétipos e alelos, de acordo com o Teste Exato de Fisher e
Odds Ratio (OR). Para essa analise foram considerados todos os individuos analisados,
independente de qual quilombo o mesmo pertence. Isso ¢ a partir dessa analise ndo
foram consideradas as populagdes e sim o fato de que os individuos compdem um grupo

com ancestralidade africana predominante.

Para o marcador rs181832, foi observada uma associagdo da classificacao
fenotipica negra com o alelo C (p = 0,0255). Nesse caso, o individuo que apresentar o
alelo C tem a probabilidade maior de 1,58 vezes de ser classificado como negro e se
possuir o gendtipo C/T (p = 0,0048) 2,2. A classificacdo fenotipica mista mostrou
associacdo com o alelo T (p = 0,0173). O individuo que possui o alelo T tem a
probabilidade maior de 1,61 vezes de ser classificado como misto e se possuir o

genotipo T/T (p = 0,0023) tem 2,33.

Para o marcador rs26722, foi observada uma associacdo da classificacdo
fenotipica negra com o alelo C (p = 0,0012). O individuo que apresentar o alelo C tem a
probabilidade maior de 5,05 vezes de ser classificado como negro e se possuir o
genotipo C/C (p = 0,0052) tem 2,91. A classificagdo fenotipica mista estd associada
com o alelo T (p = 0,0003). O individuo que possui o alelo T tem a probabilidade maior
de 3,34 vezes de ser classificado como misto e se possui o genotipo C/T (p = 0,0118)

tem 2,59.

Para analise do marcador rs16891982, foi encontrada uma associagdo da
classificagdo fenotipica branca com o alelo G (p = 0,0092). O individuo que possui o
alelo G tem a probabilidade maior de 3,27 vezes de ser classificado como branco e se

possui o genotipo G/G (p = 0,0170) tem 8,03. A classificagdo fenotipica negra estad
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associada com o alelo C (p = 0,0053). O individuo que possui o alelo C tem a
probabilidade maior de 1,94 vezes de ser classificado como negro e se possui 0 genotipo

C/C (p = 0,0050) tem 1,82.

Observando o marcador rs35394, uma associa¢do da classificagdo fenotipica
negra com o alelo T (p = 0,0256). O individuo que possui o alelo T tem a probabilidade
maior de 2,04 vezes de ser classificado como negro e ndo houve associacdo
estatisticamente significativa para os genotipos. A classificagdo fenotipica mista esta
associada com o alelo C (p = 0,0063). O individuo que possui o alelo C tem a
probabilidade maior de 2,31 vezes de ser classificado como misto e se possui o genotipo

C/C (p =0,0228) tem 12,27 vezes mais chance de misto.

Andlise de associagdo entre o Indice de Ancestralidade Africana com relagdo ao gene

SLC4542
IAA x SNPs

Os individuos pertencentes a populagcdo Rio das Ras foram excluidos dessa
andlise por ndo terem disponibilidade de dados de IAA. A Tabela 13 apresenta os

resultados da analise de associagdo entre os SNPs ¢ o indice de ancestralidade africana.

O marcador rs16891982 apresentou associacao estatisticamente significativa (p
= 0,011) entre o SNP e a ancestralidade africana baixa, em especial, com o gendtipo
G/G. Para os demais marcadores ndo foram observados associagdo estatisticamente

significativa.
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IAA x haplotipos

Para as andlises de associacdo entre haplotipos e o TAA, os individuos
pertencentes a populacdo Rio das Ras também foram excluidos. Com isso, foram
observados oito diferentes haplotipos, como mostrados na Tabela 14. Os haplétipos 6 e
12 mostraram associagdo significativa com a ancestralidade africana, apresentando um

p-valor de 0,043 e 0,006 respectivamente.
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Tabela 12. Andlise de associacdo entre classificagdo fenotipica e genotipos e alelos dos

SNPs do gene SLC4542 com frequéncias polimoérficas em quilombos

brasileiros.
Branco Negro Pardo
Marcador
p OR p OR p OR
0,6458 1,22 0,0255 1,58
Alelos
0,0173 1,61
rs181832 CC 0,5365 1,44 11,0000 1,07 0,7972 0,87

Genotipos CT 1,0000 1,17  0,0048 2,20 0,0040 0,46
TT 0,7630 0,76  0,0030 0,43 0,0023 2,33

C 0,7534 1,50 0,5374 1,83
Alelos
T 1,0000 0,0
rs3756462 CC 1,0000 0,0 1,0000 0 1,0000 -
Genotipos CT 1,0000 0,0 1,0000 0,88 0,7425 1,37
TT 1,0000 - 1,0000 1,32 0,7440 0,61
C 04986 2,99 0,0012 3,05
Alelos
T 0,0003 3,34
rs26722 CC 04644 287 0,0052 2,91 0,0013 0,31

Genotipos CT 0,6956 0,41  0,0264 0,42 0,0118 2,59
TT 1,0000 1,50 0,0894 0,00 0,0840 9,38

C 0,0053 1,94
Alelos
G 0,002 3,27 0,1564 1,40
rs16891982 CC 0,0628 0,28 0,0396 1,82 0,2302 0,72

Genotipos CG 0,7527 T1,36 0,4033 0,78 0,5848 1,20
GG 0,0170 8,03 0,0050 0,06 0,2506 2,36

C 0,0063 2,31
Alelos
T 03375 3,38 0,0256 2,04
rs35394 CC 1,0000 1,14  0,0534 0,10 0,0228 12,27

Genotipos CT 0,6995 0,38 0,4099 0,74 0,2547 1,52
TT 04662 3,20 0,1138 1,78 0,0314 0,49
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Tabela 13. Analise de associagido dos SNPs situados no gene SLC4542 com o Indice de

Ancestralidade Africana estimado em individuos de quilombos brasileiros.

SNPs Genotipo n  Média IAA Diferenca (95% CI) p-valor
1s732740 - - -—- -—- -—-
T/T 75 0,47 (0,02) 0,00
rs181832 C/T 89  0,51(0,02) 0,04 (-0,01 —0,09) 0,27
C/C 14 0,49 (0,05) 0,02(-0,07-0,11)
T/T 173 0,49 (0,01) 0,00
rs3756462 0,13
C/T 5 0,60 (0,07) 0,11 (-0,03 - 0,25)
C/C 132 0,51 (0,01) 0,00
1s26722 C/T 39 0,46 (0,02) -0,04 (-0,10-0,01) 0,32
T/T 5 0,47(0,02) -0,03 (-0,18 - 0,11)
C/C 92  0,51(0,02) 0,00
rs16891982 C/G 68 0,48 (0,02) -0,03(-0,08-0,02) 0,019
G/G 10 0,37(0,04) -0,14 (-0,25—-0,04)
T/T 130 0,50 (0,01) 0,00
rs35394 C/T 41  0,49(0,03) -0,02(-0,07 —0,04) 0,46

C/C 7 043(0,04) -0,07(-0,19 —0,05)
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Tabela 14. Associagio dos haplétipos do gene SLC4542 com os Indices de Ancestralidade Africana em individuos afrodescendentes brasileiros.

Haplétipos  rs732740  rs181832  rs3756462 rs26722 rs16891982 rs35394 Frequéncia  Diferenca (95% CI) p-valor

1 T T T C C T 0,308 0,00 -
2 T C T C C T 0,256 0,01 (-0,03 - 0,06) 0,55
3 T T T C G T 0,226 -0,04 (-0,09 - 0,01) 0,12
4 T T T C C C 0,035 -0,05 (-0,14 - 0,03) 0,21
6 T T T T C C 0,074 -0,07 (-0,14 - 0) 0,043
7 T C T T C C 0,028 0,03 (-0,08 - 0,14) 0,63
8 T C T T C T 0,024 -0,04 (-0,15-0,07) 0,45
12 T C T C G T 0,018 -0,21 (-0,36 —-0,06) 0,006
raro * * * * * * 0,027 0,02 (-0,09 - 0,13) 0,68

Associacao global dos haplotipos p-valor=0,68
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DISCUSSAO

Andlise populacional de quilombos brasileiros com relagdo a marcadores genéticos

situados no gene SLC45A42

Analise dos SNPs

Espera-se que a frequéncia alélica de qualquer /locus, em populacdes
miscigenadas, apresente valor intermediario ao encontrado nas populagdes parentais.
Neste trabalho, as frequéncias alélicas observadas para cada marcador para as quatro
populacdes seguem, de forma geral, essa previsdo, como mostrado na Tabela 15 que
compara as populagdes aqui analisadas com outras populacdes disponiveis na literatura
quanto as frequéncias dos alelos mutantes dos marcadores genéticos. De acordo com
Yuasa et al. (2006), alelos mutantes, nesse caso, sdo aqueles que apresentam os menores
valores alélicos encontrados em Africanos. Ainda ¢ interessante destacar que
populacdes de diferentes constituicdes genéticas derivadas de diferentes ancestralidades

apresentaram valores similares na frequéncia do alelo mais comum.

As populagdes quilombolas apresentam maior similaridade quanto as
frequéncias do alelo mutante dos marcadores rs732740, rs181832, rs3756462 ¢ o
rs26722, com a populagdo africana, exceto quanto ao rs26722 nas populacdes de
Sacutiaba e Mocambo. Por outro lado, as frequéncias alélicas para o marcador
rs16891982 nos quilombos apresentaram-se similares aos observados na populacdo
urbana de Ribeirdo Preto. Esse achado relaciona-se com a presenca de intensa

miscigenagdo em todas essas populagdes brasileiras.
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Tabela 15. Frequéncia do alelo mutante de SNPs situados no gene SLC4542 em populagdes quilombolas e em outras populagdes.

Frequéncia do alelo mutante

. Rio das Ribeirao . b . b b c 1 .
SNP Mutacao Kalunga Mocambo . Sacutiaba a Africa Japao® Alemanha” Europa™ Africa
Ras Preto
rs732740 T>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NA NA
rs181832 T>C 0,36 0,31 0,34 0,30 NA 0,32 0,16 0,02 NA NA
rs3756462 T>C 0,03 0,01 0,04 0,00 0,04 0,00 0,21 0,04 NA NA
rs26722
G>A 0,06 0,16 0,07 0,30 NA 0,05 0,38 0,03 0,03 0.05
(E272K)
rs16891982
G>C 0,19 0,30 0,21 0,27 0,36 0,00 0,00 0,96 0,94 0,00
(L374F)
rs35394 A>G 0,12 0,16 0,07 0,22 0,10 0,03 0,40 0,02 NA NA

“Andrade et al. 2011; "Yuasa et al. 2006; “Soejima et al. 2006;
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De acordo com as andlises aqui apresentadas, todos os marcadores estio em
Equilibrio de Hardy-Weinberg nas quatro populacdes, apesar do pequeno tamanho
amostral de Sacutiaba. O tamanho amostral pequeno ¢ um dos fatores que deixam uma
populacdo mais susceptivel aos efeitos da deriva genética (Futuyma, 1998), podendo se

encontrar, mesmo que momentaneamente, fora do equilibrio de HardyWeinberg.

A populacdo total dos quilombos a época da coleta se distinguia bastante.
Sacutiaba (cerca de 200 individuos) ¢ Mocambo (cerca de 500 individuos) sdo
consideravelmente menores que Kalunga (cerca de 5.300 individuos) e Rio das Ras
(cerca de 4.000 individuos). Dessa forma, a amostra de Sacutiaba ¢ Mocambo
representam em média 15% e 16,2% da populacdo total, respectivamente,
provavelmente representando a variabilidade total de seus habitantes. J4 a amostra de
Kalunga e Rio das Ras, representa uma porcentagem menor da populacdo 1,32% e
2,02% respectivamente, e ndo devem representar a variabilidade genética total da

mesma.

A heterozigose observada, de forma geral, foi levemente maior que a
esperada. Contudo, essa diferenga ndo foi significativa. Por isso, baseado nesses dados
ndo € possivel afirmar se o pequeno excesso de heterozigotos nas quatro populagdes €

sinal de acdo de mecanismos evolutivos mantendo esse padrao em populagdes distintas.

Teste de Desequilibrio de Ligagdo

O teste de desequilibrio de ligacdo indica se a segregacdo entre os marcadores
avaliados estd ocorrendo de forma independente ou ndo. Seria de se esperar que fosse

encontrado DL entre todos os pares de loci nessas populagdes, visto que ha dois
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mecanismos bdsicos que levam a ocorréncia de DL, e os dois sdo teoricamente

observados nos casos aqui apresentados: proximidade fisica e miscigenagao recente.

A proximidade fisica entre regides gendmicas diminui a probabilidade de
recombinacdo entre elas. O gene SLC4542 tem uma extensdo total maxima de 40kb,
portanto uma regido pequena. Com relagdo a histéria recente, mostra que essas
populagdes foram fundadas ha cerca de 150 anos atras por individuos provavelmente ja
miscigenados. Essa proposta ¢ corroborada por dados observados em marcadores no

cromossomo Y, mostrando grande incidéncia de origem europeia (Ribeiro, 2009).

Neste trabalho, dos 60 pares de loci analisados, para 46 pares ndo foram
encontrados DL. Embora as razdes para esta auséncia de DL ndo ser conhecida, as
sugestdes de explicacdo para esse achado baseiam-se no tempo desde a miscigenacdo. O
modelo de hybrid-isolation — HI (Pffaf et al. 2001), Figura 15A, sugere que o
desequilibrio ocorre no momento da miscigenacdo e tende a desaparecer ao longo do
tempo, e nesse caso o DL tende a diminuir ao longo das geracdes, mesmo entre /oci
fisicamente proximos, como ¢ o caso dos marcadores que foram aqui analisados. Outro
modelo € o continuous-gene-flow — CGF, Figura 15B, em que ocorre influxo génico ao
longo das geragdes. De acordo com esse modelo, o DL tende a aumentar nas primeiras
geracdes e, com o passar do tempo, a decair, ainda que em taxas mais baixas que as do
modelo citado anteriormente. Nos dois modelos, pode ter havido DL, mas como
previsto pelos modelos, decorreu tempo suficiente para que essas associagdes deixassem
de existir. Porém, 150 anos desde a fundagdo dos quilombos seria equivalente a cerca de

seis geragdes, tempo supostamente insuficiente para que o DL desaparecesse.
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Figura 15. Modelos explicativos do decaimento de Desequilibrio de Ligag¢do por

miscigenagdo. Adaptado de Pffaf et al. 2001.

Outra proposta ¢ a de hotspot de recombinac¢do. Foram identificados mais de
25.000 pontos de hotspot de recombinacdo em todo o genoma, o que sugere uma
densidade média de cerca de um em cada 50 kb (Myers et al. 2005). Além disso,
observaram que hotspots de recombinagdo em humanos parecem ocorrer
preferencialmente préoximo (dentro de 50 kb) de genes, mas sdo preferencialmente
localizados fora do dominio transcrito (Myers et al. 2005). A Figura 16 mostra a
variagdo da taxa de recombinacdo ao longo do cromossomo 5. O gene SLC4542 esté
localizado na regido cromossdmica 5p13.3, onde a taxa de recombinac¢do, mostrada em
preto, ¢ alta, podendo justificar a deficiéncia de DL nesta regido de apenas 40Kb.
Observacdo similar a aqui realizada foi feita por Miretti et al. (2005) que encontrou
deficiéncia de DL em genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade e sugeriu

como explicagdo a alta taxa de recombinacdo nessa regido genomica.
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Figura 16. A. Taxa de recombinacao ao longo do cromossomo 5 mostrada em preto;
pontos azuis sinalizam regido de baixa recombinagdo e pontos vermelhos de
alta (adaptado de Myers et al. 2005). B. ideograma do cromossomo 5
sinalizando, em vermelho, a regido gendmica do gene SLC4542

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Ainda hé outra explicagdo para a auséncia de DL, a presenca de alelos raros,
com frequéncia menor que 5%, como observado em alguns dos marcadores analisados
nesse trabalho. A frequéncia alélica reduzida influencia no poder estatistico para
detectar DL (Goddard et al. 2000; Lewontin 1995). Para tentar contornar essa auséncia

pode-se aumentar o tamanho amostral.
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Andlises haplotipicas

Os haploétipos mais frequentes foram aqueles encontrados simultaneamente em
todas as quatro populagdes. Para Kalunga, Mocambo e Rio das Ras, o haplétipo mais
frequente foi o 1, ja para Sacutiaba foi o 3. O segundo haplétipo mais frequente para

Kalunga e Rio das Ras foi o 2, para Mocambo o 3 e para Sacutiaba o 1.

O numero de haplétipos encontrados mostrou-se relacionado ao tamanho
amostral. O maior nimero de haplotipos foi observado em Mocambo: 11 no total. Em
Kalunga e Rio das Ras foram observados 10 haplotipos e em Sacutiaba, que apresenta o
menor tamanho amostral, foram observados oito haplétipos. Porém, observa-se que a
maioria dos haplétipos apresenta baixa frequéncia. A soma dos trés haplotipos mais
frequentes em Mocambo representa 76% dos haplotipos encontrados. A somatdria dos
trés haplotipos mais comuns para Sacutiaba representa 67%, para Kalunga 86% e para

Rio das Ras 89% do total de haplotipos encontrados.

Com relagdo ao compartilhamento de haplétipos, foi observado que Mocambo
e Sacutiaba compartilham oito haplétipos do total de 18, sugerindo uma maior
semelhanca entre essas duas populacdes. As demais populagdes compartilham um total
de seis haplotipos. A semelhanca quanto aos principais hapldtipos nas quatro
populacdes poderia ser explicada pelo historico de formagdo e pela ancestralidade

semelhante.
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Diferenciagdo populacional haplotipica (Fst)

A diferenciagdo populacional detectada na andlise dos haplotipos mostrou que
ha uma diferenca estatisticamente significativa entre os pares de populagdes
Kalunga/Sacutiaba (p = 0,00038), Rio das Ras/Sacutiaba (p = 0,00051) e Mocambo/Rio
das Ras (p = 0,01692). Diferengas significativas, como as observadas neste trabalho,
foram também encontradas entre essas populagdes afrodescendentes quando analisadas
para marcadores AIMs e STRs autossomicos (Pedrosa, 2006), STRs especificos e Indels

do cromossomo X (Ribeiro, 2009).

Andlise de associagdo entre a classificagdo fenotipica com relagdo ao gene SLC45A42
Classificagdo fenotipica x Dados do IBGE

Ha diferenca significativa quanto a classificacdo fenotipica cor de pele, entre
a populacdo brasileira e o pool de individuos quilombolas, assim como entre as
comunidades e as populacdes dos estados onde as comunidades se localizam. A exce¢do

observada foi a comunidade Sacutiaba.

Essa semelhanca da populacdo de Sacutiaba com as populagdes proximas da
regido pode ser justificada pela alta taxa de imigrantes (30%) neste remanescente, de
modo que o impacto da imigracdo sobre as frequéncias alélicas ¢ mais elevado do que

os demais (Amorim 2009; Amorim et al. 2011).
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Classificagdo fenotipica x Dados do IBGE

Em relagdo a andlise amostral como um todo, o presente estudo mostrou que ha
associacdo estatisticamente significativa entre a classificacdo fenotipica cor de pele e
quatro dos seis marcadores analisados para o gene SLC4542. Esse achado sugere que
variagdes nestes marcadores estdo relacionadas com a classificagdo fenotipica cor de

pele negra.

O marcador rs3756462 nao apresentou associagdo significativa com nenhuma
classificag@o fenotipica em relacdo a cor de pele. Resultado similar foi observado para a
populacdao urbana de Ribeirdo Preto (Andrade 2010). Contudo, foi observado que o
genotipo CT ocorreu apenas em individuos com fendtipos mais escuros tanto na
populacdo de Ribeirdo Preto como nos individuos quilombolas analisados neste
trabalho. Dessa forma, a auséncia de resultados estatisticamente significativos, pode ser

justificada pela baixa frequéncia do alelo C.

Para o marcador rs26722, observou-se associacdo significativa entre o alelo C e
o genotipo CC com a cor de pele negra. Em um estudo realizado com a populagdo
urbana de Ribeirdo Preto, foi observada associacdo significativa entre o gen6tipo TT e a
cor de pele branca (p = 0,0738), com a autodeclaragdo branca (p = 0,0166 e alelo T: p =
0,0229) e com a ancestralidade europeia (p = 0,0853) (Andrade et al. 2011). Esses
resultados sdo complementares e foram observados, provavelmente, pelo perfil de
ancestralidade das amostras analisadas. Isso €, enquanto que na amostra de quilombolas

ha uma predominancia da ancestralidade africana, em Ribeirdo Preto ha da europeia.

Com relacdo ao marcador rs16891982, observou-se semelhanga entre os
resultados aqui encontrados e os descritos para a populacdo urbana de Ribeirdo Preto
(Mendes-Junior 2010). Ambos os estudos mostraram associacao significativa do alelo G

(374Phe) e o gendtipo GG com fenodtipos claros, e o alelo C (374Leu) e o gendtipo CC
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associados com a ocorréncia de fendtipos escuros. No entanto, como a quantidade de
individuos brancos na amostra de quilombolas ¢ pequena, a associagdo observada entre
o alelo G e genotipo GG com cor da pele branca deve ser vista com cautela.

Por outro lado, essa associacdo foi observada também em outras populacdes,
como por exemplo, altas frequéncias do alelo G em brancos sul africanos e alemaes (de
0,89 e 0,96, respectivamente), e auséncia em individuos ndo brancos (Gana, Japdo e na
ilha de Nova Guiné) (Yuasa et al. 2006). Ja o alelo C ¢ mais comum em populacdes
com predominancia de individuos classificados como negros e em populagdes ndo
brancas (Graf et al. 2005).

A diferenca marcante na distribui¢do do alelo G pode ser uma consequéncia da
selecdo natural e adaptacdo, ou seja, menor quantidade de radiagdo ultravioleta
(Nakayama et al. 2002; Yuasa et al. 2004). Sugere-se que estas frequéncias estdo
associadas com a latitude, radiagdo ultravioleta e os niveis de cor da pele, porque MATP
desempenha um papel importante na sintese de melanina. Alta frequéncia do alelo G
entre os europeus pode ser uma resposta a selecdo para a menor incidéncia de radiagao
ultravioleta associado com a despigmentagdo (Yuasa et al. 2006).

Com relagdo ao marcador rs35394, nesse trabalho foram observados resultados
complementares a literatura. No presente trabalho, o alelo T apresentou associagdo
significativa com a classificag@o fenotipica negra. No entanto, em Ribeirdo Preto o alelo

C apresentou associagdo significativa com pele clara (Fracasso et al. 2011).
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Andlise de associagdo entre o Indice de Ancestralidade Africana com relagdo ao gene

SLC4542
IAA x SNPs

O TAA ¢ um parametro que sinaliza a contribuicdo da parental africana em uma
dada populacdo. No caso dos quilombos, espera-se que o indice seja mais alto que em
populacdes que ndo sejam afrodescendentes. Como o indice de ancestralidade africana ¢
maior a medida que a contribuicdo africana ¢ maior, espera-se que individuos com alto
IAA apresentem cor da pele escura. Estudos realizados no Brasil mostraram falta de
congruéncia quanto a ancestralidade biogeografica e a pigmentacao da pele, isso pode
ser justificado pelos diferentes marcadores AIMs utilizados nos trabalhos. Em um
estudo realizado em Queixadinha e Vale do Jequitinhonha (Minas Gerais) foi observado
uma falta de associagdo entre ancestralidade e cor da pele (Parra et al. 2003), assim
como em uma amostragem do estado de Sdo Paulo (Pimenta et al. 2006). J& em um
trabalho realizado em populacdo urbana de Salvador (Bahia) foi observada associa¢ao
significativa (Bomfim 2008), assim como estudos realizados na regido centro-oeste
brasileira (Leite 2012; Chiabai 2008). Foi observado que hé uma associagdo entre cor da

pele e ancestralidade nos quilombos aqui analisados (Gontijo, comunicagdo pessoal).

O TAA mostrou associagdo estatisticamente significativa com o marcador
rs16891982, mostrando que este esta relacionado a maior quantidade de pigmentagdo na
pele apesar da miscigenacdo nas populacdes quilombolas. Essa associacdo
estatisticamente significativa com ancestralidade genética foi observada tanto no
presente estudo como em Chiabai (2008). Em ambos o gendtipo CC apresenta
associagdo estatisticamente significativa com a classificacdo fenotipica negra (Tabela

10) e com o indice de ancestralidade africano alto (Tabela 11). O genotipo GG ¢ o mais
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frequente na populagdo CEU (comunidade europeia) e o CC em populagdes africanas e

asiaticas (site hapmap).

Yuasa et al. (2006) propde que esse marcador seja tutil para inferéncia de
ancestralidade genética, porque o alelo G mostra frequéncias altas em grupos de brancos
sul africanos e alemaes, e ainda ressalta que essas frequéncias parecem estar associadas
com a latitude, radiacdo ultravioleta e cor de pele. Para a populagdo brasileira, bem
como para populagdes quilombolas, este marcador também pode ser 1til para inferéncia

de ancestralidade genética.

IAA x haplotipos

Esse ¢ o primeiro trabalho que contrasta haplétipos do gene SCL4542 baseado
nesse conjunto de SNPs com indice de ancestralidade africana. O conjunto de
haplotipos ndo apresentou associacdo estatisticamente significativa com o IAA. No
entanto, quando analisados individualmente, os haplotipos 6 e 12 apresentaram
associacdo estatisticamente significativa com IAA. De acordo com a analise realizada,
foi verificado que o haplotipo 12 (TCTCGT) ocorre em individuos com uma média de
IAA 21% menor do que a média de IAA na amostra. Foram encontrados quatro
individuos que portam esse haplotipo, todos em heterozigose com o haplotipo 3, que €
um dos trés haplotipos mais comuns em quilombos. Esses individuos foram
classificados como branco (um individuo) e pardos (trés individuos) e apresentam, em
média, 27% de ancestralidade africana. Como a média de IAA na amostra foi de 48%,
sugere-se que individuos portadores do haplétipo 12 tenha cor de pele mais clara. O
outro haplotipo que mostrou associacdo foi o 6, com IAA 7% mais baixo do que a
média. Nao foi encontrada associagdo entre haplotipos e IAA altos, o que sugeriria

haploétipos correlacionados com cor da pele mais escura.
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Em andlise dos dados de Yuasa et al. 2006, com os haplétipos determinados
com os mesmos SNPs utilizados neste trabalho, observou-se que os 3 hapldtipos mais

frequentes das populacdes de origem africana sao os mesmos detectados neste estudo.
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CONCLUSAO

1. As quatro populagdes compartilharam o alelo mais comum para todos os marcadores

analisados e que todos os marcadores estdo em EHW.

2. Nao foi observado DL entre os pares de loci nas populagdes quilombolas, fato este
que pode ser explicado pelo decaimento de desequilibrio de ligacdo apos a
miscigenagdo ao longo das geracdes ou por este gene estar localizado em uma regido
com altas taxas de recombina¢do sendo considerada hotspot, ou ainda pela presenca de

alelos raros que ndo possuem forga estatistica para detectar o DL.

3. As populagdes de Kalunga e Rio das Ras apresentaram a menor diferenciagdo
populacional enquanto Sacutiaba apresentou maior diferenciagdo populacional com

todas as outras populagdes.

4. Os haplétipos mais frequentes foram compartilhados entre as quatro populagdes.

5. Ha diferenga significativa quanto a classificagdo da cor da pele entre a populagdo
brasileira e o pool de individuos quilombolas, assim como entre as comunidades e as
populacdes dos estados onde as comunidades se localizam. A excegdo observada foi a

comunidade Sacutiaba.

6. Ha associagdo estatisticamente significativa entre a classificagdo fenotipica cor de
pele e quatro dos seis marcadores analisados para o gene SLC4542. Sugere-se que o
genotipo CT do marcador rs3756462, o alelo C e gendtipo CC dos marcadores rs26722

e rs16891982 e por fim o alelo T do marcador rs35394, ocorram em pele mais escura.

7. O IAA mostrou associacdo estatisticamente significativa com o marcador
rs16891982, revelando que este esta relacionado a maior quantidade de pigmentagao na

pele apesar da miscigenag@o nas populagdes quilombolas.
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8. Observou-se associacdo entre os haplotipos 6 e 12, obtidos a partir da andlise dos

SNPs, e as estimativas de ancestralidade.
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Anexos

Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia para a

manipulacdo das amostras selecionadas.
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Universidade de Brasilia

Faculdade de Cigncias da Sabde
Comité de Fitica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PRO.E

TO DE PESQLUISA

Registro do Projeto no CEP: 15107
Titulo do Projeto: ANCESTRABILIDADE BIOLOGICA DE POPULAGOES
REMANESCENTES DE QUILOMBOLAS BASEADA EM MARCADORES

MOLECULARES LOCALIZADOS EM CROMOSSOMOS SEXUAIS E
AUTOSSOMICOS.

Pesquisador Responsavel: Silviene Fabiana de Oliveira

Data de Entrada: 3001 1/2007

Com base nas Resolugtes 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ¢tica da
pesquisa em seres humanos, o Comilé de Etica em Pesquisa com Scres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Sadde da Universidade de Brasilia, apos andlise dos aspectos
dicos e do contexto técnico-cientifico, resolven APROVAR o projeto 151/2007 com o
titulo: “Ancestrabilidade Biolégica de Populagies Remancscentes de Quilombolas
Baseada em Marcadores Moleculares Localizndos em Cromossomos Sexuais e

Autossdmicos”, analisado na 11" Reunido Ordinaria, realizada no dia 11 de Dezembro

de 2007.

A pesguisadora responsdvel fica, desde ji, notificada da obrigatoriedade da
apresentag@o de um relatorio semestral e relatorio final sucinto e objetivo sobre o

desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 {(um) ano a contar da presente data (item

VIL13 da Resolugio 196/96).

Brasilia, 12 de Dezembro de 2008,

;. /

Prof. Volnei Garrafa

Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Flica cmn Pesquisa com Socs Hamanos - Feculdade de Cidncins da Salde - Uniy cridnde de Brasilin -

Campus Universitdrio Darey Ribeiro = Cep; TO.910-900 — Telelone: 61-33073799



Anexos

ANEXO 2

Teste de desequilibrio de ligagdo locus a locus realizado para as quatro populacdes miscigenadas. Apresentados apenas valores que indicam

existéncia de DL. EP: erro padrao.

Populagao
Kalunga Mocambo Rio das Ras Sacutiaba Total
locus vs. locus
p EP p EP p EP p EP

1s3756462 1535394 0.00040 0.00019 1
181832 rs16891982  0.04059 0.00203 0.00000 0.00000 2
153756462 0.04743 0.00223 1

rs16891982 0.04248  0.00213 0.00396 0.00066 2

1s26722 rs35394 0.0000 0.0000 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 4
rs3756462 0.04208  0.00200 0.00069 0.00025 2

rs16891982 rs35394 0.00703  0.00084 0.00485 0.00065 2

Total 2 4 5 3
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ANEXO 3

Matriz de diferenciacdo populacional baseado em Fst para populagdes quilombolas
brasileiras, analisadas para os marcadores do gene SLC4542. Acima p-valor e erro

padrdo e abaixo valor de Fist.

Kalunga Mocambo Rio das Ras Sacutiaba
Kalunga 0.00000 0.09108+0.0056 0.45837+0.0213 0.00043+0.0002
Mocambo 0.01700 0.00000 0.02112+0.0043 0.24071+0.0124
Rio das Ras -0.00481 0.01407 0.00000 0.00020+0.0001

Sacutiaba 0.05516 0.00677 0.05747 0.00000




