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RESUMO

A variabilidade étnica presente na populacédo brasileira € o produto de um complexo processo
de miscigenacgdo entre individuos amerindios, africanos e europeus que ocorreu durante o
periodo colonial. A distribuicdo da contribuicdo genética desses trés grupos ao longo do
territorio brasileiro ndo ocorreu de forma homogénea, ou seja, a proporcdo de amerindios,
africanos e europeus difere significativamente entre as regifes geograficas.Pequenas
populages, tais como os Gangarras do Bandeira, oriundos do Brejo da Madre de Deus, em
Pernambuco, vivem isoladas e ausentes de seu verdadeiro passado histdrico, estes, por
exemplo, acreditando que sdo descendentes de seus antigos colonizadores, os holandeses.
Autilizacdo de estudos com marcadores geneticos surge frente a estas dificuldades trazendo,
por meio de analises no DNA, uma resposta para fatosque historicamente ndo foram
esclarecidos. O presente estudo objetivou analisar a composicdo genética dos individuos
pertencentes & Comunidade dos Gangarras do Bandeira através de marcadores moleculares de
ancestralidade. Foram analisadas 17 amostras de DNA de individuos da comunidade. A
genotipagem dos individuos foi realizada através de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e sequenciamento direto dos marcadores. A andlise das sequencias foram
realizadas utilizandosoftwares online, tais como o MITOMASTER e HaploGrep, que
auxiliaram na elucidagdoda ancestralidade materna, enquanto o Structure foi utilizado para a
verificacdo da contribuicdo étnica em cromossomos autossomos. As observacoes feitas a
partir dos resultados para 0 cromossomo Y permitiram a constatacdo da grande contribuigdo
africana paterna, embora as andlises feitas através do DNAmt e dos AIMs indicarem que a
maioria dos individuos pertencentes ao Bandeira tem sua origem amerindia. Desta forma, os
resultados analisados descrevem uma populacdo com 37% de contribuicdes amerindias,
31,5% africanas e 31,5% europeiaspara marcadores nos Cromossomos autossomos; uma
linhagem paterna com frequéncia de 67% de origem africana, 22% europeia e apenasll %
amerindia e uma contribuicdo materna de 67% amerindia e 33% europeia. Estes resultados
diferem dos registros historicos encontrados para esta comunidade, levantando a hipotese de
que estes individuos sejam descendentes de holandeses. Na amostra analisada ndo foram
observadas a presenca de haplogrupos pertencentes ao dominio da Holanda, no entanto, uma
amostragem maior sera necessaria para observar a presenca de marcadores especificos para
populacdes europeias e holandesas.

Palavras-chave: Variabilidade genética. Polimorfismos. Grupos étnicos.



ABSTRACT

The present ethnic variability in the Brazilian population is the product of a complex process
of miscegenation between Amerindian, African and European individuals that occurred
during the colonial period. The distribution of the genetic contribution of these three groups
along the Brazilian territory did not occur of homogeneous form, that is, the propotion of
Amerindians, Africans and Europeans defers significantly between the geographic regions.
Small populations, such as the ”Gangarras do Bandeira”, deriving of the “Brejo da Madre de
Deus”, in Pernambuco, live isolated and absent of its true passed historical one, these, for
example, believing that they are descending of its old colonizers, the dutches. The use of
studies with genetic markers appears front to these difficulties bringing, by means of analyses
in the DNA, an answer for facts that were historically not clarified. The present study it
objectified to analyze the genetic composition of the pertaining individuals to the
“Comunidade dos Gangarras do Bandeira” through molecular markers of ancestry. 17
samples of DNA of individuals of the community were analyzed. The genotipagem of the
individuals was accomplished through RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
and direct sequenciamento of the markers. The analysis of the sequences was accomplished
using online softwares, such as the MITOMASTER and HaploGrep, that had assisted in the
briefing of the ancestry materna, while the Structure was used for the verification of the ethnic
contribution in autossomos chromosomes. The comments made from the results for
chromosome Y had allowed to the observation of the great paternal African contribution,
although the analyses made through the mtDNA and of the AIMs to indicate that the majority
of the pertaining individuals to the “Bandeira” has its Amerindian origin. Of this form, the
results analyzed describe a population with 37% of Amerindian contributions, 31.5% Africans
and 31.5% Europeans for markers in the autossomos chromosomes; a paternal ancestry often
of 67% of African origin, 22% European and only 11 % Amerindian and a maternal
contribution of 67% Amerindian and 33% European. These results differ from the found
historical registers for this community, raising the hypothesis of that these individuals are
descending of dutches. In the sample analyzed they were not observed the presence of
pertaining haplogroups to the domain of Netherlands, however, a larger sample will be
necessary to observe the presence of specific markers for European and Dutch populations.

Keywords:Geneticvariability.Polymorphisms. Ethnic groups.
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1. INTRODUCAO

Desde a propagacéo da espécie humana, ha aproximadamente 150-200 mil anos atras,
diversas mutacdes ocorreram no DNA e geraram variagdes no genoma dos individuos, as
quais podem ser transmitidas. Tanto o cromossomo Y quanto o DNAmt fornecem
informagdes complementares que podem alcancar dezenas de geragGes no passado permitindo
resgatar a histéria de uma populacdo ou de um povo através dos movimentos de homens e
mulheres, respectivamente (SANTOS et al., 2006).

A existéncia de diferentes tipos de polimorfismo de DNA, classificados de acordo com
sua natureza molecular e sua localizagdo no genoma, possibilita diversos estudos. Nos ultimos
anos, varias pesquisas no Brasil utilizam as varia¢cdes acumuladas no nosso material genético,
seja nos cromossomos autossdmicos, DNAmt ou cromossomo Y, para buscar recuperar, a
partir de ferramentas genéticas, a histéria da nossa espécie e da formagdo do povo brasileiro
(BENJEDDOU et al., 2006; PENA et al., 2000; SANTOS et al., 2006).

A formacdo de populacdes miscigenadas a partir de populagbes ancestrais
geneticamente diferenciadas € um processo demografico que pode ser utilizado para modelar
muitas questdes sobre a evolucdo humana e se estudar a dindmica da miscigenacédo e a
biologia de caracteristicas (LOPES, 2011).

Os estudos geneticos da populacédo brasileira a partir de marcadores de DNA sinalizam
as diferencas nas contribuicdes de ancestralidade europeia, africana e amerindia em cada
regido e tém ajudado a resgatar os eventos socio-historicos e demogréaficos relacionados ao
povoamento e colonizacgdo do pais (SANTOS et al., 2006).

Estudos filogeogréficos revelam que a imensa maioria das patrilinhagens da populagédo
do Brasil é de origem europeia (provavelmente mais de 90%), enquanto a maioria das
matrilinhagens (cerca de 60%) é de origem amerindia ou africana, muito embora possa haver
diferencas significativas entre as varias regides do pais (PENA et al., 2000; SANTOS et al.,
2006).

Diversas populacdes espalhadas pelo Brasil vivem isoladas e ausentes de total
infraestrutura basica e assisténcia governamental. Uma dessas comunidades € a do Bandeira,
localizada no Estado de Pernambuco, cujos habitantes se isolam devido ao preconceito racial
por apresentarem habitos e fenotipo diferenciados para a regido.

Frente a uma Comunidade com historia escassa e incertezas sobre seu passado, este

estudo foi desenvolvido para que a ancestralidade desta populacéo seja elucidada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Identificar a ancestralidade de individuos da populacdo de Gangarras do Bandeira
através de marcadores moleculares (cromossomo Y, DNAmt e AIMs) afim de determinar a

constituicdo genética e processo de formagédo da populacéo.

2.2 Objetivos especificos
— Analisar a ancestralidade paterna através dos marcadores especificos para o cromossomo Y
(YAP, SRY1532, DYS199, 122);
— Caracterizar a populacao de Gangarras do Bandeira quanto aos polimorfismos das regides
HSV-I e HSV-1I do DNAmt para verificar a ancestralidade materna da populacao;
— Determinar as frequéncias alélicas dos marcadores autossdmicos especificos de populacéo
(Sh19.3, APO4, PV92, AT3-1/D e CCR5);
— ldentificar e estimar a frequéncia dos haplogrupos pertencentes da populacao estudada;
— Estimar as propor¢des das linhagens ancestrais africanas, amerindias e europeias na
formacéo desta populacao;
— Comparar os dados obtidos com os de populagcGes ancestrais do Estado de Pernambuco e do

Brasil.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Evolugdo humana

Os estudos relacionados aos processos de evolugdo humana, migracdo e relagdes entre
as populagdes vém ganhando ampla abordagem no mundo e, com os avangos dos marcadores
genéticos moleculares,tornou-se possivel inferir eventos demograficos passadosatravés da
analise de conjuntos de genes de populagcdes modernas (FLORESet al., 2003).

Segundo Seilstad e colaboradores (1999), diversas teorias sdo levantadas acerca do
surgimento do homem moderno e acredita-se que este teve uma origem Unica e relativamente
recente (cerca de 100-200 mil anos atras) na Africa. A partir deste ponto, ele migrou e ocupou
progressivamente a Asia, a Europa, a Oceania, as Americas, e todos os outros lugares
distantes e pouco conhecidos da Terra. Essa dispersdo foi acompanhada de diversificacdo
morfologica, fruto da adaptacdo as condi¢bes climaticas e ambientais e inovaches
tecnoldgicas que possibilitaram, por exemplo, uma maior producdo de ferramentase alimentos
(BARROS, 2006; PENA, 2000).

3.2 Povoamento da América

O processo de pré-colonizacdo das Américas vem sendo estudado através de
evidéncias arqueoldgicas, bem como evidéncias anatdmicas, linguisticas e genéticas (HEY,
2005).

No quadro atual, ap6s a saida da Africa, acredita-se que grupos humanos dispersaram-
se pelo continente asiatico e avancaram em direcdo ao leste iberiano alcangando a regido do
atual Estreito de Bering (Figura 1) e penetrado na América, até entdo despovoada. Este fato
ocorreu devido a ultima glaciacdo ha cerca de 20 mil anos atras quando houve uma grande
retencdo de agua pelas geleiras, baixando o nivel global dos oceanos em cerca de 120 metros
abaixo do nivel atual (REIS, 2008).

Outras rotas, porém pouco discutidas, para o povoamento da América, reflete na
chegada destes grupos através de deslocamentos pela costa do Oceano Pacifico (Figura 1) e
por meio de migracdes provenientes da Africa via Oceano Atlantico (SENE, 2013). Embora
diversas hipdteses e achados arqueoldgicos procurem esclarecer explicagdes para tal fato,
duvidas a respeito desta onda migratoria ainda permanecem em discussdo nos dias atuais
(HEY, 2005).
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ﬁ g Grupos humanos com morfologia similar a australia.os e africanos };’”

C)TUPOS humanos com murfo[og!la similar-a asiaticos e americanos atuais

Figura 1- Movimentos migratérios de grupos humanos (Fonte: adaptada de SENE, 2013)

3.3 A formacéo da populacéo brasileira

Em 1500, ao chegar ao Brasil, Pedro Alvares Cabral encontrou a regido habitada por
varios povos indigenas. Estima-se que, na época do descobrimento, existiam no Brasil cerca
de 2,5 milhdes de indios (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1970 apud ALVES-SILVA et al.,
2000) entretanto, a chegada dos portugueses ao territorio brasileiro ndo perturbou o equilibrio
da vida tribal nos primeiros anos. Decorridos 34 anos desde a ocupacgédo das terras, povos
oriundos da Espanha, Franca,Holanda e, principalmente Portugal, desembarcaram em terras
brasileiras atraidos pelas riquezas e abundancia dos recursos naturais (BARROS, 2006).

O encontro destas populacGes no Brasil, durante o século X VI, iniciou um dos maiores
processos de mistura génica na historia da humanidade e a nossa populagdo é o resultado de
cruzamentos interétnicos entre 0s povos de trés continentes, tais como nativos americanos,
africanos e europeus. Este acentuado nivel de miscigenacdo torna os brasileiros uma das
populacbes mais heterogéneas do mundo (PENA et al., 2000; BARROS, 2006).

Pesquisas recentes buscam reconstruir e compreender, do ponto de vista genético, o
processo que gerou o povo brasileiro e qual seria a contribuicdo real dos trés grupos étnicos
em sua composicdo genética (LOPES, 2007). O primeiro trabalho foi desenvolvido por Pena
(2000) intitulado “Retrato Molecular do Brasil” o qual analisou homens auto-classificados

como brancos em quatro regides do pais. Os resultados obtidos com este estudo
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demonstraram que a linhagem paterna destes individuos é quase exclusivamente europeia,

enguanto a materna esta distribuida em africana, amerindia e europeia.

3.4 A colonizagéo e a formacéo do povopernambucano

Para facilitar a administracdo e garantir a defesa do territorio recém-conquistado, a
coroa portuguesa tem por decisdo dividir o Brasil em capitanias hereditarias. As terras do
atual Estado de Pernambuco foram doadas como capitania pelo rei de Portugal a Duarte
Coelho em 1535, onde, nestas terras prosperavam a cana-de-aglcar e o algoddo (MELLO,
2009).

Com o grande destaque para as exportagcdes, Pernambuco torna-se a mais promissora
das capitanias da Colbnia Portuguesa na América. Logo ap6s o dominio da Espanha sob
Portugal, a Holanda, em busca de acucar e atraida pelo grande pdlo exportador, resolveu
enviar suas expedi¢Oes para invadirem o Nordeste do Brasil. A ocupagdo holandesa no
Nordeste compreende dois episodios de duracdo desigual: a conquista de Salvador (1624-
1625) e a invasdo de Pernambuco (1630-1654). A invasdo a Salvador ndo ocorreu de forma
bem sucedida, entretanto, na segunda invasdo, os holandeses alcangaram uma colonizacdo e
logo garantiram seu espaco em terras nordestinas, sendo representados pelo principe Mauricio
de Nassau que governou o comércio agucareiro local, fazendo-a a capital do Brasil holandés
(Figura 2) (MELLO, 2009).

Com o decorrer dos anos, a insatisfacgdo com os altos impostos cobrados pelos
holandeses, geraram muitas revoltas e conflitos o que fez com que o principe Nassau,
deixasse seu cargo e os holandeses fossem expulsos do territorio brasileiro (GESTEIRA,
2004; MELLO, 2009). Acredita-se que um grupo, com cerca de 20 holandeses, se recusaram a
deixar a Provincia Pernambucana e entdo teriam fugido e se escondido as margens do Rio
Capibaripe, onde permaneceram (DUARTE, 2005).

O tempo de permanéncia no Brasil consolidou a estrutura genética da populacéo
pernambucana, com o cruzamento entre indios nativos, negros africanos e brancos europeus.
Dentre os brancos que fixaram sua permanéncia, os portugueses, franceses e holandeses
obtiveram destaque, entretanto, os franceses e holandeses, apesar de tentarem se estabelecer

na capitania, deixaram uma restrita contribuicéo étnica (BARRQOS, 2006).
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Figura 2 — Mapa do litoral Norte de Pernambuco em 1640. Olinda esta representada no lado esquerdo. Nessa
época, a Capitania de Pernambuco estava ocupada pelos holandeses(Fonte: Guia Geografico por Jodo Teixeira.
Disponivel em: <http://www.brasil-turismo.com/pernambuco/mapa-historico.htm>. Acessado em: 10/02/2016).

3.5 Gangarras do Bandeira

Os Gangarras do Bandeira é uma populacdo com aproximadamente 340 habitantes
localizada no Agreste Pernambucano a cerca de seis quildmetros do municipio de Brejo da
Madre de Deus (DUARTE, 2005).

Esta populagdo vive numa pequena vila rodeada por casas de taipas, ruas de terra e
total auséncia de infraestrutura,saneamento basico, escolas, postos de salde e a energia
elétrica fazendo parte do dia-a-dia apenas ha alguns anos atrds. A principal forma de
subsisténcia, ha séculos, € dada pela agricultura familiar, uma vez que, o desenvolvimento
econdmico industrial das cidades vizinhas (Santa Cruz do Capibaribe e Toritama) é barrado
para esta regido (ALVES, 2005).

O termo “Gangarras” surgiu de uma ave de cor amarelada e de canto estridente, e faz
referéncia a cor dos cabelos e ao sotaque dos moradores do Sitio Bandeiras (DUARTE, 2005).
O estigma maior desta populacdo é o fato deles apresentarem um fendétipo diferente da
maioria dos moradores da regido, em geral, eles sdo loiros, tém olhos e pele clara e uma baixa
estatura (Figura 3) (ALVES, 2005).
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Pouco se sabe sobre o passado destes individuos, entretanto, alguns pesquisadores
acreditam que eles apresentem uma descendéncia europeia visto que, ap0s a invasao e a
posterior expulsdo, alguns holandeses se esconderam no interior de Pernambuco evitando a

sua saida do pais durante o periodo colonial (CAVANI, 2004).

-\

Figura 3 - Individuos moradores da Comunidade do Bandeira - PE. Imagens retiradas do documentario
"Gangarras do Bandeira" produzido pela Fundacéo Joaquim Nabuco (Fundaj) em 2004
(Fonte:<https://www.youtube.com/watch?v=fxKUBLcS8gE>. Acessado em: 14/01/2016)

3.6 Marcadores moleculares

Marcadores genéticos tém sido elementos fundamentais nos estudos de segregacao de
caracteres hereditarios, na analise do comportamento de genes em populacbes e na
reconstrucdo da historia evolutiva de populacGes, entre outras aplicagdes (REGITANO et al.,
2009).

Para se estudar questdes sobre a origem e evolucdo do homem moderno, a genética
molecular utiliza a variabilidade gendmica para compreender sua origem e manutencao,
usando-a como ferramenta para inferir em cenarios evolutivos passados (LOPES, 2007).

Sdo diversos 0s marcadores genéticos utilizados para a identificacdo de
polimorfismos, tais como, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), ou polimorfismos de
ponto;os polimorfismos de inser¢es/delecdes (Indel) e os polimorfismos de elementos de
transposicdo, como por exemplo, insercdesAlu,estes, atualmente bastante utilizados em
estudos evolutivos populacionais(BASTOS-RODRIGUES et al., 2006).

3.7 Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs)
Na reconstrucdo da histdria evolutiva da espécie, considera-se desde a descri¢cdo dos
primeiros marcadores genéticos para humanos, que os melhores locais do genoma a serem

analisados sdo aqueles em que podemos diferenciar uma populacdo de outra, seja pela
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frequéncia diferencial ou pela ocorréncia de um alelo em uma populagcdo e em outra néo
(GONTIJO, 2008).

Para se avaliar a composicao ancestral de uma populacdo séo utilizados marcadores
genéticos que apresentam grandes diferenciais de frequéncias alélicas entre populacdes
(LEITE, 2012). Estes marcadores passaram a ser, primeiramente, denominados de
PSAs (Population-specific Alleles) (SHRIVEREet al., 1997), e atualmente sdo conhecidos por
AlIMs (Ancestry Informative Markers)(BONILLA et al., 2004).

Os AlMs sdo empregados para se fazer estimativas eficazes de mistura populacional
permitindo estimar a contribuicdo de distintos grupos na formacdo de uma populacéo, ou seja,
inferir na sua ancestralidade. Além disso, sdo considerados como um grande diferencial de
frequéncia por apresentarem um valor minimo de 50% entre a0 menos duas grandes
populacbes definidas geografica e/ou etnicamente (MUNIZ, 2008; SHRIVER et al., 1997;
PEDROSA, 2006).Estes AIMs podem pertencer a qualquer uma das classes moleculares ja

citadas anteriormente.

3.7.1 Insercdo Alu (Sb19.3, APO4, PV92)

Inser¢BesAlusdo a maior familia de repeticdes intercalantes curtas (Short Interspersed
Elements — SINES), sendo exclusivamente encontradas no genoma de primatas possuindo
aproximadamente 300pb (TELO, 2010).

Estima-se que estas retroelementos Alu tenham surgido a 65 milhdes de anos atras
originadas através da transcricdo reversa de RNA intermedidrio (7 SL RNA)e que
representem cerca de 5% do genoma humano (GONTIJO, 2008; TELO, 2010).

Segundo um estudo dirigido por Batzer e colaboradores em 1996b,
sequéncias Alu dentro do genoma humano podem ser divididas em grupos de elementos
relacionados com base nas mutagdes de diagnostico partilhados, ou seja, cada
insercdo Alu surgiu dentro da popula¢do humana como um evento Unico na histdria evolutiva,
fazendo esta repeticdo idéntica por descendéncia de um ancestral comum.

A insercdo AluSb19.3 pertence a subfamilia Yb8 e esta localizada no cromossomo
19p12, como descrito por Arcot e colaboradores em 1998. A presenca da insercdo caracteriza
0 alelo Sb19.3*1, sendo este, apresentado em elevada frequéncia em europeus (MACHADO,
2008).

O locus Alu APO situa-se no braco longo do cromossomo 11, na regido néo
codificadora préxima ao complexo de genes da apolipoproteina Al-CIII-AlV e apresenta-se

bastante frequente em europeus dada a sua insercdo alélica (MACHADO, 2008).
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O Alu PV92 localiza-se no cromossomo 16 (BATZER et al., 1994) e a caracterizagao
do alelo PV92*1 da-se pela presenca da insercdo que gera um fragmento de aproximadamente

400pb, sendo mais prevalente em populacgdes asiaticas (MACHADO, 2008).

3.7.2 Insercao/Delecéo (Indel) — (AT3-1/D)

A antitrombina Il (AT3) € membro da familia dos inibidores da serina protease e sua
funcdo bioldgica é a inativacdo, irreversivelmente, de vérias proteinases de coagulacgdo, tais
como os fatores 1Xa, Xa, Xall e trombina (CASPERS et al., 2012; MACHADO, 2008). A
deficiéncia de antitrombina Il resulta em numerosas mutacgdes, delecOes e insercdes e, apesar
de sua baixa prevaléncia, pode ser decorrente de causas hereditarias ou adquiridas (GODOY
etal., 1998; LIMA, 2006).

O gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1g25.1), possui 19kb, sete éxons e é
caracterizado pela presenga ou auséncia de uma inser¢do de 76pb no éxon 1 do gene da
antitrombina 111 (GONTIJO, 2008). A presenca desta insercédo caracteriza o alelo AT3-1/D*1,
sendo Util em andlises de populacfes hibridas por apresentar uma frequéncia da insercao de
0,858 em populacdes africanas (BONFIM, 2008).

3.7.3 Delecdo (CCR5A32)

O receptor quimiocina 5 (CCR5) pertence a uma familia de receptores acoplados a
proteinas G que cruzam a membrana celular, estando envolvido na quimiotaxia dos leucocitos
para as areas de inflamagdo. O gene que codifica CCR5 (CKR5) esté localizado na regido
p21.3 do cromossomo 3, formando um aglomerado com outros genes dos receptores de
quimiocina (MACEDO, 2003).

Estudos de genética evolutiva mostraram que a delecdo de 32pb neste gene,surgiu no
norte da Europa ha cerca de 1.200 anos atras e foi disseminada pelo continente europeu pela
populacdo Viking. As altas frequéncias da dele¢do A32 que sdo encontradas nos europeus tém
sido atribuidas a uma forte pressdo seletiva, possivelmente exercida por patdgenos ou por
algumas doencas infecciosas tais como a variola, comum naquela época. Atualmente, estima-
se que cerca de 10% dos individuos de origem europeia tenham a delegao A32 no gene CCRS

(GALVANI et al., 2003).

3.8 Marcadores de linhagens
As mutacdes no DNA que ocorreram ap0s a dispersdo protagonizada pela espécie

humana h& aproximadamente 150-200 mil anos atrds até o presente momento
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geraramvariagcOes nos haplétipos que podem servir como marcadores de linhagem por serem
geografico-especificas. Os haplotipos sdo conjuntos de alelos, isto é, sequéncias variantes em
locus que sdo, em geral, transmitidos como uma unidade Unica devido sua baixa frequéncia de
recombinacdo. Através da analise dos haplétipos de cada individuo € possivel a identificacdo
de locais polimdrficos estaveis entre as populacfes, que normalmente sdo restritos a
determinadas areas geograficas. Um grupo de hapl6tipos,que compartilham um ancestral em
comum, designa um haplogrupo (MORAIS, 2013).

Tanto o cromossomo Y quanto o DNAmt fornecem informagbes complementares que
permitem tracar martilhinhagens (Figura 4) e partilinhagens (Figura 5) que podem alcancar
dezenas de geragdes no passado, podendo assim, reconstruir a historia genética e evolutiva de
uma populacédo ou de um povo (SANTOS et al., 2006; PENA et al., 2000).

1:-¢
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Figura 4 — Distribuicdo dos haplogrupos do DNA mitocondrial (Fonte: Charles Kerchner’s — MtDNA
Haplogroup Descriptions & Information Links, 2006 < http://www.kerchner.com/haplogroups-mtdna.htm >.
Acessado em: 17/01/2016)
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Figura 5 — Distribuicdo dos haplogrupos do cromossomo Y (Fonte: Charles Kerchner’s — YDNA Haplogroup
Descriptions & Information Links, 2006<http://www.kerchner.com/haplogroups-ydna.htm>. Acessado em:
17/01/2016)

3.8.1 DNA mitocondrial

As mitocondrias apresentam varias copias de seu material genético, o DNA
mitocondrial (DNAmt). Dependendo do tipo celular e funcdo bioldgica, uma Unica célula
pode conter de centenas a milhares de mitocondrias. As principais funcfes dessa organela no
nosso organismo sdo: producdo de adenosina trifosfato (ATP), mediacdo da morte celular
programada (apoptose) e producéo de calor (FINSTERER, 2004; RINCON, 2009).

Em 1981, Anderson e colaboradores descreveram a primeira sequéncia do genoma
mitocondrial humano, a qual viria a ser a sequéncia de referéncia designada por Cambridge
Reference Sequence (CRS), entretanto, em 1999, Andrews e colaboradores corrigiram 11
nucleotidos sendo, atualmente, denominada de Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS)
(MORAIS, 2013).

O genoma mitocondrial (Figura 6) é composto por uma molécula dupla-fita circular,
com uma distribuicdo assimétrica de guaninas e citosinas, apresentando 16.596 pares de bases

(pb) e que pode ser dividido em duas regides principais: a regido codificadora, que constitui


http://www.kerchner.com/haplogroups-ydna.htm
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cerca de 90% da molécula e que contém 37 genes, entre eles 13 que codificam para
polipéptidos envolvidos na fosforilagdo oxidativa, 2 que codificam para RNA ribossémico e
22 para RNA de transferéncia; e a regido nao codificadora, também designada de D-loop ou
regido controle por estar envolvida na replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial. Esta
regido é construida por regides hipervariaveis | (HSV-I), Il (HSV-1I) e Il (HSV-III) e esta
localizada na posigdo 16024 a 16569 e da posicdo 1 a 576(ANDERSON et al., 1981,
BUTLER, 2011; LOPES, 2007; SANTOS, 2012a).

Por ndo possuir introns, a molécula de DNAmt ndo sofre recombinacgdo, é haploide,
possui um modo de heranga uniparental quase exclusivamente materna e sua taxa de mutacéo
é de aproximadamente 20 vezes mais rapido que o DNA nuclear devido a falta de histonas e
um sistema de reparo menos efetivo (ANDERSON et al., 1981; SACCONE et al., 1999;
MAGALHAES, 2006). Todas essas caracteristicas agrupadas, fazem do DNAmt uma fonte
rica de informag0es para os estudos de filogenia molecular o que a torna bastante interessante
para a identificagdo de espécies e a possivel reconstrucdo de linhagens genealdgicas, com
énfase em fatores histéricos (PENA et al., 2000).

|d— Regido Controle —)|

HY1 HVY2 HV3
T
16024 16365 1 73 340 440 560 576

/ .

mtDNA
16569 pb

Figura 6 - Mapa do DNAmt humano. Em destaque para a regido controlendo-codificante. Os genes 12S rRNA e
16S rRNA codificam os RNAs ribossdmicos (Fonte: adaptado de RINCON, 2009)
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O primeiro estudo aprofundado sobre a variagdo do DNAmt humano, foi realizado por
Rebecca Cann, Mark Stoneking e Allan Wilson em 1987. Os dados abordados neste estudo,
deixaram fortemente explicito que a Africa era a fonte de toda a diversidade existente de
DNAmt humano e que essa diversidade comecou a surgir cerca de 150 mil anos atras,
indicando uma origem africana para a Eva mitocondrial (SANTOS et al., 2012b).

Inicialmente este trabalho ndo teve grandes repercussées no meio cientifico, no
entanto, ainda hoje é utilizado como base para diversos estudos recentes por se mostrar

eficiente para inferir a origem geografica de individuos (SANTOS et al., 2012b).

3.8.2 Cromossomo Y

O cromossomo Y, ao contrario de outros cromossomos, nao apresenta uma natureza
recombinante em parte de sua estrutura e possui aproximadamente 6x10’pb (60Mb),
representando cerca de 3% do genoma hapl6ide, sendo o terceiro menor cromossomo
humano, apenas ligeiramente maior que os cromossomos 21 (47Mb) e 22(49Mb) (JOBLING
etal., 2003; MARTINS, 2008).

No cromossomo Y sdo encontrados poucos genes funcionais, 0os quais desempenham
importante funcdo bioloégica com consequéncias diretas na determinagdo do sexo e na
fertilidade masculina, estando envolvidos no desenvolvimento e manutencdo das células
germinativas do homem (QUINTANA-MURCI et al., 2001).

Para manter as diferencas sexuais, 0s cromossomos X e Y sdo estrutural e
funcionalmente distintos. Entretanto, existem regides de homologia entre estes cromossomos
(BARROS, 2006). Essas regides sdo denominadas pseudo-autossémicas (PAR1 = 2,60Mb e
PAR2 = 0,32Mb) e estdo localizadas nas porg¢des distais dos bragos do cromossomo (Figura
7) desempenhando um papel importante durante a meiose masculina, sendo responsaveis pelo
pareamento, recombinacéo e segregacdo corretas do par de cromossomos sexuais (BARROS,
2006; MARTINS, 2008).

Cerca de 95% da sequéncia de DNA do cromossomo Y € exclusiva a este cromossomo
e, portanto, sdo encontradas apenas no homem. Por se apresentar em estado hapldide, esta
regido ndo sofre recombinacdo com nenhum outro cromossomo e é denominada de NRY
(Non-recombining Region of Y-chromosome) ou MSY (Male Specific Regionof Y-
chromosome). A NRY ¢é constituida por aproximadamente 24Mb de eucromatina e 30Mb de
heterocromatina inerte (BARRQOS, 2006).
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| |
Male specific region of the Y-chromosome (MSY)

Figura 7 — Idiograma do bandeamento do cromossomo Y humano (Fonte: adaptado de KIDOet al., 2015).

As informagGes contidas no cromossomo sexual do genoma humano masculinoséo
transmitidas de pai para filho em uma forma intacta, repassando mutacoes e, desta forma,
oferecendo importantes informacGes sobre as linhagens patrilenares ao longo da historia
bioldgica (Figura 8) (BRAVI, 2001; JOBLING et al., 2003).

Os primeiros estudos sobre o cromossomo Y iniciaram-se com o pesquisador Michel
Hammer, o qual, durante varios anos, dedicou sua vida a estudos sobre a analise do DNA para
se analisar populacfes, suas origens e migracdes. Em um dos seus principais estudos,
Skoreckiet al., 1997 se empenharam a desvendar a origem de 188 judeus do sexo masculino.
Os resultados que foram apresentados revelaram que estes individuos apresentam uma mistura
de até oito linhagens, embora as variacdes africanas apresentadas ao cromossomo Y

apresentaram-se baixas.

3.8.2.1 YAP

Assim como alguns AlMs ja apresentados neste estudo, o0 marcador molecular YAP
(Y-Chromosome Alu Polymorphic Element), trata-se de uma inser¢do de um retrotransposon
que faz parte da familia Alu e que esta presente em alguns individuos do sexo masculino,
sendo a unica localizada no cromossomo Y humano.A referida insercdo, provavelmente
ocorreu uma vez na evolucgdo, depois da divergéncia entre a espécie humana e outras espécies
de primatas. Este marcador define o haplogrupo DE* que surgiu ha cerca de 65.000 mil anos
atras e apresenta uma elevada frequéncia em populacdes africanas, baixa em populacGes
europeias e esta ausente em populagdes asiaticas (KARAFET et al., 2008; HAMMERet al.,
1996).

3.8.2.2 SRY1532

Consiste numa substituicdo nucleotidia recorrente A->G, na posicdo -1532 do gene
SRY, no brago curto do cromossomo Y (Yp) (RAMANA et al., 2001). Este polimorfismo
classifica individuos no haplogrupo Rlae foi descrito pela primeira vez por Whitfield e
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colaboradores em 1995, ao qual foi identificado o alelo ancestral a partir de um chimpanzeé e
outros primatas (KARAFET et al., 2008).

A presenca da base nitrogenada G cria um sitio de reconhecimento para a enzima
Dralll (Deinococcus radiophilus), permitindo a determinacdo dos variantes alélicos, ja a
presenca do alelo A no cromossomo, apresenta um estado ancestral tipico em populacdes
europeias (centro da Europa) e asidticas, estando praticamente ausentes em populagoes
africanas e amerindias (KARAFET et al., 2001; REBELO, 2003).

3.8.2.3DYS199

E um marcador polimorfico que determinada um polimorfismo de nucleotideo Gnico
resultante de uma substituicdo C>T na posicdo -199. Estima-se que esta mutacao surgiu ha
cerca de 30.000 anos atras e se mantém até o presente definindo o haplogrupo Q3* no
cromossomo Y, estando restrita a populagGes nativas americanas, ou seja, populacdes
amerindias (CARVALHO-SILVA et al., 1999; LARDONE et al., 2013).

O alelo ancestral T, com 202pb, pode ser encontrado numa frequéncia de 62% a 100%
em seis populacbes nativas americanas e, apresenta-se ausente em populacfes africanas,
europeus as e asiaticas (Lell et al., 1997). A distin¢do bésica entre individuos pertencentes a
este grupo é realizada através de digestdo enzimética, onde a enzima Mfel cria um sitio de
reconhecimento caracterizando o alelo C moderno (CARVALHO-SILVAet al., 1999).

3.8.2.4 122

Este marcador polimorfico caracteriza uma mutacdo do tipo Indel pertencente a
individuos do haplogrupo J* no cromossomo Y humano. Assim como o YAP é identificado
pela presenca ou auséncia de alguns pares de bases (GIACHINI et al., 2009; PERICICet al.,
2005).

Estudos realizados por Blanco e colaboradores (2000) revelaram que o amplicon 12f2
esta ausente em individuos de origem africana e que tais polimorfismos surgiram a partir de
delecdes durante a histdria evolutiva do homem a cerca de 31.700 mil anos atras (SEMINO et
al., 2004). A delecédo de 9pb neste fragmento é encontrada com uma alta frequéncia (acima de
25%) em populacdes pertencentes ao Oriente Médio, Sul Europeu, Norte Africano e em
etiopes (EWISet al., 2002).
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Figura 8: Arvore filogenética das variacdes apresentadas pelo cromossomo Y (Fonte: JOBLINGet al., 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo e amostragem

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Biologia Molecular
(LGBM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) — Campus I, Campina Grande e no
Laboratorio de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

Foram analisadas 17 amostras de individuos oriundos da populacdo Gangarras do
Bandeira, Brejo da Madre de Deus — Pernambuco (Figura 9).
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Figura 9-Mapa do Brasil com destaque para o Estado de Pernambuco e o municipio de Brejo da Madre de Deus
(Fonte: adaptado de IBGE Mapas, 2016).

4.2 Obtencao do material genético
Todas as amostras utilizadas para este estudo foram cedidas pelo LABBE — UFPE.

4.3 Amplificagéo

Cada um dos marcadores moleculares utilizados para o cromossomo Y (YAP,
SRY1532, DYS199 e 12f2), para as regides hipervariaveis | (HVS-1) e Il (HSV-I1) do DNA
mitocondrial (L15997/H017 e L16555/H599)e para a deteccdo de polimorfismos através dos
AlMs (Sb19.3, APO4, PV92, AT3-I/D e CCR5) foram amplificados por PCR (Polymerase
Chain Reaction) e estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1 — Marcadores moleculares utilizados no estudo.

Cromossomo Y

. . Tamanho do
Marcador Sequéncia de primers fragmento (pb)
vt 5" CAGGGGAAGATAAAGAAATA 3° 455pb (YAP+) ou
5" ACTGCTAAAAGGGGATGGAT 3’ 150pb (YAP-)
5" TCCTTAGCAACCATTAATCTGG 3’
2
SRY1532 5" AAATAGCAAAAAATGACACAAGGC 3° 167pb
5" TAATCAGTCTCCTCCCAGCA 3°
3
DYS199 5> AGGTACCAGCTCTTCCCAATT 3’ 202pb
- 5" CTGACTGATCAAAATGCTTACAGATC 3° 42700
5" TCTTCTAGAATTTCTTCACAGAATT 3’ p
DNAMt
L 15997° 5" CACCATTAGCACCCAAAGCT 3’ -
HO17 5 CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT 3’ p
L 16555° 5" CCCACACGTTCCCCTTAAAT 3° c000t
H599 5’ TTGAGGAGGTAAGCTACATA 3’ P
AlMs
, 5" TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG 3’
5b19.3 5 AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC 3’ 457pb e/ou 157pb
. 5" AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG 3’
APO4 5 AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA 3’ 400pb e/ou 100pb
. 5" AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3’
PV92 5’ TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3’ 443pb efou 129pb
’ 5" CCACAGGTGTAACATTGTGT 3’
AT3-IID 5 GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3’ 572pb efou 496pb
» 5" ACCAGATCTCAAAAAGAA 3’
CCRS 5 CATGATGGTGAAGATAAGCTTCA 3’ 225pb ou 193pb

1: Hammer et al., 1995; 2: Adaptado de Whitfield et al., 1995; 3: Adaptado de Santos et al., 1999; 4: Adaptado
de Kamp et al., 2000; 5 e 6:Cerezo et al., 2009; 7: Parra et al., 1998; 8: Batzer et al., 1996a; 9: Njoroge et al.,
2010; 10: Oliveira, 2014; Reiche et al., 2008.
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As reacOes de amplificacdo totalizaram um volume de 15ul eforam realizadas no
termociclador Veriti(Applied Biosystems). Todos os parametros utilizados estdo descritos no
apéndiceA.

A anélise dos produtos da PCR para o cromossomo Y e analise dos AlMsforam
submetidosa eletroforese em gel de poliacrilamida 8% em cuba vertical com tamp&o 1X Tris-
Borato-EDTA (TBE) (Tris 0,089M; Acido bérico 0,089M e EDTA 0,002M)  por
aproximadamente 150 minutos, com voltagem de 120V e 36 miliAmperes. Posteriormente, 0s
géis foram corados com nitrato de prata, de acordo com o protocolo descrito por Cresteet al.,
(2001). Os géis de agarose al%, contento aliquotas do DNAmt dos individuos foram corados
com brometo de etidio e visualizados atraves de transiluminador de luz UV. O tamanho dos
fragmentos amplificados obteve sua caracterizacdo utilizando um marcador padrdo de peso
molecular de 100pb e 1Kb em cada gel, respectivamente, para quantificacdo e andlise da

qualidade das amostra amplificadas.

4.4 Tipagem por analise de RFLP

Para a identificacdo das variacdes alélicas entre alguns individuos, foram utilizadas
algumas enzimas de restri¢cdes descritas na tabela 2.

Utilizou-se o protocolo previamente padronizado pelo LGBM, o qual 5ul do produto
de PCR foram digeridos com uma enzima de restricao especifica, totalizando um produto de
10ul a qual, posteriormente, foi incubado em banho-maria a 37°C por aproximadamente 13
horas.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
12%.

Tabela 2 — Enzimas de restricdo utilizadas para analise de RFLP dos individuos.

Marcador Enzima de restri¢éao Alelo ancestral Alelo moderno
SRY1532 Dralll* 167pb 112pb + 55pb
DYS199 Mfel? 202pb 181pb + 21pb

4.5 Sequenciamento das amostras
A regido controle do DNAmt contém aproximadamente 1.100pb e se subdivide em

duas regibes maiores HSV-I e HSV-Il. Optou-se iniciar a numeracdo nucleotidica da
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mitocondria na regido controle, de modo que esta compreende as posic¢Ges finais (16.024 a
16.569) e iniciais (1 a 576).

Apos a amplificacdo das regiGes hipervariaveis HSV-l e HSV-1l do DNAmt, os
produtos foram purificados através do método de enzimas hidroliticas EXO | (Exonuclease 1)
e SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase). Posteriormente os produtos de PCR foram marcados
em uma rea¢do com Byg Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, usando 4,75ul de agua
ultra pura, 1,75ul de tampao de sequenciamento 5X, 0,5ul de Dye Terminator, 0031ul do
primer (5pMol/ul) e 2ul do produto de PCR. As condigdes de termociclagem da reag@o
consistiram em 1 min a 96°C seguidos por 40 ciclos de 15s a 96°C, 15s a 50°C e 4 min a 60°C.
Em seguida os produtos sequenciados foram purificados por precipitacdo com EDTA/acetato
de sddio/etanol, e entdo sequenciados bidireccionalmente em sequenciador automatico de
DNA (ABI PRISM 3500XL).

4.6 Anélisedos dados

As sequéncias obtidas do sequenciamento direto das regides HSV-I e HSV-II foram
analisadas nos softwaresGenetic Analyzer 3.0 (Apllied Biosystems) e Sequencing Analysis
v.5.1, os quais permitem verificar a qualidade das sequéncias obtidas. A formacgéo do contig
foi dado a partir da utilizagdo do programa computacional Standen (pregap4 e gap 4)
(BONFIELD et al., 1995) e o alinhamento multiplo das sequéncias de DNAmt foi realizado
pelo programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version) v.6.0, descrito
por Tamura et al. (2013).

Softwares online, tais como, 0
MITOMASTER (http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMASTER/) descrito por
Brandon et al. (2009) e o HaploGrepv.2.0 (https://haplogrep.uibk.ac.at/)descrito por Kloss-
Brandstaetter et al. (2010) foram utilizados para a detec¢do dos haplogrupos mitocondriais de
cada individuo.

O programa Structure v.2.3.1 (PRITCHARD et al., 2000) (parametros: k=3; 20.000
burning por 200.000 interacbes MCMC; Admixture model) e sua extensdo online Structure
Harvesterv.0.6 (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/)descrita por Earl et al.,
2012 foram utilizados para a verificagdo da estrutura populacional em estudo a partir dos
marcadores informativos de ancestralidade.

Para todos os marcadores analisados (cromossomo Y, DNAmt e AlMs) foi utilizada a

estatistica direta para a obtencéo das frequéncias dos haplogrupos analisados.


http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMASTER/
https://haplogrep.uibk.ac.at/

34

4.7 Aspectos éticos
Por tratar-se de uma pesquisa envolvendo seres humanos, a documentacdo para a

aprovacao da pesquisa encontra-se na posse de pesquisadores da UFPE.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise dos marcadores de ancestralidade para o cromossomo Y

Foram analisados os seguintes marcadores para o cromossomo Y: YAP, SRY1532,
DYS199 e 12f2 em 9 individuos do sexo masculino da populacdo de Gangarras do Bandeira.
Cada marcador define um haplogrupo especifico de um grupo populacional.

As amostras seguiram um padrao hierarquico de analise, as quais, sendo positivas para
determinado marcador, eram direcionadas para 0s proximos marcadores. Em todas as PCRs
foram utilizados dois controles pertencentes ao laboratério, os quais os haplogrupos ja séo
conhecidos, a fim de ser realizada compara¢Ges com os resultados obtidos. O controle
europeupertence ao haplogrupo Rla (haplogrupo mais frequente no lesteeuropeu) e o controle
africano (YAP+) pertencente ao haplogrupo DE (haplogrupo mais frequente na Africa
Subsaariana).

A genotipagem teve inicio pelo marcador YAP o qual pudemos fazer a distin¢éo entre
africanos (455pb) e ndo africanos (150pb). O resultado estd demonstrado na figura 10. Das 9
amostras, apenas trés mostraram-se YAP-, ou seja, apresentaram um fragmento del50pb

comprovando sua descendéncia ndo africana.

M 02 03 04 07 09 10 11 16 20 br

ii,‘iﬁs""n“" LB
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150pb = > . — -

100ph h

Figura 10-Gel de poliacrilamida 8% com tipagem da mutacdo YAP (Fonte: Autor).

O segundo marcador analisado foi o SRY1532, ao qual todas as amostras foram
submetidas para se fazer a distincdo entre os alelos ancestral (G) e moderno (A). Além da
distincdo inicial, pode-seidentificar os individuos pertencentes ao haplogrupo europeu R1la.

Para a analise desta mutacdo, utilizamos a técnica de RFLP com a enzima Dralll.
Como resultado, pode-se perceber na figura 11que todos os individuos apresentaram 0 mesmo

padrdo para a digestdo enzimatica, ocorrendo a clivagem dos respectivos fragmentos de DNA,
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fato observado de forma contréria no controle europeu (C+). Este individuo apresenta apenas
um fragmento de 167pb comprovando sua origem europeia com a presenga do alelo G
ancestral em seu genotipo.

M 02 03 04 07 09 10 11 16 20 C+ C-

.

Figura 11 —Gel de poliacrilamida 12% com tipagem da mutagdo SRY1532. Os individuos identificados com a
cor verde sdo YAP+, enquanto os que estdo identificados com a cor vermelha sdo YAP- (Fonte: Autor).

Para 0 DYS199 apenas as amostras YAP- foram utilizadas. Alem da PCR, foi
realizada a digestdo enzimatica a qual produz um sitio de clivagem para a enzima Mfel,
caracterizando individuos que apresentam o alelo moderno (181pb + 21pb). Os resultados
encontrados classificam apenas um individuo (individuo 11)quanto a presenca do alelo
ancestral T (202pb)agrupando-o no haplogrupo Q3* (Figura 12).

O dltimo marcador molecular utilizado para o cromossomo Y foi o 12f2 que
caracteriza uma mutacdo Indel(delecdo de 9pb), determinando o haplogrupo J*. Apds a
finalizacdo dos testes laboratoriais, nenhum dos individuos foi alocado para este grupo
(Figura 13).

200pb

100pb

Figura 12 — Gel de poliacrilamida 12% com tipagem da mutagcdo DY S199 (Fonte: Autor).
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Figura 13- Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% com a tipagem para a mutacdo 12f2 (Fonte: Autor).

Desta forma, para a analise do cromossomo Y dos9 individuos analisados obtém-se
trés distintos haplogrupos, os quais 6 individuos apresentam descendéncia africana (67%), 2
descendéncia europeia (22%) e apenas 1 denota ancestralidade paterna amerindia (11%)

(Figura 14), sendo estes pertencentes aos haplogrupos DE*, R e Q3*, respectivamente.

B Africano
B Europeu

B Amerindio

Figura 14 — Proporcéo de distintas ancestralidades paternas do cromossomo Y na amostra da populacéo dos
Gangarras do Bandeira, PE (Fonte: Autor).

5.2 Anélise dos marcadores de ancestralidade para o DNAmt
Apos a realizagdo da PCR todas as amostras foram submetidas ao sequenciamento de

DNA das regides HSV-1 e HSV-II. O resultado do sequenciamento dos individuos gerou 24
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sequéncias nucleotidicas. Embora tenham sido realizados diversos processos de
sequenciamento, as amostras pertencentes aos individuos G5, G10, G14, G15 e G17 ndo
obtiveram sucesso quanto ao valor de confianca das bases (Phred), desta forma, foram
descartadas para esta analise.

Os eletroferogramas resultantes do processo de sequenciamento apresentaram no geral
nucleotideos com picos bem estabelecidos, bem como valores de confianca (Phred) superior
ou igual a 25 (AnexoA).

No alinhamento multiplo das sequéncias (Figura 15) realizados no programa MEGA
v.6.0, foi adicionada a rCRS. Esta é a sequéncia controle adotada, a qual foi revisada por
Andrews e colaboradores em 1999 e reflete todo genoma mitocondrial humano. A partir deste

alinhamento foramestabelecidostodos os sitios de mutagdes entre as sequéncias.

Wk M6: Alignment Explorer (£2.mas) =& =
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DS S| =@k ww ot EE Rl E L R LY

DNASequences ‘Tvanslaten Pratain Sequencesl

Species/ZGroup Name

14. o7 &

Figura 15 - Sequéncias nucleotidicas apés alinhamento com a sequéncia controle rCRS (Fonte: Autor).

A utilizacdo do software MITOMASTER revelou a presenca de 38 hapldtipos
diferenciados (Apéndice B) entre todos os individuos, dentre estes, 5 definem haplogrupos
bastante especificos (Tabela 3). Entre as muta¢des encontradas pelo programa, destacam-se as
delecdes, transversdes e substituigcoes.

Tabela 3— Principais polimorfismos que definem os haplogrupos C7, D4h2 e J1cl

Polimorfismos identificadas Haplogrupo
16051G Cc7
16278T; 16325C D4h2

482C; 16069T Jicl
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Perfazendo todas anélises na populacdo dos Gangarras do Bandeira, pode-se observar
uma restrita diversidade de haplogrupos mitocondriais encontrados, onde, é possivel constatar
apenas a presenca de duas linhas de contribuicdo para a ancestralidade materna: a amerindia
(67%) e a europeia (33%) (Figura 16).

B Amerindio

B Europeu

Figura 16 — Proporcéo da ancestralidade materna encontrada nos individuos estudados (Fonte: Autor).

Uma baixa diversidade haplotipica também foi revelada, sendo estas apresentando:
dois haplétipos amerindios (C7, presente em 6 individuos (50%) e D4h2 em apenas 2
individuos (17%)); e apenas um haplétipo europeu observado em 4 individuos analisados

(J1cl — 33%) obteve destaque entre as amostras analisadas (Figura 17).

mcy
D4h2
mJicl

17%

-

Figura 17— Proporcédo dos haplogrupos mitocondriais observados (Fonte: Autor).

5.3 Analise dos Marcadores Informativos de Ancestralidade
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A partir dos dados alélicosanalisados para os marcadores Sb19.3, AT3-I/D, APO4,
CCRS5 e PV92, a variabilidade genética restringiu-se a 3 populagdes: africanas, amerindias e
europeias, como pode ser observado na figura 18.

A contribui¢do amerindia deteve um maior percentual sob as demais, demostrando
uma frequéncia de 37% entre os individuos, enquanto a africana e europeia, apresentaram
31,5%.

1.00
0.80
0.60
0.40

020

0.00

Figura 18 — Estimativa da mistura interétnicada populagéo analisada. As cores vermelho, verde e azul
correspondem a contribuigdes africanas, amerindias e europeias, respectivamente (Fonte: Imagem retirada do
software Structure).

O namero de amostras analisadas para cada marcador, 0s gendtipos encontrados e suas

frequéncias alélicas estdo sumarizadas na tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncias dos alelos observados para os AlMs estudados.

- Frequéncia alélica
Marcador Genotipo n 9

(%)

0 1 6%

Sh19.3 1 7 41%
2 9 53%

0 2 12%

AT3-1/D 1 7 41%
2 8 47%

0 0 0%
APO4 1 16 94%
2 1 6%
0 12 71%

PV92 1 1 6%

2 4 23%
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Sb19.3; AT3-1/D; APO4; PVV92: 0= homozigoto sem inser¢do; 1= homozigoto com inser¢do; 2= heterozigoto;

CCR5: 0= homozigoto sem delecdo; 1= homozigoto com delecdo (Fonte: Autor - Dados retirados do Softaware

Structure).

As contribuicOes da variabilidade genética de cada individuo podem ser visualizadas

na tabela 5 e na figura 19. Nota-se que os maiores valores percentuais estdo expressos para a

descendéncia amerindia.

Tabela 5-Variabilidade genética individual das amostras estudadas.

Contribuigdes individuais (%0)

Individuo
Africana Amerindia Europeia
Gl 31,4% 36,8% 31,8%
G2 31,5% 37% 31,5%
G3 31,5% 37% 31,5%
G4 31,4% 36,9% 31,7%
G5 31,7% 37,3% 31%
G6 31,5% 36,9% 31,6%
G7 31,6% 36,9% 31,5%
G8 31,4% 37,1% 31,5%
G9 31,3% 37% 31,7%
G10 31,4% 36,9% 31,7%
Gl1 31,5% 37% 31,5%
G12 31,5% 37% 31,5%
G13 31,5% 37% 31,5%
Gl14 31,6% 37,1% 31,3%
G15 31,5% 36,9% 31,6%
Gl6 31,3% 37,2% 31,5%
G117 31,4% 36,9% 31,7%

Fonte: Autor — Dados retirados do Softaware Structure
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Figura 19 — Estimativa da mistura interétnica individual da populacéo analisada. Cada barra corresponde a um
individuo. As cores vermelho, verde e azul correspondem a contribuicdes africanas, amerindias e europeias,
respectivamente (Fonte: Imagem retirada do software Structure).

6. DISCUSSAO

Polimorfismos de DNA presentes nos cromossomos autossomos, sexuais e no DNA
mitocondrial, vém sendo utilizados em estudos relacionados & formacdo da populacéo
brasileira, a qual sabe-se que sua contribui¢do populacional se deu a partir da miscigenacao de
trés grupos étnicos principais: europeus, amerindios e africanos (SANTOS, 2012).

A partir dos estudos sobre evolu¢do humana realizados através da analise do DNA,
identificou-se que as linhagens maternas e paternas estdo relacionadas com regides
geogréficas especificas, o que possibilita a reconstrucao da histéria demografica, migragdes e
determinac@es da ancestralidade genética de individuos e grupos humanos (HUNEMEIER et
al., 2007). Embora dados historicos e genéticos mostrem que a distribuicdo desses trés grupos
étnicos ao longo do territorio brasileiro ndo ocorreu de forma homogénea, ou seja, a
proporc¢do de africanos, amerindios e europeus difere significativamente a depender da regido
geogréfica (TELO, 2010; IBGE, 2000).

O presente estudo avaliou a variabilidade genética da populacdo de Gangarras do
Bandeira no Estado de Pernambuco a partir de marcadores moleculares de ancestralidade.
Assim como ocorre em outros estados brasileiros, do ponto de vista de sua formacéo,
Pernambuco possui uma populacdo bastante heterogénea. Na historia do Estado, que abriga
diversos fluxos migratérios durante o periodo colonial, individuos oriundos do exterior
contribuiram para o elevado grau de miscigenacao da sua populagéo atual.

As formas como esses grupos se distribuiram e contribuiram para a formagdo das
populacdes de diversas regides do pais reflete, também, na distribuicdo diferencial de fenotipo
entre elas. Por exemplo, ocorreu um maior fluxo de africanos para o Nordeste e Sudeste do
Brasil, enquanto que os extremos do pais, Norte e Sul, tiveram menor participacdo desses
migrantes (IBGE, 2010; HERMIDA, 2013).
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Marcadores uniparentais como o cromossomo Y e o DNAmt, podem auxiliar no
entendimento do processo de povoamento, pois permitem distinguir o quanto da mistura
herdada deriva da contribuicao diferencial entre homens e mulheres. No Brasil, exceto pelas
invasbes temporéarias de franceses no Rio de Janeiro e de holandeses em Pernambuco,
praticamente apenas portugueses vieram para o Brasil até o inicio do século XIX. Os
primeiros imigrantes portugueses ndo trouxeram mulheres, e registros historicos indicam que
eles iniciaram rapidamente um processo de miscigenacdo com mulheres africanas e
amerindias contribuindo para o processo da colonizacdo brasileira (PENA et al., 2000;
HERMIDA, 2013).

Em um estudo elaborado por Pena e colaboradores em 2000, sobre a formacgédo da
populacéo brasileira, os resultados obtidos demostraram que a imensa maioria (provavelmente
mais de 90%) das partilinhagens dos brancos brasileiros ¢ de origem europeia. Fato
corroborado por pesquisas desenvolvidas por Abé-Sandes e colaboradores em 2004.

Barros (2006) ao analisar a diversidade haplotipica de 500 individuos pernambucanos,
propds uma intima relacdo de parentesco entre pernambucanos e europeus, 0 que permitiu
considerar que a maioria dos cromossomos Y da populacdo de Pernambuco apresentou
origem europeia, fato que se torna consistente com a historia da colonizagéo do Estado.

Maciel (2003) desenvolveu um estudo relacionado apolimorfismos no cromossomo Y
com 240 individuos homens no Estado de Pernambuco e os resultados demostraram que a
populacdo pernambucana € geneticamente similar as populacBes europeias e esta
geneticamente mais distante das populages asiaticas.

Apesar dos diversos estudos, aqui citados, apontarem para a maior contribuicdo do
cromossomo Y brasileiro ser europeu, os dados apresentados neste estudo entraram em
divergéncia (predominancia africana) com resultados ja apresentados na literatura,
principalmente o individuo G11 por tratar-se de um amerindio. Em dois estudos
desenvolvidos, um por Pena et al. (2000), e outro por Alves-Silva et al. (2000) com uma
amostra de mais 200 individuos, nenhumhaplogrupoamerindio para a linhagem paterna foi
encontrado, fato que mostra que o homem indigena deixou pouquissimos descendentes no
Brasil mas que um deles encontra-se habitando as terras da Comunidade do Bandeira.

Alves-Silva e colaboradores (2000) realizaram um ensaio com amostras de DNAmt
em brasileiros mostrando que a maioria das matrilinhagens séo de origem amerindia, seguida
de contribuicgdes africanas e europeias. Quando estratificado pelas regides do pais, observou-

se, como ja era esperado, que a maioria das matrilinhagens no norte era de origem
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amerindia(54%), no nordeste eram africanas (44%) e no sul as linhagens maternas eram
principalmente europeias (66%).

Em adicdo, Pena et al., (2000) em estudo desenvolvido com participantes brasileiros,
os DNAmt obtiveram, para todo o Brasil, uma distribuicdo de origens também uniforme,
apresentando 33% de linhagens amerindias, 28% africanas e 39% europeias. Entre as
linhagens europeias, destacam-se o0s haplogrupos H, T e J, sendo estes distribuidos em todas
as regibes do Brasil.

Embora ndo encontrados haplogrupos africanos na presente pesquisa, os dados obtidos
corroboram com as distribuicGes brasileiras de ancestralidade citadas nas literaturas, onde, 0s
Gangarras do Bandeira, aparecem com elevadas contribui¢cbes amerindias (67%) e europeias
(33%), estando, o haplogrupo J, presente em 33% da populacao analisada.

N&o existem muitos trabalhos utilizando marcadores em DNA nucleares autossémicos
para estimativa de miscigenacdo étnica em populagdes brasileiras, principalmente em zonas
mais afastadas dos grandes centros (PEDROSA, 2006). Embora, ha alguns anos pesquisas
tenham sido realizados.

Callegari-Jacques et al. (2003) analisaram mais de mil individuos, envolvidos em
casos de paternidade, pertencentes as cincos regides geograficas brasileiras. Estimou-se que a
porcentagem da contribuicdo europeia € maior na regido Sul (81%) e menor na regido
Nordeste (68%). A contribuicdo africana, por sua vez é menor na regido Sul (11%), enquanto
os maiores valores foram encontrados para as regifes Sudeste e Centro-Oeste (18%). As
estimativas para a contribuicdo amerindia foram menores no Sul e Sudeste (7%), enquanto a
regido Nordeste obteve o0 maior percentual (17%) de todo territorio brasileiro.

Parra et al. (2003), também utilizaram AIMs para estimar a miscigenacdo de homens
auto-declarados brancos em quatro regides do Brasil (Norte, Nordeste, Sul e Sudeste). Os
resultados obtidos apontaram que a contribuicdo africana é maior na regido Sudeste (32%),
seguida pelas regides Nordeste (29%), Norte (23%) e Sul (13%).

As analises de 798 individuos feitas por Manta e colaboradores em 2013, por todo
territdrio brasileiro revelaram resultados mais refinados embora sejam similares ao de estudos
citados anteriormente. A maior contribuicdo europeia se faz presente na regido Sul e,a medida
que se aproxima ao extremo norte do Brasil, a contribuicdo amerindia passa a ser superior,
seguida da africana.

Ainda que o nimero de marcadores informativos de ancestralidade tenha sido restrito

para estimar a total contribuicdo genética desta populacdo do presente estudo, os dados
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observados j& contribuem para uma estimativa populacional, onde 37% dos individuos
pertencentes a Comunidade do Bandeira apresentam uma origem amerindia, enquanto as
descendéncias africanas e europeias apresentam uma contribuicdo de 31,5%, cada.

O excesso de individuos homozigotos e a baixa diversidade de haplogrupos podem
ser explicadospela estruturagcdo populacional ocasionada por casamentos consanguineos entre
individuos do mesmo grupo, uma vez que os Gangarras vivem afastados das grandes cidades
e em comunidade.

Mesmo que, os individuos pertencentes a comunidade do Bandeira apresentem um
fendtipo tipico europeu, a cor da pele, assim como outras caracteristicas fisicas externas como
formato da face, do nariz e textura do cabelo séo tragos superficiais, e podem ser espelhadas a
adaptacbes ao clima e outras varidveis ambientais. Por isso, a utilizacdo de marcadores
geneéticos adequados tem como definir corretamente a ancestralidade de um individuo e
relaciona-los a estudos populacionais (HERMIDA, 2013).

O Brasil, como se sabe, € um pais altamente miscigenado e a migracdo é o fator
evolutivo capaz de dispersar a diversidade genética entre as populagcdes. Um exemplo € que,
os Gangarras, mesmo apresentando caracteristicas bastante particulares, ap6s a analise dos

resultados obtidos observa-se que a miscigenacao esta presente.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo, assim como outros ja realizados em diversas populacGes brasileiras,
auxiliano esclarecimento dos relatos histéricos sobre as diferencas populacionais que
ocorreram no processo de colonizacdo do Brasil, assim com a formacéo tri-hibrida da nossa
populacéo.

Os dados aqui apresentados revelaram uma maior contribuicdo africana na
patrilinhagem e auma ancestralidadeamerindia se fez presente com uma elevada frequéncia na
matrilinhagem e nos cromossomos autossomos, fato que diverge com as hipéteses levantadas
pela literatura de que os individuos pertencentes ao Bandeira sejam descendentes de
holandeses, no entanto, é necessaria uma maior amostragem e utilizacdo de marcadores

especificos para regides da Europa e Holanda.
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APENDICEA — Parametros de amplificacio e concentracdes adotadas para as reacdes
de PCR

YAP: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min; seguida por 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C
por 1 mim, anelamento a 51°C por 1 min, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extenséo final a
72°C por 5 min. Foi utilizado: Tampéo 1B; 0,2 mM de dNTPs; 0,12 mM de cada iniciador; 1U
de Taq DNA Polimerase e 20-50n g de DNA gendmico.

SRY1532:desnaturacao inicial a 95°C por 10 min; seguida por 32 ciclos de: desnaturagdo a
94°C por 30s, anelamento a 56°C por 20s, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extensdo final a
72°C por 1 min. Foi utilizado: Tampéo 1IC; 0,2 mM de dNTPs; 0,5 mM de cada iniciador; 1U
de Tag DNA Polimerase e 20-50n g de DNA gendmico.

DYS199 e 12F2:desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min; seguida por 30 ciclos de:
desnaturacdo a 94°C por 1 mim, anelamento a 61°C por 1 min, e elongacéo a 72°C por 1 min;
com extensdo final a 72°C por 5 minutos. Foi utilizado: Tampdo IB; 0,2 mM de dNTPs; 0,2

mM de cada inciador; 1U de Taq DNA Polimerase e 20-50n g de DNA gendmico.

L15997/H017 e L1655/H599: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min; seguida por 30 ciclos
de: desnaturacao a 95°C por 15s, anelamento a 52°C por 30s, e elongacao a 72°C por 90s; com
extensdo final a 72° C por 10 min. Foi utilizado: 1,5x de tampéo (Sinapse); 200 mM de
dNTPs; 0,8mM de cada iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase e 20-50 ng de DNA

genémico.

Sb19.3: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min; seguida por 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C
por 30s, anelamento a 60°C por 30s, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extenséo final a 72° C
por 5 min. Foi utilizado: 1,5x de tampdo (Sinapse); 2,76 mM de dNTPs; 0,84 mM de cada
iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase e 20-50 n g de DNA gendmico.

APO4: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 min; seguida por 32 ciclos de: desnaturagdo a 94°C
por 1 min, anelamento a 50°C por 2 min, e elongacéo a 72°C por 2 min; com extens&o final a
72° C por 5 min. Foi utilizado: 1,5x de tampé&o (Sinapse); 0,2 mM de dNTPs;375 n g de cada
iniciador; 2,5U de Tag DNA Polimerase e 20-50 n g de DNA gendmico.
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PV92: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min; seguida por 32 ciclos de: desnaturagdo a 94°C
por 40s, anelamento a 55°C por 50s, e elongacao a 72°C por 1 min; com extenséo final a 72° C
por 7 min. Foi utilizado: 1,5x de tampéo (Sinapse); 0,2 mM de dNTPs; 0,25uM de cada
iniciador;1U de Taqg DNA Polimerase e 20-50 n g de DNA gendmico.

AT3-1/D:desnaturacdo inicial a 94°C por 6 min; seguida por 1 ciclo a 54°C por 2 min e mais
35 ciclos de: desnaturacdo a 72°C por 1 min, anelamento a 94°C por 30s, e elongacao a 54°C
por 1 min; com extensdo final a 72° C por 10 min. Foi utilizado: 1,5x de tampao (Sinapse);
200mM de dNTPs; 0,25 mM de cada iniciador; 1U de Taq DNA Polimerase e 20-50 n g de
DNA gendmico.

CCRS5: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min; seguida por 35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C
por 1 min, anelamento a 58°C por 1 min, e elongacdo a 72°C por 1 min; com extens&o final a
72° C por 10 min. Foi utilizado: 1,5x de tampé&o (Sinapse); 1,25uM de dNTPs; 2,5uMde cada
iniciador; 25U de Tag DNA Polimerase e 20-50 ng de DNA gendmico.



APENDICE B — Haplétipos pertencentes aos individuos analisados, bem como seus respectivos haplogrupos
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AMOSTRA HAPLOTIPOS HAPLOGRUPO
G 73G; 146C; 194T; 249d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; 16311C; c7
1 16325C; 16327T
- 73G; 146C; 194T; 249d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; 16311C; c7
16325C; 16327T
a3 73G; 146C; 194T; 249d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; 16311C; o7
16325C; 16327T
G4 73G; 195C; 263G; 315.1C; 489C; 16223T; 16278T; 16291T; 16325C; 16362C D4h2
G6 73G; 146C; 194T; 248d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 559T; 570T; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; c7
16311C; 16325C; 16327T
a7 73G; 146C; 194T; 249d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; 16311C; o7
16325C; 16327T
G8 73G; 228A; 263G; 295T; 309.1C; 310C; 462T; 482C; 489C; 16069T; 16126C Jicl
G9 73G; 228A; 263G; 295T; 309.1C; 310C; 462T; 482C; 489C; 16069T; 16126C Jicl
Gl1 73G; 195C; 263G; 315.1C; 489C; 16223T; 16278T; 16291T; 16325C; 16362C D4h2
G12 73G; 228A; 263G; 295T; 309.1C; 310C; 462T; 482C; 489C; 16069T; 16126C Jicl
G13 73G; 228A; 263G; 295T; 309.1C; 310C; 462T; 482C; 489C; 16069T; 16126C Jicl
G16 73G; 146C; 194T; 249d; 263G; 286d; 309.1C; 310C; 489C; 523d; 16051G; 16184T; 16223T; 16287T; 16298C; 16311C; c7

16325C; 16327T
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ANEXO A — Cromatogramas de todos os individuos analisados, bem como seus valores

de confianca (Phred) respectivos
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