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RESUMO

A miscigenacdo € um evento que ocorre quando individuos pertencentes a populacdes
parentais que estiveram isoladas por varias geracdes, formam uma nova populacdo hibrida. O
interesse em se estimar a miscigenacdo é critico em estudos de epidemiologia genética do tipo
caso-controle envolvendo populagfes miscigenadas, ja que a ocorréncia de estratificacdo
gerada pela miscigenacdo pode levar a resultados falso-positivos. Marcadores que apresentam
frequéncias alélicas altamente diferenciadas entre populacdes humanas sdo especialmente
informativos para se estimar a miscigenacédo e sdo conhecidos como Marcadores Informativos
de Ancestralidade (MIAs). No presente estudo sdo apresentados dois painéis de MIAs (total
de 14 SNPs) desenvolvidos para serem genotipados em duas reacdes de minisequenciamento.
O desempenho desses paineis foi avaliado por meio da comparacdo dos resultados obtidos
usando os 14 SNPs em relacdo aos resultados obtidos com um painel de 108 MIAs
genotipados para os mesmos individuos. No nivel populacional, o painel de 14 MIAs
mostrou-se Util para se estimar a miscigenacdo européia mas pode superestimar a
miscigenacdo africana e subestimar a miscigenacdo nativo-americana. Nos testes de
desempenho, a adigdo dos resultados de genotipagem de 40 INDELSs, previamente validado
para se capturar a estrutura de populagdes humanas, foi capaz de melhorar as estimativas de
miscigenacdo tanto no nivel individual quando no populacional. Esses painéis de 14 SNPs e
40 INDELs foram utilizados para se estimar a miscigenacdo em individuos portadores de
doenca falciforme (n=200) e individuos supostamente sadios, doadores de sangue (n= 291)
amostrados em diferentes regides do estado de Minas Gerais. Os resultados obtidos apontam
para uma intensa miscigenacdo em ambos os grupos, embora uma miscigenacdo africana mais
elevada tenha sido observada entre os pacientes. Variagcdes nos niveis de miscigenacao entre
as diferentes regifes de Estado de Minas Gerais, bem como entre os individuos amostrados
em cada regido, foram observadas tanto para os pacientes quanto para os doadores. Esses
resultados advertem para o risco de associacdes espurias em estudos de epidemiologia
genética com desenho caso-controle envolvendo esses grupos. Por outro lado, a constatacao
de que os pacientes portadores de doenca falciforme possuem niveis substanciais de
miscigenacdo abre a perspectiva de que se possa empregar a técnica de mapeamento por
miscigenacdo na investigacdo de polimorfismos genéticos associados as diferentes

manifestacdes clinicas dessa doenca.



ABSTRACT

Admixture occurs when individuals from parental populations that have been isolated for
hundreds of generations, form a new hybrid population. The interest in estimating admixture
Is critical in genetic epidemiology studies in admixed populations, since stratification
generated by admixture can lead to false-positive associations. Markers with highly
differentiated frequencies among human populations are especially informative for estimating
admixture and are called Ancestry Informative Markers (AIMs). We present two multiplex
panels of AIMs (for a total of 14 SNPs) developed to be genotyped by two mini-sequencing
reactions. We tested the performance of these AIMs by comparing results obtained using our
14 AlIMs with those obtained using 108 AIMs genotyped in the same individuals. At
population level, our 14 AlMs are useful to estimate European admixture, but overestimate
African admixture and underestimate Native American admixture. In performance tests, the
addition of genotyping results for 40 INDELSs, previously validated to capture the structure of
human populations, improved the estimative of admixture both at individual and population
levels. These panels of 14 SNPs and 40 INDELs were used to estimate admixture in subjects
with sickle cell disease (n = 200) and healthy individuals, blood donors (n = 291), sampled in
different regions of the state of Minas Gerais. The results point to an intense admixture in
both groups, although a higher African admixture was observed among patients. Variations in
levels of admixture between the different regions of Minas Gerais, as well as among
individuals sampled in each region, were observed for both patients and donors. These results
warn of the risk of spurious associations in genetic epidemiology studies with case-control
design, involving these groups. Moreover, the finding that patients with sickle cell disease
have substantial levels of admixture opens the perspective for the use of admixture mapping
strategy in the investigation of genetic polymorphisms associated with different clinical
manifestations of this disease

Key words: Mini-sequencing, admixture, sickle cell disease, blood donor.



1 INTRODUCAO

1.1 Constituicdo da populacéo brasileira

Os brasileiros constituem uma populacédo altamente miscigenada (Callegari-Jacques et
al., 2003; Parra, et al.,, 2003; Santos et al., 2010). Trés grupos parentais principais
contribuiram na formacdo da populacdo brasileira: Africanos, Europeus e Nativos
Americanos. Cinco séculos de um processo intenso de migracdo e miscigenacao envolvendo
estes trés grupos continentais moldaram no Brasil uma populacdo heterogénea, cujos
cromossomos sdo verdadeiros mosaicos compostos de fragmentos gendmicos de origens
biogeograficas diversas.

O territério que viria a tornar-se o Brasil era originalmente povoado por um nimero
incerto de individuos. Estimativas mais aceitas indicam que a populacdo nativa do Brasil seria
de aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas, por volta do ano de 1500 (Vainfas, 2000). A
maior parte desta populacdo foi dizimada ao longo do processo de colonizagdo, a ponto de ter
sido reduzida para pouco mais de 300.000 individuos, conforme estimativas realizadas no ano
de 1998.

Os europeus que imigraram para o Brasil provinham em sua maioria de Portugal.
Acredita-se que cerca de 100 mil portugueses desembarcaram no Brasil nos primeiros dois
séculos de colonizagdo, tendo esse nimero aumentado para 600 mil no século seguinte.
Entretanto o auge da imigracdo portuguesa se deu entre 1901 e 1930, quando a média anual de

imigrantes foi superior a 25 mil individuos (Venancio, 2000).

A miscigenacao entre europeus e amerindios iniciou-se logo apds a chegada dos
primeiros colonizadores, tendo sido, inclusive, encorajada como politica colonial de ocupacédo
do territdrio. Este aspecto torna-se posteriormente explicito no Alvara de 4 de abril do ano de
1755, emitido pelo rei portugués Dom Jose, estimulando a miscigenacdo de portugueses com
os nativos americanos: “Faco saber aos que este meu Alvara de Lei virem, considerando 0
guanto convém, que 0S meus reais dominios da América se povoem e para este fim pode
concorrer muito a comunicagdo com os indios por meio de casamento.” O incentivo ao
casamento de colonos brancos com indigenas foi em seguida refor¢ado pelo “Diretdrio dos

indios”, documento que se tornou pablico em 1757 (Almeida, 1997).



A imigracdo forcada dos africanos, para o trabalho escravo, principalmente nas
lavouras e na mineracg&o iniciou-se por volta de 1530. Os africanos que foram trazidos para o
Brasil provinham de trés grandes regides: Costa Ocidental da Africa (principalmente Costa da
Mina), Africa Centro-Ocidental (Angola-Congo) e Costa Oriental (Mocambique), de acordo
com registros historicos (Florentino, 1997; Mamigonian, 2004) corroborados por estudos
genéticos (Hunemeier et al., 2007). Estudos indicam que aproximadamente quatro milhGes de
pessoas foram trazidas da Africa para o Brasil, entre os séculos XVI e meados do XIX, o que
faz com que o Brasil seja, entre os paises do continente americano, 0 que recebeu o maior

namero de escravos africanos (Reis, 2000).

Outros povos, aléem de amerindios, portugueses e africanos, contribuiram para a
formacgdo da populacdo brasileira, como italianos, espanhdis, japoneses, alemdes e sirio-
libaneses. Esses imigrantes chegaram ao pais em sua maior parte nos séculos XIX e XX. O
numero estimado de europeus que veio para o Brasil nesta época é de cerca de 5,5 milhdes de
pessoas (Venancio, 2000). A imigracdo européia para o Brasil foi também influenciada por
uma politica social e ideologica, de carater racista, conhecida como “branqueamento” ou
“europeizacdo” da populacdo brasileira, a qual objetivava a diminuicdo dos tragos africanos e

amerindios, considerados entdo indesejaveis (Seyferth, 2002).

O estado de Minas Gerais teve um papel fundamental na colonizacdo do interior do
Brasil. Diversas cidades foram fundadas durante o chamado “ciclo do ouro” (século XVIII), e
durante este periodo o estado tornou-se o centro econdmico da colbnia, com rapido
povoamento.

Do ponto de vista colonial, o territdrio que veio a se tornar o estado de Minas Gerais
foi primeiramente desbravado por bandeirantes paulistas, em 1596, mas sua colonizagéo
efetiva somente se deu com a descoberta do ouro em 1693, e entdo sua exploracdo sistematica
a partir do inicio do século XVIII (IBGE, 2000). A descoberta do ouro abundante
desencadeou um processo de imigracdo macica e desordenada. Estima-se que cerca de 300
mil portugueses vieram para o estado na primeira metade do século XVII, além de um grande
namero de brasileiros de outros estados como Rio de Janeiro e Bahia (Bacci, 2002). Um
grande contingente de africanos foi trazido para trabalhar como escravos nas minas e
fazendas, a partir do Rio de Janeiro, vindos da Africa, e a partir da Bahia, vindos da Africa,
mas tambeém das plantacfes agucareiras do nordeste (Souza, 1994). Isso fez com que Minas
Gerais recebesse escravos de varias regides africanas, pois 0s escravos que chegavam pelo

porto do Rio de Janeiro vinham principalmente de Angola; ja os traficantes da Bahia tinham



se especializado em escravos da regido da Costa da Mina (Reis, 2000). Os indios, por sua vez,
foram massacrados, escravizados e transformados em minoria populacional j& no século
XVIII (De Souza, 2009).

A miscigenacdo que se deu nos ultimos 500 anos no Brasil foi intensa, porém nao
ocorreu de maneira uniforme. Uma das caracteristicas marcantes deste processo é a
miscigenacao direcional, envolvendo homens europeus e mulheres amerindias e africanas. Tal
padrdo resulta de uma combinacdo entre fatores historicos, principios administrativos

coloniais e valores religiosos e sociais (Stolke, 2006, Gongalves et al., 2007).

Além dos relatos histéricos, a miscigenacdo direcional no Brasil é corroborada por
dados geneéticos. Estudos envolvendo a populac¢do “branca” do Brasil demonstraram que a
maioria dos cromossomos Y (linhagem patrilinear) possui origem européia (Carvalho-Silva et
al., 2001; Carvalho-Silva et al., 2006). Por outro lado, estudos utilizando DNA mitocondrial
(mtDNA, linhagem matrilinear), revelaram que 33% desses marcadores sdo de origem
amerindia, 39% européia e 28% africana. A diferenca observada para 0 mtDNA entre as
regides brasileiras estudadas refletem aspectos histéricos da constituicdo da populagdo:
predominancia das linhagens amerindias na regido amazonica, africanas no nordeste e

européias no sul do pais (Alves-Silva et al., 2000).

Diversos estudos ja foram conduzidos com o intuito de estimar os niveis de
miscigenacdo na populacdo brasileira, por meio de dados genéticos obtidos a partir de
marcadores de diferentes tipos (Bortolini et al., 1999; Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva
et al., 2001; Salzano e Bortolini, 2002; Callegari-Jacques et al., 2003; Parra et al., 2003; Abe-
Sandes et al., 2004; Ferreira et al., 2005; Marrero et al., 2005; Pimenta et al., 2006; Lins et
al., 2010). De acordo com estudos moleculares utilizando marcadores autossémios
(microssatélites e polimorfismos de nucleotideos Unicos - SNPs), os brasileiros constituem
uma populagdo heterogénea, tendo sido relatada uma predominancia de ancestralidade
européia (70% a 80% de contribuicdo européia, 10 a 20% de contribuicdo africana e entre 7 a
18% de contribuicdo amerindia) (Callegari-Jacques et al., 2003; Lins et al., 2010). Entretanto,
outros estudos, utilizando marcadores autossomicos do tipo insercdo-delecdo (INDELS),
relacionaram propor¢oes de ancestralidade semelhantes a estas apenas no grupo de brasileiros
categorizados como “brancos”, independente da regido de amostragem (Pena et al., 2009) ou
mesmo a individuos especificamente amostrados no sul do pais (Santos al., 2010), onde a
ancestralidade européia € sabidamente mais elevada. Entre individuos pertencentes a grupos

identificados como “pretos” ou “afro-descendentes” as estimativas de miscigenagdo estariam



entre 9 e 37% de ancestralidade européia, 50 a 81% de ancestralidade africana e 14 a 16% de
ancestralidade amerindia, embora diferengas nos processos de amostragem, genotipagem e
analise entre os diferentes estudos devam ser levados em consideracdo (Pena et al., 2009;
Santos et al., 2010).

Atualmente, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), por meio do
questionario de Censo Demografico, categoriza os brasileiros em cinco grupos: branco, preto,
pardo, amarelo e indigena, com base em auto-classificacdo, de acordo com a cor da pele. A
Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD) realizada em 2008 estimou que a
populacdo brasileira é constituida por 48,8% de brancos, 6,8% de pretos, 43,8% de pardos e
0,9% de amarelos ou indigenas (IBGE). Ainda de acordo com o PNAD, o percentual de
grupos classificados por auto-declaracdo de cor de pele na populacdo de Minas Gerais foi
similar a estimativa nacional: 46,2% de brancos, 45,0% de pardos, 8,4% de pretos e 0,3% de
amarelos ou indigenas.

E importante ressaltar que estudos genéticos evidenciaram uma grande variabilidade
nos niveis de ancestralidade de individuos brasileiros, mesmo dentro das categorias
fenotipicas tradicionais como branco, preto e pardo (Parra et al., 2003), indicando que a auto-
classificacdo ou mesmo averiguacdo de caracteristicas fenotipicas como cor da pele, cor e
textura do cabelo, constituicdo do nariz e da boca ndo sdo uma medida adequada da
ancestralidade gendmica individual dos brasileiros, pelo menos quando esta é estimada a
partir de um numero de marcadores da ordem de poucas dezenas. Em Minas Gerais, ja foi
demonstrado que 89% dos brancos tém mais de 10% de ancestralidade africana e 87% dos
pretos tém mais de 10% de ancestralidade européia (Pena e Bortolini, 2004).

Desta forma, estudos sobre a miscigenacdo em Minas Gerais, incluindo informacdes
sobre como a ancestralidade gendmica individual se distribui ao longo do espaco geografico
sd0 necessarios para que seja possivel avaliar as implicacbes da estrutura genética desta
populacdo no desenho de estudos de epidemiologia genética. Isto é especialmente importante
em grupos para 0s quais existe interesse emergente quanto a realizacdo de estudos de
associacao entre gendtipos e fenotipos (por exemplo, doencas complexas) do tipo caso-

controle.
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1.2 Estimativas de ancestralidade biogeogréfica e miscigenacdo

Do ponto de vista evolutivo, a miscigenacdo pode ser considerada como uma espécie
de fluxo génico, que ocorre quando individuos de duas ou mais populacGes parentais, as quais
estiveram isoladas durante algum tempo, unem-se formando uma nova populacdo hibrida
(Bernstein, 1931; Chakraborty, 1986; Tarazona-Santos et al., 2007). Neste contexto, as
populacdes latino-americanas, incluindo a brasileira, sdo bons exemplos de populagdes

miscigenadas.

O homem anatomicamente moderno originou-se na Africa a cerca de 200.000 anos, de
onde se expandiu vindo a povoar todos os continentes. Estudos genéticos e arqueoldgicos
indicam que o povoamento da Europa se deu a aproximadamente 40.000 anos, tendo o0 Homo
sapiens substituido outros hominideos que entdo habitavam aquele territorio (DeSalle e
Tattersall, 2008; Currat e Excoffier, 2004). O continente Americano, por sua vez, foi povoado
hd cerca de 14.000 a 22.000 anos (Carvalho-Silva et al., 1999; Underhill et al., 2001,
Hammer e Zegura, 2002; Bortolini et al., 2003). A partir do ano de 1.500, quando os
primeiros portugueses aportaram no Brasil, iniciou-se um intenso processo de miscigenagao,
com participacdo de trés grupos biogeogréaficos principais: amerindios, europeus e africanos.

A categorizagdo tipologica dos seres humanos em “racas”, ainda hoje utilizada em
diversos &mbitos de nossa sociedade, incluindo o meio biomédico, possui origem imprecisa.
Entretanto, uma obra em particular parece ter marcado de forma relevante esta classificagéo:
trata-se do livro “De Generis Humani Varietate Nativa”, do antropologo alemio Johan
Friedrich Blumenbach publicado em 1795 (Bamshad et al., 2004; Pena, 2005; Barnholtz-
Sloan et al., 2008). Nesta obra, 0 autor descreveu cinco principais “ragas” humanas:
caucas@ide, mongoloide, etidpica, americana e malaia tendo como base a origem geografica
bem como parédmetros morfoldgicos.

Estudos tém demonstrado que a diversidade genética humana é baixa, quando
comparada a outras especies (Li e Sadler, 1991; Bamshad et al., 2004) e que a maior parte
desta variacdo esta dentro das populacGes (85 a 90%) e ndo entre elas (10 a 15%) (Barbujani
et al., 1997; Rosenberg et al., 2002). Esses achados tém sido usados como argumento, por
diferentes grupos de pesquisa, no sentido de questionar o conceito de “ragas humanas” como
entidades bioldgicas. Independente desta discussdo estda o fato de que variacdo genética

humana (ainda que pequena) tende a seguir padrdes geograficos, de forma que individuos
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geograficamente mais proximos tendem a ser geneticamente mais similares do que individuos
geograficamente distantes (Pena, 2005; Ramachandran et al., 2005; Rosenberg et al., 2002).
Isto € o que torna possivel a separacdo de individuos em grupos de ancestralidade
biogeografica distintos com base em marcadores biologicos, quer sejam fenotipicos,
bioguimicos ou genéticos.

Diversos estudos relativos a estimativas de proporcdes de ancestralidade biogeografica
em populacBes miscigenadas, como a brasileira, ja foram conduzidos. Para isto, tais estudos
empregaram diferentes tipos de marcadores, como 0s antigenos de grupos sanguineos,
marcadores moleculares uniparentais como 0s do mtDNA e do cromossomo Y (Bortolini et
al.,1999; Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001; Abe-Sandes et al., 2004,
Marrero et al., 2005), e mais recentemente, marcadores autossémicos (Parra et al., 2003;
Callegari-Jacques et al., 2003; Pimenta et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Lins et al., 2010;
Santos et al., 2010).

Embora os estudos usando marcadores genéticos sejam realizados ha muito tempo, o0s
métodos que utilizam gendtipos multiloci para atribuir individuos a populacGes e estimar
miscigenacdo sdo relativamente recentes (Beaumont e Rannala, 2004). Marcadores com
grandes diferencas de frequéncia entre as populagdes parentais (Marcadores Informativos de
Ancestralidade, MIAs) sdo especialmente Uteis para estimar a miscigenacdo. O uso de
marcadores altamente informativos € desejavel para a reducdo dos esforcos de genotipagem,
por permitir a diminuicdo do nimero de marcadores necessarios para estimar a miscigenacao,
guando comparado ao uso de marcadores escolhidos ao acaso (Rosemberg et al., 2003; Pffaf
et al., 2004).

Para se estimar a miscigenacdo de populagdes latino-americanas, que sédo geralmente
tri-hibridas, é preciso acessar a informacdo de ancestralidade das trés populagdes parentais:
africana, européia e amerindia. Entretanto, ndo ha um dnico painel de marcadores que pode
ser considerado ideal e que possa ser aplicado a todas as populac6es latino-americanas. Isto
ocorre porque a informatividade de um painel depende ndo s6 das frequéncias alélicas dos
marcadores nas populacfes parentais, mas também das propor¢des de contribuicdo dessas
populagdes para a formacdo da populagédo miscigenada alvo do estudo (Pfaff et al., 2004), e
estas proporc¢des podem variar substancialmente conforme a populacédo estudada (Sans, 2000).
Em geral, para populagdes latino-americanas tri-hibridas, os melhores MIAs sdo aqueles que
apresentam uma frequéncia muito diferente em uma das trés populacbes parentais e

frequéncias similares nas outras duas.



Outra questdo importante acerca da construcdo de paineis de marcadores com o intuito
de estimar a miscigenacdo consiste no nimero de marcadores necessarios para se alcancar
uma estimativa adequada. Este numero ndo é fixo, mas depende da informatividade dos
marcadores que compdem o painel, bem como no nivel de precisdo que se deseja alcancar.
Apesar da possibilidade técnica atual de se genotipar centenas de milhares de marcadores a
custos cada vez mais acessiveis (Chung et al., 2010), dependendo da composicdo de
marcadores e da populacdo alvo do estudo, painéis relativamente pequenos (por exemplo, 24
MIAs) podem ser Uteis para se determinar a origem continental de individuos e para corrigir a
estratificacdo devido a miscigenacgdo (Kosoy et al., 2008).

Paralelamente aos avangos técnicos que tornaram possivel hoje genotipar um grande
nimero de marcadores, permitindo assim uma melhor representacdo do genoma, esta o
desenvolvimento dos métodos estatisticos com o objetivo de estimar a origem biogeogréfica.
Os diferentes métodos ja& propostos sdo capazes de estimar a miscigenacdo nos niveis
populacional, individual e até mesmo gendmico.

As aplicacbes dos métodos de estimativa de miscigenacdo incluem uma relevante
contribuicdo na compreensdo da histdria evolutiva das populacbes (Chikhi et al., 2002) e
investigacOes de epidemiologia genética (Chakraborty e Weiss, 1988). Além destas aplicacdes
“classicas”, as estimativas de origem biogeograficas com base em dados genéticos atualmente
extrapolam os estudos antropoldgicos e biomédicos, influenciando as ciéncias forenses, a
genbmica personalizada como servico direto ao consumidor com interesses comerciais, bem

como questdes envolvendo os direitos civis de minorias (Soo-Jin Lee et al., 2009).

1.2.1 Miscigenacdo no nivel populacional

Os métodos estatisticos para estimar proporcdes de miscigenacdo com base em dados
genéticos comecaram a ser desenvolvidos a partir da década de 30. Desde entdo, inimeros
foram os esforgos para desenvolver estimadores eficientes (Wang, 2003).

Dentre os métodos desenvolvidos para se estimar a miscigenacdo no nivel
populacional, os que utilizam as abordagens de Identidade Genética (IG) e Tempos de
Coalescéncia (TC) estdo entre os mais citados na literatura nos utimos 20 anos (Choisy et al.,
2004).



A equacdo formulada em 1932 por Bernstein foi um dos passos inaugurais para o
desenvolvimento de estimadores de proporcfes de miscigenacdo. A equacdo de Bernstein
expressa a frequéncia pi™ do alelo i na populagéo hibrida como uma combinagéo linear das
frequéncias alélicas pi® e pi® de duas populacdes parentais, onde A é a contribuicio das
populacdes parentais na formacdo da populacdo miscigenada (Bernstein, 1932 apud Choisy et
al., 2004):

Desta forma, a probabilidade de um alelo de frequéncia pi'¥ na populagdo 1 ser
encontrado na populacdo hibrida h é dependente da fragdo de genes da populagdo 1
encontrado na populacgdo hibrida (Frudakis, 2008).

O método de Identidade Genética (Chakraborty, 1985), baseia-se no coeficiente de
Identidade Genética de Nei (1971), tendo como ponto de partida a equacdo de Bernstein. O
Coeficiente de Identidade Genética é definido como a probabilidade de que dois genes tirados
ao acaso, um da populacdo 1 e outro da populacdo 2 sejam idénticos (Elston et al., 2002;
Frudakis, 2008). A abordagem IG baseia-se na logica de que a miscigenacdo causa a mesma
mudanca na frequéncia alélica para qualquer l6cus do genoma e, contanto que ndo haja
selecdo favorecendo ou desfavorecendo alelos, estimativas de miscigenacdo em populacoes
hibridas podem ser expressas em termos da probabilidade de selecionar genes idénticos por
estado, a partir das populagdes parentais e da populacédo hibrida (Frudakis, 2008).

Os métodos de estimativa de miscigenacao geralmente assumem que as proporc¢des de
miscigenacdo estimadas a partir das frequéncias alélicas atuais sdo representativas das
contribuicdes das populacdes parentais para a formacdo da populacdo miscigenada, ocorridas
na época da hibridizacéo.

Um problema comum aos métodos que, para estimar a miscigenacao, baseiam-se na
comparacao das frequéncias alélicas entre as populacdes parentais e as miscigenadas € que
como estas frequéncias ndo sdo conhecidas e sim estimadas a partir de amostras das
populacOes atuais, fatores como os erros de amostragem, a deriva genética e a ocorréncia de
mutagOes desde o evento de miscigenacdo podem tornar os resultados desses estimadores
imprecisos, caso nao sejam levados em consideracao, sobretudo se o evento de miscigenacéo
for antigo (Wang, 2003; Wang, 2006).

O método de identidade genética desenvolvido por Chakraborty (1985) e
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implementado no programa ADMIX95 leva em consideracdo possiveis erros de amostragem,
bem como o efeito da deriva genética, tanto nas populagcdes parentais quanto nas
miscigenadas (Chakraborty, 1986).

Uma estratégia alternativa e mais recente para estimar a miscigenacdo populacional
consiste no uso da Teoria do Coalescente (Bertorelle e Excoffier, 1998). Esta metodologia
leva em consideracdo o tempo médio de coalescéncia para um par de genes, um deles
amostrado na populacao hibrida e outro amostrado em uma populacéo parental. As linhagens
ancestrais de cada um dos pares de genes amostrados podem coalescer de duas formas: 1) A
linhagem ancestral do gene amostrado na populagdo miscigenada muda para a mesma
populagdo parental do outro gene do par amostrado, onde irdo coalescer ou, 2) o0 gene
amostrado na populacdo hibrida muda para a outra populacéo parental e eles irdo coalescer na
populacdo ancestral (populacdo a partir da qual se originaram as populacdes parentais). Tendo
como base a distribuicdo esperada desses tempos de coalescéncia, Bertorelle e Excoffier
(1998) desenvolveram um estimador de miscigenacdo no nivel populacional que apresenta
eficiéncia mesmo em condi¢es mais extremas (Bertorelle e Excoffier, 1998; Choisy et al.,
2004). Posteriormente, este método foi extendido para levar em consideracdo qualquer
namero de populacGes parentais (Dupanloup e Bertorelle, 2001).

Estudos comparativos apontam que em condic¢des ideais como populagfes parentais
altamente diferenciadas e evento de miscigenacdo recente, métodos como IG e TC possuem
desempenho igualmente bom. No entanto, naqueles casos em que as condi¢cGes ndo sdo
Otimas, os métodos apresentam desempenhos diferentes. Ainda assim, ndo ha um Unico
estimador que mostre superioridade em relacdo aos outros em toda e qualquer circunstancia
(Choisy et al., 2004; Excoffier et al., 2005).

1.2.2 Miscigenacdo nos niveis individual e gendémico

A consideracdo de fatores evolutivos como a acdo da deriva nas frequéncias alélicas
desde o evento de miscigenacdo até o evento da amostragem representou uma melhoria nos
métodos de estimativa de miscigenagdo no nivel populacional (Excoffier et al., 2005).
Entretanto existe um reconhecimento crescente da importancia de se estimar a miscigenacdo
no nivel individual (Tang et al., 2005), sobretudo em estudos de associacdo genética

envolvendo doencas complexas (Barnholtz-Sloan et al., 2008).

11



A diferenga fundamental entre as estimativas de miscigenacao nos niveis populacional
e individual é que no primeiro caso sera estimada a fracdo do “pool” génico da populagdo
miscigenada que se originou de uma ou outra, entre as populacdes parentais, enquanto no
segundo caso, serdo estimadas proporcdes de loci do genoma de um dnico individuo
miscigenado, originadas de cada uma das populagfes parentais sob anélise.

Uma das abordagens mais utilizadas para estimar a miscigenacdo no nivel individual
por meio de gen6tipos multiloci consiste no método Bayesiano implementado no programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Embora o foco original desta abordagem tenha sido a
identificacdo de sub-populagdes, o0 STRUCTURE tornou-se extremamente popular em
estudos de genética de populagGes com o intuito de medir as proporcGes de contribuicdo de
populacdes parentais para o genoma de um individuo miscigenado (Tang et al., 2005).

O procedimento implementado no STRUCTURE consiste de um método de
agrupamento (do inglés, “clustering”) para inferéncia de estrutura populacional, usando dados
de gendtipos de marcadores ndo ligados. O modelo assumido pelo método considera que: 1)
existem “k” populagdes, caracterizadas por conjuntos de frequéncias alélicas em cada locus e
2) os loci estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacdo dentro das
populagdes. Individuos da amostra sdo entdo atribuidos probabilisticamente a uma dessas “k”
populagdes (ou a mais de uma populacgéo, caso sejam miscigenados) de forma que, dentro das
populacdes sejam alcancados os equilibrios de Hardy-Weinberg e de ligacdo, tanto quanto
possivel (Pritchard et al., 2000).

Embora este método possibilite que individuos sejam atribuidos a populacdes de
forma apropriada, os pesquisadores devem estar atentos ao fato de que a precisdo das
estimativas de miscigenacdo obtidas com o uso do STRUCTURE depende de varios fatores
como o numero de individuos analisados, o numero de loci, a quantidade de miscigenacéo e a
extensdo da diferenca das frequéncias alélicas entre as populacdes parentais (Pritchard et al.,
2000).

Com o avanco dos estudos genéticos, emergiram algumas situacBes nas quais a
necessidade de se estimar a origem biogeogréafica ou a miscigenacdo extrapola até mesmo o
nivel do individuo, emergindo assim o interesse de se determinar a fonte de partes especifica
de um dado genoma. Neste contexto, 0 modelo originalmente implementado no programa
STRUCTURE foi posteriormente estendido (Falush et al., 2003), tendo sido entdo proposto
um novo modelo, capaz de levar em consideracdo a correlacdo entre marcadores ligados que
surge como resultado da miscigenacdo (desequilibrio de ligacdo gerado por miscigenacéo).

Esta extensdo metodoldgica permitiu a utilizacdo do programa STRUCTURE para a
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realizacdo de estimativas da origem de regides cromossdmicas individuais.

Um exemplo de situacdo onde torna-se importante estimar a origem biogeogréfica de
regides especificas do genoma é a estratégia conhecida como mapeamento por miscigenacao
— MM. O Mapeamento por miscigenacdo parte do principio de que os efeitos da miscigenacgéo
podem ser utilizados para mapear genes responsaveis por fendtipos complexos (por exemplo,
doencgas) que apresentam diferencas na incidéncia entre as populagdes parentais que deram
origem a populacdo miscigenada, alvo do estudo. No MM, o interesse consiste em determinar
se certas regifes do genoma dos individuos miscigenados e portadores da doenca sao
herdadas de uma das populagdes parentais, em uma taxa maior que a esperada, o que pode ser
alcangado por meio da genotipagem de marcadores informativos de ancestralidade ao longo
dos cromossomos. Desta forma, espera-se que na regido gendmica que contém a mutacdo
envolvida na patologia, a contribuicdo da populacdo parental onde esta mutacdo é mais
frequente ser4 maior, em comparacdo com a mesma regido genémica de individuos néo
afetados ou mesmo em comparacdo com outras regides gendmicas dos préprios individuos
afetados (Seldin et al., 2004; Reich e Patterson, 2005; Smith e O’Brien, 2005).

Sendo grande a diversidade de métodos estatisticos desenvolvidos com o intuito de
estimar a miscigenacdo em diferentes niveis, a escolha do método a ser empregado estara
fundamentalmente relacionada aos objetivos especificos da investigacdo. Desta forma, o
pesquisador devera sempre levar em consideracdo as aplicacbes e também limitacOes

inerentes a cada método.

1.3 Implicacdes da miscigenacdo no desenho de estudos epidemioldgicos

1.3.1 Impacto da estratificacdo gerada pela miscigenacdo em estudos de epidemiologia

genética do tipo caso-controle

Estudos epidemioldgicos com desenho do tipo caso-controle constituem uma
ferramenta importante para mapear genes envolvidos em doencas. Este tipo de estudo baseia-
se na premissa de que se um determinado polimorfismo genético aumenta a susceptibilidade a

uma doenca, espera-se que sua frequéncia seja mais elevada entre os individuos afetados
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(casos) do que entre os ndo afetados (controles). Contudo, a estratificagdo populacional pode
comprometer a eficacia desta abordagem, por levar a associacBes falso-positivas entre
marcadores genéticos e fendtipos de interesse. Este efeito pode ocorrer tanto em populagdes
estruturadas (uma populacdo maior, composta por diversas sub-populacbes, as quais
apresentam diferentes frequéncias alélicas e diferentes predisposicdes a doenca) ou em
populagdes miscigenadas, caso o risco de desenvolver a doenga dependa do grau de
miscigenacdo (Pritchard et al., 2001).

A populacdo brasileira, sendo altamente miscigenada, esta sujeita aos efeitos adversos
da estratificacdo populacional em estudos de epidemiologia genética. Se uma doenca
apresenta uma maior incidéncia em um dos trés grupos étnicos principais (europeus,
amerindios ou africanos) que contribuiram na formacdo da populacdo brasileira, este grupo
étnico pode estar sobre-representado na amostra de casos em estudos caso-controle. Nesta
situacdo, qualquer variante génica associada estatisticamente com o grupo étnico de maior
incidéncia, pode apresentar associacdo com a doenca, independentemente do seu
envolvimento na patogénese. Esta situacdo pode levar a resultados falso-positivos, conhecidos
como associagOes espurias, em estudos do tipo caso-controle (Figura 1). Desta forma, para
evitar as associagdes espurias em estudos envolvendo populagdes miscigenadas é necessario
conhecer e controlar o efeito da estratificacdo (Schlesselman, 1982; Tarazona-Santos et al.,
2007).

O risco de obter resultados falso-positivos em estudos de associa¢do genotipo-fendtipo
depende do nivel de estruturacdo ou estratificacdo da populacdo. Numa populacdo na qual
todos os individuos ttm o mesmo nivel de miscigenacdo, o problema ndo existe.
Contrariamente, 0 problema aumenta se a miscigenacédo € variavel entre individuos, de modo
que casos e controles podem ter niveis de miscigenacao diferentes (Figura 1).

Em algumas regides do Brasil, como é o caso do Rio Grande do Sul, foi evidenciado
uma ancestralidade gendmica homogénea em um estudo epidemioldgico casos-controles de
doencas cardiovasculares (Zembrzuski et al., 2006). Porém, outras regibes, como Minas
Gerais, parecem apresentar outra realidade.

Estudos ja conduzidos em populagBes mineiras apontam para a existéncia de niveis
substanciais de miscigenacdo. Entre individuos mineiros auto-declarados como ‘“brancos”
(n=142) foi demonstrada, por meio da genotipagem de 40 polimorfismos de insercéo-delecao,
a ocorréncia de 70,8% de ancestralidade européia, 16,1% de ancestralidade africana e 13,1%
de ancestralidade amerindia (Pena et al., 2009). Além disso, em analises de miscigenacdo no

nivel individual para esse mesmo grupo, utilizando o programa STRUCUTRE, foi observado
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gue embora a maioria dos individuos apresentasse ancestralidade predominantemente
européia, varios deles possuiam diferentes niveis de miscigenacdo africana e amerindia. Estes
dados sugerem que a miscigenacao individual em Minas Gerais pode ser variavel, mesmo
entre individuos agrupados em categorias fenotipicas especificas (no caso, “brancos”)

Outro estudo, conduzido em individuos da comunidade rural de Queixadinha,
municipio de Carai, Vale do Jequitinhonha (n=173), categorizados em trés grupos (brancos,
pardos e preto), com base em caracteristicas fenotipicas, também apontam para uma variacdo
na miscigenacdo inter-individual. Os resultados obtidos a partir da analise de 10 MIAs
mostraram que, no nivel populacional, a proporcéo de ancestralidade africana foi de 51% para
0 grupo dos individuos classificados como pretos, 44% para o grupo dos pardos, 32% para o
grupo dos brancos e 44% para a populacio total. Uma analise do indice de Ancestralidade
Africana (uma estimativa individual da ancestralidade africana) foi também realizada para
esses individuos. Os resultados dessa analise mostraram a ocorréncia de um largo espectro de
valores, mesmo dentro das categorias fenotipicas branco, pardo ou preto, o que indica que ha
uma substancial variacdo na miscigenacdo africana entre esses individuos (Parra et al., 2003).

Ja na cidade de Belo Horizonte, capital do estado, com base na genotipagem de 13
microsatélites de uso forense em 234 individuos ndo relacionados e oriundos do banco de
dados de testes de paternidade de um laboratorio particular, foi estimada uma contribuicéo
européia de 65%, africana de 34%, e amerindia de 1% (Scliar et al., 2009). Embora os
resultados desse estudo fornecam informacGes apenas no nivel populacional, mais uma vez
foram evidenciados altos niveis de miscigenacéo na populagdo mineira.

Desta forma, fica evidente que para planejar estudos de epidemiologia genética de
doencas complexas em Minas Gerais, € importante conhecer os niveis de miscigenacao
individual dos habitantes do estado de modo geral, e também de grupos especificos, para 0s
quais existe interesse de se realizar estudos de associacdo genética. E importante identificar
padrdes espaciais, tais como a existéncia de gradientes de miscigenagdo ou regioes
geogréficas onde os padrfes de miscigenacdo mudam abruptamente. Estes conhecimentos
contribuirdo para definir e conhecer melhor os niveis de estratificacdo populacional em
grupos a serem alvos de estudos epidemioldgicos e consequentemente, poderdo permitir aos

pesquisadores planejar melhor esses estudos.
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1.3.2 Controle dos efeitos da estratificagdo em estudos de epidemiologia genética do tipo

caso-controle

Considerando que a estratificacdo entre casos e controles pode levar a efeitos
indesejaveis em estudos epidemioldgicos, diversas estratégias foram desenvolvidas com o
intuito ndo apenas de detectar, mas também de atenuar ou corrigir este problema.

Uma forma tradicional de lidar com o problema da estratificacdo € equiparar, da
melhor forma possivel, 0 componente étnico de casos e controles. Entretanto, atualmente ha
duvidas a respeito da efetividade dessa estratégia, ja que na maior parte dos casos, individuos
podem ndo relatar sua ancestralidade de modo preciso. Além disso, grupos eétnicos
culturalmente definidos podem ndo representar a real estrutura genética da populacdo
(Pritchard et al., 2001). Assim, uma quantidade consideravel de “estratificacdo criptica” pode
permanecer mesmo apds a equiparacdo cuidadosa de casos e controles (Reich e Goldstein,
2001; Barnholtz-Sloan et al., 2008). No Brasil, onde a populacdo é miscigenada, ja foi
demonstrado que caracteristicas fenotipicas associadas a determinados grupos étnicos, como
cor da pele, textura do cabelo e conformacdo dos l&bios e nariz, ndo necessariamente
descrevem a ancestralidade genética individual (Parra et al., 2003), 0o que aumenta a
complexidade deste cenério.

Embora ndo exista um consenso a respeito de qual seria a metodologia mais adequada
para remover ou reduzir o viés causado pela estratificacdo, métodos que utilizam resultados
da genotipagem, quer sejam de marcadores selecionados de forma aleatéria, quer sejam de
marcadores informativos de ancestralidade, tém sido ferramentas Uteis em estudos de
epidemiologia genética. Dentre esses métodos, duas categorias se destacam: o controle
gendmico e a associacgdo estruturada (Barnholtz-Sloan et al., 2008).

Uma das primeiras abordagens utilizadas para lidar com a estratificagdo foi o método
de controle genémico. Este método considera a estratificacdo no nivel populacional e pode
ajudar a prevenir associacdes falso-positivas em estudos caso-controle realizados em
populagdes nas quais existe uma quantidade desconhecida de estratificacdo (Barnholtz-Sloan
et al., 2008). Nesta abordagem, para averiguar se a associacao estatistica observada para um
marcador candidato em relacdo a uma determinada doenca é verdadeira, é avaliada também a
associacdo de marcadores ndo ligados para os quais se espera ndo haver relacdo com a doenga
(marcadores nulos). Se a associagdo estatistica encontrada para os marcadores nulos, em

relacdo a doenga em estudo ndo for muito diferente da encontrada para o marcador candidato,
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conclui-se que aquela associacdo pode ser atribuida apenas a estratificacdo (Reich e
Goldstein, 2001; Barnholtz-Sloan et al., 2008).

Na pratica, para verificar o quanto a existéncia de uma eventual estratificacdo esta
afetando os resultados de um estudo caso-controle, € necessario acessar o grau de elevacéo
dos valores do teste estatistico de associacdo padrdo (X°) causado pela estratificacéo
(Barnholtz-Sloan et al., 2008). Para isto, o conjunto de marcadores nulos é usado para estimar
um fator de inflagdo do valor de X? obtido a partir da anélise do marcador candidato. O
método assume que esta inflacdo pode ser atribuida a estratificacéo, e procura entdo corrigir o
teste estatistico de associacdo X?, por meio da razdo entre o teste de associacdo padréo e o
fator de inflagdo (Reich e Goldstein, 2001).

A outra classe de métodos desenvolvidos com o intuito de controlar os efeitos
adversos da estratificacdo populacional em estudos de epidemiologia genética com desenho
caso-controle consiste da abordagem de Associacdo Estruturada. Métodos de associacdo
estruturada utilizam um conjunto de marcadores nao ligados para atribuir individuos a grupos
ou sub-populacbes. Uma das implementacGes mais comumente usadas para este fim é o
programa STRUCTURE, capaz de estimar a miscigenacdo no nivel individual e atribuir
individuos a populagbes a partir de gendtipos multiloci. O conhecimento detalhado da
estruturacdo da populacdo pode entdo ser levado em consideracdo nos estudos de
epidemiologia genética. Nesta abordagem, conjuntos de marcadores selecionados ao acaso ou
MIAs podem ser utilizados para definir as sub-populacdes (Pritchard et al., 2000; Pritchard et
al., 2001; Barnholtz-Sloan et al., 2008).

Enquanto nos testes de associacdo tradicionais a hipdtese nula é que a frequéncia
alélica do gene candidato independe do fendtipo sob analise, no caso da abordagem de
associacdo estruturada, a hipdtese nula passa a ser que esta independéncia existe
especificamente dentro das sub-populagdes que constituem a populacdo alvo do estudo. Sendo
assim, os testes de associagdo sé@o conduzidos dentro das sub-populagdes definidas pelo
método de agrupamento. Um problema inerente ao método de associacgao estruturada é que se
houver falha na definicdo das sub-populagdes, a eficadcia do método podera ser comprometida
(Pritchard et al., 2001; Barnholtz-Sloan et al., 2008).

Como nédo existe uma anica forma de se controlar a estratificacdo em estudos
epidemioldgicos, a deciséo sobre a escolha do método devera levar em conta a convicgéo por
parte do pesquisador de que as premissas do método escolhido ndo estdo sendo violadas e que
0 método escolhido é realmente adequado para testar a hipdtese em questdo (Barnholtz-Sloan
et al., 2008).
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Figura 1. Representacdo da miscigenagdo e do efeito da estratificacdo de populacdes em
estudos de epidemiologia genética. A) Cada uma das populacGes parentais PP1 (cinza claro) e
PP2 (preto) contribuiram com 50% do “pool” génico da populacdo miscigenada (cinza
escuro). Individuos da populacdo miscigenada possuem diferentes niveis de miscigenacdo. Na
figura, esta situacdo foi simplificada, sendo apresentados apenas trés niveis de miscigenagéo
individual: individuos cujos genomas derivam completamente de PP1 (cinza claro), de PP2
(preto) e individuos miscigenados (cinza escuro). Individuos sadios e doentes sdo
representados por circulos e quadrados, respectivamente. Note que a incidéncia da doenca €
maior em PP1 do que em PP2. Na populagdo miscigenada, a incidéncia da doenca é maior
entre os individuos cinza claros, intermediéria entre os cinza escuros e menor entre 0s pretos.
B) Um estudo caso-controle: casos sao representados por quadrados e controles por circulos.
Como a incidéncia da doenca € maior entre individuos com maior ancestralidade cinza claro
(PP1), estes estardo super-representados entre os casos. Como consequéncia, qualquer alelo
que tenha frequéncia mais alta em PP1 do que em PP2 pode apresentar associagdo com a
doenca, independentemente se ele é o alelo causal.

Fonte: Tarazona-Santos et al, 2007.
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1.4 A doenca falciforme

1.4.1 Aspectos moleculares e manifestacdes clinicas

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular presente no interior dos eritrocitos cuja
principal funcdo é o transporte de oxigénio para os tecidos. Sua estrutura é composta por
quatro cadeias polipeptidicas, cujos centros apresentam um complexo denominado heme,
onde localiza-se um ion ferro.

Ao longo do desenvolvimento humano, diferentes grupos de genes do agrupamento da
alfa ou da beta globina sdo ativados ou suprimidos e diferentes cadeias globinicas sdo
sintetizadas. A combinagdo destas diferentes cadeias origina os diferentes tipos de
hemoglobinas que se sucedem ao longo da vida humana, da fase embrionéria até a adulta
(Ashley-Koch et al., 2000). Nos adultos, a molécula de hemoglobina predominantemente é a
HbA (96 a 98%), composta por duas globinas do tipo alfa e duas do tipo beta, embora a
HbA2, composta por cadeias alfa e delta e a HbF (hemoglobina fetal), composta por cadeias
alfa e gama, também possam ser normalmente encontradas (Neto e Pitombeira, 2003).

A ocorréncia da substituicdo de uma valina (aminoécido neutro) por um &cido
glutdmico (aminoacido com carga negativa) na sexta posicdo da cadeia polipeptidica da
globina beta (Ingram, 1956; Ingram, 1957), origina uma hemoglobina anormal denominada
hemoglobina S (HbS). As propriedades eletroforeéticas distintivas da HbS foram demonstradas
pela primeira vez em 1949, por Linus Paulin e sua base genética consiste em uma mutagao de
ponto (GAG — GTG). A alteragdo molecular descrita provoca mudancgas nas caracteristicas
fisicoquimicas da hemoglobina tais como carga elétrica e solubilidade, conferindo a HbS uma
tendéncia a formacdo de polimeros na fase desoxigenada (Ferrone, 2004; Pace, 2007).

A polimerizacdo da HbS que ocorre sob condicBes de desoxigenacdo é o evento
primario, indispensavel para a patogénese molecular da doenca falciforme, sendo a causa do
fendmeno de falcizacdo, na qual os eritrocitos perdem sua forma habitual de disco bicéncavo,
assumindo uma forma de foice. Neste estado, as heméacias perdem sua maleabilidade,
tornando-se mais rigidas, o que dificulta o fluxo dessas células na micro-circulagao e encurta
suas sobrevidas (Frenette e Atweh, 2007; Pace, 2007). As modifica¢des celulares ocasionadas
pela polimerizacdo da HbS causam ainda a ativacdo da coagulacdo e a deplecdo de Oxido
nitrico (NO), o que contribui para a vasoconstri¢do e ativagdo da inflamacdo (Zago e Pinto,
2007).

19



A ocorréncia de vaso-oclusdes, principalmente dos pequenos vasos, é favorecida pela
maior adesdo dos eritrcitos falcizados ao endotélio, o que desencadeia fendmenos
inflamatdrios (Hoover et al., 1979; Frenette e Atweh, 2007). Estas vaso-oclusfes sdo
responsaveis pela maioria dos sinais e sintomas observados pelos pacientes portadores de
doenca falciforme (Schnog et al., 2004; Stuart e Nagel, 2004; Zago e Pinto, 2007). O retardo
da circulacdo dos eritrécitos, por sua vez, resulta em uma amplificacdo do fenébmeno de
falcizacdo, agravando as alteracdes celulares, teciduais e sisttémicas observadas na doenca
falciforme.

Além do estado de oxigenacdo, outros fatores como porcentagem de HbS intracelular,
0 grau de desidratacdo celular, a concentracdo de hemoglobina corpuscular média, o tempo de
transito dos globulos vermelhos na micro-circulagdo, a composi¢do das hemoglobinas dentro
das células, e o pH, influenciam na polimerizacdo da HbS (Noguchi, 1984; Schnog et al.,
2004; Frenette e Atweh, 2007; Pace, 2007).

A ocorréncia da mutacdo responsavel pela producdo da HbS em sua forma
homozigdtica caracteriza a doenca denominada Anemia Falciforme, que é a forma mais
comum e mais severa da doenca (Zago, 2002; Frenette e Atweh, 2007). Entretanto, a HbS
pode ser encontrada juntamente com outras hemoglobinas anormais como a HbC, HbD, etc,
resultando em formas que também sdo sintomaticas. O termo Doencas Falciformes abrange
todas estas formas sintomaticas onde a HbS esta presente e que apresentam graus variados de
gravidade (Zago, 2002). Por outro lado, individuos que apresentam a HbS em heterozigose
com a HbA sdo portadores assintomaticos em condi¢des fisiolégicas normais e nao
apresentam alteracfes na expectativa de vida (Alberto e Costa, 2001).

Do ponto de vista da severidade dos sintomas, a doenca falciforme caracteriza-se
como uma doenca complexa, apresentando diversas manifestacdes clinicas (Stuart e Nagel,
2004; Zago e Pinto, 2007; Steinberg, 2009). Alguns pacientes apresentam sintomas de grande
gravidade, gerando alta morbidade e mortalidade, reducdo da capacidade laboral e da
expectativa de vida, enquanto outros individuos apresentam evolugdo benigna chegando em
alguns casos a serem quase assintomaticos. As principais intercorréncias relacionadas as
doencas falciformes sdo: anemia cronica, crises algicas, sindrome toréacica aguda, Ulceras de
membros inferiores, sequestro esplénico, priapismo, necrose dssea, retinopatia, insuficiéncia
renal cronica e acidente vascular cerebral (Schnog et al., 2004).

Fatores adquiridos e herdados estdo envolvidos na variabilidade clinica encontrada nas
doencas falciformes. O fator ambiental mais importante parece ser a condigdo socio-

econbmica do paciente, embora fatores climaticos e desidratacdo também tenham sido
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associados a crises vaso-oclusivas (Nolan et al., 2008). Entre os fatores genéticos destacam-se
os haplétipos associados a HbS, por influenciarem o nivel de HbF, a concomitancia da alfa-
talassemia, por provocar reducdo da HbS intracelular, bem como uma serie de polimorfismos
genéticos capazes de modular a fisiopatologia da doenca (Nagel et al., 1985; Nagel e
Steinberg, 2001; Nagel, 2005).

Cinco haplétipos relacionados & HbS, definidos pela presenca de sitios polimorficos ao
longo do grupamento de genes da beta-globina, ja foram descritos. Cada haplotipo recebe
denominacdes de acordo com os locais de sua origem: Benin, Republica Centro-Africana -
CAR (ou Banto), Senegal, Camarfes e Arabe-Indiano (Paginer et al., 1984; Nagel et al.,
1985; Oner et al., 1992; Powar et al., 1994). Estudos moleculares evidenciaram origens
independentes para cada haplétipo da HbS (Wainscoat et al., 1983; Pagnier et al., 1984). A
partir de suas origens, as mutacdes aumentaram suas frequéncias em populacbes expostas de
forma endémica a malaria falciparum, por efeito da selecdo natural, ja que a presenca da HbS
em heterozigose com a HbA torna os individuos resistentes as formas mais graves da doenca
(Allison et al. 1954; Allison, 1964; Hanchard et al., 2007).

Os haplotipos associados a HbS possuem relacdo com a severidade dos sintomas
apresentados pelos pacientes. De um modo geral, portadores dos haplétipos Senegal ou
Arabe-Indiano tém maiores niveis da HbF e apresentam formas menos graves da doenca,
enquanto os portadores do haplétipo CAR apresentam menor nivel de HbF e manifestacGes
mais severas. Ja 0s haplétipos Benin e Camar@es estariam associados a formas intermediarias
da doenca. (Powars, 1991; Powars e Hiti, 1993; Ashley-Koch et al., 2000; Schnog et al.,
2004; Steinbeerg, 2006; Rund e Fucharoen, 2008; Steinberg, 2009).

Embora diversos polimorfismos do agrupamento dos genes da beta-globina tenham
sido descritos, ndo se sabe precisamente como o0s hapldtipos da HbS interferem nas
expressdes fenotipicas da anemia falciforme. Além disso, outros fatores como sexo e idade
estdo relacionados a persisténcia da HbF, de forma que néo é possivel aplicar a ocorréncia dos
hapl6tipos, isoladamente, como marcadores de prognéstico no acompanhamento clinico
individual dos pacientes (Belisario, 2010).

Com o0 avanco da compreensdo da patologia, aumenta o numero de potenciais genes
modificadores associados as diferentes manifestacbes clinicas da doenga falciforme.
Polimorfismos que apresentam impacto na adesdo celular, trombose, desidratacdo dos
eritrocitos, inflamacdo e persisténcia de HbF sdo canditatos a apresentarem envolvimento na
heterogeneidade dos sintomas observados (Adewoye et al., 2006; Steinberg, 2006; Frenette e

Atweh, 2007). Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de relacionar polimorfismos
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genéticos com a predisposicdo a determinados sintomas (ou sub-fendtipos) da doenca.
Resultados desses estudos incluem a associacdo de diversos polimorfismos (SNPs) com
complicacdes clinicas da doenca falciforme como acidente vascular cerebral, (Sebastiani et
al., 2005), priapismo (Nolan et al., 2004), osteonecrose (Baldwin et al., 2005), crises algicas
(Lettre et al., 2008), e hipertensdo pulmonar (Allison et al., 2008).

A maior parte dos estudos de associacdo entre SNPs e sub-fenétipos da doenca
falciforme ja realizados ndo adotaram estratégias para evitar a associacao espuria causada pela
estratificacdo entre casos e controles, relacionada a miscigenacao. Alguns autores alegam que
a estratificacdo devido a miscigenacdo nao ¢ um problema em estudos envolvendo a anemia
falciforme nos Estados Unidos, pais onde a maior parte dos estudos foi conduzida, j& que esse
grupo de pacientes ndo seria heterogéneo no que concerne a miscigenacdo (Adams et al.,
2003; Hoppe et al., 2007). No entanto, estudos recentes demonstraram que 0s niveis de
miscigenacgdo do grupo conhecido como Afro-Americanos podem ser ndo s6 elevados, mas
também bastante heterogéneos (Bryc et al., 2010).

No Brasil, e mais especificamente no estado de Minas Gerais, ndo existem estudos
acerca dos niveis de miscigenacdo dos portadores de doenca falciforme. Entretanto, como se
trata de um pais altamente miscigenado (Callegari-Jacques et al., 2003; Parra et al., 2003;
Santos et al., 2009), o risco de associagdo espuria entre polimorfismos genéticos e
manifestacdes clinicas devido a estratificacdo relacionada a miscigenacdo ndo pode ser
negligenciado.

Desta forma, acreditamos que uma maior compreensdo da estrutura genética da
populacdo de pacientes portadores de doencas falciformes de Minas Gerais contribuira para o

desenho de futuros estudos de epidemiologia genética neste grupo.

1.4.2 A doenca Falciforme no Brasil e em Minas Gerais

O polimorfismo associado as doengas falciformes foi introduzido no Continente
Americano por meio da imigracdo dos africanos, por ocasido do trafico de escravos, uma vez
que a HbS nunca foi relatada em populacbes amerindias e sua contribuicdo direta por
migrantes europeus pode ser considerada insignificante (Rogers et al., 1989; Zago et al.,
1992).

No Brasil, a anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum. O
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Ministério da Saude estima a prevaléncia de 25.000 a 30.000 individuos com anemia
falciforme no pais, e a incidéncia de 3.500 novos casos a cada ano. A distribuicdo da HbS no
territorio brasileiro é heterogénea, sendo mais alta no nordeste do pais. A prevaléncia de
portadores (heterozigotos AS) € de 2% no sudeste do Brasil, mas pode subir para 6 a 10%
entre individuos “afro-descendentes”. No estado de Minas Gerais estima-se 0 nascimento de
uma crianga com anemia falciforme para cada 2.500 recém-nascidos vivos (Januario, 2002).
Estes numeros, em conjunto com as caracteristicas clinicas da doenca, fazem da anemia
falciforme um problema de saude publica, conforme explicitado pela propria Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa 2002, Cancado e Jesus, 2007).

Dentre os hapl6tipos associados & HbS, o CAR é o mais frequente no Brasil, sequido
pelos haplétipos Benin e Senegal (Pante de Souza et al., 1998; Zago et al., 1992, Zago e
Pinto, 2007). Em Minas Gerais, um estudo realizado em criangas nascidas entre 1999 e 2006 e
acompanhadas no Ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte da Fundagdo Hemominas
demonstrou que os haplétipos mais frequentes foram o CAR e o Benin, embora o haplotipo
Arabe-Indiano também tenha sido observado. Entretanto, ndo foi encontrada associac3o entre
os hapl6tipos e a ocorréncia de eventos clinicos e hematoldgicos nessa populacdo (Belisario,
2010).

A doenca falciforme é uma das enfermidades diagnosticadas pelo Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN), implantado no Brasil em 2001 pelo Sistema Unico de Satde
(SUS). O objetivo deste programa é promover a deteccdo de doencgas congénitas em fase pré-
sintomética em todos os nascidos vivos, permitindo o tratamento precoce. Em Minas Gerais, 0
Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN) foi criado em 1993, tendo sido a triagem
para a doenca falciforme implantada em 1998, através do Nucleo de Acbes e Pesquisa em
Apoio Diagnostico (NUPAD), 6rgdo complementar da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais.

No Estado de Minas Gerais, 0 recém-nascido diagnosticado com doenca falciforme é
encaminhado para a Fundacdo Hemominas, que é o centro de referéncia responsavel pelo
seguimento clinico-hematoldgico desses pacientes, sendo este acompanhamento realizado nas
unidades regionais da instituicdo, por equipes multi-disciplinares. A figura 2 apresenta a
incidéncia da doenca falciforme em Minas Gerais, conforme registros do Programa Estadual

de Triagem Neonatal.
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Figura 2. Incidéncia da Doenca Falciforme em nascidos vivos, por diretoria Regional de saide

— Programa Estadual de Triagem Neonatal (1998-2001)
Fonte: Januario (2002)

24




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Identificar padrbes geogréficos de ancestralidade genémica Amerindia, Européia e Africana
em individuos supostamente sadios, doadores de sangue, e pacientes com doenga falciforme

do Estado de Minas Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Criar uma colecao de amostras de DNA de doadores de sangue, e pacientes com doenca

falciforme provenientes de diversas regides de Minas Gerais.

2.2.2 Padronizar a genotipagem de painéis de marcadores informativos de ancestralidade

(MIAs) européia, africana e amerindia pelo método de minisequenciamento.

2.2.3 Genotipar os doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme para 54 marcadores

moleculares informativos de ancestralidade (14 SNPs e 40 INDELS).

2.2.4 Estimar a miscigenacdo amerindia, européia e africana nos niveis populacional e

individual para os doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme.
2.2.5 Determinar, a partir dos marcadores genotipados, a estrutura genética das populacdes de
pacientes com doenca falciforme e de doadores de sangue em Minas Gerais em funcdo dos

niveis de miscigenacao.

2.2.6 Testar a hipotese nula que os padrdes de ancestralidade gendbmica em Minas Gerais

determinam uma estrutura populacional que se adapta ao modelo de isolamento por distancia.

2.2.7 Verificar a ocorréncia de padrdes geogréaficos de ancestralidade gendmica para doadores

de sangue e pacientes com doenca falciforme.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PopulacGes e amostras

3.1.1 Populacdes parentais

Foram utilizados como representantes das populacfes parentais que deram origem a
populacdo brasileira trés conjuntos de individuos: 31 europeus e 24 africanos componentes do
painel do SNP500Cancer (http://snp500cancer.nci.nih.gov/home_1.cfm, Packer et al., 2006),

além de 85 Nativos americanos, provenientes do Peru e amostrados na regido entre a encosta
oriental dos Andes e a floresta Amazonica (regido chamada Selva Alta). Parte desses
amerindios é da regido de Cuzco e pertence as comunidades de Shimaa (n=30) e Monte
Carmelo (n=15), do grupo linguistico Matsiguenga e parte deles (n = 40) reside nas aldeias

Ashaninka situadas ao longo do rio Tambo (regido de Junin).

3.1.2 PopulacBes miscigenadas

As populacdes alvo do presente estudo sdo constituidas pelos doadores de sangue e
pelos pacientes com doenca falciforme do Estado de Minas Gerais, atendidos pela Fundacéo
Hemominas.

A Hemominas é uma instituicdo publica que atua na organizacdo do sistema
Hematoldgico e Hemoterapico de Minas Gerais, atendendo mais de 87% da demanda
transfusional do Estado. Além do atendimento aos doadores de sangue, a Hemominas também
é responsavel pelo atendimento de pacientes. Os Ambulatérios localizados nas diferentes
Unidades da Hemominas séo referéncia no Estado de Minas Gerais quanto ao atendimento
dos pacientes com coagulopatias e hemoglobinopatias (incluindo a doenga falciforme),
realizando o diagnostico, acompanhamento multidisciplinar, profilaxia e tratamento.

Utilizando o suporte logistico da Fundagcdo Hemominas em todo o Estado, foi

realizada a coleta de sangue de duas amostras populacionais: (a) doadores de sangue e (b)
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pacientes com doenca falciforme. A Caixa 1 define os critérios para selecionar as amostras (a)
e (b). A Figura 3 apresenta as unidades da Fundacdo Hemominas que participaram do

processo de amostragem.
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Figura 3: Distribuicdo geogréafica das Unidades da Fundacdo Hemominas onde houve coleta
de amostras. Os codigos de trés letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos

da pesquisa foram amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.

Em uma primeira etapa do presente estudo, iniciou-se a amostragem dos individuos
com doenca falciforme, e dada a distribuicdo geografica destas amostras, prosseguiu-se a
coleta de individuos sadios com distribuicdo geogréafica similar, procurando garantir uma
distribuicdo adequada das amostras no espago geografico.

Uma amostra de 5 ml de sangue de cada individuo foi coletada apos a explicacdo dos
objetivos do estudo e da obtencdo da assinatura do termo de consentimento livre e
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esclarecido. Para cada sujeito da pesquisa, foi registrado o municipio de nascimento e de
residéncia, o sexo e a idade. O protocolo deste projeto de pesquisa tem aprovacdo dos
Comités de Etica em Pesquisa da UFMG e da Fundacdo Hemominas.

Para cada amostra, foi realizada a purificacdo do DNA gendmico, utilizando o kit
comercial QiaAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). O DNA extraido foi entdo quantificado em
espectrofotémetro, diluido para uma concentracdo padronizada de 50 ng/ul e estocado em
freezer -20°C.

CAIXA1

Definicdo de doadores de sangue: Pessoas consideradas aptas na triagem clinica (aptos clinicos), e que
chegam a colher bolsa de sangue, independentemente do posterior resultado na triagem sorolégica, ou
seja, serdo incluidos aptos clinicos e aptos e/ou inaptos sorolégicos. Os principais critérios para doacéo
de sangue sdo:

- Ter idade entre 18 e 64 anos;

- Ter peso acima de 50 Kg;

- Ndo ter comportamento de risco para doencgas sexualmente transmissiveis;

- Ndo ter tido hepatite ap6s os 10 anos de idade;

- Néo estar gripado, resfriado, com febre ou diarréia;

- Néo ter ingerido bebida alcodlica nas Gltimas 12 horas;

- Néo ser usuario de drogas;

- Néo apresentar ferimento ainda n&o cicatrizado;

- Néo ter sido submetido a exame de endoscopia ou broncoscopia nos Gltimos 12 meses;

- Néo estar gravida ou em periodo de amamentacdo. Apds o parto normal é necessario aguardar trés
meses e apds cesarea, seis meses;

- Ndo ter feito tatuagem nos altimos 12 meses;

- O prazo minimo entre uma doagdo de sangue total e outra é de 60 dias para os homens e de 90 dias para
mulheres. Para doadores com idade entre 60 e 64 anos, o intervalo é de seis meses. Homens podem
realizar até 4 quatro doacfes de sangue total em um periodo de 12 meses e as mulheres trés doacdes.

Definicdo de pacientes: Séo individuos com doenca falciforme, atendidos nos Ambulatdrios da
Fundacdo Hemominas e diagnosticados no Laboratério de Hematologia da Fundagdo, através dos
seguintes exames laboratoriais:

1) Hemograma e analise morfoldgica de esfregaco de sangue em Iamina;

2) Teste de solubilizagdo usando ditionito de sodio;

3) Eletroforese em pH alcalino.

Se o diagndstico permanecer em ddvida, sdo feitos os seguintes testes complementares: teste de
falcizacdo (método de dissulfito de sodio) e eletroforese em pH acido. Serdo incluidos pacientes com
doenca falciforme (presenca do gene HbS em homozigose (SS) ou em associagdo com outra
hemoglobina anormal, de qualquer sexo e idade.

3.2 Genotipagem

Apos extracdo do DNA, foram genotipados 54 marcadores em cada um dos individuos
amostrados, visando capturar a estrutura genetica das populagdes em fungdo dos niveis de

miscigenacdo. Destes 54 marcadores, 14 sd@o do tipo SNPs e tiveram a genotipagem
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padronizada por nos, pelo método de mini-sequenciamento em duas reacGes e 40 séo do tipo
INDELSs e tiveram a genotipagem padronizada por Bastos-Rodrigues et al. (2006) em quatro
reacoes.

Os individuos das populagdes parentais (africanos, europeus e amerindios), bem como
23 individuos miscigenados denominados Hispanicos, componentes do painel do projeto
SNP500cancer também foram genotipados para os 54 marcadores acima relacionados, assim
como para outros 10 marcadores do tipo INDELs. Os marcadores do painel de 10 INDELs
tiveram sua genotipagem padronizada por Tulio Lins, do grupo do Prof. Rinaldo W. Pereira,
da Universidade Catolica de Brasilia em uma Unica reacdo com o kit SNaPshot (Applied
Biosystems), a qual foi modificada para que fosse possivel sua realizagdo em um

sequenciador Megabace (GE Healthcare) (dados ndo publicados).

3.2.1 Construcdo do painel de 14 SNPs informativos de ancestralidade

Os SNPs que comp8em o0s painéis padronizados por nosso grupo foram selecionados
com base em sua informatividade de ancestralidade (indice la de Rosemberg et al. 2003) ou
na diferenca das frequéncias alélicas entre as populagdes parentais - 8, conforme detalhado na
Caixa 2. Além disso, questdes operacionais como a viabilidade de genotipagem em sistemas
multiplex e flexibilidade para a utilizacdo das plataformas de minisequenciamento
monocromatico (em sequenciador Megabace, GE Healthcare) e policroméatico (SNaPshot em
sequenciador 3130 Applied Biossystems) também foram levadas em consideracdo na
elaboracdo dos painéis de MIAs.

As reacGes de minisequenciamento empregadas para a genotipagem dos SNPs
utilizaram como molde os produtos de PCR das regibes flanqueadoras do SNP de interesse,
co-amplificadas em reacGes multiplas (multiplex). Ap6s a amplificagdo das regibes
flanqueadoras e visualizacdo dos produtos amplificados em gel de poliacrilamida 15%, foi
realizada uma purificacdo enzimatica para degradacdo do excesso de iniciadores e de dNTPs
(EXO-SAP). Posteriormente, a genotipagem dos SNPs foi realizada utilizando o mini-
sequenciamento monocromatico (Carvalno e Pena 2004, modificado) ou o sistema
policromético (SNaPshot™ Multiplex System, Applied Biosystems). Finalmente, uma nova
purificagdo foi realizada para remocao dos grupos fosforil das extremidades 5° dos ddNTPs

fluorescentes, com a utilizagdo da enzima SAP. A eletroforese capilar foi realizada em um
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sequenciador Megabace (GE Heathcare) ou no seqiienciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems). A Figura 4 traz um resumo das principais etapas envolvidas nas reacdes de
mini-sequenciamento. Informacdes detalhadas do processo de genotipagem sdo apresentadas
na Caixas 3.

A anélise dos resultados foi realizada com o auxilio dos programas computacionais
Fragment Profiler para o mini-sequenciamento monocromatico ou GeneMapper para 0 mini-
sequenciamento policromatico.

Ap0s a padronizacdo da genotipagem dos SNPs, foram realizados testes de controle de
qualidade visando assegurar a confiabilidade dos experimentos. Para isto, 0s marcadores
foram genotipados em nove individuos (trés africanos, trés europeus e trés amerindios) por
trés vezes (trés reacBes independentes de minisequenciamento monocromatico). Um segundo
controle consistiu na corrida (eletroforese capilar) dos produtos de minisequenciamentos em
dois sequenciadores Megabace distintos (localizados no Laboratério de Biodiversidade e
Evolucdo Molecular - LBEM e no Nucleo de Anélise de Genoma e Expressdo Génica -
NAGE), o que foi feito para duas reacdes de minisequenciamento.

A etapa seguinte de avaliacdo dos painéis padronizados consistiu na verificacdo da
acurécia das estimativas de miscigenacao fornecidas por esses painéis. Para isto, foi realizada
a genotipagem dos 14 SNPs em individuos para os quais ja havia resultados de gendtipos
individuais disponiveis em um banco de dados publico para um ndmero maior de MIAs. Estes
experimentos foram conduzidos para que pudéssemos comparar os resultados de estimativa de
miscigenacdo obtidos com o painel de 14 SNPs em relacdo a um painel maior, o qual
assumimos prover estimativas mais precisas. Para isto foram utilizadas amostras de DNA de
23 individuos latino-americanos miscigenados identificados como Hispanicos no painel do
SNP500cancer. Para esses individuos foram obtidos os dados de genotipagem individual para
um painel de 108 SNPs MIAs ndo ligados que atendiam aos seguintes critérios: 1) Fst>0.20
entre polulacdes africanas, européias e amerindias, do painel do CEPH (Cann et al., 2002), 2)
Fs7<0.10 entre populagdes dentro desses grupos.
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A| Produtos de PCR digeridos com EXO-SAP B | Anelamento dos primers ao produto da PCR
Akl T Nelo G — Alelo T Nelo G
GAATCCTACTAG — GAATCCGACTAG GAATCCTACTAG GAATCCGACTAG
CTTAGG CTTAGG
C | Mini-sequenciamento Monocromatico D | Mini-sequenciamento Policromatico
AeloT L AeloT
ddATE -FAM* | GAATCCTACTAG By s I GAATCCTACTAG
dGTP 4 MR A A | SACTR-TAMERW" ; T A
et CTTAGGA . ,1,1,",:1. -R110* | CTTAGGA
iGTP B
i Alelo G Alelo G
Tl GAATCCGACTAG 1 GAATCCGACTAG
CTTAGGCTGAY \ CTTAGGC*
E ) Eletroforese Capilar F | Eletroforese Capilar
Alelo T ’ Alelo G Aklo T Alelo G
H *
o0 A N

Figura 4: Minisequenciamento Monocroméatico e Policromético para um individuo
heterozigoto (T/G). As etapas de amplificacdo por PCR da regido flanqueadora do
polimorfismo e purificacdo EXO-SAP sdo comuns as duas abordagens (A). Na etapa seguinte
o0 iniciador de minisequenciamento anela-se ao produto da PCR em posicdo adjacente ao
polimorfismo de interesse (B). No mini-sequenciamento Monocromatico € utilizado apenas
um ddNTP fluorescente (no caso, ddATP) juntamente com os outros trés dNTPs nao
fluorescentes (dTTP, dCTP e dGTP) (C), o que faz que sejam produzidos fragmentos de dois
tamanhos: quando na posi¢do do polimorfismo temos um “T”, um ddATP ¢ incorporado ao
iniciador e a sequéncia é interrompida, sendo o iniciador alongado em apenas um nucleotideo,
mas quando temos um “G” na mesma posi¢ao, um dCTP ¢ incorporado e a reagdo prossegue,
incorporando dNTPs até que um ddATP seja adicionado (E). Nesse caso, os alelos séo
distinguidos por meio da diferenca de tamanho dos produtos de mini-sequenciamento. No
mini-sequenciamento policromatico, a reacdo contem os quatro ddNTPs marcados com
fluorescéncias distintas (D), o que faz com que o iniciador seja sempre alongado em apenas
uma base e permite a distingdo dos alelos por meio da visualizacdo de picos de cores

diferentes (a cor do pico depende do ddNTP incorporado) (F).
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Caixa 2: Selecdo e Genotipagem de 14 SNPs Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAS)

A escolha dos marcadores de ancestralidade européia e africana a serem usados, baseou-se na
Informatividade de ancestralidade (la) (Rosemberg et al. 2003), que quantifica a informacdo sobre a
ancestralidade de um individuo fornecida pelo gen6tipo em um determinado locus. Com base nesta medida,
Tian et al. (2006) selecionaram mais de 4000 marcadores informativos de ancestralidade Africana/Européia a
partir de SNPs genotipados no projeto HapMap (www.hapmap.org). Esse conjunto de marcadores foi a base
para a selecdo dos MIAs a serem utilizados no presente estudo para estimar a miscigenacao européia-africana
e, a partir deles, foram pré-selecionados os 250 SNPs mais informativos. Para a elaboracdo de um painel
informativo para miscigenacdo nativo-americana, a selecdo de MIAs foi baseada na diferenca de freqiiéncia
alélica () entre Europeus, Africanos e Amerindios, a partir de um conjunto de 150 SNPs obtidos a partir do
banco de dados do SNP500Cancer (http://snp500cancer.nci.nih.gov/).

As seqliéncias flanqueadoras de todos os SNPs pré-selecionados foram obtidas no banco de dados
dbSNPs  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Estas sequéncias foram submetidas on-line ao programa
Muplex (http://genomics14.bu.edu:8080/MuPlex/MuPlex.html, Rachlin et al. 2005), para o desenho de
iniciadores visando a amplificagdo de fragmentos contendo os polimorfismo, a partir de reacdes de PCR
multiplex. A partir de um conjunto de SNPs pre-selecionados, Muplex identifica um grande ndmero de pares
de iniciadores candidatos viaveis para cada locus de interesse. Em seguida, o programa seleciona um par de
iniciadores para cada locus e os distribui em conjuntos multiplex-compativeis, cada um correspondendo a
uma reacdo de PCR multiplex potencial. Muplex permite impor condi¢cbes como a quantidade desejada de
loci por tubo multiplex, o intervalo de tamanho desejado dos produtos de PCR e a diferenga entre eles,
conteddo de GC, variacdo méaxima de temperatura de anelamento para os iniciadores contidos em um Unico
tubo, etc.

A partir do resultado do Muplex, foram eliminados os tubos que ndo alcancaram o nivel de
multiplexidade desejado (10 SNPs) e os que apresentavam marcadores ligados. Desta forma, foram
selecionados os trés potencialmente melhores tubos de PCR multiplex de MIAs Africana-Européia (AFR3 e
AFR10) e Amerindia (AMR4 ). Os iniciadores desenhados pelo Muplex foram entdo submetidos a ferramenta
eletronic PCR (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/e-pcr/reverse.cqi) para andlise de especificidade. Os
amplicons obtidos com essas rea¢cfes PCR multiplex sdo utilizados como molde para a genotipagem dos
SNPs.

Na etapa seguinte foram desenhados os iniciadores de minisequenciamento, para a realizagcdo da
genotipagem propriamente dita. Estes foram desenhados para se anelar a fita molde até um nucleotideo antes
do SNP alvo e para apresentar uma temperatura de anelamento préxima de 55°C. No desenho desses
iniciadores procurou-se flexibilidade, para que os mesmos oligonucleotideos pudessem ser usados na
genotipagem pelos sistemas policromatico (sequenciador Applied Biosystem 3130), e monocromatico
(sequenciador Megabace, GE Healthcare). Esta flexibilidade pode ser alcancada evitando-se polimorfismos
AJ/T e G/C na mesma reacao, ja que ndo é possivel realizar estas genotipagens simultaneamente utilizando o
sistema monocromatico.

No sistema policromético sdo utilizados unicamente ddNTPs fluorescentes, que se ligam na posicdo
do polimorfismo, alongando o iniciador em apenas uma base. Nesta metodologia, na eletroforese capilar,
iniciadores de tamanhos diferentes sdo utilizados para diferenciar os loci e fluorescéncias diferentes (cada
ddNTP é marcado com uma fluorescéncia distinta) para diferenciar os alelos.

Diferentemente, 0 minisequenciamento monocromatico (Megabace) utiliza apenas um tipo de
fluorescéncia e o tamanho do fragmento é o critério para diferenciar tanto os loci quanto os alelos.
Adgquirindo unicamente um ddNTP (ddATP e ddGTP) marcados com a mesma fluorescéncia, € genotipar
todos 0s SNPs possiveis. No minisequenciamento monocromatico, ddATP e ddGTP sdo utilizados apenas um
por vez (mas nunca no mesmo tubo de reacdo ja que sdo marcados com a mesma fluorescéncia), juntamente
com os 3 dNTPs restantes. Sendo assim, considerando, por exemplo, um polimorfismo T/C, caso se esteja
utilizando ddATP fluorescente na reacdo e o alelo em questdo for um T, o iniciador é alongado em apenas
um nucleotideo, mas se houver um C é adicionado um dGTP e a reacdo de sequenciamento prosseguira até o
préximo T, gerando fragmentos de tamanhos diferentes para cada alelo de um marcador.

Para evitar sobreposicdo no tamanho dos produtos finais, diferenciando assim os loci a serem
genotipados em uma mesma reacdo, a diferenga minima de tamanho entre os iniciadores internos foi de 5bp,
0 que se conseguiu adicionando caudas com a seqiiéncia do plasmidio PUC18 na extremidade 5’ dos
iniciadores.
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Caixa 3. Detalhes Metodolégicos das Reacdes de Genotipagem

1. ReacBes de PCR multiplex para co-amplificacdo das regides flanqueadoras dos MIAs
As reacdes de PCR foram padronizadas visando a co-amplificacdo das regides flanqueadoras de 10

marcadores. O programa de termociclagem consistiu de: fase inicial de 950C por 5 min, seguida por 30 ciclos

de 940C por 30 s, 570C por 90 s, 729C por 90 s com uma fase final de 729C por 10 min. O mesmo
protocolo aplica-se aos trés painéis (AMR4, AFR3 e AFR10).

Reacdo utilizando o Quiagen Multiplex kit (Qiagen): Reacdo com volume final de 25 pL contendo 100 ng
de DNA molde, 0,2 puM de cada iniciador, Qiagen Multiplex PCR Master Mix 1X (o reagente “2X Qiagen
Multiplex PCR Master Mix” contém concentracoes pré-optimizadas de HotStarTag DNA Polymerase, um
PCR Buffer contendo 6 mM MgCl, e pH 8,7 a 20°C, além de dNTPs).

Reacdo utilizando STR Buffer (Promega): Reacdo com volume final de 25 pL contendo 100 ng de DNA
molde, 0,2 uM de cada iniciador, 1,5 U de Platinum Tagq DNA Polimerase (Invitrogen) e STR Buffer 1X (o
reagente “10X STR Buffer” contém 500mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 9,0, 15mM MgCl,, 1% Triton® X-
100, 2mM de cada dNTP).

2. Purificagdo enzimatica dos produtos de PCR

A purificacdo de 3,0 uL dos produtos de PCR foi realizada numa reacdo contendo 1 U da enzima exonuclease
1 (EXO1, 10 U/uL), 0,90 U de fosfatase alcalina de camardao (SAP, 1 U/uL) e 0,2 puL de tampao 10X da
enzima SAP. As reacbes foram incubadas por 90 min a 37°C e por 20 min a 80°C para deshaturacdo das
enzimas.

3. Reacdo de Genotipagem

3.1 Genotipagem Monocromatica: Foi realizada por meio de reagdo com volume final de 13,5 uL contendo
2,0 uL do produto de PCR purificado, 0,37 uM de cada iniciador, 0,46 uM de ddNTP (ddA ou ddG) marcado
com a fluoresceina (Perkin Elmer Life Sciences), 0,46 uM dos 3 dNTPs restantes (GE Healthcare), 1 unidade
de enzima Thermo Sequenase DNA Polymerase (GE Healthcare), 1,3 uL de Tampao da enzima e H,O Milli-
Q gsp. A termociclagem adotou o seguinte protocolo: 5 min de desnaturagdo a 80°C, seguido de 30 ciclos de
95°C por 30 s, anelamento a 55°C durante 30 s e extensdo a 72°C durante 20 s. Esta termociclagem foi
realizada como “hot start”, sendo que a enzima Thermo Sequenase DNA Polymerase foi adicionada 2 min
apos a desnaturacéo inicial.

3.2 SnaPshot Multiplex System: Foi realizada por meio de uma rea¢do com volume final de 5,0 pL contendo
1,0 pL do produto de PCR purificado, 1 pL. de SNaPshot™ Kit Reaction Mix, 2 pl de MIX de iniciadores
(em concentragdes de 1uM cada) e H,O Milli-Q gsp. A termociclagem foi feita adotando-se o protocolo: 2
min de desnaturacdo a 96°C, seguido de 25 ciclos de 96°C por 10 seg, anelamento a 55°C durante 5 seg e
extensdo a 60°C durante 30 seg.

4. Purificacdo enzimética dos produtos de minisequenciamento

Para os produtos do SnaPshot esta purificacdo foi feita com 0,5U de SAP e 0,5 puL de tampdo 10X da SAP
adicionados a diretamente a SuL de produto SNaPshot. No caso do minisequenciamento monocromatico
utilizou-se 0,3 U de SAP, 0,2 uL de tampao 10X da SAP e 1,6 uL. de H,0O Milli-Q adicionados a 5 uL do
produto de minisequenciamento. Em ambos os casos as rea¢des foram incubadas durante 60 min a 37°C e 15
min a 75°C para desnaturacdo da enzima.

5. Eletroforese capilar

A eletroforese dos produtos de SnaPshot purificados foi realizada no sequenciador ABI 3100 (Applied
Biosystems) com 1,0 uL. do amplicon final, 8,9 pL de formamida Hi-Di e 0,1 pL de Liz120 Size Standard
(Applied Biosystems). Os parametros criticos de corrida foram: Capilar de 36 cm, voltagem da injecdo de 1,2
Kv, tempo de injecdo de 18 s, voltagem da corrida de 15 Kv e tempo de corrida de 800 s. Os resultados
foram analisados com os programas GeneScan Analysis 3.7 e Genotyper 3.7 (Applied Biosystems). Os
produtos do minisequenciamento monocromatico foram diluidos na propor¢cdo 1:2 em &gua Mili-Q e
submetidos a eletroforese em um sequenciador Megabace (GE Healthcare) com 7,75 ul. de Tween 20 a 0,1%
e 0,25 uL de ET-ROX 550 (GE Heathcare). Os pardmetros criticos da corrida foram: voltagem de injecéo de
3 Kv, tempo de injecdo de 80 s, voltagem da corrida de 10 Kv e tempo de corrida de 75 min, e filtros de
genotipagem Dye Set II.
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3.2.2 Painéis de 40 marcadores de insersdo-delecdo (Bastos-Rodriges et al., 2006)

Os 40 marcadores bialélicos do tipo insercdo-delecdo (INDELS) cuja fenotipagem foi
padronizada por Bastos-Rodrigues et al. (2006) foram selecionados a partir de um conjunto
maior de INDELs descrito por Weber et al. (2002) e disponiveis em

http://research.marshfieldclinic.org/  genetics/indels/default.asp. A  amplificacdo  dos
fragmentos de DNA correspondente aos marcadores consistiu de quatro reacGes de PCR
multiplex contendo uma combinacdo de 10 pares de iniciadores. Para cada iniciador direto de
PCR (“primer forward”) uma cauda de M13-40 de 17 mer foi adicionada. As PCRs multiplex
foram relizadas em um volume final de 10 xl contendo tampéo de PCR 1X (10 mM Tris-HCI
pH 8.3 ou pH 9, 2,75 mM KCI e 3,5 mM MgCl,), 200 uM de dNTPs, 1,0 U de Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen), 20 ng de DNA gendmico, 1,5 uM de iniciador direto M13-40
marcados com a fluorescéncia FAM, 1,5 uM de cada iniciador reverso néo fluorescente, e 0,1
uM de cada iniciador direto ndo fluorescente. 2 ul dos produtos de PCR diluidos na
proporcéo 1:3 em agua Mili-Q foram submetidos a eletroforese capilar em um sequenciador
Megabace (GE Healthcare) com 7,75 plL de Tween 20 a 0,1% e 0,25 uL de ET-ROX 550
(GE Heathcare).

Esses 40 INDELSs, além de serem capazes de caracterizar a estrutura de populacdes
humanas no nivel global (Bastos-Rodrigues et al., 2006), também ja foram utilizados em

estimativas de miscigenacdo na populacéo brasileira (Pena et al., 2009).

3.2.3 Painel de 10 marcadores de insercdo-delecédo

Os 10 marcadores bialélicos do tipo INDELs cuja fenotipagem foi padronizada por
Tulio Cesar de Lima Lins, do grupo do Prof. Rinaldo W. Pereira (Universidade Catolica de
Brasilia-UCB) também foram selecionados a partir do conjunto descrito por Weber et al.
(2002).

A genotipagem desses marcadores foi realizada por meio de uma reagdo de PCR com
um volume final de 25uL, contendo 10 ng de DNA gendmico, tampdo de PCR 1X (10 mM
Tris-HCI pH 8.3 e 2,75 mM KCI), 1,0 U de Platinum Tag DNA polimerase, 0,25 mM de
dNTPs, 0,2 mg/mL de BSA (albumina sérica bovina), MgCl, 4 mM e 0,5 uL. de um mix de
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iniciadores em concentracfes descritas na tabela S1. 2 uL. dos produtos de PCR diluidos na
propor¢do 1:10 em &gua Mili-Q foram submetidos a eletroforese em um sequenciador
Megabace (GE Healthcare) com 7,75 pL de Tween 20 a 0,1% e 0,25 pL. de ET-ROX 550
(GE Heathcare).

Estes marcadores sdo especialmente informativos para discriminar a miscigenagédo
amerindia,uma vez que possuem frequéncias diferenciadas nessa populacdo, em relacdo ao

africanos e europeus. Informacdes adicionais a respeito desses painéis estdo na tabela S1.

3.3. Analises estatisticas

3.3.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH)

Os célculos das frequéncias alélicas foram realizados a partir dos dados genotipicos
gerados, utilizando o programa Convert (Glaubitz, 2004), obtido no endereco eletronico
http://www.agriculture.purdue.edu/fnr/html/faculty/Rhodes/Students%20and%20Staff/glaubit

z/software.htm. As freqiiéncias genotipicas foram testadas quanto ao equilibrio de Hardy-
Weinberg, por meio do teste exato de Fisher, implementado no programa GDA (Lewis e
Zaykin, 2001), obtido a partir do enderego eletronico

http://lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/software.html. A principio, foram considerados como

significativos (loci fora do EHW), os resultados associados a valores p menores que 0,05.

A correcdo de Bonferroni foi realizada em seguida, para avaliar a real significancia
dos resultados obtidos. Esta correcdo foi realizada com o intuito de evitar que locus sejam
indevidamente considerados como estando fora do equilibrio, devido ao efeito das
comparagdes multiplas. A correcdo de Bonferroni € um procedimento estatistico que altera o

nivel de significancia (p valor) a fim de evitar este tipo de erro.
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3.3.2 Estrutura Genética

Os estudos de genética de populacdes geralmente se concentram em dois aspectos
fundamentais: a descricdo da estrutura genética das populacdes e o estudo dos fatores
evolutivos que moldam esta estrutura.

Segundo Templeton (2006), a estrutura genética pode ser conceituada como a
quantidade de variabilidade genética e sua distribuicdo dentro e entre populacées e individuos,
dentro de uma espécie. Esta estrutura é resultante da acéo de trés fatores principais: sistema de
acasalamento, deriva genética e fluxo génico.

Estudos da estrutura genética de populacdes sdo possibilitados pela aplicacdo de
métodos estatisticos a dados de polimorfismos genéticos levantados a partir de uma amostra
de individuos que compdem uma dada populacdo. Este tipo de analise permite investigar a
existéncia de variacdo genética dentro e entre populacgdes.

Freqlentemente, a estrutura genética das populacGes é estudada a partir de uma
abordagem hierarquica (Fi, Fis e Fst) (Wright, 1951). Estas abordagens quantitativas séo
conhecidas como “Estatisticas F de Wright” e podem ser empregadas na avaliacdo do nivel de
heterozigosidade de uma populacdo e da ocorréncia de uma eventual reducdo desta
herozigosidade, em comparacdo aquela esperada, segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hamilton, 2009). Assim sendo, esta abordagem pode ser usada para quantificar as diferencas
genéticas entre subgrupos (Fst) a partir do estudo dos niveis de heterozigosidade.

Existe uma extensa discussdo na literatura ndo apenas em relacéo a interpretacdo dos
valores de Fst mas sobretudo sobre a metodologia usada para estima-lo (Weir e Cockerham,
1984, Templeton, 2006). Diversos sdo os estimadores desenvolvidos com o intuito de avaliar
a estrutura genética das populacgdes.

A particdo da variagdo genética em niveis hierarquicos (individuo, sub-populaces,
meta-populacdo) permite a aplicagdo de uma abordagem de andlise de variancia no estudo da
estrutura genética, na qual se deseja saber quanto da variacdo genética total encontra-se em
cada nivel hierarquico. Neste contexto, estimador 6, um analogo do Fst proposto por Weir e
Cockerham (1984) mede a quantidade de variacdo genética entre sub-populacées.

Embora o Fst classico seja amplamente empregado para avaliar a divergéncia genética
entre sub-populacdes, ele ndo leva em conta os erros de amostragem. Por outro lado, o

estimador 6, leva em consideracao este tipo de erro, sendo, portanto, considerado um avanco
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metodologico (Weicker et al. 2001). Simula¢6es mostram que o 6 é independente do nimero
de grupos amostrados, bem como do nimero de individuos amostrados em cada grupo (Weir
e Cockerham 1984; Cockerham e Weir 1993). Esta caracteristica, aliada ao fato de que este
método foi implementado em um programa computacional de facil acesso (GDA) faz com
que este estimador seja amplamente utilizado em estudos de genética de populagoes.

No presente estudo, os valores de Fst (0) par a par foram calculados para as diferentes
populacdes de doadores e pacientes, e uma matriz de distancias genéticas foi computada por
meio do programas GDA. Para isto, cada local de coleta foi considerado como sendo uma
populagéo distinta. Doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme foram analisados
separadamente.

As matrizes de Fst obtidas foram entdo analisadas por meio da ferramenta estatistica
“Multidimensional scaling” (MDS), que permite a visualizacdo grafica de uma matriz de
distancias entre pares de objetos, permitindo desta forma que as populagfes fossem
exploradas quanto a similaridades e dissimilaridades genéticas. O MDS é um método capaz
de transformar uma matriz de similaridades/dissimilaridades em distancias representadas em
um espaco Euclidiano n-dimensional (Kruskal 1964, Tarazona-Santos et al. 2001).

O MDS foi realizado por meio pacote “MASS package”, desenvolvido em linguagem

R, obtido a partir do endereco eletrdnico http://cran.r-project.org/.

3.3.3 Isolamento por Distéancia (IBD)

O teste para 0 modelo de isolamento por distancia (IBD - Wrigth, 1943) foi
empregado, visando a investigacdo de um eventual decréscimo da similaridade genética entre
populacdes a medida que as distancias geograficas entre elas aumentam. O modelo IBD
descreve uma dindmica de fluxo génico na qual a probabilidade de migracdo diminui com o
aumento da distancia geografica entre populacdes.

O teste para 0 modelo IBD foi realizado por meio do “Isolation by Distance Web
Service” (IBDWS), disponivel no enderego eletronico http://ibdws.sdsu.edu/~ibdws/
(Bohonak, 2002; Jensen et al., 2005).

O IBDWS foi utilizado para avaliar se o padrdo de variabilidade genética de doadores

de sangue e pacientes com doenca falciforme amostrados nas diferentes localidades se adapta
ao modelo de IBD por meio do teste de Mantel, com 1000 permutaces, a partir da analise de

37


http://cran.r-project.org/
http://ibdws.sdsu.edu/~ibdws/

matrizes de distancias genéticas (Fst par a par) e distancias geograficas (distancia linear entre
os locais de amostragem).

3.3.4. Estimativas de miscigenacédo no nivel populacional

A miscigenacdo populacional foi estimada utilizando-se dois métodos: 1) método de
Identidade Genética desenvolvido por Chakraborty (1985) e implementado no programa
ADMIX 95 (desenvolvido por Bernardo Bertoni e disponivel no endereco eletrbnico

http://www.genetica.fmed.edu.uy/software.ntm e 2) método baseado nos Tempos de

Coalescéncia desenvolvido por Dupanloup e Bertorelle (2001) e implementado no programa
ADMIX2.

Uma ferramenta que facilitou imensamente essas analises foi o programa Adfit
(Gourjon e Degioanni, 2009), o qual € capaz de formatar os arquivos de entrada exigidos para
diferentes programas computacionais para estimativa de miscigenacdo. O uso do Adfit
representou uma grande economia de tempo e esforco, além de prevenir erros que podem ser

eventualmente introduzidos ao se formatar este tipo de arquivo manualmente.

3.3.5 Estimativas de miscigenacdo no nivel individual

A miscigenacdo individual foi estimada utilizando o método de agrupamento
bayesiano desenvolvido por Pritchard (2000) e implementado no software STRUCTURE
v2.2.3 (Hubisz et al., 2009; Pritchard et al., 2000). As analises adotaram 0s seguintes
parametros: K=3, “burn-in Period” = 100 000, repeticdes de MCMC apds “burning”= 100
000, informacdo a priori para os individuos das populagGes parentais para auxiliar no
agrupamento (USEPOPINFO=1), modelo = ADMIXTURE para os individuos miscigenados,
parametro alfa inferido para cada populacdo, GENSBACK = 2 e MIGRPRIOR = 0,05, e
frequéncias alélicas correlacionadas. Em alguns casos especificos, analises sem informacao a

priori sobre a origem dos individuos das populacdes parentais também foram realizadas.
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3.3.6. Identificacdo de padrdes geograficos de miscigenacao

Para a investigacdo de padrbes geograficos de miscigenacdo, cada ponto de coleta foi
associado com suas localizagcbes geograficas (latitude e longitude), bem como com os
componentes de miscigenacdo Nativo Americana, Européia e Africana. Graficos
representando as estimativa de miscigenacdo populacional foram plotados no mapa do Estado
de Minas Gerais para facilitar a busca de possiveis padrdes. As estimativas de miscigenacao
individual de doadores de sangue e pacientes com doenga falciforme também foram avaliadas
quanto a correlacdo em relacdo as coordenadas geograficas (latitude ou longitude) do local

onde as amostras foram coletadas.
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4 RESULTADOS

4.1. Coleta das amostras

Apds aprovacdo do projeto nos Comités de FEtica da UFMG e da Fundagio
Hemominas (anexo 1), foi solicitada a colaboragédo das diferentes Unidades da Hemominas,
distribuidas em todo o Estado, para que as mesmas contribuissem no processo de
amostragem. Um conjunto de instru¢bes padronizadas para a coleta das amostras foi
elaborado para que todas elas fossem coletadas sob 0os mesmos critérios. Tanto doadores
guanto pacientes amostrados sdo ndo aparentados e nascidos no estado de Minas Gerais
(anexo 2).

A coleta das amostras de pacientes iniciou em novembro do ano 2006. Ao fim do
processo de amostragem, foram obtidas 225 amostras de pacientes portadores de doenca
falciforme, das quais 200 foram utilizadas para as analises genéticas apresentadas no presente
estudo. A coleta das amostras de doadores foi iniciada posteriormente para obtermos uma
distribuicdo similar a da dos pacientes, tendo sido iniciada em janeiro de 2008. Um total de
336 amostras de doadores de sangue foram coletadas, das quais 291 foram utilizadas no
presente estudo.

A Tabela 1 evidencia a distribuicdo geografica das amostras obtidas. Como é possivel
observar, tanto as amostras de pacientes quanto as de doadores, apresentam uma ampla

distribuicdo, ao longo do territorio de Minas Gerais.
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Tabela 1. Amostragem de doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme de Minas
Gerais. Os numeros em paréntese indicam os individuos considerados nas analises genéticas e

de miscigenacao.

NUmero de
Cidade de Coleta Individuos
Doadores
Uberlandia 19 (13)
Uberaba 30 (26)
S8o Jodo del Rei 18 (15)
Ponte Nova 29 (25)
Patos de Minas 24 (21)
Montes Claros 29 (24)
Manhuagu 32 (30)
Juiz de Fora 36 (30)
Ituitaba 28 (23)
Governador Valadares 7(7)
Divinopolis 25 (22)
Diamantina 30 (24)
Belo Horizonte 31 (31)
Pacientes
Uberlandia 22 (22)
Uberaba 20 (16)
S&o Jodo del Rei 33
Patos de Minas 38 (32)
Montes Claros 23 (23)
Manhuagu 8 (8)
Juiz de Fora 14 (11)
Ituitaba 7(7)
Governador Valadares 30 (26)
Divinopolis 27 (21)
Diamantina 1(1)
Belo Horizonte 31 (28)

Para todos o0s sujeitos da pesquisa, foi coletada uma amostra de 5 ml de sangue, apos a
concordéncia do sujeito de pesquisa e obtencdo da assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (anexos 3 e 4). No caso dos pacientes menores de 18 anos, um termo especifico
foi assinado pelo responsavel (anexo 5). Para cada amostra foi realizada a extragdo do DNA
utilizando o kit QiaAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), conforme orienta¢do do fabricante. O
DNA extraido foi entdo quantificado em espectrofotdmetro, diluido para uma concentracéo
padronizada de 50 ng/ul e estocado em freezer -20°C. Aliquotas de sangue total foram
preservadas em freezer a -80°C para a eventual necessidade de uma nova extracdo de DNA.
Nos casos em que os participantes autorizaram, o DNA sera conservado apés o término desse

projeto, o que possibilitara sua utilizacdo em futuros estudos, apds devida aprovacdo pelos
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Comités de Etica em Pesquisa.

Para alguns pacientes com doenca falciforme, ja existe parecer favoravel emitido pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), que autoriza a genotipagem de 1.000.000
de SNPs, a ser realizada nos Estados Unidos (anexo 6). Esta autorizacao abre perspectiva para
a continuidade e aprofundamento dos estudos de ancestralidade gendmica e epidemiologia
genética nessas populagdes.

4.2. Selecdo de MIAs para desenvolvimento de painéis de genotipagem

Para construir painéis de marcadores informativos de ancestralidade, partindo de um
subconjunto de 250 marcadores altamente informativos (Tian et al., 2006) foram selecionados
20 MI1As (SNPs) néo ligados (caixa 2). Estes marcadores foram organizados em dois painéis
multiplex denominados AFR3 e AFR10 (informativos para estimar ancestralidade africana e
européia), cada um contendo 10 MIAs. A selecdo dos marcadores baseou-se no indice la
(informatividade de ancestralidade, Rosenberg et al., 2003) e o agrupamento dos marcadores
em cada painel baseou-se na viabilidade de genotipagem simultdnea em reac6es multiplex
pelo método de minisequenciamento.

Um terceiro painel, AMR4 (informativo para ancestralidade Amerindia), também
composto por 10 marcadores, foi selecionado, usando como base um conjunto de 150 SNPs
informativos. Para este painel, a diferenca minima de frequéncias alélicas entre amerindios e
europeus ou africanos demandada foi de 0,2.

Os marcadores selecionados, bem como os correspondentes alelos e cromossomos

onde estdo localizados sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Marcadores selecionados para a constru¢do dos painéis de SNPs informativos de

ancestralidade

Marcador Cromossomo Alelo 1 Alelo 2
Painel AFR3

rs7512316 1 C A
rs1372115 2 T C
rs2697520 3 T G
rs1443985 5 T C
rs2789823 9 G A
rs2416791 12 G A
rs735480 15 T C
rs8035530 15 T C
rs6046024 20 T C
rs9626698 22 G A
Painel AFR10

rs6698938 1 G A
rs768392 1 G C
rs7575147 2 T C
rs2697520 3 T G
rs10254729 7 T G
rs12003714 9 G A
rs527709 11 G A
rs4891825 18 G A
rs6510895 19 T C
rs11698339 20 G A
Painel AM4

rs800292 1 G A
rs2088102 1 C T
rs691968 2 A C
rs2569190 5 C T
rs2234636 14 C T
rs2619681 15 C T
rs2518967 15 A G
rs700518 15 A G
rs8058694 16 C A
rs3760657 19 T C
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4.3. Genotipagem

4.3.1 Padronizacdo das Reacdes de PCR

Inicialmente, as reacdes de PCR para cada marcador (30 reacdes) foram testadas
individualmente, para verificar a qualidade dos iniciadores e para a obtencédo dos produtos de
PCR necessarios para padronizacdo da genotipagem por mini-sequenciamento. Os produtos
amplificados individualmente foram visualizados em gel de agarose 2%. Dos 30 loci
avaliados, apenas trés ndo apresentaram resultados satisfatorios nesta etapa (auséncia de
amplificacdo da banda especifica): rs7512316 (Painel AFR3), rs2518967 e rs2619681 (Painel
AMRA4).

As reagbes de PCR Multiplex foram padronizadas em seguida, utilizando-se o
Quiagen Multiplex kit (Qiagen) ou, como alternativa, o tampdo STR Buffer (Promega) usado
em conjunto com a Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen), visando a co-amplificacdo
de 10 fragmentos em uma Unica reacdo. Os produtos amplificados foram visualizados em gel
de poliacrilamida 15% corado com brometo de etideo (Figura 5). As duas metodologias
empregadas para a co-amplificacdo dos marcadores apresentaram resultados semelhantes, o
que pdde ser constatado tanto na eletroforese quanto nos resultados das reacdes de mini-

sequenciamento.
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Figura 5: Reagdes de PCR multiplex para os painéis AFR3, AFR10 e AMR4, utilizando-se o
Quiagen Multiplex kit e o0 Tampéo STR (Promega). Gel de poliacrilamida 15% corado com
brometo de etideo, sob luz UV. Padrdo de peso molecular 25pb DNA ladder (Invitrogen).

4.3.2 Padronizacdo da genotipagem de SNPs pela técnica de minisequenciamento

A padronizagdo das reacOes de minisequenciamento monocromatico em um
sequenciador Megabace (GE Healthcare) foi realizada utilizando-se como molde para a
genotipagem, os produtos de PCR amplificados a partir de um pool do DNA extraido de 10
individuos. O uso de um pool de DNA permite alcancar a heterozigosidade do maior nimero
possivel de loci, maximizando assim a possibilidade de visualizagdo dos dois alelos de cada
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marcador. A visualizagdo dos alelos na etapa de padronizacdo é importante por permitir a
observacdo do tamanho dos fragmentos na eletroforese capilar, uma vez que esse tamanho
pode divergir ligeiramente do esperado.

Inicialmente, a padronizacdo da genotipagem de 26 marcadores foi realizada com
sucesso, em trés reacdes multiplex, sendo que apenas quatro marcadores (rs768392 do painel
AFR10, rs2789823 e rs6046024 do painel AFR3 e rs700518 do painel AMR4) ndo puderam
ser genotipados nem individualmente e nem em reacfes multiplex.

Foram conduzidos também experimentos para avaliar a flexibilidade de genotipagem
em diferentes plataformas (Mini-sequenciamento monocromatico e policromético -
SNaPshot) utilizando os mesmos iniciadores. Um exemplo desta flexibilidade é apresentado
na Figura 6, que mostra os eletroferogramas obtidos nas duas plataformas, a partir da
genotipagem do SNP rs1372115, do painel AFR3 em um individuo heterozigoto. O iniciador
interno, antes da reacdo de extensdo apresentava 65 nucleotideos. Ap6s a reacdo de
minisequenciamento monocromatico (Figura 6-a), é possivel observar a presenca de um pico
de 66 nucleotideos (iniciador alongado apenas com um ddATP fluorescente) e um segundo
pico de 73 nucleotideos (a reacdo de minisequenciamento prosseguiu inserindo dNTPs até que
um ddATP fosse incorporado na sequéncia provocando sua interrupgdo). Esses picos
correspondem aos dois alelos do marcador genotipado, que podem ser distinguidos por meio
da diferenca de tamanho, e apresentam a mesma cor, pois apenas um tipo de fluorescéncia é
utilizado (ddATP marcado com fluoresceina). Ja no SNaPshot (Figura 6-b), observa-se dois
picos praticamente do mesmo tamanho, porém de cores diferentes. Neste caso para ambos 0s
alelos o iniciador foi alongado em apenas uma base e, como a reacdo conta com quatro
ddNTPs marcados com fluorescéncias distintas, os alelos podem ser distinguidos por meio da
cor dos picos. Os experimentos de genotipagem na plataforma SNaPshot foram conduzidos na
Universidade Catdlica de Brasilia, com a colaboracdo dos pesquisadores Ms.Tulio César de

Lima Lins e Dr. Rinaldo Wellerson Pereira.
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a) Minisequenciamento monocromatico em um sequenciador Megabace
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Figura 6: Flexibilidade de genotipagem por minisequenciamento monocromatico em um
sequenciador Megabace (a), e por Snapshot em um sequenciador Applied Biosystems 3130
(b), evidenciada pelos eletroferogramas da genotipagem do SNP rs1372115, do painel AFR3
em um individuo heterozigoto, nas duas plataformas. O iniciador de interno, antes da reacao

de extensdo do iniciador apresentava 65 nucleotideos.

Embora a genotipagem por minsequenciamento monocromatico em multiplex tenha
sido a principio padronizada para 26 marcadores, posteriormente foram eliminados trés
marcadores (rs7512316 do painel AFR3; rs2569190 e rs2518967 do painel AMR4) os quais
apresentavam muitas falhas de genotipagem (missing data). Além disso, no decorrer dos
experimentos, optou-se por eliminar todo o painel AFR10 devido a inconsisténcias
observadas nos resultados (falhas de genotipagem e picos inespecificos que geravam davidas
na genotipagem), restando assim um total de 14 SNPs.

Os tamanhos esperados e observados para 0s picos correspondentes aos alelos de cada
locus genotipado por mini-sequenciamento monocromatico sdo apresentado na Tabela 3. As
sequéncias dos iniciadores que compdem o painel de 14 SNPs, cuja genotipagem foi
padronizada com sucesso, sdo apresentadas na tabela 4. A figura 7 apresenta 0s
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eletroferogramas de genotipagem por minisequenciamento monocromatico dos SNPs cuja

genotipagem foi padronizada e validada.

Tabela 3. Tamanhos esperados e observados dos picos produzidos pela genotipagem por

minisequenciamento monocromatico para o painel de 14 SNPs informativos de ancestralidade

PAINEL  SNP Tamanho esperado (pb) Tamanho observado (pb)
rs2697520 96/97 96,0/97,0
rs8035530 89/90 88,2/89,2
rs1372115 66/73 66,2/73,6

AFR3 rs241679 49/50 50,0/51,0
rs9626698 103/105 103,0/104,0
rs1443985 111/113 111,2/113,5
rs735480 56/60 56,6/59,5
rs8058694 63/64 62,9/64,0
rs691968 89/91 89,1/90,1
rs2234636 57/58 56,6/57,8

AMRA4 rs3760657 48/51 49,2/520
rs2619681 83/84 82,6/83,6
rsg800292 69/71 69,3/71,5
rs2088102 106/108 105,9/107,0
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Tabela 4. Seqliéncia dos iniciadores de PCR e Minisequenciamento para o painel de 14 SNPs. Os trechos em letras minusculas representam as seqiiéncias de

plasmidio PUC 18 inseridas na extremidade 5” dos iniciadores com o propoésito de alterar seus tamanhos. Os nimeros entre parénteses indicam o tamanho dos

iniciadores de misequenciamento.

SNP Iniciadores de PCR Iniciadores de Mini-sequenciamento
Diretos Reversos

AFR3_rs2697520 TGCCTGTGTGTGTGTGT CGTATTCTTTAAATGGTGCAA tcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagetcecggagacggtcacagcettgtctTTTGTCCT
ATGT CA AAAAGTATCCCCTGTTA (95)

AFR3_rs8035530 CCTCTTCAGTACCTCTTC CAACAGAAGGGAGAGCAAGA tcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcGCAATACAAGA
CAGTG C AAAGCACCTTCAT (88)

AFR3 _rs137211 GCTTGCCTATTGATAGA CCCTCTTTCACGATACTTAGC tcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcCACCACAGTTTTGATTTCAGTCC (65)
AGGGT AT

AFR3_rs2416791 CCCAGCTTGTGGTCATT GATTCTGGCAACGCTGACT tcgegcegttteggtgatgacggtgaaaCATCTACCATCAGCCCAATTC (48)
TATTA

AFR3_rs9626698 GGCAACGCTCCTAGTGA CAACAGCCAAGAAATATGGT  tcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcettgtetgtaagcgGAG
TC G AGGGGTTTTTGCAATAACATTA (102)

AFR3_rs1443985 CGGGTGCTATGTGTACT CAAATTCTGCTTCCTGAAATA tcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcetcccggagacggtcacagcttgtetgtaageggCTT
TTCAT GA GAGAAATGTCTATACAAATGCCCTATTAA (110)

AFR3_rs735480 TTAGTTCGCTGCTGCTCT GATGGAGGCCTCAGAGAGA  tcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctGCTTAAAAGTCATGCGCCTAAG (55)
AAT

AMR4_rs8058694 GATTTCTTCCTGCAGCCT TGGAAACCTACACCACCTCTC tcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatGGAAGGATTGCATCACGATACA (62)
Cc

AMRA4 _rs2234636 TTCCATGTCCATCCAAT ATGGCTGTGGAGTTCGAA tcgegegttteggtgatgacggtgaaaacctctgaGCGACTCCAAAAAGAAGACAA (56)
GTA

AMR4_rs3760657 AGGAGCAGACAAACAG GGATGGCAACAATACCTCAC tcgcgcegtttcggtgatgacggtgaaaaGTGTCAGATGACACAGCAC (47)
TCCTAT T

AMR4 _rs2619681 CATGCTTGCCAACACGA AACATATGAACAGATGTCCA  tcgcgcegtticggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcCAACATCATTATTAATCAGGAAA
T ACA ATTAAAATCACATT (82)

AMRA4_rs800292 CCAAACATATCCAGAAG AATTCAGGCATAATTGCTACA tcgcgcegtticggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcaCCCTGGATATAGATCTCTTGGAAAT
GCAC AT (68)

AMR4 _rs2088102 GGATCTTAGCCTCTTCT CCTTCTTCCAGCACAGGG tcgegegtticggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagetcccggagacggtcacagcttgtetgtaageggatgee
GCTACA gggaCCCAGGTGCTCAACAGAA (105)

AMR4 _rs691968 TTTCACTCCTCCAAGGA TGATGGCTACACAAGAGCAA lcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagetcccggagacggtcacagettgtctgtGCCATCC
cc A TGGTGCCTA (88)
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Figura 7: Eletroferogramas da genotipagem por minisequenciamento monocromatico em reacGes
multiplex dos Painéis AFR3 (a) e AMR4 (b), utilizando-se DNA de um pool de amostras (10
individuos), apresentando a maioria dos loci em heterozigose (2 picos para cada marcador).

4.4 Controle da qualidade dos painéis de SNPs

Os resultados dos testes de controle de qualidade da genotipagem dos 14 SNPs foram
considerados satisfatorios, tendo sido alcancado 87% de sucesso de maneira geral, sendo que 92,5%
dos gendtipos esperados (loci genotipados com sucesso) foram alcancados para o painel AFR3 e 82%
para o painel AMRA4. O sucesso de genotipagem foi considerado quando todos os resultados obtidos
para a genotipagem de um dado individuo com um determinado marcador foram idénticos (tanto para
reacOes distintas de minisequenciamento quanto para eletroforeses distintas), sem ocorréncia de falhas
de genotipagem (“missing data”) em trés reacOes independentes de minisequenciamento. Apenas
alguns casos isolados de discordancia foram verificados e, a maioria deles deveu-se a casos onde
ocorreu baixa intensidade do sinal (tamanho do pico no eletroferograma). Esta situacdo que fez com
que um dos picos ficasse abaixo do tamanho minimo necessario para ser considerado como especifico,
gerando assim a discordancia. Esse tipo de falha pode ser controlada mediante a inspe¢do cuidadosa

dos picos gerados pelo programa de analise e eliminagdo dos loci apresentando picos de baixa
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intensidade.

4.5 Genotipagem dos painéis de SNPs nas popula¢des parentais

As freqliéncias alélicas obtidas a partir da genotipagem dos 14 SNPs nos individuos africanos
(AFR1), europeus (EUR1) e nativos americanos (AMR, MCA, ASU e SHI) sdo apresentadas na tabela
5. Esta tabela apresenta também os dados de frequéncias obtidas a partir de bancos de dados para
outras populagdes africanas (AFR, YRI NiloS) e européias (Edo, EUR, CEU, DEU) que ndo foram
utilizadas no presente estudo, com o intuito de possibilitar a comparacéo dos dados de frequéncia dos
marcadores dentro e entre continentes.

Os dados apresentados na tabela 5 mostram que, de modo geral, foram detectadas grandes
diferengas nas frequiéncias alélicas entre grupos continentais e relativa homogeneidade dentro desses
grupos, o que confirma que os marcadores selecionados s&o de fato informativos de ancestralidade.

4.6 Anélise genética da populacao

As frequéncias alélicas para todos os loci genotipados para os individuos parentais e
miscigenados foram estimadas. Esses dados foram utilizados para analises de Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). A tabela 6 mostra os resultados dos testes para o EHW para todos os loci
genotipados nas populacBes parentais e a tabela 7 mostra os resultados para os painéis de 14 SNPs e
40 INDELSs nas diferentes populacbes de doadores e pacientes. Os resultados obtidos mostram que,
apos a correcdo de Bonferroni, apenas os seguintes loci encontraram-se fora do EHW: locus rs1372115
do painel de 14 SNPs em doadores de sangue amostrados em Diamantina, locus 20 do painel de 40
INDELSs em pacientes com doenca falciforme amostrados em Montes Claros e em amerindios e locus
2937 do painel de 10 INDELs em amerindios. Esses loci estdo destacados em negrito nas tabelas 6 e
7.

51



Tabela 5. Frequéncias dos SNPs genotipados em diferentes populactes

Populagdes’

Africanas Européias Amerindias

SNP AFR1 AFR YRI NiloS Edo AFA EUR1 EUR CEU DEU AMR MCA ASH SHI
Painel

AFR3

rs1443985 0,15 0,09 01 0211 01 0,21 08 091 09 094 084 08 0,76 09
rs9626698 0,50 0,79 08 0,76 08 057 000 0,04 0,03 004 000 000 000 00
rs2416791 0,76 0,05 0,0 0,10 00 0,18 088 092 092 092 053 064 044 05
rs2697520 0,17 0,07 01 010 01 028 080 088 089 08 031 031 026 0,3
rs8035530 0,70 082 08 086 08 067 008 002 002 002 048 044 053 05
rs735480 0,09 0,03 00 006 00 021 09 09 09 09 088 082 099 08
rs1372115 1,00 099 10 097 10 0,79 037 0,07 0,17 023 041 007 062 05
Painel

AMR4

rs2234636 0,20 0,00 - - - - 0,28 0,28 - - 0,78 0,77 0,73 0,8
rs3760657 0,09 0,02 - - - - 0,10 0,07 - - 026 0,12 040 03
rs8058694 0,59 0,23 - - - - 0,88 061 - - 0,70 062 0,75 0,7
rs800292 0,63 0,63 - - - - 025 0,18 - - 093 100 087 09
rs2619681 0,17 0,06 - - - - 0,13 0,17 - - 0,86 0,88 09 0,8
rs691968 0,41 042 - - - - 0,04 0,00 - - 0,01 000 00 00
rs2088102 0,71 0,65 - - - - 0,54 050 - - 0,33 0,27 040 0,3

! Populagdes: AFR1 = Africanos (painel do SNP500Cancer, genotipados no presente estudo), AFR
Africanos (Tian et al., 2006), YRI=Yoruban (Africanos ocidentais do projeto HapMap), NiloS

Kanuri (Nilo-Saharan speakers - Nigeria), Edo = Bini (grupo Niger-Congo - Bantu), AFA = Afro-
EUR1= Europeus (painel do SNP500Cancer,
genotipados no presente estudo), EUR = Europeus (Tian et al., 2006), CEU = Europeus do painel
CEPH, DEU = Europeus-Americanos da cidade de New York, AMR = Média para todos os
Amerindios, MCA= Amerindios Monte Carmelo, ASH = Amerindios Ashaninka, SHI= Amerindios
Shimaa. Os dados apresentados para africanos (AFR, YRI, NiloS, Edo, AFA) e europeus (EUR, CEU,
DEU) foram obtidos de Tian et al., 2006 (painel AFR3) ou do banco de dados do SNP500Cancer
(painel AMRA4).

Americanos (Coriell Institute for Medical Research),
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Tabela 6. Teste exato de Fisher para o equilibrio de Hardy —Weinberg, para as popula¢Bes parentais.
Valores em negrito indicam loci fora do equilibrio apds correcéo de Bonferroni

Parentais
Africanos Europeus Amerindios
40 INDELSs
locus 1 0,047188 0,645000 0,812813
locus 2 0,648125 0,539062 0,622812
locus 3 0,326875 1,000000 1,000000
locus 4 0,543750 0,633750 0,724375
locus 5 0,155312 1,000000 1,000000
locus 6 0,618125 0,211875 1,000000
locus 7 1,000000 1,000000 0,116250
locus 8 0,015938 1,000000 0,206250
locus 9 0,330000 0,031563 0,226250
locus 10 1,000000 0,672188 1,000000
locus 11 0,073750 1,000000 0,418750
locus 12 0,082500 1,000000 1,000000
locus 13 1,000000 0,210000 0,336875
locus 14 0,098750 0,657500 1,000000
locus 15 0,315625 1,000000 0,479375
locus 16 0,163125 1,000000 1,000000
locus 17 0,098125 0,685937 0,635312
locus 18 1,000000 0,194062 0,500625
locus 19 0,307188 0,120625 0,604062
locus 20 1,000000 0,010000 <0,00001
locus 21 1,000000 1,000000 0,560937
locus 22 0,607500 1,000000 1,000000
locus 23 1,000000 0,407187 0,680625
locus 24 1,000000 0,369688 0,528125
locus 25 1,000000 0,067500 0,205313
locus 26 0,397813 0,104375 0,077188
locus 27 1,000000 1,000000 0,204687
locus 28 1,000000 1,000000 0,757188
locus 29 0,427500 0,220938 1,000000
locus 30 0,387500 0,276562 0,593437
locus 31 0,624375 1,000000 1,000000
locus 32 1,000000 1,000000 0,032813
locus 33 0,357812 0,655937 0,789687
locus 34 1,000000 1,000000 1,000000
locus 35 0,230313 1,000000 0,525000
locus 36 1,000000 1,000000 0,186250
locus 37 0,392188 1,000000 0,536563
locus 38 1,000000 0,670625 1,000000
locus 39 0,515938 0,375312 1,000000
locus 40 0,207500 0,415312 0,609375
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Tabela 6. Continuacgéo

Parentais
Africanos  Europeus Amerindios
14 SNPs
locus rs1443985  0,417812 1,000000 1,000000
locus rs9626698 0,675312 1,000000 1,000000
locus rs2416791  0,000625  0,338125 0,634375
locus rs2697520 0,422812 0,532813 0,047188
locus rs8035530  1,000000 1,000000 0,819063
locus rs735480 1,000000 1,000000 0,012188
locus rs1372115  1,000000  0,220000 0,504375
locus rs2234636 1,000000 0,589375 0,505625
locus rs3760657  1,000000 1,000000 0,255312
locus rs8058694 0,071875 0,025313 0,761250
locus rs800292 0,397813  0,282813 0,002188
locus rs2619681 0,432500 1,000000 0,604688
locus rs691968 1,000000 1,000000 1,000000
locus rs2088102 0,590313 0,669375 0,246562
10 INDELs

locus 777 1,000000 1,000000 0,060312
locus 2937 1,000000 1,000000 <0,00001
locus 2650 1,000000  0,217188 0,506250
locus 216 0,540625 1,000000 0,455313
locus 1652 1,000000  0,365000 1,000000
locus 1689 0,649687 1,000000 0,035000
locus 735 1,000000  0,371875 0,528438
locus 52 0,068750 0,003125 0,011875
locus 145 1,000000 1,000000 0,805000
locus 2750 1,000000 1,000000 0,007812
locus 2062 0,689063  0,272813 1,000000
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Tabela 7. Teste exato de Fisher para o equilibrio de Hardy -Weinberg para as amostras de doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme. Valores em

negrito indicam loci fora do equilibrio ap6s correcdo de Bonferroni. Os codigos de trés letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa

foram amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.

locus 1
locus 2
locus 3
locus 4
locus 5
locus 6
locus 7
locus 8
locus 9
locus 10
locus 11
locus 12
locus 13
locus 14
locus 15
locus 16
locus 17
locus 18
locus 19

locus 20

DOADORES

HBH

DIA

DIV

GOV

ITU

JFO

MCU

MOC

PMI

PNO

SJR

URA

UDI

1,0000
1,0000
0,2741
0,7038
0,5597
1,0000
0,7147
0,1247
1,0000
0,3800
1,0000
1,0000
0,4538
0,1347
1,0000
0,6784
1,0000
0,4572
0,2647
1,0000

0,6841
0,4053
0,3613
0,6028
1,0000
1,0000
0,6394
0,6503
1,0000
1,0000
0,1806
1,0000
0,6744
0,6775
0,4038
0,1853
0,6847
0,2428
1,0000
1,0000

0,6328
0,5434
0,6159
0,3522
1,0000
0,6363
0,6616
0,3484
1,0000
0,3878
0,6231
0,6578
0,3244
1,0000
0,6484
0,1800
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4159
0,1403
0,2666
1,0000
1,0000
0,3984
1,0000
1,0000
0,4688
0,0994
0,4347
1,0000
0,4256

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,6369
0,0463
0,5809
1,0000
0,1288
1,0000
1,0000
0,0747
0,3306
1,0000
1,0000
0,4234
0,0947
1,0000
1,0000

0,0778
0,6509
1,0000
0,1019
0,3784
1,0000
1,0000
0,4416
1,0000
0,7150
1,0000
0,4656
0,2866
1,0000
0,4463
1,0000
0,6925
0,4497
0,0438
0,0544

0,4672
1,0000
1,0000
0,6959
0,6163
0,7119
0,7094
0,2303
0,0263
0,2575
0,4294
1,0000
0,7097
1,0000
0,7066
0,3653
0,4672
1,0000
0,6856
0,5444

1,0000
0,6325
0,3513
1,0000
1,0000
0,3747
1,0000
1,0000
0,0759
0,6663
0,6219
1,0000
0,6453
0,0500
0,6772
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

0,6647
0,2834
0,6656
0,6569
0,1259
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4106
1,0000
1,0000
0,2150
0,1859
1,0000
0,3044
1,0000
0,6613
0,6416
1,0000

1,0000
1,0000
0,4206
1,0000
1,0000
0,2041
0,0434
1,0000
0,0897
0,1784
0,5475
0,0128
0,4313
0,4000
0,6716
1,0000
1,0000
0,4113
0,1034
0,4031

1,0000
1,0000
1,0000
0,2841
0,5847
1,0000
0,2834
0,6169
0,5844
1,0000
0,5938
0,5944
0,6303
0,6009
1,0000
1,0000
0,6031
1,0000
1,0000
1,0000

0,6388
1,0000
0,6825
0,1844
0,2906
0,6831
1,0000
1,0000
0,4403
1,0000
1,0000
0,0209
0,4163
0,1259
0,6719
1,0000
0,6975
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
0,2503
1,0000
1,0000
0,5838
0,5291
0,4859
1,0000
0,5456
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,5897
1,0000
0,2122
0,1728
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Tabela 7. Continuacéo

locus 21
locus 22
locus 23
locus 24
locus 25
locus 26
locus 27
locus 28
locus 29
locus 30
locus 31
locus 32
locus 33
locus 34
locus 35
locus 36
locus 37
locus 38
locus 39
locus 40
locus rs1443985
locus rs9626698
locus rs2416791
locus rs2697520

DOADORES

HBH

DIA

DIV

GOV

ITU

JFO

MCU

MOC

PMI

PNO

SJR

URA

uDlI

0,2891
0,6684
0,6306
0,0903
1,0000
0,6941
1,0000
0,3975
0,3978
1,0000
0,3981
0,0800
0,1803
0,1234
0,0141
0,5534
0,6925
0,6941
1,0000
0,4897
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
0,6534
0,2097
0,6931
0,5206
0,6925
1,0000
0,1828
0,3838
0,6278
0,2059
1,0000
0,1219
1,0000
1,0000
0,5925
0,2103
0,2028
0,0894
1,0000
1,0000
1,0000
0,6125
0,2313

1,0000
1,0000
0,6638
0,6700
0,6356
1,0000
0,3541
0,6575
0,4053
0,5409
0,0853
0,6588
1,0000
1,0000
0,6550
0,5231
0,5341
0,0716
0,3728
0,3216
1,0000
1,0000
0,1869
0,5175

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,0081
1,0000
1,0000
1,0000
0,4553
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,1425
1,0000
1,0000
1,0000
0,4453
1,0000
0,4416
1,0000

0,1725
1,0000
1,0000
0,6881
1,0000
0,2278
0,6203
1,0000
0,2113
0,0878
0,0563
1,0000
0,0244
0,6528
1,0000
0,6513
1,0000
0,3150
0,3269
1,0000
0,2894
1,0000
1,0000
1,0000

0,6763
1,0000
0,6872
0,2706
0,0275
0,7050
1,0000
0,2388
0,4669
0,0953
1,0000
1,0000
0,4425
0,6738
0,6438
0,0581
0,0716
1,0000
1,0000
0,6741
1,0000
1,0000
0,1563
1,0000

1,0000
0,6847
0,3716
0,4503
1,0000
0,4853
1,0000
0,1447
0,2781
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4750
1,0000
0,7034
0,4238
0,7338
0,3000
0,0113
0,6666
1,0000
0,3850
0,1316

0,5381
0,6038
0,1441
1,0000
0,3291
0,6813
0,3572
0,3553
0,3797
0,3628
0,6544
0,6459
1,0000
0,6913
0,6044
0,2869
1,0000
0,1641
1,0000
1,0000
1,0000
0,0859
0,6766
0,3963

1,0000
0,3516
1,0000
0,0931
1,0000
0,3794
1,0000
0,6491
0,6491
0,6066
1,0000
1,0000
1,0000
0,6584
1,0000
0,5441
1,0000
1,0000
0,6359
0,6384
0,2603
0,5297
0,0006
0,1041

1,0000
0,2006
0,0594
1,0000
1,0000
0,2209
0,3431
0,3728
1,0000
0,6616
0,0391
0,0666
0,6331
1,0000
0,2328
0,1134
0,6063
1,0000
1,0000
0,6419
1,0000
1,0000
0,6634
0,6200

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,5488
0,5925
1,0000
0,1338
0,3013
1,0000
0,3222
0,1388
1,0000
0,0244
1,0000
0,2263
1,0000
0,3006
0,0588
0,0363
0,4666
1,0000
0,1694
1,0000

0,4141
0,6038
0,6616
0,6256
1,0000
0,2359
1,0000
1,0000
0,0128
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,6934
0,0800
0,3959
1,0000
0,3994
0,4228
0,1456
0,3356
1,0000
0,0853
0,2813

1,0000
0,1684
1,0000
0,5519
0,4709
1,0000
1,0000
0,5634
0,5941
1,0000
0,1947
0,5506
1,0000
1,0000
0,5959
0,3838
0,2272
0,2828
1,0000
0,0494
1,0000
0,3728
1,0000
1,0000
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Tabela 7. Continuacéo

DOADORES
HBH DIA DIV GOV ITU JFO MCU MOC PMI PNO SJR URA UDI
1,0000 0,5981 11,0000 1,0000 0,5675 1,0000 0,5450 0,1094 1,0000 0,5478 1,0000 1,0000 1,0000
locus rs8035530
locus 15735480 1,0000 0,2181 10,5394 0,4466 0,6478 0,4566 0,2219 1,0000 0,3256 0,1747 0,5159 0,6309 0,0950
locus 151372115 1,0000 <0,0001 0,0059 0,4272 0,1156 0,0022 0,2569 0,2456 0,1850 0,0978 1,0000 0,4275 0,0022
1,0000 0,5347 0,6263 1,0000 0,3641 0,6313 0,6944 1,0000 0,5291 0,5441 0,6009 1,0000 0,5622
locus rs2234636
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2088 1,0000 1,0000
locus rs3760657
1,0000 0,6719 0,1450 1,0000 1,0000 1,0000 0,4278 1,0000 0,6791 0,6734 1,0000 0,3878 1,0000
locus rs8058694
1,0000 0,4413 0,1125 1,0000 0,1763 0,7131 0,1022 0,4319 1,0000 0,7169 1,0000 1,0000 0,5806
locus rs800292
1,0000 0,4872 11,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2559 1,0000 0,4650 0,5469 0,2131
locus rs2619981
locus rs691968 1,0000 0,5547 11,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2491 1,0000 1,0000 0,5975 0,3241 0,1894 1,0000
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2275 0,0563 0,0003 1,0000 1,0000 0,0028 1,0000 0,5816 0,0344
locus rs2088102
PACIENTES
HBH DIV GOV ITU JFO MCU MOC PMI SJIR URA UDI
locus 1 0,3272 10,3228 0,1059 1,0000 0,0769 0,4409 0,6409 0,3781 1,0000 0,0544 1,0000
locus 2 0,1744 0,5931 1,0000 0,4353 0,0534 1,0000 0,3697 0,4659 1,0000 0,6109 1,0000
locus 3 0,0319 11,0000 0,4322 1,0000 1,0000 0,2138 1,0000 0,7181 1,0000 1,0000 0,2547
locus 4 1,0000 1,0000 0,4034 1,0000 0,2272 1,0000 1,0000 0,2369 1,0000 0,5431 0,5197
locus 5 1,0000 1,0000 0,0625 1,0000 1,0000 0,0794 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2794
locus 6 1,0000 0,3859 0,0625 0,3866 1,0000 1,0000 1,0000 0,7244 0,3275 1,0000 1,0000
locus 7 0,0597 0,0256 1,0000 1,0000 0,5413 1,0000 0,2500 0,0769 1,0000 0,0494 1,0000
locus 8 0,3609 0,6063 0,2238 1,0000 1,0000 1,0000 0,5219 0,4000 1,0000 0,6000 1,0000
locus 9 0,1103 0,3694 0,6856 1,0000 0,5331 1,0000 0,1488 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
locus 10 0,0078 0,6028 1,0000 0,3406 1,0000 0,3850 0,6138 0,2566 0,2075 0,1059 0,2803
locus 11 0,3309 0,3341 0,6641 0,3141 1,0000 1,0000 0,0606 0,0809 1,0000 0,6000 0,2859
locus 12 1,0000 1,0000 0,1328 1,0000 0,4725 0,5484 1,0000 0,1775 1,0000 1,0000 1,0000

57



Tabela 7. Continuacéo

locus 13
locus 14
locus 15
locus 16
locus 17
locus 18
locus 19
locus 20
locus 21
locus 22
locus 23
locus 24
locus 25
locus 26
locus 27
locus 28
locus 29
locus 30
locus 31
locus 32
locus 33

locus 34

PACIENTES

HBH

DIV

GOV

ITU

JFO

MCU

MOC

PMI

SJR

URA

uDlI

0,0372
0,6322
1,0000
1,0000
1,0000
0,7009
0,0784
0,0097
0,5394
1,0000
0,2916
0,6678
0,1247
1,0000
1,0000
1,0000
0,2463
1,0000
0,6959
0,6522
0,6891
1,0000

1,0000
0,0925
0,6144
0,1694
0,6422
1,0000
1,0000
0,1797
1,0000
0,2531
0,0578
0,0822
1,0000
0,1384
1,0000
0,6344
0,4019
0,4003
0,3700
1,0000
1,0000
0,6422

0,1953
0,2184
1,0000
0,5688
0,6716
0,6256
1,0000
0,0244
0,5588
0,6281
1,0000
1,0000
0,6534
0,7009
0,1331
1,0000
1,0000
0,0638
0,4003
0,1750
0,6619
0,1709

1,0000
1,0000
1,0000
0,4306
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4394
0,3250
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4425
0,4825

1,0000
0,2306
1,0000
0,3181
1,0000
0,0422
0,1459
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2172
1,0000
1,0000
0,4897
1,0000
0,4278
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
0,4906
1,0000
1,0000
0,4903
0,1484
0,0888
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,5353
0,4816
1,0000
1,0000
0,3897
0,5369
0,4719
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2078
0,0381
0,1266
<0,0001
0,1384
1,0000
0,6238
0,6888
0,3528
0,4041
0,6531
0,3838
0,2159
1,0000
0,0088
0,4106
0,3884
1,0000

0,4088
1,0000
1,0000
0,6269
0,2616
1,0000
0,6478
0,0013
0,1381
1,0000
0,0650
0,2622
0,6788
1,0000
0,2356
1,0000
0,7328
1,0000
0,4484
0,1013
0,4575
1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,3325
1,0000
0,2003
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2084
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
0,6369
1,0000
0,2356
0,2841
1,0000
1,0000
0,0119
1,0000
0,2906
1,0000
0,6081
0,5716
1,0000
1,0000
0,6103
1,0000
0,5906
0,6116
0,5866
1,0000
0,6256

0,1863
1,0000
0,6506
0,6206
0,3463
0,6863
0,5456
1,0000
0,5666
1,0000
0,6481
0,6822
0,6553
0,0744
0,6178
0,6025
0,6725
1,0000
1,0000
0,3759
0,6350
0,5891
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Tabela 7. Continuacéo

locus 35

locus 36

locus 37

locus 38

locus 39

locus 40

locus rs1443985
locus rs9626698
locus rs2416791
locus rs2697520
locus rs8035530
locus rs735480
locus rs1372115
locus rs2234636
locus rs3760657
locus rs8058694
locus rs8002292
locus rs2619681
locus rs691968
locus rs2088102

PACIENTES

HBH

DIV

GOV

ITU

JFO

MCU

MOC

PMI

SJR

URA

uDlI

0,1009
0,6028
0,3850
0,6775
1,0000
0,1750
0,1266
0,2700
0,7063
1,0000
1,0000
0,0006
0,0703
0,5866
1,0000
0,4556
0,2597
1,0000
0,1419
0,7056

1,0000
1,0000
0,3625
1,0000
0,6347
0,6091
1,0000
0,1884
0,5863
0,2597
0,5891
0,1297
0,1159
0,6550
1,0000
0,3931
0,0856
0,1353
0,3244
0,0225

1,0000
1,0000
1,0000
0,3047
0,6681
0,0759
0,2434
1,0000
0,7088
0,2200
0,1869
0,7122
0,0925
0,6516
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,1594
0,0456

1,0000
1,0000
0,4369
0,4575
1,0000
0,4244
1,0000
0,1075
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4300
1,0000
0,0878
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2750

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,5594
1,0000
0,4450
0,5809
1,0000
1,0000
1,0000
0,2216
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2394
0,2522

1,0000
1,0000
0,1069
1,0000
1,0000
0,4922
0,4356
0,4234
0,5481
0,2144
0,5025
1,0000
0,3903
1,0000
1,0000
1,0000
0,0800
0,2275
1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
0,5963
0,4238
1,0000
0,6656
0,1313
1,0000
0,6488
0,3900
1,0000
0,6844
0,4241
0,3163
1,0000
0,6672
0,2097
1,0000
1,0000
1,0000

0,4681
0,2363
1,0000
0,3069
0,7303
1,0000
0,3022
0,6797
0,7147
0,0544
0,3594
0,4675
0,2438
0,0031
0,4828
0,7106
0,7250
0,6197
1,0000
0,0672

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,1991
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

0,6075
1,0000
0,1034
0,5834
1,0000
0,5719
0,6525
1,0000
0,1500
0,3200
1,0000
1,0000
0,5859
0,3641
1,0000
0,1513
0,3578
0,5259
0,0559
0,2881

0,1091
1,0000
1,0000
0,1622
0,5706
0,0366
0,3541
0,6313
0,6678
0,3459
0,5675
0,2619
0,0072
1,0000
0,0706
0,1016
0,4228
1,0000
0,0775
0,1625
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Os valores de Fst par a par para doadores de sangue e pacientes com doenga falciforme
amostrados em diferentes localidades foram estimados e utilizados para computar uma matriz de
distancias genéticas (tabelas 8 e 9). A significancia de cada estimativa foi obtida pela avaliacdo do
intervalo de confianca de 95% fornecidos pelo programa GDA e os valores significativos estdo

apresentados em negrito.

As representacdo graficas das matrizes de Fst obtidas aplicando o “Multidimensional scaling”
(MDS) permitiram que as populac6es fossem exploradas quanto a similaridades genéticas (figuras 8 e
9). Nessas andlises, devido ao tamanho reduzido da amostra, foram excluidas as popula¢Bes de
doadores de sangue de Governador Valadares e pacientes com doenca falciforme de Diamantina,
ltuiutaba e S&o Jodo del Rei.

Embora as analises tenham sido realizadas também para os subconjuntos de marcadores (14
SNPs e 40 INDELS) separadamente, sdo apresentados somente os resultados correspondentes a analise
da totalidade dos loci ja que ndo foram evidenciados padr@es particulares ou significativos nas analises
utilizando subconjuntos de marcadores (exceto para o grupo de doadores de sangue amostrados em

Belo Horizonte, para os quais foi utilizado apenas o painel de 40 INDELS).

60



Tabela 8. Matriz de significancia para Fst par a par para doadores de sangue genotipados para 14 SNPs e 40 INDELs. Valores negativos correspondem a Fst =

0. A significancia de cada estimativa foi obtida pela avaliacdo do intervalo de confianca de 95% e os valores significativos estdo em negrito. Os codigos de trés

letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.

HBH DIA DIV ITU JFO MCU MOC PMI PNO SJIR URA uUDI
HBH | 0,00000
DIA |0,008256  0,00000
DIV |0,002055 0,009450 0,00000
ITU 0,014326  0,009955 -0,002353  0,00000
JFO |0,014877  0,005401 -0,002140  -0,001967  0,00000
MCU |[0,001529 0,004188 -0,005593  0,000178 -0,000962  0,00000
MOC |0,004778 0,008412 -0,007684  -0,002554  -0,002471  0,000845 0,00000
PMI |0,009359 0,019238 -0,002576  -0,005911  0,004816 -0,002970  -0,002887  0,00000
PNO |0,012323  0,003077 0,003315 -0,004182  -0,003387  0,004082 -0,000221  0,006115 0,00000
SJR 0,005227  0,010826 -0,000714  -0,005495  0,003794 0,001059 0,000505 0,001050 0,000665 0,00000
URA |[0,004371 0,015934 -0,003806  -0,004625  0,008859 0,002413 0,004114 0,001277 0,003593 -0,006513  0,00000
ubl  |0,019920 0,017029 0,005257 0,008921 -0,001546  0,001699 0,006855 0,005236 0,001748 0,009265 0,016201  0,00000
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Tabela 9. Matriz de significancia para Fst par a par para pacientes com doenca falciforme genotipados para 14 SNPs e 40 INDELs. Valores negativos
correspondem a Fst = 0. A significancia de cada estimativa foi obtida pela avaliacdo do intervalo de confianca de 95% e os valores significativos estdo em
negrito. Os codigos de trés letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram amostrados, conforme descrito na lista de

abreviaturas.

HBH DIV GOV JFO MCU MOC PMI URA uDlI
HBH 0,00000
DIV 0,007712 0,00000
GOV -0,002349  0,004135 0,00000
JFO 0,042657 0,026993  0,029557 0,00000

MCU 0,011535 0,011743  0,001061 0,027904  0,00000
MOC 0,007339 0,011788 0,001624 0,051954  -0,005319  0,00000

PMI 0,000594 0,006290 -0,002353  0,040239 -0,005550  0,001165 0,00000
URA -0,006524 0,006133 -0,004215 0,029242 -0,012157 -0,003369 -0,004326  0,00000
uDlI 0,000599 0,010470  0,001887 0,045537 -0,002846  0,001151 -0,001788 -0,008728  0,00000
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Figura 8. Representacdo grafica bidimensional dos valores de Fst par a par para doadores de sangue
amostrados em diferentes localidades, usando a abordagem MDS (Multidimensional scaling). Os
coédigos de trés letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram

amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.
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Figura 9. Representacdo grafica bidimensional dos valores de Fst par a par para pacientes com doenca
falciforme amostrados em diferentes localidades, usando a abordagem MDS (Multidimensional
scaling). Os cadigos de trés letras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa

foram amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.

4.7 1solamento por distancia

O teste do modelo de IBD foi empregado para acessar a significancia da associacao entre as
matrizes de distancias genéticas (Fst) e geogréaficas (distancia linear entre os locais de amostragem)
para os doadores de sangue e pacientes com doenga falciforme amostrados em diferentes regides do
estado de Minas Gerais, por meio do teste de Mantel, com 1000 permutac¢des. Nessas andlises, devido

ao tamanho reduzido da amostra, foram excluidas as populagdes de doadores de sangue de Governador
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Valadares e pacientes com doenca falciforme de Diamantina, ltuiutaba e S&o Jodo del Rei. Resultados

destas analises sdo apresentados na tabela 10 e figuras 10 e 11. As coordenadas geogréaficas das

diferentes localidades estdo apresentadas na tabela S2. Andlises utilizando o logaritmo das distancias

genéticas e/ou geograficas, bem como os testes realizados com subconjuntos de marcadores (14 SNPs

e 40 INDELs separadamente) também foram realizadas e os resultados obtidos ndo foram dotados de

significancia estatistica.

Tabela 10. Analise de isolamento por distancia para doadores de sangue e pacientes com doenca

falciforme amostrados em diferentes regides do Estado de Minas Gerais

Teste de Mantel
Z r p-valor

Doadores de sangue

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELs

Distancias genéticas X Distancias geogréaficas

1.059.457 -0,0974 0,7440
1.507.431 -0,0788 0,6860
1.059.457 -0,0974 0,7400
Distancias genéticas X log(Distancias geogréficas)
0,7505 -0,0900 0,7540
10.575 -0,0776 0,6890
0,7505 -0,0900 0,7330
log (Distancias genéticas) X Distancias geogréaficas
-722491742 -0,1728 0,8680
-697.378.814 -0,1527 0,8500
-722.491.742 -0,1728 0,8710
log (Distancias genéticas) X log(Distancias geograficas)
-4.787.222 0,1691 0,8950
-4.622.781 -0,1531 0,1330
-4.787.222 -0,1691 0,8900

Pacientes com doenca falciforme

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELSs

14 SNPs
40 INDELs
14SNPs + 40 INDELS

Distancias genéticas X Distancias geogréaficas

2.818.722 0,1399 0,2480
1.130.868 -0,0546 0,6240
0,9704 0,0857 0,3280
Distancias genéticas X log(Distancias geogréficas)
17.427 0,1478 0,1430
0,7745 -0,0184 0,5760
1.497.549 0,0671 0,4450
log (Distancias genéticas) X Distancias geogréficas
-406.933.888 0,0386 0,4600
-390.197.112 -0,2025 0,8790
-384.352.739 -0,1364 0,7450
log (Distancias genéticas) X log(Distancias geograficas)
-2.730.093 0,0479 0,4300
-2.535.309 -0,1415 0,7890
-2.517.757 -0,0745 0,6440
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Figura 10. Analise do isolamento por distancia para doadores de sangue amostrados em diferentes

regides do Estado de Minas Gerais utilizando dados genéticos de 14 SNPs e 40 INDELs
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Figura 11. Analise do isolamento por distancia para pacientes com doenca falciforme amostrados em
diferentes regides do Estado de Minas Gerais utilizando dados genéticos de 14 SNPs e 40 INDELSs
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4.8 Precisdo da estimativa de miscigenacdo utilizando o painel de 14 SNPs

4.8.1 Andlises das populacdes parentais

Os dados de gendtipos dos 14 SNPs para os individuos pertencentes as populagdes parentais
putativas foram analisados por meio do método bayesiano de agrupamento implementado no programa
STRUCTURE. Nessas analises, 0 STRUCTURE foi capaz de atribuir corretamente quase todos 0s
individuos a seus verdadeiros grupos, mesmo sem informacao a priori das populagdes de origem, ou

seja, utilizando exclusivamente os dados genéticos (figura 12).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

AFR EUR AMR

Figura 12. Analise de miscigenacdo para os individuos representantes das populacdes parentais (AFR
= africanos, EUR = europeus e AMR = amerindios) utilizando o programa STRUCTURE, a partir dos
dados de genotipagem do painel de 14 MIAs. Cada barra vertical representa um individuo e as cores

representam a ancestralidade.

4.8.2 Miscigenacao populacional

Para avaliar a precisdo das estimativas de miscigenacdo obtidas com o conjunto de 14 MIAs, 0s
resultados obtidos com esses marcadores foram comparados com as estimativas obtidas para um
conjunto de 108 MIAs, considerando-se os mesmos individuos tanto nas populagdes parentais quanto
na miscigenada.

Esses 108 SNPs foram selecionados dentre os milhares de marcadores genotipados no projeto
SNP500Cancer, por apresentarem Fsr>0.20 entre polulagBes africanas, européias e amerindias, do
painel do CEPH (Cann et al., 2002), 2) e Fst<0.10 entre populacdes dentro desses grupos.

Os individuos utilizados para esta comparacdo foram os 23 latino-americanos do projeto
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SNP500Cancer, denominados como Hispanicos. Estudos prévios (Hughes et al., 2008), usando
aproximadamente 350.000 SNPs haviam mostrado que este grupo apresenta ancestralidade
predominantemente européia. Devido ao elevado numero de falhas de genotipagem para o locus
rs241679 especificamente na amostra de hispanicos, esse marcador foi excluido das analises.

A tabela 11 mostra os resultados comparativos obtidos utilizando-se trés métodos estatisticos
para estimativa de miscigenacéo. Esta tabela evidencia que nas analises realizadas considerando como
populacdo parental amerindia apenas os individuos provenientes da localidade de Monte Carmelo: 1)
tanto o painel de 13 SNPs quanto o de 108 confirmam a predominancia de miscigenacao européia nos
Hispanicos; 2) utilizando o conjunto de 13 SNPs na amostra estudada, estimativas adequadas da
miscigenacdo européia foram obtidas, mas por outro lado o painel de 13 SNPs parece ter
superestimado a miscigenacdo africana e subestimada a amerindia; 3) Os métodos descritos por
Chakraborty (1985) e Dupanloup and Bertorelle (2001), desenvolvidos para estimar a miscigenacdo no
nivel populacional apresentaram resultados mais concordantes entre si do que em relacdo ao programa
STRUCTURE, desenvolvido para estimar a miscigenagdo no nivel individual.

As analises considerando apenas os nativos americanos de Monte Carmelo foram realizadas
porgue séo esses 0s individuos amerindios genotipados no projeto SNP500Cancer. Sendo assim, ha
dados de genotipos para um grande numero de loci disponiveis para esses individuos. Isto facilita a
comparacdo das estimativas de miscigenagé@o obtidas para os Hispanicos com diferentes subconjuntos
de marcadores, mantendo-se 0s mesmos individuos tanto na composicao da populacdo miscigenada,

quanto das parentais.
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Tabela 11. Estimativas de miscigenagdo populacional obtidas por trés métodos de anélise para a

amostra de Hispanicos, utilizando diferentes conjuntos de marcadores.

Populagdes Parentais

Africana Européia Amerindia

Estimativa de 95% Cl Estimativa de 95% Cl Estimativade  95% ClI

Conjunto de marcadores Miscigenacdo ou SD Miscigenacao ou SD Miscigenacdo ou SD
Dupanloup e Bertorelle (2001)
108 SNPs * 0,15 0,030 0,66 0,030 0,20 0,020
13 SNPs* 0,31 0,050 0,62 0,060 0,07 0,050
13 SNPs 2 0,28 0,032 0,53 0,047 0,19 0,048
13 SNPs e 40 INDELs * 0,30 0,024 0,53 0,038 0,16 0,025
13 SNPs e 40 INDELs ? 0,29 0,024 0,50 0,036 0,22 0,027
Chakraborty (1985)
108 SNPs * 0,16 0,000 0,64 0,000 0,20 0,000
13 SNPs * 0,34 0,020 0,58 0,020 0,08 0,020
13 SNPs 2 0,28 0,003 0,53 0,004 0,19 0,003
13 SNPs e 40 INDELs * 0,32 0,014 0,53 0,017 0,15 0,011
13 SNPs e 40 INDELs ? 0,29 0,010 0,50 0,013 0,21 0,009
Pritchard et al. (2000)

108 SNPs' 0,09 - 0,75 - 0,16 -
13 SNPs* 0,23 - 0,69 - 0,08 -
13 SNPs? 0,22 - 0,63 - 0,16 -
13 SNPs e 40 INDELs 0,14 - 0,80 - 0,06 -

1: Andlise considerando como populacdo parental amerindia apenas o grupo Monte Carmelo

2: Anélise considerando como populagdo parental amerindia os grupos Monte Carmelo, Shimaa e Ashaninkas.

Posteriormente, os Hispanicos foram genotipados para o painel de 40 INDELS e as estimativas
de miscigenagdo populacional foram realizadas, considerando-se a totalidade dos marcadores
genotipados (13 SNPs + 40 INDELs). Analises adicionais foram conduzidas, considerando como
populacdo parental nativo-americana a totalidade dos individuos amerindios genotipados (Monte
Carmelo, Shimaa e Ashaninkas) (tabela 11). As figuras 13, 14 e 15 mostram as estimativas de
miscigenacdo africana, europeia e amerindia obtidas para os Hispanicos com diferentes conjuntos de
marcadores e diferentes composi¢Oes de populagcdo parental amerindia. Nesses graficos, estimativas
obtidas com a utilizagdo dos métodos de Tempos de Coalescéncia (TC, Dupanloup e Bertorelle, 2001)

e ldentidade genética (IG, Chakraborty,1985) sdo apresentadas.
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2: Anélise considerando como populacéo parental amerindia os grupos Monte Carmelo, Shimaa e Ashaninkas.

Figura 13. Estimativas de miscigenacdo africana para os Hispanicos considerando diferentes

subconjuntos de marcadores
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2: Anélise considerando como populagdo parental amerindia os grupos Monte Carmelo, Shimaa e Ashaninkas.

Figura 14. Estimativas de miscigenacdo européia para 0s Hispanicos considerando diferentes

subconjuntos de marcadores
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Figura 15. Estimativas de miscigenacdo amerindia para os Hispanicos considerando diferentes

subconjuntos de marcadores

4.8.3 Miscigenacéo Individual

Para avaliar a precisdo das estimativas de miscigenacao individual usando diferentes conjuntos
de marcadores, a amostra de Hispanicos foi analisada por meio do programa STRUCTURE. Estas
andlises foram realizadas considerando o conjunto de 108 MIAs do SNP500Cancer, bem como
subconjuntos de 80, 50, e 20 SNPs selecionados ao acaso, a partir do conjunto inicial de 108
marcadores.

As estimativas de miscigenacdo individual obtidas para os Hispanicos considerando os 108
MIAs foram também comparadas com as estimativas obtidas para os painéis de 13 SNPs, 40 INDELs
e 10 INDELSs previamente descritos.

A tabela 12 mostra que, utilizando subconjuntos de 50 ou 80 SNPs, a correlagdo das
estimativas de miscigenacdo individual em relacdo as obtidas para os 108 MIAs sdo maiores que 88%,
enquanto com menos de 20 MIAs, esta correlagdo € menor que 66%. Além disso, € possivel observar
que a adicdo dos resultados de genotipagem do painel de 40 INDELs (Bastos-Rodrigues et al., 2006)
aos dados de 13 SNPs aumentaram a correlacdo das estimativas de miscigenagdo, em comparag¢do com
o0s resultados obtidos com os 108 SNPs. Por outro lado, a adi¢do dos 10 INDELSs informativos para a
miscigenacdo amerindia provocaram a diminuicdo dos valores desta correlacdo, apontando para a

introducédo de um possivel viés.
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A gueda da precisdo das estimativas de miscigenacdo no nivel individual devido a reducédo do

namero de marcadores fica também evidente quando os intervalos de probabilidade bayesianos de

90% (90%-PI1) para a miscigenacdo individual, gerados pelo STRUCTURE, sdo plotados contra as

estimativas de miscigenacao individual (Figura 16). Esta figura mostra que, para os individuos mais

miscigenados, 90%-PI se eleva dramaticamente pela reducdo do nimero de marcadores, abaixo de 50.

Tabela 12. Coeficientes de correlacdo entre estimativas de miscigenacdo para a amostra de Hispanicos

utilizando 108 SNPs, e as estimativas utilizando subconjuntos de 80, 50, 20 MIAs, bem como 0s

conjuntos de 13 SNPs e 40 INDELSs genotipados no presente estudo.

Populagdes parentais

Africanos

Europeus

Amerindios

Coeficiente de

Coeficientes de

Coeficientes de

Marcadores correlagdo p valor  correlacdo p valor  correlacdo p valor
80 SNPs 0,93 <0,001 0,93 <0,001 0,96 <0,001
50 SNPs 0,96 <0,001 0,93 <0,001 0,88 <0,001
20 SNPs 0,58 0,004 0,66 0,001 0,64 0,001
13 SNPs 0,60 0,003 0,49 0,019 0,52 0,011
40 INDELs 0,74 <0,001 0,52 0,011 0,55 0,007
13SNPs+40INDELs 0,78 <0,001 0,66 0,001 0,73 <0,001
13SNPs+40INDELs+10 MIAs 0,73 <0,001 0,59 0,003 0,68 <0,001
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Figura 16. Variacdo da amplitude dos intervalos de probalidade de 90% das estimativas de miscigenacdo individuais em fungdo das estimativas pontuais de

miscigenacao fornecidas pelo programa STRUCTURE, com a utilizacdo de diferentes conjuntos de marcadores
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4.9 Andlises de miscigenacdo dos doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme

4.9.1 Miscigenagéo populacional

A miscigenacdo no nivel populacional para os doadores de sangue e 0s pacientes portadores
de doenga falciforme amostrados em diferentes regides do Estado de Minas Gerais foi estimada por
meio dos métodos de Identidade Genética (Chakraborty, 1985) e Tempos de Coalescéncia (Dupanloup
e Bertorelle, 2001), com o auxilio dos programas ADMIX95 e ADMIX2, respectivamente, assim
como por meio do método Bayesiano implementado no programa STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) (tabela 13). No caso do STRUCTURE, a estimativa populacional foi computada pela média das
estimativas de miscigenacdo individual. Essas analises foram realizadas considerando-se o conjunto de
54 marcadores (14 SNPs e 40 INDELs), com exce¢do do grupo de doadores amostrados em Belo
Horizonte, para os quais foi considerado apenas o painel de 40 INDELSs.

Tanto os doadores quanto os pacientes foram analisados em conjunto, bem como
separadamente, em grupos formados por individuos amostrados em cada localidade. Para os pacientes
com doenca falciforme, foram estimadas as contribui¢cfes das populacdes parentais para todo o grupo,
e também separadamente para os portadores da anemia falciforme (HOM), que representam 71,2% dos
pacientes e para os demais pacientes (HET), que representam 26,0% deste grupo (tabela 13). Para seis
pacientes, nao foi possivel acessar a informacdo a respeito do perfil de hemoglobina, ndo sendo

possivel identificar se eram portadores de anemia falciforme ou outra forma heterozig6tica da doenca.
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Tabela 13. Estimativa de miscigenacdo populacional para doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme amostrados em cada
localidade, utilizando diferentes métodos de estimativa. AFR = Africanos, EUR = Europeus, AMR = Amerindios. Os cddigos de trés letras

representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.

Estimativa de miscigenagdo populacional
Populacdes Pritchard et al (2000) Chakraborty (1985) Dupanloup e Bertorelle (2001)
AFR EUR AMR AFR CI/SD EUR CI/ISD AMR CI/SD AFR CI/SD EUR CI/SD AMR CI/SD

Doadores

HBH 0,260 0,730 0,020 0,364 0,019 0608 0025 0028 0016 0,274 0,040 0,725 0,066 0,010 0,004
DIA 0,390 0,570 0,050 0,455 0,013 0472 0015 0,073 0,014 0460 0,024 0422 0,035 0,118 0,025
DIV 0,210 0,760 0,030 0,295 0,012 0632 0018 0073 0,012 0309 0,025 0599 0,037 0,091 0,027
ITU 0,230 0,720 0,060 0,315 0,010 0542 0,015 0,143 0,010 0,297 0,024 0574 0,035 0,128 0,026
JFO 0,330 0,640 0,020 0,378 0,000 0566 0014 0056 0011 0,380 0,024 0567 0,035 0,063 0,026
MCU 0,170 0,800 0,030 0,258 0,009 0650 0,013 0,092 0,010 0,260 0,024 0,653 0,034 0,086 0,026
MOC 0,340 0,640 0,020 0,415 0,011 0544 0,016 0041 0,012 0,399 0,024 0537 0,035 0,064 0,026
PMI 0,170 0,800 0,030 0,248 0,011 0654 0016 0098 0,011 0,241 0,024 0,671 0,036 0,089 0,026
PNO 0,380 0,590 0,030 0,451 0,017 0500 0,026 0049 0,021 0,449 0,025 0468 0,037 0,083 0,027
SJR 0,250 0,720 0,040 0,307 0,016 0619 0,023 0074 0016 0300 0,025 0,628 0,037 0,072 0,027
URA 0,220 0,750 0,030 0,264 0,014 0641 0022 0,09 0,014 0,275 0,025 0,630 0,037 0,005 0,027
uUDI 0,270 0,710 0,020 0,369 0,012 0459 0,020 0,172 0,014 0,344 0,025 0,517 0,039 0,139 0,028
Total 0,286 0,679 0.034 0,341 0,012 058 0018 0075 0,013 0,338 0,024 0577 0,035 0,084 0,026
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Tabela 13. Continuacao

Estimativa de miscigenacdo populacional

Populacdes Pritchard et al (2000) Chakraborty (1985) Dupanloup e Bertorelle (2001)

AFR  EUR AMR AFR CI/SD EUR C/ISOD AMR CI/ISD AFR CI/SD EUR CI/ISD AMR CI/SD
Pacientes
HBH 0,410 0,560 0,030 0,451 0,012 0,475 0,018 0,075 0,013 0,440 0,023 0455 0,034 0,105 0,025
DIV 0,480 0,490 0,030 0,497 0,017 0455 0,023 0,049 0,018 0502 0,024 0410 0,037 0,088 0,026
Gov 0,460 0,460 0,080 0,489 0,012 0,422 0,014 0,089 0,012 0,503 0,024 0,38 0,035 0,111 0,025
JFO 0,820 0,150 0,040 0,779 0,006 0,174 0,007 0,047 0,006 0,796 0,024 0,145 0,039 0,058 0,027
MCU 0,530 0,410 0,070 0,562 0,008 0,316 0,011 0,122 0,010 0,576 0,024 0,285 0,038 0,139 0,027
MOC 0,360 0,580 0,060 0,378 0,018 0,522 0,029 0,100 0,021 0,398 0,024 0472 0,036 0,129 0,026
PMI 0,360 0,530 0,120 0,384 0,018 0466 0,024 0,151 0,019 0,414 0,025 0,370 0,039 0,216 0,027
URA 0,410 0,540 0,060 0,430 0,015 0,490 0,021 0,080 0,017 0,450 0,024 0426 0,036 0,124 0,026
uDl 0,350 0,580 0,070 0,388 0,008 0,463 0,012 0,149 0,011 0,397 0,024 0431 0,033 0,172 0,024
HOM 0,461 0,469 0,070 0,473 0,012 0441 0,015 0,087 0,013 0,487 0,024 0,384 0,034 0,129 0,025
HET 0,383 0,573 0,044 0,407 0,016 0,539 0,021 0,055 0,018 0,430 0,024 0455 0,036 0,115 0,026
Total 0,437 0,504 0,059 0,455 0,012 0,464 0,016 0,081 0,013 0473 0,024 0,397 0,034 0,130 0,025

Cl = Intervalo de confianca, SD = desvio padrao.
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Os resultados dessas analises mostram que houve variacdo nas contribuic@es africana, européia
e amerindia estimadas para as diferentes regides do estado, tanto para doadores de sangue quanto para
0s pacientes com doenca falciforme. Para facilitar a visualizagdo dos resultados de cada regido, as
estimativas de miscigenacao obtidos pelo método TC foram representadas nas figuras 17 e 18.
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Figura 17. Proporc¢des de contribuicdo das populacdes parentais africana, européia e amerindia para 0s

grupos de doadores de sangue amostrados em diferentes localidades.
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Figura 18. Proporcdes de contribuicdo das populacdes parentais africana, européia e amerindia para os

grupos de pacientes com doenca falciforme amostrados em diferentes localidades.
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As figuras 19 a 24 apresentam as estimativas de miscigenacdo africana, européia e amerindia
para doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme amostrados em diferentes regides do
Estado de Minas Gerais, obtidas com os métodos de TC e IG. Estes graficos permitem a visualizacdo e
comparacdo dos resultados obtidos com os dois métodos estatisticos. Os codigos de trés letras
apresentados nessas figuras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram

amostrados, conforme descrito na lista de abreviaturas.
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Figura 19. Estimativas de miscigenacéo africana para doadores de sangue amostrados em diferentes
localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética (IG) com o

auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.
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Figura 20. Estimativas de miscigenagdo européia para doadores de sangue amostrados em diferentes
localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética (IG) com o
auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.
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Figura 21. Estimativas de miscigenacdo amerindia para doadores de sangue amostrados em diferentes
localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética (IG) com o

auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.
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Figura 22. Estimativas de miscigenacdo africana para pacientes com doenga falciforme amostrados em
diferentes localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética
(1G) com o auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.

79



BTC
]
05 1
=
& 04 -
=
IS- {jj -
=
£
0.1
0 -

HEH DIV GOV JFO MCTU MOC PMI URA UDI HOM HET Total

Pacientes com doeanga falciforme
Figura 23. Estimativas de miscigenacao européia para pacientes com doenca falciforme amostrados em
diferentes localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética
(1G) com o auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.
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Figura 24. Estimativas de miscigenacdo amerindia para pacientes com doenca falciforme amostrados
em diferentes localidades, obtidas pelos métodos de tempos de coalescéncia (TC) e identidade genética

(1G) com o auxilio dos programas ADMIX2 e ADMIX95, respectivamente.

Com o intuito de investigar a existéncia de eventuais padrdes geograficos de miscigenagéo
para doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme, os resultados obtidos por meio do método
de IG para esses grupos foram representados sobre o mapa do Estado de Minas Gerais (figuras 25 e
26),
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Figura 25. Mapa da distribuicdo geografica da miscigenacdo populacional estimada pelo método de

identidade genética para os pacientes com doenca falciforme de Minas Gerais.

Figura 26. Mapa da distribuicdo geografica da miscigenacdo populacional estimada pelo método de
identidade genética para os doadores de sangue de Minas Gerais.
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Ainda objetivando a pesquisa de padrbes geograficos nos perfis de miscigenacéo, os valores de
estimativa de miscigenacdo africana, européia e amerindia obtidos com o método IG foram
correlacionados a latitude e a longitude das localidades onde os individuos foram amostrados. Os
resultados dessas anélises (coeficientes de correlacdo de Pearson) sdo apresentados na tabela 14 e
mostram que a latitude se correlaciona negativamente com a ancestralidade africana e positivamente
com a ancestralidade européia para os pacientes enquanto a longitude se correlaciona negativamente

com a miscigenacao amerindia apenas para os doadores.

Tabela 14. Correlacéo entre as estimativas de miscigenacdo africana, européia e amerindia obtidas com
0 método IG para doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme e a latitude ou longitude da
localidade onde os individuos foram amostrados.

Miscigenacdo Africana Miscigenacdo Européia Miscigenacdo Amerindia
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
correlagédo p valor correlagéo p valor correlacdo p valor
Latitude
doadores 0,233 0,465 -0,347 0,269 0,145 0,653
pacientes -0,810 0,008 0,766 0,016 0,513 0,157
Longitude
doadores 0,354 0,259 0,095 0,771 -0,763 0,004
pacientes 0,504 0,166 -0,463 0,211 -0,365 0,334

Anélises adicionais realizadas com o programa STRUCTURE considerando os painéis de 14
SNPs e 40 INDELSs separademente e em conjunto revelaram uma alta correlacdo entre as estimativas
de miscigenacdo obtidas com esses dois painéis tanto para doadores quanto para pacientes (tabela 15).
As analises adotaram os seguintes pardmetros: K=3, “burn-in Period” = 100 000, repeticdes de MCMC
apos “burning”= 100 000, modelo = ADMIXTURE, parametro alfa inferido para cada populagéo,
GENSBACK = 2 e MIGRPRIOR = 0.05, e frequéncias alélicas correlacionadas. Os resultados
apresentados na tabela 15 foram obtidos sem informacdo a priori para os individuos das populagoes
parentais para auxiliar no agrupamento. Desta forma, os resultados obtidos para os coeficientes de
correlacdo de Pearson apresentados nesta tabela incluem as estimativas também para os individuos das

populagdes parentais.
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4.9.2 Miscigenacdo individual

A miscigenacdo no nivel individual para doadores de sangue e pacientes com doenca
falciforme amostrados em diferentes regifes do Estado de Minas Gerais foi estimada por meio do
programa computacional STRUCTURE. As analises adotaram os seguintes parametros: K=3, “burn-in
Period” = 100 000, repeticdes de MCMC apds “burning” = 100 000, informagdo a priori para os
individuos das populacbes parentais para auxiliar no agrupamento (USEPOPINFO=1), modelo =
ADMIXTURE para os doadores e pacientes, parametro alfa inferido para cada populacéo,
GENSBACK = 2 e MIGRPRIOR = 0.05, e frequéncias alélicas correlacionadas. Também nessas
andlises foram considerados os resultados dos 14 SNPs e 40 INDELs. A figura 27 mostra uma

representacdo grafica dos resultados da anélise, onde cada barra vertical representa um individuo.

Tabela 15 Correlagdo entre as estimativas de miscigenacdo obtidas para doadores e pacientes
amostrados em diferentes regides do Estado de Minas Gerais utilizando o programa STRUCTURE

empregando diferentes conjuntos de marcadores

Estimativas de miscigenacao
AFR EUR AMR

Conjuntos de marcadores CcC p valor CcC p valor CcC p valor

Doadores e Parentais

14 SNPs X
40 INDELs 0,96 <0,001 0,95 <0,001 1,00 <0,001
14 SNPs X
14 SNPs + 40 INDELs 0,97 <0,001 0,97 <0,001 1,00 <0,001
40 SNPs X
14 SNPs+40 INDELs 0,98 <0,001 0,99 <0,001 1,00 <0,001
Pacientes e Parentais
14 SNPs X
40 INDELs 0,84 <0,001 0,86 <0,001 0,95 <0,001
14 SNPs X
14 SNPs+40 INDELs 0,87 <0,001 0,89 <0,001 0,96 <0,001
40 SNPs X
14 SNPs+40 INDELs 0,98 <0,001 0,99 <0,001 1,00 <0,001
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Doadores 14 SNPs e 40 INDELs Pacientes 14 SNPs e 40 INDELs
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Figura 27. Andlise de miscigenacdo individual dos doadores de sangue e pacientes com doenca
falciforme amostrados em diferentes localidades, utilizando o programa STRUCTURE. Cada barra

vertical representa um individuo.

Os resultados de miscigenacgdo no nivel individual apontaram para a ocorréncia de variagdo dos
niveis de ancestralidade para doadores e pacientes dentro das diferentes regides do estado e também
entre elas, conforme apresentado na figura 27.

Nas analises subsequentes, os doadores e pacientes foram classificados em trés grupos: 1)
individuos com ancestralidade africana superior a 85%; 2) Individuos com ancestralidade européia
superior a 85%; e 3) individuos com proporcGes intermediarias de miscigenacdo (tabela 16). Esta
classificacdo foi feita porque os individuos com valores mais extremos de miscigenagdo (superior a
85%) apresentam intervalos de probabilidade menores, produzindo estimativas mais precisas, enquanto
os individuos com valores intermediarios de miscigenacdo apresentam amplos intervalos de
probabilidade, produzindo, portanto, estimativas menos acuradas. Assim sendo, evitou-se analisar
separadamente os individuos, sobretudo aqueles com estimativas intermediarias de miscigenacdo, com
o0 intuito de se evitar inferéncias inadequadas. As figuras 28 e 29 apresentam o percentual de
individuos em cada regido do Estado de Minas Gerais, pertencentes a cada um desses trés grupos.
Nesses graficos, individuos com proporcGes intermediarias de ancestralidade européia e africana sdo

designados como “outros”.

84



Tabela 16. Propor¢do de individuos amostrados em diferentes localidades, que apresentam

ancestralidade africana e/ou européia superior a 85%

maior que 85%

maior que 85%

Ancestralidade européia  Ancestralidade africana  Ancestralidade européia ou
africana maior que 85%

Doadores

Belo Horizonte 51,6 6,5 58,1
Diamantina 12,5 4,2 16,7
Divindpolis 455 0,0 45,5
ltuiutaba 34,8 0,0 34,8
Juiz de Fora 30,0 6,7 36,7
Manhuagu 56,7 3,3 60,0
Montes Claros 25,0 4,2 29,2
Patos de Minas 42,9 0,0 42,9
Ponte Nova 24,0 8,0 32,0
S80 Jodo Del-Rei 40,0 0,0 40,0
Uberaba 38,5 0,0 38,5
Uberlandia 23,1 0,0 23,1
Pacientes

Belo Horizonte 14,3 14,3 28,6
Divinépolis 14,3 9,5 23,8
Gov. Valadares 7,7 7,7 15,4
ltuiutaba 14,3 14,3 28,6
Juiz de Fora 0,0 54,5 54,5
Manhuacu 0,0 12,5 12,5
Montes Claros 26,1 0,0 26,1
Patos de Minas 15,6 0,0 15,6
Uberaba 19,2 7,7 43,8
Uberlandia 22,7 9,1 31,8
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Figura 28. Proporcdo de doadores de sangue de diferentes regides de Minas Gerais, com alta
ancestralidade africana (>85% AFR), alta ancestralidade européia (>85% EUR) e com proporcdes

intermediarias de miscigenacao (outros)
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Figura 29. Proporgéo de pacientes com doenga falciforme de diferentes regides de Minas Gerais, com
alta ancestralidade africana (> 85% AFR), alta ancestralidade européia (> 85% EUR) e com

proporcdes intermediarias de miscigenacao (outros)

Por fim, visando a identificacdo de particularidades regionais relacionadas ao processo de
miscigenacdo no nivel individual, a miscigenacdo populacional africana e européia, estimada com o
método IG, foi comparada com o percentual de individuos com miscigenacdo africana ou européia
superior a 85% amostrados em diferentes localidades. As figuras 30 a 33 apresentam os resultados
destas analises e mostram que mesmo para localidades com miscigenacdo populacional semelhantes, a
miscigenacdo individual pode variar consideravelmente. Os codigos de trés letras apresentados nessas
figuras representam as diferentes localidades onde os sujeitos da pesquisa foram amostrados, conforme

descrito na lista de abreviaturas
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Figura 30. Miscigenacdo populacional africana (AFR 1G) e percentual de individuos com
ancestralidade africana superior a 85% (>85% AFR) em doadores de sangue amostrados em diferentes

localidades
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Figura 31. Miscigenacdo populacional européia (EUR 1G) e percentual de individuos com
ancestralidade européia superior a 85% (>85% EUR) em doadores de sangue amostrados em diferentes
localidades
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Figura 32. Miscigenacdo populacional africana (AFR 1G) e percentual de individuos com
ancestralidade africana superior a 85% (>85% AFR) em pacientes com doenca falciforme amostrados

em diferentes localidades
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Figura 33. Miscigenacdo populacional européia (EUR 1G) e percentual de individuos com
ancestralidade europeia superior a 85% (>85% EUR) em pacientes com doenca falciforme amostrados
em diferentes localidades
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5. DISCUSSAO

O ponto de partida para se estimar a miscigenacdo, quer seja no nivel populacional, individual
ou mesmo gendmico é a selegdo dos marcadores. Os primeiros estudos desenvolvidos com o intuito de
estimar a miscigenacdo na populacdo do sudeste brasileiro datam de 1933 e utilizaram marcadores
fenotipicos como os antigenos de sistemas de grupos sanguineos (Salzano e Bortolini, 2002). Em uma
segunda fase, esses estudos fizeram ampla utilizacdo de marcadores genéticos uniparentais como
mtDNA e marcadores do cromossomo Y (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001,
Carvalho-Silva et al., 2006). Mais recentemente, tais estudos passaram a adotar marcadores
moleculares autossémicos como microssatélites, INDELs e SNPs (Bastos Rodrigues et al., 2006;
Scliar et al., 2009; Pena et al., 2009). Os marcadores autossémicos tém sido atualmente preferidos
quando o objetivo do estudo é estimar as proporcBes de miscigenacdo, sobretudo no nivel individual,
ja que esses marcadores podem permitir uma melhor representacdo do genoma.

Se a alguns anos atras a escassez de marcadores polimorficos era um fator limitante nos estudos
de miscigenagdo em populagdes humanas, atualmente, com a abundancia de polimorfismos cujos
dados de frequéncias alélicas e genotipicas em diferentes populacdes estdo disponiveis em bancos
como HapMap e dbSNP, o desafio passou a ser a escolha dos conjuntos mais adequados para atender a
objetivos especificos.

Neste contexto, critérios econdmicos, estatisticos e técnicos devem ser levados em
consideracdo na construcdo de painéis de marcadores a serem genotipados para estudos de inferéncia
de ancestralidade e estimativa de miscigenacdo (Rosemberg et al., 2003).

Do ponto de vista econdmico, a utilizacdo de marcadores informativos de ancestralidade
(MIAs), em relacdo aos selecionados aleatoriamente, é desejavel para a reducdo dos esforcos de
genotipagem por permitir a diminuicdo do nimero de marcadores necessarios para estimar a
miscigenacdo (Rosemberg et al., 2003; Pffaf et al., 2004). Outra estratégia desejavel para promover a
viabilidade econémica desse tipo de estudo é a genotipagem simultanea do maior nimero possivel de
marcadores em uma mesma reagéo.

Um aspecto adicional, no que diz respeito aos critérios econdmicos da genotipagem, € a
possibilidade de reducdo dos custos por meio da padronizagdo de reagdes “in house”. No caso
especifico das reagdes de minisequenciamento para a genotipagem de SNPs realizadas no presente
estudo, foi alcancado menor custo por meio da estratégia de minisequenciamento monocromatico
(padronizada no Laboratorio de Diversidade Genética Humana - LDGH), em relagdo aos Kits
comerciais. A opgdo por genotipar os marcadores altamente informativos em sistemas multiplex por
meio de reagdes padronizadas “in house” representou uma economia de tempo e recursos, fatores que

sdo fundamentais para a viabilidade de qualquer procedimento.
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Além do aspecto financeiro, a selecdo de marcadores informativos de ancestralidade envolve o
aspecto estatistico, no que concerne a escolha do critério de informatividade a ser adotado. O tipo ideal
de marcador para estimativa de miscigenacgdo é aquele que apresenta diferentes alelos fixados em cada
populacdo parental. Entretanto marcadores desse tipo sdo escassos, 0 que leva a utilizagdo de outros
que, ainda que ndo sejam ideais, possuam um grau de informatividade adequado (Pfaff et al., 2004;
Rosenberg et al., 2003).

No presente estudo, optou-se pela utilizagdo da medida de informatividade de ancestralidade
(la), descrito por Rosemberg et al. (2003) como um dos critérios para a selecdo dos marcadores
integrantes dos Painéis AFR3 e AFR10. Esses dois conjuntos foram elaborados para distinguir a
miscigenacdo africana e européia. No entanto, devido a problemas técnicos, o painel AFR10 foi
posteriormente abandonado.

Na construcdo do Painel AMR4, desenhado para a avaliagdo de miscigenacdo amerindia, a
selecdo de marcadores tornou-se mais limitada devido a escassez de dados publicados acerca de SNPs
MIAs em populacdes de nativos americanos, sobretudo do Brasil. Desta forma, a selecdo dos
marcadores para a composi¢do deste painel foi menos restritiva e a diferenca das frequéncias alélicas
de SNPs entre as populacgdes parentais (8) foi o critério de informatividade adotado (& minimo de 0,2).
As informacdes relativas aos amerindios aqui consideradas referem-se as populacfes Maya-Pyma
(banco de dados do SNP500Cancer).

Na construcdo de painéis para estimar miscigenacdo, uma questdo também relevante a ser
observada, é o uso de marcadores bialélicos (que é o caso da maioria dos SNPs) para estimar a
ancestralidade de populagdes miscigenadas que se originaram a partir de mais de duas populacdes
parentais. No caso de uma populacdo di-hibrida um bom marcador de ancestralidade é aquele que
apresenta as maiores diferencas possiveis de freqiiéncias alélicas (8) entre as duas populacGes
parentais. Contudo, quando a populacdo miscigenada originou-se de mais duas populacdes parentais
(por exemplo, populacdo miscigenada tri-hibrida), existe uma maior complexidade na escolha de
marcadores. Ao empregar marcadores informativos de ancestralidades (MIAs) bialélicos para medir
miscigenacao tri-hibrida, tais marcadores poderdo, na melhor das hipoteses, indicar a origem de um
determinado alelo, discriminando uma populacdo das duas demais, mas ndo podera resolver a
ambiguidade restante. Considerando por exemplo um marcador bialélico cujo alelo “a” tenha
frequéncia igual a 1 na populacédo A e freqliéncia zero nas populacdes B e C, a genotipagem do mesmo
sera suficiente apenas para distinguir a ancestralidade oriunda de A, restando a ambiguidade quanto a
ancestralidade B e C. Esta ambiguidade devera ser resolvida a medida que sdo acrescentados a analise
marcadores informativos para as outras populagdes parentais. No caso do presente estudo, foi
construido um painel de marcadores com o intuito de distinguir a ancestralidade africana da européia

(AFR3), e um segundo painel, para contribuir na resolucdo da ambiguidade quanto & ancestralidade
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amerindia (AMR4), por possuir marcadores com frequéncias alélicas mais diferenciadas em
amerindios (tabela 5).

Além da informatividade, um critério estatistico adicional e bastante relevante a ser
considerado na selecdo de marcadores foi a independéncia (escolha de marcadores ndo ligados)
objetivando evitar a redundancia de informacao, que tornaria a genotipagem menos eficiente.

Do ponto de vista técnico, quando se deseja genotipar conjuntamente diversos marcadores, é
importante considerar a compatibilidade para genotipagem em uma mesma reacdo. Além disso, é
desejavel dispor de algum nivel de flexibilidade, para evitar uma total dependéncia em relacdo a um kit
comercial ou um determinado tipo de equipamento. No presente estudo, esta flexibilidade foi buscada
por meio do desenho dos iniciadores de forma a permitir a genotipagem dos painéis por meio dos
sistemas de minisequenciamento monocromatico e policromatico (kit SNaPshot, Applied Biosystems)
(figura 6). A compatibilidade de marcadores a serem genotipados em uma mesma reagdo multiplex
monocromatica (com apenas um ddNTP fluorescente) implica principalmente em ndo haver
polimorfismos do tipo G/C e A/T no mesmo painel. A flexibilidade possibilitada com o uso desta
estratégia compensa a limitacdo na escolha dos marcadores.

A utilizacdo da ferramenta bioinforméatica Muplex para o desenho dos iniciadores de PCR para
reacbes conjuntas (multiplex) revelou-se uma Otima opc¢do. Apenas trés dos 30 marcadores
inicialmente selecionados ndo foram eficientemente amplificados, em reacdes individuais ou
conjuntas, por meio dos iniciadores desenhados por esse programa, conforme visualizado em
eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida. Além disso, esta deficiéncia foi apenas aparente
uma vez que, na etapa de minisequenciamento, foi possivel genotipar esses loci, ou seja, 0s produtos
amplificados, embora ndo estivessem em quantidade suficiente para visualizacdo em gel, estavam
presentes e aptos a servirem de molde nas reaces de minisequenciamento. Estes resultados sugerem
que mesmo na auséncia da visualiza¢do dos produtos de PCR em géis, é conveniente testar a reacao de
mini-sequenciamento.

Ao final da padronizacdo das reacBes de genotipagem, 14 SNPs foram genotipados com
sucesso, em duas reagdes multiplex (tabela 3). O principal fator limitante observado na etapa de
padronizacdo da genotipagem por minisequenciamento foi o fato de que fragmentos pequenos
(menores que 45 a 50 nucleotideos) ndo podem ser visualizados no eletroferograma da genotipagem
monocromatica (seqlenciador Megabace), embora seja possivel genotipa-los com a estratégia de
minisequenciamento policromatico (SNaPshot). Este fator exigiu que alguns iniciadores fossem
redesenhados, de modo a aumentar as caudas adicionadas na extremidade 5'. Entretanto, a eficiéncia da
genotipagem ficou bastante comprometida com a utilizagcdo de fragmentos muito grandes (acima de
120 a 125 nucleotideos) devido ao baixo sinal no eletroferograma (picos demasiadamente baixos ou

inexistentes), além de exigir a utilizacdo de iniciadores purificados por HPLC, 0 que aumenta o custo
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das reacGes. A utilizacdo de iniciadores muito longos e ndo purificados nesta etapa pode levar a
ocorréncia de picos inespecificos gerados pela heterogeneidade de tamanho dos iniciadores durante o
processo de sintese.

Conforme j& relatado em estudos semelhantes (Vallone et al., 2004; Carvalho e Pena, 2004),
diferencas nos sinais (magnitude dos picos) para diferentes loci genotipados foram observados durante
o precedimento de genotipagem (figura 7). As tentativas de uniformizacdo do sinal por meio da
alteracdo da concentracdo dos iniciadores ndo apresentaram resultados satisfatorios uma vez que
levavam a melhora da genotipagem de alguns marcadores a custa da piora de outros.

A taxa media de recuperacdo de genotipos por lécus no presente estudo foi de 90% para a
totalidade de doadores, pacientes e individuos das populacdes parentais genotipados. Os Unicos loci
para 0s quais a taxa de recuperacdo nao foi superior a 80% foram os marcadores INDELSs 4, 19 e 20,
para 0s quais a taxa de falha de genotipagem foi de 21,2, 26,1 e 32,2%, respectivamente.

Os testes para o Equilibrio de Hardy-Weinberg realizados com o auxilio do programa GDA
revelaram que, apds correcdo de Bonferroni, o locus rs1372115do painel de 14 SNPs em doadores de
sangue amostrados em Diamantina e o locus 20 do painel de 40 INDELs em pacientes com doenga
falciforme amostrados em Montes Claros e na populacdo parental Amerindia estavam fora do
equilibrio.

Os dados apresentados na tabela 5 mostram que os marcadores que compuseram o painel de 14
SNPs atendem razoavelmente bem os requisitos de bons marcadores informativos de ancestralidade:
frequéncias alélicas diferentes entre os grupos parentais, porém relativamente homogéneas dentro
deles. Estas caracteristicas podem amenizar a escolha de populacdes parentais que ndo sdo iguais,
embora sejam semelhantes aquelas que deram origem a populacdo miscigenada sob investigacdo. Este
é um fator importante ja que muitas vezes as populacfes parentais na realidade podem consistir em
uma amalgama de populacGes (como é o caso os africanos, que vieram para o Brasil a partir de
diversas regides da Africa). Em outros casos, as populacdes parentais sequer existem na atualidade,
para que possam ser estudadas (como é o caso de varias populacGes de Nativos Americanos).

Em estudos de genética de populacGes, a estrutura genética é um termo usado para indicar a
existéncia de diferencas nas frequéncias alélicas e/ou genotipicas entre duas ou mais populagdes. Esta
estrutura € moldada ao longo do tempo pela interagédo de diversos fatores como selecdo natural, deriva
genética, mutagdo, migracdo, endogamia, efeito fundador, entre outros. Uma das formas de se avaliar a
estrutura genética de uma populacdo é o uso dos indices de fixacdo (estatistica F de Wright, ou Fst)
como medidas de distancias genéticas (Lewis e Zaykin, 2002).

Os valores de Fst par a par obtidos para os grupos de doadores e pacientes amostrados em
diferentes localidades apresentaram valores baixos (tabelas 8 e 9), sendo que apenas 10 de 66 valores

computados para doadores e 12 de 36 valores computados para pacientes apresentaram significancia
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estatistica (tabelas 8 e 9). Os maiores valores encontrados foram 0,019920 entre doadores, para o par
Belo Horizonte - Uberlandia e 0,051954 entre pacientes, para o par Juiz de Fora- Montes Claros. O
maior nimero de valores de Fst significativos foi observado para os doadores de sangue amostrados
em Diamantina (7 valores de Fst significativos) e para os pacientes com doenga falciforme amostrados
em Juiz de Fora (8 valores de Fst significativos). Comparando estas analises com os resultados de
miscigenacdo, pode-se observar que sdo justamente estes os grupos de doadores e pacientes com maior
miscigenacao africana.

Os baixos valores de Fst obtidos para os grupos de doadores e pacientes mostram que ndo ha
uma reducdo substancial da heterozigosidade nos grupos estudados. Esses achados sugerem baixa
diferenciacdo genética entre as regides do Estado de Minas Gerais, para doadores de sangue e
pacientes com doenca falciforme. Resultados de Fst baixos ou sem significancia estatistica entre
regides do Brasil ja foram relatados (Lins, 2007), ndo sendo, portanto, inesperada a sua ocorréncia
dentro do estado de Minas Gerais.

Estes pequenos valores de Fst podem estar relacionados aos fatores histdricos, sociais e
culturais, que influenciaram o processo de ocupagdo do territorio no estado. Relatos histéricos sugerem
que o processo inicial de povoamento ndo foi uniforme ao longo do espaco geografico mineiro, com a
participacdo de diferentes populacdes nativas e influxo de imigrantes europeus e africanos que
variaram em nimero e origem, dependendo da regido. No entanto, eventos posteriores como migracdes
entre as diferentes regiGes podem ter contribuido para diminuir as distancias genéticas inter-regionais.
Além disso, embora se espere que individuos que residem mais proximos tenham uma maior
probabilidade de se reproduzirem entre si, do que com aqueles que residem em pontos mais afastados,
0s grupos constituidos por individuos (doadores e pacientes) amostrados em diferentes regides nao
constituem populagdes naturais, mas grupos artificialmente formados com o objetivo de viabilizar as
analises.

Adicionalmente, embora a totalidade dos doadores de sangue e pacientes portadores de doenca
falciforme amostrados no presente estudo tenha declarado que nasceu em Minas Gerais, ndo se pode
excluir a possibilidade de que muitos deles sejam filhos ou netos de migrantes. Esta situacdo é
particularmente provavel em municipios para os quais se observou grande influxo migratério, como é
0 caso de Belo Horizonte, que viu sua populagéo subir de 13.472, no ano de 1900 para 2.452.617 em
2009.

Os pequenos valores de Fst computados para doadores e pacientes possivelmente contribuiram
para obtencdo de resultados negativos para a a existéncia de um padréo geografico compativel com o
modelo de isolamento por distancia (teste de Mantel) em Minas Gerais (tabela 10; figuras 10 e 11).
Desta forma, a auséncia de adaptacdo dos dados genéticos ao modelo IBD indica que ndo hd um

decréscimo da similaridade genética entre populacfes & medida que as distancias geogréficas entre elas
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aumentam, embora a ocorréncia de outros padrdes mais complexos de estruturacdo geografica da
diversidade genética ndo tenha sido descartada.

Um procedimento muito importante a ser adotado quando se pretende estudar a miscigenacao
ou estrutura populacional utilizando um namero limitado de marcadores (no caso, o painel de 14
SNPs) é testar previamente a precisao dos resultados fornecidos por esse painel. Isto pode ser obtido
por meio da genotipagem dos marcadores sob analise em um conjunto de amostras de referéncia, para
as quais existem dados de genotipos disponiveis para um grande nimero de marcadores. Esta mesma
estratégia foi usada por Bastos-Rodrigues (2006) para avaliar o painel de 40 INDELs em estudos de
estrutura genética de populacdes humanas em nivel mundial, por meio das amostras de DNA do painel
de referéncia do HGDP-CEPH (Cann et al., 2002).

No presente estudo o desempenho do painel de 14 SNPs foi avaliado por meio da comparacao
entre as estimativas de miscigenacdo individual e populacional obtidas com este conjunto de
marcadores, e 0s resultados obtidos com a utilizacdo de um painel de 108 MIAs (0s gquais assumimos
fornecerem estimativas mais precisas). Para isto, foram empregadas as amostras de individuos
miscigenados denominados como Hispanicos do painel do projeto SNP500Cancer. Estas amostras,
assim como as dos africanos, europeus e amerindios considerados como populagdes parentais, sdao uma
referéncia apropriada para a finalidade descrita, uma vez que estdo disponiveis como células

imortalizadas no repositério Coriell (www.coriell.org). Este repositorio pode fornecer amostras de

DNA de boa qualidade, para reproduzir ou mesmo estender os resultados obtidos no presente estudo.
Células imortalizadas, que podem ser usadas com propdésito semelhante, sdo encontradas em painéis
como os do CEPH-HGDP (Cann et al., 2002), o SNP500Cancer (Packer et al., 2006) e 0 HapMap
(The International HapMap Consortium 2007).

A andlise dos individuos das populacdes parentais (africanos, europeus e amerindios)
genotipados para o painel de 14 SNPs por meio do programa STRUCTURE revelou que quase todos
os individuos foram corretamente atribuidos a suas populacGes de origem (figura 12), com base
exclusivamente em dados genéticos. No entanto, conforme foi evidenciado em analises subseqlientes,
este ndo é um preditor eficiente para a acuracia de um painel em estimar a miscigenacdo individual,
principalmente naqueles casos em que as taxas de miscigenacao sdo elevadas.

Ao testar o painel de 14 SNPs, em relagdo a um maior conjuto de marcadores (108 SNPs),
utilizando exatamente os mesmos individuos tanto das populag¢des parentais, quanto da miscigenada
foi possivel verificar que este painel é adequado para medir a miscigenacdo européia, mas pode
superestimar a miscigenagdo africana e subestimar a miscigenagcdo amerindia (tabela 11). A
introducdo de mais individuos na composicao da populacéo parental amerindia (Ashaninkas e Shimaa)
foi capaz de alterar as estimativas de miscigenacdo populacional para os hispanicos, obtidas com o

painel de 14 SNPs, de modo a tornar a miscigenacdo amerindia mais precisa. Entretanto, esta mesma
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alteracdo fez com que a miscigenacao europeia passasse a ser subestimada, enquanto a miscigenacao
africana continuou a ser superestimada, SO que agora em menor escala. Esta tendéncia de
superestimativa da miscigenacdo africana, em comparagdo com os resultados obtidos com os 108
SNPs, foi uma caracteristica observada nas andlises utilizando o painel de 14 SNPs e que persistiu
mesmo apds a ampliacdo do numero de marcadores, com a incorporacdo do painel de 40 INDELS
(figuras 13, 14 e 15).

Em geral, os métodos estatisticos para estimativa de miscigenacdo assumem que ndo ha erro na
escolha dos grupos parentais ou em suas frequéncias génicas. No caso dos estudos conduzidos no
Brasil, a adequacéo a esta suposicéao é particularmente dificil no que diz respeito a populacdo parental
amerindia (Scliar, 2009). Os grupos nativos da América do Sul constituem as populacdes mais
heterogéneas de todos 0s continentes, apresentando uma grande diferenciacdo nas frequéncias alélicas,
em decorréncia de fatores como a deriva genética causada pelos pequenos tamanhos efetivos dos
grupos, e a ocorréncia de efeitos fundadores ao longo da historia dessas populacdes (Mesa et al.,
2000). No Brasil, e especificamente em Minas Gerais, a obtencdo de amostras representativas da
populacdo parental amerindia € dificultada, ja que a maior parte dos grupos esta extinto ou apresenta
miscigenacdo com outras populag¢des. Desta forma, a utilizagcdo das amostras de nativos americanos do
Peru como populacdo parental amerindia, embora ndo seja em teoria uma escolha perfeita, foi a melhor

opcao disponivel.

As estimativas de miscigenacdo populacional africana e européia para os Hispanicos,
conduzidas com os métodos de identidade genética e tempos de coalescéncia, apresentaram resultados
bastante concordantes entre si (tabela 11, figuras 13 e 14). Dentre os métodos desenvolvidos para se
estimar a miscigenacdo no nivel populacional, os que utilizam as abordagens de Identidade Genética e
Tempos de Coalescéncia estdo entre os mais citados na literatura nos altimos 20 anos (Choisy et al.,
2004).

Segundo testes comparativos entre métodos desenvolvidos com o intuito de se estimar a
miscigenacdo (Choisy et al., 2004), o método de IG apresenta bom desempenho para populagoes
miscigenadas apresentando propor¢des centrais de miscigenacdo (ou seja proximos de 50% de
contribuicdo de cada uma entre duas populages parentais), produzindo, nesses casos, estimativas
bastante precisas. Quando as proporcOes de miscigenagdo sdo mais baixas (menos de 10% de
contribuicdo de uma das populagdes parentais) ou o evento de hibridizacdo tem idade superior a 100
geracOes, observa-se uma queda da qualidade das estimativas obtidas com esta abordagem. No caso
dos doadores de sangue e pacientes, para 0s quais a miscigenagdo iniciou-se a ndo mais que 15
geracOes, as populagdes parentais sdo relativamente diferenciadas, e as taxas de miscigenagdo sdo

altas, este método € uma boa escolha, podendo fornecer estimativas confiaveis. Esta opcdo &
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corroborada por outros trabalhos que ponderaram acerca da melhor escolha do método estatistico para

estimativa de miscigenacao (Salzano e Bortolini, 2002).

Ainda de acordo com os resultados de comparacdo entre métodos (Choisy et al., 2004), a
abordagem TC apresenta um dos melhores desempenhos em diferentes condi¢bes de anélise (mesmo
as adversas), 0 que torna também esta uma 6tima opg¢do. Por fim, além dos métodos IG e TC serem
amplamente utilizados em estudos em todo o mundo, testes comparativos de desempenho ndo foram
capazes de demonstrar superioridade de um em detrimento do outro em toda e qualquer circunstancia
(Choisy et al., 2004, Excoffier et al., 2005).

J& 0 método implementado no programa STRUCTURE, para o qual a miscigenacdo
populacional é calculada pela média das estimativas individuais, observou-se superestimativa da
miscigenacdo européia e subestimativa da miscigenacdo africana, quando comparado aos outros
métodos (tabela 11).

As estimativas de miscigenacdo no nivel individual realizadas para os Hispanicos com os 108
MIAs e subconjuntos menores de SNPs selecionados aleatoriamente a partir desses 108 marcadores,
evidenciaram que utilizando subconjuntos de 50 ou 80 SNPs, a correlacdo das estimativas de
miscigenacdo individual em relacdo as obtidas com os 108 MIAs € maior que 88%, enquanto com
menos de 20 MIAs, a correlacdo é menor que 66% (tabela 12). Desta forma, ainda que o conjunto de
14 MIAs contenha informacéo para estimar a miscigenacdo no nivel populacional, as inferéncias de
miscigenacdo no nivel individual ndo sdo precisas com menos de 20 marcadores, sobretudo para 0s
individuos mais miscigenados. Podemos afirmar portanto que, conforme ja previsto para pequenos
painéis de marcadores, o painel de 14 SNPs padronizado no presente estudo ndo fornece estimativas
adequadas da miscigenac¢do no nivel individual.

A ampliacdo do nimero de marcadores genotipados, com a introdu¢do do painel de 40 INDELs
padronizado por Bastos-Rodrigues et al. (2006) resultou na melhoria das estimativas de miscigenacao
individuais, quando comparado com as estimativas obtidas com 108 MIAs e, portanto, as analises
subsequentes de miscigenacdo foram realizadas com os conjuntos de 14 SNPs e 40 INDELs (tabela
12).

Na expectativa de melhorar ainda mais estes resultados, um terceiro painel, composto por 10
INDELs especificos para detectar a miscigenacdo amerindia foi incorporado nas analises. Contudo o
que se observou foi a diminuigédo dos valores para a correlagédo em relagéo aos resultados obtidos com
108 MIAs (que assumimos serem mais precisos) (tabela 12). Uma possivel explicagdo para este
acontecimento € a introducdo de um viés. Por esse motivo, as analises de estrutura populacional e
estimativas de miscigenacao ulteriores foram realizadas apenas com os conjuntos de 14 SNPs e 40
INDELSs.
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Outra evidéncia da baixa precisdo das estimativas de miscigenacgéo individual com a utilizacédo
de um ndmero reduzido de marcadores emergiu quando os intervalos bayesianos de probabilidade de
90% (90%-PI) para a miscigenacgéo individual gerados pelo STRUCTURE foram plotados contra as
estimativas de miscigenacdo individual (Figura 16). Esta analise sugere que, sobretudo para
individuos com altos niveis de miscigenacéo (contribui¢do de uma das populacdes parentais superior a
20%), os intervalos de probabilidade se elevam de forma pronunciada quando o nimero de marcadores
utilizados para a inferéncia da miscigenacdo individual é inferior a 50.

Resultados semelhantes, ou seja, amplos intervalos de probabilidade, resultando em estimativas
de miscigenacdo individual pouco precisas para individuos miscigenados ou hibridos foram relatados
em estudos envolvendo diversas outras especies como o peixe lacio Esox lucius (Larsen et al., 2005), o
bacalhau do Atlantico Gadus morhua (Nielsen et al., 2003), gatos silvestres da Europa Felis silvestris
(Pierpaoli et al., 2003), pequenos felideos do Brasil como Leopardus geoffroyi e L. tigrinus (Trigo et
al., 2008), e a espécie de cobra Sistrurus catenatus.

Uma vez concluida a etapa de testes para avaliacdo das potencialidades e limitagdes dos painéis
de marcadores utilizados, partiu-se para a analise dos sujeitos de pesquisa especificamente amostrados
para o presente projeto: doadores de sangue e pacientes com doenca falciforme.

A miscigenacdo no nivel populacional para doadores e pacientes amostrados em diferentes
regibes do Estado de Minas Gerais, considerando-se o conjunto de 54 marcadores (14 SNPs e 40
INDELSs), foi estimada por meio dos métodos de identidade genética (Chakraborty,1985) tempos de
coalescéncia (Dupanloup e Bertorelle, 2001), com o auxilio dos programas ADMIX95 e ADMIX2,
respectivamente, assim como por meio do método Bayesiano implementado no programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).

Os resultados das analises de miscigenacdo populacional pelo método IG (tabela 13)
evidenciaram que, de modo geral, com a utilizacdo de 14 SNP e 40 INDELs, doadores apresentaram
menor miscigenacdo africana (34,1%) que os pacientes (45,5%). Esta diferenca era esperada uma vez
que, embora o alelo associado & doenca falciforme esteja presente na Africa sub-Saariana, Africa do
Norte, Grécia, Italia, Oriente Médio, Peninsula Arébica, india e China (Pena, 2008), a origem deste
alelo no Brasil tem origem quase exclusivamente africana, tendo sido introduzido pela imigracao
forcada dos escravos no periodo colonial. Desta forma, aquele trecho especifico do genoma onde se
localiza a mutagdo possui ancestralidade africana com grande probabilidade para todos os pacientes, o
gue pode ndo ocorrer para os doadores. Entre os pacientes, 0os homozigotos (portadores de anemia
falciforme) apresentaram miscigenacdo africana (47,3%) mais elevada do que os heterozigotos
(40,0%) para a mutacéo (portadores de outras doencas falciformes), o que era igualmente esperado.

Estudos prévios, porém relativamente recentes, acerca da miscigenacdo em Minas Gerais

apresentam resultados diversificados:
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1) Entre individuos mineiros auto-declarados como “brancos” (n=142) foi demonstrada, por meio da
genotipagem de 40 polimorfismos de insercéo-delecdo (os mesmos utilizados no presente estudo), a
ocorréncia de 16,1% de ancestralidade africana, 70,8% de ancestralidade européia, e 13,1% de
ancestralidade amerindia com a utilizacdo do programa STRUCTURE (Pena et al., 2009).

2) Em individuos da comunidade rural de Queixadinha, municipio de Carai, Vale do Jequitinhonha
(n=173), categorizados em trés grupos (brancos, pardos e preto), com base em caracteristicas
fenotipicas, os resultados obtidos a partir da analise de 10 MIAs mostraram que, no nivel populacional,
a propor¢do de ancestralidade africana foi de 51% para o grupo dos individuos classificados como
pretos, 44% para o grupo dos pardos, 32% para 0 grupo dos brancos e 44% para a populacdo total
(Parra et al., 2003).

3) Na cidade de Belo Horizonte, capital do estado, com base na genotipagem de 13 microsatélites de
uso forense em 234 individuos ndo relacionados e oriundos do banco de dados de testes de paternidade
de um laboratorio particular, foi estimada uma contribuicdo africana de 34%, européia de 65%, e

amerindia de 1%, com a utilizacdo do método estatistico IG (Scliar et al., 2009).

Os doadores de sangue da regido metropolitana de Belo Horizonte possuem um perfil socio-
econdmico conhecido, sendo este grupo composto predominantemente por individuos de menor poder
aquisitivo e predomindncia de “cor” morena, mulata ou parda, em consonancia com as caracteristicas
gerais da populacdo brasileira (Souza e Silva, 2000; Brener et al., 2008, Vertchenko, 2005). Ainda
assim, os resultados de miscigenacéo encontrados para doadores amostrados em Belo Horizonte (36%
de contribuicdo africana, 61% de contribuicdo européia e 3% de contribuicdo amerindia) ndo foram
discrepantes dos descritos por Scliar et al. (2009) para amostras deste mesmo municipio, oriundos do
banco de dados de testes de paternidade de uma institui¢do privada, e também obtidos pelo método de
IG. Estes achados chamam a atencdo uma vez que a principio se esperaria uma maior ascendéncia
européia para a amostra proveniente de testes de paternidade, a qual abrigaria individuos com poder
aquisitivo mais elevado. Esta conjuntura, a qual na realidade ndo foi constatada, seria esperada devido
a fatores histdricos e socio-econdmicos ja que no Brasil, as classes com maior poder econémico sao
predominantemente constituidas por individuos “brancos”, que supostamente possuem uma maior
ancestralidade européia, enquanto nas classes de menor poder econdmico, predominam “pardos” e
“pretos” (IBGE). Além disso, embora ndo seja possivel a realizacdo de uma comparacao rigorosa, 0S
resultados encontrados para miscigenagdo por meio de marcadores moleculares ndo apresenta
discordancia, em relacdo aos dados de composi¢do da populacdo obtidos por auto-declaracdo no ano
de 2006 (IBGE) para a regido metropolitana de Belo Horizonte: 42,3% de brancos, 10,3% de pretos,
46,8% de pardos e 0,6% de amarelos ou indigenas.

Para o grupo de doadores amostrados em Diamantina, os resultados de ancestralidade africana

(46%) foram semelhantes aqueles observados em Queixadinha (44%) tanto para a populacdo geral
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quanto para o grupo de individuos classificados como pardos. Esta comparacdo € pertinente uma vez
que tanto Diamantina quanto Queixadinha localizam-se na mesma regido do estado (Vale do
Jequitinhonha).

Quanto as estimativas de miscigenacdo descritas por Pena et al. (2009) para os mineiros
classificados como brancos por meio de auto-declaracéo, utilizando o programa STRUCTURE, os
resultados mais préximos encontrados no presente estudo fora aqueles obtidos para os doadores
amostrados em Manhuagu e Patos de Minas (ancestralidade africana de 17%, européia de 80% e
amerindia de 3%), embora nenhuma das amostras de doadores tenha apresentado miscigenacao
amerindia tdo elevada (13%) quanto a descrita por Pena et al. (2009), com esta metodologia de anélise
(método bayesiano implementado no programa STRUCTURE). Entretanto, possiveis inferéncias
elaboradas a partir desta comparacdo possuem valor limitado, j& que o perfil das amostras utilizadas
nesses estudos é bastante distinto.

Para as demais localidades do Estado de Minas Gerais onde houve amostragem de doadores e
pacientes, ndo ha dados de literatura especificos, referentes a estimativas de miscigenacdo, que
possibilitem comparagdes adicionais.

Por outro lado, outras fontes de dados que permitem comparagfes suplementares séo o0s
trabalhos que estimaram a miscigenacdo em amostras da regido sudeste do Brasil, onde esta situado o
estado de Minas Gerais. Callegari-Jacques et al. (2003), analisando um grupo de individuos
amostrados em Campinas, estado de Sdo Paulo com a utilizagdo de 12 marcadores STR e 0 método
estatistico IG, encontraram ancestralidade africana de 20% (+ 5,1), européia de 73% (+4,5) e
amerindia de 7% (%2,8). Lins (2007), analisando uma amostra de 40 individuos da regido sudeste com
28 SNPs marcadores informativos de ancestralidade com o programa STRUCTURE encontrou
ancestralidade africana de 12,9% e européia de 78,8% considerando trés populac@es parentais (K=3) e
miscigenacao africana de 18,8% e européia de 81,8% considerando duas populacgdes parentais (K=2).

A comparacao desses resultados de miscigenacdo com os obtidos no presente estudo indicam
que as estimativas apresentadas por Callegari-Jacques et al. (2003) apresentam maior componente
europeu e menor componente africano do que os observados para os doadores de sangue de Minas
Gerais também obtidos pelo método de andlise IG. A maior ancestralidade africana encontrada para o0s
doadores de sangue de Minas Gerais pode indicar que os resultados obtidos apresentam um viés em
direcdo a superestimativa da miscigenacao africana e subestimativa da miscigenacdo européia. Esta
hipdtese estd em concordancia com os resultados das analises realizadas para os Hispanicos, ja que
também nessas anélises a miscigenacao africana foi superestimada e a européia subestimada com o0 uso
do conjunto de 14 SNPs e 40 INDELs, em relagdo aos resultados obtidos com 108 MIAs. Por outro
lado, os resultados obtidos por Callegari-Jacques et al. (2003) podem também apresentar um viés em

direcdo oposta: superestimativa da miscigenacdo européia e subestimativa da miscigenacao africana,
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conforme discutido pelos proprios autores, ja que comparacdes com estudos anteriores (Salzano e
Borrtolini, 2002), conduzidos com dados de grupos sanguineos e proteinas estimaram menores
contribuicGes européias e maiores contribuicGes africanas. Além disso, vale ressaltar que 1) as
amostras usadas no estudo de Callegari-Jacques et al. (2003) sdo provenientes de bancos de testes de
paternidade, podendo, portanto apresentar viés em direcdo a um maior componente europeu, devido ao
fator socio-econdmico, conforme anteriormente discutido; 2) outros estados importantes da regido
sudeste possuem populagdo auto-declarada como branca mais elevada do que o estado de Minas Gerais
(46,2%), como Séo Paulo (67,9%) e Rio de Janeiro (54,6%), 0 que pode contribuir para 0 maior
componente europeu detectado por Calegari-Jacques et al. (2003) para o sudeste brasileiro; 3) os
estudo de Calegari-Jacques et al. (2003) e Scliar et al. (2009) foram publicados com seis anos de
intervalo e, durante este periodo, o perfil dos clientes de testes de paternidade mudou
consideravelmente, devido ao barateamento do exame e facilitacdo das condi¢des de pagamento
(Malta, 2010, comunicacao pessoal).

Em vista de todas essas comparac6es, podemos dizer que nao é possivel descartar a existéncia
de um viés para os resultados das estimativas de miscigenacdo dos doadores de sangue em direcéo a
superestimativa da miscigenacéo africana. Entretanto, a comparagéo dos resultados obtidos no presente
estudo com aqueles conduzidos com amostras coletadas em regides especificas de Minas Gerais como
Belo Horizonte (Scliar et al., 2009) e Vale do Jequitinhonha (Parra et al., 2003) apresentaram
resultados bastante concordantes. Este fato pode ser um indicio de que os valores reportados por nos
podem na verdade estar proximos da realidade. Vale ainda ressaltar que as variacBes entre 0s
resultados dos diferentes estudos podem refletir outros aspectos envolvidos nos processos de
estimativa de miscigenacdo como a heterogeneidade das amostras analisadas e as diferentes naturezas
dos painéis de marcadores empregados.

No que diz respeito as propor¢des de miscigenacdo populacional, obtidas para os pacientes
com doenca falciforme, ndo ha dados de literatura que permitam uma comparacao aceitavel, ja que ndo
héa relatos para a miscigenacao deste tipo de pacientes no Brasil, utilizando analises genéticas.

Os resultados obtidos para a totalidade dos sujeitos de pesquisa investigados nos permitem
dizer que foram constatadas diferencas significativas para as propor¢fes de miscigenacdo entre 0s
grupos, tanto de doadores, quanto de pacientes, amostrados em diferentes regiGes do estado de Minas
Gerais (figuras 19 a 24).

A partir desta observacéo, é possivel deduzir que estudos com amostragem restrita a um nico
municipio ou regido do estado podem nédo fornecer resultados passiveis de serem extrapolados para
todo o territdrio mineiro e tampouco para a regido sudeste do pais. Isto se da porque o Estado de Minas
Gerais possui grande extensdo territorial com &rea equivalente & de paises como a Franga, e porque sua

ocupacéo foi bastante heterogénea.
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A andlise dos resultados de miscigenacdo de doadores e pacientes em relacdo as coordenadas
geograficas do local da amostragem (latitude e longitude) mostraram que a latitude se correlaciona
negativamente com a ancestralidade africana (cc=-0,810, p=0,008) e positivamente com a
ancestralidade européia (cc=0,766, p=0,016) para 0s pacientes enquanto a longitude se correlaciona
negativamente com a miscigenacdo amerindia (cc= -0,763, p= 0,004) apenas para os doadores (tabela
14).

Como os valores de latitude sao negativos, decrescendo em direc¢do ao sul, os resultados dessas
analises significam que quanto mais ao sul estd o local de amostragem (menor latitude) maior € a
ancestralidade populacional africana e menor é a européia, para os pacientes com doenca falciforme
(tabela 14, figura 25). Esta tendéncia € oposta a descrita para a miscigenacdo no ambito do territério
brasileiro, em sua totalidade, onde em geral, se observa um incremento em dire¢cdo Norte — Sul da
contribuicdo européia (Alves-Silva et al., 2000; Parra et al., 2003; Callegari-Jacques et al., 2003). Isto
sugere que os pacientes portadores de doenca falciforme possuem caracteristicas peculiares no que diz
respeitos aos padrdes geograficos de miscigenacao, e que resultados obtidos com outras populagdes
ndo podem ser extrapolados para esse grupo.

A correlacdo entre longitude e miscigenacdo amerindia encontrada para os doadores de sangue,
com maior concentracdo de ancestralidade amerindia no triangulo mineiro (tabelal4; figura 26), ndo
tem paralelo na literatura. Os povos indigenas que habitam atualmente o estado de Minas Gerais
localizam-se principalmente nas regides norte e nordeste Os estados fronteiricos do triangulo mineiro
(Sdo Paulo e Goias) também ndo apresentam populacdo amerindia expressiva a ponto de se esperar
alguma influéncia sobre a regido (IBGE). Desta forma, é possivel que a maior propor¢cdo amerindia
encontrada nesta regido seja um reflexo de eventos de miscigenacdo mais antigos, entre 0S povos
nativos e os colonizadores.

O estabelecimento de uma relacdo entre os resultados de estimativas de miscigenacdo
encontrados no presente estudo e os aspectos historicos envolvidos na ocupacgdo do territdrio mineiro
ndo é uma tarefa simples. O processo de povoamento do estado de Minas Gerais foi extremamente
heterogéneo, envolvendo a participacdo de povos nativos e estrangeiros, cujos padrdes demograficos
variaram substancialmente ao longo do tempo e do espaco geogréafico (Souza, 2009).

A descoberta da existéncia de ouro em abundéncia no estado de Minas Gerais atraiu centenas
de milhares de imigrantes europeus e brasileiros na primeira metade do século XVIII. Com o declinio
da mineracgdo, na segunda metade do século XVl e a conseqiente desestabilizacdo da economia local,
a entrada de africanos diminuiu, e a diversidade regional tornou-se mais acentuada. As regides sul e
sudeste (fronteira com Sao Paulo e Rio de Janeiro) tornaram-se importantes areas cafeicultoras. Os
antigos centros mineradores, onde se localizavam 0s maiores e mais antigos centros urbanos da

provincia, permaneceram como centros de artesanato, comércio e agricultura. Ja no norte e no nordeste
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onde se observavam baixas densidades populacionais, predominou a pecuaria extensiva (Luna e Klein,
2004).

As particularidades envolvidas no povoamento de regides, e mesmo de municipios, resulta em
um cenario extremamente complexo, no qual generaliza¢es e simplificagdes podem implicar em
suposicdes inadequadas. Assim sendo, optou-se por destacar apenas aspectos especificos do processo
de miscigenacdo envolvido na formacdo da populacdo atual do estado, que sdo ilustrados pelos
resultados obtidos.

Uma das observagdes mais interessantes, que emergiu da anélise dos resultados obtidos no
presente estudo frente aos aspectos historicos envolvidos no povoamento de estado é a aparente falta
de correlacdo entre a proporcéo de ancestralidade africana das populacGes regionais atuais e numero de
escravos africanos que habitavam estas regiées no passado.

No periodo colonial brasileiro o estado de Minas Gerais foi um dos que mais recebeu escravos
africanos. Por volta de 1830, a populacdo de Minas Gerais era formada por 30% de escravos. Na
regido da Zona da Mata mineira, 0 contingente de escravos era particularmente alto, compondo cerca
de 40% da populacgéo total (Luna e Klein, 2004).

A imigracgdo européia em Minas Gerais nos séculos XIX e XX néo foi tdo expressiva quanto a
observada em estados como Sao Paulo e Rio de Janeiro. O censo de 1900 mostra que, da populacao
total do estado, apenas 4% era formada por estrangeiros, (Monteiro, 1973). Entretanto, os fluxos
migratorios europeus atingiram proporcdes significativas em algumas regides especificas de Minas
Gerais. Boa parte dos imigrantes europeus foi direcionada a Zona da Mata, gracas a expansao da
lavoura cafeeira (Botelho et al., 2007), o que teria contribuido para a elevacdo da proporcdo de
ancestralidade européia na regido. Os dados de miscigenacdo para doadores de sangue amostrados
nesta regido mostram uma elevada contribuicéo européia para os doadores de Manhuacu (65,0%), ndo
obstante Juiz de Fora e Ponte Nova, também localizados na Zona da Mata, tenham apresentado
miscigenacao européia mais modesta (56,6% e 50,0%, respectivamente) (tabela 13).

Montes Claros, por sua vez, € um municipio situado no norte do estado de Minas Gerais. O
povoamento desta regido se deu inicialmente por meio dos criadores de gado da regido nordeste do
Brasil (principalmente da Bahia) e dos bandeirantes de Sdo Paulo, a partir do final do século XVII
(Mata-Machado, 1991). Levantamentos realizados em 1830 mostram que a regido norte-nordeste
apresentava a menor proporcdo de escravos dentre as regides de Minas Gerais, equivalente a 22%
(Luna e Klein, 2004). Em Montes Claros, entre 1833 e 1835 esta propor¢éo era de 15% (Botelho,
1994). Apesar deste contingente relativamente reduzido de escravos, a miscigenacédo africana entre os
doadores de sangue amostrados em Montes Claros € a terceira maior dentre as localidades do estado

estudadas, provavelmente devido a proximidade geografica e influéncia historicamente documentada
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sobre esta regido, do estado da Bahia (Prado, 2006), que € atualmente o estado brasileiro com maior

proporcao de pessoas que se auto-declaram como “pretos” (IBGE, 2007).

Desta forma, os resultados obtidos sugerem que, no estado de Minas Gerais, dados historicos e
demograficos a respeito da populacdo escrava Africana podem ndo serem bons preditivos na
ancestralidade africana das populacdes regionais urbanas atuais. Multiplos fatores podem ter
contribuido para o delineamento deste cenario.

Além da ocorréncia do influxo migratdrio posterior de europeus, bem como de brasileiros de
ascendéncia européia, a redugdo do componente africano ao longo do tempo em certas regiGes pode
estar relacionado ao baixo indice de reproducdo natural e a alta taxa de mortalidade, observados para
os escravos do Brasil, decorrentes das méas condi¢cfes de vida as quais estavam submetidos. Embora
haja indicios de crescimento natural positivo da populacdo escrava em algumas areas e periodos
especificos, é provavel que, dos 4 milhdes de escravos que foram trazidos para o Brasil, grande parte

tenha morrido sem deixar descendentes.

No que diz respeito a populagdo amerindia, o documento “Marco de Referéncia — Povos
indigenas em Minas Gerais”, publicado em 2008 pela Secretaria de Estado de Planejamento e Gestio
relata que os povos indigenas do Estado de Minas Gerais oficialmente reconhecidos encontram-se
divididos em 08 grupos: Xakriaba, Pankararu, Arand, Maxakali, Kaxix0, Pataxd, Krenak, e Xukuru-
Kariri, distribuidos pelo territério mineiro. A populacdo amerindia atual residente em Minas Gerais
varia conforme fonte consultada. De acordo com o IBGE, 48.720 pessoas residentes em Minas Gerais
identificavam-se como indigenas no ano de 2002 (0,27% da populacdo total do estado e 6,68% da
populacdo indigena do Brasil). Ja de acordo com a FUNAI, que considera apenas indios que residem
em reservas, a populacdo indigena de Minas Gerais seria em torno de 7.500 pessoas.

Sendo assim, a pequena contribuicdo amerindia observada para praticamente todas as regifes
do estado vai de encontro aos registros demograficos e histéricos. As populagdes nativo-americanas
foram dizimadas a partir da chegada dos primeiros colonizadores, tanto pela violéncia (escravizagéo,
conflitos e expulsdo das terras onde originalmente viviam), quanto em decorréncia do contagio de
doencas infecciosas.

Embora uma substancial miscigenacdo entre colonizadores e amerindios, ocorrida nos
primordios da ocupacdo, possa ser inferida a partir da observagdo da presenca de linhagens do DNA
mitocondrial de origem indigena em cerca de um terco dos individuos do sudeste brasileiro (Alves-
Silva et al., 2000; Pena et al., 2009), o processo subseqliente de exterminio provavelmente fez com
que a contribuicdo amerindia fosse perdendo importancia no decorrer do processo de miscigenagéo
que se deu em Minas Gerais.

A etapa subseqlente das analises realizadas no presente estudo incluiu as estimativas de

miscigenacdo no nivel individual, obtidas com o programa STRUCTRE, empregando os conjuntos de
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14 SNPs e 40 INDELs (Figura 27, 28 e 29).

Com o intuito de evitar inferéncias inadequadas, analises envolvendo os sujeitos de pesquisa
com proporgdes intermedidrias de miscigenagdo foram evitadas nesta etapa das analises. Esta
precaucédo se deu em decorréncia das grandes amplitudes dos intervalos de probabilidade associados as
estimativas de miscigenacdo individuais calculadas pelo STRUCTURE.

O método bayesiano implementado no programa STRUCTURE, que atribui individuos a
populagdes usando informagéo de loci ndo ligados ganhou grande popularidade nos estudos que visam
estimar a miscigenacdo no nivel individual (Manel et al., 2005). As estimativas individuais de
ancestralidade possuem grande relevancia em estudos evolutivos, de conservacao da vida silvestre e de
epidemiologia genética (Chikhi et al., 2002; Chakraborty e Weiss, 1986; Wang, 2006). Entretanto, a
precisdo das estimativas de miscigenacdo obtidas com o uso do STRUCTURE depende de varios
fatores como o numero de individuos analisados, a quantidade de miscigenacdo e a extensdo da
diferenca das frequéncias alélicas entre as populacdes parentais (Pritchard et al., 2000).

Outras limitacOes das estimativas de ancestralidade individual advém de fatores como o uso de
nameros limitados de marcadores e painéis ndo validados, as limitacOes estatisticas dos métodos de
estimativa e a suposicéo de que as populagdes atuais de fato representam as populacgdes parentais.

Dentre os fatores limitantes mencionados, a construcdo do painel de marcadores é aquele que
estd mais ao alcance dos pesquisadores. Embora ja tenha sido demonstrado que pequenos painéis de
marcadores (24 SNPs) podem ser usados para averiguar a origem continental de individuos e para
corrigir a estratificacdo em populacdes miscigenadas (Kosoy et al., 2009), o nimero de marcadores
necessarios para se inferir a ancestralidade e estimar a miscigenacéo néo € fixo, dependendo inclusive
de caracteristicas da propria populacédo que esta sendo estudada.

No presente estudo, optou-se por construir um pequeno painel de marcadores informativos de
ancestralidade e testar suas limitacOes a partir de amostras para as quais havia dados disponiveis de um
grande nimero de marcadores. Adicionalmente, foi utilizado um painel de 40 INDELSs, o qual ja havia
sido validado para atribuir individuos a diferentes populacdes continentais (Bastos-Rodrigues et al.,
2006) e também ja tinha sido utilizado em estimativas de miscigenacdo na populacédo brasileira (Pena
et al., 2009).

A escolha dos parametros utilizados no programa STRUCTURE para as estimativas
individuais de miscigenacgdo foi realizada empiricamente, usando como uma referéncia as condi¢des
empregadas por Kosoy et al. (2009), ja que este estudo também envolveu populagdes miscigenadas
latino americanas e também avaliou o desempenho de pequenos painéis de marcadores (24 SNPs).
Ademais, a maioria dos artigos publicados omite detalhes dos parametros utilizados nesse tipo de

analise.
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As comparacOes entre estimativas de miscigenacdo nos niveis populacional e individual
realizadas no presente estudo levaram em conta as estimativas populacionais obtidas com o método I1G
por se tratar de um método proprio para lidar com dados desta natureza, enquanto o STRUCTURE
possui um foco maior nas estimativas individuais.

Essas analises evidenciaram que em alguns casos, regifes com estimativas de miscigenacao
populacional semelhantes variaram quanto aos valores de miscigenacdo individual dos sujeitos que
compdem aquela amostra populacional. Este fendmeno pode ser ilustrado pela comparacgéo entre 0s
doadores amostrados em Juiz de Fora e Uberlandia (figura 30). Embora doadores de ambas as
localidades apresentem propor¢des de miscigenacdo populacional africana similares (JFO = 0,38
+0,009; UDI = 0,37£0,012), Juiz de Fora apresenta 6,7% de individuos com alta proporcdo de
ancestralidade africana, sendo este o segundo maior valor observado no estado (perdendo apenas para
Ponte Nova) enquanto Uberlandia ndo apresentou nenhum individuo com miscigenacdo africana
superior a 85%.

Entre os pacientes, também héa casos onde se observa o fendmeno acima descrito (figura 32).
Esta situacdo pode ser exemplificada pela comparacéao entre pacientes de Uberlandia, Montes Claros e
Patos de Minas. Embora estas trés localidades apresentem miscigenacdo populacional africana
semelhante (UDI = 0,39 0,01, MOC e PMI = 0,38 +0,018), em Uberlandia 9,1% dos individuos
apresentaram alta proporcdo de ancestralidade africana, enquanto Montes Claros ou Patos de Minas
ndo apresentaram individuos com ancestralidade africana superior a 85%.

As variagOes descritas em termos de comparacdo de miscigenacgéo individual e populacional
para as diferentes regides do estado podem ter origem em fatores histéricos e culturais. A espécie
humana possui comportamento complexo no que diz respeito ao aspecto reprodutivo. A escolha de um
parceiro envolve variaveis psicologicas, culturais, socio-econdémicas e bioldgicas. Assim sendo, 0s
casamentos ndo ocorrem ao acaso em relacdo aos grupos étnicos, mesmo porque individuos
pertencentes a esses diferentes grupos diferem ndo apenas quanto as caracteristicas fisicas, mas
também quanto a classe-social e aos costumes (Salzano e Bortolini, 2002; Risch et al. 2009). A
observacdo da existéncia de diferentes proporcdes de individuos com origem predominante africana ou
européia em localidades cujas estimativas de miscigenacdo populacional foram equivalente pode
indicar que o préprio processo de miscigenacdo se deu de forma heterogénea no estado de Minas
Gerais.

Algumas regides de Minas Gerais parecem ter experimentado uma miscigenagao mais intensa,
produzindo grandes parcelas de individuos que apresentam proporcdes equilibradas de miscigenagao
africana e europeia. Diamantina é um exemplo desta situacéo, ja que nesta localidade a proporcao de
doadores de sangue com miscigenagdo africana ou européia maior de 85% nédo chegou a 17%. No

extremo oposto, temos localidades como Manhuagu, que apresentou 60% de individuos pouco
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miscigenados (com ancestralidade africana ou européia maior que 85%) (figura 28, tabela 16) .

Considerando todo o estado de Minas Gerais, observou-se que, entre os doadores, 36,8% tém
alto nivel de ancestralidade européia e 3,09% tem alto nivel de ancestralidade africana. Os demais
60,1% da populagdo teriam niveis intermediarios de miscigena¢do. Nenhum doador com alto nivel de
miscigenacdo amerindia foi detectado.

Por outro lado, a analise global dos pacientes portadores de doenca falciforme revelou que
enquanto do ponto de vista populacional os pacientes apresentem miscigenacao africana entre 43,7% e
47,3%, conforme o0 metodo estatistico de analise empregado, do ponto de vista da miscigenacao
individual, 11,05% tem alto nivel de miscigenacdo africana e 15,58% deles tem alto nivel de
miscigenacdo européia. Entre os pacientes, chamam a atencdo casos particulares como os de Juiz de
Fora, onde 54,4% dos pacientes apresentaram grande proporcdo de ancestralidade africana e o de
Montes Claros, onde 26,1% dos individuos possuem grande propor¢do de ancestralidade européia. Os
resultados obtidos para os pacientes também apontam para uma marcante heterogeneidade nos padrdes
de miscigenacdo individual entre as regides (figura 29, tabela 16).

Estes achados séo extremamente interessantes, uma vez que demonstram que a doenga
falciforme, que ja foi considerada uma doenca de “negros” pode atingir individuos com grandes
proporcdes de ancestralidade européia.

Em paises como os Estados Unidos a anemia falciforme tem sido amplamente associada aos
“afro-americanos” que, segundo algumas publicacdes, ndo seriam um grupo heterogéneo no que
concerne a miscigenacdo (Adams et al., 2003; Hoppe et al., 2007). Contudo, estudos recentes
demonstraram que a miscigenacao do grupo conhecido como Afro-Americanos é nao so elevada, mas
também bastante heterogénea (Bryc et al., 2010).

No Brasil, o fendbmeno da miscigenacdo, envolvendo todas as regides e classes sociais, €
amplamente conhecido (Salzano e Bortolini, 2002). A concepcdo de que, em decorréncia da intensa
miscigenacao vivenciada em nosso pais a doenga falciforme nao é exclusiva de “negros” vem sido
gradativamente reconhecida. Ja em 1985, estimava-se que 1% dos brasileiros identificados como
brancos seriam portadores do alelo causal da doenca, em heterozigose (genétipo AS) (Salzano, 1985).
Ja a frequéncia do alelo “S” no sudeste do Brasil foi estimada como sendo 0,2% entre individuos
classificados como de ascendéncia majoritariamente européia, 0,8% entre miscigenados e 3,9% entre
os individuos com ascendéncia majoritariamente africana (Salzano e Bortoloni, 2002).

Vale ainda ressaltar que a propria concepcdo da doenca falciforme como “doenca racial” ¢é
totalmente equivocada, ja que a prevaléncia do alelo “S” na Africa sub-Saariana esta relacionada ndo a
etnia dos individuos que la habitam, mas sim a uma estratégia evolutiva decorrente da distribuicao

geografica da malaria causada pelo Plasmodium falciparum (Pena, 2008).
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Por fim, tendo em vista a totalidade das andlises realizadas, podemos dizer que embora o
presente estudo apresente limitacdes, trata-se de um ensaio inédito acerca da miscigenacdo dos
pacientes portadores de doenca falciforme e doadores de sangue do Estado de Minas Gerais.

A amostragem com ampla distribuicdo geografica permitiu apreciar as caracteristicas desses
grupos e reconhecer suas particularidades.

As diferencas descritas para a miscigenacdo entre as diferentes regides do estado e também
entre os individuos de cada regido alertam para o risco da ocorréncia de resultados falso positivos em
estudos de epidemiologia genética envolvendo tanto o grupo dos pacientes com doenca falciforme
quanto o grupo dos doadores de sangue.

Por outro lado, a constatacdo de que os pacientes portadores de doenca falciforme possuem
niveis substanciais de miscigenacdo abre a perspectiva de que se possa empregar a técnica de
mapeamento por miscigenacdo na investigacdo de polimorfismos genéticos associados as diferentes
manifestacdes clinicas dessa doenca. Uma varredura genémica com o intuito de aplicar esta estratégia
requer a genotipagem de marcadores em um numero suficiente apenas para identificar a ancestralidade
de segmentos cromossdémicos. Para popula¢fes com miscigenagdo recente, como € o caso tanto dos
afro-americanos dos Estados Unidos quanto dos pacientes com doenca falciforme de Minas Gerais, um
numero de marcadores informativos de ancestralidade entre 1.500 e 2.000 poderia ser suficiente
(Winkler et al., 2010). Tendo em vista 0s avancos técnicos que possibilitam a genotipagem de um
grande numero de marcadores a custos cada vez mais baixos, a aplicacdo do mapeamento por
miscigenacdo para identificar genes envolvidos em sub-fendtipos da doenca falciforme no Estado de
Minas Gerais podera ser possivel em um futuro préximo.

Assim sendo, acreditamos que este estudo cumpriu seu principal objetivo, ao fornecer subsidios
para que possam ser desenvolvidos estudos de epidemiologia genética com desenho adequado no
ambito tanto da Fundacdo Hemominas quanto do proprio estado de Minas Gerais.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foi padronizada a genotipagem de dois painéis de marcadores informativos
de ancestralidade (MIAs) do tipo SNPs, pelo método de minisequenciamento, especificos para estimar
a miscigenacdo africana, européia e amerindia. Este pequeno conjunto, que totalizou 14 marcadores,
foi submetido a testes de controle de qualidade, quanto a reprodutibilidade e acuracia para estimativas
de miscigenacéo, frente a um painel maior, composto por 108 MIAs. Em seguida, o painel de 14 SNPs
foi utilizado para estimar a miscigenacdo de duas amostras populacionais: doadores de sangue e
pacientes com doenca falciforme de Minas Gerais, juntamente com outros 40 marcadores do tipo
insercdo-delecdo padronizados por Bastos-Rodrigues et al. (2006). Individuos das populagdes
parentais putativas da populacdo brasileira (africanos, europeus e amerindios) também foram
genotipados.

Tendo como referéncia as amostras de 23 individuos miscigenados do painel do projeto
SNP500cancer, denominados Hispanicos e genotipados para 108 MIAs, constatou-se que o painel de
14 SNPs foi capaz de estimar adequadamente a miscigenacdo européia no nivel populacional, mas
subestimou a miscigenacdo amerindia e superestimou a africana. A adicdo de mais individuos para
compor a populacdo parental amerindia, levou a uma alteracdo dos resultados: a miscigenacao
amerindia passou a ser corretamente estimada enquanto a miscigenacdo européia passou a ser
subestimada e a africana continuou a ser superestimada, porém agora em menor escala. Esta tendéncia
de superestimativa da miscigenacdo africana, em comparacdo com 0s resultados obtidos para o0s
hispanicos com 108 MIAs, permaneceu mesmo ap0s a introducdo da genotipagem de mais 40
marcadores do tipo insersdo-delecéo.

Embora a superestimativa da miscigenacdo africana tenha sido corroborada pela comparacgéo
com resultados anteriormente obtidos para a regido sudeste (Callegari-Jacques, 2003, Lins, 2007), as
estimativas obtidas para os doadores de sangue, 0s quais se espera que se assemelhem mais com a
populacédo geral do estado, foram bastante concordantes com as obtidas por estudos que consideraram
regides especificas do estado de Minas Gerais como Belo Horizonte (Scliar et al., 2009) e Vale do
Jequitinhonha (Parra et al., 2003). Isto pode indicar que os resultados apresentados no presente estudo
podem na verdade estar proximos da realidade.

Para as estimativas de miscigenacdo no nivel individual obtidas com o painel de 14 SNPs,
foram evidenciados amplos intervalos de probabilidade (analogos bayesianos dos intervalos de
confianca). Isto significa que, sobretudo para individuos muito miscigenados as estimativas obtidas
com pequenos painéis de marcadores ndo sdo muito precisas. A adi¢do de 40 marcadores do tipo

insercdo-delecdo possibilitou melhoria das estimativas de miscigenacdo no nivel individual. No
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entanto, ainda assim continuou-se a observar amplos intervalos de probabilidade para individuos mais
miscigenados.

A genotipagem dos 14 SNPs e 40 INDELs, realizada para doadores de sangue e pacientes com
doenca falciforme amostrados em diferentes localidades do estado de Minas Gerais, permitiu constatar
a ocorréncia de variacdes nas contribuicbes das trés populacdes parentais para a constituicdo das
populacdes das diferentes regides mineiras. Esta variacdo foi observada tanto para os doadores quanto
para os pacientes.

De modo geral, os pacientes com doenga falciforme apresentaram maior miscigenacgéo africana,
em relacdo aos doadores de sangue, 0 que era esperado devido a origem quase exclusivamente africana
da mutacdo causal da doenca na populacdo brasileira. Ainda assim, foram observados pacientes
portadores de anemia falciforme (forma homozigdtica da doenca), apresentando ancestralidade
gendmica majoritariamente européia. Este achado reforca a idéia de que, especialmente em um pais
miscigenado como o0 Brasil, a idéia da existéncia de doengas “étnicas” ou “raciais” ndo €
cientificamente adequada.

Em relacdo aos padrdes geogréaficos de miscigenacdo, 0s pacientes apresentaram maior
miscigenacdo africana ao sul e maior miscigenacao européia ao norte, contrariando o padrdo descrito
para a populacdo geral do Brasil. Isto indica que os portadores de doenca falciforme constituem um
grupo distinto e que inferéncias acerca da miscigenacdo, obtidas para a populacdo geral ndo séo
aplicaveis a esse grupo, pelo menos no Estado de Minas Gerais. J& os doadores, ndo apresentaram
padrdes geograficos discerniveis para a miscigenacao africana e européia, embora tenham apresentado
maior miscigenacao amerindia a oeste, na regido conhecida como Triangulo Mineiro.

Grande variabilidade foi detectada também para a miscigenacdo no nivel individual, inclusive
para individuos amostrados em uma mesma localidade. As analises de ancestralidade gendmica
mostraram que mesmo para regides com niveis de miscigenacdo populacional semelhantes, foram
observadas composi¢fes distintas quanto a miscigenacdo individual. Além disso, observou-se que
enquanto em algumas regides do estado predominam individuos com proporcGes intermediarias de
miscigenacgdo, em outras s&o muitos os individuos com ancestralidade predominantemente africana ou
europeia (pouco miscigenados).

Os resultados obtidos no presente estudo alertam para o risco de obtencao de resultados falso-
positivos nos estudos de associagcdo genética envolvendo os pacientes com doenca falciforme, ou
mesmo 0s doadores de sangue, uma vez que ambos 0s grupos mostraram-se bastante heterogéneos no
que diz respeito a miscigenacdo. Assim sendo, cuidados especiais devem ser tomados no desenho de
estudos do tipo caso-controle realizados no ambito do Estado de Minas Gerais.

Por outro lado, a constatacdo de que os pacientes com doenca falciforme apresentam niveis

substanciais de miscigenacdo abrem a perspectiva para a aplicagdo da abordagem de mapeamento por
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miscigenacdo na investigacdo de polimorfismos geneéticos associados as diferentes manifestacdes

clinicas dessa doenca.
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Tabela S1. Informag6es complementares para o painel de 10 INDELS

Marcador Cromossomo Concentracdo dos Iniciadores na Fragmento INDEL Frequéncias alélicas
reacdo de PCR (uM) Tamanho Europeus Africanos  Amerindios  Japoneses
MID-777 16 0,08 GAA 3 0,41 0,33 0,94 0,42
MID-2937 8 0,2 GATTATA 7 0,075 0,15 0,735 0,431
MID-2350 3 0,2 TGC 3 0,869 0,708 0,172 0,419
MID-216 2 0,08 TATT 4 0,79 0,87 0,16 0,55
MID-1952 15 0,08 TCCA 4 0,34 0,26 0,92 0,52
MID-1689 11 0,1 AG 2 0,37 0,37 0,85 0,22
MID-52 4 0,5 TTG 3 0,15 0,21 0,86 0,79
MID-145 19 0,5 TAAT 4 0,83 0,96 0,34 0,97
MID-2750 20 0,2 TGGA 4 0,639 0,769 0,106 0,393
MID-2062 6 0,5 TTCATCTGTCATGGATGGTA 21 0,7 0,58 0,07 0,72
G
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Tabela S2. Coordenadas geograficas das localidades onde houve amostragem de doadores de sangue

e/ou pacientes com doengca falciforme

Localidade Latitude Longitude
Belo Horizonte -19,923  -43,945
Diamantina -18,245 -43,6
Divinopolis -20,139 -44,884
Governador Valadares -18,853  -41,945
ltuiutaba -18,969  -49,465
Juiz de Fora -21,764  -43,35
Manhuagu -20,258 -42,033
Montes Claros -16,735 -43,862
Patos de Minas -18,592  -46,521
Ponte Nova -20,416 -42,909
Séo Jodo Del-Rei -21,136  -44,261
Uberaba -19,751  -47,937
Uberlandia -18,919 -48,277
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ANEXO 2

Instrucdes de Amostragem

Prezado Colaborador,

Estamos muito gratos por sua decisdo em colaborar com o projeto Padrdes geograficos de

ancestralidade gendmica em Minas Gerais e perspectivas do uso do desequilibrio-de-ligacdo-gerado-

por-miscigenacdo (DLM) para mapeamento de doencas complexas que, além de gerar dados relevantes

do ponto de vista cientifico, permitird a criacdo de uma nova linha de pesquisa na Fundacédo
Hemominas, relacionada a Genética de Populagbes Humanas. Sem a colaboracdo dos colegas das
unidades espalhadas por todo o Estado, este estudo nédo seria possivel.

A sua colaboracdo se dard por meio da coleta de assinaturas dos Pacientes com Doencas Falciformes
que aceitarem participar do Estudo. O paciente devera assinar um documento chamado “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) e colher uma amostra de sangue com anti-coagulante. O
TCLE é um documento exigido pelo Comité de Etica em Pesquisa, em atendimento a resolugio
196/96, que trata de Pesquisa envolvendo Seres Humanos.

Estdo descritos a seguir todos os procedimentos relativos a amostragem. Encaminho também os
TCLEs para serem assinados e uma coOpia do projeto. Embora a uma primeira leitura o projeto possa
parecer complexo, por usar muitos termos técnicos, a leitura do préprio TCLE podera ajudar em sua
compreensdo uma vez que esta apresentado em linguagem mais simples e direta. Estarei sempre pronta

para responder qualquer duvida que possa surgir.

Atenciosamente,

Maria Clara Fernandes da Silva Malta
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Instrucdes para a amostragem:

e No primeiro momento da pesquisa, coletaremos, em cada Unidade da Fundacdo Hemominas,
amostras de sangue colhidas com anti-coagulante (EDTA) de 20 pacientes portadores de
doencas falciformes.

e Estes pacientes deverdo ser amostrados aleatoriamente, de preferéncia na ordem em que
aparecerem para atendimento na Unidade e ndo poderdo ser aparentados.

e Deverdo ser coletadas as seguintes informacGes adicionais, para cada paciente: cidade de
nascimento, cidade de residéncia, sexo, idade e perfil de hemoglobina (por exemplo, SS ou SC
etc). Estas infomacOes deverdo ser anotadas na ficha encaminhada e enviadas junto com a
amostra de sangue e 0 TCLE.

e Todos os pacientes que aceitarem participar da pesquisa deverdo assinar 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e colher uma amostra de sangue. Pacientes que ja
forem colher sangue para exames Imuno-Hematoldgicos (painel, fenotipagem, etc) néo
precisardo colher outra amostra especifica para a pesquisa mas apenas assinar o TCLE e
encaminha-lo junto com o protocolo de atendimento.

e Menores de idade (inclusive as criangas que forem encaminhadas para o exame de fenotipagem
eritrocitaria) poderdo participar, desde que o responsavel assine o TCLE.

e O TCLE devera ser assinado em duas vias, sendo que uma delas ficard em poder do sujeito de
pesquisa.

¢ No momento da assinatura, o paciente devera optar, marcando no campo proprio para isto, se
concorda gue sua amostra possa ser usada em estudos futuros. O paciente deve ser informado
de que, mesmo que ele aceite agora e desista depois, podera entrar em contato com 0s
pesquisadores e solicitar que sua amostra seja descartada.

e E fundamental que o paciente entenda que sua colaborac&o é indispensavel para a realizacio da
pesquisa e que, caso tenha qualquer duvida, mesmo no futuro, podera fazer contato com 0s
pesquisadores por meio dos telefones que constam no TCLE.

e Cada Unidade da Hemominas ira amostrar preferencialmente pacientes que nasceram na sua
area de cobertura Hemoterapica, para que todo o Estado de Minas Gerais seja representado.

Coloco-me a disposicédo para esclarecimentos adicionais.

Atenciosamente,

Maria Clara Fernandes da Silva Malta
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA DOADOR DE SANGUE

Conselho Nacional de Saude, Resolugédo 196/96

Pesquisa: Padrdes geogréficos de ancestralidade gendémica em Minas Gerais e perspectivas do uso do

desequilibrio-de-ligacdo-gerado-por-miscigenacdo (DLM) para mapeamento de doencas complexas

O objetivo deste estudo € contribuir para que, no futuro, pesquisadores dos problemas de satde publica
possam realizar estudos de epidemiologia genética melhor planejados no Estado de Minas Gerais. Os
estudos de epidemiologia genética sdo aqueles que tentam determinar se alguma carateristica do
material genético do individuo (denominado DNA) aumenta ou diminui o risco de desenvolver alguma
doenca.
A maior parte da populacdo brasileira é, em alguma medida, produto da miscigenacdo (mistura) de
nativos Americanos, Europeus e Africanos. A proporcéo destes componentes em cada individuo pode
variar. Medir as diferencas nos niveis de miscigenacao entre individuos da mesma populacdo ou entre
individuos de populacbes diferentes do Estado de Minas Gerais pode ajudar os pesquisadores a
selecionar conjuntos de individuos com composi¢do genética mais parecida entre si para seus estudos.
Isto ndo significa que estes individuos ndo devam ser miscigenados (quase todos os brasileiros sdo
miscigenados), mas que aqueles que participam de um estudo ndo tenham muitas diferencas entre si
guanto aos niveis de miscigenacdo. Um objetivo deste estudo é medir quanto variam os niveis de
miscigenacdo entre individuos de Minas Gerais. Para cada individuo participante, nés vamos analisar o
material genético (DNA) para medir que percentagem de Nativo Americano, Europeu e Africano o
individuo recebeu dos seus antepassados.
Por causa da miscigenacdo, as diferentes partes do material genético dos brasileiros podem ter origem
diferente: Nativo Americana, Africana ou Européia. Para regides especificas do seu material genético,
nos queremos verificar se fazendo analises de tipo genético, nés conseguimos saber se essas pequenas
porc¢des de cada individuo foram herdadas de ancestrais Africanos, Europeus ou Nativos Americanos.
Se isso for possivel, sera mais facil no futuro desenhar estudos em populagdes miscigenadas, como a
brasileira, para identificar caracteristicas do material genético que aumentam ou diminuem o risco de
desenvolver doencas, como a hipertensao (pressao arterial alta).
NOs estamos interessados no estudo da hipertensdo porque a Fundacdo Hemominas, além de receber
sangue de doadores, presta atencdo médica a pacientes com doenca falciforme (uma doenca do
sangue). Estes pacientes podem ter um risco maior de desenvolver hipertensdo que os individuos
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sadios. Por este motivo, nos estamos realizando 0 mesmo estudo em pacientes com doenga falciforme,

para comparar os de doadores sadios como Vocé.

Procedimento

NOs o convidamos a participar desta pesquisa como doador de sangue. Caso vocé aceite participar
deste projeto, vocé ndo tera nenhum custo. Iremos colher 5 mL (mililitros) de seu sangue, utilizando
uma agulha por meio de uma puncéo (picada) na veia. A partir desta amostra, sera extraido o material
que conserva a informacdo herdada dos seus pais (o material genético das células, denominado DNA).
Este material sera estocado no Laboratorio de Pesquisa no Hemocentro de Belo Horizonte e no
Laboratorio de Diversidade Gendmica Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, para uso na analise do grau de miscigenacdo utilizando analise genética. O
resultado do seu teste ndo tera valor clinico e ndo serd repassado para vocé, a menos que VOCé 0

solicite.

Riscos e Beneficios

Sua saude pessoal ndo recebera nenhum beneficio deste estudo. Porém, os pesquisadores responsaveis
acreditam que o0s resultados do estudo contribuirdo para desenvolver melhores estudos
epidemioldgicos e entender melhor as causas de algumas doengas no Estado de Minas Gerais e no
Brasil. Vocé também ndo receberd nehuma retribuicdo em dinheiro ou outro beneficio material por

participar desta pesquisa.

Informacao sobre privacidade

A amostra de sangue e 0 DNA (o material genético) extraido serdo etiquetados com um cddigo, nao
com seu nome, para garantia da sua privacidade. Este c6digo ndo incluira nenhuma informacéo que
permita descobrir que a amostra é sua. Apenas 0s trés responsaveis pelo estudo conservardo a
correspondéncia entre o codigo e seu nome e terdo acesso a esta informacdo. Estas pessoas sdo 0S
pesquisadores Marina Lobato Martins e Maria Clara da Silva, da Fundacdo Hemominas, e Eduardo
Tarazona Santos, da Universidade Federal de Minas Gerais. Eles conservardo essa informagdo em
lugar seguro, sob chave. Quaisquer outros pesquisadores envolvidos no projeto ndo poderdo saber que
0 DNA é seu.

O material genético (DNA) recolhido neste projeto podera ser usado pelos mesmos pesquisadores
envolvidos nesta pesquisa em futuras investigagdes com os mesmos objetivos deste estudo, caso vocé
autorize. Neste caso, sua amostra sera conservada sem prazo para descarte. Entretanto, o uso futuro

deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal. Vocé pode negar a permissdo para 0 uso de
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sua amostra em estudos futuros, e ainda participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da sua
amostra, qualquer novo estudo utilizando sua amostra tem que ser aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas e da Universidade Federal de Minas Gerais, e vocé ndo sera
informado sobre seu uso, se a hova pesquisa ndo trouxer beneficios ou riscos para vocé.

Na divulgacdo dos resultados, seu nome nem seus dados nunca serdo mostrados, garantindo a vocé

sigilo e privacidade.

Participacdo voluntaria no estudo

Vocé tem toda a liberdade para decidir se quer ou ndo participar desta pesquisa, e ndo sera prejudicado
em seu atendimento, caso ndo queira participar. Vocé também pode decidir participar agora, mas

desistir depois, que ndo sofrera nenhum prejuizo.

Perguntas sobre o estudo

Se vocé ndo entender alguma coisa, pergunte. Se vocé ndo tem perguntas agora, sempre pode
perguntar no futuro. Qualquer dlvida que vocé tiver, vocé poderd entrar em contato com oS
pesquisadores Maria Clara da Silva (3248-4563) ou Marina Lobato Martins (3248-4587) da Fundacéo
Hemominas em Belo Horizonte, ou com o Prof. Eduardo Tarazona Santos do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (3499-2572), para esclarecimentos.
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Eu, , apos leitura das

duas paginas anteriores e esclarecimentos, aceito participar da pesquisa. (Coloque também as

iniciais do seu nome e sobrenome nas paginas 1 e 2 deste Termo de Consentimento).

1 Aceito também que os pesquisadores usem minha amostra em estudos futuros.

"1 N&o aceito que os pesquisadores usem minha amostra em estudos futuros.

Carteira de Identidade:

Endereco
Rua: Bairro:
Cidade: Telefone:

Assinatura do participante (ou seu responsavel, em caso de menor):

Data: / /

Assinatura do pesquisador:

Data: / /

Laboratério de Imunohematologia — Funda¢do Hemominas: 3248-4563

Comité de Etica em Pesquisa da Fundaco Hemominas: 3248-4587
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTE COM DOENCA
FALCIFORME

Conselho Nacional de Saude, Resolugédo 196/96

Pesquisa: Padrdes geogréaficos de ancestralidade genémica em Minas Gerais e perspectivas do uso do

desequilibrio-de-ligacio-gerado-por-miscigenacdo (DLM) para mapeamento de doencas complexas

O objetivo deste estudo € contribuir para que, no futuro, pesquisadores dos problemas de satde publica
possam realizar estudos de epidemiologia genética melhor planejados no Estado de Minas Gerais. Os
estudos de epidemiologia genética sdo aqueles que tentam determinar se alguma carateristica do
material genético do individuo (denominado DNA) aumenta ou diminui o risco de desenvolver alguma
doenca.
A maior parte da populacdo brasileira é, em alguma medida, produto da miscigenacdo (mistura) de
nativos Americanos, Europeus e Africanos. A proporcao destes componentes em cada individuo pode
variar. Medir as diferencas nos niveis de miscigenacao entre individuos da mesma populacdo ou entre
individuos de populacGes diferentes do Estado de Minas Gerais pode ajudar os pesquisadores a
selecionar conjuntos de individuos com composicdo genética mais parecida entre si para seus estudos.
Isto ndo significa que estes individuos ndo devam ser miscigenados (quase todos os brasileiros sao
miscigenados), mas que aqueles que participam de um estudo ndo tenham muitas diferencas entre si
quanto aos niveis de miscigenacdo. Um objetivo deste estudo é medir quanto variam os niveis de
miscigenacdo entre individuos de Minas Gerais. Para cada individuo participante, nés vamos analisar o
material genético (DNA) para medir que percentagem de Nativo Americano, Europeu e Africano o
individuo recebeu dos seus antepassados.
Por causa da miscigenacdo, as diferentes partes do material genético dos brasileiros podem ter origem
diferente: Nativo Americana, Africana ou Européia. Para regides especificas do seu material genético,
nos queremos verificar se fazendo analises de tipo genético, n6s conseguimos saber se essas pequenas
porcdes de cada individuo foram herdadas de ancestrais Africanos, Europeus ou Nativos Americanos.
Se isso for possivel, sera mais facil no futuro desenhar estudos em populagdes miscigenadas, como a
brasileira, para identificar caracteristicas do material genético que aumentam ou diminuem o risco de
desenvolver doencas, como a hipertensao (pressao arterial alta).
NOs estamos interessados no estudo da hipertensdo porque a Fundagdo Hemominas, além de receber
sangue de doadores, presta atencdo médica a pacientes com doenca falciforme (uma doenca do
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sangue). Estes pacientes podem ter um risco maior de desenvolver hipertensdo que os individuos
sadios. Por este motivo, nds estamos realizando 0 mesmo estudo em pessoas sem doenga falciforme,

para comparar os resultados.

Procedimento

NOs o convidamos a participar desta pesquisa como paciente com doenca falciforme. Caso vocé aceite
participar deste projeto, vocé ndo ter4 nenhum custo. Iremos colher 5 mL (mililitros) de seu sangue,
utilizando uma agulha por meio de uma puncéo (picada) na veia. A partir desta amostra, sera extraido
o material que conserva a informacdo herdada dos seus pais (0 material genético das células,
denominado DNA). Este material sera estocado no Laboratério de Pesquisa no Hemocentro de Belo
Horizonte e no Laboratdrio de Diversidade Genémica Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, para uso na analise do grau de miscigenacao utilizando analise
genética. O resultado do seu teste ndo tera valor clinico e nao sera repassado para vocé, a menos que

vocé o solicite.

Riscos e Beneficios

Como resultado da coleta de sangue, existe um risco minimo que se forme um hematoma (cor roxa) na
regido do braco onde a agulha foi introduzida. Para diminuir este risco, seu sangue sera coletado por
profissional treinado.

Sua saude pessoal ndo recebera nenhum beneficio deste estudo. Porém, os pesquisadores responsaveis
acreditam que os resultados do estudo contribuirdo para desenvolver melhores estudos
epidemioldgicos e entender melhor as causas de algumas doencas no Estado de Minas Gerais e no
Brasil, como a hipertensdo. Vocé também ndo recebera nehuma retribuicdo em dinheiro ou outro

beneficio material por participar desta pesquisa.

Informacao sobre privacidade

A amostra de sangue e 0 DNA (o material genético) extraido serdo etiquetados com um cddigo, nao
com seu nome, para garantia da sua privacidade. Este cddigo néo incluira nenhuma informacdo que
permita descobrir que a amostra € sua. Apenas 0s trés responsaveis pelo estudo conservardo a
correspondéncia entre o codigo e seu nome e terdo acesso a esta informacdo. Estas pessoas sdo 0s
pesquisadores Marina Lobato Martins e Maria Clara da Silva, da Fundacdo Hemominas, e Eduardo
Tarazona Santos, da Universidade Federal de Minas Gerais. Eles conservardo essa informagdo em
lugar seguro, sob chave. Quaisquer outros pesquisadores envolvidos no projeto ndo poderdo saber se o

DNA é seu.
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O material genético (DNA) recolhido neste projeto podera ser usado pelos mesmos pesquisadores
envolvidos nesta pesquisa em futuras investigagdes com os mesmos objetivos deste estudo, caso vocé
autorize. Neste caso, sua amostra sera conservada sem prazo para descarte. Entretanto, o uso futuro
deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal. Vocé pode negar a permissdo para 0 uso de
sua amostra em estudos futuros, e ainda participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da sua
amostra, qualquer novo estudo utilizando sua amostra tem que ser aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas e da Universidade Federal de Minas Gerais, e vocé ndo sera
informado sobre seu uso, se a nova pesquisa nao trouxer beneficios ou riscos para voce.

Na divulgacdo dos resultados, seu nome nem seus dados nunca serdo mostrados, garantindo a vocé

sigilo e privacidade.

Participacdo voluntaria no estudo

Vocé tem toda a liberdade para decidir se quer ou ndo participar desta pesquisa, e nao sera prejudicado
em seu atendimento, caso ndo queira participar. VVocé também pode decidir participar agora, mas

desistir depois, que ndo sofrera nenhum prejuizo.

Perguntas sobre o estudo

Se vocé ndo entender alguma coisa, pergunte. Se vocé ndo tem perguntas agora, sempre pode
perguntar no futuro. Qualquer ddvida que vocé tiver, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores Maria Clara da Silva (3248-4563) ou Marina Lobato Martins (3248-4587) da Fundacéo
Hemominas em Belo Horizonte, ou com o Prof. Eduardo Tarazona Santos do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (3499-2572), para esclarecimentos.
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Eu, , apo6s leitura das

duas paginas anteriores e esclarecimentos, aceito participar da pesquisa. (Coloque também as iniciais

do seu nome e sobrenome nas péginas 1 e 2 deste Termo de Consentimento).

1 Aceito também que os pesquisadores usem minha amostra em estudos futuros.

"1 N&o aceito que os pesquisadores usem minha amostra em estudos futuros.

Carteira de Identidade:

Endereco
Rua: Bairro:
Cidade: Telefone:

Assinatura do participante (ou seu responsavel, em caso de menor):

Data: / /

Assinatura do pesquisador:

Data: / /

Laboratério de Imunohematologia — Funda¢do Hemominas: 3248-4563

Comité de Etica em Pesquisa da Fundaco Hemominas: 3248-4587
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ANEXO 5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTE COM DOENCA

FALCIFORME COM IDADE INFERIOR A 18 ANOS

Conselho Nacional de Saude, Resolugédo 196/96

Pesquisa: Padrdes geogréaficos de ancestralidade genémica em Minas Gerais e perspectivas do uso do

desequilibrio-de-ligacdo-gerado-por-miscigenacdo (DLM) para mapeamento de doencas complexas

O objetivo deste estudo € contribuir para que, no futuro, pesquisadores dos problemas de satde publica
possam realizar estudos de epidemiologia genética melhor planejados no Estado de Minas Gerais. Os
estudos de epidemiologia genética sdo aqueles que tentam determinar se alguma carateristica do
material genético do individuo (denominado DNA) aumenta ou diminui o risco de desenvolver alguma
doenca.

A maior parte da populacdo brasileira é, em alguma medida, produto da miscigenacdo (mistura) de
nativos Americanos, Europeus e Africanos. A proporcao destes componentes em cada individuo pode
variar. Medir as diferencas nos niveis de miscigenacao entre individuos da mesma populacdo ou entre
individuos de populacGes diferentes do Estado de Minas Gerais pode ajudar os pesquisadores a
selecionar conjuntos de individuos com composi¢do genética mais parecida entre si para seus estudos.
Isto ndo significa que estes individuos ndo devam ser miscigenados (quase todos os brasileiros sao
miscigenados), mas que aqueles que participam de um estudo ndo tenham muitas diferencas entre si
quanto aos niveis de miscigenacdo. Um objetivo deste estudo é medir quanto variam os niveis de
miscigenacdo entre individuos de Minas Gerais. Para cada individuo participante, nds vamos analisar o
material genético (DNA) para medir que percentagem de Nativo Americano, Europeu e Africano o
individuo recebeu dos seus antepassados.

Por causa da miscigenacdo, as diferentes partes do material genético dos brasileiros podem ter origem
diferente: Nativo Americana, Africana ou Europeia. Para regides especificas do seu material genético,
nos queremos verificar se fazendo analises de tipo genético, n6s conseguimos saber se essas pequenas
porcdes de cada individuo foram herdadas de ancestrais Africanos, Europeus ou Nativos Americanos.
Se isso for possivel, sera mais facil no futuro desenhar estudos em popula¢des miscigenadas, como a
brasileira, para identificar caracteristicas do material genético que aumentam ou diminuem o risco de
desenvolver doencas, como a hipertensao (pressao arterial alta).

NOs estamos interessados no estudo da hipertensdo porque a Fundagdo Hemominas, além de receber
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sangue de doadores, presta atencdo médica a pacientes com doenca falciforme (uma doenca do
sangue). Estes pacientes podem ter um risco maior de desenvolver hipertensdo que os individuos
sadios. Por este motivo, nds estamos realizando o mesmo estudo em pessoas sem doenca falciforme,

para comparar os resultados.

Procedimento

NOs o convidamos a participar desta pesquisa como paciente com doenca falciforme. Caso vocé aceite
participar deste projeto, vocé ndo terd nenhum custo. Iremos colher 5 mL (mililitros) de seu sangue,
utilizando uma agulha por meio de uma puncéo (picada) na veia. A partir desta amostra, sera extraido
o material que conserva a informacdo herdada dos seus pais (0 material genético das células,
denominado DNA). Este material sera estocado no Laboratorio de Pesquisa no Hemocentro de Belo
Horizonte e no Laboratdrio de Diversidade Genémica Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, para uso na analise do grau de miscigenacdo utilizando anélise
genética. O resultado do seu teste ndo tera valor clinico e ndo sera repassado para vocé, a menos que

vocé o solicite.

Riscos e Beneficios

Como resultado da coleta de sangue, existe um risco minimo que se forme um hematoma (cor roxa) na
regido do braco onde a agulha foi introduzida. Para diminuir este risco, seu sangue sera coletado por
profissional treinado.

Sua salde pessoal ndo receberda nenhum beneficio deste estudo. Porém, os pesquisadores responsaveis
acreditam que os resultados do estudo contribuirdo para desenvolver melhores estudos
epidemioldgicos e entender melhor as causas de algumas doencas no Estado de Minas Gerais e no
Brasil, como a hipertensdo. Vocé também ndo recebera nehuma retribuicdo em dinheiro ou outro

beneficio material por participar desta pesquisa.

Informacao sobre privacidade

A amostra de sangue e 0 DNA (o material genético) extraido serdo etiquetados com um co6digo, ndo
com seu nome, para garantia da sua privacidade. Este cddigo néo incluira nenhuma informacdo que
permita descobrir que a amostra é sua. Apenas 0s trés responsaveis pelo estudo conservardo a
correspondéncia entre o codigo e seu nome e terdo acesso a esta informacgdo. Estas pessoas sdo 0s
pesquisadores Marina Lobato Martins e Maria Clara da Silva, da Fundacdo Hemominas, e Eduardo
Tarazona Santos, da Universidade Federal de Minas Gerais. Eles conservaréo essa informagéo em

lugar seguro, sob chave. Quaisquer outros pesquisadores envolvidos no projeto ndo poderdo saber se 0
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DNA é seu.

O material genético (DNA) recolhido neste projeto podera ser usado pelos mesmos pesquisadores
envolvidos nesta pesquisa em futuras investigacfes com 0s mesmos objetivos deste estudo, caso vocé
autorize. Neste caso, sua amostra sera conservada sem prazo para descarte. Entretanto, o uso futuro
deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal. Vocé pode negar a permissdo para o0 uso de
sua amostra em estudos futuros, e ainda participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da sua
amostra, qualquer novo estudo utilizando sua amostra tem que ser aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas e da Universidade Federal de Minas Gerais, e vocé ndo sera
informado sobre seu uso, se a nova pesquisa nao trouxer beneficios ou riscos para voce.

Na divulgacdo dos resultados, seu nome nem seus dados nunca serdo mostrados, garantindo a vocé

sigilo e privacidade.

Participacdo voluntaria no estudo

Vocé tem toda a liberdade para decidir se quer ou ndo participar desta pesquisa, e ndo sera prejudicado
em seu atendimento, caso ndo queira participar. VVocé também pode decidir participar agora, mas

desistir depois, que ndo sofrera nenhum prejuizo.

Perguntas sobre o estudo

Se vocé ndo entender alguma coisa, pergunte. Se vocé ndo tem perguntas agora, sempre pode
perguntar no futuro. Qualquer ddvida que vocé tiver, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores Maria Clara da Silva (3248-4563) ou Marina Lobato Martins (3248-4587) da Fundacéo
Hemominas em Belo Horizonte, ou com o Prof. Eduardo Tarazona Santos do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (3499-2572), para esclarecimentos.
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Eu, responsavel pelo

menor de idade , apos

leitura das duas paginas anteriores, na presenca do referido menor, e esclarecimentos, aceito que o
menor sob minha responsabilidade participe da pesquisa. (Coloque também as iniciais do seu nome e
sobrenome nas paginas 1 e 2 deste Termo de Consentimento).

1 Aceito também que os pesquisadores utilizem a amostra em estudos futuros.

1 N&o aceito que os pesquisadores utilizem a amostra em estudos futuros.

Carteira de Identidade:

Endereco
Rua: Bairro:
Cidade: Telefone:

Assinatura do responsavel:

Data: / /

Assinatura do pesquisador:

Data: / /

Laboratorio de Imunohematologia — Fundacdo Hemominas: 3248-4563

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hemominas: 3248-4587
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ANEXO 6

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Salide
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N*® 575/08 -
Registro CONEP: 15479  (Este n” deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - 0005.0.215,203-09 Processo n® 25000.543470/2003-31
Projeto de Pesquisa; Emenda ao protocolo de pesguisa "Padrdes geograficos de ancestralidade
gendmica em Minas Gerais e perspectivas do wso do desequilibrio de Ngacdo gerado por
misciganagio (DLM) para o mapeameanto de doangas complaxas”

Pesquisador Responsavel: Dr. Eduardo Martin Tarazona Santos

Instituicdo: Fundagao Cantro de Hemoterapia e Hematologia de Minas Gerais - HEMOMINAS
CEP de origem: Fundagdo Ceniro de Hemoterapia e Hemaiologia de Minas Gerais -
HEMOMINAS

Area Temitica Especial: Genética humana, Pesquisa com cooperagio estrangeira.
Patrocinador: FAPEMIG & CNPg

Sumario geral do protocolo

Trés grupos étnicos principais t1&m contribuide na formagio do "pool® génico da populacio
brasileira: Mativos Americanes, Europeus e Africanos. Estudos em populagies miscigenadas tém
utlizande marcaderes proléicos e, mais recentemente, marcadores maoleculares uniparentais:
DMNA mitecondrial, cromossomo Y e polimorfismos autossdmicos.

Em termos geograficos, tem sido observado que as populagBes miscigenadas do Norte
apresentam maior contribuigio Amerindia, as do Mordeste malor contribuigBo Africana & as do Sul
maior contribuigdo Eurcpéia, embora sejam observaveis niveis significativos de miscigenacio tri-
hibrida em todas as regides e em todos os extratos socio-econdmicos. Uma grande variabilidade
fem sido evidenciada nos niveis de ancestralidade germdmica de individuos brasileiros, mesmao
dentro de categorias fenotipicas como branco, intermadio @ pardo. Se uma doenga apresenta uma
maior incidéncia em um dos trés grupos énicos que tém contribuido na formagdo da populacio
brasieira, na realizagdo de um estudo caso-controle, o grupo émico que apresenta maior
incid&ncia estara mais reprasantado nos casos que nos controles. Meste caso, qualquer variante
génica associada com o grupe étnico de maior incidéncia val apresentar associagio com a
doanga, independentemente do seu envolvimento na patogé@nese, podendo apresentar falsos
positivos. Para evitar estas aszociacées esplrias, em estudos casos-controles envolvendo
poputagies miscigenadas é necessario controlar o efeito da etnicidade.

A populagie brasileira, predominantemente miscigenada, & considerade excelente
candidata para realzacio de estudos de Mapeamenio por Miscigenacdo (MM) de doencas
complexas. Uma doenga candidata a ser objeto de MM & a hipertensdo. que tem um farle
componente genético e apresenia frequéncias malores em populagies de origem africana. Em
particular, a hipertensdo & comum em individuos com anemia falcforme, embora n3o seja claro se
a patogénese nestes pacientes e em individuos sem esta doenca seja a mesma. Porém, a
viabiidace de identificar mutagbes responsaveis pela hipertensdo na populagao de pacientes, com
anemia falciforme ou na populacdo brasiteira em geral, depende do sucesso na identificaclo da
origemn dos fragmentos cromossomicos ulilizando hapiétipos de MLASs (Marcadores Informativos de
Ancesiralidade),

A maior parte doz estudos de miscigenagio desenvolvidos em populaches brasileiras tem
estimado a miscigenagio no nivel populacional. Métodos recentes e a possibilidade de genctipar
um grande ndmeros de marcadores permitem atualmente estimar componentes de miscigenagio
no Alvel individual.

O objetivos do estude s8o: (1) Estimar a ancestralidade gendmica individual Amerindia,
Eurcpéia & Africana em amosiras de individuos sadios e pacientes com doenca falciforme das
diversas regides de Minas Gerais; (2) ldentificar padries geograficos de miscigenacdo Amerindia,
Eurcpéia e Africana em individuos sadios e pacientes com deenga falciforme de Minas Gerais; {3)

14 helac
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Cont. Parecer CONEP n® 5TE/09

investigar a viabilidade de ulilizar o Desequilibric-de-Ligacio-gerado-por-Miscigenacdo recente
(DLW} para mapear doengas complexas na populacio de Minas Gerais.

O awo do estudo & a populagdo do Estado de Minas Gerais & os pacientes com doenga
falciforme. Wtilizande o suporte logistico da Fundagio HEMOMIMNAS serfo realizadas coletas de
500 individuos sadics, doadores de sangue (a), e 500 pacientes com doenga falcforme (b). As
amestras serfic oblidas nas 19 unidades da Fundagio HEMOMINAS distribuldas em lodo o
Esiado. Sera coletada uma amostra de 5 cc de sangue de cada individuo. As amostras (a) e (b)
ferdo uma distribuigdo geografica similar, que compreenda todo o Estado,

Apds extracio do DMA, serfo genolipadas 40 insergfes-delecbes (INDELS) que sao
capares de capiurar a estrutura genetica das populagdes humanas. Estes marcadores serdo
genotipados por min-sequenciamente em 4 reagies mulliplex. Os produtos de mini
sequenciamento serdo analizados num sequenciador MEGABACE. Para testar a viabilidade de
MM, 20 SMPs escolhidos do “database” do projeto HapMap na regifo 6924, associados com
hiperensao em individuos de origem Africana, serio genolipados por mini-segquanciamento. Estes
SNPs serio escolhidos entre aqueles qua evideanclem maiores diferencas de frequéncia enfre as
amostras de Afficanos Yoruba e Europeus,

Az informacdes relativas a doadores sadios @ pacientas ficarao estocadas no HEMOMINAS
conforme especificada no protocolo de pesquisa.

Emenda: (para avaliagio da CONEP)

Ac projelo de pesquisa original foram acrescentades os seguintes objelives, conforme
espacificado em carta do pesquisador responsdvel, de 01 de dezembro de 2008, enderegada ao
CEP HEMOMINAS: “1. Genotipar de 500.000 a 1 milhGe de marcadores selecionados como tag-
ENFs do genoma humano a partir dos dados do projeto intermacional HapMap (www. hapmap ong),
nos individuos sadios (doadores de sangue) & nos pacientes com doenga falciforme que aceitaram
participar do projeto de pesquisa acima relacionado. Na primeira parte deste objetivo medificado,
propomos & genotipagem de 60 individuos (30 pacientes com doenca falciforme e 30 doadores
gadios), Estamos procurando financiamento para ampllar @ genctipagem a toda a amosira
coletada. 2. Ulilizando estes dados e outros, de databases plblicos, selecionar um painal de
4000 a 8000 Marcadores Informativos de Ancestralidade (MlAs) & verificar a sua informatividade
para esiudos de mapeamenio por miscigenagido, avaliando a viabildade de estimar a
ancestralidade de fragmentos cromossdmicos de ancestralidade continua e a distribuigls do
comprimento destes fragmentosz ao longo do genoma dos brasileiros”.

A jusificaliva para esta alieragho consiste no fato de que a viabilidade de identificar
mutagies responsaveis por doengas complexas na populagdo de pacientes com doenca falciforme
ou na populacio brasileira em geral, ufiizando o desequilibic de ligagho gerado por
miscigenagio, depende do sucesso ma identificacdo da origem dos fragmentos de cromossomos
de diferentes crigens formados no processo de miscigenagio. Neste estudo, esta possibilidade
serd testada genotipando de 500.000 a 1 mihdo de SNPs distribuidos am todo o genoma,
selacionando entre essas SNPs um conjunto de 4000-8000 MlAs e verificando s& & possivel inferir
a populagao de origem de fragmentos cromossimicos em fungdo do ndmero de MiAs ulilizados.
isto permitird verificar como a dindmica da recombinacio nos ditimos clinco séculos influencia a
capacidade de inferir a ancestralidade de raglbes cromossimicas a parir de hapldtipos compostos
par MiAs distribuidos em todo o genoma.

Sequnda o pesquisador, a confidencialidade dos dados referentes aos sujeitos de pesquisa
sera preservada, sendo os resultados publicados unicamente como freqléncias agregadas por
marcadar & regiao geografica, sem tornar plblico gendtipos multilacus individuais. Esla precaugao
constitul o padrdo ouro mais recenta em matéria de protecio da confidenciglidade de individuos
participantes em estudos gendmicos.

Sendo assim, a alleracdo proposta consiste em uma oporfunidade de melthoria

matodologica do protocole de pesquisa original mantendo-se, entretanto, a esséncia dos objetivos
inicias,

Local de realizagio .

Trate-se de estudo nacional, mulicintrico, com parficipacio estrangeira.

Segundo lé-se no projeto original, “As ameostras de DNA serlo armazenadas em
geladeiras ou freezers em ambientes sob chave no Laboraldrio de Pesquisa no Hemocentro de

24 helag
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Belo Horizonte & no Laboratéric de Diversidade Gendmica Humana do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Geraiz até o final deste estudo, Mo final deste
estude, todas as amostras de DNA de sujeitos de pesquisa gque ndo tenham autorizado o uso das
amaostras para estudos futuros serfio descaadas, As amostras dos parficipantes que autorizarem
o uso das amostras para futuros estudos com objetivos similares a este serSo conservadas™,

Os laboratérios candidatos para a contratacio das genofipagens s&o: “The Center for
Applied Genomics” (Toronta, Canada, do “The Hospital for Sick Children”), “Vanderbitt Liniversity”
(ELA) & “The Translational Genomics Research Institute® (TGen, Arizona, EUA). Foi ressaltado
pele pesquisador que a decisdo de realizar as genotipagens no exteror baseia-se no fato de que
nao existern atualmente no Brasil aboratdrios com a suficiente experiéncia para a realizagio
destas (pagina & da numeragéo do CEP). A genotipagem dos marcadores sera realizada através
do empreqo dos arranjos desenvelvidos pelas emprasas filming ou Affymednix,

Apresentacio do protocolo

Uma nova Folha de Rosto (FR - 242733) foi apresentada quando da submissdo da
emenda a analise élica pelo CEP. Encontra-se assinada pelo pesquisador proponente e palo
respansavel pala Instituigdo Onde Serd Realizade (Jinia Guimardes Mourdo Cicffi; Dirstora
Tacnico Cientifica da Fundagdo Hemominas) & informa a previsdo de consfituicio de banco de
materiais bioligicos.

O estudo estd sendo realizado em uma parceria enfre a Fundacdo HEMOMIMNAS & a
UFMGE, consfituindo parte da tese de doutoramento de Maria Clara da Silva, funciondria do
HEMOMINAS. Também na pagina 5 (numeracdo do CEP) consta gque, como parte do programa
de pesquisa do grupo, esta sendo desenvolvida uma plataforma de bisinformatica denominada
DIVERGENOMA, o que facilitara a andlise dos dados na UFMG e na Fundagio HEMOMINAS.

Mo projeto original consta que "As amosfras de DMNA serSo armazenadas em geladeiras ou
freezeres sob chave no Laboratéric de Pesquisa no Hemocentro de Belo Horizonte e no
Laboratdrio de Diversidade Gendmica Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os resultades das andlises genélicas serdo conservadas
indefinidamente no database de dados genéticos do grupo de pesguisa do Dr. Tarazona, sem
nanhum referimants com os dados pessoais do panicipante” (pagina 29 da numeragao do CEP).

Foram anexadas as trés vershes d2 Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE)
do projeto original, destinados aos (a) doadores de sangue, (b) pacientes com deenga faleiforme &
(e} pacientes com doenca falciforme e idade inferior a 18 anos.

Ma pdgina 21 (numeragio do CEP) foi apresentado o cronograma do projeto original, com
duraco prevista de 28 meses a partir da aprovagio do CEP. Na pégina 8 & informado que o
cronograma iniclal serd prorrogado em dois ancs, visando a execugio dos procedimentos
adicionais.

Ma pagina 7 (numeragao do CEP) consta que os salarios dos pesguisadares emvolvidos
a0 pagoes pela UFMG e pela Fundacio Hemominas, & gue o pesguisador responsavel & bolsista
de produtividade em Pesquisa nivel Il do CNPg. E informade também que o projeto conta
atualmente com os seguintes financiamentos: 1) Projeto “Diversidade Genética em Minas Gerais
nae Conlexto da Diversidade Gendmica Humana: Inferéncias Histéricas e Implicagbes
Epidemiclagicas™ - Programa Pesquisador Mineiro RS$48.000,00 (coordenador Eduardo T. Santos);
2) Projeto “Estruiura Gendmica dos Latinoamericanos: Ancestrafidade Indigena, Miscigenagio e
Ferramentas Bioinformaticas pera a Andlise® - Edital CNPg Universal 2008 R340.000,00
(01122008 a 301172010}, e financiamento do Instituto Milgnio (coordenacio do Dr. Francisco
Salzano) no valor de RE83.000,00 para o grupe do pesquisador responsavel. Ainda nesta pagina
consta que: a) a colela e extragio de DMA & financiada pela Fundagdo Hemominas, b)
genotipagem de 25 MIAs em 800 individuos: R$25 por individuo x 800 Individuos = R$15.000; c)
genotipagem de 60 individuos para 500.000 SNPs: USE300dndividuo x 60 individuos = US$18.000
(aproximadamente R342.000),

Foi apresentado (pagina 40 da numeragdo do CEP) o parecer consubstanciado do CEP da
Fundagdo HEMOMINAS guanto & aprovagdo, em 05/06/06, do projeto original. A carda de
aprovacdc do estudo {0/08/08) pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG enconfra-se na
pagina 43,

Os curriculos dos pesquisadores, disponiveis na Plataforma Lattes/CNPg, foram
apresentados, cbservando-se adequagio a proposta.

1) hclac
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Gomentariol Consideragao

1. Segunde informado nos TCLES do projete original, o material genético recolhido, quando
autorizado, pode ser usado em investigacbes futuras, Na pagina 5 (emenda) |&-se “Apds o
experimento de genctipagem as amostras serdo devolvidas para o nosso grupo no Brasil®.
Da mesma forma, a FR relativa 4 emenda em analise informa a utilizagio/constitulglio de
banco de materiais bioldgicos. Meste senfido, solicila-se & comprovagio do cumprimenta
do disposto nos itens 1.1 (Justificativa quanto a necessidade e oportunidade para usos
futuros) @ 1.4 (Norma ou regulamentc elaborado pela instituicio depositdria para
armazenamento de materiais bicldgicos humanos) da Resolugdo CNS 347/2005.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuicoes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovacdo do leetn de pesquisa proposto, devendo ﬁﬁ“ m@ﬁ%ﬁ
g'El‘_r_ﬁﬁ:rfﬁEﬁt;"qb jas questoes acima, antes do inicio do estudo.

Situagao: Protocolo aprovado com recomendacdo.

Brasilia, 25 de novembro de 2008,

s
s
Ke};éﬁ{eﬁ;ﬂ annous

Coordenadora da CONEP/CNS/MS

did helae
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