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MACHADO, Taisa Manuela Bonfim. Migracdo, estrutura populacional, tipos de
casamentos e doencas genéticas f. il. Tese (Doutorado) — Fundacdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2012.

RESUMO

A migracdo é o fator evolutivo capaz de dispersar a diversidade genética entre
populagdes, inserindo novas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. A dindmica
matrimonial, juntamente como a estrutura da populacdo séo fatores que podem alterar
a frequéncia destas caracteristicas. Exemplo dessas caracteristicas sdo as doencas
genéticas, onde a frequéncia e distribuicdo destas auxilia na compreenséo da influéncia
de fatores evolutivos em uma populacdo. No municipio de Monte Santo, localizado no
interior da Bahia, foram encontradas doencas genéticas com elevada frequéncia, como
mucopolissacaridose do tipo VI e fenilcetondria. Existem evidéncias que algumas
doencas mostram associacdo entre a raga e o0 risco de sua ocorréncia. Dados
moleculares mostraram que na Bahia a contribuicdo africana é de 47,2%, entretanto,
dados baseados em classificacdo fenotipica apontam para o aumento da contribuicéo
europeia com o afastamento do litoral. Para inferir a origem de algumas doencas
genéticas em Monte Santo foram analisados marcadores informativos de
ancestralidade autossémicos (AT3-I/D, APO, PV92 e SB19.3 genotipados por PCR;
GC*1F e GC*1S por PCR/RFLP; e os marcadores FYnull, CKMM e LPL por PCR em
tempo real) e marcadores uniparentais do mtDNA (sequenciamento da regido HVS-I) e
do cromossomo Y (marcador YAP por PCR; DYS 199, 92R7 e M207 por PCR/RFLP; e
M60, PN2, PN3, M34, M89, M9 por sequenciamento). Assim, atraveés da identificacao
da origem desses marcadores foi possivel inferir a contribuicdo das populacbes que
formaram a populacéo de Monte Santo, e a origem de algumas das alteragdes génicas
responsaveis pelas doencas genéticas aqui estudadas (sindrome de Treacher Collins,
hipotireoidismo congénito, fenilcetonuria, mucopolissacaridose tipo VI, surdez
hereditaria ndo sindrébmica e osteogénese imperfeita). Os dados do cromossomo Y e
dos autossbmicos apontam para maior contribuicdo europeia, e o0s resultados dos
marcadores mitocondriais para elevada contribuicdo africana e amerindia. A elevada
contribuicdo europeia tanto paterna quanto autossémica sugere origem europeia para
as mutacdes c.35delG e R252W, responsaveis por aproximadamente 24% dos casos
de surdez hereditaria ndo sindrdbmica e por todos os casos de fenilcetondria,
respectivamente. A mucopolissacaridose do tipo VI tem como causa a mutagéo
p.H178L, a presenca desta alteracdo apenas em pacientes brasileiros, que
compartilham o mesmo haplétipo intragénico sugere origem autéctone. Além de
marcadores moleculares também foram analisados os tipos de casamentos
(endogamicos, exogamicos e entre imigrantes) e sua frequéncia no municipio. Foi
observada elevada frequéncia de casamentos endogamicos e baixa taxa de migracéo,
sugerindo crescimento populacional interno. Além disso, a maioria da populacao reside
em povoados, cujo tamanho varia de 113 a 582 pessoas por povoado. Nesta cidade
80% da populacédo tem renda mensal equivalente a meio salario minimo, o que explica
a baixa taxa de migracdo por auséncia de atrativos econdmicos. Avaliando os
casamentos dentro das genealogias dos afetados é possivel observar que a maioria



deles é filho de pais consanguineos. Estes resultados mostram que o elevado grau de
endogamia e endocruzamento assim como possivel efeito fundador e deriva genética
estdo associados ao aumento da frequéncia e manutencdo das doencas genéticas
neste municipio.

Palavras Chave : migracdo, doencas genéticas, DNA mitocondrial, cromossomo Y,

Monte Santo-BA, ancestralidade, tipo de casamento, estrutura populacional



MACHADO, Taisa Manuela Bonfim. Migration, population structure, types of marriages
and genetic diseases. 102 f. il. Tese (Doutorado) — Fundagcdo Oswaldo Cruz, Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2012.

ABSTRACT

Migration is the evolutionary factor able to disperse the genetic diversity among
populations, inserting new phenotypic and genotypic characteristics. The dynamic of
marriage and population structure are factors that may maintain or eliminate these
characteristics. Examples of these traits are genetic diseases, where the frequency of
these helps in understanding the evolutionary factors influence in a population. In Monte
Santo city, situated in county of Bahia, were found genetic diseases with high frequency
such as mucopolysaccharidosis type VI and phenylketonuria. It has been shown that
some diseases have an important racial factor in determining risk of its occurrence.
Molecular results show that in Bahia the African contribution is 47.2%. However,
phenotypic classification data show an increase of European contribution with the
distance from the coast. To infer the origin of some genetic disease in Monte Santo
were analyzed autosomal ancestry informative markers (AT3-1/D, APO, PV92 and
SB19.3 genotyped by PCR, GC*1F and GC*1S by PCR/RFLP and FYnull, CKMM and
LPL genotyped by real time PCR) and uniparental markers of mtDNA (sequencing of the
HVS-I region) and the Y chromosome (YAP marker by PCR; DYS199, 92R7 and M207
by PCR/RFLP, and M60, PN2, PN3, M34, M89, M9 by sequencing). Thus, by identifying
the origin of these markers was possible to infer the contribution of the populations that
formed Monte Santo, and the origin of some genetic mutations responsible for genetic
diseases studied here (Treacher-Collins syndrome, congenital hypothyroidism,
phenylketonuria, mucopolysaccharidosis type VI, hereditary non-syndromic deafness
and osteogenesis imperfecta). The Y chromosome and autosomal results indicate
greater European contribution, and the results from mtDNA show high contribution
of African and Amerindian contribution. The high European contribution both paternal

and autosomal suggests European origin for the c¢.35delG and R252W mutations,



responsible for approximately 24% of cases of hereditary non-syndromic deafness and
all phenylketonuria cases, respectively. The mucopolysaccharidosis type VI is caused
by p.H178L mutation, the presence of this mutation only in Brazilian patients, who share
the same intragenic haplotype suggest an autochthonous origin. In addition to molecular
markers were also analyzed the types of marriages (endogamic, exogamous and
between immigrant) and how often they occur in the city. We observed a high frequency
of endogamic marriages and low migration rates, suggesting internal population growth.
The population of Monte Santo is characterized by division into villages, where the
majority of the population, the number of inhabitants varies from 113 to 582 people per
village. In this city 80% of the population has income equivalent to half the minimum
wage, which reinforces the absence of compelling economic and low migration rate.
Evaluating the marriages inside the genetic diseases pedigree families can be
observed that most of those affected are children of consanguineous parents.
These results suggest that the high degree of inbreeding as well as the occurrence
of founder effect and genetic drift were associated with increased frequency and

maintenance of genetic diseases in the city.

Key Words : migration, genetic disease, mitochondrial DNA, Y chromosome, Monte

Santo-BA, ancestry, types of marriages and population structure
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1 INTRODUCAO

1.1 Migracéao, formacdao e distribuicdo da populagéo brasileira

A migracdo € um dos principais fatores evolutivos que modulam a diversidade
genética de popula¢cdes humanas. Portanto, o entendimento das causas, padrdes, e
efeitos das migracdes sédo fundamentais para interpretar a historia evolutiva da nossa
espécie, auxiliando assim na compreensdo das alteracbes nas frequéncias alélicas e
genotipicas nas populagdes bem como na dispersédo dos variantes genéticos inclusive
daqueles que séo responsaveis pelas doencas genéticas. Algumas doencas
apresentam frequéncias bem diferentes nas populacdes, possivelmente devido ao local
de origem da mutacdo causal e padrdo de acasalamento da populagdo e ao efeito
fundador associado a deriva genética. A distribuicdo espacial de algumas
caracteristicas pode fornecer informacdes relevantes sobre a histéria da movimentacao
da nossa espécie no passado.

Ao cruzar o estreito de Bering da Sibéria para a América do Norte, a humanidade
iniciou 0 povoamento daquele que se tornaria conhecido, muito tempo depois, como
Novo Mundo. Apesar de ter sido esse o caminho mais provavel, a forma como se deu a
fixacdo dos primeiros americanos é motivo de iniUmeras discussdes e muitas incertezas
(SILVA-JR et al., 2002).

Uma das principais teorias, fundamentada na andlise linguistica, morfologia
dentaria e marcadores genéticos e proteicos que tenta explicar a colonizacdo da
América foi proposta por Greenberg e cols., (1986). Segundo esses autores o
continente americano teria sido povoado por trés ondas migratérias distintas, a primeira
h& cerca de onze mil anos, composta pelos amerindios e que deu origem a maioria dos
nativos americanos atuais da América do Norte, Central e do Sul. Uma segunda onda
migratoria ha nove mil anos, que teria originado os nativos da regido noroeste dos
Estados Unidos, composta pelos Na-Dene. Finalmente, uma terceira onda migratéria
teria ocorrido h&a 4-6 mil anos, originando as populagdes representadas pelos esquimaos-
aleutas. Essa hipotese mostrou-se consistente com os dados de DNA mitocondrial
(TORRONI et al., 1993) disponiveis na época.



18

Uma nova onda migratoria, anterior & dos amerindios foi proposta por Neves e
cols., (1996), com base em craniometria e, segundo esses autores, esse grupo teria
caracteristicas morfologicas semelhantes aos atuais africanos e australianos.

Em contraposicao a essas hipoteses, estudo recente analisando 8,8 kb do DNA
mitocondrial de amerindios da América do Sul sugere que a América foi povoada entre
12.366 a 19.074 anos numa unica onda migratoria (SILVA-JR et al.,2002). De fato,
numerosos estudos anteriores propdem uma onda migratoria Unica e mais antiga
(MERRIWETHER et al.,1995; FORSTER et al., 1996; BONATTO; SALZANO, 1997a,
1997b; STONE; STONEKING, 1998).

Os dados mais recentes obtidos dos estudos do cromossomo Y e do DNA
mitocondrial mostram-se incompativeis com o modelo de trés ondas distintas
provenientes da Asia (UNDERHILL et al., 1996; SANTOS et al., 1999; KARAFET et
al.,1999).

A hipoétese baseada em dados do mtDNA e de uma Unica onda migratoria para a
América é reforcada pela parciménia na explicagdo da diferenciagédo linguistica e de
frequéncia génica por isolamento geografico dos individuos que formaram a populacdo
nativo americana, no Brasil, historicamente conhecida como indios (SILVA-JR et al.,
2002).

O estudo de marcadores moleculares uniparentais (cromossomo Y e DNA
mitocondrial (mtDNA) (MARRERO et al., 2007) e biparentais (LUIZON et al., 2008), em
populacdes amerindias, tém mostrado que a variabilidade diferencial encontrada entre
0S grupos populacionais amerindios no continente americano € consequéncia do
isolamento geografico destas populagbes. Estas diferencas podem estar relacionadas
com a deriva genética e o efeito fundador uma vez que estes fatores interferem
fortemente em grupos pequenos e isolados (FREIRE-MAIA, 1974; BEIGUELMAN,
1996).

A partir do ano de 1500, o tamanho desta populacdo foi reduzido de
aproximadamente 2,4 milhdes, para cerca de 326.000 (CALLEGARI-JACQUES &
SALZANO, 1999). Segundo o censo do IBGE (2000) apenas 0,36% dos individuos no

Nordeste se autodenominaram como indios. Nessa regido, dados moleculares tém
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revelado contribuicho menor deste grupo na formacdo da populacdo quando
comparada aos africanos e europeus (ABE-SANDES et al., 2010; FELIX et al., 2010).

O processo de colonizagao do Brasil foi marcado pela imigracdo, principalmente,
de europeus e africanos e interferiu no tamanho populacional e na distribuig&o territorial
dos indigenas, promovendo a erradicacdo e/ou deslocamento deste povo cada vez
mais para o interior do estado. Este deslocamento também protegeu da escravizacao
alguns grupos nativos americanos (AZEVEDO et al., 1982). Entretanto, alguns grupos
permaneceram nas regides ocupadas pelos portugueses convivendo com estes. As
aliancas formadas entre os portugueses e indigenas ndo s6 consolidaram a presenca
portuguesa no continente americano, mas também estabeleceram os primeiros ramos
de familias brasileiras, iniciando o processo de miscigenacdo (MONTEIRO, 1996).

A migracdo europeia foi inicialmente composta quase que exclusivamente por
homens, e com fluxo intenso desde o inicio. Estima-se que 500.000 portugueses
chegaram ao Brasil até 1808 (RIBEIRO, 1995). A presenca européia foi extremamente
significativa para o povoamento das terras brasileiras e com eles, posteriormente,
chegaram os africanos, que vieram substituir a mao de obra escrava que era ocupada
pelos povos indigenas (MONTEIRO, 1996).

De acordo com Callegari-Jacques & Salzano (1999), dos imigrantes que
chegaram ao Brasil entre 1500 e 1972, 58% eram europeus, 40% africanos e 2%
asiaticos. Com a abertura dos portos em 1808, o fluxo de imigrantes provenientes da
Europa intensificou-se e continuou acentuado até o inicio do século XX. Estima-se que
entre 1820 a 1975, tenha entrado no Brasil seis milhdes de europeus, sendo que destes
70% eram portugueses e italianos. Outras populacdes como espanhdis, aleméaes,
sirios, libaneses e japoneses também fizeram parte do contingente de imigrantes
(IBGE, 2000).

Segundo Curtin (1969), o Brasil recebeu cerca de quatro milhdes de escravos
entre os anos de 1600 a 1870, o que compreende 40% do total de africanos que foram
introduzidos nas Américas neste periodo. Os negros provinham de diversas regifes da
Africa, predominando Angola, Congo e Moc¢ambique (CURTIN, 1969), como esta

mostrado na Figura 1. A distribuicdo deste novo grupo étnico no territorio brasileiro foi
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bastante heterogénea e, segundo Viana-Filho (1988), o Rio de Janeiro (38%) e a Bahia
(25%) receberam os maiores contingentes, seguidos de Pernambuco (13%), Sao Paulo
(12%), Maranhéo (7%) e Para (5%).

A formacdo da populacdo brasileira €, portanto, resultado de 500 anos de
miscigenacao entre os trés principais grupos étnicos ancestrais: africanos, europeus e
amerindios. Como consequéncia desse processo a hossa populacdo € considerada
como uma das mais heterogéneas do mundo (CARVALHO-SILVA et al., 2001).

u

o< Guiné
Equatorial

{— Século 16
{— Século 17

Fim do Século 17 e Século18

Figura 1. Demonstracdo sugerida da migracdo da populagdo africana para o Brasil do século XVI ao
século XVIII (SOUSA, 2001).

Na Bahia, Azevedo e cols. (1982) mostraram a diversidade na distribuicdo dos
afrodescendentes, sua presenca é mais significante no litoral e em regides
economicamente importantes, como no municipio de Lencois devido a exploracdo de
minérios; na regido sul do estado, com o cultivo do cacau e na regido litorAnea com o
cultivo da cana de acucar. Este trabalho ainda ressalta o branqueamento da populagao
do estado da Bahia a medida que a distancia do litoral aumenta, com excecdo das

regides economicamente importantes, como citado anteriormente.
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No periodo de 1880 a 1920 foi implementado no pais o processo de migragédo
seletiva objetivando o branqueamento da populacdo e a maioria dos imigrantes
europeus que entraram Brasil era proveniente da Italia (SEYFERTH,1996). O Estado
brasileiro imp6s restricbes a entrada de imigrantes no pais, sendo absolutamente
restrita a entrada de imigrantes negros e a cota anual para “amarelos” era de 3%. A
imigracao europeia foi incentivada por uma série de propostas de estimulo a migracéo e
politica de colonizacdo, aumentando assim as chances de branqueamento da
populacéo brasileira (RAMOS, 1996).

Mesmo ap6s cinco séculos de mistura ainda € possivel encontrar grupos
humanos relativamente isolados que conservam muito das caracteristicas das
populacdes ancestrais, a exemplo dos remanescentes de quilombos e tribos indigenas,
principalmente devido aos casamentos endogamicos. Isto também mostra que a
espécie humana, assim como muitos animais tém a tendéncia a viver em agrupamentos
(isolados) (SALZANO & FREIRE-MAIA, 1970). E mesmo nos grandes centros urbanos,
a miscigenacgao nao ocorre de forma aleatoria, os casamentos sao preferenciais e uma
das caracteristicas de escolha é o grupo racial (AZEVEDO et al., 1982).

Esses agrupamentos favorecem o aumento de casamentos endogamicos, como
0s observados entre os indios e 0s judeus Ashkenazi. Estas unies também podem
diminuir a variabilidade genética da populacdo e favorecer o aparecimento de
caracteristicas recessivas e também de doencas genéticas. Os pequenos
agrupamentos populacionais mantendo-se parcialmente isolados sofrem acdo de
fatores evolutivos que podem interferir nas frequéncias génicas como efeito fundador e
deriva genética (FREIRE-MAIA, 1974).

As migracOes internas durante o periodo colonial do Brasil promoveram a
dispersdo dos trés grupos étnicos no pais, favorecendo dessa forma a miscigenacao.
Entretanto, as proporcbes dos trés grandes componentes étnicos variam
consideravelmente conforme a regido geografica (Quadro 1). Tendo as regides norte
(68,97%) e nordeste (65,8%) os maiores contingentes de afrodescendentes (soma de
pretos com pardos), ficando a segunda com o maior percentual de pretos (7,7%). Ja

para os brancos, o maior indice encontra-se nas regides sudeste (62,4%) e,
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principalmente, sul (83,6%). A maior concentragdo de indigenas € observada na regido
Norte (1,65%) (IBGE, 2000).

Com relacdo a populacdo da Bahia os dados do IBGE (2000) mostram que
77,5% dessa populacdo (10.095.282 individuos) € composta por afrodescendentes
(negros/pardos). Nesta populacdo, a analise de marcadores informativos de
ancestralidade mostrou que a contribui¢&o africana estimada foi de 47% (ABE-SANDES
et al., 2010).

Fendtipos Branco Preto Indigena Pardo  Amarelo Sem
Regides Declaracao
Brasil 53,75 6,21 0,43 38,45 0,45 0,71
Norte 28,00 5,00 1,65 63,97 0,22 1,16
Nordeste 32,90 7,70 0,36 58,10 0,14 0,80
Centro-Oeste 49,72 4,62 0,90 43,68 0,40 0,68
Sudeste 62,40 6,60 0,20 29,50 0,70 0,60
Sul 83,60 3,75 0,34 11,49 0,41 0,41

Quadro 1. Autoclassificacdo de raga/cor em percentual (%) da populagéo brasileira de acordo com o

censo demografico realizado pelo IBGE em 2000.

1.2 Cromossomo Y e DNA mitocondrial

O cromossomo Y (regido ndo recombinante) e o DNA mitocondrial (mtDNA) séo
conjuntos génicos de heranca uniparental, sendo um de origem paterna e o outro de
origem materna, respectivamente. As variantes encontradas nesses conjuntos génicos
estdo sendo amplamente utilizadas para estimar a ancestralidade de diferentes
populacbes, facilitando a reconstrucdo histérica e de evolucdo das mesmas
(BORTOLINI et al., 1998; ALVES-SILVA et al., 2000; SILVA-JR et al.,, 2002; ABE-
SANDES et al., 2004; MENDES-JR et al.,, 2009; NUNES et al., 2011; BISSO-
MACHADO et al., 2011).
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As alteracbes encontradas nesses conjuntos, conhecidos como haplétipos,
permitem definir linhagens maternas e paternas alcangcando dezenas de geragbes no
passado, podendo, assim, reconstruir a histéria genética e de migracdes em uma
populacédo (ABE-SANDES, 2002).

Caracteristicas singulares do cromossomo Y e do mtDNA como, haploidia, ndo
recombinacdo com outras regides e/ou outros cromossomos/conjuntos génicos, que
tornam a heranga de pais para filhos inalterada, e a ocorréncia de variagcdes devido
apenas a mutacoes, indicam a utilizacdo destas na formagé&o de haplotipos/haplogrupos
que definem a origem ancestral do individuo e da populagdo (GILES et al.,, 1980;
ANDERSON et al., 1981; SHUSTER et al., 1988; HORAI et al., 1990; ABE-SANDES,
2002).

As mutacdes no mtDNA, principalmente nas regides ndo codificadoras, como a
regido hipervariavel | (HVS-l), que caracterizam os haplogrupos populacionais veem
sendo bastante estudadas em populagdes brasileiras (ALVES-SILVA et al., 2000;
BORTOLINI et al., 2002 e 2004; SILVA et al.,, 2006; MARRERO et al.,, 2007,
GUERREIRO-JR et al., 2009; LOPES-MACIEL et al., 2011).

Os haplogrupos do mtDNA, L1, L2, L3a, L3b, L3c, L3d constituem linhagens
africanas sub-saharianas; os haplogrupos A, B, C, D referem-se a linhagens
americanas; M compreende a linhagem asiatica; H, I, J, K, T, U, V, W correspondem as
linhagens europeias, 0 haplogupo X € uma linhagem de origem tanto europeia quanto
americana ou asiatica (A human mitochondrial genome database - MITOMAP).

A distincdo dos haplogrupos do cromossomo Y é realizada pelo estudo de
marcadores Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Os haplogrupos A, B e E
caracterizam linhagens africanas, as europeias sdo contempladas pelos haplogrupos | e
R; os asiaticos estdo reunidos nos haplogrupos D, C, F2 e O e 0s nativos americanos
apresentam o haplogrupo Q; os demais haplogrupos, em sua maioria, apresentam

ampla distribuicdo geogréfica, segundo Karafet e cols (2008).
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1.3 Diversidade genética e doencas

A diversidade entre os seres vivos e entre os individuos de uma mesma espécie
€ um fato j& observado e discutido nos trabalhos de Darwin e Wallace.

As primeiras analises sobre a diversidade biolégica humana foram feitas
utilizando caracteristicas morfolégicas (COON, 1965); em seguida utilizando-se
variantes proteicas (HARRIS & HOPKINSON, 1972) e, na atualidade séao
preferencialmente utilizados os variantes de DNA. Os avancos tecnholdgicos na area da
biologia molecular revelaram grande diversidade da nossa espécie.

A frequéncia de alguns marcadores mostrou-se diferente entre populagdes e ou
regides geograficas (CAVALLI-SFORZA & BODMER, 1971). A anélise desta
heterogeneidade € importante para a descricdo da diversidade genética populacional,
reconstrucdo histérica dos povoamentos (YANAGIHARA et al.,, 1995; CALLEGARI-
JACQUES & SALZANO, 1999) e estimativa de contribuicdo das popula¢gdes ancestrais
na formacgéo de popula¢gbes miscigenadas (SHRIVER et al., 1997; PARRA et al., 1998;
PARRA et al., 2001; SHRIVER et al., 2003; SANTOS et al., 2010; ABE-SANDES et al.,
2010; FELIX et al., 2010).

A estimativa de contribuicdo genética na formacdo das populagdes pode ser
realizada avaliando-se marcadores uniparentais, cromossomo Y e mtDNA. O uso
destes marcadores € também importante para avaliar diferencas entre a contribuicdo
materna e paterna na formacdo de uma populagdo (GILES et al., 1980; JOBLING &
TYLER-SMITH, 1995).

As estimativas de mistura na populacdo baseadas em marcadores uniparentais
(Y e mtDNA) mostraram resultados contrastantes entre si. Utllizando marcadores
bialélicos do cromossomo Y numa amostra de brasileiros descendentes de europeus,
Abé-Sandes e cols. (2004) observaram apenas 2% de cromossomos tipicos de
africanos e nenhum cromossomo Y amerindio; resultados semelhantes (2,5% de
linhagens africanas) foram observados por Carvalho-Silva e cols. (2001) em brasileiros
brancos. Ja os resultados do mtDNA em brasileiros brancos revelaram frequéncias
diferentes nas contribuicdes amerindias e africanas nesta populacdo, com descricédo de
33% e 28% (ALVES-SILVA et al., 2000) e de 12,8% e 21,4% (ABE-SANDES, 2002),
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respectivamente. Estes dados corroboram a presenca de diferencas na contribuicdo
ancestral das populacdes brasileiras devido a diferencas na distribuicdo dos ancestrais
pelo territorio brasileiro. Numa amostra de afrodescendentes de Salvador-BA e Ribeirdo
Preto-SP, Abé-Sandes (2002) observou frequéncia elevada de linhagens mitocondriais
africanas com 85,8% e 76%, respectivamente; além da presenca de linhagens
amerindias com 2,9% e 18%, respectivamente. A amostra de Ribeirdo Preto-SP foi a
Unica que apresentou haplogrupo mitocondrial europeu (4%), mostrando miscigenacao
diferente e maior quando comparada com a amostra de Salvador.

As frequéncias alélicas observadas em populacdes afrodescendentes, tendo
como base varios marcadores sdo, na maioria das vezes, muito semelhantes as
observadas nas populacfes africanas, ou seja, ha um predominio de contribuicdo
africana (SOUZA & CULPI, 1992; OLIVEIRA et al., 2001; COTRIM, 2003; ABE-
SANDES et al., 2004; ABE-SANDES et al., 2010; FELIX et al., 2010). A diversidade
génica observada em tais populacdes variou conforme o tipo de marcador empregado
nas analises; entretanto, mostrou alta similaridade com populacdes africanas.

As analises de marcadores bialélicos do cromossomo Y em populacdes
brasileiras descendentes de japoneses, de europeus e de africanos mostraram que a
diversidade genética intrapopulacional foi de 73,18%, sendo responsavel pela maior
parte da variacdo genética total, com diferenca genética entre os grupos de 23,52%
(ABE-SANDES et al., 2004).

A diversidade génica intrapopulacional indicada por marcadores moleculares de
evolugdo rapida demonstrou ser maior nos africanos, e menor em amerindios
(BOWCOCK et al., 1994; ZAGO et al., 1996). Este parametro em africanos é similar ao
observado em populacbes afro sul-americanas, quando analisados por marcadores
proteicos (BORTOLINI et al., 1998), minissatélites (BORTOLINI et al., 1998) e
microssatélites (BARBOSA et al., 2006).

A presenca de linhagens Y amerindias (3% a 18%) foi observada nas
comunidades situadas na regido norte do pais (BATISTA-DOS-SANTOS et al., 1999) e
em 2% dos afro-brasileiros de Salvador (ABE-SANDES et al., 2004). Diferentemente,

no MmtDNA, a contribuicAo de amerindios foi elevada em todas as comunidades
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afroderivadas (ABE-SANDES, 2002), sugerindo desta forma, assimetria nas
contribuicbes masculina (dados do cromossomo Y) e feminina (dados do DNAmt) na
formacao destas populacdes.

Os resultados destes estudos, aliados aos dados historicos, evidenciam a
ocorréncia no passado de um forte direcionamento entre os casamentos, sendo mais
frequentes as unides entre homens europeus e mulheres amerindias e africanas
(ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA, 2001; ABE-SANDES et al., 2004;).

Alguns estudos mostram associacdo entre a ancestralidade e determinadas
doencas. Isso mostra a existéncia de risco diferencial de desenvolvimento de algumas
doencas a depender do grupo étnico ou regido geografica, podendo ocorrer associagao
para doencas (PENA, 2005; HABER et al., 2011; SCHLESINGER et al., 2011) como,
por exemplo, doencas cardiovasculares (THOMAS et al., 2005), tromboembdlicas
(CAMARGO et al., 2005), cancer de préstata (KITTLES et al., 2002; PASCHOALIN et
al., 2003), hiperhomocisteinemia (ARRUDA et al., 1998) e hepatite crénica C (NGUYEN
& THULUVATH, 2008).

Um exemplo de doencga associada ndo apenas ao grupo étnico e/ou regido
geografica € a infeccdo pelo HTLV, que € mais prevalente em africanos. Em estudo
realizado na populagéo de Salvador-BA, onde a prevaléncia de infec¢do pelo HTLV-I
variou de 3,85% a 1,23% entre os bairros da cidade, foi possivel observar sequéncias
virais de origem africana. Estudos moleculares sugerem que o subgrupo viral,
Transcontinental, foi introduzido pela primeira vez na Africa do Sul como resultado da
migracdo da populacdo Bantu da Africa Central para a Africa do Sul nos dltimos 3.000
anos, e depois para o Brasil durante o trafico de escravos entre os séculos XVI e XIX
(REGO et al., 2008).

Os haplogrupos do mtDNA tém sido associados a algumas doencas, a exemplo
da doenca de Huntington, para a qual ja foi descrito o haplogrupo H (de origem
europeia), que foi associado a menor idade de inicio da doenca (SANCHEZ-FERRERO
et al., 2011). Para a neuropatia Otica hereditaria de Leber também ja foi demonstrada
associacdo de haplogrupos do mtDNA com diferencas na penetrancia de mutacdes
para esta doenca (SANCHEZ-FERRERO et al., 2011).
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Outra doencga ja associada com ancestralidade e origem geografica € a anemia
falciforme. Estudos na cidade de Salvador, Bahia, mostraram frequéncia de 7,6% a
15,9% de heterozigotos em afro-descendentes (AZEVEDO et al., 1980) consequéncia
do fluxo elevado de escravos provenientes do oeste e centro da Africa (VERGER,
1987).

O papel da migracéo associado a ocorréncia e distribuicdo da anemia falciforme
na populacao brasileira pode ser evidenciado no trabalho de Watanabe (2008), onde foi
observado menor frequéncia da hemoglobina S (HbS) em individuos do estado do
Parana, onde a populacdo branca é mais prevalente, quando comparado com estudos

na populacéo da Bahia que possui maior contingente de afrodescendentes (Quadro 1).

1.4 Doencas genéticas, fatores evolutivos e alelos causais

As doencas genéticas podem ser monogénicas, cromossOmicas, multifatoriais e
mitocondriais. As monogénicas, quando apenas um gene esta envolvido na ocorréncia
da doenca, sdo divididas em: ligadas ao X e autossdmicas. As doencas genéticas com
padrdo autossémicas, por sua vez, podem ainda ser classificadas em recessivas,
quando sdo necessarios dois alelos alterados para a expressdo de um fendtipo, e
dominantes, quando apenas um alelo mutado é suficiente para o aparecimento da
doenca genética (BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2001).

As doencas genéticas recessivas, em sua maioria, apresentam incidéncia
populacional baixa. O aumento do niumero de afetados por este tipo de enfermidade
depende da frequéncia alélica e da ocorréncia de casamentos endogamicos que
aumentam a frequéncia de homozigotos em detrimento a de heterozigotos
(BEIGUELMAN, 1996; BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2001).

As frequéncias das caracteristicas genéticas, inclusive das doencgas, podem
variar entre as populagfes, como por exemplo, a fenilcetonuria que possui incidéncia
estimada em 1:10.000 em populagéo eurodescendente (SCRIVER & KAUFMAN, 2001);
em Salvador - Bahia-Brasil, esta incidéncia foi estimada em 1:22.000 nativivos
(AMORIM et al., 2005). Outras doencas chegam a ser consideradas extremamente

raras, a exemplo da mucopolissacaridose do tipo VI (MPSVI), que possui incidéncia
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mundial variando de 1:238.095 a 1:423.610 nascidos vivos (NELSON et al., 2003), no
Brasil, a ocorréncia € estimada em 1:1.298.469 nascidos vivos (MABE et al., 2004).

N&o sé casamentos endogamicos podem alterar a incidéncia dessas doencas,
mas também fatores evolutivos como, a deriva genética e efeito fundador
(BEIGUELMAN, 1996).

O estudo multicéntrico que avaliou pacientes com MPSVI provenientes da
América do Norte, América do Sul, Europa e Austrdlia identificou 83 mutacdes
causadoras da doenca, confirmando assim a heterogeneidade genética da mesma.
Algumas destas mutacOes foram observadas apenas em pacientes brasileiros (H178L,
L98Q, R197X, L72R e IVS5-8t>g) (KARAGEORGOS et al., 2007). JA& as mutacdes
R315Q e S384N, que foram encontradas em pacientes de origem portuguesa, séao
também compartilhadas por pacientes brasileiros. A entrada destas mutagcdes na nossa
populacdo, possivelmente, ocorreu atraveés de imigrantes provenientes desse pais.
Portanto, a presenca de determinados variantes e auséncia de outros, bem como
frequéncias de alguns alelos pode ser explicado por efeito fundador e/ou deriva
genética. Outros exemplos de efeito fundador por migracdo sdo os variantes R252W,
causadora da fenilcetonuria, e 35delG, que esta associada com surdez hereditaria ndo
sindrébmica, que conhecidamente possuem origem europeia, sendo a R252W (RIVERA
et al, 1998; DESVIAT et al, 1999) proveniente da peninsula ibérica (Portugal e

Espanha) e Italia, principais imigrantes europeus que colonizaram o Brasil.

1.5 Casamentos consanguineos

A unido entre pessoas biologicamente aparentadas, ou seja, que possuem pelo
menos um ancestral comum € conhecida como casamento consanguineo (BITTLES,
2001; SAADAT, 2007a). Este tipo de casamento tem sido um hébito social antigo nas
populacbes (RAFIEE et al., 2010). Estudo recente estimou que nas populacdes
mundiais 10,4% dos casamentos sdo entre parentes (BITTLES et al.,, 2010). A
prevaléncia de casamentos consanguineos depende de fatores demograficos,
religiosos, culturais e socioecondmicos (BITTLES, 2001; SAADAT et al., 2007; 2008).

No Brasil, Freire-Maia (1957) concluiu que o padrédo cultural, o nivel econémico, a
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migracdo, a densidade populacional e o grau de ruralizacdo sdo os fatores que
influenciam os niveis de endogamia.

A distribuicdo das taxas de endogamia no Brasil € heterogénea. No Brasil, a
intensidade da endogamia aumenta do litoral para o interior (FREIRE-MAIA, 1957). A
regido Sul é caracterizada por frequéncias relativamente baixas de casamentos
consanguineos, enquanto o Nordeste apresenta os maiores coeficientes de endogamia
do pais (FREIRE-MAIA, 1957).

Alguns estudos tém mostrado aumento significante de esterilidade, aborto,
perdas perinatais e morte neonatal em familias consanguineas, da mesma forma a
ocorréncia de malformacgdes entre filhos de casamentos consanguineos é maior que
entre filhos de pais ndo aparentados. (AL-AWADI et al., 1986; BITTLES et al., 1993;
DAWODU et al., 1996; AL-ABDULKAREEM & BALLAL, 1998; OBER et al., 1999; AL-
RIFAI & WOODY, 2007; KERKENI et al., 2007).

Entretanto, a principal consequéncia de casamentos consanguineos € o aumento
do risco de aparecimento de doencas autossdmicas recessivas (RAFIEE et al., 2010).
Por isso, este tipo de casamento € frequentemente investigado em familias com
doencas recessivas (KHLAT et al., 1991; BITTLES et al., 1993; TUNCBILEK & KOC,
1994; STOLTENBERG et al.,, 1999; BITTLES, 2001; SAADAT & ZENDEH-BOODI,
2006; SAADAT, 2005, 2007, 2008a, 2008b; TADMOURI et al., 2009).

Estudos tém mostrado a importancia dos casamentos consanguineos na
ocorréncia de doencas e/ou fendtipos recessivos como a sindrome que associa
amelogénese imperfeita com nefrocalcinose, risco aumentado para asma, paraplegia
espastica, atrofia dptica e neuropatia e esquizofrenia em idade precoce (PAULA et al.,
2005; MACEDO-SOUSA et al., 2005; 2009; MAHDI et al., 2010; NAFISSI et al., 2011).

A migracéo, o efeito fundador, a deriva genética e os casamentos consanguineos
sao fatores de risco para doencgas recessivas e influenciam a estrutura e formacéo de
uma populacdo (FREIRE-MAIA, 1974; BEIGUELMAN, 1996; BORGES-OSORIO &
ROBINSON, 2001).
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1.6 Monte Santo e doencas genéticas

O municipio de Monte Santo situa-se no interior do estado da Babhia, latitude: 10°
26' 16” S, longitude: 39° 19' 58”0, abrangendo 3.285km? de &rea, ocupada por uma
populacdo de 52.339 habitantes (IBGE, 2010). Este municipio esta localizado a 352 km
de Salvador, capital do estado.

Monte Santo foi fundada a partir da Missao do capuchinho italiano Frei Aloponio
de Toddi que observou semelhanca entre uma colina localizado nesta cidade, com o
calvario de Jerusalém. Neste monte foram entdo construidas capelas contendo painéis
representativos da vida de Nosso Senhor. E por consequéncia da fé religiosa dos
moradores do local e da atribuicdo de milagres ao monte, o municipio foi denominado
Monte Santo (IBGE, 2010).

Além da importancia da fé e da religiosidade neste municipio alguns fatos
também marcam sua histéria, como a queda do meteorito Bendegd. Descoberto no
interior do municipio em 1784, foi transportado em 1887 para o Museu Nacional do Rio
de Janeiro, onde ainda se encontra. Pesa aproximadamente 6.000 quilos e é
considerado um dos maiores do mundo (IBGE, 2010). O municipio também foi palco da
Guerra de Canudos, dados relatados na obra literaria de Euclides da Cunha — “Os
sertdes”; a cidade também esta representada nas cenas do filme “Deus e o Diabo na
terra do sol” de Glauber Rocha e Walter Lima Jr.

Em excursbes realizadas ao municipio, por uma equipe multidisciplinar, foi
identificada prevaléncia elevada de doencas genéticas, a maioria autossémica
recessiva. Abaixo segue a descricdo das doencas genéticas encontradas até o

momento no municipio.

1.6.1 Fenilcetonuria

A fenilcetonaria (PKU) é uma doenca autossdmica recessiva resultante da
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), na grande maioria dos casos
causada por mutacdo no gene da PAH (regido 12qg22-g24.1) (OMIM# 251580). A

alteracdo nesse gene leva a deficiéncia de seu produto, promovendo, com isso, O
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aumento dos niveis séricos de fenilalanina e de seus metabolitos secundarios
(SCRIVER & KAUFMAN, 2001).

A deficiéncia enzimatica causa intolerancia a ingestdo do aminoacido essencial
fenilalanina. Esta deficiéncia € bastante heterogénea em decorréncia do alelo
apresentado pelo paciente, podendo gerar diferentes quadros clinicos e/ou bioquimicos,
como a PKU classica - deficiéncia completa da atividade enzimatica,
Hiperfenilalaninemia ndo PKU — deficiéncia enziméatica com aumento de fenilalanina
sérica, sem intolerancia dietética, tendo este menor associacdo com risco de
desenvolvimento cognitivo na auséncia de tratamento.

A heterogeneidade da PKU é consequéncia do niamero elevado de mutacdes
identificadas no gene da PAH (550 mutagcbes - Phenylalanine Hydroxylase
Knowledgebase, 2010). A mutacdo mais frequentemente identificada em diferentes
populacdes estudadas € a R408W. Os paises que apresentam o0 maior numero de
mutacdes descritas sdo a Inglaterra, Espanha, Canada, EUA, Itélia, Noruega, Bélgica e
Alemanha (SCRIVER et al., 2001).

A incidéncia da PKU varia de 1:8.000 a 1:25.000, em nascidos vivos (NV), em
populacdes europeias e asiaticas, sendo de aproximadamente 1:11.000 em Portugal.
No Brasil, a incidéncia descrita varia entre 1:15.000 a 25.000 NV, tendo sido
anteriormente descrita como de 1:22.000 na Bahia (CARVALHO et al., 2003; AMORIM
et al., 2005; VILARINHO et al., 2006; LEAO et al., 2008). Em Monte Santo a prevaléncia
da PKU foi estimada em 1:5000 (AMORIM et al., 2011).

1.6.2 Mucopolissacaridose VI

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas hereditarias
causadas pela deficiéncia de uma das onze enzimas lisossomais envolvidas na
degradacao dos glicosaminoglicanos (GAGs) (NEUFELD & MUENZER, 2001).

A mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) ou sindrome de Maroteaux-Lamy é uma
doenca autossdmica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima N-

acetilgalactosamina-4-sulfatase ou arilsulfatase B (ARSB). A MPS VI é caracterizada
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pelo armazenamento intralisossomal e excrecdo urinaria de niveis elevados de
dermatan sulfato (COSTA-MOTTA et al., 2011).

A incidéncia de MPSVI varia de 1:238.095 a 1:423.610 NV (NELSON et al.,
2003), no Brasil, a ocorréncia € estimada em 1:1.298.469 NV (MABE et al., 2003). Em
Monte Santo estima-se uma prevaléncia de 1:6000 (COSTA-MOTTA et al., 2011).

Karageorgos e cols. (2007) identificaram 83 mutacfes no gene ARSB em
pacientes da América do Norte, América do Sul, Europa e Austrdlia. As mutacdes
p.H178L, p.L98Q, p.R197X, p.L72R e g.IVS5-8t>g foram observadas apenas em

pacientes brasileiros.

1.6.3 Hipotireoidismo Congénito

O hipotireoidismo congénito (HC) &€ consequéncia de ma formacao da tireoide em
80 a 85% dos casos (MACCHIA et al., 1998). Nestes casos, a glandula tiréide pode
estar ausente (agénese), localizada ectopicamente, e/ou bastante reduzida em
tamanho (hipoplasia). Quando a terapia hormonal ndo € iniciada nos primeiros 2 meses
de vida, o HC pode causar graves danos neurologicos, mentais e motores (MACCHIA
et al., 1998).

Segundo Ribeiro e cols. (2002) os dados obtidos pelo Centro de Triagem
Neonatal de Porto Alegre em 2000, mostraram incidéncia de 1:3.500 para o HC. Em
Minas Gerais, a incidéncia foi de 1:4.375 (SILVA et al.,, 2005); na Bahia, segundo
Almeida (2003), a incidéncia de HC foi de 1:4.000. Em trabalho realizado recentemente,
a incidéncia na Bahia no ano de 2009 foi de 1:3.070 NV (LACERDA et al., 2009). Em
Monte Santo a frequéncia de HC é estimada em 1:5000 (OLIVEIRA, 2010). A incidéncia
de HC pode sofrer variacdo entre as diferentes etnias, areas geograficas e na presenca
de consanguinidade. A frequéncia € maior em brancos do que em negros, sendo sua
ocorréncia trés a quatro vezes maior no sexo feminino (LAFRANCHI, 1999).

Em cerca de 5% dos casos de HC foram evidenciadas mutagbes em genes
envolvidos no desenvolvimento da glandula, mas a maioria dos casos € de ocorréncia
esporadica e sua patogénese permanece desconhecida, indicando a sua complexidade
(DE FELICE & DI LAURO, 2004).
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Ja foram identificados mais de 14 genes associados as causas de HC. Muta¢cdes
no gene codificador do receptor de TSH (TSHR) tém sido identificadas como causa de
HC hereditario ou congénito. A frequéncia destas mutacdes é desconhecida, porém
parece ser rara (0,01%) (DUPREZ, 1998).

1.6.4 Sindrome de Treacher Collins

A sindrome de Treacher Collins (STC) é uma desordem autossémica dominante
de expressdo variavel, caracterizada por hipoplasia dos 0ssos zigomaticos e
mandibula, anormalidades na orelha externa, auséncia de cilios na palpebra inferior e
deslocamento de pélos pré-auriculares. Cerca de 40% a 50% dos individuos tém perda
auditiva condutiva atribuida mais comumente a malformacdo, incluindo fuséo,
hipoplasia, ou auséncia dos ossiculos e hipoplasia das cavidades do ouvido médio, mas
as estruturas da orelha interna tendem a ser normais (OMIM #154500).

Mutacdes no gene que codifica a proteina Treacle (TCOF1) (5932), associada
com a producdo de ribossomos, ja foram identificadas, em sua maioria tém como
consequéncia a formacdo de um cdédon prematuro de parada da sintese proteica
(OMIM #154500).

1.6.5 Osteogénese Imperfeita

A osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de transtornos caracterizados por
fraturas com trauma minimo ou ausente, dentinogénese imperfeita (DI), e, em idade
adulta, a perda de audicao. As fraturas podem ocorrer em qualquer 0sso, mas sao mais
comuns nas extremidades. A DI é caracterizada por alteragcdo na cor e na estrutura na
dos dentes que podem aparecer translicidos e desgastados, com facilidade para
quebrar. Antes de entender a base molecular da Ol, esta foi classificada em quatro
tipos, com base no modo de heranca, apresentacdo clinica e exame radiol6gico. Com
detalhados estudos radiograficos e de morfologia 6ssea e analises de genética
molecular, a classificacdo se expandiu para sete tipos (Genereviews).

Alteracdes nos genes COL1A1 e COL1A2, envolvidos na producéo de colageno,

estdo associadas com o desenvolvimento da doengca (OMIM#166210).
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1.6.6 Surdez Hereditaria ndo-sindromica

A deficiéncia auditiva (DA) € causada por fatores genéticos, ambientais ou por
ambos. Nos paises desenvolvidos, cerca de 60% dos casos de DA sdo hereditarios,
30% adquiridos e 10% sem etiologia definida. As formas néo sindrémica e sindrbmica
ocorrem, respectivamente, em 70% e 30% dos casos hereditarios (BITNER-
GLINDZICZ, 2002; VAN LAER et al., 2003). Nao ha dados oficiais sobre a prevaléncia
da etiologia da DA no Brasil, mas sabe-se que a maioria ocorre por fatores ambientais
(RUSSO, 2000).

Mutacdes no locus 13gll-ql2 sdo as principais causas de DA genética,
principalmente nos casos de DA herdada com padrdo autossdmico recessivo
(KELSELL et al., 1997;. ESTIVILL et al., 1998; KENNESON et al., 2002; NCBI - OMIM #
220290; BALLANA et al., 2010). Neste locus s&o encontrados os genes GJB2 e GJB6,
que codificam proteinas chamadas conexina 26 (Cx26) e conexina 30 (Cx30),
respectivamente (DEL CASTILLO et al., 2002; GRIFA et al., 1999).

Cerca de 110 mutagbes associadas a DA ndo-sindromica foram descritas no
gene GJB2 até o momento. Noventa e uma dessas estdo associadas com DA herdada
com padrdo autossémico recessivo, nove com padrdo autossdémico dominante e 10
com padrédo néo identificado (BALLANA et al., 2010). A mutagcdo mais comum entre 0s
pacientes com DA nao-sindrbmica herdada com padrdo autoss6mico recessivo é
denominada c.35delG. Esta € uma mutacdo causada pela delecdo de uma guanina na
regido composta por uma sequéncia de seis guaninas encontradas na posicao 30-35 da
regido codificante do gene GJB2 (GASPARINI et al., 2000). Esta mutacdo mostra-se

mais frequente em populacdes europeias.

1.7 Marcadores informativos de ancestralidade (AlM)

Sé&o considerados marcadores informativos de ancestralidade (AIM) aqueles
alelos que apresentam um diferencial de frequéncia (6) maior que 30% entre quaisquer
duas popula¢cdes definidas geografica ou etnicamente (SHRIVER et al., 1997). Esses
marcadores sdo representados por diferentes variantes genéticas, como polimorfismos

de Unico nucleotideo (SNP), insercdes e delecbes de nucleotideos ou até mesmo
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insergbes Alu. Os marcadores analisados no presente trabalho encontram-se

caracterizados a seguir.

1.7.1 Insercao/delecédo ( AT3-1/D)

A antitrombina Il (AT3) € um membro da familia dos inibidores da serina
proteinase. Ela inativa, irreversivelmente, varias proteinases de coagulagdo, tais como
os fatores IXa, Xa, Xlla e trombina. O gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1
(1g25.1), possui 19kb e sete éxons (LIU et al., 1995). No presente estudo foi analisado
o polimorfismo de comprimento de 76bp (insercao/delecéo) na regido 5’ do éxon 1 (LIU
et al.,, 1995). A presenca desta insercdo gera um fragmento de 572bp e caracteriza o

alelo AT3-1/D*1, mais frequente na populacéo africana.

1.7.2 Inser¢des Alu (SB19.3, APO e PV92)

As insercbes Alu s&o repeticbes intercalantes curtas (SINE, do inglés short
interspersed repetitive elements) diméricas de aproximadamente 300pb, e representam
10% do genoma humano. Cada elemento Alu é um retrotransposon homoélogo ao gene
7SL RNA e que se movimenta através do genoma de primatas por um processo
definido como retrotransposi¢cdo. Os polimorfismos de inser¢bes Alu sdo marcadores
ideais para estudos evolucionarios humanos porque a retrotransposicéo produz eventos
de insercao irreversiveis e amplamente distribuidos, cada qual com o estado ancestral
conhecido (WATKINS et al.,, 2001). Os elementos Alu podem ser classificados em
familias e subfamilias com base na identidade nucleotidica entre elas.

A insercdo Alu Sb19.3 pertence a subfamilia Yb8 e esta localizada no
cromossomo 19pl12 (ARCOT et al.,, 1998). A presenca da inser¢cdo Alu gera um
fragmento de aproximadamente 457pb que caracteriza o alelo Sb19.3*1. Este alelo
apresenta frequéncia elevada em europeus e nativo-americanos. O locus Alu APO esta
proximo ao complexo de genes da apolipoproteina AI-CIII-AIV no brago longo do
cromossomo 11 (KARATHANASIS et al.,1986). A presenca da insergdo Alu gera um
fragmento de aproximadamente 409pb e caracteriza o alelo APO*1, bastante frequente

em nativos americanos e europeus. O Alu PV92 localiza-se no cromossomo 16
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(BATZER et al., 1994) e a caracterizagdo do alelo PV92*1 da-se pela presenca da
insercdo Alu que gera um fragmento de aproximadamente 400pb, mais prevalente em

populacdes asiaticas.

1.7.3 SNP (FY-null, LPL, CKMM)
1.7.3.1 FY-null (antigeno Duffy)

Os antigenos Duffy sdo proteinas multiméricas da membrana de eritrocitos

compostas por diferentes subunidades. Uma glicoproteina de 35 a 45 kD nomeada
GPD é a subunidade principal da proteina complexa e tem as determinantes
antigénicas definidas por anti-Fy (a), anti-Fy (b), e os anticorpos anti-Fy6 (HADLEY et
al., 1984). O fenotipo Fy (a-b-) fornece a protecdo completa para infeccdo pelo
Plasmodium vivax.

O sistema de Duffy foi o primeiro grupo sanguineo a ter o locus genético
atribuido ao cromossomo autossdmico especifico, o cromossomo 1 (DONAHUE et al.,
1968). A variante a ser analisada neste estudo esta relacionada com o fenoétipo Fy (a-b-
) que teve sua base molecular demonstrada por Tournamille e cols. (1995). Esta é uma
transicdo de uma adenina (A) para uma guanina (G) na posicdo -46 da regido
promotora deste gene. A populacdo europeia praticamente possui apenas o alelo A,
convencionalmente chamado de alelo FY-null*1, juntamente com o0s nativos

americanos, enquanto que os africanos apresentam apenas o alelo G.

1.7.3.2LPL

A lipoproteina lipase (LPL) esté envolvida no metabolismo de triglicérides através
do catabolismo de particulas como quilomicrons e VLDL (do inglés, very low density
lipoproteins) (STEPANOV & LEMZA, 1993). A variante a ser estudada no locus LPL é
uma transicdo de uma timina (T) para uma citosina (C) e encontra-se no intron 6 do
gene da lipoproteina lipase (LPL), onde o alelo T, também conhecido como alelo LPL*1,
encontra-se mais frequente em populacdes africanas e o alelo C em populacdes
asiaticas, sendo que as populacdes europeias apresentam frequéncias semelhantes

desses alelos.



37

1.7.3.3 CKMM
A creatina cinase, codificada pelo gene CK, existe como um dimero sendo que a

enzima do musculo (MM) consiste em 2 subunidades idénticas de M, e a do cérebro
(BB) consiste em 2 subunidades idénticas de B (DAWSON et al., 1968). Outros tecidos
mostram uma terceira, a enzima hibrida MB. As isozimas dimericas da creatina cinase
estdo envolvidas na manutencdo dos niveis intracelulares de ATP, particularmente nos
tecidos que tém demandas de energia elevada. A isozima MM da creatina cinase é
encontrada exclusivamente em musculo estriado; a isozima BB é encontrada no
musculo liso, cérebro e nervos; CKMB € encontrado no cora¢cdo humano.

O gene da creatina cinase esta localizado no cromossomo 19¢g13.32 e o
polimorfismo estudado neste gene consiste em uma transicdo C>T, no éxon 8. Sendo o
alelo C prevalente nas populacdes européias e africanas e o T, ou alelo CKMM*1, na

asiatica.

1.7.3.4 GC

O gene GC codifica a proteina ligadora de vitamina D e esta localizado no
cromossomo 4. Neste foram identificadas duas muta¢gdes no éxon 11, uma na posi¢ao
34, uma transicdo de G para T, que leva a troca de um acido aspartico para um acido
glutdmico na cadeia polipeptidica, no cédon 416. E outra no nucleotideo 45, a
substituicdo de uma C por uma A com consequente alteracdo de um aminoacido
treonina para uma lisina no cédon 420 (BRAUN et al., 1992).

A combinacdo dessas mutacbes gera trés diferentes isoformas da proteina
ligadora de vitamina D (SANDFORD et al., 1997). Cada isoforma corresponde a um
alelo: *1F (T para o nucleotideo 34 e C para o 45), mais frequente em africanos, *1S (G
para o0 34 e C para 45), mais frequente em europeus, e 0 2 (com uma T na posicéo 34 e
A na 45).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estimar a ancestralidade genética para inferir origem das mutacfes causadoras
das doencas e inferir quais fatores evolutivos estao envolvidos na distribuicdo, aumento
de frequéncia e manutencao de doencas genéticas observadas no municipio de Monte
Santo-BA,;

2.2 Especificos

- Avaliar a dindmica matrimonial e verificar sua influéncia na ocorréncia das

doencas genéticas;

- Inferir origem e migracédo da populacédo fundadora de Monte Santo pela anélise
das linhagens do DNA mitocondrial e do cromossomo Y e da origem das mutagcdes
causais;

- Estimar a contribuicdo das populagcdes ancestrais africana, europeia e

amerindia em individuos com doencas genéticas de Monte Santo;

- Avaliar a influéncia da estrutura da populacdo e o aparecimento e manutencao

das doencas genéticas.
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A metodologia , os resultados e a discussdo desta tese estdao descritos nos
manuscritos 1, 2 e 3. As figuras e tabelas estdo posicionadas apds as referéncias de

cada manuscrito.
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3.1 MANUSCRITO 1
Manuscrito aceito para publicacao pela revista: Journal of Biosocial Science
Tipos de casamentos, estrutura populacional e ocorr éncia de doencas genéticas

Machado, TMBY* Bomfim, TF** Souza, LV® Soares, N'; Santos, FL%Acosta, AX*?;
Abe-Sandes, K34

!Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM) / FIOCRUZ- BA; *Faculdade de Medicina

da Bahia - Universidade Federal da Bahia (UFBA)
3Universidade Estadual da Bahia (UNEB); “Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular — Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia

(Labimuno/ICS/UFBA); *Instituto Federal de Educac&o, Ciéncias e Tecnologia da Bahia
(IFBA); ®Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB)

RESUMO

A ocorréncia de casamentos consanguineos em taxas elevadas pode favorecer o
aparecimento e o aumento da frequéncia de doencgas autossémicas recessivas em uma
populacdo. A populacdo do municipio de Monte Santo-BA apresenta elevada frequéncia
de doencas genéticas raras, como mucopolissacaridose tipo VI. Com o objetivo de
verificar a influéncia dos casamentos consanguineos no aumento da frequéncia das
doencas genéticas observadas foi avaliada a estrutura da populacao e a frequéncia dos
tipos de casamentos em diferentes periodos. Foram analisados 0s registros de
casamento da paroquia do municipio em trés periodos: 1860 a 1895; 1950 a 1961 e
1975 a 2010, totalizando 9765 casamentos, cujas taxas de consanguinidade
observadas foram de 37,1%, 13,2% e 4,2%, respectivamente. Além da alta taxa de
endocruzamento, predominaram os casamentos endogamicos em todos os periodos.
No ultimo periodo observou-se aumento de casamentos exogamicos e entre imigrantes,
porém a maioria destes ocorreu entre individuos provenientes de cidades vizinhas a
Monte Santo. A baixa taxa de migracdo e as altas frequéncias de casamentos
endogamicos e consanguineos mostram que 0 crescimento desta populacdo é
predominantemente interno e justificam a ocorréncia e aumento na frequéncia de
doencas genéticas recessivas neste municipio.

Palavras Chave : Casamentos consanguineos; doencas genéticas; migracao

Introdugéo

A unido, entre pessoas biologicamente relacionadas, ou seja, que possuem pelo
menos um ancestral comum €& conhecida como casamento consanguineo (BITTLES,

2001; SAADAT, 2007). Este tipo de casamento tem sido um habito social de longas
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datas nas populacbes (RAFIEE et al., 2010). Estudos recentes estimam que nas
populacdes mundiais 10,4% dos casamentos sdo entre parentes (BITTLES et al.,
2010). A prevaléncia de casamentos consanguineos depende de fatores demogréficos,
religiosos, culturais e socioeconémicos (BITTLES, 2001; SAADAT et al., 2007; 2008b).
No Brasil, Freire-Maia (1957) conclui que o padrdo cultural, o nivel econémico, a
migracdo, a densidade populacional e o grau de ruralizacdo sao os fatores que
influenciam os niveis de endogamia.

A distribuicdo das taxas de endogamia no Brasil & heterogénea. No Brasil, a
intensidade da endogamia aumenta do litoral para o interior (FREIRE-MAIA, 1957). A
regido Sul é caracterizada por frequéncias relativamente baixas de casamentos
consanguineos, enquanto o Nordeste apresenta os maiores coeficientes de endogamia
do pais.

Alguns estudos tém mostrado aumento significante de esterilidade, aborto,
perdas perinatais e morte neonatal em familias consanguineas. Muitos estudos tém
mostrado que a ocorréncia de malformacdes entre filhos de casamentos consanguineos
€ maior que entre filhos de pais ndo aparentados. (AL-AWADI et al., 1986; BITTLES et
al., 1993; DAWODU et al., 1996; AL-ABDULKAREEM & BALLAL, 1998; OBER et al.,
1999; AL-RIFAI & WOODY, 2007; KERKENI et al., 2007).

Entretanto, a principal consequéncia de casamentos consanguineos € o aumento
do risco de aparecimento de doencas autossémicas recessivas (RAFIEE et al., 2010).
Por isso, este tipo de casamento € frequentemente investigado em familias com
doencas recessivas (KHLAT et al., 1991; BITTLES et al., 1993; TUNCBILEK & KOC,
1994; STOLTENBERG et al.,, 1999; BITTLES, 2001; SAADAT & ZENDEH-BOODI,
2006; SAADAT, 2005, 2007, 2008a, 2008b; TADMOURI et al., 2009).

Estudos tém mostrado a importadncia dos casamentos consanguineos na
ocorréncia de doencas e/ou fenotipos recessivos como associacdo de amelogénese
imperfeita com nefrocalcinose, risco aumentado para asma, paraplegia espastica,
atrofia Optica e neuropatia, esquizofrenia em idade precoce, mucopolissacaridose VI
(MPSVI), fenilcetonuria (PKU) e deficiéncia auditiva (DA) (PAULA et al., 2005;
MACEDO-SOUZA et al., 2005; MACEDO-SOUZA et al., 2009; MAHDI et al., 2010;
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AMORIM et al., 2011b; MANZOLI, 2010; NAFISSI et al., 2011; COSTA-MOTTA et al.,
2011).

O municipio de Monte Santo esta localizado no estado da Bahia, nordeste do
Brasil, e através de observacdes em ambulatério clinico de genética na capital do
Estado observou-se elevado numero de pacientes afetados com MPSVI, provenientes
deste municipio. A analise molecular destes pacientes mostrou a ocorréncia de um
mesmo alelo em homozigose (COSTA-MOTTA et al., 2011) como causador da doenca,
que é autossdmica recessiva.

Na analise das familias dos afetados observa-se que todos pacientes séo filhos
de casamentos consanguineos e estdo inseridos em uma uUnica genealogia com mais
de 1000 individuos (COSTA-MOTTA et al., 2011). Além disso, o estudo de
polimorfismos intragénicos mostrou que todos os afetados compartiiham o mesmo
haplétipo, confirmando desta forma a origem comum da mutacéo e o parentesco entre
os afetados.

Além da MPSVI que no municipio de Monte Santo apresenta frequéncia
estimada de aproximadamente 1:5.000 enquanto que a indicéncia varia de 1:43.261
nascidos na Turquia a 1:1.505.160 na Suica (VALAYANNOPOULOS et al.,, 2010;
COSTA-MOTTA et al.,, 2011), nesta cidade encontra-se também afetados com
fenilcetondria (PKU), onde a frequéncia na Bahia é de 1:22.000 e em Monte Santo esta
estimada em 1:5.000 (AMORIM et al., 2011b).

Outra doenca também encontrada neste municipio é a deficiéncia auditiva que
segundo Morton e cols. (1991), 1 em cada 1000 nascidos vivos possuem deficiéncia
auditiva, enquanto que em Monte Santo esta frequéncia se eleva para 1:622
(MANZOLI, 2010).

A migracdo, o efeito fundador, a deriva genética e 0s casamentos
consanguineos sao fatores associados com o aparecimento de doencas recessivas e
influenciam a estrutura e formacdo de uma populacdo. Este trabalho analisa a
associacdo entre os fatores evolutivos e casamentos consanguineos e a elevada

frequéncia de doencas genéticas no municipio de Monte Santo.
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Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido no municipio de Monte Santo, localizado no
Estado da Bahia, nordeste do Brasil, latitude: 10° 26’ 16” S, longitude: 39° 19' 58"0. A
area do municipio é de 3.285 Km? e a populacéo é de 52.338 habitantes (IBGE, 2010).
Destes, 13% residem na sede do municipio e 87% na zona rural, subdividida em mais
de 150 povoados. A representacdo grafica do municipio de Monte Santo, as cidades
vizinhas e a distribuicdo das doencas encontradas com sua exata localizagdo no
municipio encontram-se na Figura 1.

Os dados sobre casamentos consanguineos foram obtidos dos registros de
matriménio da paréquia de Monte Santo. Foram analisados 9765 registros de
casamento, em trés periodos, escolhidos de acordo com o0s seguintes critérios: 1°
periodo: 1860 a 1895 — inicio dos registros da pardquia; 2° periodo: 1950 a 1961 —
relato mais antigo e mais consistente de caso de MPSVI e 3° periodo: 1975 a atual,
onde se observa alta frequéncia de doencgas recessivas.

Foram calculados os coeficientes de endocruzamento (F), para cada casal e o
coeficiente de endocruzamento meédio (FREIRE-MAIA, 1974) para cada periodo
analisado. O coeficiente de endocruzamento € a probabilidade de um individuo receber
ambos os alelos de um par de um mesmo ancestral. Os casamentos consanguineos
foram classificados pelo grau de relacionamento entre os casais como: primos duplos
de primeiro grau (F=1/8), primos de primeiro grau (F=1/16), primos em segundo grau
(F=1/32), primos em terceiro grau (F=1/64), para todos aqueles que o grau de
consanguinidade néo estava especificado, o valor de F considerado foi 1/32, tendo em
vista que a partir de 1983 a necessidade de dispensa para casamento era para
parentesco até 4° grau civil. Todos os graus de consanguinidade foram convertidos da
nomenclatura candnica para a nomenclatura civil.

Foi analisada também a distancia marital, para avaliar a migracdo entre 0s
nubentes através da identificacdo do local de nascimento dos noivos. As distancias
foram agrupadas da seguinte forma: Okm — Monte Santo-BA; até 250km de Monte
Santo; 251 a 500km de Monte Santo e > 500km de Monte Santo. A estratificacdo

destas distancias foi realizada de acordo com a proximidade do municipio de Monte
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Santo com outras cidades vizinhas da microrregido do sisal (Agave sisalana), onde se
localiza o polo produtor, industrial e comercial do sisal, principal atividade econdémica da
regiao.

Para realizacdo deste calculo os casamentos foram classificados segundo
Amorim e cols.(2011), em casamentos endogamico (ambos 0s noivos sdo nascidos no
municipio de Monte Santo-BA, exogamico (um dos noivos nascido em Monte Santo-BA
e 0 outro nao) e entre imigrantes (ambos o0s noivos nasceram fora de Monte Santo-BA).

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Centro de

Pesquisas Gongalo Moniz, Fundacao Oswaldo Cruz, parecer 182/2008.

Resultados

Os livros de matrimbnio analisados estavam em razoaveis condicfes de
conservacao, alguns apresentam rasuras, informacdes ilegiveis e folhas danificadas
devido a falta de politica sistematica de preservacdo. Um resumo dos dados analisados
esta sumarizado na tabela 1.

O municipio de Monte Santo se caracteriza pela subdivisdo em mais de 150
povoados com meédia populacional de 341 habitantes por povoado, variando de 113 a
582 pessoas. Esta estrutura promove casamentos endogamicos e consanguineos, pois

muitos povoados sao fundados por familias.

1° Periodo — 1860 a 1895

Neste periodo foram analisados 2589 casamentos. Observou-se neste periodo

0s registros mais completos em relacdo ao numero de informacdes legiveis e registros
de consanguinidade mais detalhada. Entretanto, com relagcdo ao registro de local de
nascimento dos noivos em 62,0% dos registros ndo havia esta informacao.

Observou-se predominio de casamentos endogamicos (93,7%) e alta ocorréncia
de casamentos consanguineos (37,1%), que variou de 4,5% a 56,5%, por ano. O valor
de F médio por ano variou de 0,000016 a 0,001831 e, para o periodo como um todo o
valor de F médio foi de 0,0000646. Os outros tipos de casamentos tiveram frequéncia

de 5,9% para os exogamicos e 0,4% entre imigrantes (Tabela 2).
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A maioria dos migrantes era proveniente dos municipios vizinhos (44,5%)
(Tabela 3) e do sexo masculino (62,5%). A cidade de origem dos noivos mais distante,
foi a Costa da Africa (5.000km) e a mais proxima foi Euclides da Cunha-BA (40 km).
Dentre as noivas, a maior distancia encontrada foi 1.389km (Cidade de S&o Joé&o
Batista-MA) e a menor foi 71,6km (Queimadas-BA).

Os noivos migrantes eram provenientes de 18 diferentes municipios (3 cidades
vizinhas e 15 mais distantes) cuja distancia média para Monte Santo-BA foi de 300 km.
J& para as noivas a distancia média para Monte Santo-BA foi de 158 km, sendo

provenientes de sete diferentes municipios (2 vizinhos e 5 mais distantes).

2° Periodo — 1950 a 1961

Embora este periodo seja curto, a escolha do mesmo deu-se devido a ocorréncia

do relato oral mais consistente de casos de MPSVI na populagdo estudada. Foram
analisados cinco anos antes e cinco depois do primeiro relato desta doenca.

A frequéncia de casamentos consanguineos foi de 13,2%, sendo 61,3% de 4°
grau civil (primos em 1° grau) e 38,7% de 6° grau civil (primos em 3° grau).

A maioria dos casamentos era endogamico (99,1%), com apenas 0,3%
exogamico e 0,6% entre imigrantes (Tabela 2). O valor de F médio variou de 0,000001
a 0,006594. O valor mais alto de F médio é atribuido ao ano de 1952, onde 98% dos
matrimdnios foram endogamicos e desses 16% eram consanguineos. O F médio para o
periodo como um todo foi de 0,0000183.

Os individuos imigrantes deste periodo eram originados principalmente das
cidades que fazem fronteira com Monte Santo-BA (82,9%) e eram predominantemente
do sexo masculino (53,8%) (Tabela 3). A maior distancia encontrada para a origem dos
noivos foi 700 km, referente ao estado do Ceara e a menor distancia esta representada
pelo municipio de Cansancgédo (32 km). Para as noivas este mesmo municipio aparece
como menor distdncia. A maior distancia encontrada, para as noivas, foi do municipio
de Catolé da Rocha-PB (640 km).

Os noivos migrantes eram provenientes de 11 diferentes municipios (6 cidades

vizinhas e 5 mais distantes) cuja distancia média para Monte Santo-BA foi de 146 km.
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J4 para as noivas a distancia média para Monte Santo-BA foi de 147 km, sendo

provenientes de sete diferentes municipios (5 vizinhos e 2 mais distantes).

3° Periodo — 1975 a 2010

Neste periodo, a frequéncia de casamentos consanguineos foi de 4,0%, todos

classificados como 4° ou 6° grau civilLb com frequéncia de 66,7% e 33,3%,
respectivamente. O valor de F médio calculado para o periodo foi de 0,00000433 e
variou de 0,000025 a 0,000102 por ano.

A andlise de distancia marital (informacao presente apenas no periodo de 1983 a
2010) mostrou que 88% dos enlaces matrimoniais eram endogamicos, 10,7%
exogamicos e 1,3% entre imigrantes.

Neste periodo houve maior nimero de cidades brasileiras que contribuiram com
imigrantes, embora 45,2% destes provinham de cidades vizinhas. A cidade mais
proxima foi Cansancédo (32 km), para ambos nubentes, e a maior distancia para as
noivas foi 2506 km (Paranavai-PR) e para os noivos foi 2210 km (Tatui-SP). Neste
periodo o maior nimero de migrantes era do sexo masculino (Tabela 3).

Os noivos migrantes eram provenientes de 76 diferentes municipios (16 cidades
vizinhas e 60 mais distantes) cuja distancia média para Monte Santo-BA foi de 324 km.
Ja para as noivas a distancia média para Monte Santo-BA foi de 481 km, sendo

provenientes de 45 diferentes municipios (9 vizinhos e 36 mais distantes).
Discusséo

Na avaliacdo da estrutura populacional e dindmica matrimonial é fundamental
considerar os fatores socioecondmicos, demograficos, culturais e religiosos e suas
influéncias na evolucao da populacéo.

A falta de dados sobre localidade de nascimento e do grau de consanguinidade
dos noivos deveu-se a heterogeneidade no padrdo de preenchimento dos livros
paroquiais nos trés periodos analisados. As diferencas no detalhamento dos registros
podem ser atribuidas principalmente aos diferentes modelos de livros de registro

utilizados, inicialmente eram de redacao livre, posteriormente com texto predefinido,
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que ndo contemplavam o local de nascimento, e atualmente livros padronizados com
informacgdes mais detalhadas, com informagdes sobre local de nascimento dos noivos,
local de residéncia, data de nascimento e grau da consanguinidade.

A auséncia de registros de consanguinidade a partir do 5° grau civil (primos em
2° grau) no ultimo periodo deve-se a mudanca na exigéncia de dispensa pela igreja
catolica com relacdo ao grau de parentesco entre 0s noivos, a partir de 1983
(AGOSTINI & MEIRELLES-NASSER, 1986; BEIGUELMAN, 1996). Atualmente a
dispensa s6 é necessaria para parentes até o 4° grau, ou seja, primos em 1° grau.

As frequéncias de casamentos consanguineos variaram de acordo com cada
periodo estudado, sendo mais frequente no 1° periodo (37,1%), particularmente no ano
de 1890 (56,5%). Nos demais periodos as frequéncias foram menores, 13,2% para o 2°
e 4,0% para o0 3°, sendo que para o 2° periodo ainda encontra-se mais elevada quando
comparadas tanto com as estimativas para a regido nordeste do pais (de 6 a 12%),
quanto para o Brasil (4,8%) (FREIRE-MAIA, 1954; FREIRE-MAIA, 1957), bem como
para as estimativas mundiais (10,4%) (BITTLES et al., 2010). A frequéncia do 3°
periodo por sua vez foi menor que as estimativas descritas na literatura.

As frequéncias de casamentos consanguineos tanto dos periodos iniciais que se
mostraram mais elevadas que as descritas na literatura para populacédo geral, quanto
do 3° periodo, que se mostrou menor, podem estar subestimadas, uma vez que o0s
dados analisados sdo provenientes apenas de registros da igreja catolica, ndo tendo
sido computadas as unides informais, unides em outras religides e apenas no civil.

Além disso, podem ter havido unides cuja consanguinidade € desconhecida ou
nao foi relatada devido a n&o obrigatoriedade da dispensa para unides com
consanguinidade a partir do 5° grau.

A maior frequéncia dos casamentos endogamicos e a menor frequéncia de
casamentos exogamicos e entre imigrantes (Tabela 2), ainda que tenham aumentado
do 1° ao 3° periodo, sugere crescimento populacional interno, ou seja, por reproducao
de seus componentes e ndo pela entrada de individuos de outras populac¢des, mostrado
pela baixa taxa de imigracdo no municipio e pela maior taxa de natalidade (15,5:1000
hab) quando comparada com a de mortalidade (4,7:1000 hab) (IBGE, 2010).



48

O crescimento de uma populacdo depende de trés variaveis: taxa de natalidade,
taxa de mortalidade e migracdo (emigracdo e imigracdo) (JUSTO et al., 2009). A
migracdo pode influenciar a dindmica matrimonial, reduzindo ou aumentando a
ocorréncia de casamentos consanguineos (FREIRE-MAIA, 1974).

A baixa taxa de migracdo em Monte Santo-BA pode ser atribuida a auséncia de
atrativos financeiros no municipio, que possui indice de desenvolvimento humano
municipal variando de 0,21 a 0,53 nos anos de 1970 a 2000 (IBGE, 2000). E
aproximadamente 80% da populagdo tem renda per capita de meio salario minimo
(R$255,00 ou US$141,00) (IBGE, 2010).

Existem diversos fatores que determinam a migracdo e um dos mais importantes
é a diferenca de renda (JUSTO et al., 2009), ou seja, as migracdes sdo movidas pelas
oportunidades financeiras oferecidas pela localidade escolhida pelo migrante. No Brasil
h& poucos estudos sobre migracdo entre unidades geograficas menores, municipios,
principalmente os da regiao Nordeste do Brasil (JUSTO et al., 2009).

Em Monte Santo, observou-se que a maioria dos migrantes se deslocou em
média 250 Km (Tabela 4), ou seja, mesmo 0s casamentos ndo endogamicos ocorreram
entre individuos geograficamente proximos, que teoricamente sdo geneticamente mais
semelhantes, ndo contribuindo para o aumento da variabilidade genética do municipio
(FREIRE-MAIA, 1974; BEIGUELMAN, 1996). Este perimetro abrange os municipios
que integram a regido sisaleira, onde a movimentacdo dos individuos é influenciada por
esta atividade econdémica.

O maior numero de migrantes era do sexo masculino em todos os periodos
analisados, porém, a distancia marital foi maior para o sexo masculino apenas no 1°
periodo, possivelmente influenciada pela presenca de um migrante proveniente do
continente Africano. A maior distancia marital entre as migrantes foi consequéncia do
éxodo masculino com posterior migracao de retorno, juntamente com suas nubentes,
de municipios mais distantes (Tabela 4). O fluxo de migracdo descrito na populagéo
brasileira mostra que 41% dos emigrantes da regido Sudeste destinam-se ao Nordeste,

e entre eles, alguns sado migrantes de retorno (JUSTO et al.,, 2009; AMORIM et al.,
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2011a). Alem disso, verificou-se a ocorréncia de migrantes filhos de casamentos
endogamicos de Monte Santo, nascidos em outras localidades.

A distribuicdo da maioria da populacdo de Monte Santo, na zona rural, em 150
povoados, a alta frequéncia de casamentos endogamicos, de casamentos
consanguineos e a ocorréncia de doencas genéticas recessivas com frequéncia
elevada, concentradas em povoados distintos (MPSVI e PKU) (Figura 1) e a baixa taxa
de migracdo podem explicar a origem e manutencdo das doencas genéticas

encontradas no municipio.
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Figura 1. Mabé da cidade de Monte Sant'(r)”é Iocaliza(;ébhdos pacientes afetados pelas

doencas genéticas.

Tabela 1. Numeros de casamentos e informacfes sobre local de nascimento e

consanguinidade em Monte Santo por periodo.

Total de InformagBes Sem informagdo Consanguineos
casamentos ilegiveis de local de
nascimento
1° periodo 2589 0 1607 (62,0%) 960 (37,1%)
2° periodo 2966 119 (1,2%) 81 (2,7%) 392 (13,2%)
3° periodo 4210 131 (3,1%) 1418 (33,7%) 170 (4,0%)
Total 9765 250 3106 1522
Tabela 2. Tipos de casamentos nos diferentes periodos.
Periodo Total de casamentos com registros Endogamicos  Exogamicos  Imigrantes
do local de nascimento dos noivos N (%) N (%) N (%)
1° 960 900 (93,7) 56 (59) 04 (0,9)
20 2535 2513 (99,1) 08 (0,3) 14 (0,6)
30 2759 2429 (88,0) 295 (10,7) 35 (1,3)
Total 6254 5842 359 53
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Tabela 3. Distribuicdo dos nubentes migrantes entre as cidades vizinhas.

1° Periodo 2°Periodo 3°Periodo
Noivos Noivas Noivos Noivas Noivos Noivas

Todas as cidades 52 31 27 20 271 134
Cidades vizinhas 36,5% 58,0% 77,8% 90,0% 42,0% 51,5%
Outras cidades 63,5% 42,0% 22,2% 10,0% 58,0% 48,5%

Cidades Vizinhas — Serrinha, Conceicao do Coité, Tucano Araci, Itilba, Santa Luz, Cansanc¢éo, Riachdo do Jacuipe,
Queimadas, Quijingue, Valente, Teofilandia, Pé de Serra, Biritinga, Barrocas, Capela do Alto Alegre, Lamaréo,
Nordestina, Retirolandia, Candeal, Sdo Domingos, Nova Fatima, Ichu, Gavido,

Tabela 4. Matriz de distancia entre os noivos

A) 1° periodo

1° periodo (982) Noivos
0 km até 250km 251 a 500km > 500km
Noivas 0 km 900 (91,6%) 31 (3,1%) 04 (0,4%) 02 (0,2%)
até 250km 18 (1,8%) 03 (0,3%) - 01 (0,1%)
251 a 500km - - - -
>500km 01 (0,1%) - - -
B) 2° periodo
2° periodo (2850) Noivos
0 km até 250km 251 a 500 km >500 km
Noivas 0 km 2513 (88,2%) 01 (0,04%) 01 (0,04%) 01 (0,04%)
Até 250km 05 (0,2%) 13 (0,45%) - -
251 a 500km - - - -
> 500km - 01 (0,04%) - -
C) 3° periodo
3° periodo (2789) Noivos
0 km até 250km 251 a 500km > 500km

0 km

Até 250km
251 a 500km
> 500km

Noivas

2430 (87,13%) 113 (4,05%) 57 (2,04%)
60 (2,15%) 22 (0,78%) 03 (0,11%)
10 (0,36%) - 04 (0,15%)

27 (0,97%) 03 (0,11%) -

28 (1,00%)
02 (0,07%)
01 (0,03%)
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RESUMO

De acordo com a literatura, a mutacao c.35delG/GJB2 é a principal causa de deficiéncia
auditiva (DA) genética ndo sindrbmica em caucasianos. Estudos sugerem a possivel
origem desta mutacdo na Europa Central. Contudo, esta mutagcédo tem sido encontrada
em paciente com DA de diferentes paises, incluindo o Brasil, pais cuja populacédo é
resultado da mistura de diferentes populacdes ancestrais. No Brasil ha diferentes
proporcbes dos grupos ancestrais entre as diferentes regibes do pais. Estudos
moleculares mostram que o estado da Bahia apresenta elevada contribuicdo africana
(47,2%). Esta contribuicdo é maior no litoral e em regides economicamente importantes
no estado da Bahia e menor no interior. O objetivo deste estudo foi estimar a
ancestralidade em pacientes com DA, com e sem a mutacdo c.35delG. N6s avaliamos
40 individuos afetados com DA provenientes de Monte Santo, Bahia, Brasil. A
ancestralidade gendmica foi avaliada utilizando marcadores uniparentais do mtDNA
(sequenciamento da regido HVS-l) e do cromossomo Y (marcador YAP por PCR
visualizado em gel de acrilamida; marcadores DYS 199, 92R7 e M207 por PCR seguido
de RFLP, visualizado em gel de acrilamida; e os marcadores M60, PN2, PN3, M34,
M89, M9 genotipados por sequenciamento) e marcadores autossdmicos (AT3-1/D, APO,
PV92 e SB19.3 genotipados por PCR visualizado em gel de acrilamida; GC*1F e
GC*1S por PCR seguido de RFLP e com fragmentos visualizados em gel de acrilamida;
e os marcadores FYnull, CKMM e LPL genotipados por PCR em tempo real). A maioria
dos pacientes se autoclassificou como mulato (71%). A frequéncia da mutagéo foi
23,75%, com 22,5% de homozigotos e 2,5% de heterozigotos. Comparando o grupo
com e sem a mutacdo, observou-se que 20,7% e 55,6%, respectivamente se
autodenominaram como brancos. Na andlise da ancestralidade genética foi observado
gue a maioria dos afetados possui mtDNA de origem africana (50%), cromossomo Y de
origem europeia (60,9%) e contribuicdo autossdmica europeia elevada (61,3%). A alta
contribuicdo africana e amerindia na analise do mtDNA e elevada contribuigdo europeia
para o cromossomo Y corrobora estudos prévios que mostram diferencas entre as
contribuicbes ancestrais masculina e feminina na formagcao da populacao brasileira. A
elevada contribuicdo europeia observada na analise dos marcadores biparentais,
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associada com a alta contribuicdo paterna europeia (cromossomo Y) sugerem origem
europeia para a mutacao c.35delG na populacdo de Monte Santo, Bahia, Brasil.

Palavras-chave : Deficiéncia auditiva, ancestralidade genética, c.35delG, GJB2
Introducéo

A deficiéncia sensorial mais comum em humanos € a deficiéncia auditiva (DA),
sua incidéncia € de aproximadamente 1:1000 nascidos vivos (DOWNS et al., 1995;
MEHL et al., 1998; 2002). No Brasil, a frequéncia estimada é de 4:1000 nascidos vivos
(PIATTO et al., 2001).

A DA possui diferentes etiologias e nos paises desenvolvidos 0s casos
hereditarios correspondem a 60%. E desses, os de causa genética ndo sindrémicas
representam 70% (SKVORAK & MORTON, 1999; BITNER-GLINDZICZ, 2002; VAN
LAER et al., 2003). Nos paises em desenvolvimento, os estudos sobre a prevaléncia da
deficiéncia auditiva genética ainda sao escassos (PIATTO et al., 2005).

A forma autossdmica recessiva € a mais comum. Na maioria das populacoes, a
principal causa de DA n&o-sindrdbmica autossOmica recessiva € a presenca de
mutacées no gene gap juction beta-2 protein (GJB2) (13g11-12, OMIM 121011) que
codifica a conexina 26 (ESTIVILL et al., 1998; WILCOX et al., 2000).

Ja foram encontradas mais de 100 diferentes mutacbes neste gene, sendo
associadas a perda auditiva e destas, quatro apresentam frequéncia mais elevada em
populacdes especificas (35delG em europeus, 167delT em judeus Ashkenazi, 235delC
e W24X em populacdes orientais (CORDEIRO-SILVA et al., 2011)).

A frequéncia das mutacOes varia de acordo com a populacdo estudada
(CORDEIRO-SILVA et al., 2011), sugerindo diversidade étnica para a DA de causa
genética (BORS et al., 2004).

A mutacdo c.35delG caracteriza-se pela delecdo de uma base nitrogenada
guanina (G) em uma sequéncia de seis guaninas, que se estendem da posicao 30 a 35
dos nucleotideos, no éxon codificante do gene GJB2, resultando na formacdo de um

codon de terminacdo. Esta delecdo resulta na sintese de um polipeptidio incompleto,
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com 12 aminoacidos, diferentemente do normal com 226 aminoacidos (RABIONET et
al., 2000).

Para a mutacao c.35delG, diferentes frequéncias foram observadas no mundo.
As médias de frequéncias entre portadores da mutacao variaram de 0,64 a 1,89, nas
populacdes: europeia (1,89), americana (1,52), asiatica (0,64), oceéanica (1,0) e africana
(0,64) (MAHDIE et al., 2009).

A frequéncia elevada de portadores da mutacdo c.35delG foi observada nas
populacbes da regido sul da Europa com a seguinte distribuicdo: Portugal (1/45),
Espanha (1/40), Italia (1/32), Grécia (1/33) e Turquia (1/37,5) (GASPARINI et al., 2000).
Algumas destas populagfes como a portuguesa e espanhola contribuiram de maneira
significante na formag&o da populagéo da Bahia. Estas popula¢gdes mostram, na analise
de amostras com audicdo normal, alta frequéncia do alelo mutante c.35delG, variando
de 2 a 4% (GASPARINI et al., 2000).

No Brasil, Piatto e cols. (2005) avaliaram a mutacédo (c.35delG) em 223 recém-
nascidos do Hospital de Base de S&o José do Rio Preto, em S&o Paulo (SP), e
identificaram que 2,24% dos recém-nascidos eram portadores da mutacdo. Em outro
rastreamento neonatal, também na regido sudeste do pais (Campinas, Sédo Paulo,
Brasil), foi encontrado 0,97% de portadores da mutagéo c.35delG (SARTORATO et al.,
2000).

Estudo realizado em quatro das cinco diferentes regides brasileiras (Belém-PA,
Sorocaba-SP, Sao José do Rio Preto-SP, Espirito Santo do Pinhal-SP, Jundiai-SP,
Patos-MG, Porto Alegre-RS, Joinville-SC e Fortaleza-CE), mostrou frequéncia de 1,3%
na populacao brasileira, variando de 0,8% no Nordeste a 2,1% no Norte (PIATTO et al.,
2005).

Na Bahia a andlise da mutacdo c.35delG realizada em amostras de afro-
descendentes da cidade de Salvador, sem DA, mostrou frequéncia de 1% de
portadores da mutacdo, metade da frequéncia observada entre descendentes de
europeus de Ribeirdo Preto-SP (2%) (OLIVEIRA et al.,, 2004). Neste estudo, foram
avaliados também brasileiros descendentes de asiaticos ndo sendo detectado nenhum

individuo com a mutacado. A frequéncia observada entre os descendentes de europeus



58

(1/51) foi similar a observada na populacdo europeia (de 1,32 a 1/45). Isto indica que a
estratégia para o0 rastreio genético de DA no Brasil deve levar em conta a
heterogeneidade étnica do pais (OLIVEIRA et al., 2004).

A diversidade na frequéncia do alelo c.35delG mostra a importancia de se
estimar a prevaléncia desta mutagéo, com base na populagéo local, para a implantagao
de programas de triagem e diagndstico em recém-nascidos.

O objetivo deste trabalho é estimar a ancestralidade de pacientes com surdez
hereditaria ndo sindrdmica de Monte Santo-BA genotipados para a mutacdo c.35delG
(MANZOLI, 2010) e associar a presenca ou auséncia da mutacdo com a proporcao da
contribuicdo ancestral europeia.

Material e Métodos

- Populagéo de estudo

Foram analisados 40 individuos de diferentes ndcleos familiares com deficiéncia
auditiva do municipio de Monte Santo coletados durante o periodo de 2008 a 2010.
Monte Santo localiza-se no interior do Estado da Bahia (regido Nordeste do Brasil),
latitude: 10° 26’ 16” S, longitude: 39° 19' 58"0O, e possui 52.339 habitantes (IBGE,
2010). Nesse municipio também foi descrita a ocorréncia de varias doencas genética
com alta frequéncia, incluindo grande nimero de casos de DA com recorréncia familiar,
sugerindo etiologia genética. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz da Fundagao Oswaldo Cruz, parecer
n® 182/2008. Todos os participantes do estudo, ou seu responsavel legal, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para andalise da ancestralidade individual os gendtipos das populacdes
ancestrais foram gentilmente cedidos pelo Dr. Mark D. Shriver da Universidade da
Pensilvania.
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- Genotipagem da mutacao c.35delG
Todos os pacientes analisados neste estudo foram genotipados para a mutacéo
c.35delG, no gene GJB2 por Manzoli (2010).

- Ancestralidade autorreferida e fenotipica

Todos os participantes se autodemominaram de acordo com as categorias do
IBGE: brancos, pretos, pardos e outros (indios, amarelos e outros) e foram classificados
fenotipicamente de acordo com as caracteristicas fisicas, como cor e textura dos
cabelos, formato dos labios e nariz e cor da pele, nas categorias: brancos, negros e
mulatos (claro, médio e escuro). Esta classificacdo foi a mesma utilizada por Abe-
Sandes e cols. (2010).

- Ancestralidade genética

a) Marcadores Autossdmicos

Foram analisados nove marcadores informativos de ancestralidade - AIM
(SHRIVER et al.,, 2003) com alto diferencial de frequéncia entre as populacdes

ancestrais (Tabela 1).

b) DNA mitocondrial

Foram analisados 443pb da regido hipervariavel (HVS-I) (nt15978 ao nt16420)
do mtDNA por sequenciamento automatico (ABI Prism 3130xlI Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, CA) com as sequéncias de primers: F: 5’- CAC CAT
TAG CAC CCA AAG CT -3 e R: 5-TGA TTT CAC GGA GGA TGG TG - 3’ (ABE-
SANDES, 2002).

c) Cromossomo Y

Para o cromossomo Y foram escolhidos marcadores que caracterizam 0s
haplogrupos das principais populacdes ancestrais, descritos na Tabela 2 (Consortium Y
- KARAFET et al., 2008).
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- Anadlise Estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas assim como, o equilibrio de Hardy-
Weinberg foram avaliados pelo programa GENEPOP v3.4 (RAYMOND & ROUSSET et
al., 1995). A estimativa de mistura populacional e a individual foram analisadas pelos
programas ADMIX (CHAKRABORTY et al., 1985) e Structure (PRITCHARD et al.,
2000), respectivamente. Todos os segmentos sequenciados foram analisados no
programa Bioedit v 7.0.9 (HALL et al., 1999). As comparac¢des entre 0S grupos com e
sem a mutacgao c.35delG foram realizadas utilizando o calculo de Fisher ou x-Quadrado

do pacote estatistico WINPEPI (http://www.brixtonhealth.com/pepi4windows.html).

Resultados

Para analise da ancestralidade a amostra foi subdividida em dois grupos de
pacientes com e sem a mutacdo c.35delG. A maioria dos pacientes foi do sexo
masculino (60%), com média de idade de 29 anos (3 a 68 anos), a média foi maior nos
pacientes que ndo possuem a mutacdo c.35delG (32 anos) e diminuiu para 0s
pacientes que possuem a mutacao (20 anos). A frequéncia da mutagéo c.35delG foi de
23,75%, sendo um individuo heterozigoto e nove homozigotos mutantes. De todos os
pacientes analisados 80% tinham historia familiar positiva para a DA e entre 0s
pacientes com a mutacdo todos tinham histéria familiar. A consanguinidade entre 0s
pais dos pacientes ocorreu em 50% das amostras. A DA congénita foi predominante em
todos os grupos e mais elevada nos que tinha a mutacéo c.35delG.

Dos pacientes analisados 27,5% se autodenominaram brancos, mas apos a
estratificacdo da amostra esta frequéncia se eleva nos individuos com a c.35delG
(50%). Na classificacdo fenotipica encontramos 25% de brancos, na amostra com a
mutagdo a frequéncia aumentou para 70%. Nenhum dos individuos analisados se
autoclassificou ou foi fenotipicamente caracterizado como negro. A tabela 3 mostra a
caracterizacdo da amostra.

A frequéncia dos marcadores informativos de ancestralidade estéa sumarizada na

tabela 4. Todos os marcadores analisados encontram-se em equilibrio de Hardy-
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Weinberg em todos os subgrupos estudados (DA, DA com a mutacdo c.35delG e DA
sem a mutacao).

A analise de ancestralidade gendmica considerando todos os individuos com DA
mostrou contribuicdo europeia de 61,3%, africana de 20,5 e amerindia de 18,2%.
Estratificando a amostra em pacientes com e sem a mutacdo c.35delG, foi possivel
observar que nos portadores da mutagcao a contribuicdo europeia foi de 82,9%, 12,5%
de contribuicdo africana e 4,6% amerindia. Para os pacientes sem a mutacdo c.35delG
estas contribui¢cdes foram de 53,5%, 23,5% e 23,0%, respectivamente (Tabela 5).

A ancestralidade uniparental materna (mtDNA) foi predominantemente africana
(50%), seguida de amerindia (35%) e europeia (15%) (Tabela 5). O haplogrupo mais
frequente foi o africano L2al que estava presente em 17,5% das amostras analisadas.

A analise do cromossomo Y mostrou contribuicdo europeia elevada (60,9%);
entretanto, 21,7% das amostras apresentaram haplogrupo de origem africana (Tabela
5). Além destes haplogrupos foi encontrado também o haplogrupo KM9 (4,4%), também
de origem europeia.

Na analise de estimativa de mistura individual a contribuicdo europeia variou de
5,1% a 98,2%, a africana de 0,5% a 87,8% e a amerindia de 1,2% a 66,0%. Entre os
individuos que possuiam a mutagéo c.35delG, 90% tinham contribuicdo europeia maior
guando comparados com a africana e a amerindia e entre 0s pacientes sem a mutagao
60% tinham contribuic&o europeia maior em relacéo as demais.

Comparando as diferentes contribuicbes individuais, entre os dois grupos,
verificamos que os individuos que apresentam a mutacdo tém contribuicdo europeia
mais elevada, mas as diferencas ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 6).
Na analise de diferenciacdo populacional génica e genotipica também néo foi
observada diferencas estatisticamente significantes entre os dois subgrupos (dados néo

mostrados).
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Discussao

A frequéncia encontrada para a mutacao c.35delG (23,75%) em pacientes com
DA de Monte Santo foi similar ao encontrado por Oliveira e cols (2007) em amostras da
populacdo de Campinas, SP, Brasil. O estudo de Giolo e cols. (2012) mostrou que a
populacdo do sudeste do Brasil, onde esta localizada a cidade de Campinas, apresenta
maior contribuicdo ancestral europeia (61,0%), estimativa similar & encontrada na
populacdo de Monte Santo-BA.

Estudos em amostras brasileiras sem DA mostraram diferentes frequéncias
desta mutacdo variando de 0% em brasileiros descendentes de asiaticos (OLIVEIRA et
al., 2004), 0,97% em recém nascidos brasileiros (SARTORATO et al., 2000), 2% em
brasileiros descendentes de europeus, 1% em afrodescendentes de Salvador-BA
(OLIVEIRA et al., 2004) e 2,24% em recém nascidos de S&o José do Rio Preto-SP
(PIATTO et al., 2005). Em amostras da regido nordeste Piatto e cols. (2005)
encontraram a frequéncia de 0,8% e de 2,1% no Norte do pais. Esses dados ressaltam
as diferencas na composicdo da populacédo brasileira com consequente influéncia na
frequéncia da mutacdo c.35delG e mostram a importancia da analise da frequéncia e
distribuicdo desta mutacdo em todo pais.

Sabe-se que a mutacdo c.35delG é muito frequente em populagbes de origem
europeia e responsavel por aproximadamente 70% dos alelos mutantes em pacientes
com DA, de etiologia genética, nestas populacdes (ZELANTE et al., 1997; ANGELI et
al., 2008).

Nossos dados mostram maior ancestralidade europeia no grupo que possui a
mutacao c.35delG (82,9%) quando comparado com aqueles sem a mutacao (53,5%),
na analise utilizando marcadores autossémicos (estimativa de mistura individual e
populacional). Isto também ocorre na analise fenotipica e do cromossomo Y.

A contribuicdo materna (mtDNA) africana e amerindia elevadas associadas com
a contribuicdo paterna (cromossomo Y) europeia, como ocorre na amostra estudada,
corrobora estudos prévios em populacdes brasileiras (BORTOLINI et al., 1998; ALVES-
SILVA et al.,, 2000; ABE-SANDES et al.,, 2004) que evidenciam 0s casamentos
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“assimeétricos”, com relacdo a origem ancestral dos homens e das mulheres, na
formacéo desta populacéo.

A unido de homens europeus com mulheres amerindias e africanas ja foi descrita
em outros estudos moleculares (BORTOLINI et al., 1998; ALVES-SILVA et al., 2000;
ABE-SANDES et al., 2004) e em dados historicos (RIBEIRO, 1995). Estes dados
mostram que a colonizacao do Brasil por europeus, deu-se quase que exclusivamente
por homens (RIBEIRO, 1995).

Contudo, a alta contribuicdo mitocondrial africana na amostra estudada nao
significa que as mulheres que formaram a populagcdo de Monte Santo ndo fossem
miscigenadas. Entdo, mulheres portadoras de mtDNA africano podem ser filhas de
homens europeus, possuindo 100% de mtDNA africano, mas apenas 50% de DNA
nuclear desta origem. Dessa forma os descendentes destas mulheres (miscigenadas)
continuam herdando 100% de mtDNA africano, mas ndo 100% de DNA nuclear
africano.

Os resultados mostram que a contribuicdo europeia autossémica foi similar a
contribuicdo do cromossomo Y, mais europeia. Esta maior contribuicdo européia na
populacdo de Monte Santo, localizada no interior do estado da Bahia, corrobora dados
da literatura sobre o branqueamento da populagcdo com a maior distancia do litoral da
Bahia (AZEVEDO et al., 1982).

Estes dados sugerem que esta € uma populacdo miscigenada com contribuicdo
ancestral europeia elevada, principalmente de origem paterna. E que esta contribuicéo
€ similar as populacbes do Sudeste do pais (GIOLO et al., 2012), diferente da
estimativa (50,5%) encontrada para Salvador (capital do estado) (ABE-SANDES et al.,
2010). Esta maior contribuicdo europeia pode estar associada com a maior frequéncia
da c.35delG nesta populagéo.

As diferencas nas frequéncias da mutagdo c.35delG nas diferentes regides
brasileiras podem estar associadas a fatores como migracao e efeito fundador e deriva
genética. Visto que a distribuicdo dos migrantes, que chegaram ao Brasil no inicio de
sua colonizacao, € heterogénea, conferindo diferentes contribuicbes ancestrais entre as

regides brasileiras.
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Diante do exposto, € importante, 0 conhecimento da ancestralidade da
populacdo e o perfil de mutacbes presentes na mesma antes de se iniciar o
rastreamento neonatal para individuos afetados pela DA, para definir as muta¢cdes mais
relevantes a serem triadas para que o rastreamento tenha o melhor custo beneficio

para a saude publica.

Conclusao

O presente estudo estimou a contribuicdo ancestral africana, europeia e
amerindia de uma amostra de pacientes com DA da populacdo de Monte Santo, BA,
Brasil. Esta analise mostrou elevada contribuicdo europeia nos portadores da c.35delG.
Isto sugere que a mutacdo c.35delG, responsavel por 23,75% da DA de etiologia
genética deste municipio, pode ser de origem europeia, tendo sido inserida nesta
populacdo pela migracdo de europeus para esta regido. Devido a frequéncia desta
mutacdo na populacdo de Monte Santo pode ser indicada a implementacdo do estudo
molecular para esta mutagdo na triagem neonatal do municipio, permitindo a deteccéo
precoce dos casos de DA de etiologia genética pela c¢.35delG para que possa ser

oferecido aconselhamento genético as familias de risco e tratamento adequado.
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Tabela 1. Marcadores autossdmicos estudados

Marcador  dbSNP (rs) Tipo Populaco com alelo *1 Metodologia Referéncia
mais frequente

AT3-1/D rs3138521 Indel Africana PCR Parra et al., 1998
APO rs3138522  Insercéo Alu Europeia/Amerindia PCR Parra et al., 1998
SB19.3 rs3138524  Insercdo Alu Europeia PCR Parra et al., 1998
PV92 rs3138523  Insercéo Alu Amerindia PCR Parra et al., 1998
GC*1F rs7041 SNP Africana PCR/RFLP Parra et al., 1998
GC*1S rs4588 SNP Europeia/Amerindia PCR/RFLP Parra et al., 1998
LPL rs285 SNP Africana Real Time PCR Presente estudo
FYnull rs2814778 SNP Europeia/Amerindia Real Time PCR Presente estudo
CKMM rs4884 SNP Amerindia Real Time PCR Presente estudo
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Tabela 2. Marcadores do cromossomo Y analisados, metodologia utilizada e populacao

ancestral onde o marcador é encontrado.

Marcador Haplogrupo Metodologia Populacdo

M60 B PCR/Sequenciamento Africana

PN2 Elbl PCR/Sequenciamento  Africana

PN3 A2 PCR/Sequenciamento Africana

M34 Elblblcl PCR/Sequenciamento Africana

YAP DE PCR Africana/Asiética

M89 F PCR/Sequenciamento Asiatica

M9 K PCR/Sequenciamento india/Oceania/Indonésia
e Australia

DYS199 (M3) Qla3a PCR/RFLP Amerindio

92R7 P (Q/R) PCR/RFLP Euréasia

M207 R PCR/RFLP Europeu




Tabela 3. Caracterizacdo da amostra estudada
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Todos Com 35delG Sem 35delG
40 10 30 Valores de P*
(%) (%) (%)
Sexo Masculino 57,5 80 50
o P =0,982
Feminino 42,5 20 50
Historia familiar Positiva 80 100 26,7
P = 0,000
Negativa 20 0 73,3
Pais consanguineos  Sim 50 40 50
Nao 37,5 50 36,7 P=0,381
Sl 12,5 10 13,3
Etiologia Congénita 70 80 66,7
Pés-natal 25 10 3,3 P =0,517
Sl 5 10 30
Autodenominacao Brancos
27,5 50 20
de raca/cor
P = 0,060
Pardos 67,5 40 76,7
Outros 5 10 3,3
Classificagéo Brancos
_ 25 70 10
fenotipica
P = 0,002
N&o Brancos 57,5 30 66,7
Sl 17,5 0 23,3

*= Os valores de p foram calculados apenas comparando os DA com e sem mutacdo; SI = Sem

informacéo.

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias dos marcadores autossémicos nas populacdes

estudadas e nas ancestrais

AT3-I/D*1 APO*1 PV92*1 SB19.3*1 LPL*1 FY*1 CKMM*1 GC*1F GC*1S
DA 0,300 0,775 0,200 0,795 0,579 0,750 0,425 0,385 0,462
DA com 35delG 0,400 0,900 0,100 0,833 0,400 0,889 0,350 0,500 0,450
DA sem 35delG 0,267 0,733 0,233 0,783 0,643 0,707 0,450 0,345 0,466
Africanos* 0,880 0,460 0,200 0,455 0,974 0,000 0,153 0,847 0,084
Europeus* 0,273 0,920 0,156 0,900 0,520 0,985 0,280 0,150 0,590
Nativos Americanos* 0,159 0,945 0,764 0,675 0,558 0,993 0,882 0,340 0,540

*Shriver et al., 2003
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Tabela 5. Estimativa de mistura na amostra estudada estimada por marcadores

autossémicos, do mtDNA e do cromossomo Y

DA DA DA
Contribuicao Total com mutacdo  sem mutac&o
Ancestral
(%) (%) (%)
Africana 20,5 12,5 23,5
Autossbémico Europeia 61,3 82,9 53,5
Amerindia 18,2 4,6 23,0
Africana 50,0 90,0 36,7
mtDNA Europeia 15,0 0 20,0
Amerindia 35,0 10,0 43,3
Africana 21,7 37,5 13,3
CromossomoY  Europeia 60,9 50,0 60,0
Amerindia/india 4,4 0 6,7
Sem haplogrupo 17.4 12.8 200

definido

Tabela 6. Ancestralidade individual entre os diferentes grupos

Contribuicéo europeia  Com c.35delG (%) Sem c.35delG (%)
<50% 10,0 23,3
>50% 90,0 76,7

P =0,341
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RESUMO

No municipio de Monte Santo-BA foram identificadas varias doencas genéticas raras
como sindrome de Treacher Collins (STC), osteogénese imperfeita (Ol),
mucopolissacaridose do tipo VI (MPSVI), surdez hereditaria ndo sindrémica (SHNS),
fenilcetondria (PKU) e hipotireoidismo congénito (HC) e algumas delas com elevada
prevaléncia. Na tentativa de estimar a ancestralidade e estabelecer fatores evolutivos
gue estejam envolvidos no aumento da ocorréncia destas doencas foram analisados os
pacientes afetados e uma amostra de 194 residentes do municipio. Para isso foram
analisados nove marcadores autossomicos informativos de ancestralidade: AT3-1/D,
APO, SB19.3, PV92, CKMM, FYnull, LPL, GC-1*F e GC-1*S; a regido hipervariavel
(HVS-1) do DNA mitocondrial (mtDNA) e 10 marcadores do cromossomo Y (M60, PN2,
PN3, M34, M89, M9, YAP, M3, M207, 92R7). Estes marcadores foram genotipados por
PCR convencional (AT3-I/D, APO, SB19.3, PV92, YAP), PCR/RFLP (GC-1*F, GC-1*S,
M3, M207, 92R7), PCR em tempo Real (CKMM, FYnull e LPL) ou sequenciamento
(HVS-I, M60, PN2, PN3, M34, M89, M9). A estimativa de mistura foi avaliada pelos
programas Admix95 e Structure. Maior contribuicdo europeia foi encontrada em todas
as populacdes estudadas, exceto na Ol. Na analise do mtDNA as contribuicbes
africanas e amerindias sdo prevalentes, ao contrario do cromossomo Y que possui
maior contribuicdo europeia. A anélise de estimativa de mistura nesta populagéo auxilia
na reconstrucdo da dinamica de formacdo do municipio, mostrando a ocorréncia de
assimetria na contribuicdo materna e paterna, revelando unides preferencialmente entre
homens europeus e mulheres africanas e amerindias.

Palavras Chave : Ancestralidade gen6mica, doencgas genéticas, cromossomo Y, mtDNA

Introducgéo

Dados historicos mostram que a populacdo da Bahia é composta por trés grupos
ancestrais: africanos, europeus e amerindios. De acordo com dados do IBGE (2000),

no estado da Bahia cerca de 80% da populacdo € composta por afrodescendentes.
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Observa-se distribuicdo heterogénea dos grupos ancestrais no territorio baiano. Nas
regides que foram economicamente importantes, na época da colonizagao, existe uma
predominancia de individuos com caracteristicas fenotipicas e culturais africanas
enquanto o branqueamento da popula¢do ocorre a medida que se afasta do litoral
(AZEVEDO et al., 1982).

Muitas populacdes tém histérias complexas de mistura recente e a
autoclassificagdo torna-se uma ferramenta incapaz de estimar a real mistura individual
ou da populacédo (ROTIMI et al., 2010).

Dados genéticos obtidos através da analise do cromossomo Y e do DNA
mitocondrial (MtDNA), indicam que a patrilinhagem brasileira é principalmente de
origem européia, enquanto que a matrilinhagem é amerindia ou africana confirmando
dados histéricos sobre o processo de migracdo e fluxo génico no periodo colonial
(BORTOLINI et al., 1998; ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001;
ABE-SANDES et al., 2004). Entretanto, um estudo realizado na Bahia mostrou que 0s
casamentos ocorrem preferencialmente entre individuos de mesmo grupo racial
(AZEVEDO et al., 1986).

O crescente conhecimento da variagdo genética humana tem elucidado as
causas para a susceptibilidade a algumas doencas entre individuos e populacdes. Se a
prevaléncia das doencas entre as populacdes é variavel € de se esperar que as
frequéncias de variantes genéticas que contribuem para sua causa também variem
(ROTIMI et al., 2010).

Embora nenhuma doenca genética seja restrita a determinado grupo
populacional, existem evidéncias de que algumas delas estdo associadas a
determinadas populacdes ou regido geografica. O uso da ancestralidade no
mapeamento de genes que contribuem para doengas comuns, tais como doenca renal
cronica, e infeccdo pelo virus da hepatite C (GE et al.,, 2009), hemoglobinopatias
(AZEVEDO et al., 1980), doencas cardiovasculares (THOMAS et al., 2005),
tromboembolicas (CAMARGO et al., 2005), cancer de prostata (KITTLES et al., 2002;
PASCHOALIN et al., 2003), hiperhomocisteinemia (ARRUDA et al., 1998), hepatite
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cronica C (NGUYEN & THULUVATH, 2008) ilustra como a genémica pode nos auxiliar
na compreensao das causas das doencas (ROTIMI et al., 2010).

Portanto, a prevaléncia, gravidade e resisténcia das doencas variam
consideravelmente entre os grupos étnicos e sdo dependentes de fatores hereditarios e
nao hereditarios tais como pobreza, acesso desigual aos cuidados, estilo de vida e de
saude relacionados com as praticas culturais (ROTIMI et al., 2010).

No presente estudo, foi estimada a propor¢cdo de ancestralidade africana,
europeia e amerindia em uma amostra de individuos afetados por doencgas genéticas
no municipio de Monte Santo-BA, utilizando marcadores informativos de ancestralidade
biparentias (autossémicos) e uniparentais (no mtDNA e cromossomo Y) com o objetivo
de verificar se existe associacao entre a ocorréncia das doencgas, a ancestralidade e

fatores envolvidos na ocorréncia e manutencdo das doengas nesta populagao.

Material e Métodos

- Populagéo de estudo

As amostras analisadas neste estudo sdo provenientes do municipio de Monte
Santo e cidades vizinhas com diagndstico clinico, bioquimico e molecular das seguintes
doencas genéticas: osteogénese imperfeita (Ol), mucopolissacaridose do tipo VI
(MPSVI), sindrome de Treacher Collins (STC), fenilcetonuria (PKU) e hipotireoidismo
congénito (HC), no periodo de 2008 a 2010. A populagédo de afetados compreende 36
individuos, entretanto, foram avaliados 25, sendo um de cada nucleo familiar (pai, mae
e filhos), o detalhamento por doenca encontra-se na Tabela 1.

Além dos pacientes com doencas genéticas ja diagnosticadas foram analisados
também 194 individuos atendidos no Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) que
haviam sido recrutados para triagem biogquimica de PKU e HC, tendo sido
diagnosticado um paciente com PKU. Estes individuos foram inseridos neste estudo

como amostras da populagéo geral do municipio.
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Monte Santo localiza-se no interior do Estado da Bahia (regido Nordeste do
Brasil) e possui 52.339 habitantes (IBGE, 2010). Destes, 13% residem na sede do
municipio e 87% na zona rural, subdivididos em mais de 150 povoados.

Estudos de algumas doencas genéticas realizadas por Amorim e cols, 2011;
Manzoli, 2010; Costa-Motta e cols., 2011 revelaram frequéncia aumentada dessas
doencas na regido de Monte Santo-BA.

A Figura 1 mostra a localiza¢éo dos individuos afetados pelas doencas genéticas
(MPS VI, PKU, OI, STC e HC) residentes no municipio de Monte Santo.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Pesquisas Gong¢alo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz. Todos os participantes do
estudo ou seu responsavel legal assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

- Genotipagem dos marcadores de ancestralidade
a) Marcadores Autossdmicos

Foram analisados nove marcadores informativos de ancestralidade (AIM)
(SHRIVER et al.,, 2003) com alto diferencial de frequéncia entre as populacdes
ancestrais (Tabela 2). Nas amostras do CAPS foram analisados apenas os marcadores
autossomicos.

b) mtDNA

Foram analisados 443pb da regido hipervariavel (HVS-I) (nt15978 ao nt16420)
do mtDNA por sequenciamento automatico (ABI Prism 3130xlI Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, CA) com as sequéncias de primers: F: 5’- CAC CAT
TAG CAC CCA AAG CT -3 e R: 5-TGA TTT CAC GGA GGA TGG TG - 3’ (ABE-
SANDES, 2002).

c) Cromossomo Y

Para a analise dos marcadores do cromossomo Y, em pacientes do sexo
feminino, foi coletada, quando possivel, amostra do pai e/ou irméo.

Para o cromossomo Y foram escolhidos marcadores que caracterizam 0s
haplogrupos das principais populagcfes ancestrais (Tabela 3) (Consortium Y - KARAFET
et al., 2008).
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- Analise Estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas dos marcadores biparentais e o equilibrio
de Hardy-Weinberg foram avaliados pelo programa GENEPOP v3.4 (RAYMOND &
ROUSSET et al.,, 1995). A estimativa de mistura populacional e a individual foram
avaliadas pelos programas ADMIX (CHAKRABORTY et al., 1985) e Structure v. 2.3.3
(PRITCHARD et al., 2000), respectivamente. Todos 0s segmentos sequenciados foram

analisados no BioEdit sequence analysis software v 7.1.3 (HALL, 1999).

Resultados

Neste estudo foram calculadas as estimavas de mistura e analisada a
contribuicdo uniparental, materna e paterna, para os pacientes afetados por doencas
genéticas no municipio de Monte Santo (Tabela 4).

Na estimativa de mistura utilizando marcadores autossomicos a contribuicdo
ancestral europeia foi a mais elevada tanto nos pacientes como na populagdo do
CAPS, a excecdo foi observada para os pacientes com Ol onde a ancestralidade
amerindia foi predominante.

Os dados do mtDNA mostraram elevada contribuicdo africana, seguida de
amerindia e europeia. Apenas o0s pacientes de MPSVI mostram a contribuicdo
amerindia como principal. Entretanto, a contribuicdo paterna (cromossomo Y) mostrou

elevada contribuicdo europeia em todos os grupos estudados.

Discussao

A andlise das contribuicbes ancestrais autossémicas mostrou contribuicdo
europeia elevada na formacdo da populacdo de Monte Santo-BA. Esta contribuicéo
genética europeia elevada é corroborada por dados da literatura que mostram o
“branqueamento” da populacdo da Bahia com o aumento da distancia do litoral
(AZEVEDO et al., 1982).



77

A maior contribuicdo autossémica europeia pode ser confirmada pelo predominio
de haplogrupo do cromossomo Y de origem também europeia e pela presenca de
haplogrupos mitocondriais europeus, mesmo que em menor propor¢ao. Contudo, a
discrepancia entre as contribuicbes uniparentais, maior propor¢cdo de mtDNA amerindio
e africano e cromossomo Y europeu, reflete a assimetria na contribuicdo ancestral
materna e paterna na formacao da populacdo de Monte Santo, assim como observado
para o Brasil (ALVES-SILVA et al., 2000).

Considerando os trés tipos de ancestralidade avaliados ndo foi possivel associar
haplogrupos do cromossomo Y ou de mtDNA e maior estimativa de mistura
autossdmica com nenhuma das doencas genéticas. Esta auséncia de padrdo pode
estar relacionada com a nao associacdo entre os marcadores informativos de
ancestralidade e as alteracdes causadoras de doenca, pois nenhum dos marcadores
utilizados na estimativa de mistura esta localizado proximo aos loci génicos ja descritos
como associados com a ocorréncia das doencas analisadas.

Este estudo n&do avaliou as mutacdes causadoras das doencas genéticas
estudadas, mas, possivelmente, a ocorréncia das doencas recessivas com frequéncia
elevada no municipio de Monte Santo pode estar relacionada com fatores como:
casamentos consanguineos, migracao, efeito fundador e deriva genética. Todos estes
fatores podem alterar as frequéncias genotipicas e 0s casamentos consanguineos
aumentam a frequéncia de homozigotos, aumentando a probabilidade de homozigose
também para alelos recessivos.

A ocorréncia e o aumento da prevaléncia das doencgas genéticas em Monte
Santo podem ser explicados pela frequéncia mais elevada de casamentos
consanguineos, uma vez que a OIl, MPSVI, PKU e HC estdo relacionados com
alteracfes autossOmicas recessivas. Com relacdo a Ol temos apenas uma familia com
trés afetados filhos de casamento consanguineo (F=0,094). Para a MPSVI, o estudo de
Costa-Motta e cols. (2011) mostrou que todos os afetados fazem parte de uma Unica
genealogia (F=0,0055), confirmando a consanguinidade como causa da prevaléncia
elevada desta doenca no Municipio. Na andlise dos individuos com PKU também foi

possivel, através de relatos de parentesco dos familiares, estabelecer a
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consanguinidade entre os pais de todos os afetados e uni-los em uma Unica genealogia
(AMORIM, 2010). Com relacdo aos pacientes de HC em quatro das sete familias
estudadas os pais dos afetados sdo consanguineos (OLIVEIRA, 2010).

Na analise molecular da familia com STC foi possivel determinar que este se
trata de um caso autossdomico dominante, onde a mée e sua prole séo afetados.

A subdivisdo da populagdo em povoados confere a estes caracteristicas de
pequenos semi-isolados com tamanho populacional reduzido, favorecendo os
casamentos endogamicos e consanguineos, elevando a frequéncia de genotipos
homozigotos e, consequentemente, o aparecimento das doencgas genéticas recessivas
em regides especificas do municipio (Figura 1), onde se observa agrupamento de
afetados pela mesma doenca em determinada localidade.

Assim como na histéria da formagcdo da populagédo brasileira, a formacdo da
populacdo de Monte Santo-BA, também contou com a contribuicdo das trés principais
populagcdes formadoras: europeus, amerindios e africanos, tornando-a uma populagéo
tri-hibrida. A estimativa da ancestralidade por marcadores autossémicos mostra o
predominio da contribuicdo europeia, seguida da africana e da amerindia, exceto para a
populacdo de OI, que pode estar associada com 0 pequeno numero de amostras
analisadas. Na analise do cromossomo Y o predominio de contribuicdo europeia
também ocorreu, enquanto que na analise do mtDNA a contribuicdo europeia foi menor
e a amerindia e africana mostraram maiores propor¢cdes. Estes dados corroboram
dados da literatura que mostram maior contribuicdo paterna europeia e materna de
origem africana e amerindia.

Os alelos mutantes, responsaveis pelas doencas genéticas estudadas podem ter
entrado na populacdo de Monte Santo por migragdo. Mas a manutencao destes alelos
na populacdo pode ser explicada ndo s6 pela ocorréncia de casamentos
consanguineos, mas também pela deriva genética que constitui a variacdo aleatoria das
frequéncias génicas ao longo das geracbes e que pode provocar a eliminagdo ou a
fixacdo casual de um alelo (BEIGUELMAN, 1996).

A elevada frequéncia de MPSVI na populacdo de Monte Santo pode estar

associada com deriva genética e casamentos consanguineos. Fatores sugeridos pela
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deteccdo de uma mesma mutacdo (p.H178L), no gene da arilsulfatase B, nestes
pacientes (COSTA-MOTTA et al.,, 2011). Além disso, compartilhamento do mesmo
hapl6tipo intragénico por todos os pacientes, mostra a existéncia de um ancestral
comum a todos os afetados. Estes dados sugerem que a mutagao pode ter surgido no
Brasil, e que o aumento da frequéncia em Monte Santo, € devido a alta taxa de
endogamia e endocruzamento. A maior propor¢cdo de haplogrupo mitocondrial
amerindio entre os afetados também pode estar associada com a presenca desta

mutacao na populacdo de Monte Santo.

Concluséao

Os resultados do presente estudo mostram elevada contribuicdo européia tanto
para marcadores autossémicos quanto em marcadores do cromossomo Y. Entretanto, o
estudo do mtDNA mostrou alta contribuicdo materna amerindia e africana. Estes dados
permitem reconstruir a histéria de formagéo da populacdo de Monte Santo. Que, assim
como para a populacdo brasileira, sugere a ocorréncia de casamentos assimétricos
com elevada contribuigdo paterna europeia e materna amerindia e africana.

A prevaléncia elevada de algumas doencas genéticas no municipio de Monte
Santo pode estar associada a fatores evolutivos, como efeito fundador e deriva
genética, visto que o maior contingente da populacdo vive em pequenos povoados na
zona rural formados por migracéo de poucos e pequenos nucleos familiares.

A maior ocorréncia de casamentos consanguineos entre os pais dos afetados e
entre os individuos de um mesmo povoado (subdivisdo da populacdo) pode também
contribuir para a manutencdo das doencas genéticas dentro desta populacdo, bem

como para o aumento da frequéncia de doencgas recessivas.



80

Agradecimentos

Os autores agradecem a plataforma de sequenciamento do Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz-FIOCRUZ/BA, as agéncias de fomento FAPESB, CNPQ e

INAGEMP e aos integrantes das expedicdes de campo do projeto Genética do Sertédo.

Referéncias Bibliograficas

ABE-SANDES, K. Diversidade genética de afro-brasileiros: DNA mito  condrial e
cromossomo Y . 2002. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/USP. Ribeirdo Preto. SP.

ABE-SANDES, K.; SILVA, W.A. Jr; ZAGO, M.A. Heterogeneity of the Y chromosome in
AfroBrazilian populations. Hum Biol 76(1):77-86. 2004.

ALVES-SILVA, J.; DA SILVA SANTOS M.; GUIMARAES, P.E.; FERREIRA, A.C.;
BANDELT, H.J.; PENA, S.D.; PRADO, V.F. The ancestry of Brazilian mtDNA lineages.
Am J Hum Genet. 67(2):444-61. 2000.

AMORIM, T. R. S. Estudo das Bases Moleculares da FenilcetonUria no N ordeste do
Brasil. 2010. Tese. Fundacao Oswaldo Cruz.

AMORIM, T.R.S.; BOA-SORTE, N; LEITE, M.E.Q; ACOSTA, A.X. Clinical and
demographic aspects of phenylketonuria in Bahia state, Brazil. Rev Paul Pediatr .
29(4):612-7. 2011.

ARRUDA, V.R.; SIQUEIRA, L.H.; GONCALVES, M.S.; VON ZUBEN, P.M.; SOARES,
M.C.; MENEZES, R.; ANNICHINO-BIZZACCHI, J.M.; COSTA, F.F. Prevalence of the
mutation C677a T in the methylene tetrahydrofolate reductase gene among distinct
ethnic groups in Brazil. Am. J. Med. Genet . v. 78. n. 4, p. 332-335, 1998.

AZEVEDO, E.S.; ALVES, A.F.P,; SILVA, M.C.B.O.; SOUZA, M.G.F.; LIMA, AM.V.M.D.;
AZEVEDO, W. Distribution of abnormal hemoglobins and glucose-6-phosphate
dehydrogenase variants in 1200 school children of Bahia, Brazil. Am J Phys
Anthropol . 53:509-12. 1980.

AZEVEDO, E.S.; FORTUNA, C.M.M.; SILVA, K.M.C.; SOUSA, M.G.F;, MACHADO,
M.A.; LIMA, AM.V.M.D; AGUIAR, M.E.; ABE, K.; EULALIO, M.C.M.N.; CONCEICAO,
M.M.; SILVA, M.C.B.O.; SANTOS, M.G. Spread and Diversity of Human Populations in
Bahia, Brazil. Hum Biol 54:329-341. 1982.



81

AZEVEDO, E.S.; CHAUTARD-FREIRE-MAIA, E.A.; FREIRE-MAIA, N.; FORTUNA,
C.M.M.; ABE, K; SANTOS, M.G.; BARBOSA, AAL.; SILVA, M.E.T.; COSTA, A.F.
Mating types in a mixed and multicultural population of Salvador, Brazil.. Rev Brasil
Genet IX 3. 487-496. 1986.

BEIGUELMAN, B. Dindmica dos Genes Nas Familias e Nas Populacdes . 2. ed.
Ribeirdo Preto: Editora da Sociedade Brasileira de Genética. 472 p. 1996.

BORTOLINI, M.C.; SILVA-JUNIOR, A.W.; WEIMER, T.A.; ZAGO, M.A.; CASTRO-DE-
GUERRA; SCHNEIDER, M.P.; LAYRISSE, Z.; MENDEZ-CASTELLANO, H.; SALZANO,
F.M.H. Protein and hypervariable tandem repeat diversity in eight African-derived South
American populations. Inferred relationships do not coincide. Hum Biol . v. 70. n. 3. p.
443-461. 1998.

CAMARGO, E.C.S.; MASSARO, A.R.; BACHESCHI, L.A.; D'AMICO, E.A.; VILLACA,
P.R.; BASSITT, R.P.; GUALANDRO, S.F.; BENDIT, I.; SCAFF, M. Ethnic Differences in
Cerebral Venous Thrombosis. Cerebrovasc. Dis ., v. 19, n. 3, p. 147-151, 2005.

CARVALHO-SILVA, D.R.; SANTOS, F.R.; ROCHA, J.; PENA, S.D. The phylogeography
of Brazilian Y-chromosome lineages. Am J Hum Genet . 68:281-286. 2001.

CHAKRABORTY, R. Gene identity in racial hybrids and estimation of admixture rates. In
Ahuja YR, Neel JV, editors. Genetic diferentiation in human and others animal
populations. Ind Anthropol Assoc  171-180. 1985.

COSTA-MOTTA, F. M; ACOSTA, A. X; ABE-SANDES, K.; BENDER, F.; SCHWARTZ, I.
V. D. ; GIUGLIANI, R.; LEISTNER-SEGAL, S. Genetic Studies In A Cluster Of
Mucopolysaccharidosis Type Vi Patients In Northeast Brazil. Mol Genet Metab (Print),
v. 104, p. 603-607, 2011.

GE, D.; FELLAY, J,; THOMPSON, A.J. et al. Genetic variation in IL28B predicts hepatitis
C treatment-induced viral clearance. Nature 461:399-401. 2009.

HALL TA: BioEdit: A user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp Ser 41:95-98. 1999.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA ESTATISTICA - IBGE. Rio de Janeiro.
2000. Available at: <www.ibge.gov.br>.

KARAFET, T. M.; MENDEZ, F. L; MEILERMAN, M. B; UNDERHILL, P. A; ZEGURA, S.
L.; HAMMER, M. F. New binary polymorphisms reshape and increase resolution of the
human Y chromosomal haplogroup tree. Genome Res. 18: 830-838. 2008.

KITTLES, R.A.; CHEN, W.; PANGULURI, R.K.; AHAGHOTU, C.; JACKSON, A
ADEBAMOWO, C.A,; GRIFFIN, R.; WILLIAMS, T.; UKOLI, F.; ADAMS-CAMPBELL, L.;
KWAGYAN, J.; ISAACS, W.; FREEMAN, V.; DUNSTON, G.M. CYP3A4V and prostate



82

cancer in African Americans: causal or confounding association because of population
stratification? Hum Genet . 110:553-560. 2002.

MANZOLI, G. N. Bases Genéticas da Surdez Hereditaria Nao-Sindrbmic a em
Salvador e em Monte Santo-Bahia. 2010. Dissertacdo. Fundacéo Oswaldo Cruz.

NGUYEN GC, THULUVATH PJ. Racial disparity in liver disease: Biological, cultural, or
socioeconomic factors. Hepatology . Mar;47(3):1058-66. 2008.

OLIVEIRA, T. L. Caracterizacdo clinica e molecular de pacientes com
hipotireoidismo congénito em Monte Santo-BA. 2010. Dissertacdo. Fundagéo
Oswaldo Cruz.

PASCHOALIN EL, MARTINS ACP, PASTORELLO M, SANDIS KA, MACIEL LMZ,
SILVA JR WA, ZAGO MA, BESSA J JR. Racial influence on the prevalence of Prostate
Carcinoma in Brazilian volunteers. International Braz J Urol . 29(4): 300-305. 2003.

PRITCHARD, J. K.; STEPHENS, M.; DONNELLY, P. Inference of population structure
using multilocus genotype data. Genetics 155:945-959. 2000.

RAYMOND, M.; ROUSSET, F. GENEPOP (version 1.2): population genetics software
for exact tests and ecumenicism. J Hered 86:248-249. 1995.

ROTIMI, C. N. and JORDE, L. B. Ancestry and Disease in the Age of Genomic
Medicine. N Engl J Méd . 363:1551-8. 2010.

SHRIVER, M.D.; PARRA, E.J.; DIOS S.; BONILLA, C.; NORTON, H.; JOVEL, C,;
PFAFF, C.; JONES, C.; MASSAC, A.; CAMERON, N.; BARON, A.; JACKSON, T,
ARGYROPOULOS, G.; J.I.N, L.; HOGGART, C.J.; MCKEIGUE, P.M.; KITTLES, R.A.
Skin pigmentation, biogeographical ancestry and admixture mapping. Hum Genet.
112(4):387-99. 2003.

THOMAS, AJ.; EBERLY, L.E.; SMITH, G.D.; NEATON, J.D.; STAMLER, J.
Race/Ethnicity, Income, Major Risk Factors, and Cardiovascular Disease Mortality. Am.
J. Public. Health , v.95, n. 8, p. 1417-1423, 2005.



GENETICA NO SERTAO

83

LOCALIZAGAD NO PAiS

‘ cu?{c;\ _7T
NJAGUARARI | ‘\\ UAUA /
i , -‘-""'—__
| 7 o -\\ CANUROS
1 .\R L ]
- = [ ] |
\ - ) = ~—
ANDORINHA * L {
\.\ 'Pi 4
[ ] . BA-220 V-
MCNTE SANTO 2
/) ° ® ‘. W
\ o ®mog® ® - BA 5/ 4
1S / A ] ! EUCLI‘JESDACUN AL S | 3 :
|sENHOR PO BONFIM - P ® o [N \ |
] P B | |
~ e e {
] 2 —_ B L] 5, g {
= % e
&~ [ ) 3 = Fonte dos Dados
=i @ S }/ == B BasE RS LIONESIME DO
4 maagl I IUBA CANSANCAO . EEEEEEEEEEE ENCLA WGS B4
. \  QuuinGuE LEGENDA
5‘“ ® nC ® Pxu
QUEWADASNORDESTI| @ wMPsVI ® su

Figura 1. Localizac&o dos pacientes no municipio de Monte Santo-BA

Tabela 1. Caracterizacdo das amostras estudadas

Doenca estudada Familia Afetados Amostras analisadas
(n) (n) (n)

Mucopolissacaridose VI (MPSVI) 09 11 09

Fenilcetondria (PKU) 07 07 07

Osteogénese Imperfeita (Ol) 01 03 01

Sindrome de Treacher Collins (STC) 01 05 01

Hipotireoidismo Congénito (HC) 07 10 07

Centro de Atencao Psicossocial (CAPS) - - 194

Total geral 219




Tabela 2. Marcadores autossdémicos estudados

Marcador db SNP (rs) Tipo Populacdo com alelo *1 Métodos Referéncia
mais frequente

AT3-1/D rs3138521 Indel Africana PCR Parra et al., 1998
APO rs3138522 Inser¢éo Alu Europeia/Amerindia PCR Parra et al., 1998
SB19.3 rs3138524 Insercéo Alu Europeia PCR Parra et al., 1998
PV92 rs3138523 Insercéo Alu Amerindia PCR Parra et al., 1998
GC*1F rs7041 SNP Africana PCR/RFLP Parra et al., 1998
GC*1S rs4588 SNP Europeia/Amerindia PCR/RFLP Parra et al., 1998
LPL rs285 SNP Africana Real Time PCR Presente estudo
FYnull rs2814778 SNP Europeia/Amerindia Real Time PCR Presente estudo
CKMM rs4884 SNP Amerindia Real Time PCR Presente estudo

Tabela 3. Marcadores do

populacdo ancestral
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cromossomo Y analisados e metodologia utilizada e a

Marcador Haplogrupo Métodos Populacdo ancestral
M60 B Sequenciamento Africana
PN2 Elbl Sequenciamento Africana
PN3 A2 Sequenciamento Africana
M34 Elblblcl Sequenciamento Africana
YAP DE PCR convencional Africana/Asiatica
M89 F Sequenciamento Asiatica
M9 K Sequenciamento india/Oceania/Indonésia e
Austrdlia
DYS199 (M3) Q1la3a PCR/RFLP Amerindio
92R7 P (Q/R) PCR/RFLP Euréasia
M207 R PCR/RFLP Europeu
Tabela 4. Estimativas de mistura e haplogrupos do mtDNA e cromossomo Y
Autossémico mtDNA Cromossomo Y
Pacientes AFR EUR AME AFR EUR AME AFR EUR AME
MPSVI 14,1% 80,1% 5,8% 11% 11% 78% - 100% -
PKU 18,2% 70,7% 11,1% 50% 33% - 33% 67% -
Ol 8,4% 32,3% 59,3% 100% - - - 100% -
STC 223% 72,7% 5,0% 100% - - - 100% -
HC 278% 626% 96% 57,1% 28,6% 143% 25% 75% -
CAPS 16,4% 63,5% 20,1% Na Na Na Na Na Na

AFR = Africano; EUR = Europeu; AME = Amerindio; Na = Nao analisado
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre os tipos de casamento em Monte Santo mostrou alta ocorréncia
de casamentos entre individuos provenientes deste municipio, elevada taxa de
consanguinidade, divisdo da populacdo em povoados (favorecendo os casamentos
endogamicos) e baixa taxa de migracdo o que caracterizam a populagdo como semi-
isolada.

A unido destes fatores, presentes em todos os periodos analisados, pode
explicar o aumento da ocorréncia de doencas genéticas na populacao estudada.

O manuscrito que relaciona a surdez hereditaria ndo-sindrémica, a presenca da
mutacdo c.35delG e a ancestralidade dos pacientes (avaliada tanto por marcadores
autossdmicos como por marcadores do cromossomo Y e mitocondrial) mostrou elevada
contribuicdo europeia entre os afetados, e ela é maior nos pacientes que tinham a
mutacéo (c.35delG).

Esta maior contribuicdo europeia associada a mutacdo c.35delG, responséavel
por 23,75% da deficiéncia auditiva de etiologia genética deste municipio, sugere que
esta alteracdo pode ter sido inserida na populacdo estudada pela migracdo de
europeus ou seus descendentes para esta regiao.

Visto que a mutacado c.35delG é responsavel por quase 1/4 dos casos de surdez
de Monte Santo pode-se indicar a implementacdo do estudo molecular desta mutacao
na triagem neonatal do municipio, para que seja possivel o rastreamento precoce dos
casos de DA de etiologia genética pela c.35delG e para que possa ser oferecido o
tratamento adequado e o aconselhamento genético as familias de risco.

Os dados do terceiro artigo desta tese confirmam a elevada contribuicao
europeia autossdmica, exceto ao avaliarmos os afetados pela Ol. Isso ocorre talvez
pelo numero reduzido da amostra de Ol, pois a mesma mostrou contribuicdo paterna
europeia.

A analise utilizando marcadores do cromossomo Y mostrou elevada contribuicdo
europeia. Entretanto, para o mtDNA a maior contribuicdo foi de origem africana, exceto

para os pacientes com MPSVI (maior contribuicdo amerindia). Estas andlises reforcam
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dados histéricos sobre a formacéo da populacéo brasileira: a ocorréncia de casamentos
entre homens europeus e mulheres africanas e amerindias.

Este terceiro manuscrito mostrou que a influéncia de fatores evolutivos e fatores
gue alteram a frequéncia genotipica sao importantes na ocorréncia e manutencao das

doencas genéticas presentes em Monte Santo.
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6 ANEXOS

6.1 Parecer do comité de ética

Comité de Etica em Pesquisas

Ministério da Saude

FOCRUZ

Fundagdo O Ido Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz b
[ Comité de Etica em Pesquisa — CPqGM/FIOCRUZ

PARECER N° 182/2008
Protocolo: 274

Projeto de Pesquisa: "Genética no Sertio: Ancestralidade e Bases Moleculares de Doengas Genéticas
na Regido de Monte Santo-BA™.

Pesquisadora Responsével: Dr* Angelina Xavier Acosta
Instituicdo ou Departamento: LASP/CPqGM-FIOCRUZ
Consideragbes:

Ap6s andlise ética do projeto e realizacfo dos esclarecimentos solicitados ao responsavel, o CEP considera
que o projeto atende aos principios éticos de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Ceniro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagéo
Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme atribuigbes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta
Doc.32-04/97), com base na Resolugdo 196/96 e suas complementares, julga aprovado o projeto
supracitado.

O CEP/CPqGM-FIOCRUZ especifica, abaixo, o periodo de vigéncia, bem como, determina as datas para o
envio dos relatérios semestral e final, referentes ao desenvolvimento do protocolo de pesquisa aprovado.

Vigéncia: 18/12/2008 a 18/06/2013.

Envio dos Relatérios Semestrais em: 18/06/2009 — 18/12/2009 — 18/06/2010 — 18/12/2010 — 18/06/2011 —
18/12/2011 - 18/06/2012 - 18/12/2012.

Relatério Final: 18/07/2013.

The present study, entitted “Genética no Sertdo: Ancestralidade e Bases Moleculares de Doencas
Genéticas na Regido de Monte Santo-BA” (protocol number 274) has been approved by the Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ (IORG00002090 / IRB000026120) in
December 18" 2008 meeting. The protocol and procedures presented in the project are in accordance with the
ethical standards of the responsible committee on human subject (institutional) and with the Helsinki
Declaration of 1975, as revised in 2000. In the present version, this project is licensed and vaiid unfil June 18"
2013.

Salvador, 18 de dezembro de 2008.

Whose.

Dr* Maria Fernanda Rios Grassi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CPqGM/FIOCRUZ
IORG-0002090 / IRB-00002612

Rua Waldemar Falc#o, n° 121, Candeal, Salvador, Bahia, CEP 40.296-710, Brasil. Tel: (55)—(71) 3176-2285
Fax: (55)-(71) 3176-2327, e-mail: cep@bahia fiocruz.br
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