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Resumo

RESUMO
Dados historicos e genéticos mostram que a populacdsileira é uma das mais
heterogéneas do mundo, fruto de um processo degemsgao entre 0s trés principais
grupos étnicos (amerindios, europeus e africanmshadores da nossa populagéo.
Entretanto a distribuicdo desses trés grupos amldo territério brasileiro ndo ocorreu
de forma homogénea, ou seja, a proporcao de adscamerindios e europeus difere
significativamente a depender da regido geografi@.Bahia a proporcdo de afro-
descendentes € de 77,5%, segundo autodenominac&enso do IBGE. Poucos
trabalhos descrevem a diversidade genética na Radéia em sua maioria baseados em
marcadores genéticos classicos. Atualmente tem e&tonada mistura racial e
diversidade genética através de marcadores motesujae apresentam alelos com um
diferencial de frequéncia acima de 30% entre pgdes geografica e etnicamente
distintas, que sdo conhecidos como Alelos Espesifile Populacbes (PSA). Aléem dos
PSA, também séo utilizados marcadores culturaes atnavés da andlise de sobrenomes
de familia, sdo bastante Uteis para inferir origenmistura racial em populacdes
miscigenadas como a da Bahia. Dados da literamstram que ha um risco para o
desenvolvimento de algumas doencas a depender wjm gitnico, como doencas
cardiovasculares e infecciosas, como a AIDS. NaiBrastima-se que até o final de
2004, o numero de individuos infectados pelo Hif¢ilde 362.364. A Bahia é o estado
brasileiro que apresenta a 22 maior incidéncia lSAE sabido que o curso clinico da
infeccdo pelo HIV-1 é determinado por complexasranges entre as caracteristicas
virais e os fatores do hospedeiro. Para estimaememtribuicdo dos grupos ancestrais
nesta populacdo foram analisados 517 individuectaélos pelo HIV-1 do estado da
Bahia para 10 PSAAT3-I/D, APO, SB19.3PV92 FYnull, LPL, CKMM, GC-F, GC-Se
CYP3A4)e para 2 marcadores de susceptibilidade ao HIREARGA32 e CCR2-64l).
Foram investigadas as condi¢cdes soOcio-econdmieaareestralidade destes pacientes
através da sua autodenominacdo e de uma analisBpfea baseada em caracteres
fisicos, além disso, analisou-se o0s sobrenomesadslid para identificacdo de
sobrenomes de conotacao religiodaestimativa de ancestralidade genémica mostrou
que a populagdo analisada apresentava uma maidnboogdo africana de 48%,
seguida da européia (35%) e amerindia (17%), saadwoporc¢des bastante similares
quando comparadas com a populacdo de Salvadomfed&tada pelo HIV-1. A analise
fenotipica quando comparada com a autodenominagsees individuos, mostrou-se
discordantes apenas na caracterizacéo dos indg/ftegros. Encontrou-se também uma
associacao entre maior frequénciasdbrenome de conotacéao religiosa com o aumento
do fendtipo negroide, indicando que a andlise deresmme € uma ferramenta
importante para inferéncia de ancestralidade afaicaA analise socio-econbmica
mostrou que a populacdo com menor nivel de esdatigie menor renda familiar tinha
maior ancestralidade africana, sugerindo que astiatidade esta influenciando numa
maior susceptibilidade ao HIV/AIDS. Assim, estebatho foi de grande importancia
para estimar a propor¢cdo de mistura entre grupgessamis na composicdo desta
populacdo, além de fornecer subsidios para auzifides na area de saude para melhor
atender as necessidades desta populacao.

Palavras Chave: Alelos especificos de populacaé, Piblimorfismos



Abstract

ABSTRACT

The Brazilian population is one of the most heterog of the world due to
miscegenationbetween three main ethnical groups (Amerindianstofggans and
Africans) that make up this population. However tlistribution of these three groups
through the Brazilian territory was not homogenesaosthat the ratios of Africans,
Amerindians and Europeans differ according to teeggaphic regions. In Bahia, the
African descendants ratio is 77,5% according tosei&denominatiorof IBGE census.
Few studies describe the genetic diversity in Balnié they are mostly based on classic
“genetics markers”. Nowadays racial mix and geneéiversity have been estimated by
molecular markers known as Population Specificlai§PSA) whose frequency varies
more than 30% between distinct geographic regias dastinct ethnical populations.
Besides PSA, cultural markers are also used likelyasurnames that are very useful to
study the origin and racial mix in miscegengp@gulations. Data of the literatusbow
that some ethnical groups are at risk for someadse such as heart and infectious
diseases like AIDS. In Brazil, until the end of 20@he number of individuals infected
by HIV-1 was determined by complex interactions ageirus features and the host
factors. To estimate the contribution of ancesgr@ups in this population, 10 PSA
(AT3-I/D, APO, SB19.3PV92 FYnull, LPL, CKMM, GC-F, GC-SandCYP3A4)and 2
markers of susceptibility to HIV-1 (CCR&32 e CCR2-64l) were analyzed in 517
individuals of Bahia infected by HIV-1. . The sdegconomic conditions were
analyzed as well as the ethnicity of those patiehteugh self-determination and
phenotypic analyze based on physical features.dBssitheir surnames were also
analyzed for religious connotation. The estimategg@homic ancestry showed that in
this population the African contribution is more partant (48%), followed by the
European (35%) and Amerindian (17%) contributiobe respective ratios were
similar to those of the HIV-1 negative populatidnSalvador. The phenotypic analyses
matched with the results of self-determination @xae the case of the blacks. A high
frequency of religious- conotated surnames is aatamt with “black” phenotype,
indicating that the analyze of surnames is an itgmortool for inference of African
ancestry. The social-economic analyses showeddhaéducated populations and low
familiar income have more African ancestry suggesthat the ancestry is related to
higher susceptibility to HIV/AIDS. So, this studyaw/ really important to estimate the
ratio of mixture among ancestral groups in the oositppn of this population.
Moreover it provides information that will help better take care of the health of this
population.

Key words: Specific alleles of population, HIV, golorphism.
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1.0 INTRODUCAO

Apdés 500 anos de miscigenacdo entre amerindiogamfis e europeus,
originou-se uma das popula¢des mais heterogéneasuddo, a populacdo brasileira.
Até 1500, segundo dados do IBGE (2000), viviam masB aproximadamente 2,4
milhdes de amerindios, agregando-se, apds estaalatgpeus, africanos e asiaticos.
Entretanto a contribuicdo de cada grupo étnicoonmdcdo da nossa populacéo foi
diferente, e segundo Callegari-Jacques e Salz&@t9)Xos imigrantes que chegaram
ao Brasil entre 1500 e 1972, 58% eram europeus, affiganos e 2% asiaticos. Além
disso, a proporcdo sexual entre os europeus fdidammuito diferenciada, sendo a
contribuicdo quase que exclusivamente masculinado®ahistéricos e genéticos
mostram que a distribuicdo desses trés gruposoétaic longo do territorio brasileiro
nao ocorreu de forma homogénea, ou seja, a prapatedafricanos, amerindios e

europeus difere significativamente a depender gidoegeografica.
1.1 Colonizagéo da Bahia

A histéria do povoamento da Bahia tem duas fasgmtiis, a primeira iniciou-
se com a chegada dos primeiros habitantes desd¢eadeéns Mongois na Ameérica,
estimada entre 12.000 e 19.000 anos (SilvatJal, 1999; 2003). A segunda fase
iniciou-se apés o descobrimento do Brasil, em mealboséculo XVI, com a chegada
dos portugueses e negros africanos (Azevedo, 1979).

A colonizacéo da Bahia comecou no reconcavo, ugiageale solo favoravel ao
plantio de cana-de-acUcar que circunda a Baia deslTos Santos (Prado, 1935). O
sucesso do cultivo da cana como atividade econéfaigaroporcional ao niumero de
negros africanos que vieram trabalhar como escragssas lavouras baianas, fazendo
com que o estado absorvesse % de todos os escgawashegaram ao Brasil (Viana
Filho, 1988).

No inicio do século XVIII, com a descoberta de msirde ouro na Chapada
Diamantina, interior do estado, muitos brancos gu@am da exploracdo da cana no
litoral baiano foram atraidos para essa localidé&egndo consigo seus escravos. A
exploracdo das minas foi intensa e a exaustaoigiaszas das mesmas levou de volta
muitos brancos enriquecidos para o litoral, contedodescendentes dos escravos

(ascendéncia africana) permaneceram no interiordadaimicio ao processo de
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miscigenacdo com 0S povos hativos que ja habitagssa regidao (Azevedet al,
1987).

Posteriormente, com o desenvolvimento das lavodeasacau e sua crescente
importancia econémica, muitos brancos novamenenfatraidos para o sul do estado
levando muitos escravos para trabalharem neste atabivo. Contudo, a grande
maioria de escravos permaneceu no litoral atéab dia escravidao.

A geografia de mistura racial na Bahia hoje denransberéncia com a sua
historia migratéria, que mostra que quanto mai@fastamento do litoral, menor é a
mistura com negros (Azeveeabal, 1982).

As caracteristicas biossociais desse contato didraconstituem os marcos
iniciais da modelagem antropogenética da populag#d. Cada um desses povos tinha
lingua propria, cultura, religido e valores digigite eram frutos de suas proprias
tradicoes, além de ter constituicdo genética pacalaspectos fisicos diferentes.

Na fase inicial dos cruzamentos entre esses tnd@sogrétnicos, ndo havia
mulheres brancas, e assim o fluxo génico acontdogbomem branco para mulheres
negras e indias. Posteriormente, vieram as mullieeesas e 0 processo de mistura
racial se propagou entre os grupos, difundindoeequase toda a populagéo, e o
processo de transculturacdo também adquiriu caistatas proprias, formando assim,
uma populacdo baiana com uma grande mistura dubug&nica dos povos que lhe

deram origem (Azevedo, 1979).

1.2 Diversidade Genética da Populagéo

Poucos estudos tém sido desenvolvidos na Bahmaocobjetivo de descrever a
diversidade genética da nossa populacao e a cagidde cada grupo ancestral na sua
formagdo. Dados do IBGE de 2000 revelam que naaBalif,5% da populacdo
(10.095.282 individuos) € composta por afro-deseetas$, sendo que em Salvador
79,8% sado negros ou pardos, conforme a auto-dtassb de raca ou cor. Entretanto,
esta estimativa é toda baseada na autodenominagi@a. €Os trabalhos genéticos
existentes datam da década de 80 e séo todos basmadmarcadores protéicos, que
devido ao baixo polimorfismo, tem um poder redupdoa quantificar esta diversidade.
Diversos estudos demonstram que os melhores maesag@ara fazer este tipo de
avaliacdo sado os polimorfismos moleculares, devedosua grande diversidade.

Recentemente, Abé-Sandes al. (2004), analisaram amostras de quatro populacdes
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afro-descendentes (duas popula¢des compostas idauwd semi-isolados da Bahia, e
duas urbanas, sendo uma de Ribeirdo Preto-SP & dritfalvador-BA); uma amostra
de descendentes de europeus (Ribeirdo Preto) emnostra de asiaticos (descendentes
de japoneses, também de Ribeirdo Préds).dados revelaram uma maior diversidade
dos afro-descendentes bem como um maior grau derenisom outros grupos étnicos.
Este estudo revelou que mesmo os individuos fdnatiente negros, que afirmavam
nao existéncia de mistura étnica nos quatro av@esantaram entre 23 - 53% de
cromossomos Y de origem européia. Outro estudo dstmo um forte direcionamento
entre os tipos de casamentos, sendo mais freqieEntasdes entre homens europeus e
mulheres africanas ou amerindias. Resultados sanethforam também observados
em estudos realizados com populagdes do Sul e teu@sstoliniet al, 1998).

Estudos do polimorfismo Y em brasileiros brancos stiasam pequena
contribuicdo de cromossomos Y tipicos da Africaetendo que a maioria da
patrilinhagem brasileira € de origem européia (Shédeset al., 2004). Estudos do
DNA mitocondrial em brasileiros brancos mostraré@®3las linhagens como sendo de
origem amerindia, 28% de origem africana e 39% a0 Quando estratificado por
regido do pais, observou-se, como esperado, queagiandas matrilinhagens no Norte
era de origem amerindia (54%), no nordeste eraicaafs (44%) e no sul as linhagens
maternas eram principalmente européias (66%) (ABiks et al.,2000).

Outro estudo realizado em uma comunidade isolaaamescente de quilombo,
na Bahia, analisou microssatélites (STR), caratiess fenotipicas e sobrenomes de
conotagdo religiosa. Os resultados encontradosasieahdlises para os dados
moleculares foram 81% de contribuicdo africana% 4@ contribuicdo amerindia. Para
caracteristicas fenotipicas, observou-se um intlcéendtipo negroide (NPI) de 0,98,
um indice cultural negréide (NCI) de 0,24 (com dadi® sobrenome de conotacao
religiosa) (Barbosat al.,2006).

Um estudo demonstrou que as caracteristicas mgifal® apenas, especialmente
a cor da pele, ndo séo bons indicadores de arwsia africana (Parrat al., 2003),
sendo mais adequado o uso de marcadores biparéptds - Alelos Especificos de
Populacdes), para estimar mais fidedignamente a&straidade em populacbes

miscigenadas.
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1.3PSA — Alelos Especificos de Populacao

Sabe-se que populagbes bem definidas e geograhtamistintas, compartilham
alelos em qualqudocuse que os alelos que sdo mais freqientes em umdapéapu
também sdo encontrados em altas frequéncias easqudpulacéedesse contexto, a
literatura mostra que a maioria (de 80% a 90%) al&agdo genética que ocorre entre
humanos é interindividual e que somente 10% a 2@%atiacdo total é devida a
diferencas populacionais (Nei, 19&7avalli-Sforzaet al.,1994; Dekeet al,, 1995).

Alguns loci de marcadores classicos, tais como grupos sanglipea®ginas e
imunoldgicos ou de DNAtém demonstrado ser tanto populagédo-especificos ou
possuirem grandes diferenciais de frequéncia @apelacdes definidas geografica ou
etnicamente. Este alto grau de similaridade gemégflete a divergéncia recente da
espécie humana em grupos continentais (Sheivak, 1997).

Em um estudo com 1Bci de marcadores classicos, realizado por Neel, 1973
testou-se individuos de seis tribos indigenas alites, encontrou-se pelo menos 10
variantes diferentes, e os denominou como priva@asteriormente, Chakraboryal.,
(1991) denominaram de “alelos Unicos”, as variamEséticas que sdo encontradas
apenas em umpopulacdo. Em 1997, Shriver e colaboradarggram a denominacgéo
“alelos especificos de populagédo” (PSAs, do inglépulation-specific allelgs para
designar os marcadores genéticos que apresentadegrdiferenciaisdj de frequéncia
entre populacdes. Tanto os alelos Unicos quanatetss especificos de populacbes sdo
Uteis para a investigacdo forense, estimativa dsturmai étnica, ou estudos de
mapeamento genético (Reed, 1973; Chakralatray.,1992; Stephenst al.,1994).

Os valores ded) médios, pardoci bialélicos, entre os principais grupos étnicos
estdo entre 15-20%, sendo que a grande maioria%{>9%0s loci bialélicos
arbitrariamente identificados possuaedh € 50% (Dearet al.,1994). Portanto, um valor
de ©) > 50% € considerado como um “grande” diferendal frequéncia, e os
marcadores que apresentam esta caracteristicas quéisquer duas populagdes
definidas geografica ou etnicamente sdo considsreaimo PSA.

Marcadores que apresentam grandes diferenciaes g@nipos étnicos séo os ideais
para estimativas de mistura populacional (Patral, 1998 e 2001). Utilizando nove
loci PSA autossomico@ PO, AT3-1/D, GC (1S e 1F), FY-null, LPL, OCA2,23B0e
Sb19.3, ICAM),Parraet al. (2003), determinou a contribuicdo européia, afiéca
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amerindia na formacdo da populacédo brasileira.nra@maalisados 200 individuos das
regides Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasi, € autodenominaram como
brancos e em uma amostra composta por 173 indiwidiao comunidade rural de
Queixadinha (Vale do Jequitinhoha, Minas Geraisgsificados fenotipicamente como
brancos, negros e intermediarios. Dados das pdpmdade Portugal, da cidade de
Santana (arquipélago de Sao Tomé) (Tomiasl, 2002) e de uma amostra de 10
individuos de trés tribos da Amazo6nia (Karitianarus e Ticuna) foram tomadas como
representativas das frequéncias parentais europafsicana e amerindia,

respectivamente. Omesultados revelaram que no Brasil a cor da pelanépobre

indicador de ancestralidade gendmica africana.

1.4 Sobrenome e Origem Racial

A abordagem cientifica ao estudo dos nomes deifapdta reconstruir a histéria
cultural de um povo foi uma ferramenta importantgapinferir mistura étnica e
identificar a origem racial em populacdes miscigasa(Tavares-Neto e Azevedo,
1977).

Mesmo em populacgdes tri-racial como a do Nordest®msil, a frequéncia de
sobrenomes de origem africana e de origem indi§draixa e isso sugere que além da
heranca, fendmenos socio-culturais na formaca@cdadade brasileira influenciaram a
distribuicdo dos nomes de familias entre os indiv$d

Os estudos de nomes de familias na Bahia idemtficatrés categorias de
sobrenomes: de conotacao religiosa, animal-plaatautros sobrenomes, que estao
associados com ancestralidade africana, indigenaopéia, respectivamente (Azevedo
et al, 1982). Os nomes de conotacdo religiosa maisuémg@s no Brasil ndo
apresentam a mesma frequéncia em Portugal, dermodstrque esses sobrenomes
foram adquiridos por batismo dos filhos de mulheregras e indias (Tavares-Neto e
Azevedo, 1977).

Uma revisdo dos tipos de sobrenomes adquiridoss pedoravos nos séculos
XVIII e XIX, através das andlises de suas cartasalfierria, demonstrou uma alta
propor¢cédo de sobrenomes de conotacao religioseediés dos sobrenomes dos seus
“senhores feudais” (Azevedo e Fortuna, 1983).

A adocéao de sobrenomes de natureza religiosa petpss € explicada pelas suas

fortes tradicOes religiosas e assimilacdo do angmo dos colonizadores portugueses e
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de um sincretismo entre santos catélicos e deusiesrgs, uma vez que eles nao
podiam adotar as suas proprias praticas religiofasdocdo de sobrenomes de
animal/planta pelos indios também foi resultadoadpectos culturais (Alvest al,
2005).

A adocdo ndo hereditaria de sobrenomes € fato riestGdeconhecido e
caracteristico dos escravos que sO adquiriram umerapds a sua libertacdo, uma vez
que quando da abolicdo da escravatura em 1888)@D@scravos foram libertos de
uma unica vez, e assim era imprescindivel adquirirsobrenome por razdes sociais
(Azevedo, 1979).

A frequéncia de sobrenome com conotacdo religies&leva a medida que
aumentam as propor¢des de mistura racial negréigey apresentar ainda uma maior
frequéncia em mulheres a adocdo do nome religiosoobora a idéia da néo

hereditariedade dos sobrenomes no Brasil (AzeviEits).
1.5 Ancestralidade x Doencas x Status Social

Dados da literatura apontam a existéncia de rifevedcial no desenvolvimento
de algumas doencas a depender do grupo étniccoguédieo, e nivel sdcio-econémico,
podendo ocorrer uma associagao para algumas doeogas por exemplo, doencas
cardiovasculares, tromboembdlicas, cancer de papstgperhomocisteina e até mesmo
doencas infecciosas. Estudos relativos a saudemdggrao na Bahia tém demonstrado
diferencas nas prevaléncias entre diferentes grigmgis e ou ambientais, apontando
uma maior prevaléncia de algumas doencas e ou wapés mais frequentes na raga
negra. Entre essas doencas destacam-se a anesii@ifad, a infeccdo pelo HTLV-1,
hipertensédo arterial, obesidade, desnutricdo, emiteas. Salvador possui a maior
prevaléncia (1,8%) de infeccdo pelo virus linfoicopdas células T humanas tipo |
(HTLV-1) do Brasil (Douradoet al., 2003). Estudos demonstram que esse virus é
oriundo da Africa, e sabendo-se que grande partepaaulacio da Bahia ¢é
afrodescendente, justifica-se essa alta prevaléReiaa, 2005).

O status sdcio-econdémico tem sido considerado, por diveisesstigadores,
como variavel de confusdo quando se pretende analielacdo de raca e doenga. Essa
relacdo € evidenciada nos grupos minoritarios pelaores taxas de morbidade e
mortalidade, menor expectativa de vida, dificuldal#e acesso a servicos de saude,

menor taxa de saneamento basico nas moradias e neada familiar, levando a uma
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diferenca substancial na incidéncia de certas @&®eacna resposta ao seu tratamento
(Witzig et al, 1996).

Além do nivel sécio-econbmico, aspectos cultueiambientais também sao
apontados como determinantes ndo genéticos paramiias raciais na susceptibilidade
para doencas, pois sdo fatores que atuam diretansait o modo de vida dos
individuos, podendo modificar as respostas diante edposicbes e riscos ao
aparecimento de determinadas patologias (Adted, 2005).

Varios estudos genéticos relatam diferencas magi@ncias de certas doencas
em relacdo a raca e tentam atribuir isso a umacexglo baseada em genotipo. Mas o
que se sabe, é que nenhuma doenca genética é@arestrdeterminado grupo
populacional, o que varia € a sua frequéncia (Barct al, 2003).

Portanto, a depender da sua constituicdo étsimeEip-econdmica, cultural e
ambiental, uma populacdo pode estar mais vulner@velesenvolvimento de certas
doencas, visto que algumas delas também estdoiaa®@ pobreza e no Brasil a
pobreza é predominantemente negra. Assim, popdagiBapostas por um contingente
grande de afro-descendentes, como a Bahia, podeseapar um risco diferencial para
determinadas doencas, como a Sindrome da Imunigshei@ Adquirida (AIDS).

O quadro da epidemia da AIDS é de disseminacacabl@egundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (2006), o numero ti¢alpessoas infectadas com
HIV/AIDS é de aproximadamente 40 milhdes. O nunegocasos novos de infeccéo
pelo HIV em 2006 foi de 4,3 milhdes, sendo que Bdeis de pessoas morreram com
AIDS (UNAIDS/WHO, 2006). No Brasil, a estimativa doimero de individuos
infectados com HIV/AIDS, até o final de 2004 foi dproximadamente 362.364. O
Nordeste do pais apresenta taxa de 680.000 hastantem no estado da Bahia a 22
maior incidéncia de AIDS da regido com 596 casossiocom uma taxa de 440.000
habitantes. Salvador ocupa a 102 posi¢cao entr@@sniinicipios do Brasil com maior
namero de casos notificados (3.307 casos) (BNSII2003 e 2004).

1.6 Infeccao pelo HIV-1

O HIV-1, Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo fdertence a familia
Retroviridae, pois seu material genético é constituido de dugsasdde RNA fita

simples e apresenta uma enzima chamada transeripgasrsa, a qual transcreve o
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RNA viral em copias de DNA para que a informacaoégiea viral se insira no genoma
do hospedeiro (Simmones al, 1990).

O processo de replicacdo do HIV-1 é muito rapido genoma do virus sofre
uma grande quantidade de mutacdes nesse processa dalta taxa de erro da enzima
transcriptase reversa, além da prépria dinamicgrdducdo de novas particulas. O
resultado disto € o acumulo de alteracbes no DNwl vjjue gera uma grande
variabilidade genotipica e isso reflete em difezenexpressdes fenotipicas que
possibilitam aos virus adquirirem resisténcia aosltitarapicos, dentre outras
caracteristicas (Simmoneésal.,1990; Robertgt al.,1988; Coffin, 1995).

A morfologia viral pode ser observada na Figura 1.

proteinas de envelope

roteinas internas

i
enzima
transcriptase
reversa

Figura 1 — Representacdo esquematica do HIV-1
Fonte: Adaptado de

http://eumesmo.nireblog.com/blogs/eumesmo/filgsihirus.jpg

O HIV1-1 infecta as células do sistema imunoldgice apresentam o marcador
de membrana CD4As proteinas do envelope viral interagem com #outa de CD4
para permitir a entrada do virus na célula. Contedea interacao requer a presenca de
receptores de quimiocinas que sao utilizados cammreceptores do virus. O receptor de
quimiocina utilizado pela maioria das cepas cinctda do HIV-1 € o CCR5. As cepas
gue usam esse co-receptor sdo conhecidas como fatgcribdpicas (M-tropicas) ou

cepas R5. Outro subtipo de cepa viral é conheadwodinfocito T trépica (T-tropica)
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ou X4 e requer a presenca de outro receptor deiagima, 0 CXCR4. Ha ainda o
CCR2, outro receptor de guimiocina que é requisitaaimo co-receptor de cepas R5
para a infeccdo do hospedeiro (Marnedral., 2006). Uma ilustracdo do HIV-1 em

células alvo pode ser observada na Figura 2.

gp 120 Alteragdoda gp 120

Virus co4 configuragio Co4 gp 41

ligagdo de Ligam-se penetracio fusgo das
a CCR-5 damembrana membranas

“lﬂ-—

Citoplasma
Figura 2; Entrada do HI nas células do hospedeiro, Sao ilustradas as interaccoes
com o C04 e o co-receptor CCORS,

Figura 2 — Representacdo da entrada do HIV-1nas célulaswdando o co-
receptor CCRS.

Fonte:http://www.ajc.pt/cienciaj/n23/invivol.jpg

A infeccdo priméria pelo HIV-1 pode resultar em ueh@enca clinica, com
manifestacdes sistémicas que aparecem apos und@e@oincubacdo em torno de 14
dias. A incidéncia dessa doenca aguda ndo é pmemiga conhecida, mas diversos
estudos sugerem que maioria das pessoas infealadasvolve esta sindrome. Essa
doenca aguda continua por uns poucos dias a umenaeené caracterizada por febre,
feridas na garganta, erupcdes de pele, e ocasienwrtambém por ulceracdes orais ou
genitais (Lindbaclet al, 2000).

Acompanhado a isso, ha uma diminuicdo no nimercétldgas CD4, aumentam
os niveis de células CD8 e os anticorpos espesifiaca o HIV-1 aparecem. Durante a
infeccdo primaria, os niveis de viremia sdo bastaftbs, seguidos de uma queda e
posterior estabilidade nos mesmos (Lindbeickl., 2000).

A progressdo para a AIDS em individuos infectadek fHIV-1 parece ser
diretamente relacionada com o declinio dos niveiséulas CD4e aumento da carga
viral no plasma e em tecidos linféides. Diversdsriss contribuem para a variacdo na
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progressao da doenca, contudo a ativacdo imunedosmmais importantes fatores que
determinam essas diferencas (Lindbéckl, 2000).

A ativacdo de células imune do hospedeiro tais cdimfiicitos TCD4,
macrofagos e células dendriticas, facilitam mubppassos do ciclo de vida viral e
fatores celulares que séo direta ou indiretamegaelds a ele. Isso inclui regulacéo de
co-receptores virais CCR5 e CXCR4, baixa secregadquiimiocinas ligantes, intensa
entrada e integragdo viral, bem como sua montagkiner@cao das células infectadas.
A ativacdo imune também dirige uma profunda mudangarede de citocinas,
aumentando a secrec¢ao das citocinas que partiaiease ciclo celular. Além disso, a
ativagdo imune estd associada com varios graus ouncbes imune,
hiporresponsividade e apoptose, todos levando \acdid da progressdo para a
deficiéncia imune e diminuicdo da sobrevivéncianfBéch et al, 2000).

O curso clinico da infeccdo pelo HIV-1 é determmadr complexas interacdes
entre as caracteristicas virais e os fatores dpduesro (Faucet al., 1996). O tempo
meédio entre a infeccdo primaria e o desenvolvimeet®IDS é de aproximadamente
10 anos, sem uso de terapia anteretroviral, e oecp@ento da sindrome de
imunodeficiéncia, indicada pelo surgimento de ipfies oportunistas, coincide com o
novo aumento da replicagéo viral e declinio brusas células T CD4(Fauciet al,
1996; Coheret al, 1999). Devido a heterogeneidade no curso clidec@IDS, assim
como o padrao de infeccdo pelo HIV-1 entre indig&lexpostos a este virus, diversas
pesquisas estdo voltadas para essas questbesulpariente investigando os fatores
que podem proteger os individuos da infeccdo p&lbIHe/ou retardar a progressao da
doenca nos individuos infectados. Vérios trabaléossugerido que esse quadro resulta
da variabilidade genética do HIV-1 e do hospedgiio et al, 1996; De Roda Husman
et al, 1997; Smitket al, 1997; Bannwartlet al, 2005).

Essas variagbes no hospedeiro, como mutacbes @oss gjue codificam o0s
receptores de quimiocinas, tém sido descritas coartacbes importantes para a
susceptibilidade a infeccéo pelo HIV-1 e na taxgmgressao para a AIDS. Dentre as
variantes mais estudadas, esta a delecdo de 32 gmrease no gene do receptor de
quimiocina CCR5 (CCR%32), que parece impedir a infeccdo por cepas RAldel
guando em homozigose, ou retarda a progressao gardDS em individuos
heterozigotos para essa delecdo (O'Brien, 1998s&aet al, 1996). Essa mutacdo
apresenta uma frequéncia de 5-15% em individuosas@nos europeus e é muito

baixa em africanos e asiaticos (Marnstral., 2006). Em Salvador, a frequéncia da
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delecdo foi de 2% segundo Grimaldi e colaborademes 2002. Ha ainda outras
mutacdes no gene do CCR5 que também estdo asso@d@ageogressdo da AIDS
(McDermottet al.,1998; Blanpairet al.,2000).

Um outro receptor de quimiocina que € secundandenutilizado como co-
receptor pelo HIV-1 é o CCR2. No gene deste recgdtimi descrito um polimorfismo
na posicéo 64 do gene (CCR2-64l), que tem sidocesim com a diminuicdo na taxa
de progressédo para a AIDS por diminuir os nivei€@&R2 na superficie celular. Esta
mutacéo apresenta variacao na frequéncia alélicdiferentes etnias, sendo encontrada
em 10% dos caucasianos europeus, 23% em africaBb%oede asiaticos (Marmat
al., 2006). Em Salvador a frequéncia dessa mutacatefdd% (Acostat al, 2003).

Mutacdes no gene da quimiocina SDF-1, o principgdnte do co-
receptor para o HIV-1, o CXCR4, também tém sidataglas com alguma associacao
com a progressado para a AIDS, entre elas, a muBi&el 3"Aapresenta frequéncias
de 21% em europeus, 2% em africanos e 26% emcasidfilém desses, polimorfismos
do HLA e em genes de citocinas que sdo mediadeses€iais na resposta imunoldgica
as infeccbes, tém sido relatados como associadm®giessao para a AIDS. Tais
variacbes foram observadas tanto em individuoss&pa infeccdo pelo HIV-1, mas
que se mantiveram livres da infec¢cdo como tambérnmeéividuos infectados pelo HIV-

1 que nao desenvolveram a AIDS (Marmor et al., 2006
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1.7 JUSTIFICATIVA

A populacdo da Bahia e da cidade de Salvador apeesem contingente
consideravel de afro-descendentes (77,5% e 79@9ectivamente) segundo dados do
IBGE. Estas percentagens sao baseadas na autodegémde raca/cor da populacao.
Entretanto um estudo genético demonstrou que dacpele ndo € um bom indicador de
ancestralidade gendémica (Paetaal.,2003).

Sabe-se que algumas doencas sdo mais prevalenteteterminados grupos
étnicos ou populacdes geograficas e ainda que alguielas estdo relacionadas a
pobreza e que esta € predominantemente negra.

Sabe-se que o curso clinico da infeccdo pelo HB/-delineado por interacbes
entre fatores virais e do hospedeiro. Esses fatggréticos do hospedeiro apresentam
frequéncias diferentes dentro dos diversos grupovsos, podendo a associacdo desses
alelos com a infeccdo pelo HIV-1 diferir dependeidoancestralidade da populacéo
estudada. Estudar a influéncia desses fatoresfeecéo pelo HIV-1 é de fundamental
importancia para a elaboracdo de novas formas égtiaps e profilaticas para o
tratamento da AIDS

O conhecimento da contribuicdo de cada populacéestnal (africana, européia e
amerindia) na formacao da nossa populacao seratampg por exemplo, nos estudos
de associacdo caso/controle, permitindo avaliassdiferencas nas frequéncias alélicas
observadas se devem a uma relagao causal ou estédypopulacional.

De posse dessas informacdes, € de fundamentaltanpi@ar a caracterizacao da
contribuicdo de cada grupo étnico na nossa populagdseada ndo apenas nas
caracteristicas fenotipicas, mas também em mamsdmnéticos. Esta caracterizacao
serd importante para avaliar o risco populaciorsahk pdeterminadas doengas a que
estamos submetidos.

No presente estudo, estimamos biologicamente, popg@o de ancestralidade
africana, européia e amerindia nos portadores ¥WelHbbservando se estas diferem na
populacao néo infectada pelo HIV-1, quando com@acamn a populacéo de Salvador.
A determinacdo genética do grau de ancestralidasleurda populacdo € muito
importante ndo apenas para estimar o risco popmalcpara determinadas doencas,
bem como fornecer subsidios para definicdo deiqamditpublicas de saude, com o

objetivo de melhor atender as populacdes com aafsiitas étnicas distintas.
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1.8 OBJETIVOS
1.8.1 Geral

Estimar biologicamente a propor¢cdo de ancestradidafilicana, européia e
amerindia em uma amostra de portadores de HIV-dsthrdo da Bahia, observando se
estes diferem de populagcao nao infectada pelo Hié-$alvador-BA.

1.8.2 Especificos

= Estimar a ancestralidade genémica numa amostrartedpres do HIV-1;

= Comparar as frequéncias dos polimorfismos (PSAgpmbslas em individuos
infectados pelo HIV-1 do estado da Bahia com agufacias nas populacdes
ancestrais: africanas, européias e amerindiastre iedividuos nao infectados
pelo HIV-1de Salvador-BA,

= Verificar a existéncia de associacdo entre maiocgpeagem de marcadores
africanos e portadores do HIV-1, quando comparado rtao portadores;

» Verificar se existe concordancia entre a autodenagdio, analise fenotipica
(negros, mulatos, brancos e indios) e os percenti@imarcadores africanos,
europeus e amerindios;

» Verificar a associacdo entre sobrenomes e a aalidatte nos individuos
infectados pelo HIV-1do estado da Bahia;

= Analisar marcadores de susceptibilidade ao HIV/AID®s individuos
infectados pelo HIV-1

= Contribuir para programas de saude publica em AIDS.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Fluxograma

Assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) e entrevista dos paciente
infectados pelo HIV-1 com aplicacéo do
guestionario socio-econémico e de ancestralidade.

l

Coleta do material
bioldgico

l

Extracdo do DNA
gendmico

l

Genotipagem

/N

PCR (delecdes/insercdes e PCR em tempo real (SNP)

insercoes All

Analises Estatisticas
(GENEPOP, ADMIX,
GDA, DISPAN,
STRUCTURE)
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2.2 Amostras

2.2.1 — Individuos infectados pelo HIV-1

Neste estudo foram analisadas amostras de 517dodws infectados pelo
HIV-1, os quais realizaram exames periodicos notatidrio de Retrovirus do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), dévdssidade Federal da Bahia
(UFBA), no periodo entre julho a novembro de 20P6ér este ser um laboratério de
referéncia na realizacdo de exames para acompanttardesta infeccdo, foram
coletadas amostras de pacientes oriundos de déviersais de atendimento médico, tais
como CREAIDS (Centro de Referéncia Estadual de AIBIRJPES, Hospital Roberto
Santos e consultorios particulares, dentre outpzsa realizagdo de exames de
contagem de células TCD4 e TCDS8, carga viral e tygagem viral. Portanto, as
amostras coletadas para este estudo abrangeramrmalenaneira geral a populacao
infectada por este virus no estado da Bahia.

A inclusdo dos individuos neste estudo foi feitadiante a explicagdo da
pesquisa, ap0s o conhecimento da natureza do esagleles pacientes que
concordavam em participar, assinavam o termo dsecwimento livre e esclarecido
(TCLE), e eram entrevistados para coleta de dadbsio-econdmicos e de
ancestralidade (TCLE e Questionario, vide apéndNe¥te questionario, os pacientes
se autodenominavam (dentre as seguintes op¢cdes) oegro, mulato/ moreno, branco
ou outro. Apl6s a auto-classificacdo, era realizadaaracterizacdo fenotipica dos
individuos levando em consideracao as seguintesteaisticas:

- Cor da pele: branca, marrom ou preta.

- Textura de cabelo: liso, ondulado ou crespo.

- Nariz — base: achatada, média ou elevada.

- Nariz — corpo: largo, médio ou fino.

- Formato dos labios: finos, médios ou grossos.

E ainda eram observados os caracteres secundarios:

- Cor do Cabelo: loiro, castanho, ruivo ou preto.
- Cor dos Olhos: claro ou escuro.

De acordo com esses critérios, os individuos de penca, cabelo liso ou
ondulado, nariz proeminente, arrebitado ou medidébjos finos ou medianos,
independente da cor do cabelo ou pigmentacdo dms,oforam classificados como

brancos. Os individuos de pele preta, cabelo credpos pretos e labios grossos foram
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classificados como negros. Os demais participaotasn classificados como mulatos
em 3 categorias a depender da quantidade de adéstcts compartilhadas (mulatos
claros, mulatos médio, mulatos escuros) (Azeatdi., 1982).

Além disso, os individuos eram questionados sebus antecedentes até a 32
geracdo, perguntados sobre a existéncia de misra europeus, africanos e/ou
amerindios nos avés maternos e paternos. Quandavds ndo eram conhecidos,
investigavam-se 0s pais.

A classificacao clinica em relacdo a infeccao p¢id-1, foi feita a partir da
coleta de dados nos prontuarios medicos, atrav@smftamacdes quanto a evolucdo da
infeccdo observando as contagens da carga vird@lutlas TCD4, a ocorréncia de
infecgbes oportunistas, o uso de terapia antivetlo Com esses dados determinou-se
o estadiamento clinico dos pacientes de acordoacenrso da infeccdo, utilizando os
seguintes critérios: O intervalo entre o diagnésgco inicio do tratamento com anti-
retrovirais (Hendeét al.,1998; Mazzucchellet al.,2001; Magierowskat al.,1999). A
caracteristica mais marcante foi a contagem déasé@D4 no intervalo do diagnostico
ao inicio da terapia. Os individuos que ndo seieaiE@aN nesses critérios foram tidos
como ignorados.

Considerando todas as informacdes, os pacientamfolassificados em trés
grupos:

- Lento Progressor (LP) — CD4>500 cels/fm com + de 8 anos de

infecg@o sem tratamento.
- Tipico Progressor(TP) — 500<CD4>200 celsfnm
- Répido Progressor (RP) — CD4<200 celsfem até 3 anos de infeccéo

ou Obito em até 5 anos apos a infeccéo.

2.2.2 - Populacéo de Salvador

As amostras da populacdo de Salvador, utilizadase nieabalho como
grupo controle néo infectado pelo HIV-1, sdo praeetes da base de dados de um
projeto de saneamento basico — Bahia Azul, quenestia prevaléncia e incidéncia de
marcadores sorologicos para agentes infecciosos egidentes de distintos espacgos
intra-urbanos chamados de “areas sentinelas”. Qeesa amostral foi descrito com
detalhes por Teixeir@t al, 2002 e as analises dos marcadores de ancesimlida

realizadas no trabalho de Machado, 2008 (ComuricBeasoal).
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2.2.3 — Populac¢des Parentais
As amostras utilizadas como parentais foram amsaa Universidade da
Pensilvania, USA e os resultados cedidos gentilenepor Mark D. Shiver

(Comunicacao Pessoal).

2.3 Analise de sobrenomes

Os sobrenomes dos individuos estudados foram adafispara se identificar
entre a quantidade de sobrenomes diferentes eadostmesses individuos, quantos
eram de conotacdo religiosa e, dentre estes, dudiam maior incidéncia nessa
populacao e, dessa forma, relacionar tais sobremopma a origem africana, de acordo
com a classificagdo fenotipica desses individuas.Quadro |, estdo dispostos os
sobrenomes de conotacéo religiosa mais frequent&ahnia (Tavares-Neto e Azevedo,
1977).

Sobrenomes

Aflitos Bispo Evangelista Piedade Santa Rita
Ajuda Boa Morte Hora Prazeres Santiago
Amor Divino Bomfim Jesus Purificacéo Santos
Amparo Cardeal Luz Ramos Séo Pedro
Anjos Carmo Mercés Reis Socorro
Anunciacao Chagas Natividade Ressurreicéao Soledade
Arcanjo Conceigéo Nascimento Rosario Trindade
Assis Cruz Paixao Sacramento Virgem
Assuncao Encarnacao Palma Santana Virgens
Batista Espirito Santo  Passos Sant’Anna Xavier
Quadro | — Sobrenomes de conotacgdo religiosa mais fregéierdeBahia, segundo

Tavares-Neto e Azevedo, 1977.

2.4 Extracdo do DNA Gendmico

Foram coletados 6mL de sangue em tudcuntainer(Labnew Ltda. SP — BRA)
e 0 DNA foi extraido a partir desse material biadogpela técnica de extracdo salina
(Lahiri et al, 1991).
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2.5 Marcadores Analisados

No presente estudo foram analisados 10 marcaderasagstralidade, sendo um
polimorfismo de insercao/delecad\T3-I/D, trés insercbellu - SB19.3, APO e PV92,
6 SNP — FYnull, CKMM, LPL, GC-1F, GC-1S e CYP3A 2 marcadores de
susceptibilidade ao HIV/AIDS — CCR5- 32 e CCR2 - 64l. Os diferentes alelos
encontrados nos marcadores de ancestralidade sami@dos de alelo*1 e alelo*2.
Nos polimorfismos do tipandel e nas inser¢deslu, o alelo *1 € caracterizado pela
presenca da insercdo. Nos SNP, o alelo*1 € aqugbenuicleotideo abole o sitio de
restrigao.

2.5.1 Insercao/ Delecdo — AT3

A antitrombina Il (AT3) € um membro da familia dosbidores da
serina, e se caracteriza por ser uma pequena rfelgae inativa irreversivelmente
vérias enzimas da coagulacédo, tais como os fabdeesKa, Xlla, sendo um inibidor da
coagulacao, neutralizanado a trombina. E uma giitefna formada por uma cadeia de
432 aminoacidos, com um peso molecular de 58 kbadédtons) produzida no figado.
O gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1g2pdssui 19kb e sete éxons (lgu
al., 1995). Neste estudo foi analisado o polimorfismo abenprimento de 76bp
(insercdo/delecdo) na regido 5’ do éxon 1 (@fiwal.,1995). A presenca desta insercéo
gera um fragmento de 572bp e caracteriza o &&®1/D*1. Este polimorfismo € util
em analises de populacdes hibridas por apresem@ifrequéncia da insercédo de 0,858
em populagcbes africanas, diferenciando assim,aaiog de europeus e africanos de

nativo-americanos.

2.5.2 Insercdes Alu

Insercbes Alu s&o assim chamadas por teremirsiclalmente descritas
como uma fracdo repetitiva de DNA que exibia uno sié restricdo para a enzirAdu.
Estas insercdes sdo pequenos elementos repetitieosalantes (do inglés SINEhort
interspersed repetitive elementpyssuem aproximadamente 300pb e sdo encontrados
exclusivamente em primatas (Watketsal.,2001). Elas sao originados por transcri¢cao
reversa de um RNA intermediario (7 SL RNA) em unocesso denominado
retrotransposicao e inseridos em diversas partggedoma por retroinsergdo. Todas as
insercdes em untocus sdo idénticas por descendentes, devido a impriatede do

fendmeno de insercdo ocorrer duas vezes no miesus(Batzer e Deininger, 1991).
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De acordo com a série hierarquica temporal da réatags elemento&lu
foram agrupados em 3 familias principais designadaso J, S e Y, representando a
mais antiga, a intermediaria e a mais recente i@#ilill respectivamente. Essas familias
foram ainda divididas em sub-familias especificas atordo com a identidade
nucleotidica entre elas (Batzstral, 1990; 1996). Sdo estimados que aproximadamente
5000 elementoglu jovens sejam especificos de humanos (Batzer erigein 1991).
Isso indica que o estado ancestral desses polsnw§ € a auséncia da inser¢cdo no
genoma humano e que o estado derivado da mesrgarého do fragmentdlu em um
locusespecifico.

Devido as inser¢cde#\lu serem idénticas por descendentes, livres de
homoplasia e por serem capazes de informar o estadestral da mutacdo, esses
polimorfismos séo bastante Uteis em estudo de nragrega genético e de relacdes entre
populacdes, e estudos mostram que eles apreserdaadeg diferencas na distribuicao
das frequéncias alélicas em populacfes de distimigasns geograficas (Cotrim, 2003),
sugerindo que essas insercdes sdo excelentes wr@xadciais e podem ser utilizadas
para estimar composicdo étnica em populacbes rars@iizs como a do Brasil
(Mendes-Junioet al.,2001).

As insercOesAlu analisadas nesse estudo sdo mutagbes que néo
determinam fenotipo alterado por estarem localiggaaximas, e ndo dentro de genes
funcionais, e ndo causam doenca, apresentando feguéncias polimorficas entre as
populacdes. Uma insercédo estudada f&ba9.3, pertencente a subfamitie8 e que
esta localizada no cromossomo 19p12 (Aetoal., 1998). A presenca desgasercao
Alu gera um fragmento de aproximadamente 457pb e eawcto aleloSb19.3*1
Outra insercdo analisada foi a APO, que esta p@xam complexo de genes da
apolipoproteina Al-CIII-AlV no braco longo do crosgomo 11 (Karathanasis, 1985).
A presenca dessmsercdoAlu gera um fragmento de aproximadamente 409pb e
caracteriza o alelo APQ. E por fim, foi estudada Alu PV-92, que se localiza no
cromossomo 16 (Batzet al, 1994) e a presenca desssercaogera um fragmento de
aproximadamente 400pb e caracteriza o alelo PM9Essas informacfes estao

sumarizadas no Quadro II.

2.5.3SNP (Polimorfismos de Unico Nucleotideo)

Analisou-se seis polimorfismos de unico nucleotideSNP (do inglés
Single Nucleotide Polymorphisms) ndsci FY-Null, LPL, CKMM, CG-F, CG-S e
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CYP3A4.Esses polimorfismos ocorrem em regides nao cedificas e sdo, portanto,
menos afetados por processos de sele¢do natuesinadd com mais acuracia a historia
evolutiva humana (Alvest al, 2005).

2.5.3.1FYnull
O gene DARC (do inglésDuffy antigen receptor for chemokineé

composto por um unico éxon e uma Unica substitUit&d6C) na regido promotora do
gene cria um alelo FY*B silencioso, também chamadim FYnull) ou FY*O. Esta
mutacdo confere resisténcia a maldmaax por silenciar a expressdo do RNAm, visto
gue o antigeno do grupo sangtineo Duffy funciormaccoeceptor eritrocitario para o
parasita da malariRlasmodium vivaXTournamilleet al., 1995). O sistema de Duffy
foi o primeiro grupo sanguineo a terlacus genético atribuido ao cromossomo
autossoémico especifico, o cromossomo 1 (Donahaé, 1968). Os antigenos de Duffy
parecem ser proteinas multiméricas da membrana ridicigos compostas por
diferentes subunidades. Uma glicoproteina de 3 kD4nomeada GPD ¢é a subunidade
principal da proteina complexa e tem as determasaantigénicas definidas por anti-Fy
(@), anti-Fy (b), e os anticorpos anti-Fy6 (Hadéwl, 1984). Em africanos, o fenotipo
dominante é o Fy (a-b-), no qual os eritrocitos pédssuem o0s antigenos Fya e Fyb e
resistem a invasdo pellasmodium vivaxsugerindo uma resposta adaptativa para
resisténcia a malaria (Tournamiéeal.,1995).

Neste trabalho, estudamos a transicdo de uma adéA)npara uma
guanina (G) na posi¢édo -46 da regido promotoraedgste. A populagdo européia e
nativa americana apresenta uma alta frequéncidetto &, que é o alelo*1, enquanto

gue os africanos apresentam apenas o alelo G*alelo

2.5.3.2CKMM

A proteina denominada creatina cinase existe comna dimera, uma
enzima encontrada no musculo formada por 2 subdesdalénticas M (MM) e outra
enzima encontrada no cérebro formada por duas El#ules idénticas de B (BB)
(Dawsonet al, 1968). Outros tecidos mostram ainda a forma débdesta enzima
(CKMB). A isozima dimérica creatina cinase estaawida na manutencdo dos niveis
intracelular de ATP, particularmente em tecidos @ue uma alta demanda de energia.

A isozima MM é encontrada exclusivamente em muscektriados, enquanto que a
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isozima BB encontra-se no cérebro, nervos e musclism. A enzima hibrida é
encontrada no musculo cardiaco.

O gene da creatina cinase esta localizado no csomas 19, sendo
estudado o polimorfismo caracterizado por uma itansde uma citosina (C) por uma
timina (T), no éxon 8 foi analisado no presenteidst O alelo C é o prevalente nas

populacdes européias e africanas, e o alelo *aled mais freqlente em asiaticos.

2.5.3.3LPL

A lipoproteina lipase — LPL (do inglépoprotein lipas¢ € uma enzima
catalitica que participa do metabolismo de trigides através do catabolismo de
particulas lipoprotéicas ricas em triglicérideds teomo quilomicrons e VLDL (do
inglés, very low density lipoproteins(Stepanov & Lemza, 1993). O gene da LPL,
localizado no cromossomo 8, contém 10 éxons numarthon de 30kb. Muitas
alteracOes tém sido descritas neste gene, asse@adversas manifestacdes clinicas
(Funke et al, 1987; Liet al, 1988). Para estudo, neste trabalho analisou-s&& um
variante ndocusdo gene LPL, que se caracteriza por uma transiedama timina (T)
por uma citosina (C) no intron 6 do gene. Os ddedos apresentam frequéncias
diferenciadas em populagcbes, sendo o alelo T,*aleloais freqiiente em africanos,

enguanto que o alelo C é mais freqiiente em amesindi

2.5.3.4GC-1F e GC-1S

Estes sédo dois polimorfismos encontrados no gene padeina

denominada globulina ligadora de vitamina D — VDRI& inglésvitamin D-binding
alpha-globulin (Daiger et al, 1975). Este gene esta localizado no cromossomo 4,
possui 13 éxons e 3 polimorfismos ja foram dessrste gen&C-1F, GC-1S, GC-2
sendo dGC-1F e o GC-1@nalisados neste trabalho (Witkeal, 1993).

Estes polimorfismos sé&o encontrados nas posicoes4®ida sequéncia
génica e a combinacdo dos gendtipos nessas dugHgmsao responsaveis pela
caracterizacdo do SNP GC. As combinacdes T/T, isicim 34 do gene e C/C na
posicdo 45 determina o alelo GC-1F; o alelo GG I&racterizado pela combinacao
G/G na posicédo 34 e C/C na posicao 45; a combin@iBma posicado 34 e A/A na
posicdo 45, caracteriza o alelo GC-2. As combimagigeheterozigotos sao - F/S - T/G
(posicao 34) e C/C (posicao 45); F/2 — T/T (posigdpe C/A (posicao 45); S/I2 — TIG
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(posicdo 34) e C/A (posicédo 45). O alelo GC-F agres uma maior frequéncia em

africanos, enquanto que o GC-S é mais freqlenteueapeus.

2.5.3.5CYP3A4

O citocromo P450 3A4 é responsavel pelo metabolisxidativo de
uma grande variedade de xenobidticos, incluindo @@%odas as drogas clinicamente
utilizadas (Lehmanret al, 1998). Esta proteina se expressa predominantenmnt
figado e é transcricionalmente ativada por diveesasituras xenoquimicas (Wrighton
& Stevens, 1992). Estudamos o polimorfismo caraado por uma transicdo de uma
adenina (A) por uma guanina (G). O alelo A, aleladImais freqliente em europeus e

asiaticos, enquanto que o alelo G apresenta um&edfuéncia em africanos.

Loci Polimorfismo Localizagéo Populacdo com maior
frequéncia do Alelo*1
AT3-1/D 76pbindel 1925.1 Africana
LPL TIC 8p21.3 Africana
GC-1F GIT 4913.3 Africana
APO InsercacAlu 11923.3 Européia
Sb19.3 InsercacAlu 19p12 Européia
FYnull AlG 1923.2 Européia
GC-1S C/A 4013.3 Européia
PV92 Insercao Alu 16g23.3 Amerindia
CKMM CIT 19913.32 Amerindia
CYP3A4 AIG 7922.1 Amerindia
Quadro 1I: Loci, tipo de polimorfismo analisado, localizagdo cres@mica e

populacdo onde o alelo *1 é mais frequente.

2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O polimorfismo de insercao/delecéo, as inser@glagAT3-1/D e Sb19.3, APO
e PV92, respectivamente) e a mutacdo CCR&32 foram genotipados por PCR
utilizando osprimerse condi¢cdes da PCR descritas na literatura (Shetai., 1997;

Parraet al., 1998). As amplificacdes foram realizadas em terolamdores e sob as
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seguintes condicdes: 1 ciclo de 94°C por 6 mingoemperatura de pareamento
especifica para cada par de primer (T.A.) por 2umsr 35 ciclos para extensdo das
fitas constituidos por 1 minuto a 72°C, 30 segando94°C e temperatura de
pareamento, por 1 minuto; finalizando a PCR corntlb éinal de 72°C e resfriamento a
4°C. As temperaturas de pareamento proserspara caddoci estdo sumarizados no
Quadro lll. Os produtos amplificados foram visuatias em gel de agarose a 2%, e em
gel de poliacrilamida a 6% corados com brometo tidee e visualizado em luz
ultravioleta ou corados com nitrato de prata.

As reacOes da PCR foram feitas em um volume tet@4dl, composto por: 100
ng de DNA, 10 mM tris-HCI pH 8,5, 50 mM KCI, 1,5 mMgCl, 0,01%, 200 mM de
cada dNTP, 0,25 mM de cademer, e 1U delTag DNA polimerase.

Locus Sequéncia dogprimers T.P.
AT3 5-CCACAGGTGTAACATTGTGT-3 54°C
5-GAGATAGTGTGATCTGAGGG3
APO 5-AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG-3 66°C
5-AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA-3’

SB 19.3 5-TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG-3’ 63°C
5-AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC-3’

PV 92 5-AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT-3 56°C

5-TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG-3’
CCR5 5-ACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCT-3 54°C
5-CATGATGGTGAAGATAAGCCTCACA-3

Quadro 1l — Sequéncia dprimers e temperatura de pareamento (T.P.) para

cadaloci analisado.

Os fragmentos amplificados para céola podem ser visualizados nas Figuras abaixo:



Material e Método$8

-
MP1 2 3 4°5 6
= -
572 ok
496 nt ; .

-

-
L1
-
=
-
—_—
—
-
-
-
-
-
L

’.

Figura 3 — Visualiza¢édo dos fragmentos amplificados pdxosAT3 Gel de poliacrilamida a
6% corado com brometo de etidio. MP — marcadorede polecular de 50pb; Amostras 1, 2 e
3 — Homozigotos para a auséncia da insercdo (Aipstras 4, 6, 7, 8 — Heterozigotos (P/A);
Amostra 9 — Homozigoto para a presenca da insérR/&).

109 pb

Figura 4 - Visualizacao dos fragmentos amplificados patacasAPQO. Gel de poliacrilamida

a 6% corado com nitrato de prata. MP — marcad@ede molecular de 50pb. Amostras 1, 2 e 3
- Homozigotos para a presenca da insercdo (P/R)stees 4, 5 e 6 — Heterozigotos (P/A);
amostra 7, 8 e 9 — Homozigoto para a ausénciasdacio (A/A).
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457 pb

Figura 5 - Visualizacdo dos fragmentos amplificados paraloous Sb19.3 Gel de
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata. Miharcador de peso molecular de 50pb;
Amostras 1, 2 e 3 - Homozigotos para a presencinstacao (P/P); Amostra 4, 5 e 6 -
Heterozigotos (P/A); Amostras 7, 8 e 9 — Homoziggiara a auséncia da insercao (A/A)

400 pb

100 pb

Figura 6 - Visualizacédo dos fragmentos amplificados pal@cas PV 92Gel de poliacrilamida
6% corado com nitrato de prata. MP — Marcador &e peolecular de 50p#smostras 1,2 e 3 -
Homozigotos para a presenca da insercdo (P/P); thands 5 e 6 - Heterozigoto (P/A);
Amostras 7, 8 e 9 — Homozigotos para a auséndizsdecao (A/A).
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225 pb

193 pb

Figura 7 — Visualizacdo dos fragmentos amplificadoslocus CCR5. Gel de poliacrilamida
6% corado com nitrato de prata. MP — marcador d® peolecular. Amostra 1 A32/A32;
amostras 2, 3, 4,5, 6 e 7 — CCR5 wt/wt e a am8stréleterozigoto wi32.

2.7 Coloracao com Nitrato de Prata e Secagem do Gel

A coloracdo com nitrato de prata foi feita com f&intes solucdes em 3 etapas:
iImpregnagdo com nitrato de prata, revelacdo e dxagas bandas visualizadas. As
solugBes usadas equivalentes a coloracdo de argeh:f

Solucédo de nitrato de prat@,3 g nitrato de prata; 2 ml de®l A solucéo foi

preparada dissolvendo a prata em uma parte da agds,completando com o restante

e depois foi mantida ao abrigo da luz (volume fihatl).

Solucéo fixadora25 ml etanol (PA) e 2 ml de acido acético glaciRA)

dissolvidos em 273 ml de,B (volume final 300ml).

Solucéo reveladorat,5 g de NaOH; 200 ml de,B. A solucéo foi preparada
dissolvendo em um agitador o hidréxido de sodio lema parte da agua e depois
completado com o restante (volume final 200 ml). omento da coloracdo foi
adicionado 1 ml de formaldeido para cada 200 nsiofigg&o.

A coloracao do gel foi feita de acordo com protocdaptado de Sanguinetti
et al.(1994):
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Fixacdo: Apés a retirada das placas de vidro e dos espamdorgel foi
colocado em um recipiente de vidro contendo 158erdolucao fixadora.

Impregnacao com Nitrato de Prata:Adicionou-se 2,0 ml de solu¢ao de nitrato
de prata, e agitou-se por 5 minutos. A solucaceif@o descartada e o gel lavado em
agua destilada por cerca de 10 segundos, agitendmente e, ao final, descartando a
agua.

Revelacao:A solugao reveladora foi adicionada cuidadosameateecipiente
contendo o gel, e logo apos foi adicionado o fodmiglo. O gel foi submetido a
agitacao por alguns minutos até que as bandascagaesn nitidamente.

Blogueio da reacdo:Apods as bandas terem sido reveladas, a solucéadeva
foi descartada e a reacéo bloqueada com a adicEsOdal de solucao fixadora.

Secagem do gelApds a leitura, todos os géis passaram por um esnpl
processo de secagem para que pudessem ser arntazpaed analises e confirmacodes
posteriores. Duas folhas de papel celofane forathadas; uma placa de vidro, com a
area maior que a do gel, foi coberta com uma dasgpo gel foi colocado sobre a
placa com o celofane sem deixar bolhas; o gelritieebem molhado e coberto com a
outra folha de celofane, também com cuidado dedeéa@r bolhas; este gel foi deixado
secando a temperatura ambiente por dois ou trésatiaa secagem completa, sendo
entdo devidamente identificado e arquivado.

2.8 Genotipagem dos SNP: PCR em Tempo Real

A técnica de discriminacdo alélica por PCR em termgmd foi utilizada para
genotipar os polimorfismos de nucleotideos simpleSNP nosloci FY-Null, LPL,
CKMM, CG-F, CG-S e CYP3A4. Esta técnica baseia-seuso de uma sonda
fluorescente, com seqiéncias especificas para alaita (uma sonda para o alelo
mutante e outra para o alelo selvagem), onde caddasestd marcada com um
fluoréforo diferente. Cada sonda hibridizard conmsexjiéncia alvo gerando sinal
fluorescente proporcional a concentracdo dos posdamnplificados, permitindo assim,
correlacionar a intensidade de sinal coletada cquaatidade de produto amplificado.
O sistema utilizado para realizacéo dessa reag@oTaqMar™ daApplied Biosystems
do Brasil. Nesse sistema, a sonda se hibridizeegi@a complementar do DNA alvo
que esta localizada entre os sitios de ligacagodosers Cada sonda é marcada com

um fluoréforo diferente chamadeporter (R) na extremidade 5. Na extremidade 3’
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existe outro fluoréforo chamadguencher(Q) cuja funcdo € absorver a emissédo de
fluorescéncia doeporter, quando a sonda se encontra intacta. Durantegaaeie PCR
ocorre a hibridizagdo dogsrimers e da sonda, no fragmento de DNA, e, durante a
extensdo dosprimers a enzima,Tag DNA polimerase por sua atividade 5’-3’
exonuclease ird também clivar a sonda a partir xdieeraidade 5’. Desta forma, a
fluorescéncia emitida pel@porter pode ser detectada e sua intensidade aumentara em
funcdo do nimero de copias que estdo sendo aragdhfic Apos a termociclagem como
num PCR convencional € feita a discriminacao aglnde se quantifica a intensidade
de cada fluoroforo, correspondendo a um determia#elo. Os gendtipos selvagem ou
mutante emitirdo fluorescéncia correspondente @ @ddlo marcado. Se ambos os

alelos apresentarem fluorescéncia teremos um gendgiterozigoto.

2.9 Analises Estatisticas

As frequéncias alélicas, a aderéncia ao equiliteiblardy-Weinberg e a analise
de associacbes par-a-par entoei foram realizadas pelo programa GENEPOP
(Raymond e Rousset, 1995).

As estimativas de mistura étnica foram realizadasréir do programa ADMIX
(Chakrabortyet al, 1985) utilizando frequéncias de populacdes araissaimerindias,
européias e africanas disponiveis na literatura.

A partir das frequéncias alélicas e genotipicas Wwm$ analisados foram
estimados, respectivamente, os valores de hetesmignédia () pelo programa
DISPAN (Otaet al, 1993) e as Estatisticas F pelo programa GDA (seavZaykin,
1997).

O célculo de distancias genéticas relacionandopalpgdo da Bahia com outras
populacdes j4 examinadas para ekiesfoi realizado pelo programa DISPAN (C¢a
al., 1993).

O programa  Structure, disponivel no endereco eletrénico
(http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html) qui#iza um método de agrupamento,
baseado no modelo desenvolvido por Pritcherdal., 2000, foi utilizado para a
inferéncia de estrutura populacional utilizando atadenotipicos de marcadores néo

ligados.
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3.0 CONSIDERACOES ETICAS

No momento da coleta do material bioldgico, todas individuos que
compuseram a amostra de trabalho assinaram o TfakzEndo parte do estudo de
marcadores genéticos de susceptibilidade a infepekoHIV-1 e desenvolvimento de
AIDS, que foi aprovado pelo Comité de Etica em Biss do Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz/ FIOCRUZ (Parecer n°. 84/2006 — CEPgGM/ FIOCRUZ).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

(Os resultados e discussdo estdmmarizados em 2 manuscritos, e 0s
resultados complementares sdo apresentados em ta®l e gréficos

complementares adicionados aos apéndices)
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Manuscrito 1
Estimativa de ancestralidade gendmica em uma amostde individuos
infectados pelo HIV-1 do estado da Bahia e a sualagdo com nivel

socio-econdmico e vulnerabilidade ao HIV-1/ AIDS.
Bomfim,T.F!, Machado, T.M.B, Acosta, A.X>?: Brites, C% Galvéo-Castro, B2,
Abé-Sandes, K¢,
1- Laboratério Avancado de Saude Publica/Centro Besquisas Goncalo
Moniz/FIOCRUZ, 2- Faculdade de Medicina da Univeasie Federal da Bahia
(UFBA), 3- Escola Bahiana de Medicina e Saude Pabtundacdo Baiana para o
Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC), 4- Universeddd Estado da Bahia (UNEB).

INTRODUCAO
Apos 500 anos de miscigenacdo entre amerindiogamafis e europeus,

originou-se uma das populagdes mais heterogéneasuddo, a populacdo brasileira.
Até 1500, segundo dados do IBGE (2000), viviam masB aproximadamente 2,4
milhdes de amerindios, agregando-se, apos estaalatgpeus, africanos e asiaticos.
Entretanto a contribuicdo de cada grupo étnicoanmdcédo da nossa populacdo foi
diferente, e segundo Callegari-Jacques e Salz&@t9)Xos imigrantes que chegaram
ao Brasil entre 1500 e 1972, 58% eram europeus, affiganos e 2% asiaticos. Dados
historicos e genéticos mostram que a distribuiggses trés grupos étnicos ao longo do
territorio brasileiro ndo ocorreu de forma homogérmi seja, a proporcéo de africanos,
amerindios e europeus difere significativamente@edder da regido geografica.

A histéria de povoamento da Bahia € semelhanteasilbira, pois este estado
recebeu um grande contingente de imigrantes parseguque atraidos pelas atividades
econdmicas do periodo colonial (cana de acucastpormente minerais e cacau), se
estabeleceram nesta regido e consigo trouxeranognagcravos como mao-de-obra
barata, misturando-se com o0s habitantes nativosaque jA se encontravam (Viana
Filho, 1988). A geografia de mistura racial na Bahoje demonstra coeréncia com a
sua historia migratoria, que mostra que quanto maajastamento do litoral, menor é a
mistura com negros, exceto para as regides ontigidade econdmica foi a principal
causa do povoamento (Azeveeloal, 1982).

Contudo, poucos estudos descrevem a diversidadecutat da Bahia (Bortolini
et al, 1998; Abé-Sandest al, 2004; Barbos&t al, 2006). Dados do IBGE de 2000

apontaram a Bahia como o estado brasileiro de maittingente de afro-descendentes,
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com 77,5% da populacédo assim classificada baseadaidenominacao. Estimativas
de mistura utilizando marcadores uniparentais (oss@mo Y e DNA mitocondrial) em
populacdes brasileiras, comprovam a histérica dadgéo desta populacéo, visto que a
patrilinhagem brasileira € principalmente de origemaropéia, enquanto que a
matrilinhagem é amerindia ou africana, a dependeegido geografica (Abé-Sandss
al., 2004; Alves-Silveet al.,2000; Carvalho-Silvat al.,2001).

Uma outra estratégia para estimar mistura étnica @so de marcadores
biparentais denominados de PSA, ou alelos espesifie populacdes, pois apresentam
grandes diferenciai®) de frequéncia entre populacdes geograficamestmidis (Parra
et al., 1998). Estes marcadores sdo Uteis para a invedtigmrense, estimativa de
ancestralidade, ou estudos de mapeamento (Ree8; Cdakrabortyet al., 1992;
Stephen®t al.,1994; Shiveet al, 1997).

Dados da literatura apontam a existéncia de rigecedcial de desenvolvimento
de algumas doencas a depender do grupo étniccoguadieo, e nivel sdcio-econdémico.
Vérios estudos genéticos relatam diferencas napidrecias de certas doencas em
relacdo a raga e tentam atribuir isso a uma exg@icéaseada em genadtipo. Mas o que
se sabe, é que nenhuma doenca genética é resigtaraninado grupo populacional, o
que varia € a sua frequéncia (Burchatdal, 2003). Portanto, a depender da sua
constituicdo étnica, socio-econdémica, cultural éiental, uma populacédo pode estar
mais vulneravel ao desenvolvimento de certas deengdo que algumas delas também
estdo associadas a pobreza e no Brasil a pobrpedéminantemente negra. Assim,
populacdes compostas por um contingente grandéaeescendentes, como a Bahia,
podem apresentar um risco diferencial para detewais doencas, como a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

A AIDS é uma doenca provocada pela infeccdo peM-HEe o curso clinico
desta infeccdo € determinado por complexas intesagfitre as caracteristicas virais e
os fatores do hospedeiro (Fawti al., 1996). Essas variacdes no hospedeiro, como
mutacdes nos genes que codificam os receptoresimhoginas, como CCR5 e CCR2,
tém sido descritas como variagdes importantes paasceptibilidade a infeccdo pelo
HIV-1 e na taxa de progressao para a AIDS. Essaantes apresentam frequéncias
distintas entre diferentes grupos étnicos, podesmndissociacdo desses alelos com a
infeccdo pelo HIV-1 diferir dependendo da anceisiadle da populacdo estudada.

No presente estudo, foi estimada biologicamenfgpporcdo de ancestralidade

africana, européia e amerindia em uma amostra dadooes de HIV-1 do estado da
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Bahia, observando se estes diferem de populacamfe@tada pelo HIV-1 de Salvador-

BA, e ainda se diferem com relacdo ao padréo dgrggeao para a AIDS.

MATERIAL E METODOS

Populacdo de estudo -Neste estudo foram analisadas amostras de 517
individuos infectados pelo HIV-1, provenientes deetsas regides da Bahia, que
realizam exames periddicos no Laboratorio de Retrevdo Hospital Universitario
Professor Edgard Santos (HUPES), da Universidader&eda Bahia (UFBA). Todos
os individuos assinaram o termo de consentimente B esclarecido (TCLE). Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pigsgudo Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz/ FIOCRUZ (Parecer n°. 84/2006 — CEPgGM/ FIOCRUZ).

Foram analisados individuos da populacdo de Salvawiginados da base de
dados de um amplo projeto que estimou a prevalémdiacidéncia de marcadores
sorolégicos para agentes infecciosos entre reggatd distintos espacgos intra-urbanos
chamados de “areas sentinelas”. O esquema amésitrdescrito com detalhes por
Teixeira et al 2002. As analises sobre ancestralidade foratzadas do LASP/
CPgGM/ FIOCRUZ e estédo descritas no trabalho dehistdm, 2008 (comunicacéo
pessoal).

As amostras utilizadas como parentais foram amEsana Universidade da
Pensilvania, USA e os resultados cedidos gentilenepor Mark D. Shiver
(Comunicacao pessoal).

Classificacao clinica dos individuos- Os individuos infectados pelo HIV-1
foram caracterizados a partir dos dados dos prootuaédicos, em trés diferentes
grupos, baseado no intervalo entre o diagnésticoimcio do tratamento com anti-
retrovirais (Hendekt al., 1998; Mazzucchellet al., 2001; Magierowskat al, 1999),
nas contagens da carga viral e células T/CD4, aé@wua de infec¢des oportunistas. Os

grupos foram:

- Lento ProgressofLP) — CD4>500 cels/mfe com + de 8 anos de

infecg@o sem uso de terapia ante-retroviral.

- Tipico ProgressofTP) — 500<CD4>200 cels/nm

- Répido ProgressofRP) — CD4<200 cels/mfnem até 3 anos de

infeccdo ou 6bito em até 5 anos apods a infecgao.




Resultados e Discussd@

Extracdo do DNA Genbmico -Foram coletados 6mL de sangue em tubo
vacuntainere o DNA foi extraido a partir desse material bigidd pela técnica de
extracdo salina (Lahiat al, 1991).

Marcadores analisados— Foram analisados 12 marcadores de ancestrglidade
sendo um polimorfismo de insercéo/delecdAT3-1/D, trés insercbedlu - SB19.3,
APO e PV96 SNP-FYnull, CKMM, LPL, GC-1F, GC-1S e CYP3A4£ marcadores
de susceptibilidade ao HIV/AIDS — CCRA32 e CCR2 - 64l. Os diferentes alelos
encontrados nos marcadores de ancestralidade samis@dos de alelo*1 e alelo*2.
Nos polimorfismos do tipan/del e nas insercdeslu, o alelo *1 é caracterizado pela
presenca da insercdo. Nos SNP, o alelo*1l é aqugdenticleotideo abole o sitio de
restricao (Shiveet al, 2003).

Andlise laboratorial - O polimorfismo de insercédo/delecédo, as insergdas
(AT3-1/D e Sb19.3, APO e PV9Respectivamente) e a mutacdo CCORX2- foram
genotipados por PCR utilizando psmerse condi¢cdes da PCR descritas na literatura
(Shriveret al., 1997; Parreet al., 1998). Os SNPHY-Null, LPL, CKMM, CYP3A4 e
GC) e a mutacdo no gene CCR2 foram analisados peleaéde discriminacdo alélica
na PCR em tempo real, utilizando kits pré-sinteliza sistema Tagm&h, da Applied
Biosystems.

Andlises estatisticas— Utilizou-se o programa GENEPOP para calcular as
frequéncias alélicas, a aderéncia ao equilibrioHaedy-Weinberg e a analise de
associacOes par-a-par enlivei. As estimativas de mistura étnica foram calculadas n
programa ADMIX, utilizando frequéncias de populadancestrais amerindias,
européias e africanas disponiveis na literaturé&culau-se os valores de heterozigose
média (H) e o célculo de distancias genéticas relacionangdopulacdo da Bahia com
outras populacdes ja examinadas para éstepelo programa DISPAN, estatisticas F
pelo programa GDA. O progran®ructurefoi utilizado para a inferéncia de estrutura
populacional utilizando dados genotipicos de mameasinao ligados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 517 individuos infectados pelo HIV-1 analisadeste trabalho, obtivemos
dados socio-econémicos e sobre ancestralidadedafei2 individuos, sendo 287 do
sexo masculino e 225 do sexo feminino. O dado ddeicestava disponivel em 509
individuos e a média encontrada foi de 41,09 asesvio padrao + 10,9); 510 pacientes

informaram escolaridade sendo 54,1% que n&o coanptato 2° grau e dos 498 que
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informaram renda, 74,7% tinham remuneracao infexi@rsalarios minimos. Os dados

sdcio-econdmicos estdo sumarizados na Tabela 1.

TABELA 1 — Dados so6cio-econémicos de uma amostra de poesado HIV-1

do estado da Bahia.

Categoria N %J
Sexo
Masculino 287 (56,1)
Feminino 225 (43,9)
Escolaridade
2° grau completo a Pés-graduacgéo 234  9)45,
Analfabeto a 2° grau incompleto 276 (54,1)
Renda Familiar
Mais de 3 salarios minimos 126 (25,3)
Até 3 salarios minimos 372 (74,7)

O numero de amostras analisadas para cada maroadgenoétipos encontrados
e suas frequéncias genotipicas detectadas e affags alélicas para o alelo*1 estédo
sumarizadas na Tabela 2.

Baseado nas frequéncias encontradas para lestesnalisados, foi calculado a
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Os nthmes APO, Sb19.3 e PV92,
FYnull, CYP3A4 e GMé&o aderiram ao equilibrio. As inser¢c@ds apresentaram um
excesso de homozigotos tanto para a presenca eapmraéncia da insercdo. O SNP
FYnull apresentou um excesso de homozigoto, contudo C¥RSASC (1F e 1S)
apresentaram um excesso de heterozigotos na agemtr&sses resultados podem ter
sido gerados devido a coleta ndo aleatéria dasteampsima vez que se trata de uma
populacao infectada atendida em um hospital deértéea para controle da infeccao
pelo HIV-1. Outra explicacdo para este excess@ sertasamento preferencial entre
individuos de um mesmo grupo étnico direcionandlonm génico para a manutencao

desse genatipo na populacéo (Azevetlal.,1986).
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TABELA 2 — Amostras analisadas, frequéncias genotipicagguéncia do alelo*1
para os marcadores de ancestralidade AT3, Sb12Q3, RV92, FYnull, CKMM, LPL,
CYP3A4 e GC numa amostra de individuos infecta@éds iHIVV-1 na Bahia.

Marcadores Gendtipo N (%) Fégqpia alelo*1
512 0,4893
(in/del) AIA 127 (24,80)
P/A 267 (52,14)
P/P 118 (23,04)
APO 509 0,7446
(Alu) AIA 46 (9,03)
P/A 168 (33,00)
P/P 295 (57,95)
SB19.3 517 0,6750
(Alu) AJA 78 (15,08)
P/A 180 (34,81)
P/P 259 (50,09)
PVO2 516 0,2742
(Alu) AIA 295 (57,17)
P/A 159 (30,81)
P/P 62 (12,01)
FYNULL 507 0,5828
(SNB AIA 186 (36,68)
AIG 219 (43,19)
GIG 102 (20,11)
CKMM 512 0,6982
(SNB Ci/C 247 (48,24)
CIT 221 (43,16)
TIT 44 (8,59)
LPL 495 0,6677
(SNB T/T 225 (45,45)
TIC 211 (42,62)
CiC 59 (11,91)
CYP3A4 426 0,4660
(SNB A/A 147 (34,51)
AIG 103 (24,18)
GIG 176 (41,31)
GC 458
(SNB FIF 6 (1,31) 0,2402 (F)
FIS 3(0,65) 0,2478 (S)
F/2 205 (44,8)
S/2 224 (48,9)
2/2 20 (4,36)

P/P — Homozigoto para a presenca da insercdo; PHAterozigoto; A/A — Homozigoto para a auséncia
da insercéo; F/F — T/T (posicdo 34 de gene) e @dSi¢a0 45); F/S - T/G (posigdo 34) e C/C (posicdo
45); F/2 — T/T (posicdo 34) e C/A (posicao 45); S/Z/G (posicdo 34) e C/A (posicéo 45); 2/2 — TIT
(posicéo 34) e A/A (posicéo 45).

As frequéncias alélicas desta amostra foram tambémparadas com as
frequéncias encontradas em uma populacdo de Salvadlo portadora do HIV-1,

observou-se resultados similares para quase tosldscip exceto paraAT3, LPLe
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FYnull. Encontrou-se uma frequéncia maior dos maracddiése LPL na populacéo
nao infectada de Salvador e uma frequéncia ma#s @it locusFYnull entre os
portadores do HIV-1 (Tabela 3). Apos a anadlise iferehciacdo génica e genotipica,
verificou-se que a diferenca nas frequéncias eafigas duas populacbes foram

estatisticamente significantes.

TABELA 3 — Frequéncias do alelo*1paralosi AT3, Sb19.3, APO, PV 92, FY NULL
CKMM, LPL, CYP3A4 GC em individuos infectados pelo HIV-1 do estdddahia e

nao infectados de Salvador — BA e analise de ditéaedo génica entre as duas

populacdes.

Marcadores HIV-1 Salvador* Valor de p S.E.
AT3 0,489 0,553 0.0008 0.0005
APO 0,745 0,765 0.2063 0.0110
SB 19.3 0,675 0,670 0.7954 0.0082
PV92 0,274 0,251 0.1591 0.0109
FYnull 0,583 0,531 0.0090 0.0026
CKMM 0,302 0,273 0.0928 0.0090
LPL 0,668 0,741 0.0001 0.0001
CYP3A4 0,466 0,493 0.5258 0.0124
GC-F 0,240 0,242 0.9621 0.0029
GC-S 0,249 0,251

*Comunicacgao pessoal - Machado, 2008; Valor dgppbabilidade; S.E. — erro padrao.

Foi feita uma comparacdo desses achados com agf@gs da presenca da
insercao no polimorfism/del, a presenca das inser¢cdes ndsc8 Alu e com o alelo
que abole o sitio de restricdo noSMPanalisados, com os mesmosi em populacdes
parentais (africana, européia e amerindia). Obseseoque as frequéncias encontradas
nesta amostra séo diferentes e intermediarias astfeequéncias parentais, a excegao
dosloci PV92 e CKMM que apresentaram frequéncias bastamiéares na populacao
africana e européia, respectivamente, com as fnetagencontradas na populagédo de
individuos infectados pelo HIV-1, como observaddabela 4.

Essas diferencas entre as frequéncias refletemooesso de miscigenacao
ocorrido entre 0os povos nativos e 0 contingentepau e africano que chegaram ao

Brasil na época do seu descobrimento.
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TABELA 4 - Frequéncias dos alelos especificos de popukagépopulacdes parentais

e nos portadores de HIV-1

Alelod Populacdes Africano* Europeu Nativo Americano* HIV-1
AT 31/D*1 0,858 0,282 0,061 0,489
APO*1 0,420 0,925 0,977 0,744
Sb 19.3*1 0,415 0,903 0,645 0,675

PV 92*1 0,225 0,152 0,792 0,274

FYnull*1 0,001 0,998 1,000 0,583
CKMM*1 0,164 0,313 0,904 0,302

LPL*1 0,971 0,492 0,442 0,668
GC-1F*1 0,853 0,156 0,339 0,675
GC-1S*1 0,069 0,607 0,542 0,487
CYP3A4*1 0,198 0,958 0,959 0,466

* Frequéncias segundo Shiwtral, 2003

A estimativa de mistura para os individuos portadao HIV-1 da Bahia resultou
numa proporgao de 48% de marcadores africanos,d&sPrearcadores europeus e 17%
de marcadores amerindios. Esses dados comparadas populacdo de Salvador, ndo
infectada pelo HIV-1, ndo apresentou diferencaygleeendo uma maior contribuicdo
africana na formacdo da populacdo da Bahia, segladauropéia e amerindia. As
andlises de diferenciacdo génica e genotipica arastrque a populacéo de Salvador so
difere da populacao infectada pelo HIV-1 para oscadores AT3 e LPL, ambos
marcadores de africanos, isto reflete a maior tmngdo africana em Salvador
demonstrada pelo ADMIX (Tabela 5).

TABELA 5 — Propor¢gbesde marcadores africanos, europeus e indigenas esn um
populacao infectada pelo HIV-1 da Bahia e entreinfaztados da cidade de Salvador-
BA.

Infectagmdo HIV-1 N&o infectados pelby/-1
Contribuicéo mistura gpadrao mistura erro padr
Africana 0,478 0,004 0,492 0,016
Européia 0,355 0,017 0,363 0,064

Amerindia 0,167 0,015 0,145 0,058
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Como era esperado, em virtude da historia da cdgib da Bahia, que
recebeu um grande numero de africanos como méadmeescrava para 0s grandes
latifindios monocultores, a contribuicdo africamaformacéo dessa populacdo € a mais
marcante. Contudo, a contribuicdo européia na foimalessa populacdo foi também
elevada. Dados historicos mostram que os imigraauespeus que chegaram a época
da colonizacdo se relacionaram principalmente cemsaravas africanas e deixaram
muitos descendentes mesticos contribuindo pardfusédi de alelos tipicamente de
brancos entre os individuos giemotipicamente seriam ditos mulatos ou negrosesEst
dados chamam a atencéo para a importancia delgaréaferéncias de ancestralidade
baseados em marcadores bioldgicos visto que gateseatam resultados mais precisos
sobre o perfil da populacdo. Estes dados quandga@uos com as estimativas do
IBGE (2000), que apontaram a Bahia como tendo 748%ua populacdo composta
por afro-descendentes, baseados em autodenomirgeg@ionstram que esta forma de
classificagéo nao reflete corretamente a anceddddi da populacao.

Encontrou-se nesta populacdo um valor de divadlsid)énica média de 0.4192,
que foi superior ao encontrado nas populacdes faasg@africanos - 0.2503; europeus -
0.2705; e amerindios - 0.2628), confirmando os sldustoricos que a populacdo da
Bahia, foi formada pela miscigenacao entre povoslifisgentes origens, sendo assim
bastante heterogénea (dados ndo mostrados).

Além da diversidade génica, foi calculada uma imae distancia genética para
avaliar a relacéo entre as populacdes ancestnaisacamostra de individuos infectados
pelo HIV-1 da Bahia. Essa analise mostrou que aulpgfo do estudo esta mais
préxima dos africanos, seguidos de europeus e agiasi(dados ndo mostrados).

Para verificar a existéncia de estruturacdo angstpulacdo estudada, foi
analisada a associacao par-a-par através do diélsequde ligacdo entre ofoci
analisados. Apos a corre¢cdo de Bonferroni, encorgeodesequilibrio de ligacao entre
AT3 e LPL. Estes resultados sugerem estruturacaopaaulacdo e que este
desequilibrio surgiu como um artefato da misturaeediferentes povos formadores
desta populacdo (Hartl e Clark, 2007). A estraffém existe quando a populacéo foi
formada pela mistura entre sub-populacdes, e quasgwoporcdes de mistura variam
entre os individuos (Hoggaet al.,2003).

A estrutura populacional foi testada também atrales analises no programa
Structure. O célculo mostrou que esta populaca®alda infectada pelo HIV-1 é

composta por individuos miscigenados, porém ndoolgemeamente miscigenados.
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Observou-se agrupamentos de individuos mais pré&xideoafricanos e de europeus,

sugerindo estrutura populacional (Figura 1).

Amerindios O HIV-1

@ Africanos

OEuropeus

® Amerindios

Africanos Europeus

Figura 1 — Distribuicdo dos individuos infectados pelo HIV-a &ahia em

relacdo a mistura étnica com europeus, africarmwsezindios.

Os pacientes infectados pelo HIV-1 foram clasdifisaainda quanto a evolucao
da infeccdo por este virus. Das 517 amostras adals foram coletados dados clinicos
de 264 individuos, e destes, conseguimos classificeomo lentos progressores, 65
tipicos progressores e 52 rapidos progressoregjodam total de 119 individuos
classificados. O restante dos individuos, dos qahisremos acesso aos prontuarios
médico, ndo apresentavam dados clinicos suficigraes se estabelecer a classificacédo
e por isso foram considerados ignorados. Estes mwgnrefletem a dificuldade de
acesso aos prontuarios clinicos, caréncia de ifodes completas nos mesmos, como
data de diagndstico, data de inicio de terapias®ihicos de exames para controle da
infeccdo através das quantificacdes de cargaplaaméatica e células CDA4.

Estes individuos infectados pelo HIV-1 foram aa@dis quanto ao nivel sécio-
econdbmico e escolaridade. A maioria dos particgmravaliados ndo concluiram o

ensino fundamental e médio (1° e 2° grau) e recel®a sua maioria, renda igual ou
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inferior a 3 salarios minimos. Foi estimada a amakdade gendmica nesses individuos
em relacdo a escolaridade e renda e em ambaseg®rias, encontrou-se uma maior

propor¢cédo de marcadores africanos (Tabela 6).

TABELA 6 — Estimativa de mistura nos individuos infectaplel® HIV-1 classificados

guanto ao nivel socio-econémico.

Caracterizacdo socio-econémica Contribuicdo %

Africana Européia Amerindia

2° grau completo a Pés-graduacéo 43 34 23
Analfabeto até 2° grau incompleto 46 31 23
Mais de 3 salarios minimos 42 32 26
Até 3 salarios minimos 46 32 22

O status socio-econémico tem sido considerado, por diversesstigadores,
como variavel de confusdo quando se pretende analielacdo de raca e doenca. Essa
relacdo € evidenciada nos grupos minoritarios pelaores taxas de morbidade e
mortalidade, menor expectativa de vida, dificuldalde acesso a servicos de saude,
menor taxa de saneamento basico nas moradias & meda familiar, levando a uma
diferenca substancial na incidéncia de certas @&®eacna resposta ao seu tratamento
(Witzig et al, 1996). Em relacdo aos individuos infectados pHM-1 deste estudo,
observou-se que os individuos que tinham menor dgaescolaridade (Analfabetos até
2° grau incompleto) e menor renda familiar (At@aBsos minimos) tiveram os maiores
percentuais de contribuicdo africana. Estes rafdtaconfirmam os dados que a
populacdo mais pobre € também mais negra e suger@ @ncestralidade pode esta
influenciando a vulnerabilidade ao HIV-1/AIDS.

Foram analisadas 2 mutacdes nos genes de recepleregiimiocina que
funcionam como receptores para a entrada do viawuséhula CD4, CCR5 -A32 no
gene do CCR5 e &£CR2 - 64lno gene do CCR2, que estdo associadas a
susceptibilidade a infeccdo e a doencga, encontramasfrequéncia alélica de 2% para
a A32 e 14% para &4l. Estes resultados podem ser visualizados na Tabef 7
frequéncia dessas mutacfes quando analisadospssgriinicamente classificados, foi
de 3% para a mutac&®2 nos individuos TP e de 2% para os individuos Rpaja a
mutacdo CCR2 - 64l encontrou-se uma frequénciebée dntre os TP e 13% nos RP.
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N&o foi possivel determinar a frequéncia dessaagtat nos individuos LP em virtude

no numero reduzido de individuos inclusos nesssifieacao.

TABELA 7 — Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica nlagacdes CCR5A32 e

CCR2 - 641 numa amostra de individuos infectadds IH&/-1 da Bahia.

Mutag&o HIV-1 LP TP RP
N (%)
CCR2 274 - 41 26
Wt/ Wt 198 (72,26) - 29 (70,73) 19 (73,07)
Wt/ 64 74 (27,00) - 11 (26,83) 7 (26,93)
641/ 641 2 (0,72) - 1 (2,44) -
CCR2-64 0,141 0,0 0,158 0,134
CCR5 499 1 63 51
Wt/ Wt 479 (96,00) 1 60 (95,24) 49 (96,08)
Wt/ A32 19 (3,80) - 2 (3,17) 290)
A32/A32 1 (0,20) - 1(1,59) -
CCR5A32 0,021 0,0 0,031 0,019

Na tentativa de relacionar a analise “racial” f@pio com a evolucdo clinica da

doenca, observamos a distribuicdo das diferentassiticacoes fenotipicas obtidas

através da andlise dos caracteres fisicos dosnpegientre as trés categoriasstius

clinico (Tabela 8).

TABELA 8 — Distribuicdo dos fenoétipos entre os tséstusclinicos numa amostra de

individuos infectados pelo HIV-1 na Babhia.

Classificacéo/Status LP TP RP
N 2 63 52
Branco - 10 9
Mulato Claro 1 13 11
Mulato Médio - 31 25
Mulato Escuro - 8 5
Negro 1

Em relagdo ao CCR5, a delecao de 32 pares de mesegido codificante do gene

conhecida como CCR5A32, é bastante frequente em individuos caucasmpgse
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ausente em populacdes africanas e amerindias, agnm@senca desse alelo quando em
homozigose, associada com protecdo contra a irdeeel HIV-1 e em individuos
heterozigotos, esta mutacdo estd associada comdarata progressado para a AIDS
(Mummidi et al, 1998). A frequéncia encontrada neste estudoirfilas a encontrada
no trabalho de Grimaldet al, 2002, que estudou individuos infectados pelo Hida
cidade de Salvador. A proporcédo de heterozigotoa psta mutacao foi de 3,8% na
populacdo infectada pelo HIV-1 da Bahia, 4,2% ewoeindividuos analisados por
Grimaldi et al, 2002 e de 5,3% entre os individuos nao infectgolels HIV-1
analisados por Grimaldi, 2006. As frequéncias olagkas nesta amostra sao
intermediarias entre as frequéncias encontradaspopslacdes ancestrais africanas
(0%) e portugueses (10,5%) (Lucotte, 1997), reamdo a forte miscigenacédo entre
africanos e portugueses na formacao da populagéansba

A CCR2-641 também € uma variante associada comdretaa progressao para a
AIDS. Comparando estes resultados com o trabalbAcdstaet al, 2003, a frequéncia
encontrada nestas amostras de individuos infectpdlus HIV-1 foi similar com a
encontrada na populacdo geral de Salvador, amiBas Q4 individuos infectados pelo
HIV-1 analisados por Acostat al, 2003 apresentaram uma frequéncia de 17% dessa
mutacdo. Mais uma vez esses numeros demonstrarstéocg| com as frequéncias
encontradas em outras populacdes de origem predotamente africana, visto que
esta mutacao é frequente entre negros (23%) écasi§25%). (Smittet al, 1997).

Entre os individuos classificados quanto a evolugimfeccdo, encontrou-se uma
frequéncia de 3% e 2% para o ald®2 em individuos considerados como tipicos
progressores (TP) e rapidos progressores da dgBRR)arespectivamente. Nao foram
encontrado aleloa32 entre os individuos classificados como lentag@ssores (LP).
Ja para o alelo CCR2-64l a frequéncia entre ooiréef 15,8% e de 13,4% para os RP,
também n&o encontramos esse alelo entre os LP.

Essas diferencas encontradas entre TP e RP néaon festatisticamente
significantes (P>0,05). Avaliando a caracterizag@mnotipica desses individuos
classificados como LP, TP e RP, o quadro geralafgpredominancia de individuos
caracterizados como mulatos médio entre os TP euRRB, vez que sO obtivemos 2
pacientes classificados como LP, sendo um delestesizados como mulato claro e o
outro como negro, nao foi possivel realizar a apafle associacdo de ancestralidade
com a progressao para a AIDS. Contudo o niumereertedde mulatos medio entre TP

e RP s6 corrobora a existéncia de mistura étniczaat e caucasiana nesta populagao.
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Foi realizada uma estimativa de mistura agrupardafm-descendentes classificados
como TP e afro-descendentes classificados como HRBa andlise mostrou uma
proporcao de 44% de marcadores africanos, 36%rdeeaus e 20% de amerindios para
os individuos TP. Para os RP encontrou-se uma méapode 48% de marcadores
africanos, 30% de europeus e 21% de amerindiossEsglos demonstram que os RP
possuem uma ancestralidade africana maior, e igjers que, a ancestralidade pode
estar influenciando na progressédo da doenca, umague o curso clinico da infec¢édo

pelo HIV-1 é delineado por interacbes complexassvik hospedeiro, essas relacdes
podem ser mais ou menos favoraveis em determinagmo gétnico que em outro,

acelerando ou retardando a progressao para a AIDS.
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Manuscrito 2
Associacao entre ancestralidade auto-referida, anaé fenotipica de
caracteres morfolégicos e sobrenomes de conotacaigiosa com a
ancestralidade genémica em uma amostra de individgonfectados

pelo HIV-1 da Bahia.
Bomfim,T.F!, Machado, T.M.B, Acosta, A.X>?, Brites, C% Galvéo-Castro, BZ,
Abé-Sandes, K.
1- Laboratério Avancado de Saude Publica/Centro RBesquisas Goncalo
Moniz/FIOCRUZ, 2- Faculdade de Medicina da Univéasie Federal da Bahia
(UFBA), 3- Escola Bahiana de Medicina e Saude PEabtundacdo para o
Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC), 4- Universeddd Estado da Bahia (UNEB).

INTRODUCAO
A historia do povoamento da Bahia tem duas fasggtiis, a primeira iniciou-

se com a chegada dos primeiros habitantes desdeadatos Mongois ha
aproximadamente 10 mil anos. A segunda fase sk iapps descobrimento do Brasil,
em meados do século XVI, com a chegada dos podegue negros africanos
(Azevedo, 1979). As caracteristicas biossociaisalesntato tri-racial constituiram os
marcos iniciais da modelagem antropogenética dalaoo atual. Cada um desses
povos tinha lingua prépria, cultura, religido eovat distintos e eram frutos de suas
proprias tradicdes, além de ter constituicdo geaépeculiar e aspectos fisicos
diferentes.

Na fase inicial dos cruzamentos entre esses tn@sogrétnicos, ndo havia
mulheres brancas, e assim o fluxo génico acontdogobomem branco para mulheres
negras e indias. Posteriormente, vieram as mull@eesas e o processo de mistura
racial se propagou entre os grupos, difundindoeequase toda a populagao, e o
processo de transculturacdo também adquiriu caistatas proprias, formando assim,
uma populacdo baiana com uma grande mistura dukug&nica dos povos que lhe
deram origem (Azevedo, 1979).

Poucos estudos tém sido desenvolvidos na Bahiaocolpetivo de descrever a
diversidade genética da nossa populacao e a cagidde cada grupo ancestral na sua
formacdo. Dados do IBGE de 2000 revelam que naaBahi,5% da populacdo
(10.095.282 individuos) € composta por afro-deseetas$, sendo que em Salvador
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79,8% sado negros ou pardos, conforme a auto-dtassb de raca ou cor. Entretanto,
esta estimativa € toda baseada na autodenominaagal cor. Estratégias de
investigacdo de mistura étnica em populacdes nesagps incluem a andlise de
caracteres morfolégicos que permitam inferir amaédade e o uso de marcadores
genéticos que apresentam grandes diferenciaisedeéncia alélica entre populacbes
geograficamente distintas, conhecidos como alapsdaificos de populacdo (PSA).

Um outra abordagem cientifica para estimar andiektde € o estudo dos nomes
de familia que apresentam conotacao religiosa, afptanta, ou outros sobrenomes,
que estdo associados com ancestralidade africandigena e portuguesa,
respectivamente (Azevedet al, 1982). Os nomes de conotacdo religiosa mais
frequentes no Brasil ndo apresentam a mesma freiguém Portugal, demonstrando
que esses sobrenomes foram adquiridos por batissdildos de mulheres negras e
indias (Tavares-Neto e Azevedo, 1977). Uma revikdicartas de alforria de escravos
nos séculos XVIII e XIX demonstrou uma alta progorgle sobrenomes de conotacao
religiosa diferentes dos sobrenomes dos seus “ssslieudais” (Azevedo e Fortuna,
1983).A adocdo de sobrenomes de natureza religieks negros é explicada pelas
suas fortes tradicbes religiosas e assimilacdo rktianismo dos colonizadores
portugueses e de um sincretismo entre santosaad@i deuses africanos, uma vez que
eles ndo podiam adotar as suas proprias pratiigi®sas.

A frequéncia de sobrenome com conotacdo religges&leva a medida que
aumentam as proporcbes de mistura racial negr@dado forte indicativo de
ancestralidade africana, corroborada por parambtod&gicos como sistema sanguineo
ABO (Junqueira & Wishart, 1958), comprimento donsossomo Y (Barbosat al,
1997).

O objetivo deste trabalho foi estimar ancestrakdafticana em uma amostra de
individuos infectados pelo HIV-1 da Bahia e compat®m a estimativa de
ancestralidade auto referida, andlise fenotipiparesobrenomes de conotacéo religiosa
com a ancestralidade gendmica investigada a pddiranalise de 10oci PSA

autossobmicos.

MATERIAL E METODOS

Populacdo do estudo —Neste trabalho foram analisadas 517 amostras de
individuos infectados pelo HIV-1, os quais realizaxames periédicos no Laboratério
de Retrovirus do Hospital Universitario Professalg&d Santos (HUPES), da
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Universidade Federal da Bahia (UFBA). Todos osvitldios assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) para pgrdirem do estudo, que foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro deuRasgGongalo Moniz/ FIOCRUZ
(Parecer n°. 84/2006 — CEP/ CPqGM/ FIOCRUZ)

Foram analisados os sobrenomes de individuos dalggdm de Salvador
originados da base de dados de um amplo projetoegtimou a prevaléncia e
incidéncia de marcadores soroldgicos para agemtfesciosos entre residentes de
distintos espacos intra-urbanos chamados de “dszdmelas”. O esquema amostral foi
descrito com detalhes por Teixeghal, 2002. As analises sobre ancestralidade foram
realizadas do LASP/ CPqGM/ FIOCRUZ e estdo descnta trabalho de Machado,
2008 (comunicacao pessoal).

Autodenominacédo racga/cor —Os individuos participantes foram entrevistados
para coleta de dados soécio-econdmicos e de arlmksiea Neste questionario, os
pacientes se autodenominavam como: negro, mulatehopobranco ou outro. Foi
ainda investigada a ancestralidade referida de @péss destes mesmos individuos.

Andlise Fenotipica- Apds a autodenominacao, foi realizada a caraeatgo
fenotipica dos individuos levando em consideragi@ateristicas morfoldgicas tais
como: cor da pele (branca, marrom ou preta); textie¢ cabelo (liso, ondulado ou
crespo); nariz (base: achatada, média ou elevadad:clargo, médio ou fino); formato
dos labios (finos, médios ou grossos). Eram olbsey também caracteres
secundarios: cor do cabelo (loiro, castanho, rwwnagreto) e cor dos olhos (claro ou
escuro). De acordo com esses critérios, os indbgidie pele branca, cabelo liso ou
ondulado, nariz proeminente, arrebitado ou medidabjos finos ou medianos,
independente da cor do cabelo ou pigmentacdo dms,oforam classificados como
brancos. Os individuos de pele preta, cabelo credpos pretos e labios grossos foram
classificados como negros. Os demais participdotas classificados como mulatos a
depender da quantidade de caracteristicas conmpald (mulatos claros, mulatos
médio, mulatos escuros).

Sobrenomes Os sobrenomes dos individuos coletados foram adakspara se
identificar entre a quantidade de sobrenomes difeseencontrados nesses individuos,
quantos eram de conotacao religiosa e, dentre, @sigis tinham maior incidéncia nessa
populacao e, dessa forma, relacionar tais sobresmcora a origem africana, de acordo

com a classificacdo (Tavares-Neto e Azevedo, 1977).
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Estimativa de mistura étnica — Foram utilizadas as frequéncias de 9
marcadores especificos de populacdo, AT3 I/D, ABEBL9.3, PV92, FYnull, CKMM,
LPL, CYP3A4 e GC (Bomfim, 2008 — comunicacdo peBsakm das frequéncias
desses mesmos marcadores em populacdes paremiger € al, 2003), para estimar
proporcdo de marcadores africanos, europeus e ratiterinessa populacédo, usando o

programa estatistico ADMIX.

Tabela 1 - Sobrenomes de conotacao religiosa mais frequerdeBahia, segundo

Tavares-Neto e Azevedo, 1977.

Sobrenomes

Aflitos Bispo Evangelista Piedade Santa Rita
Ajuda Boa Morte Hora Prazeres Santiago
Amor Divino Bomfim Jesus Purificacéo Santos
Amparo Cardeal Luz Ramos Séo Pedro
Anjos Carmo Mercés Reis Socorro
Anunciacao Chagas Natividade Ressurreicéao Soledade
Arcanjo Conceigéo Nascimento Rosario Trindade
Assis Cruz Paixao Sacramento Virgem
Assuncao Encarnagéo Palma Santana Virgens
Batista Espirito Santo  Passos Sant’Anna Xavier

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi encontrada uma diferenga entre a autodenonunacé andlise fenotipica
nesta populacdo de estudo. A analise de autodeaga&tmmostrou 172 individuos que
se autodeclararam negros, 74 brancos e 252 mutetesio, 10 se autodeclararam
“outros” e 4 ndo se autodeclararam. Realizandcalisanfenotipica, apenas 19 dos 172
individuos que se autodeclararam negros foram assimsiderados, além destes 3
individuos que se autodeclararam mulatos/morenasamf fenotipicamente
classificados como negros, totalizando 22 indivéduo

Ja a classificacdo de brancos, dos 74 que assbmtedeclararam, 49 foram
fenotipicamente classificados, e mais, 33 individupe se autodeclararam como

mulatos/moreno, 3 individuos que se autodeclara@mp negros, 2 individuos que se
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autodenominaram em “outros”, e 1 individuo que md@@rmou classificacdo por
autodenominacéo, foram classificados fenotipicaem@aimo brancos, totalizando 88
individuos.

Dentre os 252 individuos que se autodeclararanatogimorenos, a analise
fenotipica mostrou que a maioria pertencia a unsa3deategorias de mulatos (mulatos
claro, médio e escuro), sendo assim concordantesarabras as classificagcbes. A
classificagdo geral dos individuos por autodenogdioae analise fenotipica esta

sumarizada na Tabela 2.

TABELA 2 — Comparacdo entre a autodenominacao racial didbgdonos portadores
do HIV-1 e a classificacao fenotipica baseada eacteristicas fisicas.

Autodenominacgéo Classificacandtipica
Brancos 74 (14,5%) 88 (17,2%)
Mulato claro - 97 (18,9%
Mulatos/morenos 252 (49,2%) Mulato Médio - 228 (44,5%) 397 (77,5%)

Mulato escuro - 72 (14,1%)

Negros 172 (33,6%) 22 (4,3%)
Outros 10 (1,9%) 1 (0,2%)
Sem classificacdo 4 (0,8%) 4 (0,8%)

Foi feita uma estimativa de mistura nessas duagaeahs de classificacdo e o
resultado encontrado demonstrou que as propor¢géesatcadores europeus eram
maiores nos individuos brancos, em ambas as itaggiés enquanto que as proporgdes
de marcadores de africano aumentaram proporcion&noem o aumento do fenotipo
“negroéide”. As proporc¢des de mistura foram maiareando se analisou os individuos
classificados através da andlise fenotipica, quandgparados com a autodenominacao,
sugerindo que o uso de critérios na classificagi®dda em caracteres fisicos reflete
melhor a ancestralidade como mostrado na Tabelad® pode-se observar o aumento

proporcional de ancestralidade africana do braaca p negro.
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TABELA 3 — Estimativa de mistura étnica entre os individetsssificados por

autodenominacao e analise fenotipica.

% marcadores Africano Europeu Amerindio

Autodenominacéo

Branco 32 38 30

Mulato 44 33 23

Negro 53 28 19
Anal. Fenotipica

Branco 30 45 25

Mulato Claro 33 37 30

Mulato Médio 50 27 23

Mulato Escuro 62 23 15

Negro 62 18 22

Categorizando os dados de autodenominacdo comssificacao fenotipica,
agrupamos os individuos em afro-descendentes (@sutédro/meédio/escuro e negros) e
nao afro-descendentes (brancos e outras clas$iispcO resultado encontrado esta
descrito na Tabela 4 e a diferenca encontrada nmas dlassificacdes n&o foi

estatisticamente significante (p =0,699).

TABELA 4 — Comparacdo da autodenominacdo x classificagdatipgca x % de

marcadores africanos dos individuos infectados Igélel.

Autodenominacao Andlise Fenotipica
Afro-descendentes 82,8% 81,8%
Contribuicéo africana 47% 48%
N&o afro-descendentes 17,2% 18,2%
Contribuicéo africana 31% 31%

Foi realizada uma andlise dos sobrenomes dos dhaigsiinfectados pelo HIV-1,
encontrando um total de 223 sobrenomes diferestyjo destes, 27 de conotacao
religiosa encontrados em 271 (52,4%) individuoardastra.

Nesta analise, os 10 sobrenomes mais frequentesiteaxdos nesta populacéo,
bem como os 10 sobrenomes de conotacéo religiosafreglente foram comparados

com os dados de Tavares- Neto e Azevedo, 1977neEando-se uma similaridade de



Resultados e Discuss&®

90% entre os sobrenomes, pois apenas o sobrenomardadoi mais frequente na
populacao de infectados pelo HIV-1 quando compaadm a populagédo da Bahia em
1977.

TABELA 5 — Sobrenomes mais frequentes e de conotacdoosaigincontrados em
uma populacdo infectada pelo HIV-1 da Bahia x solmwees mais frequentes
encontrados na Bahia (Tavares-Neto e Azevedo, 1977)

Mais Frequentes-HIV-1 Conotacéao Religiosa-HIV-1 Bahia*
Ordem N Sobrenome N Sobrenome Sobrenomes
1° 155 Santos 155 Santos Santos
20 86 Silva 32 Jesus Silva
3° 52 Souza 22 Conceicédo Souza
40 46 Oliveira 20 Santana Jesus
50 32 Jesus 10 Batista Oliveira
6° 23 Pereira 10 Reis Santana
7° 22 Conceicédo 6 Nascimento Lima
8° 20 Ferreira 6 Cruz Nascimento
9o 20 Santana 5 Bomfim Conceicéo
100 19 Lima 5 Xavier Pereira

* = Tavares-Neto & Azevedo, 1977

Comparando os sobrenomes de conotacdo religiosanteados entre o0s
individuos infectados pelo HIV-1 deste estudo, caqueles encontrados em uma
amostra da populacdo geral de Salvador — BA, nfsetada pelo HIV-1 (Machado,
2008 — comunicagdo pessoal), encontrou-se uma #EmDa de 80% entre 0s
sobrenomes, sendo diferente apenas os sobrenosps @Anjos, que mais frequentes
na populacdo nédo infectada de Salvador e BomfimagieX mais frequentes na
populacao infectada pelo HIV-1 da Bahia. Isto seggue os tipos de sobrenomes
encontrados foram os preferencialmente adotadass pesdcravos libertos da Bahia
(Tabela 6).
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TABELA 6 — Comparacao entre os sobrenomes de conotacacosaligncontrados
mais frequentemente em uma amostra da populacab derSalvador —-BA e numa
amostra de individuos infectados pelo HIV-1 dodsida Bahia.

Populacao Geral de Salvador* Infectados pelo HIV-Ha Bahia
Santos Santos
Jesus Jesus

Santana Conceicao
Nascimento Santana
Conceicao Batista

Bispo Reis
Reis Nascimento
Cruz Cruz
Anjos Bomfim
Batista Xavier

* Machado, 2008 — comunicac¢éo pessoal

Comparou-se o0s tipos de sobrenomes encontrados resbstra e a
classificagéo fenotipica baseada nos caracteiiesdidestes individuos. Foi avaliada a
presenca de sobrenome de conotacao religiosa denfendtipos identificados. Além
disso, foi realizada uma estimativa de misturaeeeses fenoétipos considerando a
presenca e a auséncia de sobrenome de conotaggmseelpara avaliarmos a
contribuicdo de marcadores africanos. Os resultddsta analise estdo sumarizados na

Tabela 7 e no gréfico da Figural, abaixo.

TABELA 7 — Sobrenomes de conotacgédo religiosa x classificdég@otipica x % de

marcadores africanos.

Sobrenomes Religiosos

Classificagcédo Fenotipica N Sim (%) Nao (%) arbédores africanos (%)
Branco 88 27 (30,7) 61 (69,3) 32
Mulato Claro 97 43 (44,3) 54 (55,7) 37
Mulato Médio 228 132 (57,9) 96 (42,1) a7
Mulato Escuro 72 50 (69,4) 22 (30,6) 61

Negro 22 16 (72,7) 6 (27,3) 64
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A estimativa de mistura realizada entre os indiegddicom sobrenome ¢
conotacdo religiosa e entre 0os que ndo possuiam @33 de sobrenome f
inversamente proporcional, ou seja, houve um awndet marcadores africanos
medida que aumentava o feno “negroide” entre os individuos com sobrenc
religioso e o inverso aconteceu dentre os indivddy@e ndo carregavam esse tipc
sobrenome (Figura 1).

.- Sem sobrenome religioso
Com sobrenome religioso

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

B Africano
BEuropeu

OAmerindio

60%
50%
40%
30%
20%
10%

BAfricano
DOEuropeu

OAmerindio

0% 0%
Branco Mulato Negro Branco Mulato Negro

Figura 1 — Estimativa de mistura génica entre individuos carbrenome d
conotacao religiosa e sense tipo de sobrenome.

Com relacdo ao sobrenome de conotacéao religiosanai-se que em 72,7% di
individuos classificados fenotipicamente como ne@presentavam pelo menos
sobrenome deste tipo, seguidos pelos consideraddstamescuro (69.4%), mrato
médio (57,9%), mulato claro (44,3%), e brancosd®&). Ja dentre os individuos ¢
nao possuiam nenhum sobrenome de conotacéo raligialacao foi inversa, sen
maior a proporc¢ao de brancos (69,3%) e menor &ga (27,3%

Agrupando os indilduos caracterizados na andlise fenotipica e quesupan
sobrenome de conotacdo religiosa em -descendentes e ndo «descendentes
encontrouse, como esperado, uma propor¢cao de marcadorearafsi maior entre (
considerados afrdescendentes e umropor¢gdo de marcadores europeus maior ¢
os nao afradescendentes como visualizados na Figt

Estes resultados corroboram os dados historicognetigos da formacao
populacdo da Bahia e demonstra que o uso de sobeedauma ferramenta util pe

estimar mistura racial nesta popula
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Afro- descendente Nao Afro-descendente
ﬂ B Africano B Africano
BEuropeu
OEuropeu
OAmerindio
OAmerindio

Figura 2 —Estimativa de mistura dos individuos infectado® pfiV-1 com sobrenom

deconotacéo religiosa agrupados como-descendentes e ndo aftescendent: ..

Além disso, o grande percentual de individuos cmmados mulatos tanto
ancestralidade auto referida quanto na analisdifeca, confirma claramente a mistt
ocorrida @tre os ascendentes formadores da populagédo daa Bahindica qu
independente da pigmentacdo da pele, as demaistarésticas fisicas utilizadas
identificacdo do fendtipo dos individuos e analighkss nomes de familias s
extremamente relevantes,is refletem também as proporcées de marcadoresads.

europeus e amerindios que estédo delineando o gesth populagé
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5.0 CONCLUSAO

As analises de 10 marcadores especificos de asldstie numa populacao
infectada pelo HIV-1 do estado da Bahia mostrarame @revalece uma maior
proporcéo de marcadores africanos nos individu@tsizados neste estudo, seguidos
de proporcdes européias e amerindias.

Osloci analisados apresentaram excessos de homozigotosapto a presenca
guanto para a auséncia das insergasnvestigadas e o excesso de heterozigoto entre
0s SNP FYnull, GC-S e CYP3Agrovocando a ndo aderéncia desses marcadores ao
equilibrio de Hardy-Weinberg, isto pode ter sidasionado pela coleta ndo aleatoria
das amostras. Uma explicacdo alternativa com m@lagdexcesso de homozigotos é a
ocorréncia de casamento preferencial no mesmo gripico, favorecendo a
manutencao de determinado genotipo na populagao.

Analisando a autodenominacdo e a classificacdotifgom, encontramos
percentuais diferentes de individuos consideradascegros, sendo 33,6% por auto
referéncia e 4,3% por analise fenotipica. Nessasamdiouve um predominio de
individuos classificados como mulatos, tanto poto@nominacdo como pela
classificagdo fenotipica (49,2% e 89,2%, respectarge).

As estimativas de mistura realizadas nas populagisgada pelo HIV-1 e n&o
infectada apontaram um predominio de marcadoresaafrs, seguidos de marcadores
europeus e amerindios. Contudo a porcentagem dsaduaes africanos na populacéo
de Salvador foi maior do que a observada na popaolagectada pelo HIV-1 da Bahia
isto pode ser explicado porque esta populacdo é@asta por individuos naturais de
Salvador e também de outras cidades do interi®aliéga e dados de analise fenotipica
demonstraram que, quanto maior a distancia daljtorenor € a proporcédo de mistura
com negros e maior contribuicdo européia e amexifAdievedcet al, 1982).

A analise de nomes de familia mostrou um aumenfeeqaéncia de sobrenome
de conotacdo religiosa com o aumento do fendtipegride”, comprovando a
importancia e acuracia dessa ferramenta em estesale ancestralidade.

As analises dos marcadores de susceptibilidadel @S (CCR5 e CCR2)
apresentaram frequéncias similares com outro esealzado na populacéo da Bahia
(Grimaldi, 2006) e nao diferem das frequéncias ritescnas populagbes africanas e
portuguesas encontradas na literatura, evidenciamdoontribuicdo dessas duas

populacdes na formacao da populacéo da Bahia.
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A proporcao de contribuicdo africana foi maior tanbs individuos com menor
nivel de escolaridade como nos individuos que ganhg trés salarios minimos,
sugerindo que a populagdo com menor escolaridadais pobre € mais vulneravel ao
HIV/AIDS.

Na amostra de infectados pelo HIV-1 da Bahia, emoarse uma maior
proporcdo de marcadores africanos entre os indigidtonsiderados RP (rdpidos
progressores), quando comparados aos TP (tipiamggssores). Isto sugere que a
ancestralidade pode esta associada com a progréasdoenca, ndo diretamente aos
marcadores de ancestralidade, mas uma vez que® dimico da infeccao pelo HIV-1
é delineado por interac6es complexas virus x hespedssas relagdes podem ser mais
ou menos favoraveis em um determinado grupo étmim em outro, acelerando ou
retardando a progressao para a AIDS.

Esses resultados demonstram a importancia da earacfio biologica de
individuos oriundos de popula¢gbes miscigenadastquaancestralidade, uma vez que
os dados mais frequentemente disponiveis sdo adgin de sensos demograficos
baseados em classificacdo auto referida. Estessdaplontaram uma proporcdo de
77,5% de individuos considerados afro-descenderdepopulacdo da Bahia (IBGE,
2000). Os dados genéticos obtidos neste trabaideraiaram que valores como os do
IBGE estdo superestimados e nao refletem a propatedmistura na populagéo. A
estimativa de mistura baseada em marcadores lmo@ mais precisa e reflete mais

fidedignamente o perfil das populagdes.
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Ministério da Saude

Centro de Pesquisas Goncalo M«
Fundacéo Oswaldo Cruz
FIOCRUZ

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PESQUISA

Projeto de PesquisaCaracterizacdo étnica/geografica da populacédo beada e de
portadores do HIVk e a correlacdo entre o indice de ancestralidéiearsa e ¢
vulnerabilidade a HIV/AID:

Pesquisadores Responsave

Dr. Bernardo Galvdo Cas-Filho | Laboratério Avancado em Saude Pub-Centro

Dra. Kiyoko Abé Sandes de Pesquisa Goncalo MonizHOCRUZ (317
2246)
Dr. Carlos Brites Chefe do Laboratorio de Retrovirus do Hosy

Universitario Edgard SantosHUPES

Propésito e Revisao Ger:

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar coatontario(a) de un
projeto de pesquisa sobre a contribuicdo dos indios africanos e europeus
formacdo da nossaopulacdo. Para isto estudaremos algumas caréiceesiberdada
com o objetivo de estimar o grau de mistura éteiwaportadores do HIV (virus
AIDS) e em individuos néo portadores deste virugpojulacd de Salvador. Pai
caracterizagdo étnica nacra analisada nenhuma caracteristica relacionadzedcd,
estudaremos apenas variacdes no material genétsideradas como normi Além
disso, estudaremos também a resisténcia a infeagfissada pelo HIV
desenvolvimento de AIDS, a partir da andlie alguns fatores bioldgicos envolvic
com a entrada do virus nas células do individumre a maneira como esse virus
propaga no organismo do paciente infecti

Para os individuos que concordarem em participatadpesquisa se
aplicado um questi@rio para coleta de dados pessoais e realizadketa cde 5ml di
sangue periférico (quando necesséario), utilizandterral apropriado (tubos e agult
estéreis e descartaveis). Essa coleta podera @odesconforto temporario cause
pela picada de atha, queimor, e, muito raramente, hematoma e ¢afecO materie
coletado sera processado e analisado no Laboral®rfvancado de Saude Publica
FIOCRUZ.

Apos a investigacao laboratorial, os médicos as#is$ serdo comunicac
sobre o0s resultadoslas analises, 0s quais repassardo aos participard
esclarecimentos necessarios. Gostariamos aindactlgezer que a nao concordar
em participar deste estudo ndo implicara em nenipuejuizo referente ao s
acompanhamento meédico.

Este estudo poshilitard uma descricdo das caracteristicas étrdeasoss:
populacdo e conhecer como determinados individt@ms, AIDS ficam doentes ma
rapidamente do que outros, bem como o0 ndo desemaito dessa doeng
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Resumindo, essas informacdes poderédo oferecer nailentacdo quanto a prevencao
e estratégias de tratamento.

Consentimento

Eu recebi uma copia desse consentimento, e tenfliceibo de negar ou desistir de
participar desse estudo em qualquer momento selguguarejuizo para os cuidados a
mim dispensados. A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUARIA.

Eu , R.G. reafirmando que tenho ciéncia do acima
exposto, concordo em participar desse estudo, e estou ciente que tenho:

1. A garantia de receber a resposta a qualqueup@@u esclarecimento a qualquer
davida acerca dos procedimentos, riscos, benefieicsutros relacionados com a
pesquisa a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a quelgnomento e deixar de participar
no estudo sem que isso traga prejuizo a continudggsimeus cuidados;

3. A seguranca de que nao serei identificado esgu#e mantido o carater confidencial
da informagao relacionada com minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacéaoliaada durante o estudo, ainda
gue esta possa afetar minha vontade de contintaripando;

5. A disponibilidade de tratamento meédico e a indby@o que legalmente teria direito,
por parte da Instituicio a Saude, em caso de damesa justifiguem, diretamente

causados pela pesquisa €;

6. O conhecimento de que se existirem gastos adisiestes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

Salvador, de de 200

Participante Pesquisador Respogisav

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Polegar direito
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Projeto - Caracterizacao étnica/ geografica de poadores do HIV-1 e a correlagcédo entre o indice de
ancestralidade africana e vulnerabilidade a HIV/ ADS.

Questionario

A — CARACTERIZACAO DA ENTREVISTA/ENTREVISTADOR

Data da entrevista

Entrevistador(a)

B — CARACTERIZACAO ENTREVISTADO

Nome do paciente :

Filiacao Biologica: 1. Sim 2. Nao

Nome do Pai:

3. Nao Sabe

Nome da Mae;:

Data de Nascimento:

Numero dogntuario:

hl®

Sexo: 1. Feminino 2. Masculino

Endereco:

Ponto de referéncia:

Bairro (comunidade):

© | N O

Fone(s) p/ contato (1):

(2):

(3):

Estado civil
1. solteiro(a)
0. Ignorado

2. casado(a)

3. uniaeliwivem juntos)

4. separado/divorciado(a)5. vilvo(a)

Escolaridade

1. ndo sabe ler nem escrever

3. primario incompleto

5. ginasio incompleto (estudou entre-& B¥série)
7. 2°grau incompleto

9. superior incompleto

0. N&o sabe

10.

2. Sabe ler e esarégnsino informal)
4. Primario completo
6. ginasio completo¢8fie completo)
8-4frau completo
10. superior completo

Renda Familiar

1. Menos de 1 salario minimo
3. De 4 a 6 salarios

5. Acima de 10 salarios

11.

Mora com quantas pessoas:
2. De 1 a 3 Salarios
4. De 7 a 10 gala
0. Nao sabe informar

12. |Profisséo:

C — CARACTERIZACAO ETNICA DO PACIENTE

13 Cor (Autodenominacao):
" |1. Negro 2.Mulato/Moreno 3.Branco 0.0Outros
14. |Cabelo (Textura):
1.Crespo 2.0Ondulado 3. Liso
15 Cabelo (Cor):
" |1. Preto 2.Castanho 3. Ruivo 4rdoi
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16 Nariz (Corpo):

" |1. Largo 2.Médio 3. Fino
17 Nariz (Base):

" |1. Achatada 2. Média 3. Elevada
18 Labios (Forma):

" |1. Grossa 2. Média 3. Fina
19 Olhos (Cor):

" |1. Claro 2. Escuro
20 Pele (Cor):

" |1. Preta 2. Marrom 3. 1Bra
21 Cor (Classificag&o):

" |1. Negro 2.Mulato Escuro 3.Mulato Méd 4. Mulato Claro 5.Branco 0.€ogt

D — CARACTERIZACAO ETNICA DOS PAIS E AVOS DO PACNETE

Pai
22. 1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: GAdNsabe informar
03, [Mée ; |
" |1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: CGadsabe informar
24 Av0 Materna . _
" |1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: (GAdNsabe informar
o5 [AVO Materno )
1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: GBdsabe informar
26 Avo Paterna )
" |1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: CGAdsabe informar
27 Avo Paterno . _
" |1. Negro 2.Mulato 3.Branco dim 5. Outro: CGAdsabe informar
E — MORADIA E AMBIENTE
28 Tipo de habitagéo:
' 1l.casa 2.apartamento  3.quarto
29 Quantos cémodos tém a habitacac(excluir banheiro e varanda)
' 0. N&o sabe
Este domicilio é:
1. Proprio — j& pago;
2. Proprio — ainda pagando;
30. 3. Alugado;
4. Cedido por empregador;
5. Cedido de outra forma,;
0. ndo sabe Outra condicdo (especifique):
31 A rua onde mora tem Pavimentag&o?
" |1.Sim 2. Nao 0. Nao sabe
32 A residéncia tem sistema de esgoto?
" ]1.Sim 2.N&o 0. N&o sabe
33 A residéncia tem energia elétrica?
" |1.Sim 2.Nao 0. Nao sabe
34 Ha coleta de lixo na rua onde mora?
" ]1.Sim 2.N&o 0. N&o sabe
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Com que frequéncia ocorre a coleta do lixo?

35 1.Diaria 2.Dia sim, dia ndo 3.Uma pez semana

' 4.Menos que uma vez por semana 5.Deweguando 6.Nao é feita 0. N&o sabe

informar
Qual o material e 0 acabamento predominante (maised50%) das paredes externas da habitacéo
1. Alvenaria com revestimento 2. Alvenaria sem revestimento

36. |3. Madeira aparelhada 4. Taipa néo revestida
5. Madeira, lata ou papelédo aproveitado 6. Palha
0. ndo sabe Outro material (especifique):

37 Este domicilio tem agua canalizada para, pelo menasm cémodo?

' 1. Sim 2. Nao 0. Ndo sabe

38.  |Verificar a presenca na habitacdo dos seguintes ite( indicar o nimero de pegas para cada item, 0 se
nenhuma)
Geladeira sem freezer Geladeira com freezer, ou freezer
TV colorida TV preto e branco
Radio Forno de microondas
Maquina de lavar roupa Méaquina de lavar louca
Telefone fixo (nimero de linhas) Telefone celular
Aparelho de videocassete Filmadora video
Carro para uso privado Aparelho de DVD
ano do carro Microcomputador
(do mais novo, se mais dg 1 P

F — PARCEIRO E/OU FAMILIARES INFECTADOS

Parceiro também infectado

39. 1. Sim 2.Néo 9. N&o sabe rimizar
40. |Em caso afirmativo, indicar forma de contaminac&o:

" |1. Heterossexual 2. Bissexual 3. HomossexdalNertical 5. Sanguinea 6.UDEV 0. Nadbesmformar
a1, Especificar nome:
42 Familiar também infectado

" |1. Sim 2.Néo 9. N&o sabe rimizar
43 Em caso afirmativo, indicar forma de contaminacao

" |1. Heterossexual 2. Bissexual 3. HomossexdalVertical 5. Sanguinea 6.UDEV 0. Naoesmformar
44. |Especificar nome e grau de parentesco:

G — DADOS SOBRE INFECCAO DO PACIENTE

Exposicao de Risco

45. 1. Heterossexual 2. Bissexual 3. HomossexdalNertical 5. Sanguinea  6.UDEV Ifdleterminado
46. |Data do Diagnéstico: / /

" |Métodos utilizados: 1. ELISA 2. WesternBlo 3. Imunofluorescéncia 0.Indeterminado
47 Terapia antiretroviral:

1. Sim 2.Nao 0.Indeterminado (Sim)Especifique: inicio:




H — DADOS CLINICOS DO PACIENTE
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48.

Contagem de células CD4 e CD8 e Carga Viral

Data do Exame

Contagem Carga Viral

Contagem de cél. CD4

Contagene cél. CD8
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49.

Infecgbes oportunistas

Descricdo da Doenca

Data de Ocorréncia/Recorréncia
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Mirigtaria o Sadda

FIOCRUZ
Fundaclo Oswsido Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° B4/2006

Protocolo: 180

Projeto de Pesquisa: Caracterizacdo étnicaigeografica da populagio de
Salvader ¢ de portadores do HIV-1 e a correlagdo entre o indice de
ancestralidsde sfricana e vulnerabilidade a HIV/AIDS

Pesquisador Responsdvel: Dr. Bernardo Galvao Castro Filho

Instituicio ou Departamento: LASP/FIOCRUZ

Consideragdes:

Apds analise ehica do proelo e realizacho dos esclarecimentos solictadas pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto alende 303 principios élicos de
autonamia, beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e ustice,

Disinte oo exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongala Moniz da Fundacio Oswalde Cruz {CEP-CPgGMIFIOCRUZ), conforme

atribuiches conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc 32/04/87), com base na
Reschucdo 196/9%, juiga aprovade o projeto supracitado.

CEP - CRqGMIFICCRUZ

Comith de Etica am Pesquisa - Fun Wabklemas Fakke, n° 121, Candeal, Saleadar, Bakia
CEF 011, Brast!




Anexo96

ANEXO A — Analise de equilibrio de Hardy-Weinberg fara os loci do estudo.

Pop: PSA

Fis:
LOCUS P-val S E W&C R&HMVatr
AT3 0.3769 0.0094 -0.04D43 -
APO 0.0034 0.0008 +0.133183. -
SB193 0.0000 0.0000 +0.207 ©8.2 -
PV92 0.0000 0.0000 +0.227220. -
CCR2 0.1281 0.0028 -0.1010Q.1 -
FYNULL 0.0164 0.0033 +0.113 +0.113
CKMM 0.6803 0.0062 -0.023 -0.023
LPL 0.3998 0.0080 +0.040041 -
CYP3A4 0.0000 0.0000 +0.515 +0.516
CCR5 0.1940 0.0021 +0.077 ¥#@.0 -
GC 0.0000 0.0000 -0.524129 -
All (Fisher's method) :
chi2 : Infinity
Df : 22

Prob: High. sign.

ANEXO B — Andlise de associagao par-a-par

Number of population detected: 1
Numer of loci detected: 11

Markov chain parameters
Dememorization: 1000
Batches: 100
Iterations per batch: 1000

Pop Locus#1 Locus#2 P-Value E.S.
PSA 01 ATS3 APO 0.21888 1m62
PSA01 AT3 SB193 0.00012 Om®
PSA01 APO SB193 0.01557 02302
PSA01 AT3 PV92 0.14550 (@80
PSA01 APO PV92 0.37446 Q50
PSA01 SB193 PV92 0.71331 08210

PSAO01 AT3 CCR2 0.494790.01041
PSA01 APO CCR2 0.582840.01012
PSA01 SB193 CCR2 0.65891.00847
PSA01 PV92 CCR2 0.14404 .00@97

PSAO01 AT3 FYNULL 0.00000  OOuU®
PSA01 APO FYNULL 0.48219 (320D



PSA01 SB193 FYNULL 0.00000
PSA01 PV92 FYNULL  0.49677
PSA01 CCR2 FYNULL 0.27360
PSA01 AT3 CKMM 0.55228
PSA01 APO CKMM 0.21457
PSA01 SB193 CKMM 0.94131
PSA01 PVO2 CKMM 0.24988
PSA01 CCR2 CKMM 0.95170
PSA01 FYNULL CKMM 0.11737
0.000470.00039
0.193480.00923
0.246630.01206
0.286230.01289
0.984820.00101

PSA01 AT3 LPL
PSA01 APO LPL
PSA01 SB193 LPL
PSA01 PV92 LPL
PSA01 CCR2 LPL

PSA01 FYNULL LPL 0.00157
0.74582 00953

PSA01 CKMM LPL

PSAO01 AT3 CYP3A4 0.19973
PSA01 APO CYP3A4 0.59698
PSA01 SB193 CYP3A4  0.00000
PSA01 PV92 CYP3A4 0.87506
PSA01 CCR2 CYP3A4  0.16589
PSA01 FYNULL CYP3A4 0.00011
PSA01 CKMM CYP3A4 0.29132
0.12835 .0a¥52
0.686010.00608
0.46005.00866
0.69398.00601
0.85328).00423
0.63748.00683

PSA01 LPL CYP3A4
PSAO01 AT3 CCR5
PSA01 APO CCR5
PSA01 SB193 CCR5
PSA01 PV92 CCR5
PSA01 CCR2 CCR5

PSA01 FYNULL CCR5 0.63767
0.62423 @02
0.160550.00602

PSA01 CKMM CCR5
PSA01 LPL CCR5

PSA01 CYP3A4 CCRS5 0.41214
0.013900.00266
0.179270.01084
0.0000m®.00000
0.041090.00509
0.340940.01227

PSA01 AT3 GC

PSA01 APO GC
PSA01 SB193 GC
PSAO01 PV92 GC
PSA01 CCR2 GC
PSA01 FYNULL GC 0.00959

PSA01 CKMM GC 0.23211
0.021050.00313

PSAO01 LPL GC
PSA01 CYP3A4 GC 0.00609
PSA01 CCR5 GC

ANEXO C — Andlise do structure — Estruturacdo da ppulacao

0.000
(108
0.8@0
00091
001
(32 ])]
mas
(0242]¢)
0.00935

oar2

01100
1201
O
0656
840
0.00007
0.0126

(68

4iy9)

aea
1060

Qo

0.09851 .00673

Proportion of membership of each pre-defined

population in each of the 3 clusters
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Given Inferred Clusters Number of
Pop 1 2 3 Individuals

1: 0.994 0.002 0.004 134

2: 0.003 0.979 0.018 107

3: 0.008 0.020 0.973 242

4: 0.377 0.348 0.275 517

Final results printed to file C:\Documents and iGg\Joana\Meus documentos\Meus
arquivos recebidos\HIV2\hiv2\Results\hiv2_run_1_f

ANEXO D - Analise do DISPAN — Diversidade da populgéo

Input file: thais.dat at Thu Jan 03 14:44:40 2008

Average heterozygousity and its standard error
(population 1) 1: 0.419266 1 0.051281
(population 2) 2: 0.250301 fi 0.059148
(population 3) 3: 0.270502 i 0.069709
(population 4) 4: 0.262827 fi 0.064095

All loci Gst 0.301905 Ht 0.425042 Hs 0.296720
matrix: Standard genetic distances

1 2 3
2 0.1674
3 0.0918 0.4740
4 0.2056 0.6566 0.1015

matrix: Standard error of standard genetic disgtanc

1 2 3
2 0.0661
3 0.0426 0.1997
4 0.0687 0.2131 0.0717

matrix: DA distances

1 2 3
2 0.0882
3 0.0617 0.2289
4 0.0883 0.2562 0.0489
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ANEXO E - Diferenciacdo génica e genotipica entresgpopulacdesie
Salvador e infectados pelo HIV-1 da Bahia
Genic differentiation for each population pair
File : 234131 (PSAHIV)

Number of populations: 2
Number of loci: 9

Markov chain parameters
Dememorization: 1000
Batches: 200
Iterations per batch: 1000

Locus: AT3

Sub-Pop. Alleles 10 11 Total

PSAO1 523 501 1024

107 926 1146 2072

Total 1449 1647 3096

Locus Populations Probgbi S.E.

AT3 PSAO01 & 107 0.00089 0.00055
Locus: APO

PSAO1 260 758 1018

107 565 1839 2404

Total 825 2597 3422

Locus Populations Probgbi S.E.

APO PSAO01 & 107 0.20639 0.01108
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Sub-Pop. Alleles 14 15 Total

PSAO01 336 698 1034

107 805 1633 2438

Total 1141 2331 3472

Locus Populations Probgbi S.E.
SB193 PSAO01 & 107 0.79544 0.00829
Locus: PV92

Sub-Pop. Alleles 16 17 Total

PSAO01 749 283 1032

107 1776 596 2372

Total 2525 879 3404

Locus Populations Probgbi S.E.
PV92 PSAO1 & 107 0.15917 0.01093

Locus: FYNULL

PSA01 591 423 1014

107 1312 1156 2468

Total 1903 1579 3482

Locus Populations Probgbi S.E.
FYNULL PSAO01 & 107 0.00908 0.00261
Locus: CKMM

Sub-Pop. Alleles 22 23 Total

PSAO1 715 309 1024
107 1827 685 2512



Anexosl01

Total 2542 994 3536

Locus Populations Probgbi S.E.

CKMM PSAO1 & 107 0.09282 0.00909
Locus: LPL

PSAO1 661 329 990

107 1614 564 2178

Total 2275 893 3168

Locus Populations Probgbi S.E.

LPL PSA01 & 107 0.00019 0.00019

Locus: CYP3A4

PSAO1 455 397 852

107 925 851 1776

Total 1380 1248 2628

Locus Populations Probgbi S.E.
CYP3A4  PSAOL  &107 052589 0.01249
Locus: GC

PSAO01 220 227 469 916
107 530 550 1108 2188
Total 750 777 1577 3104
Locus Populations Probgbi S.E.

GC PSAO1 & 107 0.96217 0.00290



P-value for each population pair across all loci
(Fisher's method)

PSAO01 & 107 53.931 18 00D

Genotypic differentiation for each population pair
File:021633 (PSAHIV)

Number of populations detected: 2
Number of loci detected: 9

Markov chain parameters

Dememorization: 1000
Batches: 200
Iterations per batch: 1000
Locus: AT3
Genotypes:
10 10 11
Pop: 10 11 11 Al
PSA01 128 267 117 512
107 215 496 325 1036
All: 343 763 442 1548
Locus Populations P-value S.E.
AT3 107 & PSA01 0.00076 0.0603
Locus: APO
Genotypes:
12 12 13
Pop: 12 13 13 All
PSA01 46 168 295 509
107 98 369 735 1202
All: 144 537 10301711

Locus Populations P-value S.E.
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APO 107 & PSAO1 0.22690 0.0214

Locus: SB193

Genotypes:
14 14 15
Pop: 14 15 15 All
PSAOl 78 180 259 517
107 139 527 553 1219
All: 217 707 812 1736
Locus Populations P-value S.E.
'SB193  107& PSAO1 0.79121 0.0066
Locus: PV92
© Genotypes:
16 16 17
Pop: 16 17 17 All
PSAOl 295 159 62 516
107 676 424 86 1186
All: 971 583 148 1702
Locus Populations P-value S.E.
PV92 1-0%& PS-A01 0-.-2-6502 0.02103

Locus: FYNULL

Genotypes:
20 20 21
Pop: 20 21 21 Al
PSAO01 186 219 102 507
107 376 560 298 1234
All: 562 779 400 1741
Locus Populations P-value S.E.
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Locus: CKMM
© Genowypes:
2 22 23
Pop: 22 23 23 Al
PSAOl 247 221 44 512
107 663 501 92 1256
All: 910 722 136 1768
Locus Populations P-value S.E.
CKMM -1(-)7 & P-SAOI 005169 0.0@75
Locus: LPL
~ Genowypes:
24 24 25
Pop: 24 25 25 Al
PSAOl 225 211 59 495
107 602 410 77 1089
All: 827 621 136 1584
Locus Populations P-value S.E.
LPL 107& PSAOl 000065 0.0800

Genotypes:
26 26 27
Pop: 26 27 27 Al
PSA01 176 103 147 426
107 291 343 254 888
All: 467 446 401 1314
Locus Populations P-value S.E.
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Locus: GC
~ Genotypes:

30 30 31 30 31 32
Pop: 30 31 31 32 32 32 Al
PSAOl 6 3 0 205 224 20 458
107 18 20 3 474 524 55 1094
All: 24 23 3 679 748 75 1552
Locus Populations P-value S.E.
oc 107& PSAOL 0.90202 0.0D53

P-value for each population pair across all loci
(Fisher's method)

107 & PSAO01 57.297 18 000

Anexosl05



