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RESUMO

O Brasil tornou-se objeto de interesse de estudos genético-populacionais devido as
diferengas, fenotipica e social, verificadas entre as populagdes das cinco regides
geogréficas do pais. O estudo realizado nas populacdes atuais fazendo inferéncias
historicas leva em consideracdo o polimorfismo genético de marcadores moleculares. Em
vista disso, analisamos a populacéo do Nordeste brasileiro, relacionando historicamente as
populacbes atuais com as possiveis populacdes parentais, utilizando como marcadores
moleculares o polimorfismo de 18 locos de microssatélites e a frequéncia do alelo ccr5SA32
do gene ccr5, considerado excelente marcador de origem européia. A amostra foi
constituida de 3.079 individuos ndo aparentados dos nove Estados do Nordeste. A
extracdo do DNA foi realizada através do método de Mini-Salting Out e os amplificados
separados por PAGE. Os alelos mais frequientes dos locos de STRs foram os mesmos em
todas as populacBes; o alelo A32 apresentou menor freqiiéncia no Maranhdo - MA
(0.0214) e maior frequéncia no Rio Grande do Norte-RN (0.0626), ndo tendo sido
encontrados homozigotos nos Estados do MA, CE, PB, AL e BA. Os dados permitem
concluir que o loco ccr5 é bem mais eficiente do que as STRs para a analise histdrica
pretendida, mostrando que a contribuicdo das populacBes caucasianas européias na
formacéo das populacGes brasileiras em geral e, em particular na das populages atuais do

Nordeste brasileiro, ¢ maior do que aquela prevista com base apenas nos dados histéricos.

Palavras-Chave: Polimorfismos Genéticos; STRs; ccr5-A32; Nordeste Brasileiro.
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ABSTRACT

Brazil became the object of interest in population genetic studies because of differences,
phenotypic and social observed among populations from five geographical regions of the
country. The current study conducted in populations making historical inferences takes
into account the genetic polymorphism of molecular markers. In view of this, we analyzed
the population of Northeast Brazil, historically relation the populations present with the
possible parental populations, using molecular markers polymorphism of 18 microsatellite
loci and the frequency of the allele ccr5A32, considered an excellent marker of European
origin. The sample consisted of 3079 unrelated individuals from nine Northeastern States.
DNA extraction was performed using the method of Mini Salting Out amplified and
separated by PAGE. The most frequent alleles of STRs loci were the same in all
populations, the A32 allele showed lower frequency in Maranhdo-MA (0.0214) and more
frequently in Rio Grande do Norte-RN (0.0626) and has not been homozygote found in the
states of MA, CE, CP, AL and BA. The data shows that the ccr5 locus is much more
efficient than STRs intended for historical analysis, showing that the contribution of
European Caucasian populations in the formation of the Brazilian population in general
and particularly in the current population of Northeastern Brazil, is larger than that

predicted based only on historical data.

Key-Words: Genetic Polymorphism; STRs; ccr5-A32; Northeast Brazil.
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I. INTRODUCAO

H& uma grande variabilidade entre individuos da mesma espécie, tanto entre
populacdes como dentro de uma mesma populacdo. A percepcdo da existéncia de
diferencas entre individuos de uma mesma espécie € antiga na histéria da humanidade
(Futuyma, 1992). Esta diversidade entre populacfes pode ser estudada através da interacdo
da filogeografia com a genética molecular, genética de populacdes, filogenética,
demografia e geografia historica (Parra et al, 2003). Estes estudos, além de fornecerem
informacdes sobre as mudancas microevolutivas que ocorreram ao longo do tempo nas
populagcbes humanas, também fornecem informacdes objetivas sobre a sua
heterogeneidade genética e auxilia a compreensdo da distribuicdo de certas doencas
hereditarias, que sdo devidas, primariamente, a genes oriundos das populacfes ancestrais
(Reed, 1969; Salzano, 1982).

No campo da genética, o estudo das populacdes atuais para fazer inferéncias
historicas utiliza ferramentas da genética molecular e de populacbes, levando-se em
consideracdo os estudos dos polimorfismos genéticos. Os microssatélites ou STRs (Short
Tandem Repeats) vém sendo utilizados como marcadores genéticos desde 1980, quando
foi descoberto o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (Hancock, 2000).
Desde entdo, sdo os marcadores genéticos mais utilizados para caracterizacdo de
populacdes humanas.

O alto grau de polimorfismo e a heranca mendeliana sdo caracteristicas que tornam
as STRs particularmente Gteis em estudos evolutivos (Meloni et al., 1998; Xiao et al.,
1998), antropoldgicos (Butter et al., 1995; Takahashi et al., 1997; Drmic et al.,1998),
genética forense (Busque et al., 1997), diagnostico médico, (Lins et al., 1996), predicdo de
parentesco evolutivo entre populacdes e investigacdo do grau de diversidade génica nas
diferentes populacdes do mundo (Frégeau et al., 1998).

O polimorfismo do gene CMKBRS5 (ccr5) é outro exemplo de marcador molecular
que tem sido estudado em diversas areas como, epidemiologia, infectologia, imunologia e
genética de populacBes (Galvani et al., 2005). Uma delecdo de 32 pares de bases neste
gene deu origem ao alelo mutante ccr5-432, cuja presenca em homozigose tem sido
relatada em individuos resistentes & AIDS (Dean et al., 1996). A distribuicdo global do
alelo mutante tem apresentado uma ampla variacdo, ndo ficando restrita as populacdes
européias onde ¢é detectado com frequéncias iguais ou superiores a 10% (Chies et al.,

2003). No Oriente Médio e no territério Indiano esse alelo tem frequéncia de 2 a 5% e



apresenta uma frequéncia muito baixa (0-1%) entre africanos, japoneses e (Grimaldi et al.,
2002; Chies et al., 2003). Esses dados o tornam um étimo marcador genético-molecular
em estudos populacionais, evolutivos e antropoldgicos.

As populacdes contemporaneas sdo o resultado de um prolongado processo de
miscigenacdo, cuja intensidade variou ao longo do tempo e entre populacbes. Este
processo é muito evidente na populacédo brasileira, devido a extrema variabilidade de seus
grupos étnicos (etnias definem-se neste trabalho, como grupos populacionais que tém
caracteristicas fisicas e/ou culturais em comum), parentais e a sua elevada taxa de
miscigenacdo (Parra et al., 2003).

Apesar da estrutura genética da populacdo brasileira ter sido consolidada entre o0s
séculos XVI e XVIII, como resultado do entrecruzamento de brancos europeus, negros
africanos e indios nativos, esta heterogeneidade proporcionou uma composi¢do étnica
diferente entre o0 povo brasileiro, de acordo com a regido geografica (Ribeiro, 1995).
Segundo Callegari-Jacques e col. (1990), em termos gerais os individuos trihibridos
(branco/indio/negro) predominam no Nordeste, os dihibridos (branco/indio) no Norte e
Centro-Oeste, enquanto os descendentes de europeus relativamente livres de miscigenacao
ocorrem em grandes propor¢cdes no Sul do pais. No entanto, os estudos que fazem
inferéncia histérica dos dados obtidos a partir do polimorfismo genético-molecular para
caracterizar a atual estrutura da populagdo brasileira, ainda sdo escassos, podendo ser
citados: Reed (1969); Salzano e col. (1982); Conceicdo e col. (1987); Parra e col. (1998);
Arpini-Sampaio e col. (1999); Callegari-Jacques e col.(1990); Lebout e col. (1999); Pena
(2000) e Nigam e col. (2004).

Os critérios utilizados para a realizacdo dos censos populacionais (impressdo
visual e distribuicdo estatistica de caracteres fisicos), desde o periodo colonial geraram um
tipo de classificacdo das pessoas em forma de gradiente de cor de pele, do Norte para o
Sul do pais, que se estende até os dias atuais. Mesmo com a criacdo do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) em 1934, a classificacdo do povo brasileiro continua
adotando o mesmo critério de classificacdo por raca (embora o IBGE use este termo, ele é
mais uma construcdo social e cultural do que biologica). Do ponto de vista genético, ndo
existem ragas humanas (Pena,2000). Este tipo de classificacdo dificulta as pesquisas que
buscam fazer inferéncias historicas da ancestralidade de uma populacdo. Para tanto é
necessaria uma caracterizacdo genetica e/ou genético-molecular das populacdes
supostamente parentais e da populagdo miscigenada a ser estudada que deve ser

comparada com aquela das populagdes supostamente parentais.



Em vista disso, o presente trabalho teve como objetivo tragar um panorama
genético molecular da populagdo do Nordeste brasileiro, relacionando historicamente as
populacbes atuais com as possiveis populacdes parentais, utilizando como marcadores
moleculares o polimorfismo de 18 locos de microssatélites e a frequéncia do alelo ccrb-
A32 do gene ccrb5, considerado excelente marcador de origem européia.

Com os dados obtidos da pesquisa foi possivel:

1. Caracterizar a populacdo atual do Nordeste brasileiro quanto ao polimorfismo de 18
locos de microssatélites e do alelo mutante ccr5-A32;

2. Determinar as frequéncias dos locos CSF1PO, D3S317, D7S820, D8S1179, D12S391,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, F13A,, F13B, FESFPS, FGA, LPL, PENTA E,
TPOX, THO1 e VWA,

3. Construir um banco de dados e determinar a estrutura genética da populacdo nordestina
com base nas frequéncias alélicas dos locos analisados;

4. Comparar os resultados obtidos com aqueles existentes de populacBes nordestinas e em
outras populacdes brasileiras, verificando as semelhancas e as diferencas genéticas
existentes entre elas;

5. Avaliar a eficacia dos locos estudados como marcadores genéticos em estudos

populacionais, evolutivos e antropolégicos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histéria Etnica da Populacéo Brasileira

Até 1700, as fontes de dados sobre a populacdo do Brasil eram relatorios
preparados com outras finalidades, como os relatorios de autoridades eclesiasticas, sobre
os fiéis que freqlientavam a igreja e os relatorios de funcionérios da Col6nia enviados para
as autoridades da Metropole. Usava-se, tambeém, como fonte de informacéo, as estimativas
da populacdo fornecida pelos Ouvidores, ou outras autoridades, que eram encaminhados a
Intendéncia Geral da Policia (Giorgio, 1941).

Somente a partir de 1750, visando objetivos militares, a Coroa Portuguesa decidiu
realizar levantamentos, de forma direta, da populacéo livre e adulta, apta a ser convocada
para a defesa do territério. Porém, o primeiro regulamento censitario no Brasil, data de
1846. O primeiro censo, entdo, foi programado para ocorrer em 1872 sendo nomeado
Recenseamento da Populacdo do Império do Brasil (IBGE, 2000). O resultado deste censo
demogréafico realizado no Brasil, em 1872, mostrou que a populacdo brasileira atingia
9.930.478 habitantes, dos quais 3.787.289 brancos, 1.954.452 pretos, 3.380.172 pardos (0
termo utilizado para mulatos) e 386.955 caboclos (termo tradicional para mesticos de indio
e branco). Contudo, incluia neste censo a populacdo indigena aculturada. Enquanto o
censo classificava a populacdo livre em quatro categorias, a populacdo escrava se dividia
apenas em pretos e pardos. A populacdo indigena ndo aculturada ndo foi contada, mas
dados historicos indicam que era bastante reduzida (Giorgio, 1941).

A historia da populacéo brasileira, assim como das populages humanas de todo o
Novo Mundo, tem duas fases bem distintas: a primeira comeca com a chegada dos
primitivos habitantes indigenas e se estende por varios milénios; a segunda inicia-se com a
colonizacdo européia, a chegada dos negros africanos e as misturas entre etnias
(Conceicdo et al., 1987).

Em 1500, ano da chegada de Pedro Alvares Cabral ao Brasil, esta regido ja era
habitada por varios povos indigenas, que se espalhavam por todo o territério. H4& uma
concordancia geral de que a principal rota dos ancestrais dos indios americanos no
continente ocorreu através do Estreito de Bering no final da idade do gelo, ha 12 mil anos.
Isto ndo exclui, entretanto, a possibilidade de que outras migraces menores tenham

ocorrido através do Pacifico (Salzano et al., 1986).



A época do descobrimento, a populacéo indigena foi estimada entre 1 a 5 milhdes
de habitantes, que se agrupavam em quatro troncos lingisticos principais: o Tupi ou Tupi-
Guarani, na regido litoranea e em algumas areas do interior; o Jé ou Tapuia, no Planalto
Central; o Caraiba ou Karib, na regido Norte do Amazonas e o Aruaque ou Nu-aruague, na
Bacia Amazonica e no Estado do Mato Grosso. Havia, também, outros pequenos grupos
linguisticos, dispersos entre esses maiores, como 0s Pano, Tucano, Boror6 e Nhambiquara
(Medeiros Filho, 1984).

Os portugueses, principais ancestrais europeus da populacdo brasileira, era um
povo de composicdo bastante miscigenada derivado de um grupo étnico primitivo, que
vivia na regido atualmente denominada Portugal e cuja origem se desconhece (Conceigéo
et al, 1987). Com o passar do tempo e através de sucessivas invasdes e imigragoes,
realizou-se 0 cruzamento desse povo com celtas, fenicios, gregos, romanos, Suevos,
visigodo, judeus, arabes e bérberes (Maior,1967; Nogueira, 1988). Portugal recebeu ainda
um apreciavel contingente de negros. No século XVI, entraram milhares de escravos
africanos, a ponto de, em 1557, mais de 10% da populacdo de Lisboa ser constituida de
negros (Salzano e Freire-Maia, 1967).

Os portugueses que chegaram ao Brasil originaram-se de Lisboa, Minho, llhas,
Extrema-Dura e da regido do Alentejo e pertenciam a familias abastadas. O periodo em
que fica mais evidente a origem rica dos imigrantes portugueses é o compreendido entre
1808 e 1817, quando cerca de 10 ou 15 mil portugueses dos que aqui chegaram
distinguiam-se pela riqueza e pelo nivel de educacéo: pertenciam a corte de D. Jodo VI ou
eram caixeiros, isto &, individuos com uma clara insercdo nos grandes ou médios
estabelecimentos. Além disso, tinham um nivel de educa¢do mais elevado do que a média
da populacédo portuguesa da época. (Maior, 1967).

No inicio da colonizacdo, o nimero de imigrantes europeus foi muito reduzido. Os
registros da imigracdo portuguesa apareceram no século XV1 e se tornaram mais regulares
a partir do século XI1X. Nos primeiros dois séculos de colonizacdo vieram para o Brasil
cerca de 100 mil portugueses, com uma média anual de 500 imigrantes. No século
seguinte, esse numero aumentou tendo sido registrado 600 mil e uma média anual de 10
mil imigrantes portugueses. O apice do fluxo migratorio ocorreu na primeira metade do
século XX, entre 1901 e 1930: a média anual ultrapassou 25 mil (Conceicdo et al., 1987)
(Tabela 01).



Tabela 01 - Estimativas do total de portugueses que entraram no Brasil desde o século
XVI até o século XX. (IBGE, 2000)

. Estimativas de Imigragic Portuguesa no Brasil

| Periodo Arnérica |Irr||:|-ér:in:|- ’M_éclia anual | M%d_ia anual_
Portugues=sa |Caolonial |[América Portuguesa [Impéario Colanial

[1s00-1580 220,000 | =500

[isei-1eao| """ [Foo.ooo =0e | =, 000

[1e41-1700 | [1z0.000 | | Z.000

[1701-1760 | coo0.000 | [ 10,000 |

[t202-1=217| z4.000 | [ Z.EEE |

[1=227-1822| =z.o0o04 | [ 665 |

[1227-1341 | &29 | [ 125 |

[1sse6-1857| 1s.108 | [ 2.054 |

[1221-1900| zie.204 | [ 15.210 |

[1o01-1920| 754.147 | [ 25,135 |

[19z21-1950| 145,699 | [ F. 434 |

[1951-1960| zz5.6235 | [ 23.563 |

[19e1-1967 | s4.767 | [ F.823 |

[1o921-1991 | 4.605 | [ 406 |

Além da imigracdo portuguesa, 0s povos que mais contribuiram para a composicao
dessas correntes imigratdrias, uma vez que todos mantiveram estreito contato com o povo
brasileiro que nascia, foram, em ordem decrescente, os italianos, espanhois, alemaes,
franceses e holandeses. A maioria dos europeus ndo-portugueses se estabeleceu na regido
Sul e Sudeste do pais (Pena, 2000) (Figura 01)
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Figura 01: Imigracdo no Brasil, por nacionalidade. Periodos decenais 1884-1893 a 1924-
1933 (IBGE, 2000)



Os negros africanos foram trazidos para o Brasil para trabalharem como escravos.
Por conseguinte, a evolucdo da quantidade do componente africano é diretamente ligada a
escravidao. No Brasil, ha registros da existéncia de escravos a partir de 1531, na Capitania
de Sdo Vicente, Sdo Paulo. Registros historicos estimam que havia no Brasil um numero
de aproximadamente 4 milhdes de negros entre 1551 e 1850. A maioria pertencia a um dos
dois grandes grupos linguisticos: Sudaneses e Bantos (Cavignac, 2003). A Figura 02
mostra a estimativa de africanos no Brasil no periodo de 1781 a 1855 (IBGE,2000).
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Figura 02: Desembarque estimado de Negros Africanos — qlinquénios 1781-1790 a 1851-
1855. (IBGE, 2000)

Os Sudaneses eram originarios da regido ao Norte do Golfo da Guiné,
compreendendo, principalmente, Senegal, Guiné Portuguesa e Costa do Marfim. Na sua
maior parte este grupo € representado pelos povos iorubans da Nigéria (Nag6, ljecha,
Eubd, Ibadan), Daometanos (Gege, Ewe, Fon e Efan), Fanti e Ashanti da Costa Mina, e
grupos menores da Gambia, Serra Leoa, Libéria, etc. Os representantes da cultura
sudanesa foram trazidos quase que exclusivamente para a Bahia (Cavignac, 2003).

Os Bantos que vieram para o Brasil eram provenientes, principalmente, de Angola,
do Congo (costa) e de Mocambique (contracosta). Os escravos deste grupo foram
estabelecidos principalmente no Rio de Janeiro e Sdo Paulo, de onde eram distribuidos
para Minas Gerais e Goias; em Pernambuco e Alagoas, de onde eram espalhados para o

Cearé e outros Estados do Nordeste; e no Maranhdo e Para (Medeiros, 1980).



2.2 Historia da Etnicidade da Populacdo do Nordeste Brasileiro

O Nordeste, uma das cinco regides em que se divide hoje o territério nacional,
abrange nove Estados. A regido tem uma &rea total de 1.553.917km? uma populacio
residente de 47.741.711 pessoas das quais 32,94% se classificam de cor branca; 7,7%
preta; 58,02% parda; 0,14% amarela; 0,36% indigena e os 0,84% restantes ndo se
classificaram. A densidade demografica calculada foi de 30 milhdes de habitantes por
quildmetro quadrado (IBGE, 2000). A sua costa foi a primeira area a ser explorada no
pais, devido & proximidade com a costa Oeste da Africa sendo mais facilmente atingivel
pelos navegadores aventureiros da época (Magalhées, 1970). O povoamento do Nordeste
(Tabela 02) iniciou-se no século XVI, com a colonizag&o do litoral e as migragdes pastoris
para os sertbes (Garcia, 1986). A riqueza e a abundancia dos recursos naturais da coldnia
atrairam, ainda, piratas e aventureiros de outros paises da Europa, tais como franceses,
holandeses e ingleses (Garcia, 1986).

Com o estabelecimento do Governo Geral da Bahia, em 1549, a colonizacéo
irradiou-se, através de expedicdes armadas, para o Norte do pais. No final do século XVI,
Sergipe, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba haviam sido incorporados ao
territorio conquistado. A chegada a Sergipe, por sua vez, abriu 0 caminho para o sertdo e
através dele, os portugueses chegaram ao Parnaiba. No Maranhdo, em expedi¢fes contra
os franceses, 0s portugueses desbravaram o litoral e parte do sertdo (Garcia, 1986).

No ano de 1610, os portugueses chegaram ao Ceara e, avancando sempre para o
Norte, conquistaram o Par4. De 1624 a 1654, os holandeses formaram coldnias, passando
a dominar todo o litoral entre 0 Rio S&o Francisco, Pernambuco (sede do Governo
Holandés), e o Rio Grande do Norte, estendendo-se até o Ceara e o Maranhdo, local de
onde expulsaram os invasores franceses. Na luta contra os holandeses, os trés elementos
da formacdo histdrica brasileira recuaram para o interior, através das “entradas” pelos
sertdes do Nordeste (Magalhaes, 1970).

O processo de desbravamento do territorio piauiense deu-se em 1697, do interior
para o litoral, ao contrario do que ocorreu nos demais Estados quando estava praticamente
assentado o contorno geografico das demais provincias limitrofes. A sua colonizagdo foi
fruto de iniciativa privada, processada de maneira espontanea e desordenada por
fazendeiros e aventureiros, que ndo recebiam estimulo nem apoio dos poderes publicos,
estando, as autoridades coloniais, voltadas para as fabulosas riquezas de Minas Gerais
(Nunes, 1975).



TABELA 02 - CRONOGRAMA HISTORICO DA CHEGADA DE DIFERENTES POVOS AO NORDESTE NA EPOCA DO BRASIL

COLONIAL
ESTADO COLONIZAQAO COLONIZADORES PERIODO NEGROS INDIOS NATIVOS CENSO REFERENCIAS
AFRICANOS (Tronco Linguistico) 2000 IBGE
Branca 26,76%
Acoriano 1619-1924 Preta 9,59%
MA 1612 Francés 1612-1615 Banto Tapuia Parda 62,29% Nogueira, 1988
Holandés 1641-1644 Sudanés Tupi Amarela 0,13% Ribeiro, 1995
Portugués 1535 Indigena 0,49%
S/ declarar 0,74%
Branca 26,47%
Preta 7,75%
Pl 1674 Portugués 1674 Banto Tapuia Parda 64,59% Magalhdes, 1970
Amarela 0,19% Ribeiro, 1995
Indigena 0,09%
S/ declarar 0,91%
Branca 26,47%
Acoriano 1603-1607 Preta 7,75%
CE 1603 Francés 1604-1607 Banto Tapuia Parda 64,59% Garcia, 1986
Holandés 1637-1644 Tupi Amarela 0,19% Souza, 1995
1649-1654 Indigena 0,09%
Portugués 1610 S/ declarar 0,91%
Branca 42,19%
Preta 4,55%
RN 1598 Francés 1535-1599 Banto Tapuia Parda 52,37% Medeiros Filho, 1998
Holandés 1633-1654 Sudanés Tupi Amarela 0,09% Medeiros T, 1984
Portugués 1598 Indigena 0,11%
S/ declarar 0,69%




TABELA 02 - (continuacéo)

Branca 42,60%

Espanhol 1574-1585 Preta 3,96%
Francés 1570-1584 Banto Tupi Parda 52,29% Florestan, 1949
Holandés 1634-1654 Amarela 0,07% Ribeiro, 1995
Portugués 1574 Indigena 0,29%
S/ declarar 0,79%
Branca 40,84%
Francés 1561-1567 Preta 4,94% Guerra, 1979
Holandés 1630-1654 Banto Tupi Parda 52,90% Souza, 1995
Portugués 1534 Amarela 0,12% Nogueira, 1998
Indigena 0,44% Cavalcante, 2002
S/ declarar 0,76%
Branca 34,12%
Preta 5,05% Florestan, 1949
Holandés 1630-1645 Banto Tupi Parda 59,46% Ribeiro, 1995
Portugués 1535 Amarela 0,10% Pimentel, 2001
Indigena 0,32%
S/ declarar 0,95%
Branca 31,54%
Francés 1550-1555 Preta 6,24%
Holandés 1637-1645 Sudanés Tupi Parda 60,81% Almeida, 1978
Portugués 1645 Amarela 0,16% Aquino, 1980
Indigena 0,38%
S/ declarar 0,87%
Branca 25,20%
Francés 1555-1560 Preta 13,02%
Holandés 1624-1625 Sudanés Tupi Parda 60,14% Medeiros Filho, 1998
Portugués 1559 Amarela 0,18% Medeiros T, 1984

Indigena 0,49%
S/ declarar 0,96%




2.3 Histdria Geneética da Formacéo da Populacéo Brasileira

De acordo com Futuyma (1992), o Homo sapiens constitui uma espécie
cosmopolita e Unica. Nesta espécie sdo reconhecidos trés grandes grupos étnicos
(brancos, negros e mongois) identificados com base em caracteristicas fisicas tais como
cor da pele, textura do cabelo, forma do nariz e dos olhos, espessura dos labios, forma
dos incisivos, forma da cabeca e estatura, que variam de acordo com a distribuigéo
geogréfica. Além destas diferencas nas caracteristicas fisicas, as distribuic@es alélicas,
genotipicas e haplotipicas apresentadas por diversos locos polimorficos, também
apresentam diferencas marcantes nos diferentes grupos étnicos (Parra et al., 2003).

A elucidacdo do passado histérico da populacdo atual do Brasil tem chamado
atencdo de pesquisadores de varios paises, uma vez que a histdria da colonizacdo das
Américas tem uma grande diversidade, desde o tipo de colonizacdo ao colonizador. O
Brasil tornou-se objeto de interesse de estudos genético-populacionais devido as
diferencas (fenotipica e social) verificadas entre as populacdes das cinco regides
geogréficas do pais, dando énfase ao Norte, Nordeste e ao Sul (Callegari-Jacques et al.,
1990).

Nos ultimos 50 anos, varios pesquisadores vém tentando quantificar a relativa
contribuicdo dos trés grupos étnicos formadores da populacdo atual brasileira. Sabe-se
que no Brasil indicadores de aparéncia fisica como cor de pele, cor dos olhos e tipo dos
cabelos tém relativamente pouca relagdo com a ascendéncia de cada pessoa (Callegari-
Jagues et al., 2003).

De acordo com o ultimo censo demogréafico (2000, IBGE), o Brasil possuia,
naquele ano, uma populacdo de 170 milhGes de habitantes, dos quais 91 milhdes se
classificaram como brancos (53,53%), 65 milhdes como pardos (38,23%), 10 milhdes
como pretos (5,88%), 761 mil como amarelos (0,5%), 734 mil como indigenas (0,43%)
e 2.505 mil como n&o declarantes (1,48%).

A populacdo do Sul do pais vem revelando a grande contribuicdo génica e
cultural dos colonizadores caucasianos europeus (90%), a populacdo das Regides Norte
e Nordeste mostrando a miscigenagdo ocorrida entre sua populagdo nativa, 0s
colonizadores europeus e os escravos trazidos da Africa. De acordo com um estudo

realizado por Grattapaglia e col. (2010) utilizando 28 marcadores informativos
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ancestrais como 0s SNPs (single-nucleotide polymorphism), o Nordeste encontra-se,
assim, constituido: 77,1% de Europeus, 14,4% de Africanos e 8,5% de Amerindios.
Comparando os resultados censitarios de 1991 e 2000, nota-se que em todo o
pais, aumentou a proporc¢do de pessoas que se declararam de cor preta (de 5%, em 1991,
para 6,2%, em 2000) e diminuiu a proporcdo de pardos (de 42,6%, em, 1991, para
39,1%, em 2000), o que pode ser um indicativo de mudanca nos padrbes de
identificacdo e de autoclassificagdo do brasileiro. Na Bahia, a mudanca foi mais intensa
e a proporcao de pessoas de cor preta subiu de 10, 2%, em 1991, para 13,1%, em 2000,
e a de pardos caiu de 69,3%, em 1991, para 62,5%, em 2000 (IBGE, 2000) (Figura 03).

6D,E|°.'"o 51J8°."’o 53,8%
50,0% 42,6%
39,1%
40,0%
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20,0%
10,0% 5.0% 8.2%
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0,0%,
branca parda pretos amarelos/
indigenas
W 1991 2000

Figura 03: Comparacao da distribui¢do da populacédo brasileira em percentuais, segundo
autoclassificacdo verificada nos anos de 1991 e 2000 (IBGE, 2000)

Os estudos realizados nas populacdes atuais fazendo inferéncias historicas levam
em considera¢do o polimorfismo genético oriundo de marcadores moleculares, como
microssatélites de autossomos e alossomos e outros sistemas genéticos como, por
exemplo, sistema de HLA, SNPs, mutacdo do gene ccr5A32 e polimorfismo protéico
(Sans, 2000).

Estudos genéticos realizados em habitantes de capitais nordestinas tém
confirmado a origem mestica desta populacdo. A contribuicdo de cada etnia varia de
capital para capital, sendo que a Européia é a principal, na maioria das regifes, e na
regido Nordeste, como um todo. Para a populagdo de Natal, a ancestralidade encontrada
foi 58% européia, 25% africana e 17% indigena (Callegari-Jacques et al., 2003). Para a
populacdo de Aracaju, 62% europeia, 34%africana e 4% indigena (Franco et al., 1982).

No caso de Sao Luis, a ancestralidade encontrada foi 42% européia, 19% africana e
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39% indigena (Ferreira et al.,2005). Em Salvador a ancestralidade predominante é
africana (49,2%), seguida pela européia (36,3%) e indigena (14,5%). O estudo também
concluiu que soteropolitanos que possuem sobrenome com conotacao religiosa tendem a
ter maior grau de ancestralidade africana (54,9%) e a pertencer a classes sociais menos
favorecidas (Machado et al., 2008). De acordo com outra pesquisa desenvolvida por
Sans (2000), para toda a populacdo nordestina, a ancestralidade estimada seria de 51%
européia, 36% africana e 13% indigena.

As frequéncias alélicas de diversos locos génicos e a contribuicdo genética dos
colonizadores a populacédo atual do Brasil e especificamente do Nordeste brasileiro tém
sido relatadas em diversas publica¢fes (Passos e Picanco, 1998; Arpini-Sampaio et al.
1999; Leboute et al., 1999; Corte-Real et al., 2000; Acceturi et al., 2000; Soares-Vieira
et al.,, 2002; Grimaldi et al., 2002; Munerato et al., 2003; De Pinho et al., 2004;
Gratapaglia et al., 2005; Conceicdo et al., 1987; Mauricio-da-Silva et al., 2000; Silva et
al., 2002; Silva et al., 2002; Silva et al., 2003; Santos et al., 2003; Nigam et al., 2004;
Dellalibera et al., 2004; Santos et al., 2004), reforcando a histéria da colonizagdo
ocorrida nesta regido, periodo em que grupos numerosos de europeus (holandés, francés
e principalmente portugués) se instalaram e viveram por um longo periodo de tempo no

Nordeste.

2.4 Sistemas Genéticos Utilizados

2.4.1 Microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats)

Os Microssatélites sdo os marcadores moleculares mais utilizados em genética
humana, ndo apenas na genética forense, diagndstico/prognostico de doencas ou
avaliacdo do sucesso de transplante, mas também para a caracterizacdo genética de
diferentes populagdes e para inferir a historia evolutiva do homem (Micka et al., 1996).
Esta ampla utilizagdo pode ser explicada pelo fato de que as STRs autossdmicas sdo
herdadas de ambos os progenitores e o material genético paterno e materno podem ser
recombinados durante a meiose, aumentando a variabilidade (Jobling et al., 1997).

As STRs autossdmicas tém muitas aplicacbes na historia evolutiva das
populagdes humanas. Em 1995, Goldstein e col. estimaram que a emigracdo dos
humanos do continente africano ocorreu ha aproximadamente 150.000 anos atras. Do
trabalho desenvolvido por Jorde e col. (1997) foi possivel detectar um significativo
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aumento na diversidade genética em populagdes africanas em relacdo as asiaticas e
européias. Reich e Goldstein (1998) detectaram sinais de expansdo humana em
populacbes africanas no periodo Paleolitico, servindo para dar suporte a teoria de
origem do homem moderno na Africa. A estrutura genética de populagdes humanas em
nivel global foi estudada por Rosenberg e col. (2002). Estes autores observaram que
diferengas dentro de populagbes contribuiram para 93-95% da variacdo genética,
enquanto diferencas entre grupos constituiram de 3-5% da variacao total.

Analises filogenéticas em varias populacdes humanas foram realizadas por
intermédio das STRs (Bowcock et al.,1994; Jorde et al.,1995; Deka et al.,1995;
Zhivotovsky et al., 2003). Os resultados de diversos estudos que descrevem as
frequéncias alélicas em populagdes de varios paises quanto aos locos de microssatélites
autossémico e alossémico, mostram que alelos como o0 8 do loco TPOX e 0 23 e 24 do
loco DYS390 sdo freqiientes em populacdes da Europa, Asia, Africa, Oceania e
América (Huang et al., 1995; Rostedt et al., 1996; Budowle et al., 1997; Kayser et al.,
1997; Pérez-Lezaun et al., 1997; Garofano et al., 1998; Lins et al.,1998; Poltl et al.,
1998; Pu et al., 1999; Pérez-Lezaun et al.,2000; Miscicka-silwka et al., 2001; Alves et
al., 2003; Leat et al., 2004; Martin et al., 2004; Pablo et al.,2004; Alves et al., 2005;
Dobashi et al., 2005; Pacheco et al., 2005; Rosa et al., 2005). Por outro lado, alelos
como 0 6 do loco TPOX, o 7 do CSF1PO, o 20 do DYS390 e os alelos 14 e 15 do
DYS392 sdo encontrados em populacBes africanas e estdo ausentes em populacdes
européias, amerindias e asiaticas (Kayser et al., 1997; Garofano et al., 1998; Lins et
al.,1998; Poltl et al., 1998; Pu et al., 1999; Perez-Lezaun et al.,2000; Alves et al., 2003;
Leat et al., 2004; Martin et al., 2004; Alves et al., 2005; Dobashi et al., 2005; Pacheco
et al.,, 2005; Rosa et al., 2005). Estes resultados indicam que as STRs sdo uma
ferramenta muito util para a inferéncia de relacdes evolutivas e da historia demografica
de populacGes humanas (Rosenberg et al., 2002).

No Nordeste brasileiro, alguns estudos visando a construcdo de banco de dados
sobre o polimorfismo de STRs autossdmicas foram realizados nas populagdes dos
Estados do Piaui, Alagoas, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia e Paraiba (Silva et
al., 2002; Silva et al., 2002; Silva et al., 2003; Dellalibera et al., 2004; Santos et al.,
2004; Gomes et al., 2007). Os resultados demonstraram que o alelo 7 do loco CSF1PO,
muito frequente em africanos, apresentou uma baixa frequéncia nessas 6 populacfes
estudadas, reforcando a idéia da miscigenacdo ocorrida na formacdo da populacéo

nordestina brasileira.
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2.4.2 O Alelo ccr5-432

O gene CMKBR5, atualmente designado ccr5, esté localizado no cromossomo 3
p21.3 humano. Este gene é responsavel pela codificagdo de uma proteina
transmembranica (CCR5), que é um importante receptor da B-quimiocina 5 (Samson et
al., 1996). Nas ultimas décadas, varios grupos publicaram resultados de pesquisas que
demonstravam o receptor B-quimiocina 5 como o principal co-receptor no processo de
invasdo de células como macréfagos e linfocitos T pelo virus HIV-1 m-trépico
(Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996). Uma
delecdo de 32 pares de bases (pb) no gene ccr5, resultando no alelo ccr5A32, poderia
conferir protecdo contra a infeccdo pelo HIV (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996;
Samson et al., 1996), explicando o motivo pelo qual alguns individuos permaneciam
ndo infectados mesmo apds contato direto com pessoas infectadas (DeGruttola et al.,
1989; Detels et al., 1994; Paxton et al., 1996). Esses estudos reportam a auséncia de
homozigotos ccr5A32 entre os individuos infectados, uma frequéncia elevada de
homozigotos entre os individuos expostos, mas ndo infectados.

Segundo Carrington e col. (1997), além da delecdo A32, dezesseis novos alelos
para o gene ccr5 foram identificados, sendo uma delecdo de trés pares de bases na
posicao 228 (228AK) e quinze mutacdes de ponto — dentre estas, 12 causaram alteracdes
nas seqliéncias de aminodcidos e trés foram sindnimas. As frequéncias observadas das
variantes foram baixas entre os individuos analisados e ndo houve nenhum homozigoto
para qualquer uma delas (Carrington et al, 1999). Em um individuo heterozigoto para o
alelo ccr5A32 foi encontrado uma mutacdo que provocou a substituicdo de uma timina
por uma adenina na posicdo 303 (m303). A mutacdo m303 é responsavel pela
introducdo de um stop cdédon prematuro na traducdo do gene ccr5 e evita a expressao do
receptor CCR5 na superficie celular (Quillent et al., 1998).

Uma nova variante do gene ccr5 foi encontrada em uma populagéo vietnamita.
Em uma amostragem de 296 usuarios de drogas intravenosas, havia um portador
heterozigoto para uma mutacdo na posicdo 178 do segundo dominio extracelular do
ccr5, onde uma cisteina (TGC) foi trocada por uma arginina (CGC). De acordo com o
estudo o HIV-1 ndo conseguiu ligar-se a célula, garantindo-lhe protecéo parcial contra o
mesmo (Magierowska et al., 1999). Em 2007, num estudo envolvendo transmisséo do

HIV entre mées e seus filhos, foi descrito uma delecdo de 24 pares de bases na regido
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codificadora do ccr5 (hcer5A24) na populacgdo de Kigali, capital da Ruanda (Masquelier
et al., 2007).

Diversos estudos populacionais indicam que o alelo ccr5A32 é resultado de um
evento mutacional dnico devido a alta frequéncia desse alelo em populagdes
caucasianas (10%) (Dean et al., 1996; Samson et al., 1996; Martinson et al., 1997,
Libert et al., 1998), sua quase auséncia (2 a 5%) em populacdes da Asia, do Oriente
Médio e sua baixa frequéncia (Oa 1%) em populacbes africanas e amerindias (Dean et
al., 1996; Martinson et al., 1997; Lebout et al., 1999). Estes fatores indicam que a
mutacdo teria ocorrido uma Unica vez ap0s a divergéncia entre caucasianos e Seus
ancestrais africanos (Dean et al., 1996; O"Brien e Dean, 1997; Stephens et al., 1998).
Baseado na observacdo de que as maiores frequéncias do ccr5A32 encontram-se nos
paises nordicos e vdo diminuindo gradualmente em direcdo ao Sul da Europa, Lucotte
(2001) sugeriu que a mutacdo provavelmente surgiu em um dos povos escandinavos e
se espalhou pela Europa através da dispersdo dos Vikings, uma vez que eles
conquistaram vastos territorios em todo o continente entre o seculo VII e X, chegando
até mesmo ao extremo leste onde fundaram o Estado Russo (Lucotte et al., 2003;
Novembre et al., 2005).

A distribuicdo global do alelo ccr5-A32 tem apresentado uma ampla variacéo
entre as diferentes populacGes, fato que o tornou alvo de estudos na epidemiologia,
infectologia, imunogenética e na genética de populagdes (Galvani et al., 2005). O alelo
mutante possui uma frequéncia aproximada de 10% em caucasianos e esta ausente em
populacdes negras e japonesas (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996). Em estudos com
populacdes do sudeste brasileiro, a frequéncia para a mutagéo ¢é 3,5% (Passos e Picanco,
1998; Munerato, 2003) e 6,5%, em média, no Sul do pais onde a contribuicdo européia
na formacgdo das populagdes seria maior (Grimaldi et al., 2002; Chies et al., 2003;
Vargas et al., 2006; Brajdo de Oliveira et al., 2007; Boldt et al., 2009). Nenhum
amerindio brasileiro foi, até o momento, identificado como portador da mutagdo
(Lebout et al., 1999; De Pinho Lott et al., 2004; Boldt et al., 2009).
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2.5 Dados da Literatura sobre os Sistemas Genéticos Utilizados na Analise da
Populagéo Brasileira

As proporgdes da ancestralidade genética em varias amostras da populagdo
brasileira tém sido amplamente investigadas usando marcadores hereditarios parentais,
como o polimorfismo do DNA mitocondrial e do cromossomo Y, bem como
marcadores de STRs autossomicas (Callegari-Jacques et al., 2003). Alguns estudos tém
utilizado Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIM), como o0os SNPs e
polimorfismo de insercdo/delecdo para estimar a ancestralidade genética na populacao
brasileira (Grattapaglia et al., 2010).

H& uma unanimidade geral apresentada a partir desses estudos, que a
ancestralidade genética detectada na populacéo brasileira, principalmente a nordestina, é
muito heterogenia, correspondendo aos fatos historicos documentados da colonizagédo
(Grattapaglia et al., 2010). De acordo com o trabalho utilizando marcadores SNPs de
Grattapaglia e col. (2010), mais da metade da amostra de nordestinos (19,2%) tiveram
uma descendéncia européia predominante (> 0,900).

Callegari-Jacques e col. (2003) desenvolveram um trabalho utilizando as
frequiéncias alélicas de 12 locos de STRs autossdmicas em populac6es brasileiras com o
objetivo de avaliar o grau de contribuicdo génica dos europeus, africanos e dos
amerindios. O inicio da pesquisa se deveu ao fato de acharem que iriam encontrar mais
influéncias africanas e amerindias nas regides norte e nordeste do que na regido sul. Os
resultados da analise demonstraram ndo haver grandes diferencas entre as duas regides
tendo sido observado um gradiente de contribui¢do européia de norte para sul, como o
esperado, porém as diferencas entre as regides foram minimas. Por fim, concluiram que
o fluxo de genes africanos aparentemente foi constante ao longo dos séculos, enquanto
que a contribuicdo amerindia para o patriménio genético provavelmente ocorreu no

momento da chegada dos europeus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Obtencédo da Amostra

A amostra estd constituida por 3.079 individuos dos nove Estados do Nordeste
brasileiro (Tabela 03) néo aparentados, todos doadores de sangue de hemocentros, com
excecdo da amostra de Pernambuco que foi proveniente de casos de Paternidade do
Laboratdrio de Genética Molecular Humana — LGMH/UFPE. De todos os individuos da
amostra foram obtidos 5ml de sangue venoso utilizando o anticoagulante ACD (Acido
Citrico 0,038M; Citrato de Sodio Tribasico 0,075M; Dextrose 0,0133M), mediante

consentimento informado.

Tabela 01— Ndmero de individuos analisados distribuidos por Estado e os respectivos

Hemocentros onde as amostras foram obtidas.

ESTADO AEMOCENTROS NUMERO DA AMOSTRA
(Siglas)

Maranhéo HEMOMAR 304
Piaui HEMOPI 294
Ceara HEMOCE 305

Rio Grande do Norte HEMONORTE 503
Paraiba HEMOIBA 241
Pernambuco”  -——-- 574
Alagoas HEMOAL 300
Sergipe HEMOSE 303

Bahia HEMOBA 255

*Amostra proveniente dos Testes de Investigacdo de Paternidade do Laboratdrio de Genética Molecular Humana da
Universidade Federal de Pernambuco (LGMH- UFPE)

3.2 - Extracéo do DNA Genodmico

O DNA foi extraido pelo método rapido de Mini Salting Out que envolve
digestdo com proteinase K (Miller et al., 1988). A razdo (1.8) e a concentragéo
(100ng/ul) da solucéo obtida determinadas por espectrofotometria UV. Desta solugéo

foram utilizados 2ul de cada individuo para a PCR.
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3.3 - Amplificacdo do DNA

#* STRs
A andlise das STRs foi realizada de acordo com o manual da Promega
Corporation para os locos CTTV (CSF1PO, TPOX, THO1, vWA), STRIII (D16S359,
D7S820, D13S317) e os Monoplex F13A01, F13B, FESFPS, D3S317, D12S391, LPL
e PENTA E (Promega Corporation, Madison, WI). Para o Triplex (D18S51, D21S11,
D8S1179) e 0 Monoplex FGA seguiu o protocolo descrito em Dellalibera et al. (2004).

# ccrb

A seqléncia parcial do gene ccr5 foi amplificada utilizando primers com
seqliéncia 5’-ATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTCTC-3’ e 3—
AGTAGCAGATGACACTGACAAGCAGCGGCAG-5’(Passos e Picango, 1998). A
PCR foi realizada nas seguintes condicdes: 94°C por 5 minutos, 1 ciclo; 94°C por 30
segundos e 70°C por 30 segundos, 30 ciclos, com um acréscimo de 1 segundo na
temperatura de extensdo para cada ciclo. O DNA genoémico foi amplificado em um
volume total de 23 pl contendo tampéo (100 mM Tris-HCI; pH 8.8, 50mM KCI), 50
mM MgCl,, 10 mM de cada DNTP, 1 U Taqg Polymerase ; 2 ul DNA genémico e

25pmol de cada primer.

3.4 - Eletroforese

Os produtos amplificados foram separados em gel vertical de poliacrilamida
desnaturante a 6%, contendo uréia 7M e TBE 10x (Tris-Borato-EDTA). A eletroforese
foi realizada com aplicacdo de 2.000V durante 90 minutos a temperatura ambiente,
utilizando sequienciador manual Hoefer SQ3 Sequencer (Hoefer Pharmacia Biotech, S&o
Francisco, CA). Em seguida os géis foram submetidos a impregnacdo com Nitrato de
Prata e as bandas visualizadas apés a utilizagdo da solucdo reveladora (Na,COs,
Tiossulfato Sddico, Formaldeido 37%). Os produtos amplificados do gene ccr5
apresentaram tamanhos de 193 pb e 161 pb, para o alelo normal e mutante A32,
respectivamente. Em ambos os sistemas, STRs e ccr5, os alelos foram identificados por
comparagdo de tamanho com marcadores de peso molecular ou usando escada alélica

especifica, aplicados na mesma corrida.
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3.5 - Andlise Estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco de STR, para cada populacéo,
foram calculadas através do programa PowerStat V12 (Tereba, 1999). As frequéncias
alélicas e génicas do gene ccr5 foram calculadas por contagem direta. A verificacdo do
equilibrio de Hardy-Weinberg foi feita através do teste de Qui-quadrado (STRS) e teste
exato de Fisher (ccrb) utilizando o Software GDA (Genetic Data Analysis), tendo sido o
mesmo Software também utilizado para a analise comparativa de diferenciacdo entre as
populacbes (Fst) (Lewis e Zaykin, 2002). O calculo da distancia genética entre as
populacdes (Nei et al, 1983) e a construcdo do dendograma foi realizado com a
utilizacdo do Software DISPAN (Ota, 1993).
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RESUMO

Os locos de microssatélites (STRs) sdo marcadores moleculares que se caracterizam por
altos niveis de heterozigosidade, disperséo uniforme e possibilidade de genotipagem por
métodos rapidos e simples. Devido a estas caracteristicas, as STRs tém sido amplamente
utilizadas em genética de populacdes, estudos evolutivos e analises forenses. Foram
analisados os locos CSF1PO, D3S317, D7S820, D8S1179, D12S391, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11, F13A;, F13B, FESFPS, FGA, LPL, PENTA E, TPOX,
THO1 e VWA que apresentaram com maior freqiiéncia os alelos 12(0,304), 15 (0,377),
10(0,246), 18(0,211), 11(0,302), 11(0,279), 11(0,279), 16(0,188), 30(0,257),
7(0,231),10(0,353), 12(0,370), 24(0,155), o 10 (0,451) para o LPL, o 12(0,149) para
0 PENTA E, o 8(0,429) para o TPOX, o 7(0,295), e 16(0,314), respectivamente. Os
dados mostraram que a populacdo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg
(P>0.05). Baseado na heterozigosidade (H), no contetudo de polimorfismo (PIC), no
poder de discriminacdo (PD) e no poder de exclusdo (PE) calculados os locos D18S51
(0, 870, 85,1%, 0, 970 e 0, 698, respectivamente) e PENTA E (0,920, 84,5%, 0,985 e
0,686, respectivamente) foram os mais informativos. Os altos valores dos parametros
forenses encontrados mostram a eficacia dos locos estudados para utilizacdo em
investigacOes de paternidade e identificacdo de individuos na populacdo do Estado do
Maranhao.

Palavras-Chaves: Polimorfismo Genético; STRs; Nordeste do Brasil
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POPULAGCAO: 304 individuos nfo aparentados, doadores de sangue do Hemocentro
do Maranhdo (HEMOMAR). De todos os individuos da amostra foram obtidos 5ml de
sangue venoso utilizando o anticoagulante ACD (Acido Citrico 0.038M; Citrato de
Sodio Tribasico 0.075M; Dextrose 0.0133M), mediante consentimento informado por

escrito.

EXTRACAO DO DNA: O DNA foi obtido de células sanguineas mononucleares

utilizando o método de Mini Salting Out de acordo com Miller et al. [1].

AMPLIFICACAO: A amplificagio das amostras de DNA foi realizada utilizando 2pl
de solucdo de DNA a 100ng/microlitro, 25 pM de cada primer, 200uM de cada dNTP,
0,25U de Taqg DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo seguiram o manual da
Promega Corporation- instructions using Gene Print Silver Stain Short Tandem Repeats
(STR) Systems, para os locos CTTV (CSF1PO, TPOX, THO01, vWA), STRIII
(D16S359, D7S820, D13S317), D3S1358, D12S391, F13A01, F13B, LPL, FESFPS,
FGA e Penta E (Promega Corporation, Madison, WI). Para os locos D18S51, D21S11,

D8S1179 a amplificacdo seguiu o protocolo descrito por Dellalibera et al [ 2].

GENOTIPAGEM: Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese vertical
e separados em gel de poliacrilamida a 6% desnaturante utilizando o sequenciador
manual Hoefer SQ3 Sequencer (Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco, CA). Em
seguida os géis foram submetidos a impregnacdo com Nitrato de Prata e as bandas
visualizadas apds a utilizacdo da solucdo reveladora (Na,COs, Tiossulfato Sdédico,
Formaldeido 37%). Os alelos foram identificados por comparacdo de tamanho com

marcadores de peso molecular e escada alélica especifica, aplicados na mesma corrida.

RESULTADOS: Ver tabela 01

ANALISE DOS DADOS: As frequéncias alélicas, o Contelido de Informacio de
Polimorfismo (PIC), Poder de Discriminagdo (PD), o Poder de Excluséo (PE) e o
percentual de Heterozigotos (H%), foram calculados, loco por loco, utilizando o
software PowerStats V12 [3]. O programa GDA [4] foi utilizado para verificagédo do

Equilibrio de Hardy-Weinberg através do Teste Exato de Fisher. Para o célculo da
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distancia genética e a construcdo dos dendogramas foi utilizado o programa DISPAN

[5].

ACESSO AOS DADOS: solicitar permisséo a rosildaufpe@gmail.com

OUTRAS CONSIDERACOES: A figura 1 mostra uma comparagio de distancia
genética da populagéo estudada com outras popula¢des do Nordeste brasileiro [2, 6-10 ],
utilizando a populacdo do Rio de Janeiro como out group [11]. Os locos TPOX,
HUMTHO1, D7S820 e D13S317 foram os locos comuns as oito populagdes e utilizados
para a construcdo do dendograma. As distancias genéticas calculadas comparando a
populagcdo do Maranhdo com as demais populagdes do Nordeste brasileiro variaram de
0.0035 (Alagoas) a 0.0094 (Bahia) o que nos permite dizer que ha grande similaridade
genética entre elas. Quando essa comparacdo € feita com populacbes brasileiras de
outras Regibes como a realizada entre Maranhdo e o Rio de Janeiro, Estado localizado
na Regido Sudeste do Brasil, nota-se uma menor similaridade (distancia de 0.0321).

R.NORTE
PARAIEA
PERNAMBUCO

ALAGOAS
LI: .
PIAUI

BAHIA

R.JANEIRO
Figura 01 Dendograma construido de acordo com o programa DISPAN pelo
método UPGMA utilizando as distancias genéticas calculadas a partir das
frequéncias alélicas apresentadas por locos de STRs na populacdo do
Maranh&o e em outras populacdes do Nordeste do Brasil, usando o R. Janeiro

(regido do Sudeste do Brasil) como out group. R.Norte = Rio Grande do Norte; R.
Janeiro = Rio de Janeiro
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Tabela 1 — Frequéncia alélica de 18 locos de STRs em 304 individuos doadores de sangue da populacéo do Estado Maranhdo, Nordeste do Brasil

ALELO CSF1PO D3S1358 D7S820 D8S1179 D12S391 D13S317 D16S539 D18S51 D21S11 F13A; F13B FES FGA LPL PENTAE THO1 TPOX VWA
3.2 0.164

4 0.079
5 0.225 0.075
6 0.008 0.198 0.190 0.007 0.206 0.013
7 0.018 0.018 0.002 0.231 0.051 0.007 0.117 0.295 0.010
8 0.046 0.142 0.003 0.078 0.008 0.043 0.137 0.011 0.064 0.137 0.429
9 0.021 0.097 0.013 0.116 0.208 0.264 0.011 0.066 0.025 0.160 0.112

9.3 0.249 0.200
Figura 02 - Dendograma construido de acordo com o programa MEGA 3.1 8-882 8-5?2 8-‘2‘% 8-88; 0.002 8-2‘153 0,002
utlllzanqo as distancias genéticas a partir das freque~nC|as _alel!cas nas 0016 0002 0.370 0997 0149 0,050  0.005
populacdes do Nordeste do Brasil e nas populacdes historicamente 0.010 0.088 0.035 0.110 0.002
consideradas parentais. 0.015 0.004 0.003 0.055 0.007
15 u.uuz U371/ U.132 U.U4b u.uuz v.uuZ U.1bb 0.015 0.002 0.085 0.053
16 0.238 0.031 0.102 0.188 0.003 0.003 0.031 0.109
17 0.164 0.005 0.192 0.127 0.023 0.314
18 0.089 0.201 0.102 0.016 0.028 0.262
19 0.010 0.175 0.073 0.091 0.017 0.183
20 0.090 0.059 0.077 0.007 0.051
21 0.056 0.030 0.146 0.003 0.013
22 0.056 0.012 0.145 0.002 0.002
23 0.025 0.007 0.152

24 0.008 0.155

25 0.003 0.146

26 0.005 0.052

27 0.035 0.007

28 0.135 0.002

29 0.219 0.003

30 0.257 0.003

30.2 0.026

31 0.078 0.002

31.2 0.084

32 0.010

322 0.099

33 0.013

33.2 0.030

34 0.005

35 0.007

36 0.002
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Tabela 1 — Frequéncia alélica de 18 locos de STRs em 304 individuos doadores de sangue da populacéo do Estado Maranhdo, Nordeste do Brasil ( continuagao)

ALELO CSFIPO D3S1358 D7S820 D8S1179 D12S391 D13S317 D16S539 D18S51 D21S11 F13A; F13B FES FGA LPL  PENTAE THO01 TPOX VWA
N 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608 608
PD 0.906 0.906 0.929 0.936 0.963 0.928 0.921 0.970 0956 0.940 0.893 0.870 0.969 0.842 0.985 0.918 0.865 0.917
PE 0.475 0.534 0.640 0.646 0.661 0.531 0.590 0.698 0.603 0.642 0.508 0.473 0.623 0.521 0.686 0.634 0.383 0.508
PIC 0.720 0.720 0.770 0.780 0.840 0.760 0.760 0.870 0.830 0.800 0.710 0.670 0.860 0.650 0.920 0.750 0.650 0.750
H(%) 72.9 76.4 82.2 82.5 83.3 76.2 79.5 85.1 80.2 823 749 728 813 757 84.5 818 670 749

N = Ndmero de cromossomos; PD = Poder de Discriminacdo; PE = Poder de Exclusdo; PIC = Conteldo de Polimorfismo; H(%) = Percentagem de Heterozigotos
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RESUMO

Achados recentes mostram o alelo ccr5-A32 como excelente marcador de origem
européia. Sua frequéncia foi analisada nas 9 populacdes da Regido Nordeste do Brasil,
historicamente resultantes da miscigenagdo entre europeus, africanos e amerindios. A
frequiéncia desse alelo variou de 0,0214 (Maranhdo) a 0,0626 (Rio Grande do Norte)
tendo, neste Gltimo Estado, apresentado seu maior valor que € proximo ao das
populacdes de Portugal (0, 0578), da Franca (0, 0917) e da Holanda (0, 1002)
consideradas as populacdes européias presentes no Brasil no periodo colonial.
Palavras-Chaves: Alelo ccr5-A32; Marcadores genéticos; Polimorfismo; Nordeste do
Brasil
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A populacdo atual do Nordeste brasileiro, segundo relatos historicos, é fruto de
uma grande miscigenacdo entre portugueses, holandeses, franceses, espanhois, africanos
e amerindios durante o processo de colonizagdo, o que resultou em grande diversidade
génica. A distribuicdo global do alelo mutante ccr5-A32 tem apresentado uma ampla
variacdo, sendo encontrado em populacdes européias com uma frequéncia de
aproximadamente 10% (Dean et al., 1996), frequéncias entre 2 a 5% em populacdes
no Oriente Médio e no territério Indiano e uma frequéncia muito baixa (0 a 1%) entre
africanos, japoneses e amerindios (Grimaldi et al., 2002; Chies et al., 2003). Esses
dados indicam que o alelo ccr5-A32 é um excelente marcador genético-molecular em
estudos populacionais, evolutivos e antropoldgicos. Neste contexto, o presente estudo

determinou a frequéncia do alelo ccr5-A32 na populag¢do dos nove Estados do Nordeste
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do Brasil, objetivando caracterizar estas populacdes quanto a contribuicdo genética
européia na sua formacao.

A amostra esta constituida de 3.334 individuos, ndo aparentados, dos nove Estados
do Nordeste brasileiro, todos doadores de sangue de hemocentros, exceto a amostra da
populacdo do Estado de Pernambuco que foi proveniente de casos de Paternidade do
Laboratorio de Genética Molecular Humana — LGMH/UFPE. A coleta sé foi realizada
apos o preenchimento do termo de consentimento informado. O DNA foi extraido pelo
método rapido de Mini Salting Out (Miller et al., 1988). A sequéncia parcial do gene
ccr5 foi amplificada pelo método de PCR utilizando primers especificos descrito por
Passos e Picanco (1998). Os produtos amplificados foram detectados em gel vertical de
PAGE a 6%, revelado por impregnacdo com nitrato de prata e solucdo reveladora
(Na,COs3, Tiossulfato Sédico, Formaldeido 37%). Os alelos foram identificados por
comparacdo de tamanho com marcadores de peso molecular, aplicados na mesma
corrida. Os produtos amplificados apresentaram tamanhos de 193pb e 161pb, alelo
normal e mutante A32, respectivamente.

As nove populacdes do nordeste brasileiro se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg usando o Teste Exato de Fisher (Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa
nas frequéncias observadas do alelo ccr5-A32 entre as populacdes estudadas (Fst =
0.003425), tendo sido entdo consideradas para as demais compara¢Ges como uma unica
populacdo denominada Nordeste. A menor frequéncia de ccr5-A32 foi encontrada na
amostra do Estado do Maranhdo (0.0214), enquanto que o Estado do Rio Grande do
Norte apresentou a maior frequéncia (0.0626) (Tabela 1). Este fato pode ser explicado
pelo periodo de permanéncia das populacGes Francesa e Holandesa na época da
colonizacdo, pois segundo dados histéricos, no Maranhdo a permanéncia dos Franceses
e Holandeses foi de apenas trés anos, enquanto que no Rio Grande do Norte os
franceses permaneceram por 64 anos e os holandeses por 21 anos. Nas amostras dos
Estados do Maranhéo (MA), Ceara (CE), Paraiba (PB), Alagoas (AL) e Bahia (BA) néo
foi observado nenhum individuo homozigoto para a mutacdo. As diferengas genéticas
entre as populagdes ndo foram significativas. Quando comparamos as freqiiéncias
alélicas encontradas nas popula¢des nordestinas com as daquelas que, segundo dados
historicos, por intercruzamentos lhes deram origem (portugueses, espanhdis, franceses,
holandeses, africanos e amerindios), observa-se que elas ndo diferem significativamente
(Fst = 0.008784). Na Figura 1 podemos verificar que os africanos (Martinson et al.,

1997) estdo geneticamente mais distantes das populagbes nordestinas do que os
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europeus. Verifica-se também que a populacdo do MA forma um agrupamento com 0s
amerindios (Mangano et al., 2001) (0.0003) indicando uma maior proximidade genética
com essa etnia do que as demais popula¢fes do Nordeste. Pela distancia genética,
Portugal ( Libbert et al., 1998)estd mais proximo do RN (0.0003) do que das demais
populacdes nordestinas e as populacdes da Espanha, Franca e Holanda ( Lucotte et al.,
2003) formam um agrupamento que mostra maior proximidade com a do RN,

confirmando a contribui¢do maior de caucasianos nesse ultimo Estado.
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TABELA 1 — Frequéncias genotipicas e dos alelos do gene ccr5 (ccr5 e ccr5A32) nas
nove populacdes do Nordeste Brasileiro.

Populacdo Amostra Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica Valor P
ccrS/cerS cer5/A32  A32/A32 ccrd ccr5A32
MA 304 0.9572 0.0427 - 0.9786  0.0214 1.0000
Pl 204 0.9117 0.0833 0.0049 0.9534  0.0466 0.2065
CE 305 0.9245 0.0754 - 0.9623  0.0377 1.0000
RN 503 0.8807 0.1133 0.0059 0.9374  0.0626 0.4090
PB 241 0.9128 0.0871  --------- 0.9564  0.0436 1.0000
PE 919 0.9075 0.0892 0.0032 0.9521  0.0478 0.5059
AL 300 0.9400 0.0600  --------- 0.9700  0.0300 1.0000
SE 303 0.9372 0.0627 0.0033 0.9686  0.0314 0.3431
BA 255 0.9333 0.0666  --------- 0.9666  0.0333 1.0000
NE 3334 0.9578 0.0002 0.0424 0.9576  0.0424 0.4010
~ Bahiaz
B
Fio Grande do Morse

Figura 1 — Dendograma construido de acordo com o software DISPAN usando o
método UPGMA a partir das distancias genéticas encontradas entre as freqiiéncias do
alelo ccr5-A32 nos nove Estados do Nordeste brasileiro e comparadas com as descritas
nas populacdes historicamente consideradas parentais.
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6. CONCLUSAO

1. Os dados sobre o polimorfismo de STRs em 7 das 9 populacdes da Regido Nordeste
do Brasil ( populaces do Ceara e Sergipe ainda ndo analisadas), indicam similaridade
genética entre elas: menor distancia genética entre PE e AL (0.0023) e maior entre MA
e BA (0.0085). Essa similaridade € menor quando comparamos as populacdes
nordestinas com a do Rio de Janeiro (RJ) - menor distancia com PB-0.0540 e maior com
Pl- 0.061- e com a do Mato Grosso do Sul (MS) - menor distancia com AL-0.0517 e
maior com PI -0,644- . Ainda considerando os valores das distancias genéticas, quando
comparamos as citadas populacfes brasileiras com aquelas consideradas parentais
encontramos no NE: menor distancia Espanha — BA (0.1113) e maior Espanha — MA
(0.1338); menor distancia Portugal — Pl (0.12830) e maior Portugal — MA (0.1534);
menor distancia Africa — BA (0.0357) e maior Africa — MA (0.0459). Nas outras
Regides brasileiras, encontramos as distancias Espanha — RJ (0.1692) e Espanha — MS
(0.1711); Portugal — RJ (0.1878) e Portugal — MS (0.2077); Africa — RJ (0.0700) e
Africa — MS (0.0875). Esses dados reforcam a idéia de que a populacdo brasileira
resultou do intercruzamento, principalmente, entre europeus e africanos e que a
contribuicdo de cada um desses povos variou discretamente entre as populacdes atuais

das diferentes Regibes geograficas (Apéndice 01).

2. O alelo mutante ccr5A32 ¢ considerado um excelente marcador da presenca de gene
de origem européia devido as grandes diferencas de sua freqliéncia nos grandes grupos
étnicos; os dados das distancias genéticas aqui apresentados para as 9 populacdes do
Nordeste brasileiro nos permitem a seguinte aproximacdo: a contribuicdo africana €
quase inexistente, a amerindia € mais clara no MA e a contribuicdo européia é mais
evidente no RN onde o citado alelo mostrou freqiiéncia muito proxima daquela
encontrada em Portugal (0,0626 e 0,0578, respectivamente), seguida pela proximidade
com a da Espanha (0,0836), da Franca (0,0917) e da Holanda (0,1002). (Apéndices 2 e
3)

3. O grande polimorfismo apresentado pelos locos de STRs mostrou-se mais Util e,
atualmente, é ferramenta indispensavel na area da genética forense e de identificacdo de

individuos do que em estudos evolutivos e/ou antropoldgicos porque, suas altas taxas
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de mutacdo refletem divergéncias recentes ndo sendo, portanto, adequadas para
inferéncias evolutivas antigas. Além disso, por se tratar de genes ndo traduzidos, as
mutacdes nesses locos ndo correspondem, necessariamente, a alteragdo de funcdo nos

organismos ndo tendo significado no processo evolutivo.
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m Introduction

Types of paper

1. Original Research Papers (Regular Papers)

2. Review Articles

3. Letters to the Editor

4. Case Reports

5. Book Reviews

6. Forensic Population Genetics (Original Paper, Short Communication or Letter to the
Editor)

7. Rapid Communications

Case Reports will be accepted only if they contain some important new information for the
readers.

Forensic Population Genetics manuscripts can be submitted using three types of formats:

Forensic Population Genetics - Original paper: In this section full length papers on relevant
population genetics issues of forensic interest will be considered for publication. The data
should be original, the population genetic analysis must be of the highest quality and the
data should have forensic relevance beyond the scope of simply reporting allele or
haplotype frequencies.
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Forensic Population Genetics - Short communication (former "Announcement of
population data"): Understanding that both the quality of population data and the
relevance of results are crucial short communications should be submitted in table format.
Population data are required to be downloaded as supplementary files (see Preparation of
supplementary data).

Forensic Population Genetics - Letter to the editor: If the relevance of the data is not
sufficient for an original paper or a short communication, but still worthy of an
announcement, the editors can invite authors to submit a letter to the editor. In this case
the manuscript must be written in the form of a short letter to the editor summarizing the
relevant information while the frequency data must be provided as an electronic
supplement, e.g. a spreadsheet table, for online publication in the electronic repository of
the journal.

All Forensic Population Genetics papers should always contain information on the
description of the population, ethical requirements and quality control. For mtDNA DNA
papers, previous acceptance of the dataset in EMPOP (z+ http://www.empop.org) is
required, for YSTR and YSNP data previous inclusion of the data in the YSTR/YSNP database
(=+ http://www.yhrd.org) is required. For specific information on requirements and
procedures of Forensic Population Genetics papers, see the editorial: Publication of
population data for forensic purposes (Forensic Sci. Int. Genet. 4 (2010) 145-147).

Rapid Communications should describe work of significant interest, whose impact would
suffer if publication were not expedited. They should not be longer than 5 printed journal
pages. Authors may suggest that their work is treated as a Rapid Communication, but the
final decision on whether it is suitable as such will be taken by the Editor. Rapid
Communications requiring revision should be resubmitted as a new submission.

Contact details for submission
Authors should send queries concerning the submission process or journal procedures to

AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their manuscript within the
review procedure using Elsevier Editorial System.

Page charges

This journal has no page charges.

g Before You Begin

Ethics in Publishing

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see
=+http://www.elsevier.com/publishingethics and
=+http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.
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Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code
of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans =+http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EC Directive
86/609/EEC for animal experiments
=+http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation en.htm; Uniform
Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals z+http://www.icmje.org.
This must be stated at an appropriate point in the article.

Conflict of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organisations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. See also
=+http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it
is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all
authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried
out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere including electronically in the
same form, in English or in any other language, without the written consent of the copyright-
holder.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see
=+http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or
a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations (please consult =+http://www.elsevier.com/permissions). If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
=+http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights
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As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are
referred to: z+http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
report; and in the decision to submit the paper for publication. If the funding source(s) had
no such involvement then this should be stated. Please see
=+http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing
agreements and policies please visit m+http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who require information about language editing and copyediting
services pre- and post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageediting
or our customer support site at http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision,
takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via =+http://www.ees.elsevier.com/fsigen.

Additional information

Please note that articles that are sent to the author for revision need to be returned within
four months. A reminder will be sent in the third month. Any articles that are sent after the
fourth month period of revision will be considered a re-submission.

u Preparation
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Article structure

Manuscripts in general should be organized in the following order:
- Title (should be clear, descriptive and not too long)

- Name(s) of author(s)

- Abstract, which should be clear, descriptive and not longer than 400 words
- Keywords, normally 3-6 items

- Introduction

- Material studied, methods, techniques

- Results

- Discussion

- Conclusion

- Acknowledgments

- References

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and dffiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name, and,
if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.

 Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent address")
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Artwork

Electronic artwork

General points

¢ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

¢ Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.
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* Produce images near to the desired size of the printed version.
¢ Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
=rhttp://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save
as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office
applications please supply "as is".

Please do not:

¢ Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is
too low;

¢ Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,
you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the Web only. For
further information on the preparation of electronic artwork, please see
=+http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures
to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in
addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.
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References

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which
they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2000) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, third ed., Macmillan, New York, 1979.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
1999, pp. 281-304.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can
be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your
video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a maximum size of 10 MB. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: z+http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills'
with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your
video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
=+http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
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=+http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and
descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork
instruction pages at =+http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal's Editor for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

¢ Full postal address

¢ Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

¢ All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

¢ Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

» References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

¢ Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free
of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

¢ If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

u After Acceptance

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes.
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
they have not yet received their full bibliographic information. The correct format for citing a
DOl is shown as follows (example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are
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guaranteed never to change.
Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we
do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be
provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from
=+http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to
annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system
requirements are given at the Adobe site:
=+http://www.adobe.com/products/reader/systemreqs.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of
your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all
of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is
solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article
if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the
published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer
outlining the terms and conditions of use.

Author orders

When your article is published, you can commemorate your publication with printed author
copies of the journal issue, customized full-color posters, extra offprints, and more. Please
visit z+http://webshop.elsevier.com to learn more.

u Author Inquiries

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where
available) please visit this journal's homepage. You can track accepted articles at
=+http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an

56


http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html
http://www.adobe.com/products/reader/systemreqs
http://webshop.elsevier.com/
http://www.elsevier.com/trackarticle

article's status has changed. Also accessible from here is information on copyright,
frequently asked questions and more. Contact details for questions arising after acceptance
of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
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Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
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(color-blind users would then be able to distinguish the visual elements)
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Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be
printed or is more convenient in electronic form.

Submission

o Supply all supplementary material in standard file formats.

o Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

o To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
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Audio, Video, and Animations
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Text and Presentations

o Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-
term viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.
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8. APENDICES

APENDICE 01

— R.MORTE

— PARAIBA
PERHAMBUCO

{ ALAGOAS

L MARANHAO
L praul
L BanIA
AFRICA
R.JANEIRO
| MATO GROSSO SUL
| ESPANHA

' PORTUGAL

Figura 01 - Dendograma construido com o software DISPAN usando o método UPGMA
utilizando as distancias genéticas calculadas a partir das frequéncias alélicas apresentadas
por locos de STRs nas populactes do Nordeste do Brasil e nas populagdes historicamente
consideradas parentais.
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APENDICE 02

TABELA 01 - Comparagdo da frequéncia do alelo ccr5A32 na populagdo dos nove

Estados da Regido Nordeste do Brasil com a das populac6es colonizadoras.

Populacéo Amostra FreqgUéncia Alélica Referéncia
cerb cCcr5-A32
MARANHAO 304 0.9786 0.0214 Presente estudo
PIAUI 204 0.9534 0.0466 Presente estudo
CEARA 305 0.9623 0.0377 Presente estudo
RIO G NORTE 503 0.9374 0.0626 Presente estudo
PARAIBA 241 0.9564 0.0436 Presente estudo
PERNAMBUCO 574 0.9556 0.0444 Presente estudo
ALAGOAS 300 0.9700 0.0300 Presente estudo
SERGIPE 303 0.9686 0.0314 Presente estudo
BAHIA 255 0.9666 0.0333 Presente estudo
PORTUGAL 225 0.9422 0.0578 Lucotte,Libert98
ESPANHA 437 0.9164 0.0836 Lucotte, 2003
FRANCA 1837 0.9083 0.0917 Lucotte, 2003
HOLANDA 364 0.8998 0.1002 Lucotte, 2003

Fsr-0.008784
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APENDICE 03

TABELA 02 - Comparacao da freqiiéncia do alelo ccr5A32 na populacdo do Nordeste
do Brasil com outras populacdes brasileiras.

Populagéo Amostra Freqléncia Alélica Referéncia
ccrs CCr5-A32

NORDESTE 3079 0.9576 0.0424 Prsente estudo

SAO PAULO 115 0.9347 0.0652 Munerato, 2003

JOINVILLE 99 0.9343 0.0656 Grimaldi, 2002

PORTO ALEGRE 84 0.9761 0.0239 Chies, 2003

ALEGRETE 103 0.8252 0.1747 Vargas, 2007
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