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Resumo

A migracdo de individuos é um dos principais contribuidores para a introducdo de
variabilidade genética dentro das populagBes. Nas Gltimas duas décadas em Portugal, mais
particularmente Lisboa, recebeu um grande numero destes migrantes. A comunidade de
imigrantes brasileiros ¢ uma das principais comunidades estrangeiras atualmente a residir em
Portugal, constituindo, em 2020, cerca de 184 000 individuos.

As caracteristicas Unicas do DNAmt, ao ser transmitido exclusivamente por via materna
e ndo sofrendo recombinagdo, fazem deste um marcador muito Gtil, tendo vérias aplicacdes
como o estudo da evolucdo das populagGes, a utilizagdo em pericias forenses e a genética
médica.

Neste estudo foi realizada a sequenciacdo de DNAmt de 75 imigrantes brasileiros a
residir em Lisboa, de modo a determinar o impacto que o pool genético desta populagdo podera
ter no gene pool da populacdo lishoeta. Para isso foi amplificada a regido controlo do DNAmt
com dois pares de primers L15971 / H016 e L16555 / H639. Os produtos amplificados foram
sequenciados com BigDye®Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB) e detetados no SeqStudio™
Genetic Analyzer (AB). Os resultados obtidos foram analisados nos softwares Sequencing
Analysis v7. e SeqScape v4. (AB), onde as sequéncias obtidas foram comparadas com a rCRS
obtendo hapl6tipos que, recorrendo a Phylotree, build 17, podem ser classificados em
haplogrupos. Sendo que a maioria dos haplétipos obtidos neste estudo ndo apresentaram
correspondéncia na base de dados EMPOP. Tratando-se de uma populacdo extremamente
heterogénea, com cerca de metade dos hapl6tipos obtidos pertencendo ao macrohaplogrupo L,
caracteristico de populagdes africanas, um quarto dos haplétipos correspondem a haplétipos sul
americanos, sendo o quarto restante pertencente a populag¢des euroasiaticas.

Palavras-chave: DNAmt; Regido controlo total; Brasil
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Abstract

Migration is one of the main factors for genetic variability within populations.
Currently, the Portuguese population, and particularly the population from Lisbon, welcomes a
considerable number of immigrants. Brazilian immigrants are the main foreign community in
Portugal, with about 184 000 individuals in 2020.

Mitochondrial DNA (mtDNA), due to its unique characteristics such as being
exclusively maternal inheritance and suffering no recombination, which results in its slow
evolution, is a useful genetic marker in various areas such as forensic the study the evolution of
populations, forensic genetics and medical genetics.

In this study mtDNA sequencing analysis of 75 Brazilian immigrants who currently live
in Lisbon were carried out in order to assess the impact of this population on the Portuguese
gene pool. The mtDNA control region were amplified using two pairs of primers - L15971 /
H016 and L16555 / H639. The amplified products were then sequenced using
BigDye®Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB) and detected in the SeqStudio™ Genetic
Analyzer (AB). The results were analyzed with the Sequencing Analysis v7. and SeqScape v4.
(AB) softwares, where the obtained sequences were compared with the rCRS in order to obtain
haplotypes that, with Phylotree, build 17, can be converted in haplogroups. From our results, it
is possible to confirm that this Brazilian population living in Lisbon presents a high number of
unique haplotypes, most of them had no coincidence on EMPOP Forensic database. It’s an
extremely heterogeneous population with half of the studied haplotypes belonging to
macrohaplogroup L, characteristic mainly of Sub-Saharan region of Africa, and a quarter of the
studied haplotypes belonging to South American population and the other quarter belonging to
Euro Asiatic population.

Key Words: mtDNA; Control Region; Brazil
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1. Introducao

1.1. Mitocdndria

As Mitocdndrias sdo organelos celulares semiautdnomos, pois possuem um genoma
proprio independente do DNA nuclear, o DNAmt (DNA mitocondrial) que existe no citoplasma
de todas as células eucaritticas (com excecdo dos glébulos vermelhos e dos protozoarios)[1].
Sdo constituidas por um sistema membranar duplo, com uma membrana interna e uma
membrana externa, as quais se envolvem numa matriz mitocondrial, local onde se encontram o
DNAmt, e sdo essenciais num variado nimero de processos celulares que contribuem para a
manutencdo da homeostasia celular como a fosforilagcdo oxidativa, processo responsavel pela
producdo da energia celular essencial em diversos processos metabolicos, sendo também
essenciais na morte celular programada (apoptose) e no metabolismo de acidos gordos, lipidos,
colesterol e esterdis[2].

1.2.  Origem da mitocondria

A teoria aceite relativamente a origem das mitocondrias reitera que estas séo o resultado
de um processo evolutivo de uma bactéria ancestral, capaz de metabolizar oxigénio, que
estabeleceu uma relacdo de simbiose com uma célula eucariética primitiva, que até entdo vivia
em condicgdes anaerdbias e tera a partir deste momento adquirido a capacidade de sobreviver em
meios aerobios, situacdo que potenciou 0 seu crescimento e a sua expansao, em ambientes com
crescentes concentragdes de oxigénio, que até entdo era um elemento toxico para as mesmas[1].

Com o passar do tempo a bactéria capaz de metabolizar oxigénio ter-se-a tornado parte
integral da célula eucaridtica primitiva o que resultou na formacéo da mitocéndria. Os genes
presentes na bactéria ancestral terdo na sua maioria sido transferidos para o ndcleo das células
eucaridticas tendo um pequeno nimero de genes permanecido no organelo, o qual se viria a
tornar a mitocéndria[3,4]. O facto de possuir o seu proprio genoma conserva a independéncia
genética deste organelo relativamente a restante célula.

Vérias evidéncias suportam esta teoria. Dentro destas destacam-se algumas como a
existéncia de seres eucariotas unicelulares que servem como hospedeiros de bactérias,
estabelecendo uma relagdo endossimbiotica, e o facto de as mitocondrias terem a capacidade de
replicarem o seu DNA, possuindo também um tamanho semelhante as bactérias atuais.



1.3. DNA Mitocondrial

O genoma humano é constituido pelo DNA mitocondrial (DNAmMt) e pelo DNA nuclear
(DNAN)

O DNAnN esta organizado em 23 cromossomas e encontra-se localizado no nicleo das
células, ao passo que o DNAmt é constituido por uma molécula circular e esta localizado na
mitocOndria. A tabela 1.1 resume as diferencas entre 0o DNAmt e o DNAN.

Tabela 1.1: Comparacéo das caracteristicas entre 0 DNA nuclear e o DNA mitocondrial adaptado de [5]

Caracteristicas DNA nuclear DNA mitocondrial
Localizacdo Nucleo Mitocondria
Numero de 2 Podera ser superior a 1000
cdpias por

celula
Funcionamento Auténomo Semiauténomo
Heranca Materna e Paterna Materna
Recombinacéao Sim Né&o
Mecanismo de Sim Né&o
reparacao
Taxa de Baixa Elevada (5 a 10x superior ao
mutacéo DNA nuclear)
Poder de Unico para cada individuo com N&o individualiza individuos da
individualizacao excecdo gémeos monozigadticos mesma linhagem materna
Sequencia de Obtida em 2001 (Projeto genoma Obtida em 1981 (Anderson e
referéncia humano) colaboradores)

1.4. Genoma mitocondrial

O DNAmt foi identificado e isolado pela primeira vez em 1963 por Margit Nass and
Sylvan Nass, com recurso a microscopia eletronica [6]. Mas, apenas em 1981, a Cambridge
Reference Sequence (CRS), a primeira sequéncia completa de DNAmt, foi publicada [7]. Em
1999, foi feita nova sequenciacdo da molécula de DNAmt usada para criar a CRS, tendo
revelado a existéncia de dez erros de substituicdo e dois residuos de citosina (C) nas posicdes
3106 e 3 107, quando apenas deveria existir um e, assim, depois desta revisdo, a CRS passou a
ser denominada de Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS)[8].



As diferencas entre nucledtidos, entre os perfis de DNAmt quando comparados com a
rCRS, sdo designados de haplétipos [9], sendo estes identificados pela base nucleotidica mutada
e pelo nimero da posicdo alterada. Estes podem ser agrupados em haplogrupos, quando
partilham certas mutaces caracteristicas de um haplogrupo que sdo detetadas com base em
técnicas como RFLPs do DNAmt total [10] ou com base em polimorfismos na regido de
controlo do DNAmt [11-13]. Foi considerado que as pessoas que partilham um haplogrupo tém
um antecessor comum [14]. De acordo com a nomenclatura, os haplogrupos sdo organizados por
ordem alfabética tendo em conta 0 momento da sua descoberta [15], ou seja, os haplogrupos A,
B, C e D foram os primeiros a serem identificados e assim sequencialmente.

O DNAmt é uma molécula circular de cadeia dupla, com um comprimento de 16 560
pares de base (pb) e tem um peso de 107 Daltons [16], como se encontra representada na figura
1.1.

As duas cadeias que compdem o DNAmt sdo a cadeia pesada (H) e uma cadeia
complementar a esta, a cadeia leve (L); estas diferem entre si ha composi¢do, uma vez que a
cadeia leve (L) é rica em pirimidinas (timinas e citosinas), de menor peso molecular, enquanto a
cadeia pesada (H) é rica em purinas (guaninas e adeninas), de maior peso molecular.

O genoma mitocondrial pode ser divido em duas regides distintas, uma regido
codificante e uma regido ndo codificante, também conhecida como D loop ou regido de
controlo.

A regido codificante é aquela que possui maior dimensdo, cerca de 15 435 pb [17] e
possui 37 genes que codificam 13 proteinas, que estdo envolvidas na oxidacdo fosforilativa[18],
22 RNAt e 2 RNAr[7]. A maioria das proteinas mitocondriais sdo codificadas por genes
nucleares, sendo sintetizadas em ribossomas e transportados até a mitocondrial[19].

A D loop possui um tamanho de 1 122 pb, o que corresponde a cerca de 7% do DNAmt
total [17], e esta contida entre as posi¢Oes 16 024 e 576 do DNAmt também codifica 8 RNAt e 1
polipéptido e estd ainda envolvida na regulacdo da transcricdo e replicacdo da molécula
[7,17,20-22]. Esta regido apesar de ser ndo codificante contém promotores para a cadeia leve
(L) e para a cadeia pesada (H), elementos de regulacdo transcricional, locais de ligacdo de
fatores de transcrigdo mitocondriais e a origem de replicacdo da cadeia pesada (On). Sendo
também a regido onde estdo presentes 0s segmentos mais polimorficos do DNAmt os segmentos
Hipervariaveis, HVI, HVII e HVIII.



Figura 1.1: Representagdo do DNAmt (adaptado de [22])
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1.5. Caracteristicas do DNAmMt

O genoma mitocondrial apresenta taxas de mutacdo bastante heterogéneas, sendo a D loop
a regido onde as taxas de mutacdo sdo mais elevadas; esta é uma regido tripartida, sendo
constituida pelos segmentos hipervariaveis HVI, HVII e HVIII que sdo também hotspots
mutacionais [23] e apresentam taxas de mutagéo 4 a 5x superiores quando comparadas com as
restantes posi¢cdes do genoma mitocondrial, sendo, por isso, nestes locais que se encontra a
maioria dos polimorfismos mitocondriais de frequéncia variada em diversas populacdes,
tornando-se, assim, essenciais em diversas areas como a genética populacional, evolucéo,
genética médica e forense, ja que, em média, pessoas nao relacionadas apresentam diferencas de
entre 1-3 bases por cada 100pb [17,24,25]. O segmento HVI estende-se entre as posi¢oes
16024-16365, 0 HVII entre posi¢Bes 73-340 e o HVIII entre as posigdes 438 e 574. Dentro
destes, os segmentos mais polimorficos sdo o HVI e o HVII [22,23] - sendo, por isso, as regides
mais estudadas por apresentarem as maiores diferencgas interpessoais, ou seja, sdo aquelas onde
existe um maior nimero de mutacdes.

A funcdo destas regiGes hipervariaveis ainda ndo é completamente conhecida, embora se
pense que sdo um elemento essencial na regulacdo da replicacdo e transcricdo do genoma
mitocondrial [26]. As elevadas taxas de mutacdo tém como resultado um nimero elevado de
polimorfismos presentes no DNAmt, além de n&o existir a possibilidade desses polimorfismos
passarem pelo processo de reparacdo. As mutacdes sdo originadas na elevada frequéncia de
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Reactive oxygen species (ROS), produzidas na cadeia transportadora de eletrfes e que atacam o
DNAmt, que é bastante vulneravel a estes ataques, uma vez que ndo possui histonas que o
possam proteger [1,19]. Outro fator que explica a elevada taxa de mutacdo do DNAmt é a baixa
fidelidade apresentada pela DNAmt polimerase que, no processo de replicacdo, € menos
eficiente no processo de detecdo e correcdo de erros [4,27]. As mutacBes que ocorrem podem
ser classificadas como substituigdes, delegdes e insercdes. Por seu lado, as substituicdes podem
ser classificadas como transversdes, quando uma purina é substituida por uma pirimidina ou
vice-versa, ja as transi¢cfes ocorrem caso surja uma substituigdo entre purinas ou pirimidinas.

Ao contrario do DNA nuclear, o DNAmt é herdado exclusivamente por via materna [28],
ou seja, a sequéncia de DNAmt de toda a linhagem materna é idéntica, uma vez que 0s 00citos
possuem uma dimensdo superior aos espermatozoides e consequentemente um maior nimero de
mitocondrias e também devido ao facto de a maioria das mitocéndrias presentes nos
espermatozoides desaparecem durante a fase inicial da embriogénese, durante um processo
denominado de ubiquitinacdo [24,29,30]. Esta caracteristica torna-se especialmente atil em
estudos forenses, de linhagens e na evolucdo de populagdes. No entanto, recentemente tém-se
levantado algumas questfes sobre o DNAmt ser herdado exclusivamente pela via materna,
especialmente por se ter apurado que num doente de 28 anos que apresentava intolerancia
extrema ao exercicio, o seu DNAmt foi sequenciado e constatou-se que era idéntico ao
encontrado no seu pai e tio paterno [31], concluindo-se, deste modo, que o DNAmMt do seu
musculo apresentava origem paternal, 0 que pds em causa 0 que era assumido até entdo.
Contudo, apds o estudo de mais pessoas com doengas mitocondriais revelou-se que ndo havia
evidéncia de existir transmissdo paterna de DNAmt [24,32,33].

Outra caracteristica distintiva do DNAmt ¢ a sua falta de recombinag&o [34], o que faz
com que as mutagdes ocorridas ao longo da vida sejam a Gnica fonte de variabilidade do
genoma mitocondrial e que seja possivel fazer a associagdo do DNAmt com um ancestral
feminino comum [24,28-30]. Porém, recentemente esta evidéncia também foi posta em causa,
designadamente com alguns relatos de recombinacdo mitocondrial [35,36]. Apds mais estudos
foi concluido que a molécula de DNAmt tem uma recombinase funcional e pode, por isso,
sofrer recombinagdo, mas as probabilidades de isso acontecer sdo infimas, algo que pode ser
explicado pela auséncia de mitocondriais de origem paterna, pois iria resultar, mesmo que
ocorresse recombinagdo, uma molécula de DNAmt ndo muito diferente da molécula original
[24,37,38].

Estas caracteristicas, em conjunto com a grande abundancia de DNAmt, ja que cada
mitocdndria possui entre a 4 a 5 destas moléculas e cada célula podera possuir centenas de
mitocondrias, fazem deste um marcador genético muito Util.

1.6. Heteroplasmia

Apesar de a maioria da populacdo apresentar apenas uma populacdo de mitocdndrias, ou
seja, € homoplasmico, existem alguns individuos que possuem diferentes populacdes de
mitocdndrias que diferem na sua composicdo nucleotidica numa Gnica mitocondria, célula ou
tecido, fenémeno que é designado de heteroplasmia [39,40]. E inclusive possivel que um
individuo possua uma heteroplasmia num tecido enquanto é homoplasmico noutro tecido [41].
Por outro lado, também é possivel que um individuo apresente um tipo de heteroplasmia num
tecido e outro tipo noutro tecido [41], sendo que as heteroplasmias sdo mais frequentemente
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encontradas nas regibes HVI e HVII [42]. Alguns estudos reiteram que a probabilidade de
ocorrerem heteroplasmias € superior nos tecidos com elevadas taxas metabolicas e quando o
DNAmt passa por bottlenecks, como por exemplo no processo de formacdo de cabelos (sendo
este um local onde serd esperado um numero elevado de heteroplasmias) [14]. Também foi
teorizado que com o0 aumento da idade a frequéncia de heteroplasmias presentes em cada
individuo fosse aumentando[43]; contudo, mais tarde, esta teoria foi rejeitada com o estudo de 4
mulheres ao longo de 10 anos, ficando demonstrado que as heteroplasmia sdo transmitidas entre
geragcbes e mantém-se entre niveis semelhantes ao longo do tempo de vida de cada
individuo[44].

Existem dois tipos de heteroplasmias, as heteroplasmias de comprimento (Figura 1.2) e as
heteroplasmias de posicdo (Figura 1.3). As heteroplasmias de posi¢do sdo mutacGes pontuais
numa das sequéncias de DNAmt, o que faz com que na mesma posicdo existam diferentes
nucleétidos quando comparadas duas populagdes de mitocéndrias, 0 que resulta na sobreposi¢do
de dois picos nos eletroferograma obtidos ap6s a sequenciacdo[45]. As heteroplasmias de
comprimento sdo observadas normalmente em zonas de poli-C quando estes excedem as 8
citosinas (C) consecutivas [46], zonas homopoliméricas de citosinas (C), sendo estes locais
hotspots mutacionais e ocorrem com especial frequéncia na zona HV1 entre as posi¢des 16184 e
16193, sendo que quando existe uma heteroplasmia de comprimento se observa a transicdo de
uma timina para uma citosina (C) na posicdo 16189, enquanto que na zona HVII as
heteroplasmias tém mais probabilidade de serem encontradas entre as posi¢des 302 e 310, sendo
na posicdo 310 a transicdo de uma timina por uma citosina (C) na posicdo 309, sinal de a
existéncia de uma heteroplasmia de comprimento; por fim, as heteroplasmias de comprimento
poderdo ocorrer na regido HVIII, apesar de apresentarem uma menor frequéncia, entre posices
568 e 573, sendo que a sua funcéo bioldgica ainda é desconhecida [40,41].

H4, contudo, varios aspetos sobre as heteroplasmias que ainda permanecem desconhecidos
e necessitam, por isso, de serem mais estudados, como 0s seus mecanismos e a probabilidade de
ocorrerem consoante o sexo, a idade e o grupo populacional dos individuos [41]. Por essa razdo,
diferencas de heteroplasmias entre dois individuos ndo sdo evidéncia suficiente para excluir a
hip6tese de estes ndo pertencerem a mesma linhagem materna [47].

Figura 1.2: Representacdo de uma heteroplasmia de comprimento

Figura 1.3: Representacdo de um heteroplasmia de posicéo



TACGITCAATATTATAGCCGAGCATACTTACT GTGT
193 205 217

1.6. Aplicacdes do estudo do DNAmt

O DNAmt é uma ferramenta essencial em diversas areas, desde a antropologia molecular, a
arqueologia, a genética populacional, a forense e a médica. Os estudos iniciais ao DNAmt
comegaram a ser efetuados usando Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs)
[11,48,49]. Mais tarde, com a descoberta do PCR foi possivel iniciar a anélise de produtos de
PCR com RFLP e também com o recurso a técnicas de sequenciagdo efetuar a sequenciacao dos
mesmaos.

O estudo do DNAmt comegou a ser executado apenas pela sequencia¢do da regido HVI
[50,51]. Tendo mais tarde o estudo e a sequenciacdo do DNAmt sido estendida as regides HVI e
HVI11[49] e posteriormente foi estendido a regido controlo total [52], ou seja, ao conjunto dos
segmentos HVI, HVII e HVIII, o que se tem tornado uma pratica comum [53], uma vez que
apenas o estudo das regifes da regido HVI individualmente ou o estudo das regites HVI e
HVII podem néo apresentar um grau de discriminag&o individual suficiente [42], mostrando-se
mais precisa a atribuicdo de haplogrupos com a extensdo do estudo & regido controlo total do
DNAmMt.

1.6.1.  Aplicacgdes forenses

Atualmente 0 método analitico mais utilizado que permite o estudo do DNA para a
obtencdo de perfis genéticos é o estudo de STR (short tandem repeats) que tem por base
polimorfismos presentes no DNA nuclear.

Porém, quando o DNA nuclear ndo pode ser utilizado, pois podera ndo existir em
quantidade suficiente, por estar muito degradado (como em amostras de cabelo) ou por ser
muito antigo, tornando impossivel a extracdo e, consequentemente, ndo permitir tracar um perfil
genético, pode recorrer-se a0 DNAmt [42,54]. Uma vez que este existe em grande abundancia
em todas as células e também o facto de apenas serem necessarias, apenas, 10 copias de DNAmt
para produzir um perfil de DNAmt [55].

Por este motivo, o DNAmt torna-se num marcador genético bastante util na
identificacdo de linhagens maternas. Em casos de identificacdo de individuos é necessaria uma
amostra de comparacdo de um possivel parente da mesma linhagem materna, ou seja, entre
irmdos e descendentes maternos, de modo a que seja possivel fazer a comparacdo de



haplogrupos com o individuo desconhecido, visto que estes iram apresentar o mesmo
haplogrupo [56,57].

Apesar de (til, o estudo do DNAmt apresenta algumas desvantagens dentro das quais se
destacam o seu baixo poder de discriminacdo e individualizacdo entre individuos que pertengcam
a mesma linha materna, j& que estes irdo partilhar o mesmo haplétipo, além de o facto de
diferentes tecidos poderem apresentar diferentes heteroplasmias e a existéncia de heteroplasmias
diferentes dentro da mesma linhagem materna que podem confundir as analises [58].

Um dos casos praticos onde se recorreu a analise do DNAmt foi na anélise de uma cova
comum encontrada na Poldnia, em 2012, ap6s o periodo comunista polaco e no encobrimento de
vitimas que era frequente neste regime, que devastou o Pais, tendo como resultado a morte de
mais de 50 000 pessoas. Através da sequenciagdo direta das regides HVI e HVII foi possivel
identificar cerca de 50 vitimas encontradas nesta cova comum [59].

1.6.2.  Genética Populacional

O DNAmt € um “registo molecular”’[60] das migra¢des do ser humano moderno, devido as
caracteristicas especificas, tais como apresentar uma maior taxa de mutacdo quando comparado
com o DNA nuclear e ser estritamente transmitido por via materna, sendo por isso um marcador
haploide [42], e pelo facto de ndo sofrer recombinacdo, o que faz com que os polimorfismos
ocorridos sejam especificos de uma linhagem materna. De modo a estudar estas migracGes
recorre-se a comparacao de haplogrupos entre as diferentes populagBes, uma vez que cada
populacéo terd o seu conjunto de polimorfismos especificos e consequentemente um haplogrupo
distinto [24,60].

A hipotese out of Africa é atualmente a teoria mais aceite sobre a origem do homem
moderno, pois esta indica que ele teve origem em Africa e foi a partir deste continente que se
dispersou pelo mundo [61] [11]. Através da analise do DNAmt de 147 pessoas ndo relacionadas
de varias partes do mundo foi possivel corroborar esta hipétese e chegar a existéncia de uma
arvore filogenética bem como a uma ancestral feminina de origem em Africa, que ficou
conhecida como Eva mitocondrial, sendo que a partir dela foi possivel, através de estudos
filogenéticos, identificar haplogrupos especificos de populagdes e assim identificar 0os processos
migratorios que ocorreram [11].

Todas as mutacdes do DNAmMt podem ser representadas por uma arvore filogenética
[62], sendo a Phylotree [63] a ferramenta mais frequentemente usada neste processo [63]. Esta
contém todos os polimorfismos da regido de controlo e da regido codificante do DNAmt, algo
muito Util pois existem alguns haplogrupos que ndo podem ser unicamente atribuidos quando
nos baseamos somente na analise da regido de controlo [63]. Esta apresenta na sua base todos 0s
haplogrupos carateristicos de populagdes africanas, como o macrohaplogrupo L que se divide
nos subhaplogrupos LO L1, L2, L3, L4, L5 e L6 sendo estes 0s precursores dos restantes
haplogrupos que se formaram [64]. O haplogrupo LO é o mais antigo, sendo reiterado que se
formou h& cerca de 140 a 160 mil anos[64]. Por outro lado, o haplogrupo L3 ter-se-a dividido
mais tarde nos haplogrupos M e N (figura 4), que sdo os haplogrupos que foram formados pela
migracdo para fora de Africa, e sdo caracteristicos da populagio euroasiatica [65,66]. Por sua
vez, a populacdo da Europa partilha 9 haplogrupos (H, I, J, K, T, U, V, W, X) que derivam do



haplogrupo N (figura 1.4), enquanto a populagdo sul americana apresenta como haplogrupos
caracteristicos os haplogrupos A, B, C, D, que tiveram origem na Asia [65].

Figura 1.4: Representacdo das migracdes do Homem moderno e respetiva distribuicdo geografica dos
haplogrupos (adaptado de [66])

H T, U, VW, X
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2.6.3. Genética médica

O estudo do DNAmt também tem o seu impacto na area clinica, uma vez que varias
patologias associadas a diversas areas, como a neuroldgica, a cardiaca e a respiratéria estdo
associadas a mutacGes naquele[67]. Além disso, diversos estudos estdo a ser efetuados tendo por
base a possibilidade de certos hapl6tipos terem uma maior predisposicdo para 0
desenvolvimento de doengas como Parkinson ou Alzheimer[67].



Os dados da literatura acerca dos haplogrupos de risco (risk haplogroups) sdo controversos
e dependem da patologia que estd a ser estudada. Ha estudos que mostram que ha associacao
ente haplogrupos especificos e cancro de mama [68], glioma [69] e osteoartrite [70].

1.7. Base de Dados

Com o aumento dos estudos de DNAmt foi necessario criar bases de dados, de modo a
armazenar os dados resultantes destes estudos e também uma forma de controlo de qualidade de
todos os estudos realizados, uma vez que muitos dos estudos efetuados até a criacdo destas
bases de dados apresentavam erros [71]. Para serem aceites nestas bases de dados os resultados
dos estudos tém de possuir indices que garantam a sua qualidade, situacdo que levara a
mitigacdo da ocorréncia de erros inerentes a analise. Estas bases de dados também permitem
determinar a frequéncia de haplotipos em cada populacéo e avaliar a sua raridade [42][], algo
necessario no processo de identificacdo de individuos [72].

Uma destas bases de dados internacionais mais conceituada e mais utilizada na recolha de
haplétipos de DNAmt é a EMPOP (EDNAP mitochondrial DNA population) que recolhe dados
da regido controlo total, como também da genoma mitocondrial total [71]. Atualmente, a
EMPOP armazena um total de 38361 haplotipos [71]. Esta base de dados tem como principal
objetivo a recolha de sequéncias garantindo a sua qualidade, sendo que com a recolha de dados
de sequéncias de diversas partes do mundo é possivel realizar analises estatisticas e calcular
pardmetros populacionais importantes para estudos de genética populacional e no ambito
forense.

Também a base de dados SWGDAM (Scientific Working Group for DNA Analysis
Methods), gerida pelo FBI possui dados de sequéncias de DNAmt de diversos grupos e etnias
tornando-se por isso muito util.

Outra base de dados importante no armazenamento de dados recorrentes do estudo do
DNAmt é a Mitomap [73]. Esta contém os polimorfismos caracteristicos de acordo com a
origem geografica das populacdes e faz a sua ligagdo com doencas degenerativas que estdo
associadas ao DNAmt, afetando principalmente o sistema nervoso central, o coracdo, 0s
musculos e os sistemas endocrino e urinario [42,73,74]. Esta base de dados torna-se assim
essencial tanto para investigadores como para médicos e geneticistas [75]. A Mitomap contém
as sequéncias de DNAmt de pessoas saudaveis e doentes e permite recolher informagdes sobre o
loci e qual o nucledtido que se alterou [42], sendo assim possivel ver qual a mutagdo
responsavel pela doenca. Deste modo, também serd possivel fazer o célculo da frequéncia destas
mutac¢des na populacdo presente na base de dados [42].

1.8. Contexto migratorio que deu origem a populacéo brasileira
atual

Atualmente a comunidade brasileira residente em Portugal é, a comunidade imigrante,
que apresenta um maior nimero de individuos,184 000[76].

A populacdo brasileira é uma das mais heterdgenas a nivel mundial, muito devido ao
facto de este pais ter sido uma colonia portuguesa, 0 que permitiu a miscigenacdo do povo
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nativo brasileiro com o povo portugués, mas também com escravos vindos de Africa. Apds o
momento da descoberta do Brasil pelo povo portugués, no ano de 1500, cerca de 500 000
colonos portugueses ali se fixaram [77-80].

A populagdo africana comegou por ser introduzida no Brasil como escravos para
trabalharem nas minas de diamantes e nas plantagdes de café, estimando-se que cerca de 4
milhdes de africanos foram movidos para o Brasil [78,79].

A partir do momento da independéncia do Brasil, este Pais recebeu uma grande
afluéncia de migrantes de todo o mundo, de onde se destacam primeiramente 0s imigrantes
portugueses, italianos e espanhois [78,79]. Todos estes dados vém comprovar a grande
heterogeneidade do povo brasileiro.

Atualmente a comunidade brasileira residente em Portugal é a que apresenta um maior
namero de individuos

2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é o apuramento da heterogeneidade genética presente na
populacdo de origem brasileira residente em Lisboa, através da caracterizacdo, recorrendo a
andlise da regido controlo total do DNAmt, de modo que seja possivel perceber o impacto que
esta populacédo ira ter na genética da populacao residente atualmente em Lisboa. Assim, tendo
isso em conta, foram estabelecidos os seguintes objetivos:

e Determinar os hapl6tipos correspondentes a cada individuo e o seu respetivo
haplogrupo;

e Identificar com base nos haplogrupos a origem geografica de cada individuo;

e Compreender o impacto que a introducdo da populacdo de imigrantes brasileiros a

residir em Lisboa terd no pool genética da populagdo atualmente a residir em Lisboa;

e Publicar os haplogrupos identificados na base de dados EMPOP, a principal base de
dados de DNAmt a nivel forense usada mundialmente.
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3. Materiais e métodos

As varias etapas do procedimento experimental realizado estdo representadas na figura 3.1.

Figura 3.1:Fluxograma do procedimento experimental realizado

o de DNA por Chelex® 100

2. Amplificacdo da regidio controlo total do DNAmt com os primers L15971/HO16 ¢
L16555/H639

o do produto amplificado com Exo5

4. Sequenciagio direta ¢ reversa com Big Dye® Terminator v.3.1 Cycele Sequence ¢ Better
Buffer®

XTerminator Purification Kit

do produto sequenciado no sequenciador SeqStudio Genetic Analyser®
(AB)

7.Analise das sequencias e comparagio com a rCRS atraveés do programa SeqScape v4 (AB)
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3.1. Selecéo das Amostras

Neste estudo foram analisadas 75 amostras de sangue de imigrantes brasileiros, ndo
relacionados entre si, que residem atualmente na regido de Lisboa. As amostras estudadas foram
provenientes de investigacdes de parentesco bioldgico realizadas anteriormente, que decorreram
no Servico de Genética e Biologia Forenses (SGBF) da Delegacdo Sul do Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF — DS) até 2019, tendo sido selecionadas
aleatoriamente.

3.2. Extracédo de DNA

A extracdo de DNA a partir de manchas de sangue foi realizada utilizando o método de
extracdo Chelex® 100 (Bio-Rad), técnica desenvolvida em 1991 por P. Sean Walsh[81]. Esta
técnica tem como base a funcdo de uma resina, o Chelex que se liga a iBes metélicos como o
magnésio e quando submetido a altas temperaturas origina a lise de células dando-se assim a
libertagdo do DNA, que fica protegido da agéo das nucleases, inativando-as com a remog¢éo dos
iBes de magnésio.

Este procedimento tem como primeiro passo para cada amostra o recorte de um circulo
a partir de uma mancha de sangue, com o auxilio de um paper punch single hole. O fragmento
recortado foi colocado num tubo eppendorf de 1,5 mililitro (mL) e foi adicionado a este 1 mL de
agua mili-Q. Os tubos foram de seguida encubados a temperatura ambiente, durante cerca de 20
minutos, sofrendo posteriormente uma agitagdo ligeira no vortex, durante cerca de 5 a 10
segundos. Apds a incubacdo as amostras foram centrifugadas a 14 000 rotacBes por minuto
(rpm), durante 3 minutos, a 20°C. E recorrendo a uma micropipeta retirou-se o sobrenadante a
cada tubo, aproximadamente 980 pL, e adicionou-se 180 puL de Chelex® 100 a 5%. De seguida,
colocaram--se os tubos num banho de agua aquecido, a 56°C, durante 15 minutos.

Posteriormente, os tubos foram sujeitos a nova agitacdo no vortex, a alta velocidade,
durante cerca de 15 segundos, e colocados em incubacgédo a 100°C, durante 8 minutos. Por fim,
0s tubos foram novamente agitados no vértex, a alta velocidade, e centrifugados a 14 000 rpm,
durante 5 minutos, a 20°C. As amostras foram armazenadas a -20°C até serem usadas.

3.3.  Amplificacdo do DNA

Para a amplificagdo da regido controlo total do DNAmt, constituida pelas regifes HVI,
HVIlI e HVIII, foram utilizados dois pares de primers acoplados o L15971/H016 e
L16555/H639 (tabela 3.1), os primers tem esta denominacdo consoante a cadeia ao qual se
ligam sendo os primers L integrados na cadeia leve e os primers H na cadeia pesada. Os primers
L15971/H016 permitiram realizar a amplificacdo da zona entre as posi¢cdes 16024 e 16569, ja 0s
primers L16555/H639 permitiram a realizagdo da amplificacdo entre as posicdes 1 e 576 do
DNAmt.
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Tabela 3.1: Sequéncia dos primers usados na amplificagdo da regido controlo total do DNAmt

L15997 5'CACCAT TAGCACCCAAAGCT3

HO16 5 TGATAG ACCTGT GAT CCATCGTGA 3’
L16555 5 CCCACACGTTCCCCT TAAAT 3

H639 5 GGG TGATGT GAG CCCGTCTAZ

Para a amplificacdo foi preparada uma solucdo de volume final 10 pL contendo
Multiplex PCR Master Mix ®(Qiagen), uma solucdo que contém HotStarTaq Plus DNA
Polymerase, PCR Buffer com MgCI2 e dNTPs - desoxinucleétidos trifosfatados, dgua ultrapura
e 0 conjunto de primers L15971/H016 e L16555/H639 a uma concentracdo de 2uM. Os
volumes usados na reagéo estéo descritos na figura 3.2

Tabela 3.2: Volumes usados na reacdo de amplificacdo da regido controlo total do DNAmt

Reagente Volume (pL)
Multiplex PCR Master Mix 5
Agua mili-Q 3
Primers a 2 uM 1
DNA 1
Total 10

Para cada reacdo foi preparado um controlo negativo para cada regido a amplificar, num
conjunto de 2 controlos negativos aos quais foi adicionado 1pL de 4gua em detrimento de DNA.
A reacdo de amplificacdo foi efetuada num termociclador GeneAmp PCR system 9700 (AB) de
acordo com as temperaturas representadas na tabela 3.3, durante 35 ciclos.

Tabela 3.3: Condicdes de temperatura para a amplificagdo da regido controlo do DNAmt

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
94°C 94°C  60°C  60°C  72°C  72°C 4°C
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5 min

30 seg

90 seg

90 seg

60 seg

10 min

o0
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3.4. Purificacao dos Produtos Amplificados

De modo a retirar possiveis residuos de elementos indesejados resultantes da
amplificacdo foi necessario realizar uma purificacdo dos produtos amplificados. Esta foi
realizada com o reagente ExoSap-IT (Affymetrix) que com as suas duas enzimas hidroliticas
removeu primers residuais e dNTPs ndo utilizados durante o processo de amplificacao.

Esta técnica consiste na adi¢do de 2 pL. de ExoSAP-TI® por cada 5 pL de produto
amplificado. Sendo as amostras posteriormente colocadas num termociclador GeneAmp PCR
system 9700 (AB), seguindo o programa indicado na tabela 3.4.

Tabela 3.4: Condigdes de temperatura para a purificacdo dos produtos amplificados

1 ciclo
37°C 80 °C
15 min 15 min

3.5.  Sequenciacao

A sequenciacdo permite determinar quais as bases nucleotidicas de cada posicéao, neste
caso dentro da regido controlo do DNAmt. Sendo a técnica de sequenciacdo usada neste estudo
a sequenciacdo de Sanger [82]. Esta baseia-se na incorporacdo de didesoxinucleotideos
trifosfatados (ddNTPs) na extremidade 3°, do DNA presente nas amostras, o que resulta na
terminacéo da sintese da cadeia na posi¢do onde ocorre a ligagdo destes. Os ddNTPs apresentam
na sua composi¢cdo fluorocrdmos, com diferentes cores, que permitem, apds a andlise das
sequéncias, a sua dete¢do e identificacdo. Sendo que o ddATP se encontra marcado a verde, o
ddCTP a azul, 0 ddGTP marcado a amarelo, mas visualizado a preto, e 0 ddTTP marcado a
vermelho (figura 3.2).

17



Figura 3.2: Esquema representativo da sequenciagdo com ddNTPs marcados com fluorescéncia, adaptado de
[83].

Mixture of dNTPs &
fluorescently- labelled
ddNTPs

Fluorescently-labelled
oligonucleotides

Para a realizacdo desta etapa foi necessario preparar quatro misturas, uma por cada
primer (L15971, L16555, H016 e H639). Sendo cada uma destas constituida por Better Buffer®
(Microzone Ltd.) que é um tampdo, BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB), uma
solucdo que contém DNA polimerase, MgCI2, dNTPs e ddNTPs marcados com Dye
Terminator, e do respetivo primer a 2,5 mM, num volume total de 4 pL. que foram distribuidas
pelos pogos de uma placa de 96 pogos, sendo, por fim, adicionado 1 pl. de DNA das amostras
previamente amplificadas e purificadas, estando os volumes necessérias para esta etapa
descritos na tabela 3.5. O processo de sequenciacdo da regido foi realizado num termociclador
GeneAmp PCR system 9700 (AB) programado para as temperaturas e 0s tempos descritos na
tabela 3.6.

Tabela 3.5: Reagentes e volumes utilizados na sequenciagio da regido controlo total do DNAmt

Reagentes Volume (uL)
Better Buffer
BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB)
Primers a 2,5pM
DNA
Total

S Y I G )
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Tabela 3.6: Condicgdes de temperatura para a sequenciacio da regifo controlo do DNAmt

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

96°C 96°C  50°C 60°C 60°C 4°C
2min | 15seg  9seg 10 min | 10 min o0

3.6. Purificacédo dos Produtos Sequenciados

A etapa de purificagdo foi realizada com BigDye® XTerminator Purification Kit (AB),
que contém dois reagentes, 0 XTerminator Solution e a SAM TM Solution. Este passo permite a
remogdo do excesso de dNTPs e ddNTPs ndo incorporados durante a reagdo de sequenciagao,
excesso de primers e sais livres. Foi, entdo, preparada uma mistura de acordo com os volumes
representados na tabela 3.7, sendo distribuidos 50 pL desta mistura por cada pogo utilizado da
placa de 96 pogos. Por fim, a placa é colocada num agitador durante aproximadamente 20
minutos e é centrifugada a 2800 rpm, durante 2 minutos.

Tabela 3.7: Volumes utilizados no processo de purificacdo dos produtos sequenciados

Reagente Volume (uL)
San Solution 16,4
Xterminator Solution 3.7
Agua 30
Total 50,1

3.7. Detecao dos Produtos sequenciados

Apobs purificagdo dos produtos sequenciados, as amostras foram colocadas num
sequenciador automatico, SeqStudio (AB) de 4 capilares, de modo que a eletroforese capilar
pudesse decorrer. Durante este processo, 0s fragmentos migraram do polo negativo (catodo) até
ao polo positivo (&nodo), de acordo com os seus pesos moleculares sendo que os fragmentos de
menor peso molecular irdo migrar a uma velocidade maior quando comparados com 0s
fragmentos que apresentam um maior peso molecular. Quando estes se encontram no processo
de migracéo é lhes incidido um feixe de laser que excita os eletrGes presentes nos fluorocrémos
dos ddNTPs, o que origina a emissdo de fluorescéncia num comprimento de onda conhecido e
especifico para cada ddNTP, este processo esta descrito na figura 3.2. Os resultados deste
processo sdo obtidos num eletroferograma, onde estdo diferenciadas as bases nucleotidicas
presentes em cada posicao.
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Figura 3.2: Esquema representativo do processo de detencio dos produtos sequenciados, adaptado de [83]
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3.8.  Andlise dos produtos Sequenciados

A anélise dos resultados da sequenciacdo da regido controlo do DNAmt foi efetuada
com auxilio a dois programas, o Sequencing Analysis v.5.2, que avalia a qualidade das
sequéncias obtidas, e 0 SeqScape v.4 (AB), que permitiu o alinhamento e a posterior
comparagdo das sequéncias obtidas com a rCRS, permitindo a identificagdo dos polimorfismos
presentes nas amostras, sendo que o conjunto destes se designam de hapl6tipo. As sequéncias
apresentadas neste programa seguem as guidelines da European DNA Profiling Group
(EDNAP) [84] e as bases nucleotidicas estdo codificadas de acordo com o c6digo descrito na
tabela 3.8.

Tabela 3.8: Cédigo IUPAC utilizado na nomenclatura das bases nucleotidicas

Cddigo IUPAC Base Correspondente

A Adenina

C Citosina

G Guanina

T Timina

B Citosina, Guanina ou Timina
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D Adenina, Guanina ou Timina
H Adenina, Citosina ou Timina
R Adenina ou Timina

Y Citosina ou Timina

K Guanina ou Timina

M Adenina ou Citosina

N Qualquer base

\Y Adenina, Citosina ou Guanina
S Guanina ou Citosina

w Adenina ou Timina

E possivel ocorrerem 3 fendmenos diferentes que levam a alteracdo da sequéncia de
DNAmt, transi¢cdes, quando ocorre uma substituicdo entre purinas (A e G) ou entre pirimidinas
(C e T), transversdes quando existe uma substituicdo de uma purina por uma pirimidina e vice-
versa, ou insercdes e por fim delegdes. As substituicdes sdo identificadas e registadas, anotando-
-se a posicdo que foi alterada seguida da base nucleotidica agora presente na sequéncia.
Enquanto as inser¢fes sdo identificadas pela posicdo nucleotidica imediatamente anterior a
alteracdo, seguida de um ponto e do nimero um (.1) e do nucledtido inserido, para a primeira
insercdo, de um ponto e do nimero dois (.2) e do nucledtido inserido, na segunda insercéo, e
assim sucessivamente. As delecdes sdo identificadas pela posicdo do nucledtido deletado
relativamente a rCRS, seguida do sufixo “d”, “DEL” ou “- *.

Apo6s a determinagdo dos haplétipos de cada amostra recorrendo a Phylotree [63] foi
possivel corresponder estes aos seus respetivos haplogrupos.

4. Resultados e Discussao

4.1 Estudo dos Haplotipos

A partir das 75 amostras analisadas, foram obtidos 69 hapl6tipos Unicos e 6 haplotipos
duplicados. O que demonstra o fraco poder de discriminacdo individual do DNAmt, uma vez
que existem individuos que ndo sdo relacionados, ndo partilhando, assim, a mesma linha
materna e apresentam o mesmo hapldtipo. A sua utilizacdo como marcador depende da
frequéncia de cada haplotipo na populacdo, sendo que a identificagdo de um haplétipo pouco
frequente pode contribuir com mais informac&o para a investigacdo em curso.
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Todos os hapl6tipos obtidos foram submetidos para pesquisa na base de dados EMPOP,
de modo que fosse possivel obter uma frequéncia destes entre as 38361 sequéncias presentes
nesta base de dados. Tendo sido possivel averiguar que, dos haplétipos obtidos, 32 ndo
apresentavam qualquer correspondéncia, tendo por isso uma frequéncia de 0.

Com base na comparagdo com a rCRS, foram possiveis identificar 1050 polimorfismos
dentro de 139 posic¢des. Dos polimorfismos encontrados, as substituicbes foram a forma que
apresentou uma maior prevaléncia, tendo sido encontradas em 885 ocasifes, das quais 810
correspondem a transicdes, 465 entre pirimidinas, 361 entre purinas e 75 transversdes. O que
contrasta com o menor numero de dele¢des (71) e insercBes (107) encontradas.

Tabela 4.1: Distribuicdes dos polimorfismos observados na regido controlo total do DNAmt de imigrantes

brasileiros residentes em Lishoa

Alteracoes HVI HVII HVIII Fora HV TOTAL
Numero total de polimorfismos 345 453 118 150 1050
NUmero de posic¢des polimorficas 59 54 11 15 139
Transigoes 318 316 42 134 810
Pirimidinas 282 119 16 48 465
C-T 177 32 2 4 215
T—-C 105 87 14 44 250
Purinas 36 197 26 102 361
A—>G 25 182 10 69 286
G—A 11 15 16 17 59
Transversoes 26 16 17 16 75
C—->G 4 0 0 0 4
A>T 1 2 0 0 3
A—C 21 4 1 0 26
G—-T 0 3 0 0 3
C—A 0 4 0 0 4
G—A 0 0 16 16 32
T—-G 0 1 0 0 1
G—C 0 2 0 0 2
Delecdes 0 25 46 0 71
A 0 25 23 0 48
C 0 0 23 0 23
Inserc¢des 0 95 12 0 107
C 0 95 6 0 101
A 0 0 6 0 6
Heteroplasmia de posi¢éo 1 1 1 0 3
M (AeC) 1 0 0 0 1
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Y (AeG) 0 1 0 0 1

R(TeC) 0 0 1 0 1

Foi também possivel identificar que a regido HVI, que se encontra entre as posi¢cdes
16024 e 16365, da regido controlo do DNAmt, apresenta 345 polimorfismos, sendo dentro desta
regido a posicdo 16223 que apresenta um maior numero de substituicdes, tendo sofrido
alteractes em 51 das 75 sequéncias estudadas, passando de uma Citosina (C) para uma Timina
(T). Também sera de destacar a elevada frequéncia de transicdes encontradas (24) de uma T por
uma C na posicdo 16278, a transi¢cdo de uma C por T, em 13 das sequéncias analisadas e a
substituicdo de uma C para uma T na posicdo 16294 em 16 vezes e ainda a substituicdo em 11
sequéncias de uma C por uma T nas posi¢Bes 16325 e 16362 e a substituicdo de uma C para
uma T na posicdo 16294 16 vezes. E possivel denotar a auséncia de insercdes e de delecdes
nesta regido do DNAmt.

Dentro da regido HVI ainda se real¢a o intervalo entre as posi¢Ges 16182 e 16192 por
apresentar uma zona de poli C, que tem como consequéncia a existéncia de 70 polimorfismos
nesta regido. Sendo a sua maioria localizadas na posicdo 16189, onde em 32 sequéncias das
sequéncias analisadas ocorreu a alteracdo de uma Timina (T) por uma Citosina (C), enquanto as
restantes alteracdes que apresentam uma maior frequéncia séo de transi¢des de uma C para uma
T, sendo a posic¢do 16187 aquela que apresenta uma maior frequéncia destas alteragoes, 7.

Também é nesta regido de poli C que existe a maioria das transversdes encontradas em
HVI. As transversdes que apresentam uma maior frequéncia encontram-se nesta zona, onde
ocorre a substituicdo em 15 das sequéncias analisadas na posicdo 16182 de uma Adenina (A)
por uma Citosina (C) e na posicdo 16183 onde também existe a substituicdo de uma Adenina
(A) por uma Citosina (C) na posi¢do 16182 em 6 sequéncias.

Na regido HVII, que se encontra compreendida entre as posicdes 73 e 340, destaca-se
por ser a regido hipervariavel que apresenta a maior frequéncia de polimorfismos, 453. Sendo
aqueles que apresentam uma maior frequéncia transicGes de uma Adenina (A) para uma
Guanina (G), como é o caso na posi¢do 73, onde em 66 das 75 sequéncias das estudadas e na
posicdo 263 onde existem 72 substituicdes de uma A para uma G. Também serd de realgar a
presenca de uma substituicdo na posi¢do 152 de uma T para uma C em 32 das sequéncias
analisadas, a transi¢do, na posi¢do 195, de uma T para uma C em 25 das sequéncias e a
substituicdo na posi¢do 146 de uma timina (T) para uma Citosina (C) em 15 sequéncias e na
posicdo 150 onde se verificou a existéncia de uma transicdo de uma Timina (T) para uma
Citosina (C) em 18 sequéncias.

Esta regido hipervariavel também se realca por ser aquela que apresenta uma maior
frequéncia de insercBes, dentro das amostras analisadas, estando estas localizadas entre as
posicBes 310 e 315; esta zona, caracterizada por ser uma regido poli C, possui a repeticdo de 5
Citosinas (C). Encontram-se, assim, 95 inser¢des na posicdo 315, passando a nomenclatura
desta posicdo a ser 315.1C e 26 inser¢des na posicdo 309, tendo em 2 amostras se verificado a
insercdo de 4 citosinas (C) nesta posi¢do ficando, por isso, de acordo com a nomenclatura
denominadas como 309.1C, 309.2C, 309.3C e 309.4C.

J& na regido HVIII que se encontra estendida entre as posi¢Oes 438 e 574 encontram-se
118 polimorfismos, sendo assim a regido que apresenta uma menor frequéncia de
polimorfismos, transi¢cbes (42), delecBes (46) e insercBes (26). As alteracbes mais vezes

encontradas nesta regido sdo a transicdo de uma Guanina (G) para uma Adenina (A) em 9
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sequéncias na posicdo 499, a insercdo na posicao 524 de 6 Adeninas (A) e de 6 Citosinas (C) e
as delecdes nas posicdes 523 e 524, que sempre apareceram acopladas num ndmero de 23 vezes
totalizando as 46 delec¢des encontradas nesta regido.

Também foram encontrados polimorfismos fora do intervalo pertencente a regido
controlo do DNAmt que estd compreendido entre as posicBes 1 a 72, 341 a 437 e 16365 a
16569, mas mesmo sendo esse 0 caso, este intervalo possui 150 polimorfismos, destacando-se
aquele que apresenta uma maior frequéncia e que se encontra localizado na posicdo 16519, onde
houve uma transi¢do de uma Timina (T) para uma Citosina (C) em 42 das sequéncias estudadas.
Também de notar as insercBes presentes nesta zona tendo em 2 sequéncias existido a insercéo de
4 citosinas (C) na posicdo 534 e em 2 sequéncias a inser¢do de 2 citosinas (C) nesta mesma
posicao.

Nenhuma das sequéncias estudadas estd em total concordancia com a rCRS. O
haplétipo que apresenta se apresenta mais proximo da sequéncia de referéncia é o GENPOP
1002, possuindo 5 alteragdes. Por outro lado, o hapldtipo que apresenta um maior nimero de
polimorfismos é 0 GENPOP1266 e 0 GENPOP 1258, sendo que ambos apresentam 25
alteracoes.

Foi também possivel a partir da andlise de 75 amostras inferir e atribuir a cada uma
destas um haplogrupo, tendo sido identificados 57 haplogrupos distintos. Esta atribuicdo tem
por base a Phylotree, que atribui os diferentes polimorfismos encontrados no DNAmt aos seus
respetivos haplogrupos e subhaplogrupos, ou seja, para que um haplétipo seja incorporado num
determinado haplogrupo tem de possuir certos polimorfismos caracteristicos deste haplogrupo,
sendo por isso possivel que dois individuos mesmo ndo possuindo um haplétipo igual
pertencem ao mesmo haplogrupo desde que partilhem estes polimorfismos identificativos de um
haplogrupo [63]. Cada haplogrupo é identificado com letras sendo a posterior divisdo em
subhaplogrupos identificada por nimeros.

Os haplogrupos presentes na populacdo (Figura 8) apresentam frequéncias diferentes,
tendo a sua maioria sido atribuida ao macrohaplogrupo L 31 individuos (54,3%),
macrohaplogrupo caracteristico das populacdes africanas. Dentre deste macrohaplogrupo, o
haplogrupo que apresentou uma maior frequéncia foi o haplogrupo L3, com 13 sequéncias
(22,8%), seguindo-se o haplogrupo L2 (17,5%) e por fim o haplogrupo L1 (14%).

O haplogrupo L1 surgiu e comecou a suas ramifica¢fes nos haplogrupos L1a, L1b, L1c,
L1d, Lle, L1k, hé cerca de 140-150 mil anos. A linhagem L1b est4 maioritariamente presente
em populagdes do Ocidente africano, sendo também encontrada em cerca de 27% das
populacdes afro-americanas que é resultante do trafico de escravos[64]. Também a linhagem
L1c estd presente em populacbes da Africa central, apresentando, no entanto, uma elevada
frequéncia em populacdes afroamericanas [64]. A linhagem L1c teve origem na Africa Central e
ter-se-4 distribuido para a costa atlantica estando atualmente presente nas populag¢des de Angola
e do Delta do Congo, 4 haplotipos obtidos enquadram-se dentro deste haplogrupo [64]. O
haplogrupo L2a é o mais encontrado na populacdo africana, estando presente em todo o
continente, e na populacdo afro americana, sendo também o haplogrupo que apresenta uma
maior frequéncia dentro da populacdo estudada, com 12 amostras, pertencentes a este
haplogrupo [64]. As restantes ramificacGes do haplogrupo L2, os haplogrupos L2b, L2c, 2 dos
haplotipos estudados pertencem a este haplogrupo, e L2d circunscritos a populagéo residente no
Oeste e Centro Africano.
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De entre as amostras estudadas o haplogrupo que apresenta uma maior representacdo é o
macrohaplogrupo L, cerca de 54%, o que sendo este macrohaplogrupo caracteristico das
populagdes africanas mostra a grande proximidade da populagdo brasileira em estudo com a
populacgdo africana. Estes resultados sdo coincidentes com estudos anteriormente realizados na
populacdo residente no Brasil onde foi possivel verificar a grande predominancia dos
haplogrupos LO, L1, L2, L3 e L4 nesta populagdo[85-87].

Seguindo-se os haplogrupos caracteristicos das populagfes nativas do continente
americano, A, B, C e D[88]. Estes sdo encontrados em aproximadamente 21% da populacdo
estudada demonstrando alguma presenca de ancestrais americanos nativos na populacdo em
estudo. Com efeito, apurou-se que estdo presentes em 12 amostras estudadas.

Por fim, os restantes haplogrupos encontrados na populacdo em estudo, os haplogrupos
H, J, R, T, U e X, 0s quais estdo presentes em cerca de 25% das amostras e sdo caracteristicos
das populacBes euroasiaticas. Esta frequéncia mais reduzida de haplogrupos euroasiaticos
presentes nesta populacdo demonstra a baixa influencia das linhagens femininas das popula¢Ges
europeias e asiaticas na populacdo em estudo.

Os resultados obtidos, descritos na figura 4.1, confirmam a grande heterogeneidade
apresentada por esta populacdo resultante de entre outros fatores da colonizagdo levada a cabo
pelos portugueses a partir da descoberta do Brasil, no século XVI, que se manteve coldnia até
aos inicios do século XIX, data da sua independéncia. Foi encorajada a miscigenacdo entre 0s
cerca de 500 000 colonos portugueses, gue se estabeleceram no Brasil, com 0s povos nativos do
territorio, o que com os dados obtidos, mais em concreto a pouca influéncia de hapl6tipos
europeus presentes na populacdo em estudo, € possivel aferir que esta miscigenagdo se deu
maioritariamente entre homens portugueses e mulheres indigenas. Como, posteriormente, 0
territério comegou a ser invadido por outros povos europeus nomeadamente por ingleses, por
franceses e por holandeses e que a partir do século XX o Brasil tem vindo a receber migrantes
de diversos paises entre os quais se destacam a Espanha, a Italia, a Alemanha e o Japdo. O que
pode justificar os resultados obtidos, apesar de apresentarem uma frequéncia baixa, existe uma
grande heterogeneidade de hapl6tipos caracteristicamente euroasiaticos na populagdo em
estudo.

Esta colonizagdo teve como resultado a diminuigdo drastica do ndmero de individuos
indigenas, devido aos conflitos entre colonos e estes e também devido a introdugdo de novas
doencas nestas populagdes por parte dos colonos cujos povos nativos desta regido ndo possuiam
defesas imunitérias para se defenderem destas enfermidades, o que é coerente com o0s resultados
obtidos na pouca frequéncia de hapl6tipos nativo-americanos presentes na populagdo em estudo.

A partir do século XVI, este periodo de colonizagcdo também ficou marcado pela
introducdo de escravos vindos de Africa para funcionarem como mao de obra nas plantacdes de
acucar e nas minas de ouro e diamantes. Tendo sido transportados para o Brasil cerca de 4
milhdes de escravos africanos, este grande fluxo de pessoas levou a que os haplotipos
caracteristicos das populacgdes africanas apresentassem uma grande frequéncia atualmente como
é comprovado por este estudo.

Também foi possivel verificar o impacto que a introducdo desta populacdo ira ter no
pool genético da populacdo atualmente residente em Lisboa que apresenta como haplogrupos
maioritarios haplogrupos caracteristicos de popula¢6es europeias como os H, R e U[89], o que
contrasta com a maioria de haplogrupos identificados na populacdo em estudo.
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Figura 4.1: Representacéo dos haplogrupos presentes na populacéo brasileira imigrante em Lisboa e as suas
respetivas frequéncias
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4.3. Heteroplasmias

Com a analise das 75 sequéncias obtidas foi possivel verificar a existéncia de 22
amostras heteroplasmicas, cerca de 29% das sequéncias obtidas, sendo que 18 destas
apresentam heteroplasmias de comprimento, 16 encontravam-se na regido HVI e 2 na regido
HVII que foram confirmadas pela sequenciacdo em duplicado da no sentido forward e reverse,
estando também presente uma heteroplasmias em ambas as regiGes HVI e HVII. As restantes
heteroplasmias encontradas sdo heteroplasmias de posicdo 16183M, 185Y e 499R. A tabela 4.2
resume as heteroplasmias encontradas nas regiGes hipervaridveis das diferentes amostras
estudadas.

As 19 heteroplasmias de comprimento identificadas na regido HVI tiveram todas como
origem a transi¢do de uma Timina (T) para uma citosina (C) na posicdo 16189, ficando nesta
regido uma sequéncia de 10 Citosinas(C) continuas, o que resulta na insercdo de diversas
citosinas (C), causando a sobreposi¢cdo de picos nos diversos eletroferogramas dificultando a
analise dos mesmos.

Em contrapartida, as 3 heteroplasmias de comprimento, presentes na regido HVII,
tiveram como origem a introduc&o de citosinas (C) entre as posi¢des 302 e 310.

Por fim, as 3 heteroplasmias de posi¢cdo encontradas, uma na posicdo 16183, onde em
algumas sequéncias existe uma transversdo de uma Adenina (A) por uma Citosina (C), ao passo
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gue noutras esta ndo ocorreu, sendo esta posicao designada como 16183M. Outra heteroplasmia
de posicdo foi identificada na posi¢cdo 185, onde algumas sequéncias apresentam uma transicédo
para uma Guanina (G), enquanto outras uma transi¢do para uma Citosina (C), sendo a sua
designacdo 185Y. A ultima heteroplasmia de posicdo foi encontrada na posicdo 499, onde em
algumas sequéncias existe uma transi¢do de uma Guanina (G) para uma Adenina (A), enquanto
em outras a Guanina (G) se mantém na sequéncia, sendo, entdo, esta posicdo designada de

499R.

Tabela 4.2: Heteroplasmias presentes na regido controlo total do DNAmt da populagdo brasileira imigrante em Lisboa

Haplotipo Regido Hiper variavel Frequéncia Percentagem
Homoplasmicos - 54 72,00%
HVI 16 21,33%
HVII 2 2,67%
Heteroplasmicos HVII 0 0,00%
HVI+HVII 1 1,33%
Posicédo & 4,00%
Total: 22 29,33%

4.4. Andlise filogenética

Através dos haplotipos obtidos foi possivel fazer a comparacéo entre os dados obtidos
em estudos feitos anteriormente, de maneira a determinar a proximidade entre a
populacéo brasileira imigrante em Lisboa e a restantes (tabela 4.3). De modo a realizar
essa comparacao foi necessario recorrer a anélise da variancia molecular (AMOVA), de
forma a que fosse possivel averiguar a variabilidade genética entre as populacdes.

Tabela 4.3: Populagfes de estudos anteriores onde se analisou a regido controlo do DNAmt, utilizadas para fins

comparativos

Populacgdes Tamanho da Referéncia
amostra
CaboVerde 103 [90]
Angola 129 [91]
Gana 193 [92]
Somalia 190 [19]
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AngolaLX 173 [93]
MocambiqueLX 83 [94]
BrasilLX 75 Presente
Estudo

O programa Arlequin foi utilizado para calcular a AMOVA e determinar as distancias
genéticas entre as populacdes, obtendo, assim, valores do indice de fixacdo (Fst) (tabela 4.4) e
0s respetivos pvalue entre cada uma das populagBes que indicam o nivel de significancia dos
dados calculados. Através dos dados de Fst obtidos e recorrendo ao programa Neighboor
Joining pertencente ao Software Phylip v.3.695 foi possivel obter as distancias moleculares
entre as diferentes populacdes e posterior representagdo destas numa arvore filogenética com
recurso ao programa TreeView (figura 9).

Tabela 4.4: Valores de FST e p obtidos através do programa Arlequin para a totalidade da regido controlo

do DNAmt

Populacgdes Cabo Verde Angola Gana Somalia AngolalLX MocambiqueL X BrasilLX
Cabo Verde - 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000
Angola 0.30102 - 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000
Gana 0.01912 0.27936 - 0.0000+0.0000 | 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000
Somalia 0.06419 0.28884 0.05610 - 0.0000+0.0000 0.0000+0.0000
AngolaLX 0.04388 0.24685 0.02606 0.03572 - 0.0000+0.0000
MocambiquelL X 0.06223 0.25879 0.04070 0.02327 0.01273 - 0.0000+0.0000

BrasilLX 0.06915 0.34497 0.05887 0.03098 0.04857 0.03946 -
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A partir das matrizes de distancias obtidas foi possivel fazer a representacao filogenética
(figura 4.1) entre as populagbes, tornando-se possivel denotar as diferengas
apresentadas entre todas as populactes e a populacdo brasileira imigrante residente em
Lisboa, através de uma arvore filogenética como esta representada na figura 4.1.

Figura 4.2: Representacéao filogenética de distancias genéticas entre populagdes de estudos anteriores e a
populagéo imigrante brasileira residentes em lishoa a regido controlo do DNAmt
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Através do estudo filogenético foi possivel realizar a comparacdo da populacdo
brasileira imigrante em Lisboa com as restantes populagdes previamente estudadas, uma
populacdo de imigrantes mocambicanos, angolanos e cabo-verdianos em Lisboa e também
populacbes do Gana da Somalia e, por fim, de uma populacdo indigena angolana. Foram

selecionadas populaces de origem africanas devido a grande prevaléncia de hapl6tipos
caracteristicos da populacgdo africana presentes na populagdo em estudo.

Os resultados obtidos a partir da analise da matriz de distancias interpopulacionais
permitiram concluir que a populacdo brasileira atualmente a residir em Lisboa encontra-se
geneticamente mais distante da populacdo de Angola, o que seria de esperar tratando-se esta de
uma populacdo indigena, denominada Kohen-San, que apresenta como haplogrupos mais
frequentemente presentes na populacdo LOd e LOk que se restringem maioritariamente a esta
populacdo, estando até, inclusivamente, muito distante dos imigrantes angolanos a residir
atualmente em Lisboa.

Também é possivel averiguar a proximidade genética entre a populacdo brasileira
imigrante em Lisboa com a populacdo residente na Somalia (Fst=0.03098;
pvalue=0.0000+0.0000). Neste estudo também foi possivel verificar a grande frequéncia dos
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haplogrupos L2 e L3, aqueles que na populacdo brasileira imigrante em Lisboa também se
verificam.

As comparacBes com as outras populagdes também permitem observar a grande
distancia existente entre a populacdo residente em Angola e todas as restantes, sendo que € a
populacgdo brasileira residente em Lisboa que apresenta uma maior distancia desta (Fst=0.34497;
pvalue=0.0000+0.0000), resultados esperados uma vez que se trata de uma populacdo indigena
gue apresenta como haplétipos dominantes LO.

Relativamente a populacdo do Gana e de Cabo Verde serd de notar a sua proximidade
filogenética (Fst=0.01912; pvalue=0.0000+0.0000), facto que pode ser justificado pela grande
proximidade geogréfica entre estas duas regides, partilhando haplétipos L1, L2 e L3. Sendo
também duas das populacGes mais distantes da populacdo brasileira imigrantes em Lisboa
provavelmente devido a alguma frequéncia de hapl6tipos nativo-americanos e euroasiaticos que
esta possui.

Comparativamente as populagfes imigrantes residentes em Lisboa, a que mais se
aproxima da populacdo em estudo é a de Mogambique (Fst=0.03946; pvalue=0.0000+0.0000),
sendo a seguinte a populagdo Angolana (Fst=0.04857;pvalue=0.0000+0.0000) o que permite
verificar a grande influéncia que o grande éxodo de escravos africanos, de antigas col6nias
portuguesas como Mogambique e Angola e de outros paises africanos circundantes, para o
Brasil, enquanto este pais ainda era uma colénia portuguesa, tiveram na pool genética dos
brasileiros.

5. Conclusio

Foi estudada a regido controlo total do DNAmMt de 75 individuos brasileiros ndo
relacionados imigrantes em Lisboa.

Foram amplificados 1122pb, correspondeste a regido controlo total do DNAmt, através
de dois pares de primers L15997/H016 e L16555/H639. A posterior sequenciacdo dos produtos
amplificados foi realizada através da sequenciacdo de Sanger, método que provou ser adequado
para a realizag8o deste estudo.

O estudo da regido controlo total do DNAmt provou ser eficaz e permitiu um maior grau
de discr iminacdo entre amostras relativamente a outros estudos onde a regido controlo do
DNAmt ndo foi estudada na sua totalidade.

Os resultados obtidos foram submetidos e posteriormente integrados na base de dados
EMPOP, comprovando a qualidade dos mesmos, e estdo disponiveis para consulta com o
nimero de acesso EMP.

Existe uma grande variabilidade genética nesta populacdo o que pode ser comprovado
pelos 63 hapl6tipos Unicos encontrados nas 75 sequéncias analisadas.

Foram encontrados em 139 posicdes alteradas um nimero total de 1050 polimorfismos.

O maior numero de polimorfismos, quando comparado com a rCRS, encontrado numa
sequéncia foram 25, ao passo que o0 menor nimero registado foi 5.

A taxa de heteroplasmia total determinada neste estudo foi de 29,33%. Tendo sido
encontradas 3 heteroplasmias de posicdo que sdo classificados consoante as normas da IUPAC
como 499R, 16183M e 185Y. Foram, ainda, observadas 19 heteroplasmias de comprimento,
sendo que a sua maioria dos casos a ocorre na regido HVI.
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Cerca de 54% dos hapldtipos determinados neste estudo sdo caracteristicos de
populagdes africanas. Sendo dentro destes os haplétipos L1, L2 e L3 os que apresentam uma
maior frequéncia e dentro destes o L3 apresentou, também, relevante frequéncia, estando
presente em 22,80% das sequéncias analisadas.

Também foram identificados cerca de 25% de hapl6tipos caracteristicos de populacdes
euroasiaticas, demonstrando a pouca influéncia destas populacdes no pool genético desta
populacéo.

Em suma, o estudo filogenético permitiu observar as relacdes filogenéticas entre
populagdes selecionadas de estudos realizados e a populacdo brasileira imigrante em Lisboa.
Concluiu-se, também, que a populacdo da Somdlia é geneticamente mais préxima da dita
populagdo brasileira, sendo a populacdo indigena Khoe-San de Angola a que apresenta uma
distancia genética maior para a populagao em estudo.

O presente estudo confirma, ainda, que a introducao desta populagdo nos residentes em
Lisboa, ird introduzir bastante variabilidade genética a estes, levando a um aumento da
frequéncia do haplogrupo L na populagéo lisboeta. Serd, assim, importante compreender, em
estudos futuros, o real impacto da introdugdo desta variabilidade genética na populagdo de
Lisboa.
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