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Resumo 

 

A migração de indivíduos é um dos principais contribuidores para a introdução de 

variabilidade genética dentro das populações. Nas últimas duas décadas em Portugal, mais 

particularmente Lisboa, recebeu um grande número destes migrantes. A comunidade de 

imigrantes brasileiros é uma das principais comunidades estrangeiras atualmente a residir em 

Portugal, constituindo, em 2020, cerca de 184 000 indivíduos. 

As características únicas do DNAmt, ao ser transmitido exclusivamente por via materna 

e não sofrendo recombinação, fazem deste um marcador muito útil, tendo várias aplicações 

como o estudo da evolução das populações, a utilização em perícias forenses e a genética 

médica. 

Neste estudo foi realizada a sequenciação de DNAmt de 75 imigrantes brasileiros a 

residir em Lisboa, de modo a determinar o impacto que o pool genético desta população poderá 

ter no gene pool da população lisboeta. Para isso foi amplificada a região 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 sequências obtidas foram comparadas com a rCRS 

obtendo haplótipos que, recorrendo à Phylotree, build 17, podem ser classificados em 

haplogrupos. Sendo que a maioria dos haplótipos obtidos neste estudo não apresentaram 

correspondência na base de dados EMPOP. Tratando-se de uma população extremamente 

heterogénea, com cerca de metade dos haplótipos obtidos pertencendo ao macrohaplogrupo L, 

característico de populações africanas, um quarto dos haplótipos correspondem a haplótipos sul 

americanos, sendo o quarto restante pertencente a populações euroasiáticas. 

 
 

Palavras-chave: DNAmt; Região 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. Introdução 

 
1.1. Mitocôndria 

 
As Mitocôndrias são organelos celulares semiautónomos, pois possuem um genoma 

próprio independente do DNA nuclear, o DNAmt (DNA mitocondrial) que existe no citoplasma 

de todas as células eucarióticas (com exceção dos glóbulos vermelhos e dos protozoários)[1]. 

São constituídas 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 são essenciais num variado número de processos celulares que contribuem para a 

manutenção da homeostasia celular como a fosforilação oxidativa, processo responsável pela 

produção da energia celular essencial em diversos processos metabólicos, sendo também 

essenciais na morte celular programada (apoptose) e no metabolismo de ácidos gordos, lípidos, 

colesterol e esteróis[2]. 

 
 

1.2. Origem da mitocôndria 

 
A teoria aceite relativamente à origem das mitocôndrias reitera que estas são o resultado 

de um processo evolutivo de uma bactéria ancestral, capaz de metabolizar oxigénio, que 

estabeleceu uma relação de simbiose com uma célula eucariótica primitiva, que até então vivia 

em condições anaeróbias e terá a partir deste momento adquirido a capacidade de sobreviver em 

meios aeróbios, situação que potenciou o seu crescimento e a sua expansão, em ambientes com 

crescentes concentrações de oxigénio, que até então era um elemento tóxico para as mesmas[1]. 

Com o passar do tempo a bactéria capaz de metabolizar oxigénio ter-se-á tornado parte 

integral da célula eucariótica primitiva o que resultou na formação da mitocôndria. Os genes 

presentes na bactéria ancestral terão na sua maioria sido transferidos para o núcleo das células 

eucarióticas tendo um pequeno número de genes permanecido no organelo, o qual se viria a 

tornar a mitocôndria[3,4]. O facto de possuir o seu próprio genoma conserva a independência 

genética deste organelo relativamente à restante célula. 

Várias evidências suportam esta teoria. Dentro destas destacam-se algumas como a 

existência de seres eucariotas unicelulares que servem como hospedeiros de bactérias, 

estabelecendo uma relação endossimbiótica, e o facto de as mitocôndrias terem a capacidade de 

replicarem o seu DNA, possuindo também um tamanho semelhante às bactérias atuais. 
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1.3. DNA Mitocondrial 

 
O genoma humano é constituído pelo DNA mitocondrial (DNAmt) e pelo DNA nuclear 

(DNAn) 

O DNAn está organizado em 23 cromossomas e encontra-se localizado no núcleo das 

células, ao passo que o DNAmt é constituído por uma molécula circular e está localizado na 

mitocôndria. A tabela 1.1 resume as diferenças entre o DNAmt e o DNAn. 

Tabela 1.1: Comparação das características entre o DNA nuclear e o DNA mitocondrial adaptado de [5] 
 

Características DNA nuclear DNA mitocondrial 

Localização Núcleo Mitocôndria 

Número de 

cópias por 

célula 

2 Poderá ser superior a 1000 

Funcionamento Autónomo Semiautónomo 

Herança Materna e Paterna Materna 

Recombinação Sim Não 

Mecanismo de 

reparação 

Sim Não 

Taxa de 

mutação 

Baixa Elevada (5 a 10x superior ao 

DNA nuclear) 

Poder de 

individualização 

Único para cada indivíduo com 

exceção gémeos monozigóticos 

Não individualiza indivíduos da 

mesma linhagem materna 

Sequencia de 

referência 

Obtida em 2001 (Projeto genoma 

humano) 

Obtida em 1981 (Anderson e 

colaboradores) 

 

 

 

 

 

 

1.4. Genoma mitocondrial 

 
O DNAmt foi identificado e isolado pela primeira vez em 1963 por Margit Nass and 

Sylvan Nass, com recurso à microscopia eletrónica [6]. Mas, apenas em 1981, a Cambridge 

Reference Sequence (CRS), a primeira sequência completa de DNAmt, foi publicada [7]. Em 

1999, foi feita nova sequenciação da molécula de DNAmt usada para criar a CRS, tendo 

revelado a existência de dez erros de substituição e dois resíduos de citosina (C) nas posições 

3 106 e 3 107, quando apenas deveria existir um e, assim, depois desta revisão, a CRS passou a 

ser denominada de Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS)[8]. 
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As diferenças entre nucleótidos, entre os perfis de DNAmt quando comparados com a 

rCRS, são designados de haplótipos [9], sendo estes identificados pela base nucleotídica mutada 

e pelo número da posição alterada. Estes podem ser agrupados em haplogrupos, quando 

partilham certas mutações características de um haplogrupo que são detetadas com base em 

técnicas como RFLPs do DNAmt total [10] ou com base em polimorfismos na região de 

controlo do DNAmt [11–13]. Foi considerado que as pessoas que partilham um haplogrupo têm 

um antecessor comum [14]. De acordo com a nomenclatura, os haplogrupos são organizados por 

ordem alfabética tendo em conta o 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 compõem o DNAmt são a cadeia pesada (H) e uma cadeia 

complementar a esta, a cadeia leve (L); estas diferem entre si na composição, 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 regiões distintas, uma região 

codificante e uma região não codificante, também conhecida como D loop ou região de 

controlo. 

A região codificante é aquela que possui maior dimensão, cerca de 15 435 pb [17] e 

possui 37 genes que codificam 13 proteínas, que estão envolvidas na oxidação fosforilativa[18], 

22 RNAt e 2 RNAr[7]. A maioria das proteínas mitocondriais são codificadas por genes 

nucleares, sendo sintetizadas em ribossomas e transportados até à mitocondrial[19]. 

A D loop possui um tamanho de 1 122 pb, o que corresponde a cerca de 7% do DNAmt 

total [17], e está contida entre as posições 16 024 e 576 do DNAmt também codifica 8 RNAt e 1 

polipéptido e está ainda envolvida na regulação da transcrição e replicação da molécula 

[7,17,20–22]. Esta região apesar de ser não codificante contém promotores para a cadeia leve 

(L) e para a cadeia pesada (H), elementos de regulação transcricional, locais de ligação de 

fatores de transcrição mitocondriais e a origem de replicação da cadeia pesada (OH). Sendo 

também a região onde estão presentes os segmentos mais polimórficos do DNAmt os segmentos 

Hipervariáveis, HVI, HVII e HVIII. 
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Figura 1.1: Representação do DNAmt (adaptado de [22]) 

 

 
 

 

 

 

 

1.5. Características do DNAmt 

 
O genoma mitocondrial apresenta taxas de mutação bastante heterogéneas, sendo a D loop 

a região onde as taxas de mutação são mais elevadas; esta é uma região tripartida, sendo 

constituída pelos segmentos hipervariáveis HVI, HVII e HVIII que são também hotspots 

mutacionais [23] e apresentam taxas de mutação 4 a 5x superiores quando comparadas com as 

restantes posições do genoma mitocondrial, sendo, por isso, nestes locais que se encontra a 

maioria dos polimorfismos mitocondriais de frequência variada em diversas populações, 

tornando-se, assim, essenciais em diversas áreas como a genética populacional, evolução, 

genética médica e forense, já que, em média, pessoas não relacionadas apresentam diferenças de 

entre 1-3 bases por cada 100pb [17,24,25]. O segmento HVI estende-se entre as posições 

16024–16365, o HVII entre posições 73–340 e o HVIII entre as posições 438 e 574. Dentro 

destes, os segmentos mais polimórficos são o HVI e o HVII [22,23] , sendo, por isso, as regiões 

mais estudadas por apresentarem as maiores diferenças interpessoais, ou seja, são aquelas onde 

existe um maior número de mutações. 

A função destas regiões hipervariáveis ainda não é completamente conhecida, embora se 

pense que são um elemento essencial na regulação da replicação e transcrição do genoma 

mitocondrial [26]. As elevadas taxas de mutação têm como resultado um número elevado de 

polimorfismos presentes no DNAmt, além de não existir a possibilidade desses polimorfismos 

passarem pelo processo de reparação. As mutações são originadas na elevada frequência de 
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Reactive oxygen species (ROS), produzidas na cadeia transportadora de eletrões e que atacam o 

DNAmt, que é bastante vulnerável a estes ataques, uma vez que não possui histonas que o 

possam proteger [1,19]. Outro fator que explica a elevada taxa de mutação do DNAmt é a baixa 

fidelidade apresentada pela DNAmt polimerase que, no processo de replicação, é menos 

eficiente no processo de deteção e correção de erros [4,27]. As mutações que ocorrem podem 

ser classificadas como substituições, deleções e inserções. Por seu lado, as substituições podem 

ser classificadas como transversões, quando uma purina é substituída por uma pirimidina ou 

vice-versa, já as transições ocorrem caso surja uma substituição entre purinas ou pirimidinas. 

Ao contrário do DNA nuclear, o DNAmt é herdado exclusivamente por via materna [28], 

ou seja, a sequência de DNAmt de toda a linhagem materna é idêntica, uma vez que os oócitos 

possuem uma dimensão superior aos espermatozoides e consequentemente um maior número de 

mitocôndrias e também devido ao facto de a maioria das mitocôndrias presentes nos 

espermatozoides desaparecem durante a fase inicial da embriogénese, durante um processo 

denominado de ubiquitinação [24,29,30]. Esta característica torna-se especialmente útil em 

estudos forenses, de linhagens e na evolução de populações. No entanto, recentemente têm-se 

levantado algumas questões sobre o DNAmt ser herdado exclusivamente pela via materna, 

especialmente por se ter apurado que num doente de 28 anos que apresentava intolerância 

extrema ao exercício, o seu DNAmt foi sequenciado e constatou-se que era idêntico ao 

encontrado no seu pai e tio paterno [31], concluindo-se, deste modo, que o DNAmt do seu 

músculo apresentava origem paternal, o que pôs em causa o que era assumido até então. 

Contudo, após o estudo de mais pessoas com doenças mitocondriais revelou-se que não havia 

evidência de existir transmissão paterna de DNAmt [24,32,33]. 

Outra característica distintiva do DNAmt é a sua falta de recombinação [34], o que faz 

com que as mutações ocorridas ao longo da vida sejam a única fonte de variabilidade do 

genoma mitocondrial e que seja possível fazer a associação do DNAmt com um ancestral 

feminino comum [24,28–30]. Porém, recentemente esta evidência também foi posta em causa, 

designadamente com alguns relatos de recombinação mitocondrial [35,36]. Após mais estudos 

foi concluído que a molécula de DNAmt tem uma recombinase funcional e pode, por isso, 

sofrer recombinação, mas as probabilidades de isso acontecer são ínfimas, algo que pode ser 

explicado pela ausência de mitocondriais de origem paterna, pois iria resultar, mesmo que 

ocorresse recombinação, uma molécula de DNAmt não muito diferente da molécula original 

[24,37,38]. 

Estas características, em conjunto com a grande abundância de DNAmt, já que cada 

mitocôndria possui entre a 4 a 5 destas moléculas e cada célula poderá possuir centenas de 

mitocôndrias, fazem deste um marcador genético muito útil. 

 
 

1.6. Heteroplasmia 

 
Apesar de a maioria da população apresentar apenas uma população de mitocôndrias, ou 

seja, é homoplásmico, existem alguns indivíduos que possuem diferentes populações de 

mitocôndrias que diferem na sua composição nucleotídica numa única mitocôndria, célula ou 

tecido, fenómeno que é designado de heteroplasmia [39,40]. É inclusive possível que um 

indivíduo possua uma heteroplasmia num tecido enquanto é homoplásmico noutro tecido [41]. 

Por outro lado, também é possível que um indivíduo apresente um tipo de heteroplasmia num 

tecido e outro tipo noutro tecido [41], sendo que as heteroplasmias são mais frequentemente 
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encontradas nas regiões HVI e HVII [42]. Alguns estudos reiteram que a probabilidade de 

ocorrerem heteroplasmias é superior nos tecidos com elevadas taxas metabólicas e quando o 

DNAmt passa por bottlenecks, como por exemplo no processo de formação de cabelos (sendo 

este um local onde será esperado um número elevado de heteroplasmias) [14]. Também foi 

teorizado que com o aumento da idade a frequência de heteroplasmias presentes em cada 

indivíduo 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 são transmitidas entre 

gerações e mantêm-se entre níveis semelhantes ao longo do tempo de vida de cada 

indivíduo[44]. 

Existem dois tipos de heteroplasmias, as heteroplasmias de comprimento (Figura 1.2) e as 

heteroplasmias de posição (Figura 1.3). As heteroplasmias de posição são mutações pontuais 

numa das sequências de DNAmt, o que faz com que na mesma posição existam diferentes 

nucleótidos quando comparadas duas populações de mitocôndrias, o que resulta na sobreposição 

de dois picos nos eletroferograma obtidos após a sequenciação[45]. As heteroplasmias de 

comprimento são 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 frequência na zona HVI entre as posições 16184 e 

16193, sendo que quando existe uma heteroplasmia de comprimento se observa a transição de 

uma timina para uma citosina (C) na posição 16189, enquanto que na zona HVII as 

heteroplasmias têm mais probabilidade de serem encontradas entre as posições 302 e 310, sendo 

na posição 310 a transição de uma timina por uma citosina (C) na posição 309, sinal de a 

existência de uma heteroplasmia de comprimento; por fim, as heteroplasmias de comprimento 

poderão ocorrer na região HVIII, apesar de apresentarem uma menor frequência, entre posições 

568 e 573, sendo que a sua função biológica ainda é desconhecida [40,41]. 

Há, contudo, vários aspetos sobre as heteroplasmias que ainda permanecem desconhecidos 

e necessitam, por isso, de serem mais estudados, como os seus mecanismos e a probabilidade de 

ocorrerem consoante o sexo, a idade e o grupo populacional dos indivíduos [41]. Por essa razão, 

diferenças de heteroplasmias entre dois indivíduos não são evidência suficiente para excluir a 

hipótese de estes não pertencerem à mesma linhagem materna [47]. 

 
 

Figura 1.2: Representação de uma heteroplasmia de comprimento 

 

 

 

Figura 1.3: Representação de um heteroplasmia de posição 
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1.6. Aplicações do estudo do DNAmt 

 
O DNAmt é uma ferramenta essencial em diversas áreas, desde a antropologia molecular, a 

arqueologia, a genética populacional, a forense e a médica. Os estudos iniciais ao DNAmt 

começaram a ser efetuados usando Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) 

[11,48,49]. Mais tarde, com a descoberta do PCR foi possível iniciar a análise de produtos de 

PCR com RFLP e também com o recurso a técnicas de sequenciação efetuar a sequenciação dos 

mesmos. 

 
 

O estudo do DNAmt começou a ser executado apenas pela sequenciação da região HVI 

[50,51]. Tendo mais tarde o estudo e a sequenciação do DNAmt sido estendida às regiões HVI e 

HVII[49] e posteriormente foi estendido à região controlo total [52], ou seja, ao conjunto dos 

segmentos HVI, HVII e HVIII, o que se tem tornado uma prática comum [53], uma vez que 

apenas o estudo das regiões   da região HVI individualmente ou o estudo das regiões HVI e 

HVII podem não apresentar um grau de discriminação individual suficiente [42], mostrando-se 

mais precisa a atribuição de haplogrupos com a extensão do estudo à região controlo total do 

DNAmt. 

 

 

 
1.6.1. Aplicações forenses 

 
Atualmente o método analítico mais utilizado que permite o estudo do DNA para a 

obtenção 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 não pode ser utilizado, pois poderá não existir em 

quantidade suficiente, por estar muito degradado (como em amostras de cabelo) ou por ser 

muito antigo, tornando impossível a extração e, consequentemente, não permitir traçar um perfil 

genético, pode recorrer-se ao DNAmt [42,54]. Uma vez que este existe em grande abundância 

em todas as células e também o facto de apenas serem necessárias, apenas, 10 cópias de DNAmt 

para produzir um perfil de DNAmt [55]. 

Por este motivo, o DNAmt torna-se num marcador genético bastante útil na 

identificação de linhagens maternas. Em casos de identificação de indivíduos é necessária uma 

amostra de comparação de um possível parente da mesma linhagem materna, ou seja, entre 

irmãos e descendentes maternos, de modo a que seja possível fazer a comparação de 
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haplogrupos com o indivíduo desconhecido, visto que estes iram apresentar o mesmo 

haplogrupo [56,57]. 

Apesar de útil, o estudo do DNAmt apresenta algumas desvantagens dentro das quais se 

destacam o seu baixo poder de discriminação e individualização entre indivíduos que pertençam 

a mesma linha materna, já que estes irão partilhar o mesmo haplótipo, além de o facto de 

diferentes tecidos poderem apresentar diferentes heteroplasmias e a existência de heteroplasmias 

diferentes dentro da mesma linhagem materna que podem confundir as análises [58]. 

Um dos casos práticos onde se recorreu à análise do DNAmt foi na análise de uma cova 

comum encontrada na Polónia, em 2012, após o período comunista polaco e no encobrimento de 

vítimas que era frequente neste regime, que devastou o País, tendo como resultado a morte de 

mais de 50 000 pessoas. Através da sequenciação direta das regiões HVI e HVII foi possível 

identificar cerca de 50 vítimas encontradas nesta cova comum [59]. 

 
 

1.6.2. Genética Populacional 

 
O DNAmt é um “registo molecular”[60] das migrações do ser humano moderno, devido às 

características específicas, tais como apresentar uma maior taxa de mutação quando comparado 

com o DNA nuclear e ser estritamente transmitido por via materna, sendo por isso um marcador 

haploide [42], e pelo facto de não sofrer recombinação, o que faz com que os polimorfismos 

ocorridos sejam específicos de uma linhagem materna. De modo a estudar estas migrações 

recorre-se à comparação de haplogrupos entre as diferentes populações, uma vez que cada 

população terá o seu conjunto de polimorfismos específicos e consequentemente um haplogrupo 

distinto [24,60]. 

A hipótese out of Africa é atualmente a teoria mais aceite sobre a origem do homem 

moderno, pois esta indica que ele teve origem em África e foi a partir deste continente que se 

dispersou pelo mundo [61] [11]. Através da análise do DNAmt de 147 pessoas não relacionadas 

de várias partes do mundo foi possível corroborar esta hipótese e chegar à existência de uma 

árvore filogenética bem como a uma ancestral feminina de origem em África, que ficou 

conhecida como Eva mitocondrial, sendo que a partir dela foi possível, através de estudos 

filogenéticos, identificar haplogrupos específicos de populações e assim identificar os processos 

migratórios que ocorreram [11]. 

Todas as mutações do DNAmt podem ser representadas por uma árvore filogenética 

[62], sendo a Phylotree [63] a ferramenta mais frequentemente usada neste processo [63]. Esta 

contém todos os polimorfismos da região de controlo e da região codificante do DNAmt, algo 

muito útil pois existem alguns haplogrupos que não podem ser unicamente atribuídos quando 

nos baseamos somente na análise da região de controlo [63]. Esta apresenta na sua base todos os 

haplogrupos caraterísticos de populações africanas, como o macrohaplogrupo L que se divide 

nos subhaplogrupos L0 L1, L2, L3, L4, L5 e L6 sendo estes os precursores dos restantes 

haplogrupos que se formaram [64]. O haplogrupo L0 é o mais antigo, sendo reiterado que se 

formou há cerca de 140 a 160 mil anos[64]. Por outro lado, o haplogrupo L3 ter-se-á dividido 

mais tarde nos haplogrupos M e N (figura 4), que são os haplogrupos que foram formados pela 

migração para fora de África, e são característicos da população euroasiática [65,66]. Por sua 

vez, a população da Europa partilha 9 haplogrupos (H, I, J, K, T, U, V, W, X) que derivam do 
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haplogrupo N (figura 1.4), enquanto a população sul americana apresenta como haplogrupos 

característicos os haplogrupos A, B, C, D, que tiveram origem na Ásia [65]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.4: Representação das migrações do Homem moderno e respetiva distribuição geográfica dos 

haplogrupos (adaptado de [66]) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.6.3. Genética médica 

 
O estudo do DNAmt também tem o seu impacto na área clínica, uma vez que várias 

patologias associadas a diversas áreas, como a neurológica, a cardíaca e a respiratória estão 

associadas a mutações naquele[67]. Além disso, diversos estudos estão a ser efetuados tendo por 

base a possibilidade de certos haplótipos terem uma maior predisposição para o 

desenvolvimento de doenças como Parkinson ou Alzheimer[67]. 
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Os dados da literatura acerca dos haplogrupos de risco (risk haplogroups) são controversos 

e dependem da patologia que está a ser estudada. Há estudos que mostram que há associação 

ente haplogrupos específicos e cancro de mama [68], glioma [69] e osteoartrite [70]. 

 
 

1.7. Base de Dados 

 
Com o aumento dos estudos de DNAmt foi necessário 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 criação destas 

bases de dados apresentavam erros [71]. Para serem aceites nestas bases de dados os resultados 

dos estudos têm de possuir índices que garantam a sua qualidade, situação que levará à 

mitigação da ocorrência de erros inerentes à análise. Estas bases de dados também permitem 

determinar a frequência de haplótipos em cada população e avaliar a sua raridade [42][], algo 

necessário no processo de identificação de indivíduos [72]. 

Uma destas bases de dados internacionais mais conceituada e mais utilizada na recolha de 

haplótipos de DNAmt é a EMPOP (EDNAP mitochondrial DNA population) que recolhe dados 

da região controlo total, como também da genoma mitocondrial total [71]. Atualmente, a 

EMPOP armazena um total de 38361 haplótipos [71]. Esta base de dados tem como principal 

objetivo a recolha de sequências garantindo a sua qualidade, sendo que com a recolha de dados 

de sequências de diversas partes do mundo é possível realizar análises estatísticas e calcular 

parâmetros populacionais importantes para estudos de genética populacional e no âmbito 

forense. 

Também a base de dados SWGDAM (Scientific Working Group for DNA Analysis 

Methods), gerida pelo FBI possui dados de sequências de DNAmt de diversos grupos e etnias 

tornando-se por isso muito útil. 

Outra base de dados importante no armazenamento de dados recorrentes do estudo do 

DNAmt é a Mitomap [73]. Esta contém os polimorfismos característicos de acordo com a 

origem geográfica das populações e faz a sua ligação com doenças degenerativas que estão 

associadas ao DNAmt, afetando principalmente o sistema nervoso central, o coração, os 

músculos e os sistemas endócrino e urinário [42,73,74]. Esta base de dados torna-se assim 

essencial tanto para investigadores como para médicos e geneticistas [75]. A Mitomap contém 

as sequências de DNAmt de pessoas saudáveis e doentes e permite recolher informações sobre o 

loci e qual o nucleótido que se alterou [42], sendo assim possível ver qual a mutação 

responsável pela doença. Deste modo, também será possível fazer o cálculo da frequência destas 

mutações na população presente na base de dados [42]. 

 
 

1.8. Contexto migratório que deu origem à população brasileira 

atual 

 
Atualmente a comunidade brasileira residente em Portugal é, a comunidade imigrante, 

que apresenta um maior número de indivíduos,184 000[76]. 

A população brasileira é uma das mais heterógenas a nível mundial, muito devido ao 

facto de este país ter sido uma colónia portuguesa, o que permitiu a miscigenação do povo 
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nativo brasileiro com o povo português, mas também com escravos vindos de África. Após o 

momento da descoberta do Brasil pelo povo português, no ano de 1500, cerca de 500 000 

colonos portugueses ali se fixaram [77–80]. 

A população africana começou por ser introduzida no Brasil como escravos para 

trabalharem nas minas de diamantes e nas plantações de café, estimando-se que cerca de 4 

milhões de africanos foram movidos para o Brasil [78,79]. 

A partir do momento da independência do Brasil, este País recebeu uma grande 

afluência de migrantes de todo o mundo, de onde se destacam primeiramente os imigrantes 

portugueses, italianos e espanhóis [78,79]. Todos estes dados vêm comprovar a grande 

heterogeneidade do povo brasileiro. 

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

número de indivíduos 

 

2. Objetivos 

 
O principal objetivo deste trabalho é o apuramento da heterogeneidade genética presente na 

população de origem brasileira residente em Lisboa, através da caracterização, recorrendo à 

análise da região controlo total do DNAmt, de modo que seja possível perceber o impacto que 

esta população irá ter na genética da população residente atualmente em Lisboa. Assim, tendo 

isso em conta, foram estabelecidos os seguintes objetivos: 

 

 

 
● Determinar os haplótipos correspondentes a cada indivíduo e o seu respetivo 

haplogrupo; 

 

 

 

 
● Identificar com base nos haplogrupos a origem geográfica de cada indivíduo; 

 

 

 

 
● Compreender o impacto que a introdução da população de imigrantes brasileiros a 

residir em Lisboa terá no pool genética da população atualmente a residir em Lisboa; 

 

 

 
● Publicar os haplogrupos identificados na base de dados EMPOP, a principal base de 

dados de DNAmt a nível forense usada mundialmente. 
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3. Materiais e métodos 

 
As várias etapas do procedimento experimental realizado estão representadas na figura 3.1. 

 
 

Figura 3.1:Fluxograma do procedimento experimental realizado 
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3.1. Seleção das Amostras 

 
Neste estudo foram analisadas 75 amostras de sangue de imigrantes brasileiros, não 

relacionados entre si, que residem atualmente na região de Lisboa. As amostras estudadas foram 

provenientes de investigações de parentesco biológico realizadas anteriormente, que decorreram 

no Serviço de Genética e Biologia Forenses (SGBF) da Delegação Sul do Instituto Nacional de 

Medicina Legal e Ciências Forenses (INMLCF – DS) até 2019, tendo sido selecionadas 

aleatoriamente. 

 
 

3.2. Extração de DNA 

 
A extração de DNA a partir de manchas de sangue foi realizada utilizando o método de 

extração Chelex® 100 (Bio-Rad), técnica desenvolvida em 1991 por P. Sean Walsh[81]. Esta 

técnica tem como base a função de uma resina, o Chelex que se liga a iões metálicos como o 

magnésio e quando submetido a altas temperaturas origina a lise de células dando-se assim a 

libertação do DNA, que fica protegido da ação das nucleases, inativando-as com a remoção dos 

iões de magnésio. 

Este procedimento tem como primeiro passo para cada amostra o recorte de um círculo 

a partir de uma mancha de sangue, com o auxílio 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 

água mili-Q. Os tubos foram de seguida encubados à temperatura ambiente, durante cerca de 20 

minutos, sofrendo posteriormente uma agitação ligeira no vórtex, durante cerca de 5 a 10 

segundos. Após a incubação as amostras foram centrifugadas a 14 000 rotações por minuto 

(rpm), durante 3 minutos, a 20°C. E recorrendo a uma micropipeta retirou-se o sobrenadante a 

cada tubo, aproximadamente 980 μL, e adicionou-se 180 μL de Chelex® 100 a 5%. De seguida, 

colocaram--se os tubos num banho de água aquecido, a 56°C, durante 15 minutos. 

Posteriormente, os tubos foram sujeitos a nova agitação no vórtex, a alta velocidade, 

durante cerca de 15 segundos, e colocados em incubação a 100°C, durante 8 minutos. Por fim, 

os tubos foram novamente agitados no vórtex, 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. Amplificação do DNA 

 
Para a amplificação da região controlo total do DNAmt, constituída pelas regiões HVI, 

HVII e HVIII, foram utilizados dois pares de primers acoplados o L15971/H016 e 

L16555/H639 (tabela 3.1), os primers tem esta denominação 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 amplificação da zona entre as posições 16024 e 16569, já os 

primers L16555/H639 permitiram a realização da amplificação entre as posições 1 e 576 do 

DNAmt. 
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Tabela 3.1: Sequência dos primers usados na amplificação da região controlo total do DNAmt 

 

 

L15997 5' CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 3 

H016 5' TGA TAG ACC TGT GAT CCA TCG TGA 3' 

L16555 5' CCC ACA CGT TCC CCT TAA AT 3' 

H639 5' GGG TGA TGT GAG CCC GTC TA 3' 

 

 

 

 

 

 
 

Para a amplificação foi preparada uma solução de volume final 10 μL contendo 

Multiplex PCR Master Mix ®(Qiagen), uma solução que contém HotStarTaq Plus DNA 

Polymerase, PCR Buffer com MgCl2 e dNTPs - desoxinucleótidos trifosfatados, água ultrapura 

e o conjunto de primers L15971/H016 e L16555/H639 a uma concentração de 2μM. Os 

volumes usados na reação estão descritos na figura 3.2 

 

 

 
Tabela 3.2: Volumes usados na reação de amplificação da região controlo total do DNAmt 

 

 
Reagente Volume (μL) 

Multiplex PCR Master Mix 5 

Água mili-Q 3 

Primers a 2 μM 1 

DNA 1 

Total 10 

 

 
 

Para cada reação foi preparado um controlo negativo para cada região a amplificar, num 

conjunto de 2 controlos negativos aos quais foi adicionado 1μL de água em detrimento de DNA. 

A reação de amplificação 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: Condições de temperatura para a amplificação da região 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 ∞ 
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3.4. Purificação dos Produtos Amplificados 

 
De modo a retirar possíveis resíduos de elementos indesejados resultantes da 

amplificação foi necessário realizar uma purificação dos produtos amplificados. Esta foi 

realizada com o reagente ExoSap-IT (Affymetrix) que com as suas duas enzimas hidrolíticas 

removeu primers residuais e dNTPs não utilizados durante o processo de amplificação. 

Esta técnica consiste na adição de 2 μL de ExoSAP-TI® por cada 5 μL 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: Condições de temperatura para a purificação dos produtos amplificados 

 

 

1 ciclo 

37 °C 80 °C 

15 min 15 min 

 

 
 

3.5. Sequenciação 

 
A sequenciação permite determinar quais as bases nucleotídicas de cada posição, neste 

caso dentro da região controlo do DNAmt. Sendo a técnica de sequenciação usada neste estudo 

a sequenciação de Sanger [82]. Esta baseia-se na incorporação de didesoxinucleotídeos 

trifosfatados (ddNTPs) na extremidade 3’, do DNA presente nas amostras, o que resulta na 

terminação da síntese da cadeia na posição onde ocorre a ligação destes. Os ddNTPs apresentam 

na sua composição fluorocrómos, com diferentes cores, que permitem, após a análise das 

sequências, a sua deteção e identificação. Sendo que o ddATP se encontra marcado a verde, o 

ddCTP a azul, o ddGTP marcado a amarelo, mas visualizado a preto, e o ddTTP marcado a 

vermelho (figura 3.2). 
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Figura 3.2: Esquema representativo da sequenciação com ddNTPs marcados com fluorescência, adaptado de 

[83]. 

 

 

 

 

 

Para a realização desta etapa foi necessário preparar quatro misturas, uma por cada 

primer (L15971, L16555, H016 e H639). Sendo cada uma destas constituída por Better Buffer® 

(Microzone Ltd.) que é um tampão, BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB), uma 

solução que contém DNA polimerase, MgCl2, dNTPs e ddNTPs marcados com Dye 

Terminator, e do respetivo primer a 2,5 mM, num volume total de 4 μL que foram distribuídas 

pelos poços de uma placa de 96 poços, sendo, por fim, adicionado 1 μL de DNA das amostras 

previamente amplificadas e purificadas, estando os volumes necessárias para esta etapa 

descritos na tabela 3.5. O processo de sequenciação da região foi realizado num termociclador 

GeneAmp PCR system 9700 (AB) programado para as temperaturas e os tempos descritos na 

tabela 3.6. 

 
 

Tabela 3.5: Reagentes e volumes utilizados na sequenciação da região controlo total do DNAmt 

 

 
Reagentes Volume (μL) 

Better Buffer 2 

BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence (AB) 1 

Primers a 2,5μM 1 

DNA 1 

Total 5 
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Tabela 3.6: Condições de temperatura para a sequenciação da região controlo do DNAmt 

 

 

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo 
 

96 °C 96 °C 50 °C 60 °C 60 °C 4 °C 

2 min 15 seg 9 seg 10 min 10 min ∞ 

 

 
 

3.6. Purificação dos Produtos Sequenciados 

 
A etapa de purificação foi realizada com BigDye® XTerminator Purification Kit (AB), 

que contém dois reagentes, o XTerminator Solution e a SAM TM Solution. Este passo permite a 

remoção do excesso de dNTPs e ddNTPs não incorporados durante a reação de sequenciação, 

excesso de primers e sais livres. Foi, então, preparada uma mistura de acordo com os volumes 

representados na tabela 3.7, sendo distribuídos 50 μL desta mistura por cada poço utilizado da 

placa de 96 poços. 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 purificação dos produtos sequenciados 

 

 
Reagente Volume (μL) 

San Solution 16,4 

Xterminator Solution 3.7 

Água 30 

Total 50,1 

 

 
 

3.7. Deteção dos Produtos sequenciados 

 
Após purificação dos produtos sequenciados, as amostras foram colocadas num 

sequenciador automático, SeqStudio (AB) de 4 capilares, de modo que a eletroforese capilar 

pudesse decorrer. Durante este processo, os fragmentos migraram do polo negativo (cátodo) até 

ao polo positivo (ânodo), de acordo com os seus pesos moleculares sendo que os fragmentos de 

menor peso molecular irão migrar a uma velocidade maior quando comparados com os 

fragmentos que apresentam um maior peso molecular. Quando estes se encontram no processo 

de migração é lhes incidido um feixe de laser que excita os eletrões presentes nos fluorocrómos 

dos ddNTPs, o que origina a emissão de fluorescência num comprimento de onda conhecido e 

específico para cada ddNTP, este processo está descrito na figura 3.2. Os resultados deste 

processo são obtidos num eletroferograma, onde estão diferenciadas as bases nucleotídicas 

presentes em cada posição. 
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Figura 3.2: Esquema representativo do processo de detenção dos produtos sequenciados, adaptado de [83] 
 

 

 
 

3.8. Análise dos produtos Sequenciados 

 
A análise dos resultados da sequenciação da região controlo do DNAmt foi efetuada 

com auxílio a dois programas, o Sequencing Analysis v.5.2, que avalia a qualidade das 

sequências obtidas, e o SeqScape v.4 (AB), que permitiu o alinhamento e a posterior 

comparação das sequências obtidas com a rCRS, permitindo a identificação dos polimorfismos 

presentes nas amostras, sendo que o conjunto destes se designam de haplótipo. As sequências 

apresentadas neste programa seguem as guidelines da European DNA Profiling Group 

(EDNAP) [84] e as bases nucleotídicas estão codificadas de acordo com o código descrito na 

tabela 3.8. 

 
 

Tabela 3.8: Código IUPAC utilizado na nomenclatura das bases nucleotídicas 

 

 

Código 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 

V Adenina, Citosina ou Guanina 

S Guanina ou Citosina 

W Adenina ou Timina 

 

 
 

É possível ocorrerem 3 fenómenos diferentes que levam a alteração da sequência de 

DNAmt, transições, quando ocorre uma substituição entre purinas (A e G) ou entre pirimidinas 

(C e T), transversões quando existe uma substituição de uma purina por uma pirimidina e vice-

versa, ou inserções e por fim deleções. As substituições são identificadas e registadas, anotando-

-se a posição que foi alterada seguida da base nucleotídica agora presente na sequência. 

Enquanto as inserções são identificadas pela posição nucleotídica imediatamente anterior à 

alteração, seguida de um ponto e do número um (.1) e do nucleótido inserido, para a primeira 

inserção, de um ponto e do número dois (.2) e do nucleótido inserido, na segunda inserção, e 

assim sucessivamente. As deleções são identificadas pela posição do nucleótido deletado 

relativamente à rCRS, seguida do sufixo “d”, “DEL” ou “- “. 

Após a determinação dos haplótipos de cada amostra recorrendo à Phylotree [63] foi 

possível corresponder estes aos seus respetivos haplogrupos. 

 

 

4. Resultados e Discussão 

 
4.1 Estudo dos Haplótipos 

 
A partir das 75 amostras analisadas, foram obtidos 69 haplótipos únicos e 6 haplótipos 

duplicados. O que demonstra o fraco poder de discriminação individual do DNAmt, uma vez 

que existem indivíduos que não são relacionados, não partilhando, assim, a mesma linha 

materna e apresentam o mesmo haplótipo. A sua utilização como marcador depende da 

frequência de cada haplótipo na população, sendo que a identificação de um haplótipo pouco 

frequente pode contribuir com mais informação para a investigação em curso. 
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Todos os haplótipos obtidos foram submetidos para pesquisa na base de dados EMPOP, 

de modo que fosse possível obter uma frequência destes entre as 38361 sequências presentes 

nesta base de dados. Tendo sido possível averiguar que, dos haplótipos obtidos, 32 não 

apresentavam qualquer correspondência, tendo por isso uma frequência de 0. 

Com base na comparação com a rCRS, foram possíveis identificar 1050 polimorfismos 

dentro de 139 posições. Dos polimorfismos encontrados, as substituições foram a forma que 

apresentou uma maior prevalência, tendo sido encontradas em 885 ocasiões, das quais 810 

correspondem a transições, 465 entre pirimidinas, 361 entre purinas e 75 transversões. O que 

contrasta com o menor número de deleções (71) e inserções (107) encontradas. 

 
 

Tabela 4.1: Distribuições dos polimorfismos observados na região controlo total do DNAmt de imigrantes 

brasileiros residentes em Lisboa 

 

 

Alterações HVI HVII HVIII Fora HV TOTAL 

Número total de polimorfismos 345 453 118 150 1050 

Número de posições polimórficas 59 54 11 15 139 

Transições 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 

Transversões 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 

Deleções 0 25 46 0 71 

A 0 25 23 0 48 

C 0 0 23 0 23 

Inserções 0 95 12 0 107 

C 0 95 6 0 101 

A 0 0 6 0 6 

Heteroplasmia de posição 1 1 1 0 3 

M (A e C) 1 0 0 0 1 
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Y (A e G) 0 1 0 0 1 

R (T e C) 0 0 1 0 1 

 

Foi também possível identificar que a região HVI, que se encontra entre as posições 

16024 e 16365, da região controlo do DNAmt, apresenta 345 polimorfismos, sendo dentro desta 

região a posição 16223 que apresenta um maior número de substituições, tendo sofrido 

alterações em 51 das 75 sequências estudadas, passando de uma Citosina (C) para uma Timina 

(T). Também será de destacar a elevada frequência de transições encontradas (24) de uma T por 

uma C na posição 16278, a transição de uma C por T, em 13 das sequências analisadas e a 

substituição de uma C para uma T na posição 16294 em 16 vezes e ainda a substituição em 11 

sequências de uma C por uma T nas posições 16325 e 16362 e a substituição de uma C para 

uma T na posição 16294 16 vezes. É possível denotar a ausência de inserções e de deleções 

nesta região do DNAmt. 

Dentro da região HVI ainda se realça o intervalo entre as posições 16182 e 16192 por 

apresentar uma zona de poli C, que tem como consequência a existência de 70 polimorfismos 

nesta região. Sendo a sua maioria localizadas na posição 16189, onde em 32 sequências das 

sequências analisadas ocorreu a alteração de uma Timina (T) por uma Citosina (C), enquanto as 

restantes alterações que apresentam uma maior frequência são de transições de uma C para uma 

T, sendo a posição 16187 aquela que apresenta uma maior frequência destas alterações, 7. 

Também é nesta região de poli C que existe a maioria das transversões encontradas em 

HVI. As transversões que apresentam uma maior frequência encontram-se nesta zona, onde 

ocorre a substituição em 15 das sequências analisadas na posição 16182 de uma Adenina (A) 

por uma Citosina (C) e na posição 16183 onde também existe a substituição de uma Adenina 

(A) por uma Citosina (C) na posição 16182 em 6 sequências. 

Na região HVII, que se encontra compreendida entre as posições 73 e 340, destaca-se 

por ser a região hipervariável que apresenta a maior frequência de polimorfismos, 453. Sendo 

aqueles que apresentam uma maior frequência transições de uma Adenina (A) para uma 

Guanina (G), como é o caso na posição 73, onde em 66 das 75 sequências das estudadas e na 

posição 263 onde existem 72 substituições de uma A para uma G. Também será de realçar a 

presença de uma substituição na posição 152 de uma T para uma C em 32 das sequências 

analisadas, a transição, na posição 195, de uma T para uma C em 25 das sequências e a 

substituição na posição 146 de uma timina (T) para uma Citosina (C) em 15 sequências e na 

posição 150 onde se verificou a existência de uma transição de uma Timina (T) para uma 

Citosina (C) em 18 sequências. 

Esta região hipervariável também se realça por ser aquela que apresenta uma maior 

frequência de inserções, dentro das amostras analisadas, estando estas localizadas entre as 

posições 310 e 315; esta zona, caracterizada por ser uma região poli C, possui a repetição de 5 

Citosinas (C). Encontram-se, assim, 95 inserções na posição 315, passando a nomenclatura 

desta posição a ser 315.1C e 26 inserções na posição 309, tendo em 2 amostras se verificado a 

inserção de 4 citosinas (C) nesta posição ficando, por isso, de acordo com a nomenclatura 

denominadas como 309.1C, 309.2C, 309.3C e 309.4C. 

Já na região HVIII que se encontra estendida entre as posições 438 e 574 encontram-se 

118 polimorfismos, sendo assim a região que apresenta uma menor frequência de 

polimorfismos, transições (42), deleções (46) e inserções (26). As alterações mais vezes 

encontradas nesta região são a transição de uma Guanina (G) para uma Adenina (A) em 9 
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sequências na posição 499, a inserção na posição 524 de 6 Adeninas (A) e de 6 Citosinas (C) e 

as deleções nas posições 523 e 524, que sempre apareceram acopladas num número de 23 vezes 

totalizando as 46 deleções encontradas nesta região. 

Também foram encontrados polimorfismos fora do intervalo pertencente à região 

controlo do DNAmt que está compreendido entre as posições 1 a 72, 341 a 437 e 16365 a 

16569, mas mesmo sendo esse o caso, este intervalo possui 150 polimorfismos, destacando-se 

aquele que apresenta uma maior frequência e que se encontra localizado na posição 16519, onde 

houve uma transição de uma Timina (T) para uma Citosina (C) em 42 das sequências estudadas. 

Também de notar as inserções presentes nesta zona tendo em 2 sequências existido a inserção de 

4 citosinas (C) na posição 534 e em 2 sequências a inserção de 2 citosinas (C) nesta mesma 

posição. 

Nenhuma das sequências estudadas está em total concordância com a rCRS. O 

haplótipo que apresenta se apresenta mais próximo da sequência de referência é o GENPOP 

1002, possuindo 5 alterações. Por outro lado, o haplótipo que apresenta um maior número de 

polimorfismos é o GENPOP1266 e o GENPOP 1258, sendo que ambos apresentam 25 

alterações. 

Foi também possível a partir da análise de 75 amostras inferir e atribuir a cada uma 

destas um haplogrupo, tendo sido identificados 57 haplogrupos distintos. Esta atribuição tem 

por base a Phylotree, que atribui os diferentes polimorfismos encontrados no DNAmt aos seus 

respetivos haplogrupos e subhaplogrupos, ou seja, para que um haplótipo seja incorporado num 

determinado haplogrupo tem de possuir certos polimorfismos característicos deste haplogrupo, 

sendo por isso possível que dois indivíduos mesmo não possuindo um haplótipo igual 

pertencem ao mesmo haplogrupo desde que partilhem estes polimorfismos identificativos de um 

haplogrupo [63]. Cada haplogrupo é identificado com letras sendo a posterior divisão em 

subhaplogrupos identificada por números. 

Os haplogrupos presentes na população (Figura 8) apresentam frequências diferentes, 

tendo a sua maioria sido atribuída ao macrohaplogrupo L 31 indivíduos (54,3%), 

macrohaplogrupo característico das populações africanas. Dentre deste macrohaplogrupo, o 

haplogrupo que apresentou uma maior frequência foi o haplogrupo L3, com 13 sequências 

(22,8%), seguindo-se o haplogrupo L2 (17,5%) e por fim o haplogrupo L1 (14%). 

O haplogrupo L1 surgiu e começou a suas ramificações nos haplogrupos L1a, L1b, L1c, 

L1d, L1e, L1k, há cerca de 140-150 mil anos. A linhagem L1b está maioritariamente presente 

em populações do Ocidente africano, sendo também encontrada em cerca de 27% das 

populações afro-americanas que é resultante do tráfico de escravos[64]. Também a linhagem 

L1c está presente em populações da África central, apresentando, no entanto, uma elevada 

frequência em populações afroamericanas [64]. A linhagem L1c teve origem na África Central e 

ter-se-á distribuído para a costa atlântica estando atualmente presente nas populações de Angola 

e do Delta do Congo, 4 haplótipos obtidos enquadram-se dentro deste haplogrupo [64]. O 

haplogrupo L2a é o mais encontrado na população africana, estando presente em todo o 

continente, e na população afro americana, sendo também o haplogrupo que apresenta uma 

maior frequência dentro da população estudada, com 12 amostras, pertencentes a este 

haplogrupo [64]. As restantes ramificações do haplogrupo L2, os haplogrupos L2b, L2c, 2 dos 

haplótipos estudados pertencem a este haplogrupo, e L2d circunscritos a população residente no 

Oeste e Centro Africano. 
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De entre as amostras estudadas o haplogrupo que apresenta uma maior representação é o 

macrohaplogrupo L, cerca de 54%, o que sendo este macrohaplogrupo característico das 

populações africanas mostra a grande proximidade da população brasileira em estudo com a 

população africana. Estes resultados são coincidentes com estudos anteriormente realizados na 

população residente no Brasil onde foi possível verificar a grande predominância dos 

haplogrupos L0, L1, L2, L3 e L4 nesta população[85–87]. 

Seguindo-se os haplogrupos característicos das populações nativas do continente 

americano, A, B, C e D[88]. Estes são encontrados em aproximadamente 21% da população 

estudada demonstrando alguma presença de ancestrais americanos nativos na população em 

estudo. Com efeito, apurou-se que estão presentes em 12 amostras estudadas. 

Por fim, os restantes haplogrupos encontrados na população em estudo, os haplogrupos 

H, J, R, T, U e X, os quais estão presentes em cerca de 25% das amostras e são característicos 

das populações euroasiáticas. Esta frequência mais reduzida de haplogrupos euroasiáticos 

presentes nesta população demonstra a baixa influencia das linhagens femininas das populações 

europeias e asiáticas na população em estudo. 

Os resultados obtidos, descritos na figura 4.1, confirmam a grande heterogeneidade 

apresentada por esta população resultante de entre outros fatores da colonização levada a cabo 

pelos portugueses a partir da descoberta do Brasil, no século XVI, que se manteve colónia até 

aos inícios do século XIX, data da sua independência. Foi encorajada a miscigenação entre os 

cerca de 500 000 colonos portugueses, que se estabeleceram no Brasil, com os povos nativos do 

território, o que com os dados obtidos, mais em concreto a pouca influência de haplótipos 

europeus presentes na população em estudo, é possível aferir que esta miscigenação se deu 

maioritariamente entre homens portugueses e mulheres indígenas. Como, posteriormente, o 

território começou 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 países entre os quais se destacam a Espanha, a Itália, a Alemanha e o Japão. O que 

pode justificar os resultados obtidos, apesar de apresentarem uma frequência baixa, existe uma 

grande heterogeneidade de haplótipos caracteristicamente euroasiáticos na população em 

estudo. 

Esta colonização teve como resultado a diminuição drástica do número de indivíduos 

indígenas, devido aos conflitos entre colonos e estes e também devido a introdução de novas 

doenças nestas populações por parte dos colonos cujos povos nativos desta região não possuíam 

defesas imunitárias para se defenderem destas enfermidades, o que é coerente com os resultados 

obtidos na pouca frequência de haplótipos nativo-americanos presentes na população em estudo. 

A partir do século XVI, este período de colonização também ficou marcado pela 

introdução de escravos vindos de África para funcionarem como mão de obra nas plantações de 

açúcar e nas minas de ouro e diamantes. Tendo sido transportados para o Brasil cerca de 4 

milhões de escravos africanos, este grande fluxo de pessoas levou a que os haplótipos 

característicos das populações africanas apresentassem uma grande frequência atualmente como 

é comprovado por este estudo. 

Também foi possível verificar o impacto que a introdução desta população irá ter no 

pool genético da população atualmente residente em Lisboa que apresenta como haplogrupos 

maioritários haplogrupos característicos de populações europeias como os H, R e U[89], o que 

contrasta com a maioria de haplogrupos identificados na população em estudo. 



26 
 

Figura 4.1: Representação dos haplogrupos presentes na população brasileira imigrante em Lisboa e as suas 

respetivas frequências 

 

 

 

 

 
 

4.3. Heteroplasmias 

 
Com a análise das 75 sequências obtidas foi possível verificar a existência de 22 

amostras heteroplásmicas, cerca de 29% das sequências obtidas, sendo que 18 destas 

apresentam heteroplasmias de comprimento, 16 encontravam-se na região HVI e 2 na região 

HVII que foram confirmadas pela sequenciação em duplicado da no sentido forward e reverse, 

estando também presente uma heteroplasmias em ambas as regiões HVI e HVII. As restantes 

heteroplasmias encontradas são heteroplasmias de posição 16183M, 185Y e 499R. A tabela 4.2 

resume as heteroplasmias encontradas nas regiões hipervariáveis das diferentes amostras 

estudadas. 

As 19 heteroplasmias de comprimento identificadas na região HVI tiveram todas como 

origem a transição de uma Timina (T) para uma citosina (C) na posição 16189, ficando nesta 

região uma sequência de 10 Citosinas(C) continuas, o que resulta na inserção de diversas 

citosinas (C), causando a sobreposição de picos nos diversos eletroferogramas dificultando a 

análise dos mesmos. 

Em contrapartida, as 3 heteroplasmias de comprimento, presentes na região HVII, 

tiveram como origem a introdução de citosinas (C) entre as posições 302 e 310. 

Por fim, as 3 heteroplasmias de posição encontradas, uma na posição 16183, onde em 

algumas sequências existe uma transversão de uma Adenina (A) por uma Citosina (C), ao passo 



27 
 

que noutras esta não ocorreu, sendo esta posição designada como 16183M. Outra heteroplasmia 

de posição foi identificada na posição 185, onde algumas sequências apresentam uma transição 

para uma Guanina (G), enquanto outras uma transição para uma Citosina (C), sendo a sua 

designação 185Y. A última heteroplasmia de posição foi encontrada na posição 499, onde em 

algumas sequências existe uma transição de uma Guanina (G) para uma Adenina (A), enquanto 

em outras a Guanina (G) se mantém na sequência, sendo, então, esta posição designada de 

499R. 

 
 

Tabela 4.2: Heteroplasmias presentes na região controlo total do DNAmt da população brasileira imigrante em Lisboa 
 

Haplótipo Região Hiper variável Frequência Percentagem 

Homoplásmicos - 54 72,00% 

 - - - 

 HVI 16 21,33% 

 HVII 2 2,67% 

Heteroplásmicos HVII 0 0,00% 

 HVI+HVII 1 1,33% 

 Posição 3 4,00% 

 Total: 22 29,33% 

 

 

 

4.4. Análise filogenética 

 
Através dos haplótipos obtidos foi possível fazer a comparação entre os dados obtidos 

em estudos feitos anteriormente, de maneira a determinar a proximidade entre a 

população brasileira imigrante em Lisboa e a restantes (tabela 4.3). De modo a realizar 

essa comparação foi necessário recorrer à análise da variância molecular (AMOVA), de 

forma a que fosse possível averiguar a variabilidade genética entre as populações. 

 

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

comparativos 
 

Populações Tamanho da 

amostra 

Referência 

CaboVerde 103 [90] 

Angola 129 [91] 

Gana 193 [92] 

Somália 190 [19] 
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AngolaLX 173 [93] 

MoçambiqueLX 83 [94] 

BrasilLX 75 Presente 

Estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

O programa Arlequin foi utilizado para calcular a AMOVA e determinar as distâncias 

genéticas entre as populações, obtendo, assim, valores do índice de fixação (Fst) (tabela 4.4) e 

os respetivos pvalue entre cada uma das populações que indicam o nível de significância dos 

dados calculados. Através dos dados de Fst obtidos e recorrendo ao programa Neighboor 

Joining pertencente ao Software Phylip v.3.695 foi possível obter as distâncias moleculares 

entre as diferentes populações e posterior representação destas numa árvore 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 região controlo 

do DNAmt 
 

Populações Cabo Verde Angola Gana Somália AngolaLX MoçambiqueLX 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 

Somália 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 

MoçambiqueLX 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 distâncias obtidas foi possível fazer a representação filogenética 

(figura 4.1) entre as populações, tornando-se possível denotar as diferenças 

apresentadas entre todas as populações e a população brasileira imigrante residente em 

Lisboa, através de uma árvore filogenética como está representada na figura 4.1. 

 
 

Figura 4.2: Representação filogenética de distâncias genéticas entre populações de estudos anteriores e a 

população imigrante brasileira residentes em lisboa à região controlo do DNAmt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através do estudo filogenético foi possível realizar a comparação da população 

brasileira imigrante em Lisboa com as restantes populações previamente estudadas, uma 

população de imigrantes moçambicanos, angolanos e cabo-verdianos em Lisboa e também 

populações do Gana da Somália e, por fim, de uma população indígena angolana. Foram 

selecionadas populações de origem africanas devido à grande prevalência de haplótipos 

característicos da população africana presentes na população em estudo. 

Os resultados obtidos a partir da análise da matriz de distâncias interpopulacionais 

permitiram concluir que a população brasileira atualmente a residir em Lisboa encontra-se 

geneticamente mais distante da população de Angola, o que seria de esperar tratando-se esta de 

uma população indígena, denominada Kohen-San, que apresenta como haplogrupos mais 

frequentemente presentes na população L0d e L0k que se restringem maioritariamente a esta 

população, estando até, inclusivamente, muito distante dos imigrantes angolanos a residir 

atualmente em Lisboa. 

Também é possível averiguar a proximidade genética entre a população brasileira 

imigrante em Lisboa com a população residente na Somália (Fst=0.03098; 

pvalue=0.0000±0.0000). Neste estudo também foi possível verificar a grande frequência dos 
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haplogrupos L2 e L3, aqueles que na população brasileira imigrante em Lisboa também se 

verificam. 

As comparações com as outras populações também permitem observar a grande 

distância existente entre a população residente em Angola e todas as restantes, sendo que é a 

população 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 população indígena 

que apresenta como haplótipos dominantes L0. 

Relativamente à população do Gana e de Cabo Verde será de notar a sua proximidade 

filogenética (Fst=0.01912; pvalue=0.0000±0.0000), facto que pode ser justificado pela grande 

proximidade geográfica entre estas duas regiões, partilhando haplótipos L1, L2 e L3. Sendo 

também duas das populações mais distantes da população brasileira imigrantes em Lisboa 

provavelmente devido a alguma frequência de haplótipos nativo-americanos e euroasiáticos que 

esta possui. 

Comparativamente as populações imigrantes residentes em Lisboa, a que mais se 

aproxima da população em estudo é a de Moçambique (Fst=0.03946; pvalue=0.0000±0.0000), 

sendo a seguinte a população Angolana (Fst=0.04857;pvalue=0.0000±0.0000) o que permite 

verificar a grande influência que o grande êxodo de escravos africanos, de antigas colónias 

portuguesas como Moçambique e Angola e de outros países africanos circundantes, para o 

Brasil, enquanto este país ainda era uma colónia portuguesa, tiveram na pool genética dos 

brasileiros. 

 

5. Conclusão 

 
Foi estudada a região controlo total do DNAmt de 75 indivíduos brasileiros não 

relacionados imigrantes em Lisboa. 

Foram amplificados 1122pb, correspondeste à região controlo total do DNAmt, através 

de dois pares de primers L15997/H016 e L16555/H639. A posterior sequenciação dos produtos 

amplificados foi realizada através da sequenciação de Sanger, método que provou ser adequado 

para a realização deste estudo. 

O estudo da região controlo total do DNAmt provou ser eficaz e permitiu um maior grau 

de discr iminação entre amostras relativamente a outros estudos onde a região controlo do 

DNAmt não foi estudada na sua totalidade. 

Os resultados obtidos foram submetidos e posteriormente integrados na base de dados 

EMPOP, comprovando a qualidade dos mesmos, e estão disponíveis para consulta com o 

número de acesso EMP. 

Existe uma grande variabilidade genética nesta população o que pode ser comprovado 

pelos 63 haplótipos únicos encontrados nas 75 sequências analisadas. 

Foram encontrados em 139 posições alteradas um número total de 1050 polimorfismos. 

O maior número de polimorfismos, quando comparado com a rCRS, encontrado numa 

sequência foram 25, ao passo que o menor número registado foi 5. 

A taxa de heteroplasmia total determinada neste estudo foi de 29,33%. Tendo sido 

encontradas 3 heteroplasmias de posição que são 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 região HVI. 
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Cerca de 54% dos haplótipos determinados neste estudo são característicos de 

populações africanas. Sendo dentro destes os haplótipos L1, L2 e L3 os que apresentam uma 

maior frequência e dentro destes o L3 apresentou, também, relevante frequência, estando 

presente em 22,80% das sequências analisadas. 

Também foram identificados cerca de 25% de haplótipos característicos de populações 

euroasiáticas, demonstrando a pouca influência destas populações no pool genético desta 

população. 

Em suma, o estudo filogenético permitiu observar as relações filogenéticas entre 

populações selecionadas de estudos realizados e a população brasileira imigrante em Lisboa. 

Concluiu-se, também, que a população da Somália é geneticamente mais próxima da dita 

população brasileira, sendo a população indígena Khoe-San de Angola a que apresenta uma 

distância genética maior para a população em estudo. 

O presente estudo confirma, ainda, que a introdução desta população nos residentes em 

Lisboa, irá introduzir bastante variabilidade genética a estes, levando a um aumento da 

frequência do haplogrupo L na população lisboeta. Será, assim, importante compreender, em 

estudos futuros, o real impacto da introdução desta variabilidade genética na população de 

Lisboa. 
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