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Resumo 
 

O DNA mitocondrial (mtDNA) apresenta características como o elevado número de cópias por 
célula, herança uniparental materna, elevada taxa de mutação e ausência de recombinação, que o tornam 
útil em estudos de origem e evolução humana, assim como na área forense.  

Dada a sua relevância, o objetivo principal deste trabalho prende-se com a caracterização genética 
da população da região do Norte de Portugal através do estudo do mtDNA. Foram estudados 87 
indivíduos, residentes nesta região e não relacionados entre si. No âmbito da realização de ensaios de 
sequenciação de mtDNA, foi ainda realizada a validação interna no laboratório da Delegação do Norte, 
do Serviço de Genética e Biologia Forense, do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências 
Forenses, do novo sequenciador automático Seqstudio™ Genetic Analyzer Instrument. Os ensaios de 
sensibilidade e especificidade foram concluídos com sucesso, ficando definida a concentração mínima 
detetável em 0,001ng. Foram validados os ensaios para as amostras de cabelos, manchas de sangue e 
zaragatoas bucais com resultados satisfatórios.  

No estudo populacional, a região controlo total do mtDNA foi amplificada e sequenciada, utilizando 
dois pares de primers – L15971/H016 e L16555/H639. A sua análise revelou elevada variabilidade 
genética, com elevada frequência de haplótipo únicos. Estes, corresponderam, na sua maioria (59,52%) 
a haplogrupos característicos e típicos de populações europeias. A partir dos estudos filogenéticos 
comparativos, quanto às populações estudadas, verificou-se que a população do Norte de Portugal se 
encontra geneticamente mais próxima das populações de Portugal e Alemanha e mais distante da 
população de imigrantes de Cabo Verde.  
 
 
Palavras-Chave: DNA mitocondrial, Seqstudio™ Genetic Analyzer, Validação interna, Região do Norte 
de Portugal, Genética Populacional 
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 Abstract 
 
 
Mitochondrial DNA presents several characteristics such as a high number of copies per cell, 

maternal uniparental inheritance, high mutation rate, and absence of recombination, which make it 
useful in studies of human origin and evolution, as well as in forensics. 

Given its relevance, the main objective of this work concerns the genetic characterization of the 
population of the Northern region of Portugal through the study of mtDNA. A total of 87 unrelated 
individuals living in this locality were studied. As part of carrying out mtDNA sequencing tests, internal 
validation was also carried out in the laboratory of the North Delegation, of the Genetics and Forensic 
Biology Service, of the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences, of the new 
automatic sequencer Seqstudio™ Genetic Analyzer Instrument. Sensitivity and specificity tests were 
successfully followed, with the minimum detectable concentration being defined at 0.001ng. Assays for 
hair samples, bloodstains, and buccal swabs with satisfactory results have been validated. 

In the populational study, the total mtDNA control region was amplified and sequenced using two 
pairs of primers – L15971/H016 and L16555/H639. Their analysis revealed a high genetic variability, 
with a high frequency of unique haplotypes. Most of these (59.52%) corresponded to haplogroups 
characteristic and typical of European populations. From the comparative phylogenetic studies, it was 
found that the population of Northern Portugal is genetically closer to the populations of Portugal and 
Germany and more distant from the immigrant population of Cape Verde. 
 

Keywords: Mitochondrial DNA, Seqstudio™ Genetic Analyzer, Internal validation, Northern 
Portugal Region, Population Genetics 

 
 

 



  

 
Índice 
 

Agradecimentos .................................................................................................................. i 

Resumo .............................................................................................................................. ii 

Abstract ............................................................................................................................ iii 

Lista de Quadro e Figuras .................................................................................................. vi 

Lista de abreviaturas, siglas e símbolos ............................................................................ vii 

1. Introdução ................................................................................................................... 1 

1.1 DNA Mitocondrial .................................................................................................................. 1 
1.1.1 Características do mtDNA ................................................................................................................. 2 
1.1.2 Heteroplasmia ................................................................................................................................... 2 
1.1.3 Aplicações do mtDNA ........................................................................................................................ 3 

1.1.3.1 Genética Populacional .............................................................................................................. 3 
1.1.3.2 Aplicações Forenses .................................................................................................................. 4 

1.1.4 Bases de Dados de mtDNA ................................................................................................................ 4 

1.2 Validação do método ............................................................................................................. 5 

1.3 Estudo Populacional - Região do Norte de Portugal ................................................................ 5 

1.4 Objetivos ............................................................................................................................... 6 

2. Materiais e Métodos ................................................................................................... 6 

2.1 Amostras Biológicas para os ensaios de validação .................................................................. 6 

2.2 Amostras Biológicas para o estudo populacional .................................................................... 6 

2.3 Preparação de Amostras Biológicas ........................................................................................ 7 

2.4 Extração do DNA .................................................................................................................... 7 
• Extração por Prep-n-Go™ Buffer ............................................................................................................ 7 
• Extração por PrepFiler Express™ e PrepFiler Express™ BTA ................................................................... 7 
• Extração por Chelex®100 (Bio-Rad) ....................................................................................................... 8 

2.5 Amplificação por PCR ............................................................................................................. 8 

2.6 Verificação da Amplificação ................................................................................................... 9 

2.7 Purificação dos produtos amplificados ................................................................................... 9 

2.8 Sequenciação direta ............................................................................................................. 10 

2.9 Limpeza dos terminadores ................................................................................................... 10 

2.10 Eletroforese capilar no sequenciador automático e Análise dos produtos sequenciados .... 11 

2.11 Análise estatística e filogenética ........................................................................................ 12 

3. Resultados e Discussão .............................................................................................. 13 



 

 5 

3.1 Validação da análise dos polimorfismos do DNA mitocondrial por sequenciação no 
SeqStudio™ Genetic Analyzer Instrument .................................................................................. 13 

3.1.1 Validação de resultados dos controlos positivos e amostras controlo ............................................... 13 
3.1.2 Estudos de Sensibilidade ..................................................................................................................... 14 
3.1.3 Estudos de Especificidade .................................................................................................................... 14 
3.1.4 Validação do estudo de mtDNA de cabelos extraídos por PrepFiler Express™ BTA ............................ 15 
3.1.5 Validação do estudo da região controlo total do mtDNA .................................................................... 16 
3.1.6 Validação do estudo de mtDNA nas manchas de sangue FTA ............................................................. 16 
3.1.7 Validação do estudo de mtDNA de zaragatoas bucais extraídas por Prep-n-Go™ .............................. 17 

3.2 Estudo Populacional da Região do Norte .............................................................................. 17 
3.2.1 Estudo dos Haplótipos ......................................................................................................................... 18 
3.2.2 Estudo das heteroplasmias .................................................................................................................. 21 
3.2.3 Estudo dos haplogrupos ...................................................................................................................... 21 
• Haplogrupo R, R0 e HV .................................................................................................................... 22 
• Haplogrupo H .................................................................................................................................. 23 
• Haplogrupo L ................................................................................................................................... 23 
• Haplogrupo M ................................................................................................................................. 23 
• Haplogrupo T ................................................................................................................................... 24 
• Haplogrupo U .................................................................................................................................. 24 
• Haplogrupo J .................................................................................................................................... 24 
• Haplogrupo K ................................................................................................................................... 25 
• Haplogrupo W, X e V ....................................................................................................................... 25 

3.2.4 Análise Filogenética ............................................................................................................................. 25 

4. Conclusão .................................................................................................................. 28 

5. Bibliografia ............................................................................................................... 30 

6. Anexos ...................................................................................................................... 41 
 



 

 vi 

Lista de Quadro e Figuras 
 
Figura 1.1.1 – Esquema representativo da molécula de mtDNA humana. 
Figura 1.1.3.1.1 – Mapa com representação esquemática das migrações do Homem pelo mundo e 
distribuição geográfica dos haplogrupos.  
Figura 2.8.1 – Sequenciação direta do DNA com ddNTPs fluorescentes. 
Figura 2.10.1 – Exemplo de um segmento de um eletroferograma obtido no programa Sequencing 
Analysis 7, após sequenciação com o primer H016. 
Figura 2.10.2 – Representação, através de um eletroferograma, de um segmento (a) com heteroplasmia 
de comprimento e (b) com heteroplasmia de posição. 
Figura 3.1.1.1 – Gel de eletroforese capilar (QIAxcel® ScreenGel) para verificação da amplificação dos 
controlos positivos com os primers HV1, HV2, HV3 e RV. 
Figura 3.1.2.1 – Gel de eletroforese capilar (QIAxcel® ScreenGel) para verificação da amplificação do 
teste de sensibilidade com os primers HV1, HV2, HV3 e RV.  
Figura 3.2.3.1 – Representação esquemática dos diferentes haplogrupos e respetivas frequências 
identificados nas 84 sequências de mtDNA de indivíduos da região do norte de Portugal. 
Figura 3.2.4.1 - Representação filogenética das distâncias genéticas entre a população do Norte de 
Portugal e as restantes selecionadas da literatura.  
   

 
 
Tabela 1.1.1 – Primers utilizados para análise da região controlo do mtDNA. 
Tabela 2.10.1 – Código IUPAC utilizado na análise do mtDNA. 
Tabela 3.2.1.1 – Haplótipos mais frequentes nas 84 sequências de indivíduos da região do norte de 
Portugal, estudadas no presentes estudo, bem como a sua frequência. 
Tabela 3.2.1.2 – Número e tipo de alterações polimórficas identificadas na região controlo total do 
mtDNA das 84 amostras de indivíduos da região do norte de Portugal.  
Tabela 3.2.1.3 – Polimorfismos observados apenas uma única vez na região HV1 do mtDNA. 
Tabela 3.2.1.4 – Polimorfismos observados apenas uma única vez na região HV2 do mtDNA. 
Tabela 3.2.1.5 - Polimorfismos observados apenas uma única vez na região HV3 do mtDNA.  
Tabela 3.2.1.6 - Polimorfismos observados apenas uma única vez nas regiões não compreendidas por 
HV1, HV2 e HV3 do mtDNA.  
Tabela 3.2.2.1 – Frequência de haplótipos homoplásmicos e heteroplásmicos nas 84 sequências de 
mtDNA analisadas e região hipervariável de ocorrência.   
Tabela 1.2.4.1 - População do presente estudo e populações selecionadas da literatura, utilizadas no 
estudo filogenético, tendo por base a região controlo total do mtDNA. 
Tabela 3.2.4.2 - Valores de Fst e o p relativos às populações do estudo filogenético obtidos através do 
programa Arlequin para a totalidade da região controlo do mtDNA. 
 

 

 

 

 

  



 

 vii 

Lista de abreviaturas, siglas e símbolos 
 
A Adenina 
AMOVA Análise de variância molecular 
C Citosina 
CE  Eletroforese capilar (Inglês, capillary electrophoresis) 
CRS Cambridge Reference Sequence 
ddNTPs Didesoxinucleótidos Trifosfatados 
DEL Deleção 
DNA Deoxyribonucleic acid (Ácido Desoxirribonucléico)  
dNTPs Desoxinucleótidos Trifosfatos 
Electroferograma Diagrama de resultados obtidos na análise feita por eletroforese em 

sequenciador automático. No caso da sequenciação, o electroferograma é 
constituído por uma série de picos adjacentes, sendo que, cada pico possui uma 
das quatro cores possíveis que representam cada uma das diferentes bases que 
constituem o ADN. 

EDNAP European DNA Profiling Group 
EMPOP  EDNAP mitochondrial DNA population database 
G Guanina 
HV1 Região hipervariável 1 
HV2 Região hipervariável 2 
HV3 Região hipervariável 3 
INMLCF Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses, I.P. 
IUPAC International Union of Pure & Applied Chemistry 
mtDNA  DNA mitocondrial 
Pb Par de bases (Inglês, Base pair) 
PCR Polymerase chain reaction (Reação em Cadeia de Polimerase)  
Perfil Genético Conjunto de características hereditárias ou padrões genotípicos que cada 

indivíduo possui para um determinado número de marcadores genéticos. 
Polimorfismo de DNA Regiões da molécula de DNA que apresentam diferentes formas nos indivíduos 

de uma população. Também denominado polimorfismo genético. 
Primer Pequeno segmento/fragmento de DNA que determina a posição a partir da qual 

a cadeia de DNA vai ser copiada. 
rCRS Revised Cambridge Reference Sequence 
RFLP Restriction fragment length polymorphism 
rpm Rotações por minuto 
RV1  Região hipervariável localizada entre as regiões HV1 e HV2 
SGBF-N Serviço de Genético e Biologia Forense – Delegação do Norte 
T Timina 
Taq Polimerase Enzima Polimerase do ADN da bactéria Thermus aquaticus 



 

 1 

1. Introdução 
 

1.1 DNA Mitocondrial 
 

A utilização de DNA humano em genética forense percorreu um longo caminho desde que o “DNA 
fingerprinting” foi descrito em 1985 [1]. Após esta descoberta, que teve um impacto significativo no 
sistema de justiça e na sociedade, em geral, as sequências de DNA humano repetidas em tandem 
tornaram-se a escolha preferida para estudos forenses. No entanto, quando se está perante casos nos 
quais o DNA nuclear está demasiado degradado ou não se consegue colher em quantidade suficiente 
para ser analisado com resultados reportáveis, pode ter de se recorrer ao mtDNA (DNA mitocondrial). 

As mitocôndrias são organelos semiautónomos e dinâmicos encontrados na maioria das células 
eucarióticas. Uma vez que apresentam um genoma próprio, mtDNA, são capazes de manter a capacidade 
de replicação e síntese proteica independentemente do resto da célula [2]. Têm como principal papel a 
produção de energia da célula, na síntese de ATP através da fosforilação oxidativa. Adicionalmente, 
também estão envolvidas noutros processos metabólicos como a sinalização celular para transporte de 
cálcio, apoptose, biossíntese de ácidos gordos e ciclo de Krebs ([3–5]).  

O mtDNA humano descoberto em 1963 por M. 
Nass e S. Nass, consiste numa molécula circular de 
cadeia dupla com cerca de 16569 pares de bases 
[6,7]. É constituída maioritariamente por uma região 
codificante, com a exceção da região controlo (D-
loop). Esta região controlo tem um comprimento de 
aproximadamente 1100 pb e está localizada entre as 
posições 16024-576. As posições dos nucleótidos 
são numeradas de acordo com a sequência Anderson 
revista [8]. A primeira posição situa-se no meio da 
região controlo e separa as duas regiões 
hipervariáveis (HV1 e HV2), a região HV1 situa-se 
nas posições 16024 a 16365, enquanto a HV2 
engloba as posições 73 a 340 (figura 1.1.1) [9,10].  A 
pequena dimensão de cada região permite a 
amplificação por PCR e, portanto, HV1 e HV2 são 
sequenciadas para fins forenses. No entanto, se as 
amostras forem sujeitas a grandes processos de 
degradação, os cerca de 300pb que constituem HV1 e HV2 podem não estar intactos. Desta maneira, 
para além dos primers forward e reverse HV1 e HV2, é comum, na amplificação, utilizar primers para 
a região hipervariável HV3 situada entre as posições 438 a 574 [11] (figura 1.1.1). Na tabela 1.1.1 
apresentamos um dos conjuntos de primers que possibilita o estudo da região controlo do mtDNA.  

Em 1981 foi anunciada a sequência do DNA mitocondrial humano que ficou determinada como a 
sequência de referência de Cambridge (CRS) [8]. Em 1999 esta sequência foi revista e foi criada a 
sequência rCRS, uma versão corrigida da original [12], sendo a utilizada como base universal de 
comparação. As sequências de uma determinada amostra são comparadas com a rCRS por forma a obter 
o haplótipo de cada indivíduo. Este haplótipo é constituído pelo conjunto de alterações observadas 
relativamente à rCRS e é descrito pela posição onde ocorreu a mutação bem como pela base nucleotídica 
alterada [13].  

 

Figura 1.1.1 - Esquema representativo da molécula de 
mtDNA humana. 
Fonte: Adaptado de Butler, J. M. 2009.  

Região 
codificante 

Região controlo (D-Loop) 
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Tabela 1.1.1 - Primers utilizados para análise da região controlo do mtDNA. 

 

1.1.1 Características do mtDNA 
 

Uma das principais vantagens do mtDNA relativamente ao DNA nuclear, consiste no facto de haver 
um maior número de cópias por células, o que torna mais fácil a obtenção de resultados em amostras 
muito degradadas e/ou antigas. Enquanto o DNA nuclear contém apenas 2 cópias por células, o mtDNA 
oscila entre 2 a 10 cópias por mitocôndria o que corresponde a cerca de 103 a 104 cópias por células 
[14,15].  

Uma outra vantagem reside no facto do mtDNA ter uma transmissão maioritariamente materna, ou 
seja, todos os indivíduos que tenham a mesma herança materna possuem o mesmo mtDNA (herança 
haplotípica uniparental materna), com exceção da ocorrência de mutações [16,17]. Esta característica 
torna o mtDNA útil em estudos de linhagens, ancestralidade e evoluções de populações. No entanto, 
esta vantagem acarreta a desvantagem de não permitir uma identificação individual, tal como pretendida 
na maioria dos casos forenses.  

Outra das características que faz do mtDNA um bom marcador genético é ser uma molécula bastante 
polimórfica, devido à elevada taxa de mutação. A aparente falta de mecanismos de reparação bem como 
a baixa fidelidade da mtDNA polimerase fazem com que o mtDNA evolua 5 a 10 vezes mais 
rapidamente que o genoma nuclear [18,19]. A maior parte da variação encontra-se nos segmentos 
hipervariáveis, HV1, HV2 e HV3[18]. Em média, existem 8 diferenças nucleotídicas no mtDNA entre 
indivíduos caucasianos e 15 entre indivíduos de origem africana quando pertencentes a diferentes 
linhagens maternas [20]. 

A ausência de recombinação genética é outra das características presentes no mtDNA [21,22]. 
Assim, as variações encontradas no genoma mitocondrial resultam de mutações que se vão acumulando 
ao longo de várias gerações, permitindo estabelecer relações filogenéticas entre indivíduos que 
partilhem a mesma linhagem materna [10]. 

 

1.1.2 Heteroplasmia 
 

Uma dificuldade técnica frequentemente encontrada é a presença de heteroplasmia em alguns 
indivíduos. A heteroplasmia é caracterizada pela deteção de mais do que uma sequência de mtDNA num 
único indivíduo [23] que, embora possa ser utilizada como um fator de identificação [24], na maioria 
das vezes dificulta-a.  

Região Primer 
Forward Sequência 5´-3´ Primer 

Reverse Sequência 5´-3´ Região alvo 

HV1 F15989 CCCAAAGCTAAGATTCTAAT R16433 TTGTGCGGGATATTGATTTCAC 16024 - 16365 

HV2 F16533 TAGCCCACACGTTCCCCTT R460 AGGGGAAAATAATGTGTTAGT 73 - 340 

HV3 F317 CTTCTGGCCACAGCACTTAAAC R619 AACATTTTCAGTGTATTGCTTTGAG 438 - 574 

RV1 F16363 CCCCATGGATGACCCCCC R293 AATTTTTTGTTATGATGTCTGTGTGG 16366 - 72 

Total 

F15989 CCCAAAGCTAAGATTCTAAT R52 AAATGCATGGAGAGCTCC 16024 - 16569 

F16533 TAGCCCACACGTTCCCCTT R619 AACATTTTCAGTGTATTGCTTTGAG 1-576 

L15971 TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC H016 TGA TAG ACC TGT GAT CCA TCG 
TGA 

16024 - 16569 

L16555 CCC ACA CGT TCC CCT TAA AT H639 GGG TGA TGT GAG CCC GTC TA 1 - 576 
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Podem ser classificadas em heteroplasmias de posição e de comprimento, sendo a de comprimento 
a forma mais comum encontrada na região controlo do mtDNA, nomeadamente nos segmentos HV1 e 
HV2. Este tipo caracteriza-se pela coexistência de pelo menos duas moléculas de mtDNA que diferem 
em número de nucleótidos, geralmente citosina, traduzindo-se numa diferença de comprimento [23].  

As heteroplasmias de posição estão associadas a mutações pontuais em apenas algumas sequências 
de mtDNA de um indivíduo e são caracterizadas pela sobreposição de dois picos de nucleótidos 
diferentes no electroferograma [25]. 

 
1.1.3 Aplicações do mtDNA 

 

Devido às suas características, o estudo do genoma mitocondrial tem aplicações nas mais diversas 
áreas, incluindo na genética populacional e forense. Os primeiros estudos efetuados tinham por base o 
uso de técnicas de restrição enzimática que utilizavam a molécula de mtDNA total, - RFLP (Restriction 
fragment length polymorphism) - no entanto, apresentavam uma baixa capacidade de discriminação e 
resolução [6,17]. Com o avanço tecnológico dos métodos de amplificação - Polymerase Chain Reaction 
(PCR) - e de sequenciação de Sanger, foi possível estudar mais detalhadamente a molécula do mtDNA, 
aumentando a qualidade e a credibilidade dos resultados obtidos. Inicialmente, começou-se por estudar 
o segmento HV1 [26,27], incluindo-se mais tarde o estudo do segmento HV2 [28,29]. Mais 
recentemente, tornou-se comum o estudo das três regiões hipervariáveis (HV1, HV2 e HV3) [30] bem 
como o estudo da totalidade da região controlo do mtDNA [31–33], o que veio aumentar o poder de 
individualização entre as amostras.  

 

1.1.3.1 Genética Populacional 
 

Devido às características particulares do mtDNA, como a herança estritamente materna e a ausência 
de recombinação, é possível determinar a composição genética da linhagem materna de uma população. 
Tal permite reconstruir a sua origem e evolução.  

Existem duas teorias relativamente à origem do homem moderno: a teoria Out of Africa [6,34] e a 
teoria Multirregional [35,36]. Atualmente, a teoria mais aceite é a Out of Africa que postula que o 
homem moderno teve origem em África, há aproximadamente 200 mil anos, propagando-se pelo resto 
do mundo, substituindo as populações humanas mais arcaicas, como os Neandertais (figura 1.1.3.1.1). 
O ancestral feminino comum é conhecido como Eva Mitocondrial [6,37].  

Figura 1.1.3.1.1 – Mapa com representação esquemática das migrações do Homem pelo mundo e distribuição 
geográfica dos haplogrupos. (Adaptado de [38]) 
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A evolução dos indivíduos ao longo das gerações é refletida pela acumulação de mutações na 
sequência de mtDNA. Estas mutações definem o haplótipo de cada indivíduo que, por sua vez, é 
agrupado em haplogrupos. Cada haplogrupo contém haplótipos similares, com polimorfismos 
específicos, que partilham um ancestral comum. Desta forma, através do estudo das mutações do 
mtDNA de cada indivíduo é possível contruir árvores filogenéticas, bem como reconstruir os processos 
migratórios que ocorreram ao logo dos anos [39]. Atualmente, a árvore filogenética mais utilizada é a 
Phylotree [40]. Esta engloba os polimorfismos presentes tanto na região controlo como na região 
codificante do mtDNA estando permanentemente a ser atualizada, tendo a última revisão sido feita em 
Fevereiro de 2016. A raiz desta árvore engloba o haplogrupo característico da África Subsariana, o 
macrohaplogrupo L que se ramifica nos haplogrupos L0, L1, L2, L3, L4, L5 e L6, característicos de 
populações africanas [40–42]. Foi há cerca de 60 a 70 mil anos que, a partir do haplogrupo L3, surgiram 
os macrohaplogrupo M e N, presentes na Ásia e na Europa [43]. A partir do macrohaplogrupo N 
surgiram os haplogrupos H, I, J, K, T, U, V, W e X, constituintes de aproximadamente 99% dos 
haplótipos europeus [10,44]. As linhagens asiáticas derivam dos haplogrupos A, B, F e Y, que se 
ramificaram a partir do macrohaplogrupo N, e dos haplogrupos C, D, E, G e Z, que se ramificaram a 
partir do macrohaplogrupo M [45,46]. O continente americano é constituído, na grande maioria pelos 
haplogrupos A, B, C, D e X, sugerindo que, antes da colonização europeia, as populações asiáticas 
haviam entrado no continente americano [47].  

 

1.1.3.2 Aplicações Forenses 
 

Ao longo dos tempos, o ramo da genética forense tem-se concentrado na utilização de DNA, mais 
especificamente de marcadores genéticos também conhecidos como polimorfismos de DNA, para 
permitir a identificação genética em perícias forenses.  

Quando as amostras biológicas não apresentam DNA nuclear em quantidade e qualidade desejáveis 
é necessário usar o DNA mitocondrial. Embora este possua um menor poder de discriminação tem-se 
demonstrado eficiente em casos onde não se consegue utilizar o DNA nuclear [48–50]. Em casos 
forenses que tem como objetivo a comparação entre indivíduos que pertencem à mesma linhagem 
materna, como por exemplo a identificação de um familiar desaparecido, a utilização do mtDNA é 
vantajosa, uma vez que estes indivíduos apresentam o mesmo haplótipo, salvo mutações que são raras 
[10]. Contudo, a análise do mtDNA também apresenta desvantagens sendo a principal, a impossibilidade 
de definir a identidade individual de um indivíduo [51].  

A primeira utilização do mtDNA para resolver um caso forense ocorreu em 1996, utilizado para 
confirmar o suspeito de um crime de violação e homicídio em Tenesse, nos Estados Unidos [52]. Um 
dos casos mais conhecidos efetuado em restos cadavéricos, que envolveu a utilização mtDNA, foi a 
identificação de indivíduos pertencentes à família Romanov, último Czar da Rússia [53].  
 

1.1.4 Bases de Dados de mtDNA  
 

Com o uso crescente do mtDNA para resolver casos forenses, surgiu a necessidade de se criar bases 
de dados de mtDNA. Estas vieram permitir uma comparação dos haplótipos bem como a determinação 
da sua incidência e da frequência de mutações numa determinada população [54]. De entre as inúmeras 
bases de dados existentes, destacam-se a EMPOP [55], MITOMAP [56] e mtDB [57].  

A EMPOP (EDNAP mitochondrial DNA population database), base de dados estabelecida no 
Instituto de Medicina Legal de Innsbruck, é a mais utilizada a nível mundial para estudos de mtDNA. 
Esta tem como objetivo aumentar a qualidade e a confiança das sequências de mtDNA permitindo obter 
informação estatística mais acertada de parâmetros populacionais importantes para estudos forenses e 
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populacionais [55]. Todas as sequências submetidas na EMPOP são submetidas a um controlo de 
qualidade rigoroso antes de serem integradas na base de dados [58].  
 

1.2 Validação do método 
 

No Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses, I.P. (INMLCF) - Delegação do Norte, 
existem três modelos de sequenciadores automáticos que utilizam a tecnologia de eletroforese capilar: 
Applied Biosystems™ 3130xl Genetic Analyzer, com 16 capilares; Applied Biosystems™ 3500 Genetic 
Analyzer, com 8 capilares e Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic Analyzer, com 4 capilares. Estes 
equipamentos foram lançados em momentos distintos e diferem em vários fatores, tais como: 
sensibilidade, robustez, rendimento máximo, número de dyes detetáveis, polímeros recomendados e 
manutenção, entre outros [59,60]. Atualmente, toda a sequenciação do mtDNA na Delegação do Norte, 
é feita no 3130xl Genetic Analyzer porque o 3500 Genetic Analyzer têm instalado o capilar para a análise 
de fragmentos. Como é preciso trocar o capilar sempre que se verifique necessário a análise de 
fragmentos por eletroforese capilar ou a sequenciação, o sequenciador 3130xl Genetic Analyzer é 
utilizado para a sequenciação do DNA mitocondrial, enquanto o 3500 Genetic Analyzer para a análise 
de fragmentos de DNA nuclear.  

Mais recentemente, foi adquirido o Seqstudio™ Genetic Analyzer Instrument. Este apresenta uma 
maior facilidade de utilização, um tempo de preparação de amostras mais curto e uma maior 
flexibilidade de aplicação para realizar sequenciação de Sanger e análise de fragmentos na mesma 
execução, sem requerer mudar de capilar ou polímero [61]. Trata-se assim de uma tecnologia bastante 
útil para sequenciar o mtDNA, muitas vezes essencial em certos casos periciais. No entanto, carece de 
validação.  

Para que sejam introduzidos na rotina pericial de um laboratório forense, todos os reagentes e 
equipamentos precisam de ser validados internamente, uma vez que é necessário assegurar que 
funcionam eficazmente e que se adaptam às condições do laboratório em causa. Esta validação tem de 
estar bem documentada e precisa de garantir que, numa elevada percentagem de amostras analisadas, os 
resultados são satisfatórios. Desta maneira, esta validação interna é indispensável pois permite avaliar a 
segurança, robustez, fiabilidade e reprodutibilidade do procedimento laboratorial, bem como a 
integridade dos reagentes, equipamentos e protocolos envolvidos no processo de determinação de perfis 
genéticos de DNA. 
 

1.3 Estudo Populacional - Região do Norte de Portugal  
 

A região do Norte de Portugal é composta pelas sub-regiões do litoral Norte (distritos de Viana do 
Castelo, Braga e Porto) e do interior Norte (distritos de Vila Real e Bragança). Esta tem uma história 
rica e diversa, tendo sido sucessivamente ocupada desde a pré-história por vários povos, desde celtas, 
romanos, visigodos a mouros [62,63]. 

Em meados do século 500 a.c., os Celtas, originários da Europa Ocidental e Central, estabeleceram-
se na região e construíram várias fortificações, sendo a língua Galaico-Portuguesa considerada uma 
herança sua. Mais tarde, na época romana, a região do Norte foi conquistada e incorporada na província 
romana de Gallaecia Bracarenses. Posteriormente aos romanos, vieram os Suevos e durante os séculos 
V e VI, o povo germânico dos visigodos invadiram o território estabeleceram-se na Europa Ocidental, 
principalmente na Península Ibérica [63]. Já no século VII, os muçulmanos, invadiram a península 
Ibérica e fixaram-se na região do Norte de Portugal, construindo cidades como o Porto e Guimarães. Foi 
a partir do norte de Portugal que D. Afonso Henriques constituiu Portugal como reino independente 
[62].  
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A região do norte de Portugal tem assim uma história complexa de migrações e invasões. Estudos 
genéticos que têm sido realizados em diferentes populações portuguesas, demonstram que há uma 
variedade de linhagens mitocondriais, nomeadamente com origens europeias e africanas. Além disso, 
também houve influências de outros grupos étnicos, como os romanos, mouros e árabes. Portanto é 
provável que a região do norte de Portugal tenha uma mistura de ancestrais de diferentes origens 
[30,64,65]. 
 

1.4 Objetivos 
 

O presente estudo tem, assim, como um dos objetivos fazer a validação interna da análise dos 
polimorfismos do DNA mitocondrial por sequenciação no SeqStudio™ Genetic Analyzer Instrument. 
Desta forma, este trabalho constitui uma mais-valia para o SGBF-N do INMLCF assim refletindo num 
benefício para a sociedade, uma vez que disponibiliza resultados mais precisos e, portanto, mais fiáveis. 

Outro dos objetivos do trabalho consiste na realização de um estudo genético da população da região 
do norte de Portugal, através da caracterização da totalidade da região controlo do seu mtDNA, para 
obter a diversidade e heterogeneidade genética. Para tal, após a obtenção dos haplótipos de cada 
indivíduo, os mesmos são submetidos à base de dados internacional de mtDNA com maior relevância 
na área das Ciências forenses, a EMPOP [55].  Posteriormente, visa-se determinar os haplogrupos em 
que cada haplótipo se insere, bem como realizar uma comparação interpopulacional, em particular, com 
outras populações europeias e populações imigrantes em Portugal. Esta comparação tem por finalidade 
determinar qual o grau de proximidade entre as populações, fornecendo novos conhecimentos sobre o 
impacto das migrações das populações do passado sobre a história demográfica do País.  

 

2. Materiais e Métodos 
 

2.1 Amostras Biológicas para os ensaios de validação 
 

No presente estudo foram utilizadas amostras de DNA controlo provenientes de casas comerciais 
com quantidades e perfis/sequências conhecidas. Foram, ainda, estudadas amostras controlo 
provenientes de ensaios interlaboratoriais, portanto, com sequências bem definidas e conhecidas.  

Estudamos também zaragatoas bucais e manchas de sangue FTA colhidas a 20 voluntários e amostras 
de cabelos recolhidos com e sem raiz a 10 indivíduos voluntários. 

Antes da sua inclusão no estudo, foi obtido o consentimento escrito de todos os voluntários, após 
prévia informação sobre o propósito do mesmo. As amostras a utilizar estão todas devidamente 
codificadas, ficando assegurada a proteção da identidade dos indivíduos e o correspondente sigilo. 
 

2.2 Amostras Biológicas para o estudo populacional 
 

Na caracterização genética da população do Norte de Portugal foram analisadas 87 amostras de 
sangue de indivíduos que residem nesta região, não relacionados entre si. As amostras estavam 
armazenadas no SGBF-N e eram referentes a processos de investigação de parentesco biológico de 2019.  

Os cartões FTA são tratados quimicamente permitindo a lise das células, a desnaturação das 
proteínas, a proteção dos ácidos nucleicos e a inativação de determinados microrganismos. As principais 
vantagens da utilização destes cartões são o fácil transporte das amostras sem preocupações quanto a 
riscos biológicos e o estável armazenamento por longo prazo à temperatura ambiente [66]. 
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2.3 Preparação de Amostras Biológicas 
 

No caso da análise dos cabelos, antes da extração do DNA, é necessário realizar uma observação 
micro e macroscópica, proceder à descrição e consequente seleção dos mesmos, a que se segue uma 
lavagem. Este procedimento é efetuado para garantir que qualquer material biológico contaminante 
estranho ao cabelo seja removido.  

Numa primeira etapa fez-se uma observação macroscópica onde se regista o comprimento e a cor 
do cabelo. Esta é complementada com uma observação microscópica que permite identificar a presença 
ou não de bolbo e de medula bem como das eventuais características da mesma - contínua, descontínua 
ou inexistente.  

Após a observação, os cabelos foram cortados e a amostra com cerca de 4 centímetros foi colocada 
num Tubo Eppendorf, devidamente identificado, para prosseguir com a lavagem e extração. Sempre que 
for possível, o fragmento a utilizar deve conter o bolbo.  

Para a lavagem dos cabelos, a cada tubo, deve ser adicionado etanol a 70%. Após a lavagem e 
centrifugação, o etanol é retirado e adicionada água destilada, seguindo-se uma nova lavagem e 
centrifugação. A lavagem é feita no termobloco a 20ºC durante 30 minutos com agitação, sendo que a 
centrifugação dura 1 minuto a velocidade máxima, 12000 rpm (rotações por minuto). 

 

2.4 Extração do DNA 
 

• Extração por Prep-n-Go™ Buffer 
 

O DNA das amostras de zaragatoas bucais e manchas de sangue, utilizadas na validação do 
equipamento, foi extraído utilizando o reagente tampão Prep-n-Go™ Buffer. 

Nas zaragatoas bucais, cortou-se um dos dentes das mesmas colocando-o num tubo de eppendorf. 
No caso das manchas de sangue, foi feito um punch de 2 mm. De seguida, adicionou-se aos tubos 100 
𝜇𝑙	do tampão Prep-n-Go™ Buffer e 100 𝜇𝑙 de água. Após agitar os tubos de eppendorf, 5-10 segundos, 
no vortex, colocaram-se os mesmos no termobloco durante 20 minutos a 90º.  

Posteriormente, deixou-se as amostras arrefecer e de seguida foram colocadas no congelador a -
20ºC ou então prosseguiu-se para o passo de amplificação.  

 
• Extração por PrepFiler Express™ e PrepFiler Express™ BTA  

 

Na validação o kit PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction foi utilizado na extração do DNA 
das manchas de sangue FTA enquanto o kit PrepFiler Express™ BTA Forensic DNA Extraction foi na 
extração do DNA dos cabelos.  

No PrepFiler Express™ foram utilizadas colunas PrepFiler LySep devidamente colocadas em tubos 
de amostra. A cada coluna foi adicionado um punch de 2 mm de mancha de sangue e 500µl de uma 
solução de lise. Esta solução foi preparada através de 5µl de DTT 1M (0,154g/ml) e 500µl PrepFiler 
Lysis Buffer, por amostra. De seguida, as amostras foram incubadas a 70º e 750 rpm durante 40 minutos 
e centrifugadas durante 2 minutos a 10000g, permitindo desta maneira a lise das células e a sua separação 
do substrato [67]. 

No caso do PrepFiler Express™ BTA a cada coluna foi adicionada uma amostra e 220µl tampão, 7 
µl proteinase k e 3µl DTT. A incubação das amostras foi feita a 56º e 750rpm durante 3 horas e a 
centrifugação durante 2 minutos a 10000g.  

Os tubos de amostra, com a solução de lise, foram colocados no instrumento Applied Biosystems™ 
AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System que realiza a extração do DNA.  
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• Extração por Chelex®100 (Bio-Rad) 
 

O método Chelex® consiste em adicionar uma resina quelante à amostra. A resina Chelex® liga-se 
aos iões metálicos polivalentes, como os iões de magnésio, retendo as enzimas responsáveis pela 
destruição do DNA, assim protegendo o DNA [68].  

Para cada amostra, utilizada no estudo populacional, foi colocado um punch de 2mm num tubo de 
eppendorf de 1,5mL, devidamente identificado. Posteriormente, foi adicionado a cada tubo 1 mL de 
água, deixando cerca de 30 minutos a incubar à temperatura ambiente. De seguida, as amostras foram 
agitadas 5-10 segundos num vortex e centrifugadas a 14000 rpm e 20º durante 3 minutos. Depois de se 
remover cerca de 930µl de sobrenadante a cada amostra, foram adicionados 180 µl de solução de 
Chelex® 100 a 5%, previamente preparada. Os tubos de eppendorf com a amostra e a solução de 
Chelex® foram colocados, num primeiro momento, num termobloco a 56º e 500 rpm durante 15 
minutos. Seguidamente, após agitação no vortex, as amostras foram colocadas no termobloco a 100º e 
300 rpm durante 8 minutos. Para finalizar, as amostras foram agitadas, uma última vez no vortex e 
colocadas na centrifuga a 14000 rpm durante 5 minutos. Por fim foram armazenadas num congelador a 
-20ºC.  
 

2.5 Amplificação por PCR 
 

A amplificação é uma técnica que tem como objetivo replicar uma determinada região do DNA, 
delimitada por primers, aumentando exponencialmente o número de cópias dessa região [69]. A técnica 
de PCR é constituída por três fases que se podem repetir por um número variável de vezes: Desnaturação 
- as cadeias complementares da molécula de DNA são separadas; Annealing – os primers ligam-se à 
região flanqueadora; e Extensão – A DNA polimerase começa a sintetizar novas cadeias de DNA 
complementares à sequência alvo [69].  

Para a validação do Seqstudio™ Genetic Analyzer Instrument, na amplificação do mtDNA, por cada 
amostra, foram adicionados 10𝜇𝑙 de HotStarTaq Plus Master Mix; 0,5𝜇𝑙 de primer forward (10 𝜇𝑀); 0,5𝜇𝑙 
de primer reverse (10𝜇𝑀); e valores variáveis de água e de DNA que, habitualmente, são 1 𝜇𝑙	de DNA 
e 8 𝜇𝑙 de água; perfazendo um volume total de 20𝜇𝑙. Para a amplificação da região HV1 são utilizados, 
normalmente, o par de primers F15989 e R16433; para a região HV2 o par de primers F16533 e R460 
e na região HV3 utiliza-se o par F317 e R619. De modo a ser possível estudar a região presente entre 
HV1 e HV2, foi amplificada e sequenciada uma região denominada de RV1 com os primers F16363 e 
R293 (figura 1.1.1). No caso de se querer amplificar a região controlo total recorre-se aos primers 
F15989 e R619, sendo que na sequenciação a região total é dividida em duas através da utilização dos 
primers R52 e F16533. O programa no termociclador utilizado tem as condições cíclicas de: 95ºC 
durante 5 minutos; 40C de 95ºC durante 45s, 58ºC durante 1 minuto e 72ºC durante 1 minuto. Para 
finalizar assume uma extensão de 72ºC durante 10 minutos. 

No estudo populacional foram utilizadas condições de amplificação ligeiramente diferentes. O 
volume final é de 10	𝜇𝑙.	Para tanto, por cada amostra são adicionados 5	𝜇𝑙	de	HotStarTaq Plus Master 
Mix, 1 𝜇𝑙 de primers e, consoante o volume de DNA adicionado à reação, pode-se juntar água para 
perfazer o volume final. 

Para a amplificação da região controlo total do mtDNA, que inclui as regiões HV1, HV2 e HV3, 
foram utilizados dois pares de primers. O par L15971 (direto) e H016 (reverso) permitiu a amplificação 
entre as posições 16024 e 16569, enquanto o par L16555/H639 amplificou a região entre as posições 1 
a 576. O programa no termociclador utilizado tem as condições cíclicas de: 94ºC durante 5 minutos; 
35C de 94ºC durante 30s, 60ºC durante 90s e 72ºC durante 60s, finalizando com uma extensão a 72º 
durante 10 minutos.  
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A cada amplificação são adicionados um controlo positivo (padrão de perfil genético conhecido) e 
um negativo (reagentes de amplificação sem amostra). Como controlo positivo podem-se utilizar o 
2800M, K562 e 9947A, de 10 ng/𝜇𝑙; e 007 e 09948 de 0,1 ng/𝜇𝑙. Estes controlos deverão ser sujeitos ao 
mesmo procedimento seguido para as amostras amplificadas nas fases posteriores à amplificação. No 
final, o controlo positivo deverá apresentar a sequência conhecida e no controlo negativo não se deverá 
observar qualquer sequência.  

 

2.6 Verificação da Amplificação 
 

Após a amplificação, foi essencial fazer a verificação da mesma, utilizando o equipamento 
QIAxcel® Advanced (Qiagen®). Este passo tem como objetivo confirmar a amplificação das amostras 
a analisar para se poder prosseguir com o percurso laboratorial. As amostras que não amplificaram 
devem ser repetidas e/ou descartadas, não devendo avançar-se para os passos seguintes.  

O sistema QIAxcel® advanced utiliza a eletroforese capilar em gel para permitir uma rápida 
separação dos nucleótidos com base no seu tamanho. Quando comparado com o sistema tradicional de 
eletroforese em gel de agarose, este sistema apresenta diversas vantagens tais como: uma maior 
sensibilidade de deteção; uma melhor resolução dos fragmentos; uma análise rápida; um menor 
desperdício de amostra; e um sistema de carregamento e análise automatizados. Após a corrida, o 
software QIAxcel® ScreenGel fornece tanto um electroferograma e ainda imagens do gel [70].  

Às amostras tem de ser adicionado um Marcador de Alinhamento e um Marcador de Tamanho. O 
Marcador de Alinhamento é injetado a partir da posição MARKER1 do tabuleiro tampão e co-migra com 
as amostras de DNA para análise. No SGBF-N estão disponíveis os Marcadores de Alinhamento QX 15 
pb/1 kb e QX 15 pb/3 kb. O Marcador de Tamanho é utilizado para uma determinação ótima do tamanho 
do DNA. Quando se utiliza o Marcador de Alinhamento QX 15 pb/1 kb tem de se utilizar o marcador 
de tamanho de DNA QX 50-800 pb, se for o marcador de alinhamento QX 15 pb/3 kb o utilizado, o 
marcador de tamanho de DNA QX a utilizar é o 100 pb - 2,5 kb [70].  

Este passo foi apenas aplicado para validação interna da análise dos polimorfismos do DNA 
mitocondrial por sequenciação no SeqStudio™ Genetic Analyzer Instrument, devido à inexistência do 
equipamento no SGBF-S.  

 

2.7 Purificação dos produtos amplificados  
 

A purificação dos produtos amplificados é um processo realizado após a verificação da 
amplificação, por forma a remover os primers e nucleótidos em excesso. Esta purificação foi feita por 
digestão enzimática utilizando o “ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup” (Applied Biosystems™) [71].  

Na validação dos polimorfismos do DNA, adicionou-se em primeiro lugar 5𝜇𝑙 do reagente ExoSAP-
ITTM diretamente a cada produto da reação. De seguida, as amostras foram colocadas no termociclador 
no programa de purificação que consiste em: 40 minutos a 37ºC seguidos de 20 minutos a 80ºC.  

No estudo populacional, foram adicionados 4𝜇𝑙 do reagente ExoSAP-ITTM a cada 10𝜇𝑙 de amostra 
amplificada e estas foram colocadas no termociclador no programa: 37ºC durante 15 minutos, seguidos 
de mais 15 minutos a 80ºC.  

O reagente ExoSAP-IT™ foi inativado por aquecimento a 80°C durante 15 minutos [71].  
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2.8 Sequenciação direta 
 

Posteriormente à purificação das 
amostras amplificadas, prosseguiu-se para a 
sequenciação direta dos fragmentos 
amplificados. Esta sequenciação foi feita 
utilizando um kit comercial para 
sequenciação, BigDye™ Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit, e primers de 
sequenciação específicos para os segmentos 
a analisar [72]. A sequenciação direta, ou 
sequenciação pelo método enzimático 
direto ou método de Sanger, é, tal como o 
PCR, um processo de amplificação que 
envolve a utilização de Taq polimerase, 
dNTPs, ddNTPs (terminadores marcados 
com diferentes fluorescências) e de um 
único primer. Os terminadores quando são 
incorporados na cadeia de DNA em 
construção, impedem a continuação do 
alongamento da nova cadeia durante a sua 

síntese in vitro (figura 2.8.1). No final, obtém-se um conjunto de cadeias simples de DNA com diferentes 
tamanhos, com terminadores incorporados marcados com fluorescência, o que, todas juntas, permitem 
construir a sequência alvo. Para a sequenciação direta das amostras utilizadas na validação, por cada 
amostra, foram adicionados 1,5𝜇𝑙 de Master Mix; 1𝜇𝑙 de Primer Forward ou Reverse (3,2 𝜇𝑀); e um 
volume variável de água e de DNA, sendo habitual utilizar-se 1𝜇𝑙 de amostra e 6,5𝜇𝑙 de água; 
perfazendo um volume total de 10𝜇𝑙. De seguida, as amostras foram colocadas no termociclador com as 
condições cíclicas de: 25C de 96ºC durante 10 segundos, 50ºC durante 5 segundos e 60ºC durante 4 
minutos. No caso de amostras utilizadas para o estudo populacional, foram adicionadas por amostra 2𝜇𝑙 
BigDye™ Terminator v3.1, 1𝜇𝑙 de tampão Better Buffer®, 1𝜇𝑙 de primer e 1𝜇𝑙	de produto amplificado, 
perfazendo um volume final de 5𝜇𝑙. De seguida, as amostras foram colocadas no termociclador com as 
condições cíclicas de: 96ºC durante 2 minutos, seguido de 35C a 96ºC durante 15 segundos, 50ºC 
durante 9 segundos e 60ºC durante 2 minutos, finalizando com 10 minutos a 60ºC. Um iniciador que foi 
concebido para reconhecer uma região específica do DNA, é ligado e prolongado com uma polimerase. 
Como existe uma mistura de dNTPs e ddNTPs para cada um dos quatro nucleótidos possíveis, alguns 
dos produtos de extensão são interrompidos pela incorporação de um ddNTP enquanto outras moléculas 
continuam a ser estendidas. Cada ddNTP é rotulado com um dye diferente o que permite que cada 
produto de extensão seja distinguido por cor. Uma separação por tamanho dos produtos de extensão 
permite a leitura da sequência de DNA desde uma resolução suficiente esteja presente para ver cada 
base com clareza. 
 

2.9 Limpeza dos terminadores 
 

Antes de se colocar as amostras no sequenciador automático, deve-se proceder à limpeza dos 
terminadores que não foram incorporados na sequenciação direta. Esta limpeza é fundamental para 
evitar interferências nos resultados, uma vez que os terminadores estão marcados com fluorescência. 
Este processo foi realizado com o BigDye® XTerminator Purification Kit (AB) que contém dois 
reagentes: Xterminator solution, responsável por capturar os dNTP, ddNTPs e primers não 

Figura 2.8.1 - Sequenciação direta do DNA com ddNTPs fluorescentes. 
O primer liga-se a uma região especifica do DNA e é prolongado com 
uma polimerase. Como existe uma mistura de dNTPs e ddNTPs para 
cada um dos quatro nucleótidos possíveis, alguns dos produtos da 
extensão são interrompidos pela incorporação de um ddNTP. Cada 
ddNTP tem uma cor diferente o que permite a distinção de cada 
produto de extensão.  
Fonte: Adaptado de Butler, J. M. 2009. 

Extensão com produtos terminados 
após adição de ddNTPs e que diferem 
numa simples base. 

Cada ddNTP está marcado com 
um fluorocromo de cor 
diferente. 

 

A sequência é lida 
através dos picos 
observados no 
eletroferograma 

Molde de DNA 

Hibridação 
dos primers 
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incorporados; e SAM TM Solution que melhora a atuação do reagente X Terminator e estabiliza a amostra 
após a limpeza [73].  

Nas placas de sequenciação para a validação do SeqStudioTM, para efeitos de limpeza, foram 
adicionados 45𝜇𝑙 de SAM e 10𝜇𝑙 de X-terminator a cada amostra. Seguidamente, a placa foi colocada 
no agitador a 2500 rotações por minuto, durante 30 minutos. Tratando-se de placas de sequenciação para 
o estudo populacional, foram adicionados a cada amostra 50𝜇𝑙 de uma mix constituída por 30𝜇𝑙 de água, 
16,4𝜇𝑙 de SAM e 3,7𝜇𝑙 de X-terminator. De seguida, a placa foi colocada a agitar a 2000rpm durante 
20 minutos. Em ambos os casos, posteriormente à agitação, a placa é centrifugada durante 2 minutos a 
1000g, permitindo que os componentes capturados fiquem agregados no fundo da placa, visto não serem 
aspirados pelos capilares durante a eletroforese capilar.  

 

2.10 Eletroforese capilar no sequenciador automático e Análise dos produtos 
sequenciados 
 

Após a sequenciação e respetiva limpeza dos terminadores, as amostras foram colocadas no 
sequenciador automático e submetidas a eletroforese capilar com deteção automática da fluorescência. 
Durante este processo os diferentes fragmentos migram, através dos capilares do sequenciador, desde o 
polo negativo para o positivo, consoante o seu peso molecular. Os fragmentos de menor tamanho 
migram a uma maior velocidade que os maiores. A deteção é feita pela emissão da fluorescência, num 
determinado comprimento de onda, que os fluorocromos dos ddNTPs emitem quando são excitados por 
um feixe de laser.  

Como um dos objetivos do estudo é validar o analisador genético SeqStudio™ Genetic Analyzer, as 
amostras a analisar são colocadas concomitantemente no 3130xl Genetic Analyzer e no SeqStudio™ 
Genetic Analyzer, de modo a poder comparar-se os resultados obtidos em ambos.  

Os perfis de DNA obtidos foram, em primeiro lugar, analisados no Sequencing Analysis Software 
7, onde é possível obter um electroferograma (figura 2.10.1). A avaliação da qualidade dos 
electroferograma permite selecionar as amostras que podem prosseguir para análise no Software 
SeqScape™ 4 e as que têm de voltar a ser amplificadas e/ou sequenciadas. De seguida, as amostras com 
qualidade são analisadas no SeqScape™ onde se faz o alinhamento das amostras e a comparação com a 
sequência padrão do mtDNA. Este identifica apenas as diferenças entre as duas sequências 
discriminando todas as bases nucleotídicas alteradas e as respetivas posições. 

Para todas as amostras do estudo populacional, bem como algumas das amostras da validação, foi 
sequenciada a região controlo total, compreendida entre as posições 16024 a 16569. No entanto, para 
outras amostras utilizadas na validação foram estudadas as regiões HV1, HV2, HV3 e RV. Em ambos 
os casos foram sempre sequenciadas duas cadeias, direta e reversa, de forma a comparar os segmentos 
e confirmar os resultados.  

 
 

Figura 2.10.1 - Exemplo de um segmento de um eletroferograma obtido no programa Sequencing Analysis 7, após 
sequenciação com o primer H016. 
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A caracterização dos haplótipos é realizada segundo as considerações da European DNA Profiling 
Group (EDNAP) e as regras de nomenclatura da International Union of Pure & Applied Chemistry 
(IUPAC) (tabela 2.10.1) [13,74]. 

As mutações por substituição podem ser transições, entre purinas (A e G) ou entre pirimidinas (C e 
T), ou transversões, entre uma purina e uma pirimidina ou vice-versa. Estas são indicadas pela posição 
onde ocorre a mutação e pelo nucleótico que originou essa alteração.  

Outros tipos de alterações que podem ser encontradas são as inserções ou as deleções. As primeiras 
são identificadas indicando a posição nucleotídica, imediatamente anterior à alteração, seguida de um 
ponto e um (.1) (para a primeira inserção), .2, na segunda inserção e assim sucessivamente, 
acrescentando-se ainda o nucleótido inserido. As deleções são representadas pela posição do nucleótido 
juntamente com o sufixo “DEL” ou “-”. No caso particular de inserções ou deleções que ocorram em 
regiões homopoliméricas, são sempre identificadas na última posição [13].  

Em amostras onde estava presente heteroplasmia de comprimento, foi apenas possível ler a 
sequência até à posição heteroplásmica, devido a uma sobreposição de bases nucleotídicas (figura 
2.10.2A). Nestes casos, foi necessário efetuar a repetição da sequenciação das amostras, para confirmar 
a sequência obtida. Outra característica que se observou em algumas amostras foi heteroplasmia de 
posição que é representada pela sobreposição de nucleótidos numa mesma posição, traduzindo-se em 
dois picos no eletroferograma (figura 2.10.2B). A sua identificação é realizada pela posição em que 
ocorre a alteração, seguida da letra correspondente, de acordo com o código descrito pela IUPAC [13].  

Figura 2.10.2 – Representação, através de um eletroferograma, de um segmento (a) com heteroplasmia de comprimento e (b) 
com heteroplasmia de posição. As heteroplasmias estão identificadas por uma seta. 

Para a determinação dos haplogrupos a que cada haplótipo pertence recorreu-se à árvore filogenética 
Phylotree, desenvolvida por van Oven e Kayser [40].  
 

2.11 Análise estatística e filogenética 
 

Numa primeira instância, através do software Arlequin v.3.5.2.2 foram calculados os valores da 
diversidade nucleotídica da região controlo total das amostras estudadas. Este software também foi 
utilizado para realizar a análise de variância molecular (AMOVA), que permite determinar as relações 

Código IUPAC Base(s) nucleotídica(s) Código IUPAC Base(s) nucleotídica(s) 
A Adenina Y Citosina ou Timina 
C Citosina K Guanina ou Timina 
G Guanina M Adenina ou Citosina 
T Timina N Qualquer base 
B Citosina, Guanina ou Timina V Adenina, Citosina ou Guanina 
D Adenina, Guanina ou Timina S Guanina ou Citosina 
H Adenina, Citosina ou Timina W Adenina ou Timina 
R Adenina ou Guanina   

Tabela 2.10.1 - Código IUPAC utilizado na análise do mtDNA. 
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filogenéticas entre a população em estudo e as selecionadas da literatura, e daí obter medidas de 
distâncias genéticas interpopulacionais [75]. As distâncias genéticas foram alcançadas com base no 
valor do índice de fixação (FST), sendo também calculado o p-value, indicativo do nível de significância 
(0.05). 

As distâncias moleculares entre populações foram obtidas, tendo por base os valores de Fst e 
recorrendo ao programa Neighbor do software Phylip v.3.698 [76]. A sua representação gráfica, em 
forma de árvore filogenética, foi alcançada recorrendo ao software programa TreeView v. 2.0.8 [77]. 

3. Resultados e Discussão  
 

3.1 Validação da análise dos polimorfismos do DNA mitocondrial por 
sequenciação no SeqStudio™ Genetic Analyzer Instrument 

 

3.1.1 Validação de resultados dos controlos positivos e amostras controlo 
 

O primeiro passo de validação do SeqStudio™ Genetic Analyzer foi o estudo dos controlos 
positivos. Para tal, foram amplificados os controlos positivos 2800M (10 𝑛𝑔/𝜇𝑙), K562 (10 𝑛𝑔/𝜇𝑙), 
9947A (10	𝑛𝑔/𝜇𝑙), 007 (0,1 𝑛𝑔/𝜇𝑙) e 9948 (0,1 𝑛𝑔/𝜇𝑙) com os pares de primers HV1, HV2, HV3 e 
RV.  

Os resultados obtidos no Qiaxcel® (figura 3.1.1.1- A e B) demonstraram a amplificação correta de 
todos os controlos com os primers HV1 e HV2. A amplificação com os primers HV3 falhou na 
totalidade (figura 3.1.1.1C); já com os primers RV houve amplificação dos controlos positivos 2800M, 
K562, 9947A e 9948 (figura 3.1.1.1D).  

Prosseguindo com a sequenciação das amostras amplificadas com os primers HV1 e HV2, tanto no 
3130xl Genetic Analyzer como no SeqStudio™ Genetic Analyzer e comparando os resultados obtidos, 
foi possível aferir que o SeqStudio™ Genetic Analyzer, tal como os softwares do mesmo, estão em 
conformidade com o 3130xl Genetic Analyzer, já que os resultados são iguais e com boa qualidade. 

A B C D

Figura 3.1.1.1 - Gel de eletroforese capilar (QIAxcel® ScreenGel) para verificação da amplificação dos controlos positivos 
com os primers HV1, HV2, HV3 e RV. A – Verificação da amplificação com os primers HV1. Existe uma amplificação 
satisfatória de todos os controlos positivos. B – Verificação da amplificação com os primers HV2. Existe uma amplificação 
satisfatória de todos os controlos positivos. C – Verificação da amplificação com os primers HV3. Não houve amplificação de 
qualquer controlo positivo. D – Verificação da amplificação com os primers RV. Existe uma amplificação dos controlos 
positivos 2800M, K562, 9947 e 9948. 
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Posteriormente, foram amplificadas amostras controlo, com os primers HV3 e RV, que tinham 
falhado. Seguiu-se a sequenciação das amostras amplificadas com estes primers, a qual correu 
satisfatoriamente. Ficaram assim validados os controlos positivos/amostras controlo quando utilizados 
os primers HV1, HV2, HV3 e RV, com a respetiva sequência descrita no anexo 6.1.  
 

3.1.2 Estudos de Sensibilidade 
 

Um teste de grande 
importância é o da sensibilidade. 
Neste, são analisadas diferentes 
concentrações do DNA 
(0.00001ng; 0.0001ng; 0.001ng; 
0.01ng; 0.1ng; 0.5ng; 1ng; 2ng; 
5ng; 10ng; 50ng; 100ng), por 
forma a saber qual a gama de 
quantidades capazes de produzir 
resultados de tipagem fiáveis.  

Na verificação da 
amplificação conseguiu-se 
perceber que, à medida que as 
concentrações vão diminuindo, a 
sua deteção vai-se revelando com 
menor intensidade (figura 
3.1.2.1), chegando mesmo a não 
ser detetável. Numa primeira 
fase, comparando os resultados 
obtidos no Qiaxcel® com os do 
SeqStudio™ Genetic Analyzer 
verifica-se que, com a utilização 
dos primers correspondentes à 
região HV1, HV2, HV3 e RV, 
existe sequenciação desde os 
100ng até aos 0.001ng (figura 
3.1.2.1); daí que seja necessário 
fazer mais diluições para testar a 
partir de que ponto de 
concentração é possível obter 
resultados.  

Consequentemente, foram 
testadas mais duas concentrações, 0.0001ng e 0.00001ng, não se tendo registado qualquer amplificação 
e sequenciação das amostras. Foi assim definida a concentração mínima detetável de 0.001ng quando 
utlizados os primers das regiões HV1, HV2, HV3 e RV. 
 

3.1.3 Estudos de Especificidade 
 

A verificação da especificidade é um passo crucial para garantir que os primers são específicos do 
mtDNA humano. Foram assim amplificadas e sequenciadas amostras animais (anexo 6.2) com os 
primers humanos HV1, HV2, HV3 e RV.  

A B

C D

Figura 3.1.2.1- Gel de eletroforese capilar (QIAxcel® ScreenGel) para verificação da 
amplificação dos testes de sensibilidade com os primers das regiões HV1, HV2, HV3 e 
RV. A – Verificação da amplificação com os primers HV1. Existe uma amplificação 
satisfatória de todas as concentrações. B – Verificação da amplificação com os primers 
HV2. Existe uma amplificação satisfatória de todas as concentrações. C – Verificação 
da amplificação com os primers HV3. Existe uma amplificação satisfatória de todas as 
concentrações. D - Verificação da amplificação com os primers RV. Existe uma 
amplificação satisfatória de todas as concentrações. 
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Como esperado, tanto na amplificação, como na sequenciação, não foram obtidos resultados, 
confirmando que os mesmos são específicos para o mtDNA humano. 

A verificação da especificação também foi útil para confirmar que os resultados negativos do 
Qiaxcel® estão em conformidade com os resultados negativos no sequenciador SeqStudio™ Genetic 
Analyzer. Nenhuma das amostras animais revelou resultados, quer na verificação da amplificação quer 
na sequenciação, o que não se verificou no controlo positivo como esperado. 

 
3.1.4 Validação do estudo de mtDNA de cabelos extraídos por PrepFiler Express™ BTA 

 

Em determinados casos forenses o material biológico disponível são cabelos. Nestes casos, devido 
à pouca quantidade de DNA nuclear que normalmente está disponível, é frequentemente utilizado o 
mtDNA para se obter resultados.  

Inicialmente, os cabelos são observados ao microscópio para avaliar as suas características 
morfológicas e selecionar a zona da extração do DNA, preferencialmente o local da raiz, caso esta esteja 
presente. Após a extração, embora apenas seja detetado o DNA nuclear, as amostras são quantificadas 
para se conseguir alcançar uma perceção da quantidade de DNA existente. Assim, na amplificação é 
adicionada 1 𝜇𝑙 das amostras que apresentam mais de 1 𝑛𝑔/𝜇𝑙 de DNA na quantificação, enquanto nas 
restantes são adicionados 5 𝜇𝑙.  

 Posteriormente à amplificação faz-se a respetiva verificação. Este passo permite selecionar quais 
as amostras que seguem para a sequenciação.  

No presente estudo, como anteriormente descrito, foram extraídas e amplificadas 20 amostras de 10 
indivíduos. Em primeiro lugar, tentou-se compreender se existe uma diferença significativa entre a 
quantidade de DNA existente em cabelos arrancados ou cabelos caídos. Como tal, fez-se uma análise 
estatística às amostras de cabelo recorrendo ao IBM® SPSS® software.  

Primeiro, para perceber se as amostras seguiam uma distribuição normal, foi realizado um teste de 
normalidade, onde se considerou H0: A quantidade de DNA presente nos cabelos segue uma distribuição 
normal e H1: A quantidade de DNA presente nos cabelos não segue uma distribuição normal. Uma vez 
que estamos perante um estudo com uma amostra pequena, inferior a 30, são analisados os resultados 
obtidos a partir do teste Shapiro-wilk. Neste, obteve-se um p-value igual a 0,142, ou seja 14,2 % (anexo 
6.3). Como esse valor é superior a 5%, aceita-se a hipótese nula [78]. Visto que a distribuição é normal 
e que os dois tipos de cabelos são do mesmo indivíduo, a análise estatística prosseguiu através do teste 
T com duas amostras emparelhadas [79] . Neste, considerou-se H0: A quantidade de DNA presente em 
cabelos arrancados é igual ao dos cabelos caídos e H1: A quantidade de DNA presente em cabelos 
arrancados é diferente ao dos cabelos caídos. Uma vez que o valor da significância bilateral é de 0,016, 
1,6%, sendo inferior aos 5%, rejeita-se H0 (anexo 6.4). 

Assim, podemos assegurar que há evidência estatística suficiente para afirmar que a quantidade de 
DNA presente em cabelos arrancados é diferente da que está presente em cabelos caídos. Neste caso, a 
quantidade dos cabelos arrancados é significativamente maior que a de cabelos caídos pois, a média de 
quantidade de DNA nos cabelos arrancados é de 1,6615453, um valor bem superior à média de 
0,2199382, apresentada nos cabelos caídos (anexo 6.5). Esta conclusão foi tomada assente num nível de 
confiança de 95%. Note-se que os limites do intervalo de confiança a 95% são ambos positivos (0,366 
e 2,517) ou seja, não contém o 0, não podendo ser as quantidades iguais (anexo 6.4). Assim, ficou 
provado que os cabelos caídos apresentam uma menor quantidade de DNA, provavelmente devido a 
uma maior degradação do mesmo por exposição a diversos fatores, o que se traduziu num maior 
insucesso na amplificação. Apenas as amostras B1R, B2R, B4R, B5R e B8R, todas extraídas de raízes 
de cabelos arrancados, apresentaram mais de 1 𝑛𝑔/𝜇𝑙 de DNA na quantificação, daí resultando numa 
amplificação satisfatória de todas as regiões (anexo 6.6). No entanto, a maior parte das amostras, 
independentemente da quantidade de DNA obtida na quantificação, conseguiu amplificar com sucesso 
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em duas ou mais regiões, o que os torna numa amostragem possível de ser utilizada (anexo 6.6). Os 
haplótipos obtidos com as amostras de cabelo estão descritos no anexo 6.6.  

Assim, ficou validada a utilização de cabelos para a obtenção de perfis de mtDNA no sequenciador 
genético SeqStudioTM. 

 
3.1.5 Validação do estudo da região controlo total do mtDNA 
 

Quando o mtDNA é extraído de cabelos, como se trata de amostras expostas a diversos processos 
de degradação, a amplificação e a sequenciação são divididas em quatro regiões diferentes, de forma a 
ser possível a obtenção de sequências mais curtas capazes de serem amplificadas. No entanto, o mtDNA 
também pode ser extraído de manchas de sangue ou zaragatoas bucais, sendo nestes casos provável que 
toda a região controlo esteja intacta. Assim, amplificar a região controlo total reduz o tempo de trabalho 
laboratorial e os custos da análise, otimizando o processo.  

Para começar, é necessário fazer a validação da região controlo total dos controlos positivos, já que 
em todos os estudos estes têm de ser incluídos para comparação. Como tal, foram testados três destes 
controlos (007 – 0,1 𝑛𝑔/𝜇𝑙, 2800M – 10 𝑛𝑔/𝜇𝑙 e 9947A – 10 𝑛𝑔/𝜇𝑙) com três quantidades diferentes 
de amostra adicionada (1𝜇𝑙, 2,5𝜇𝑙, 4𝜇𝑙) e o volume final de amplificação reduzido a metade, 10 𝜇𝑙. 
Como o estudo da região controlo total reduz a utilização de primers da sequenciação, de 8 para 4, os 
20𝜇𝑙 de volume final da amplificação anteriormente necessários, deixam assim de ser precisos, fazendo 
então sentido o ajuste do volume total final para 10𝜇𝑙. Como nunca se tinha feito a amplificação da 
região controlo total, não se sabendo por isso qual a quantidade ideal de amostra a adicionar na 
amplificação, optou-se por testar três quantidades diferentes para se chegar à melhor solução.  

Efetuada a análise, foi observado que, independentemente da quantidade inicial de amostra 
adicionada, existem sempre resultados detetáveis, sendo para tanto suficiente a utilização de 1𝜇𝑙 de 
amostra. Para além disso, constatou-se que as mutações ora detetadas na validação da região controlo 
total, são iguais às mutações da validação das regiões dos controlos positivos, como era expectável. 
Como se esperava, também todas as sequências de um mesmo controlo, independentemente da 
quantidade inicial de amostra, são iguais. No controlo 9947A 1𝜇𝑙 houve uma falha na sequenciação da 
região HV1, por faltarem as mutações 16311C e 16519C; no entanto a restante sequência foi igual. Esta 
falha pode ter sido originada por um problema na incorporação dos primers na sequenciação ou uma 
falha de leitura do equipamento.   

 

3.1.6 Validação do estudo de mtDNA nas manchas de sangue FTA 
 

Quando são utilizadas manchas de sangue em casos forenses, faz-se normalmente uso do DNA 
nuclear. No entanto, este pode estar degradado, sendo então necessário recorrer ao DNA mitocondrial.  

As manchas de sangue podem ser trabalhadas de diversas maneiras nos casos forenses. O DNA pode 
ser extraído por PrepFiler Express™, por Prep-n-Go™ ou, no caso de manchas de sangue obtidas em 
cartões FTA, utilizar-se diretamente um punch na amplificação.  

No presente estudo foi extraído DNA, através do kit PrepFiler Express™, em 20 amostras de 
diferentes indivíduos. Foi posteriormente amplificada e sequenciada a região controlo total das amostras 
e assim obtida a respetiva sequência (anexo 6.7). Todas as amostras amplificaram e sequenciaram com 
resultados reportáveis. Tal indica que é um método com uma grande qualidade para a obtenção de 
resultados. 

De seguida, na tentativa de otimizar o processo, foi testada a amplificação com punch direto; no 
entanto, a grande maioria das amostras não amplificou. Este resultado pode ser devido a certos 
compostos sanguíneos, como por exemplo, a hemoglobina e a imunoglobina G [80], que funcionam 
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como inibidores de PCR, afetando a amplificação quando ao baixar ou bloquear a atividade da DNA 
polimerase ou quando interage com ácidos nucleicos [81]. 

Uma vez que o tempo disponível para realizar o trabalho laboratorial estava a terminar, optou-se 
por testar apenas a região HV1 com 3 amostras, por amplificação direta, mas com diluição prévia. Desta 
forma, caso tornasse a não registar resultados não seria necessário continuar a testar a abordagem dos 
punchs de sangue; porém, caso estes fossem positivos, o laboratório sempre poderia posteriormente 
continuar a validação dos mesmos. Os punchs foram assim colocados em água, durante cerca de 20 
minutos, visando diluir as amostras e reduzir o número de inibidores. À amplificação foram adicionados 
1𝜇𝑙 e 2 𝜇𝑙 de amostra. Embora os resultados da amplificação fossem fracos, a grande maioria das 
amostras amplificou e sequenciou corretamente, não se tendo detetado diferença relevante entre a adição 
de 1	𝜇𝑙 ou 2𝜇𝑙. A amostra que já tinha sido previamente sequenciada na validação das manchas de 
sangue extraídas por PrepFiler™, A2, deu uma sequência igual na zona correspondente à região HV1. 
Embora os resultados tenham sido positivos, a quantidade amostral não é suficiente para a validação do 
método. Continua a faltar analisar um maior número de amostras, testar todas as regiões do mtDNA e a 
região controlo total.  

Atendendo que a utilização do punch direto perde em rapidez dada a necessidade de um pré-
tratamento, foi testada a amplificação e sequenciação das 4 regiões do mtDNA através das 20 manchas 
de sangue extraídas pelo método Prep-n-Go™. O rebentamento das membranas celulares provocado 
por este método pode servir de pré-tratamento para as manchas de sangue. É, no entanto, necessária uma 
diluição de 1:4 prévia à adição da amostra na amplificação, a fim de diminuir a concentração dos 
inibidores presentes. A grande maioria das amostras amplificou, tendo, porém, havido uma falha 
generalizada na região RV. Esta pode ter sido originada por um problema nos primers, ou da adição dos 
mesmos na amplificação, ou de uma outra causa não definida. Assim, tendo sido validado o método nas 
regiões HV1, HV2 e HV3, falta apenas realizar uma repetição da região RV e a análise da região controlo 
total. 

 

3.1.7 Validação do estudo de mtDNA de zaragatoas bucais extraídas por Prep-n-Go™ 
 

Tal como acontece com as manchas de sangue, também pode ter de se recorrer ao mtDNA nas 
zaragatoas bucais. Neste caso o DNA extrai-se por PrepFiler Express™ ou Prep-n-Go™. 

Este método não foi muito abordado no estudo, devido ao pouco tempo disponível para terminar o 
trabalho laboratorial. Foi apenas feita uma pequena experiência para ter uma perspetiva dos resultados 
a que se pode chegar. Com efeito, tal viabilizaria, a perceção sobre se valeria a pena continuar a 
validação das amostras extraídas por Prep-n-Go™ com diluição de 1:4 ou se teria de se recorrer a um 
método diferente, futuramente.  

 Assim, foram estudadas 4 amostras extraídas por Prep-n-Go™. Estas foram diluídas na proporção 
de 1:4, e apenas estudada a região HV1. Houve uma amplificação e sequenciação de todas as amostras, 
sendo as suas sequências iguais às das manchas de sangue, uma vez que se trata dos mesmos indivíduos.  

Embora os resultados fossem um bom presságio para a validação do método, ficou a faltar a 
utilização de um maior número de amostras, a amplificação e consequente sequenciação de todas as 
regiões e da região controlo total, bem como a análise das amostras extraídas por PrepFiler Express™. 
 

3.2 Estudo Populacional da Região do Norte 
 

No presente trabalho, determinaram-se os haplótipos de 84 indivíduos e os respetivos haplogrupos. 
A amostragem inicial continha 87 indivíduos, tendo, no entanto, sido retiradas 3 amostras dada a 
impossibilidade de obtenção de resultados com a qualidade desejada.  
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Para que fosse assegurada a qualidade das sequências e dos haplogrupos obtidos, os haplótipos 
descritos no estudo foram submetidos a uma base de dados internacional, a EMPOP [12,55], e 
posteriormente inseridos na mesma e disponibilizados com um código de acesso. 
 

3.2.1 Estudo dos Haplótipos 
 

A partir dos dados da totalidade da região controlo do mtDNA obtidos no estudo, foi possível 
construir uma base de dados que apresenta os haplótipos de cada indivíduo, o número de alterações 
existentes e o haplogrupo correspondente (anexo 6.8).  

Foram identificados 79 haplótipos diferentes nas 84 amostras analisadas, dos quais 77 (91,7%) 
estavam presentes apenas uma única vez. A elevada frequência de haplótipos únicos identificada neste 
estudo, vai de acordo com outros estudos de mtDNA da população portuguesa, especificamente da 
região do norte de Portugal [64,65]. 

Os restantes 7 haplótipos foram identificados em mais do que uma amostra, estando o haplótipo 
mais frequente presente em 5 sequências (tabela 3.2.1.1). A existência de haplótipo coincidentes entre 
indivíduos não relacionados demonstra o baixo poder de discriminação e individualização do mtDNA 
como marcador genético, tornando dúbia a sua utilização em situações de identificação individual. Desta 
maneira, a aplicação do mtDNA na rotina forense depende da frequência dos haplótipos obtidos na 
população. Se o haplótipo for raro, o estudo deste marcador genético pode contribuir para restringir a 
identidade de um individuo. Assim, bases de dados, como a EMPOP, são cruciais, uma vez que 
permitem realizar uma pesquisa e averiguar a coincidência entre os haplótipos. Neste estudo, verificou-
se que 19 amostras não foram ainda descritas na base de dados. O haplótipo encontrado em 5 amostras 
do estudo coincide com 791 sequências de 38361 existentes na EMPOP, o que indica que é um haplótipo 
frequente. No entanto, o haplótipo presente nas amostras NOR032 e NOR069, apenas é encontrado em 
1 sequência na EMPOP, sugerindo que não é um haplótipo frequente.  

 

Tabela 3.2.1.1 – Haplótipos mais frequentes nas 84 sequências de indivíduos da região do norte de Portugal, estudadas no 
presentes estudo, bem como a sua frequência.  

 

Comparando a região controlo total do mtDNA com a rCRS [12], foram identificadas 757 alterações 
nucleotídicas em 135 posições polimórficas. Através da análise da tabela 3.2.1.2, verificou-se que o tipo 
de polimorfismos mais frequente são as substituições, com 572 alterações (75,6%). De forma detalhada, 
554 substituições correspondem a transições (96,9%), sendo 351 entre pirimidinas (63,4%) e 203 entre 
purina (36,6%), demonstrando-se assim que o tipo de transições predominante foi entre pirimidinas. Por 
outro lado, 15 substituições correspondem a transversões (2,6%) e 3 a heteroplasmias de posição (0,5%). 
Foram também identificadas 160 inserções (21,1%) e 25 deleções (3,3%). Estes resultados foram 
consistentes com os obtidos em estudos anteriores feitos na população portuguesa [64,65]. Dentro da 
região HV1, localizada entre as posições 16024 e 16353, verificou-se a existência de uma zona poli-C, 
entre as posições 16183 e 16193 que apresenta uma alta variabilidade nucleotídica. Esta zona é 
caracterizada pela sequência ACCCCCTCCCC que possui uma sequência de citosinas interrompida por 
uma timina, na posição 16189. Nesta região foram observados 31 polimorfismos, o que corresponde a 
4,1% de todas as alterações existentes. Na posição 16183, 5 sequências apresentavam uma substituição 
de uma adenina (A) por uma citosina (C). Tanto na posição 16186 como na posição 16187, verificou-se 
que 3 sequências continham uma mutação de uma C para uma timina (T). A posição 16189, constituída 
por uma T na sequência de referência, sofreu uma substituição para uma C em 15 amostras. Por último, 
na posição 16192 a C é alterado para uma T em 5 sequências. 

Amostras Frequência Haplótipos 
NOR003; NOR041; NOR053; NOR066; NOR076 5 16519C 263G 315.1C 
NOR032; NOR069 2 16320A 16519C 263G 315.1C 
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Através da análise dos resultados da região HV1 constatou-se que a posição 16126, tal como a 
posição 161311, apresentavam uma substituição de T para C em 20 amostras (23,8%), sendo estas 
alterações as mais comuns em HV1. Constatou-se também que, em 12 amostras (14,3%), a posição 
16223 apresentava uma T em vez de uma C. Observou-se ainda que a transição de um C por um T estava 
presente em 9 sequências (10,7%), na posição 16294.  

Nesta região foi possível detetar também 27 polimorfismos (32,1%) que aparecem apenas uma vez 
nas 84 sequências estudadas (tabela 3.2.1.3). Não foram detetadas deleções e inserções no conjunto de 
resultados obtidos para a região HV1. 

 

 

  Localizada entre as posições 73 a 340, temos a região HV2. Nesta estão presentes duas mutações 
extremamente comuns, uma na posição 263 e outra na posição 315. Na rCRS, na posição 263, está 
presente uma A e, entre as posições 311 e 315, estão presentes 5 C; no entanto, estes polimorfismos 
foram considerados como raros, não estando presentes na maioria dos seres humanos [12]. Desta 
maneira, como era de esperar, no presente estudos todas as amostras apresentam as duas mutações, a 
transição de uma A para uma guanina (G) na posição 263 e a inserção de uma C na posição 315.  

A alteração de uma A por uma G na posição 73, foi encontrada em 46 sequências (54,8%) sendo 
considerada como a quarta mutação mais frequente em todo o estudo. Nesta região, outras posições 
polimórficas apresentam uma elevada taxa de substituição, tal como a posição 152, onde se observa a 
alteração de uma T por uma C em 16 amostras (19%) e na posição 195, onde em 13 amostras (15,5%), 
existe também a alteração de uma T por uma C.  

Alterações Nucleótido Número de Polimorfismos 

Transições entre pirimidinas 
T à C  228  
C à T 123 

Transições entre Purinas 
A à G 171 
G à A 32 

Transversões 

Aà C 6 
A à T 1 
C à A 3 
G à T 2 
G à C 3 

Inserções 
C 148 
A 10 
T 2 

Deleções 
A 12 
C 13 

Heteroplasmia de posição 
G à R 1 
C à Y  1 
T à Y  1 

Posição Alteração Posição Alteração Posição Alteração Posição Alteração 
16037 A à G 16179 C à T 16235 A à G  16290 C à T  
16075 T à C 16182 A à C  16239 C à T 16295 C à T 
16145 G à A 16213 G à R 16240 A à G 16301 C à T  
16148 C à T 16215 A à T 16263 T à C  16316 A à G 
16153 G à A 16218 C à T 16265 A à G  16318 A à G 
16174 C à T  16231 T à C  16266 C à T 16325 T à C  
16178 T à C 16234 C à T 16271 T à C   

Tabela 3.2.1.2 – Número e tipo de alterações polimórficas identificadas na região controlo total do mtDNA das 84 amostras 
de indivíduos da região do norte de Portugal.  

Tabela 3.2.1.3 – Polimorfismos observados apenas uma única vez na região HV1 do mtDNA. 
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Tal como na região HV1, a região HV2 também apresenta uma zona poli-C, compreendida entre as 
posições 303 e 316 e caracterizada pela sequência CCCCCCCTCCCCCG. Durante o estudo foram 
detetados 135 polimorfismos (17,9%) neste local. Para além das 84 inserções observadas em 315.1, 
como descrito anteriormente, na posição 309, 44 amostras apresentavam uma inserção de uma C e 7 
amostras a inserção de duas C.  

Nesta região foram detetados 12 polimorfismos de baixa frequência, que apenas aparecem uma 
única vez como descritos na tabela 3.2.1.4. Para além das inserções já descritas não foram detetadas 
mais nenhumas, tal como não foram detetadas deleções.  

 

 Por último, temos a região HV3, compreendida entre as posições 438 e 574. Esta apresenta uma zona 
de repetição nucleotídica AC, entre as posições 515 e 524, que concentra uma grande quantidade de 
polimorfismos. Esta zona, caracterizada pela sequência ACACACACAC, integra um total de 44 
polimorfismos (5,8%). Em 12 sequências (14,3%) verificou-se a deleção dos dímeros AC, sendo este 
polimorfismo assinalado como 523DEL e 524DEL, segundo a nomenclatura [82].  Foram também 
identificadas 7 sequências com a inserção de um dinucleótido AC na posição 524 e 1 sequência com a 
inserção de 4 dinucleótidos AC (sendo esta sequência constituída por 9 repetições desse dinucleótido). 
Para além desta zona de repetição nucleotídica, à semelhança do que acontece na região HV1 e HV2, a 
região HV3 também apresenta uma zona poli-C, caracterizada pela sequência ACCCCCCA, entre as 
posições 567 e 574. No presente estudo, verificou-se a inserção de 3 citosinas (573.1C 573.2C 573.3C), 
em uma das amostras. Na região HV3 também foram encontrados 3 polimorfismos de baixa frequência 
(tabela 3.2.1.5). Não foram detetadas mais inserções que as mencionadas. Relativamente a deleções, 
para além das indicadas, foi detetada também a deleção de uma C na posição 498. 

Para além das regiões HV1, HV2 e HV3, podem ocorrer mutações em 
posições não compreendidas por estas regiões. Desta maneira entre as 
posições 16365 a 16569, 1 a 72 e 341 a 437 foram observadas 75 alterações 
(8,2%) em 12 posições polimórficas.  A posição 16519 apresenta a 
substituição de uma T para uma C em 62 amostras (73,8%). Em 2 amostras, 
identificou-se, na posição 16390, uma mutação de G para A e, na posição 
357, uma mutação de A para G. As restantes 9 posições mutadas aparecem 
apenas uma única vez nas sequências analisadas (tabela 3.2.1.6).  

 
 
 
 
 

Nenhuma das sequências estudadas apresenta concordância total com a rCRS. O haplótipo que 
apresentou um menor número de alterações polimórficas, em relação à rCRS, foi de 3, num total de 5 
sequências (NOR003, NOR041, NOR053, NOR066 e NOR076). Contrariamente, a sequência que 
contêm o maior número de polimorfismos é a NOR046 que apresenta 24 substituições: 16126C 16187T 
16189C 16223T 16264T 16270T 16278T 16293G 16311C 16362C 16400T 16519C 73G 152C 182T 
185T 189G 195C 247A 263G 315.1C 357G 523DEL 524DEL. O número médio de alterações 
nucleotídicas encontradas relativamente à rCRS foi de 9 por amostra.  

Posição Alteração Posição Alteração Posição Alteração Posição Alteração 
93 A à G 215 A à G 226 T à C 256 C à T 
94 G à A 222 C à T 227 A à G 294 T à C  
199 T à C 225 G à A  235 A à G 319 T à C 

Posição Alteração 
458 C à T 
498 DEL C 
513 G à A 

Posição Alteração Posição Alteração Posição Alteração 
16399 A à G 57 T à C 385 A à G 
16400 C à T 58 T à C 390 A à G 
16456 G à A 64 C à T 417 G à C 

Tabela 3.2.1.4 - Polimorfismos observados apenas uma única vez na região HV2 do mtDNA. 

Tabela 3.2.1.5 - Polimorfismos 
observados apenas uma única 
vez na região HV3 do mtDNA. 

Tabela 3.2.1.6 - Polimorfismos observados apenas uma única vez nas regiões não compreendidas por HV1, HV2 e HV3 do mtDNA.  
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A partir do software Arlequin foi possível obter o valor do índice de diversidade nucleotídica que 
indica o número médio de diferenças (por site) entre duas sequências retiradas ao acaso de uma amostra. 
O valor do mesmo foi de 0.008657 ± 0.004438 (SD), o que se assemelha aos valores obtidos noutros 
estudos sobre Portugal e da região do Norte de Portugal [64,65].   
 

3.2.2 Estudo das heteroplasmias 
 

Nas 84 amostras analisadas para o estudo populacional, 35 continham heteroplasmia, o que 
corresponde a cerca de 41,7% das sequências. No estudo efetuado por Marques et al. (2014), foi 
observada uma taxa de heteroplasmias de 42,8%, pelo que os valores encontrados no presente estudo se 
enquadram nos anteriormente referenciados [65].  

Ao longo do estudo, foram detetados apenas 3 indivíduos (3,6%) com heteroplasmia de posição. Tal 
ocorreu nas amostras NOR008, NOR016 e NOR030 e, respetivamente, nas posições 16213, 16260 e 
16362. Na posição 16213 é visível uma adenina e uma guanina, sendo esta classificada, de acordo com 
o código estabelecido pela IUPAC, como 16213. Já nas posições 16260 e 16362, pode-se observar uma 
citosina e uma timina, classificadas como 16260Y e 16362Y.  

Relativamente às heteroplasmias de comprimento (tabela 3.2.2.1), foram identificadas 37 
heteroplasmias distribuídas por 32 amostras (38,1%). Destas, 4 apresentavam heteroplasmia apenas 
associada à zona poli-C da região HV1, compreendida entre as posições 16182 e 16191; 23 
apresentavam heteroplasmia apenas na zona poli-C da região HV2, compreendida entre as posições 303 
e 316; e 5 apresentavam heteroplasmia em ambas as regiões hipervariáveis de HV1 e HV2. Não foi 
encontrada nenhuma heteroplasmia de comprimento associada à região HV3.  

Valores similares foram detetados noutros estudos, entre eles por Marques et al. (2014), onde foi 
verificada uma taxa de heteroplasmia de posição de 4,1% e uma taxa de heteroplasmia de comprimento 
de 39,7%. O estudo, também referenciou que a taxa de heteroplasmia de comprimento de HV2 foi 
superior à de HV1, rondando os 28,8%. Todos os resultados estão de acordo com os resultados 
alcançados no presente trabalho [65].  

Todos os casos de heteroplasmia de comprimento foram confirmados por uma sequenciação em 
duplicado das duas cadeias de mtDNA.  

 

3.2.3 Estudo dos haplogrupos  
 

Os 79 haplótipos obtidos no estudo foram divididos em 52 haplogrupos distintos. Esta classificação 
das amostras em haplogrupos é feita, tendo por base, a árvore filogenética PhyloTree, desenhada por 
van Over e Kayser, em 2009 [40]. Cada haplogrupo é identificado por letras do alfabeto seguidas de 
números, que permite uma subdivisão em subhaplogrupos. Para que um haplótipo seja corretamente 
identificado e inserido num haplogrupo, precisa de ter todos os polimorfismos específicos que 
caracterizam esse haplogrupo, embora possa apresentar outros para além dos específicos. Desta forma, 
dois indivíduos com haplótipos semelhantes, mas com alguns polimorfismos diferentes, podem 
pertencer ao mesmo haplogrupo. Por exemplo, os haplótipos das amostras NOR034 e NOR071 são, 
respetivamente, 16304C 16519C 263G 309.1C 315.1C 456T e 16304C 263G 309.1C 315.1C 456T 

 Tipo de Heteroplasmia Segmento hipervariável Frequência  % 
Amostras homoplasmicas   49 58,3 

Amostras heteroplasmicas 

Posição  3 3,6 

Comprimento 
HV1 4 4,8 
HV2 23 27,4 

HV1 + HV2 5 6 

Tabela 3.2.2.1 – Frequência de haplótipos homoplásmicos e heteroplásmicos nas 84 sequências de mtDNA analisadas e 
região hipervariável de ocorrência.   
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523DEL 524DEL. Embora apresentem algumas diferenças ambas as amostras são inseridas no 
haplogrupo H5 que é caracterizado pelos polimorfismos 16304C e 456T, presentes em ambas as 
amostras.  

Através da análise dos resultados obtidos 
foi possível elaborar a figura 3.2.3.1 onde 
estão presentes as frequências dos 
haplogrupos na população em estudo.  

Como haplogrupos característicos de 
populações europeias temos os haplogrupos 
H, I, J, K, M, T, U, V, W e X [10,83]. Neste 
estudo, o haplogrupo H está presente em 
15,48% das amostras, o haplogrupo J em 
8,33%, K em 7,14%, M em 1,19%, T em 
10,71%, U em 9,52%, V em 2,38%, W em 
2,38% e X em 2,38%, o que juntos, perfazem 
59,52%. A alta frequência destes 
haplogrupos revela a grande contribuição de 
linhagens europeias na composição genética 
da população em estudo.  

No presente estudo também se constataram 7 amostras (8,33%), percentagem ao haplogrupo L 
característico de populações africanas. A frequência destes haplogrupos revela a presença de linhagens 
maternas africanas na composição genética da população do norte de Portugal. A sua presença pode 
refletir o passado histórico de tráfico de escravos de áfrica [84]. 

Os restantes 31,14% estão distribuídos pelos haplogrupos R (4,76%), R0 (19,05%) e HV (8,33%). 
O haplogrupo R e HV são encontrados na Euroásia e no Norte de África  [85,86] enquanto o haplogrupo 
R0 é maioritário na Península Arábica e também no Norte de África [87].  
 

• Haplogrupo R, R0 e HV 
 

O haplogrupo R é um descendente do macrohaplogrupo N, e que está associado ao povoamento da 
Euroásia há cerca de 70.000 anos. Este é considerado um dos haplogrupos mais comuns do mtDNA que 
está amplamente distribuído [85]. Neste estudo, 4 amostras (4,76%) pertencem a este haplogrupo.  

Dos subhaplogrupos de R, o mais comum é o R0. Este haplogrupo é um dos mais antigos e 
considerado como o ancestral comum de todos os haplogrupos R. Estima-se que tenha surgido há cerca 
de 200.000 anos. É comum especialmente entre os povos no Norte de África, incluindo Marrocos e 
Tunísia [88,89]. No entanto, embora com frequências geralmente mais reduzidas, também é encontrado 
em indivíduos de outras etnias, incluindo europeus, asiáticos e americanos [31,90,91]. Este haplogrupo 
divide-se em dois sub-ramos, um maior, conhecido como HV e outro menor conhecido por R0a. No 
presente estudo, o haplogrupo R0 foi encontrado em 19% das amostras, sendo o haplogrupo a registar o 
maior número de ocorrências. As frequências de R0 em Portugal, referidos noutros estudos, variam um 
pouco. Trata-se, no entanto, de um haplogrupo frequentemente detetado [65,92]. 

Como subhaplogrupo R temos ainda o haplogrupo HV. Como possível origem deste haplogrupo, 
aponta-se a região do oeste do Irão, Mesopotâmia e sul do Cáucaso, uma vez que foi neste local que foi 
encontrada a maior prevalência de HV. Na Europa, esta linhagem é rara no norte e oeste, mas comum 
no sul e leste. Assim sendo, este haplogrupo pode ser encontrado na Ásia Central e Ocidental, Europa 
do Sul e Oriental e Norte de África [86]. Neste estudo, o haplogrupo HV foi detetado em 7 amostras 
(8,33%), sendo três amostras pertencentes ao subhaplogrupo HV0, valores que estão de acordo com os 
apresentados na literatura [65]. 

Figura 3.2.3.1 – Representação esquemática dos diferentes 
haplogrupos e respetivas frequências identificados nas 84 
sequências de mtDNA de indivíduos da região do norte de Portugal. 
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• Haplogrupo H 
 

O haplogrupo H é o mais comum na Europa, representando cerca de 40% a 50% de todas as 
linhagens mitocondriais europeias. Pensa-se que este haplogrupo teve origem no médio oriente, há cerca 
de 30-35 mil anos, tendo expandindo-se para o sul da Europa há cerca de 20.000 anos. Também é 
comumente encontrado em áreas do Norte de África e Médio Oriente e, embora em menor frequência, 
em locais do Nordeste da Índia e Ásia Central [93–95]. A distribuição geográfica do haplogrupo H 
sugere que a sua origem está relacionada com a expansão dos agricultores neolíticos que repovoaram a 
europa após o último máximo glacial. A presença do haplogrupo H em áreas do Norte da África e do 
Médio oriente suporta essa teoria, fornecendo informações valiosas sobre as conexões históricas entre 
essas regiões [95,96]. É geralmente considerado um importante marcador genético para compreender a 
história da Europa e da expansão humana. 

Este haplogrupo é constituído por vários subhaplogrupos, como H1, H2, H3, entre outros. H1 é o 
mais comum na Europa, enquanto o subtipo H3 o é mais comum no Norte da África e no Oriente Médio. 

Identificaram-se 13 indivíduos (15%) pertencentes a este haplogrupo, o que está conforme com a 
distribuição generalizada das linhagens H pela europa [94]. Dentro do haplogrupo H, 53,85% das 
amostras estão inseridas no subhaplogrupo H1, dividindo-se as restantes pelos subhaplogrupos H5 
(15,38%) e H14 (7,69%). Os resultados são consistentes com estudos anteriores que mostram picos de 
frequência do subhaplogrupo H1 na Península Ibérica e áreas circundantes [30,65].  
 

• Haplogrupo L  
 

O haplogrupo L é um dos mais antigos e diversificados do genoma humano. Este é originário de 
África e é encontrado com alta frequência em populações africanas [40,97]. Além disso, o haplogrupo 
L é encontrado em populações europeias, asiáticas e americanas, devido à migração humana ao longo 
dos anos [97]. Em geral, o haplogrupo L é considerado um indicador importante da diversidade genética 
humana e da história evolutiva dos seres humanos.  

O haplogrupo L é dividido em vários subgrupos, cada um com sua própria história evolutiva e 
geográfica. Os subgrupos do haplogrupo L incluem L1, L2 e L3, que são os mais antigos e estreitamente 
relacionados entre si. Eles são encontrados principalmente em populações africanas e são considerados 
os ancestrais dos outros subgrupos do haplogrupo L [98,99]. Outros subgrupos incluem L4, L5 e L6, 
que são encontrados principalmente em populações afro-descendentes fora da África. L4 e L5 são 
encontrados com maior frequência em populações do leste de África, enquanto L6 é encontrado com 
maior frequência em populações da África Central e Oriental [41,98]. 

Neste estudo, embora não sejam tipicamente encontradas em populações europeias, algumas 
linhagens L (8%), L3 (60%) e L1b (40%) foram detetadas [64,100]. Valores semelhantes foram 
registados em estudos anteriores feitos na região de Portugal [30,64,65]. A presença destas linhagens na 
Península Ibérica tem sido explicada pelo tráfico de escravos de áfrica, desde meados do século XV até 
o século XIX [84].  
 

• Haplogrupo M  
 

O haplogrupo M é um dos principais haplogrupos encontrados na Ásia, especificamente na Ásia 
Meridional e Oriental. É o haplogrupo mais comum na população indiana e também encontrado em altas 
frequências em outras populações da Ásia Meridional e Oriental. Alguns estudos sugerem que o 
haplogrupo M pode ter surgido há cerca de 60.000 anos, durante a expansão humana na Ásia [43,101]. 
É composto por diversos subgrupos conhecidos como os haplogrupos M1-M7, descobertos 
posteriormente.  
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O haplogrupo M5a1b foi detetado em uma única amostra (1%) do estudo. Como já foi referido este 
haplogrupo é encontrado normalmente em populações indianas [101] no entanto, mais recente mente foi 
detetado em grupos de ciganos ibéricos [102], indicativo de que o indivíduo poderá ser de ascendência 
cigana.  
 

• Haplogrupo T 
 

O haplogrupo T é bastante comum na Europa e Próximo Oriente, compondo sensivelmente 10% 
dos mtDNAs na Europa e aproximadamente 8% no Próximo Oriente. Este pode ser dividido em vários 
subgrupos T1-T5, sendo que no presente estudo apenas os subhaplogrupos T1 e T2 foram detetados. 
Ambos os subhaplogrupos tiveram origem, há sensivelmente 21.000 anos no Próximo Oriente, 
dispersando-se mais recentemente para a Europa. O T2 está normalmente presente em maior 
percentagem na Europa Ocidental e Oriente Próximo, sendo que T1 também se encontra presente na 
Europa oriental [103].  

No estudo, o haplogrupo T é detetado em 9 amostras (10,73%), 4 pertencentes a T1 e 5 a T2. Estes 
valores são concordantes com os apresentados em outros estudos sobre a região de Portugal 
[30,64,65,92]. 
  

• Haplogrupo U  
 

Estima-se que o haplogrupo U surgiu há mais de 50 mil anos, sendo específico de populações 
europeias, embora tivesse também sido identificado na Índia e África, nomeadamente no Norte de 
África. Este haplogrupo é dividido em vários subhaplogrupos, de U1 a U9, cada um com as suas 
características e distribuição geográfica próprias [94,104,105]. 

Este haplogrupo está presente em 9,52% das amostras do estudo, observado pela presença dos 
subhaplogrupos U2, U4 e U5. O subhaplogrupo U2 foi identificado em 2 indivíduos. É encontrado 
principalmente em populações indianas, sendo raro na Europa. Na Europa foram encontrados os clusters 
U4 e U5, cada um presente em 3 indivíduos. É de admitir encontrar o haplogrupo U5 na Ásia [94,106].  
Estes valores encontrados nos subhaplogrupos do haplogrupo U não destoam dos previamente detetadas 
na população portuguesa [30,64,65].  

O subhaplogrupo U6, embora em baixas concentrações, foi registado em todos os estudos da região 
do Norte de Portugal. Este é também característico de populações do norte e noroeste africano e a sua 
presença em Portugal é justificada com o movimento populacional associado ao tráfico de escravos ou 
durante as invasões berbere-árabe da Península [30,64,65,84]. No entanto, no presente estudar não foram 
encontradas amostras com este haplogrupo o que pode ser justificado pela baixa frequência do mesmo 
em Portugal ou pela necessidade de uma maior amostragem.  
 

• Haplogrupo J 
 

O haplogrupo J representa quase 9% dos haplogrupos Europeus e aproximadamente 13% dos 
haplogrupos do Próximo Oriente. No estudo realizado esteve presente em 7 das amostras, numa 
proporção de 8,33% [103].  

Datado de aproximadamente 33.000 anos o subhaplogrupo J1 é o mais comum e está dividido em 
três subclados, sendo o J1c principalmente encontrado na Europa, nomeadamente no Centro, Balcãs e 
na Ucrânia. No estudo, 6 dos haplogrupos J1 pertencem ao subhaplogrupo J1c, e o restante pertence ao 
subhaplogrupo J2a1. O haplogrupo J2, muito mais raro, apresenta dois subclados europeus: J2a1, 
presente na Europa central e J2b1 mais focado na Europa mediterrânea central e atlântica [103]. 
Comparando os resultados obtidos com os apresentados noutros papers de estudo do mtDNA em 
Portugal, observamos que os valores estão dentro do esperado [30,64,65]. 
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• Haplogrupo K 
 

Considerado um subgrupo do haplogrupo U, temos o haplogrupo K, comum em toda a Europa. Este 
divide-se nos subhaplogrupos K1, K2 e K3 [107]. Nas 6 amostras (7,14%) correspondentes ao 
haplogrupo K, identificaram-se 5 que se enquadram no subhaplogrupo K1 e 1 no subhaplogrupo K2. O 
mais o comum, subhaplogrupo K1, chegou ao continente europeu por migrações provenientes do 
Próximo Oriente e é frequentemente encontrado nas áreas do mediterrâneo [108,109]. As concentrações 
encontradas relativamente a este haplogrupo, são semelhantes às detetadas nos estudos de Mairal et al. 
(2013) e Marques et al. (2014).  

 

• Haplogrupo W, X e V 
 

Os haplogrupos W, X e V encontram-se presentes no estudo em concentrações muito baixas. Cada 
um apresenta duas amostras, correspondendo a uma frequência de 2,38% por haplogrupo.  

Estudos genéticos sugerem que o haplogrupo W é originário da região do Cáucaso, tendo-se 
espalhando posteriormente pela Europa, Ásia ocidental e Sul da ásia. Este divide-se em 7 
subhaplogrupos, sendo que os presentes no estudo W e W6 são encontrados, na sua maioria, na Europa  
[110].  

O haplogrupo X, considerado como um dos mais raros no mundo, é geralmente encontrado em 
baixas frequências na Europa e na América. Este representa cerca de aproximadamente 4% dos 
haplogrupos detetados na Europa [111,112].  

O haplogrupo V, deriva do subclado HV0a do haplogrupo HV. É um haplogrupo relativamente raro, 
sendo encontrado em cerca de 4% dos europeus nativos [113,114], podendo também pode ser 
encontrado em algumas partes do noroeste de África [115]. 

As baixas frequências encontradas no estudo, destes três haplogrupos, estão de acordo com os dados, 
constantes da literatura referente a estes haplogrupos, bem como as determinadas noutros estudos 
[30,65].  

 

3.2.4 Análise Filogenética 
Para a estimar a variabilidade 
genética entre grupos 
populacionais, recorreu-se à 
análise molecular da variância 
(AMOVA). Para tal foram 
selecionadas, da literatura, 
populações previamente 
estudadas, que estão descritas na 
tabela 3.2.4.1. 

Com referência a cada 
população foram calculados os 
valores das distâncias genéticas 
(Fst) e os respetivos valores de p 
(tabela 3.2.4.2). Os Fst entre as 
diferentes populações permitiu 

obter uma árvore onde são visíveis as distâncias genéticas entre as populações (figura 3.2.4.1). Valores 
de p iguais ou superiores a 0,05 indicam semelhança entre duas populações. Verificou-se, todavia, que 
os valores de p obtidos, para algumas populações eram inferiores ao valor indicado e superior ao valor 
indicado para outras. Desta maneira, e com referência à população em estudo as populações de 
imigrantes que habitam em Portugal, bem como Marrocos e Mirando do Douro apresentam diferenças 

Populações Tamanho da Amostra Referência 
Imigrantes cabo-verdianos 103 [32] 

Imigrantes angolanos 173 [33] 
Imigrantes moçambicanos 83 [116] 

Imigrantes brasileiros 75 [117] 
Norte de Portugal   84 Presente estudo 

Portugal 292 [65] 
Alemanha 199 [118] 
Marrocos 509 [89] 

Miranda do Douro 121 [30] 
Zamora 113 [30] 

Euroásia Ocidental 31 [119] 

Tabela 2.2.4.1 - População do presente estudo e populações selecionadas da 
literatura, utilizadas no estudo filogenético, tendo por base a região controlo 
total do mtDNA. 
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significativas, já o mesmo não sucedendo com as populações de Portugal, Alemanha, Zamora e os Países 
da Euroásia Ocidental.  

A partir da figura 3.2.4.1 foi possível verificar a formação de dois grupos: um composto pelas 
populações de imigrantes do continente africano em Portugal e outro composto pelas populações 
europeias. Este resultado já era previsível, uma vez que, em termos genéticos, as populações africanas 
são mais semelhantes entre si do que relativamente a populações de outros continentes, bem como as 
populações europeias são mais semelhantes entre si do que relativamente a populações de outros 
continentes.  

Populações CV Angola Moçam Brasil Norte PT Alem Marro MiDou Zamora EuroOci 

CV - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

Angola 0.04388 - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

Moçam 0.06223 0.06223  - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

Brasil 0.06915 0.04857 0.03946 - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

Norte 0.20646 0.14193  0.13466  0.06577 - 0.92793+-
0.0196 

0.54054+-
0.0470 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.19820+-
0.0466 

0.39640+-
0.0680 

PT 0.21911 0.16161 0.14944 0.06867 -0.00278 - 0.25225+-
0.0353 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.03604+-
0.0148 

0.31532+-
0.0365 

Alem 0.23908 0.17697 0.16836 0.08385 -0.00040 0.00062 - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.09009+-
0.0271 

0.11712+-
0.0333 

Marro 0.12289 0.09709 0.08260 0.02211 0.02111 0.02034 0.03155 - 0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

0.00000+-
0.0000 

MiDou 0.24984 0.18027 0.17499 0.09887 0.00909 0.01076 0.01010 0.03992 - 0.00000+-
0.0000 

0.05405+-
0.0201 

Zamora 0.22148 0.16303 0.15735 0.07980 0.00223 0.00319 0.00339 0.02773 0.00633 - 0.04505+-
0.0279 

EuroOci 0.20463 0.13463 0.12457 0.06611 0.00116 0.00157 0.00537 0.02582 0.01342 0.01400 - 
 

Como era de esperar, através da análise da matriz de distâncias interpopulacionais observou-se que 
a população do norte de Portugal encontra-se geneticamente mais próxima da população portuguesa, o 
que faz todo o sentido uma vez que a população do norte de Portugal está inserida na população 
portuguesa. As características evidenciadas neste estudo, como haplótipos, haplogrupos e diversas 
frequências estavam todas de acordo com as obtidas noutros estudos relativos à população portuguesa 
no seu todo, o que justifica esta proximidade de valor de Fst (-0.00278) e um valor tão alto de p 
(0.92793+-0.0196) [30,64,65]. A seguir à população portuguesa, a população da Alemanha foi a que 
apresentou uma menor distância genética face à população do Norte de Portugal (Fst = -0.00040 e r= 
0.54054+-0.0470). Esta proximidade genética não é de estranhar uma vez que a população do norte de 
Portugal, como vem demonstrado no estudo, compartilha as características da diversidade do mtDNA 
geralmente registadas em europeus (todos os haplogrupos europeus foram detetados). No entanto, a 
população com as amostras dos Países da Europa Ocidental é a que acusa uma proximidade maior. No 
estudo de Zimmermann et al. (2011) foram analisadas apenas 31 amostras e, embora diversos países 
estivessem representados (Alemanha, França, Polónia, Bósnia, Roménia, Suíça, Itália, Áustria, Turquia, 
Cazaquistão, Dinamarca, Portugal, Espanha e Rússia), 14 amostras (45%) pertenciam à Alemanha, 
estando os outros países representados com apenas 1 ou 2 amostras. Devido à supremacia de amostras 
da Alemanha, é normal que a proximidade entre o norte de Portugal e os Países da Euroásia Ocidental 

Tabela 3.2.4.2 - Valores de Fst e o p relativos às populações do estudo filogenético obtidos através do programa Arlequin para a totalidade da região controlo 
do mtDNA. CV – Imigrantes Cabo-Verdianos; Angola - Imigrantes Angolanos; Moçam - Imigrantes Moçambicanos; Brasil – Imigrantes Brasileiros; Norte 
– Norte de Portugal; PT – Portugal; Alem – Alemanha; Marro – Marrocos; MiDou – Mirando do Douro; EuroOci – Euroásia ocidental 
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seja alta (Fst = 0.00116 e 0.39640+-0.0680), embora não tão alta como a verificada com a população 
apenas alemã. No que diz respeito à população de Mirando do Douro, dentro das populações europeias, 
está é a que apresenta uma maior distância genética da população do Norte de Portugal. Embora, 
Miranda do douro pertença à região do norte de Portugal, esta população é caracterizada por um nível 
relativamente baixo de diversidade genética e por um padrão de distribuição de haplogrupos que possui 
algumas singularidades comparativamente ao apresentado em Portugal. Com efeito, estes haplogrupos 
apresentam uma elevada frequência de alguns haplogrupos tipicamente encontrados em populações 
judaicas, o que justifica estes resultados [30].  

Fora das populações europeias, Marrocos é a população que apresenta uma maior proximidade com 
a população em estudo (Fst = 0.02111).  Uma vez que Portugal recebeu influências significativas do 
Norte de África, devido à colonização árabe, as frequências de haplogrupos específicos destas regiões 
são relatadas com uma frequência superior às descritas para outras populações europeias [120]. Desta 
maneira, este povo é geneticamente mais próximo da população portuguesa do que das populações 
africanas [121,122].   

Comparando as diferentes comunidades de imigrantes a viver em Lisboa, a que se encontra 
geneticamente mais próxima da população portuguesa é a brasileira.  

Dentro das populações imigrantes africanas a mais próxima geneticamente é a moçambicana 
enquanto a cabo-verdiana é a que se encontra mais distante. Estes resultados já foram detetados 
anteriormente em estudos com outros marcadores genéticos [123]. Como explicação para estes 
resultados existem duas hipóteses: a modulação diferencial dos padrões genéticos, devido aos diferentes 
momentos de colonização pelo povo português; e as diferentes rotas estabelecidas na migração do povo 
Bantu ao longo da áfrica subsariana, uma para a zona este e outra para oeste, que originou os padrões 
genéticos distinto destas regiões [124]. 

  

Figura 3.2.4.1 - Representação filogenética das distâncias genéticas entre a população do Norte de 
Portugal e as restantes selecionadas da literatura.  
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4. Conclusão  
 

Um processo de validação envolve sempre o objetivo de melhor alcançar a integração de elementos 
na rotina laboratorial. Insere-se neste propósito a validação interna da análise dos polimorfismos do 
DNA mitocondrial por sequenciação no SeqStudio™ Genetic Analyzer Instrument, a partir da qual se 
concluiu que: 

 

• O SeqStudio™ Genetic Analyzer ficou validado, aquando da validação dos controlos positivos, 
ao comparar os resultados obtidos por este com os obtidos pelo 3130xl Genetic Analyzer.  

• No estudo da sensibilidade, a concentração mínima detetável, aquando da utilização dos 
primers HV1, HV2, HV3 e RV, foi definida como sendo de 0,001ng.  

• No estudo de especificidade confirmou-se que os primers são específicos para o mtDNA 
humano. 

• Os cabelos arrancados apresentam uma maior quantidade de DNA, quando comparados com 
os cabelos caídos, o que se traduz numa melhor qualidade de resultados obtidos. 

• A amplificação e sequenciação da região controlo total das amostras de manchas de sangue 
extraídas por PrepFiler Express™, apresentaram resultados com qualidade. 

• A amplificação de 3 amostras de manchas de sangue com punch direto, após uma diluição das 
mesmas apresentou resultados promissores, para a região de HV1.  

• Nas manchas de sangue extraídas por Prep-n-Go™, foram amplificadas e sequenciadas as 4 
regiões do mtDNA. A grande maioria das amostras sequenciou, ficando apenas a faltar a 
validação da região RV devido a uma falha geral na amplificação; 

• Todas as amostras de zaragatoas bucais extraídas por Prep-n-Go™ obtiveram bons resultados 
na validação deste método.  

• Para terminar a validação é necessário utilizar mais amostras e estudar todas as regiões, 
incluindo a região controlo total, tanto com a extração por Prep-n-Go™ como por PrepFiler 
Express™. 

 
Um estudo populacional tem por objetivo obter informação sobre a diversidade e, eventualmente, 

origem genética de uma determinada população. O estudo populacional da região controlo do mtDNA 
de 87 amostras da região do Norte de Portugal insere-se neste objetivo. Assim:  

 

• A população apresenta uma elevada percentagem de haplótipo únicos, com 77 haplótipos 
diferentes em 87 amostras, revelando uma grande variabilidade genética, já descrita por outros 
autores, para a população portuguesa.  

• Conforme identificado em 5 amostra o haplótipo mais comum determinado no estudo é o 
16519C 263G 315.1C.  

• A análise das sequências de mtDNA permitiu detetar um total de 757 alterações nucleotídicas 
em 153 posições polimórficas. A alteração mais frequente foi a substituição (75,6%) e dentro 
desta, as transições entre pirimidinas foram as que tiveram uma maior incidência.  

• O estudo das sequências obtidas confirmou a existência de uma zona muito polimórfica na 
região HV1, entre as posições 16183 e 16193, e na região HV2, entre as posições 303 e 316. 
Foi na região polimórfica de HV2 que se verificaram as alterações mais frequentes do estudo: 
a inserção de uma citosina na posição 315 (315.1C) e a alteração de uma citosina por uma 
guanina na posição 263, ambas com uma taxa de 100%.  

• O maior número de alterações polimórficas encontradas numa sequência, em relação à rCRS 
foi de 24 e o menor, de 3. O número médio de alterações nucleotídicas por amostra de é 9.  
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• A taxa de heteroplasmia no estudo foi de 41,7%. Relativamente às heteroplasmias de posição, 
foram detetadas 3, enquanto heteroplasmias de comprimento foram encontradas 37, sendo que 
a grande maioria destas ocorreu na região HV2.  

• Entre os 79 haplótipos obtidos, 59,52% foram classificados em haplogrupos europeus H, I, J, 
K, M, T, U, V, W e X. O haplótipo mais abundante foi R0 (19%), seguido do haplogrupo H 
(15%). De um modo geral, na população em estudo, foi encontrada uma composição de 
haplogrupo de mtDNA típica da Europa Ocidental.  

• O haplogrupo L, haplogrupo tipicamente africano, foi encontrado numa taxa de 8%. Estas altas 
frequências já tinham sido detetadas anteriormente em estudos da região de Portugal e podem 
ser explicadas pelo tráfico de escravos, provenientes de África, em que Portugal era 
interveniente.  

• A análise filogenética permitiu verificar a formação de dois grupos: um, composto pelas 
populações europeias e outro, mais distante, composto pelas populações do continente 
africano.  

• Através da obtenção das distâncias genéticas entre a população do Norte de Portugal com 
outras populações selecionadas da literatura, confirmou-se a proximidade desta região com 
Portugal e com as populações europeias.  

• Relativamente às diferentes comunidades de imigrantes que residem em Portugal, constatou-
se que a população em estudo se encontra geneticamente mais próxima da população de 
imigrantes brasileiros, seguindo-se a população de imigrantes moçambicanos.  

 
Com o presente estudo, ficou concluída uma grande parte da validação do estudo dos polimorfismos 

do mtDNA no analisador genético SeqStudio™ viabilizando assim a introdução dos métodos validados 
na rotina pericial do laboratório forense do Serviço de Genética e Biologia Forenses, Delegação do Norte 
do INMLCF. Por outro lado, este trabalho também contribuiu para uma atualização da informação sobre 
a composição genética da população do Norte de Portugal, bem como para reforçar a importância da 
realização de estudos populacionais e da análise do mtDNA em contexto de estudos históricos relativos 
a trajetos migratórios, e aferir sobre as relações filogenéticas entre diferentes comunidades de 
populações humanas.   
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6. Anexos 

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 HV1 HV2 HV3 RV 

007 
16129A; 16223T; 
16391A 

73G; 152C; 199C; 204C; 207A; 
250C; 263G; 315.1C 

460C 16519C; 73G; 152C; 
199C; 204C; 207A 

2800M rCRS 152C; 263G; 315.1C 477C 16519C; 152C; 263G 

K562 
16126C; 16294T; 
16296T; 16324C 

73G; 263G; 310D; 311D; 312D; 
313D  

rCRS 16519C; 73G; 263G 

9974A 16311C 93G; 195C; 214G; 263G; 
309.1C; 309.2C; 315.1C  

rCRS 16519C; 152C; 263G 

9948 
16126C; 16163G; 
16186T; 16189C; 
16294T 

73G; 152C; 195C; 263G; 
309.1C; 315.1C 

rCRS 16519C; 73G; 152C; 
195C; 263G 

Anexo 6.1 - Sequência de cada uma das regiões do mtDNA dos controlos positivos. rCRS - Sem alterações relativamente à sequência 
padrão. 

E1 e E2 Equus caballus, sexo feminino M9-2018 Ovis aries 
E3 a E8 Equus caballus, sexo masculino M9-2017-1 (915-1) Mustela putorius 
S1 a S4 Sus scrofa domesticus, sexo masculino M9-2017-2 (915-1-C1) Mustela putorius 
S5 a S8 Sus scrofa domesticus, sexo feminino M9-2016-1 (674-1) Oryctolagus cuniculus 

C1 Canis lupus familiaris, sexo masculino M9-2016-2 (674-1-C1) Oryctolagus cuniculus 
C2 Canis lupus familiaris, sexo feminino Coelho 1 e 2 Oryctolagus cuniculus 
G1 Felis catus, sexo feminino Galinha 1 e 2  

G2 e G3 Felis catus, sexo masculino Frango 1  
M9-2020 Sus scrofa  

Anexo 6.2 - Amostras animais utilizadas nos testes de especificidade. 

Anexo 6.3 - Tabela retirada do software IBM® SPSS® com os valores obtidos no teste T para amostras emparelhadas. 

Anexo 6.3 - Tabela retirada do software IBM® SPSS® com os valores obtidos no teste de normalidade. 
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Amostras HV1 HV2 HV3 RV 
B1R/B1 16239T 152C; 263G; 309.1C; 315.1C rCRS 16519C; 152C; 263G 
B2R/B2 16239T 152C; 263G; 309.1C; 315.1C rCRS 165C; 152C 
B3R/B3 16239T   16519C; 152C; 263G 
B4R/B4 16239T 152C; 263G; 309.1C; 315.1C rCRS 16519C; 152C; 263G 
B5R/B5 16239T 152C; 263G; 309.1C; 315.1C rCRS 16519C; 152C; 263G 

B6R/B6 16111T; 16180G; 16192T; 
16223T; 16311C 73G; 150T; 263G; 315.1C   

B7R/B7 16362C 239C; 263G; 315.1C  16482G 
B8R/B8 16239T 152C; 263G; 309.1C; 315.1C rCRS 16519C; 152C; 263G 

B9R/B9 16069T; 16126C; 16145A; 
16231C; 16261T 

73G; 150T; 152C; 215G; 
263G; 295T; 315.1C; 319C  73G; 150T; 152C; 215G; 263G 

B10R/B10 16069T; 16126C; 16145A; 
16231C; 16261T 

73G; 150T; 152C; 215G; 
263G; 295T; 315.1C; 319C;  73G; 150T; 152C; 215G; 263G 

 Região controlo total 
A1 16239T; 16519C; 152C; 263G; 309.1C; 315.1C  
A2 16239T; 16519C; 152C; 263G; 309.1C; 315.1C  
A3 16239T; 16519C; 152C; 263G; 309.1C; 315.1C  
A4 16362C; 16482G; 239C; 263G; 315.1C 
A5 16093C; 16126C; 16239T; 16294T; 16296T; 16304C; 16335G; 16519C; 73G; 151T; 263G; 309.1C; 315.1C 
A6 16126C; 16172C; 16294T; 16296T; 16304C; 16519C; 73G; 309.1C; 315.1C 
A7 16356C; 16519C; 73G; 195C; 263G; 315.1C; 499A 
A8 16189C; 16223T; 16255A; 16278T; 16519C; 73G; 146C; 153G; 195C; 225A; 226C; 263G; 309.1C; 315.1C 
A9 16224C; 16311C; 16519C; 73G; 263G; 315.1C; 497T; 523.1C; 523.2A; 523.3C; 523.4A 
A10 16169T; 16519C; 263G; 315.1C 
A11 16304C; 16356C; 16519C; 73G; 195C; 263G; 315.1C; 499A 
A12 16239T; 16519C; 152C; 263G; 309.1C; 315.1C 
A13 16111T; 16180G; 16192T; 16223T; 16311C; 16519C; 73G; 150T; 263G; 315.1C; 489C 
A14 16304C; 16519C; 263G; 309.1C; 315.1C; 456T 
A15 16069T; 16126C; 16145A; 16231C; 16261T; 73G; 150T; 152C; 215G; 263G; 295T; 315.1C; 319C; 489C; 513A 
A16 16192T; 16270T; 73G; 150T; 195C; 199C; 263G; 315.1C; 523.1C; 523.2A 
A17 16183C; 16189C; 16270T; 16362C; 16519C; 73G; 150T; 263G; 315.1C 
A18 16126C; 16519C; 152C; 195C; 263G; 309.1C; 315.1C 
A19 16069T; 16126C; 16145A; 16231C; 16261T; 73G; 150T; 152C; 215G; 263G; 295T; 315.1C; 319C; 489C; 513A 
A20 16069T; 16126C; 16145A; 16231C; 16261T; 73G; 150T; 152C; 215G; 263G; 295T; 315.1C; 319C; 489C; 513A 

Anexo 6.7 - Sequência da região controlo total de amostras de manchas de sangue extraídas por PrepFiler™. 

Anexo 6.5 - Tabela retirada do software IBM® SPSS® com os valores obtidos para cada uma das amostras de cabelos estudadas. 

Anexo 4.6 - Sequência das regiões HV1, HV2, HV3 e RV de amostras de cabelo. rCRS - Sem alterações relativamente à sequência padrão 
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Amostra Haplogrupo Polimorfismos Haplótipo 
NOR001 J1c1 12 16069T 16126C 16256T 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C 489C 

NOR002 L3h1b2 19 16129A 16172C 16174T 16192T 16218T 16223T 16256A 16311C 16362C 73G 151T 152C 189C 195C 263G 294C 315.1C 523DEL 
524DEL 

NOR003 R0 3 16519C 263G 315.1C 
NOR004 T2b3+151 11 16126C 16271C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 151T 263G 309.1C 315.1C 
NOR005 T1 9 16126C 16163G 16189C 16294T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 
NOR006 T2b6 10 16126C 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 458T 
NOR007 V3a 6 16240G 16298C 72C 263G 309.1C 315.1C 
NOR008 H14b1 7 16126C 16213R 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C 
NOR009 J1c 11 16069T 16126C 16311C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 489C 
NOR010 H1a3 6 16051G 16162G 16519C 73G 263G 315.1C 
NOR011 K1c2 11 16224C 16311C 16320T 16519C 73G 146C 152C 263G 309.1C 315.1C 498DEL 
NOR012 R0 4 16519C 263G 309.1C 315.1C 
NOR013 H 6 16239T 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C 
NOR014 L3f1b1 11 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 315.1C 
NOR015 U2e1 16 16051G 16129C 16183C 16189C 16362C 16519C 73G 152C 217C 263G 309.1C 315.1C 340T 508G 524.1A 524.2C 
NOR016 H 5 16129A 16260Y 16519C 263G 315.1C 
NOR017 HV0 4 16298C 72C 263G 315.1C 
NOR018 HV 4 16172C 16311C 263G 315.1C 
NOR019 H1aj1a 9 16172C 16192T 16456A 16519C 207A 263G 309.1C 309.2C 315.1C 
NOR020 H 6 16235G 16291T 93G 263G 309.1C 315.1C 
NOR021 K1a+150 10 16224C 16311C 16519C 73G 150T 263G 315.1C 497T 524.1A 524.2C 
NOR022 L3f 9 16209C 16223T 16311C 16519C 73G 195C 200G 263G 315.1C 
NOR023 W6 14 16192T 16223T 16292T 16325C 16519C 73G 189G 194T 195C 204C 207A 263G 309.1C 315.1C 
NOR024 U2e1 15 16129C 16183C 16189C 16362C 16519C 73G 152C 200G 217C 263G 315.1C 340T 508G 524.1A 524.2C 
NOR025 K1a 13 16093C 16224C 16311C 16519C 73G 150T 195C 263G 309.1C 315.1C 497T 524.1A 524.2C 
NOR026 U4c1 9 16179T 16356C 16519C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C 499A 
NOR027 R0 4 16093C 16519C 263G 315.1C 
NOR028 L3f 13 16209C 16223T 16311C 16519C 73G 152C 189G 200G 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL 
NOR029 K1a 11 16224C 16234T 16311C 16356C 16519C 73G 263G 292.1A 292.2T 315.1C 497T 
NOR030 R0 4 16362Y 16519C 263G 315.1C 
NOR031 U5b1+16189 12 16093C 16183C 16187T 16189C 16192T 16270T 16519C 73G 150T 195C 263G 315.1C 
NOR032 R0 4 16320A 16519C 263G 315.1C 

Anexo 6.8 - Resultados obtidos para os 87 indivíduos da Região do Norte de Portugal. Código do haplótipo, haplogrupo a que pertence, número de alterações polimórficas relativamente à 
rCRS e haplótipo. 
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Amostra Haplogrupo Polimorfismos Haplótipo 
NOR033 R0 6 16519C 185A 263G 309.1C 309.2C 315.1C 
NOR034 H5 6 16304C 16519C 263G 309.1C 315.1C 456T 
NOR035 R0 4 16189C 16519C 263G 315.1C 
NOR036 T1a9 12 16126C 16163G 16186T 16189C 16249C 16294T 16311C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 
NOR038 R30a1b 6 16209C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 
NOR039 W+194 15 16223T 16292T 16318G 16519C 73G 189G 194T 195C 204C 207A 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL 
NOR040 H1C 6 16519C 263G 315.1C 477C 523DEL 524DEL 
NOR041 R0 3 16519C 263G 315.1C 
NOR042 R0a+60.1T 13 16126C 16264T 16362C 58C 60.1T 64T 263G 309.1C 309.2C 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C 
NOR043 HV 5 146C 152C 263G 309.1C 315.1C 
NOR044 T2e 12 16126C 16153A 16294T 16296T 16519C 73G 150T 199C 263G 315.1C 523DEL 524DEL 

NOR046 L1b1a+189 24 16126C 16187T 16189C 16223T 16264T 16270T 16278T 16293G 16311C 16362C 16400T 16519C 73G 152C 182T 185T 189G 195C 
247A 263G 315.1C 357G 523DEL 524DEL 

NOR047 L1b1a16 22 16126C 16187T 16189C 16215T 16223T 16264T 16270T 16278T 16293G 16311C 16519C 73G 152C 182T 185C 195C 247A 263G 
315.1C 357G 523DEL 524DEL 

NOR048 J1c 13 16069T 16126C 16192T 16519C 73G 185A 188G 228A 263G 295T 315.1C 462T 489C 
NOR049 K1a 10 16093C 16224C 16290T 16311C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 497T 
NOR050 T1a+152 12 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 16519C 73G 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 
NOR051 L3f1b 11 16209C 16223T 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 315.1C 523DEL 524DEL 
NOR052 K2 8 16224C 16311C 16519C 73G 146C 152C 263G 315.1C 
NOR053 R0 3 16519C 263G 315.1C 
NOR054 R0 5 16519C 152C 263G 309.1C 315.1C 
NOR055 T2b33 10 16126C 16266T 16294T 16304C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 385G 
NOR056 R 11 16278T 16311C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 497T 523DEL 524DEL 
NOR057 U4a3a 18 16265G 16356C 16362C 16519C 73G 195C 247A 263G 315.1C 499A 524.1A 524.2C 524.3A 524.4C 524.5A 524.6C 524.7A 524.8C 
NOR058 V16 8 16298C 16301T 72C 227G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 
NOR059 X3a 14 16182C 16183C 16189C 16223T 16278T 16519C 73G 146C 153G 256T 263G 309.1C 309.2C 315.1C 
NOR060 R 9 16148T 16261T 16390A 73G 94A 150T 263G 309.1C 315.1C 
NOR061 U5a1 7 16189C 16256T 16270T 16399G 73G 263G 315.1C 
NOR062 R0 4 16316G 16519C 263G 315.1C 
NOR063 J1c1 12 16069T 16126C 16172C 73G 185A 228A 263G 295T 315.1C 462T 482C 489C 
NOR064 HV 10 16311C 16356C 57C 60.1T 152C 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL 
NOR065 M5a1b 12 16129A 16223T 16291T 16298C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 489C 524.1A 524.2C 
NOR066 R0 3 16519C 263G 315.1C 
NOR067 H1q1 5 16209C 16519C 263G 309.1C 315.1C 
NOR069 R0 4 16320A 16519C 263G 315.1C 
NOR070 H1q3 5 16037G 16519C 263G 315.1C 390G 

Anexo 6.8 –(Continuação) 
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Amostra Haplogrupo Polimorfismos Haplótipo 
NOR071 H5 7 16304C 263G 309.1C 315.1C 456T 523DEL 524DEL 
NOR072 J1c3e 13 16069T 16126C 16256T 16390A 73G 185A 228A 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C 
NOR073 U5b 8 16189C 16270T 73G 150T 263G 315.1C 524.1A 524.2C 
NOR074 R 4 73G 150T 263G 315.1C 
NOR075 T2 9 16126C 16256T 16294T 16296T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 
NOR076 R0 3 16519C 263G 315.1C 
NOR077 H1c1 6 16263C 16519C 263G 309.1C 315.1C 477C 
NOR078 HV 5 16519C 150T 263G 309.1C 315.1C 
NOR079 J1c2 16 16069T 16126C 16291T 16519C 73G 146C 185A 188G 222T 228A 235G 263G 295T 315.1C 462T 489C 
NOR080 R0 5 16519C 146C 263G 309.1C 315.1C 
NOR081 HV0 7 16298C 72C 195C 263G 309.1C 315.1C 417C 
NOR082 T1a9 10 16126C 16163G 16186T 16189C 16249C 16294T 16311C 16519C 73G 263G 
NOR083 X2+225 14 16183C 16189C 16223T 16260T 16278T 16519C 73G 153G 195C 225A 226C 263G 309.1C 315.1C 
NOR084 HV0 5 16298C 72C 263G 309.1C 315.1C 
NOR085 H1b3 9 16075C 16178C 16189C 16356C 16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 
NOR086 HV 7 16311C 152C 263G 309.1C 315.1C 523DEL 524DEL 
NOR087 J2a1a1 15 16069T 16126C 16145A 16231C 16261T 73G 150T 152C 215G 263G 295T 315.1C 319C 489C 513A 

 

Anexo 6.8 –(Continuação) 


