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RESUMO

A identificagdo humana por meio da andlise de DNA utiliza o perfil genético de um
individuo baseado na combinagdo de diversos marcadores que sdao herdados de seus
progenitores. Estes marcadores sdo geralmente diferencas nas sequéncias de DNA nuclear
entre os individuos (polimorfismos). Em alguns casos, entretanto, a analise do DNA nuclear
nao pode ser aplicada. Isso ocorre quando o DNA da amostra apresenta-se degradado ou em
casos onde o material bioldgico ndo apresenta o DNA nuclear. Nestes casos, a analise do
DNA mitocondrial (DNA mt) ¢ o método de escolha. Entretanto, em um mesmo individuo

podem existir populagdes de DNA mt diferentes, fenomeno denominado heteroplasmia.

Este trabalho teve como objetivo o estudo de polimorfismos presentes no DNA mt de
individuos residentes na Grande Sao Paulo para aplicagdo na Identificacio Humana. Para isso,
foi sequenciada toda a regido hipervariavel do DNA mt de 160 individuos. Além disso, o SNP
3010 foi analisado por discriminagao alélica (PCR em tempo real) para estudo do aumento do
poder discriminatério quando os individuos ndo puderam ser diferenciados pela andlise da
regido hipervariavel. Foi desenvolvido, também, uma reagdo de SNaPshot em multiplex
contendo 42 SNPs que permitiram a classificagdo das amostras em haplogrupos do DNA mt.
Por fim, foram analisadas 100 amostras de cabelo dos mesmos individuos para o estudo da

frequéncia de heteroplasmia na regido HV3 do DNA mit.

De um total de 160 amostras, 144 haplotipos diferentes foram encontrados quando
analisamos toda a regido hipervariavel do DNA mt; 131 haplétipos foram unicos. O SNP
3010 foi suficientemente discriminatério para conseguir distinguir individuos que
apresentavam o mesmo haploétipo em dois dos treze casos que apresentavam mais de um

individuo com o mesmo haplétipo.



Nossa populacdo foi classificada em 46,6% de origem africana, 27,3% de origem
européia, 25,5% de origem nativo-americana e 0,6% de origem asiatica utilizando o painel de
SNaPshot contendo 42 SNPs em multiplex.

Nenhuma diferenga entre amostras de cabelo e sangue na regido HV3 foi observada
nas 100 amostras analisadas. Além disso, nenhuma heteroplasmia de sequéncia (ou pontual)
foi detectada. Entretanto, uma amostra apresentou heteroplasmia de comprimento (tanto na
amostra de sangue como na amostra de cabelo) em uma regido que apresenta repeticoes de

CA (citosina/adenina), com impossibilidade de leitura apos a heteroplasmia.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem de forma singular para a utiliza¢ao do

DNA mt no contexto forense brasileiro.

Palavras-chave: Identificagdo Humana. DNA Mitocondrial. Polimorfismos. Heteroplasmia



ABSTRACT

The human identification by DNA analysis uses the genetic profile of an individual
based on the combination of diverse markers that are inherited of its ancestors. These markers
are generally differences in sequences of nuclear DNA between individuals (polymorphisms).
In some cases, however, the analysis of the nuclear DNA cannot be applied. It occurs when
the DNA sample is degraded or in cases which the biological material does not content
nuclear DNA. In these cases, the mitochondrial DNA (mtDNA) analysis is the choice method.
However, inside one individual can exist different mtDNA populations, phenomenon called
heteroplasmy.

The aim of this work was to study mtDNA polymorphisms in individuals residents in
Sdo Paulo metropolitan area for application in Human Identification. For this, we have
sequenced the entire hypervariable region of mtDNA for 160 individuals. Furthermore, the
SNP 3010 was analyzed by allelic discrimination (Real-Time PCR) to study the increase of
the discriminatory power when individuals could not be differentiated by analysis of the
hypervariable region. It was developed also, a SNaPshot multiplex reaction containing 42
SNPs that allowed the classification of samples in mtDNA haplogroups. Finally, 100 hair
samples, from the same individuals, were analyzed for the study of heteroplasmy frequency in
the HV3 region of mtDNA.

Among 160 samples, 144 different haplotypes were found when the entire
hypervariable region of mtDNA was analyzed; 131 haplotypes were unique. The SNP 3010
SNP was able to distinguish individuals who had the same haplotype in two of thirteen cases
with more than one individual with the same haplotype.

Our population was classified in 46.6% of African, 27.3% of European, 25.5% of

Native American and 0.6% Asian origin using the SNaPshot panel of 42 SNPs in multiplex.



No differences between hair and blood samples in the HV3 region was observed in
100 samples. Furthermore, no sequence heteroplasmy (or point) was detected. However, one
sample showed length heteroplasmy (both in the blood sample as the sample of hair) in a
region with repetitions of CA (cytosine/adenine), with impossible to read after heteroplasmy.

The results of this study contribute to the singular use of mtDNA in forensic Brazilian

context.

Keywords: Human Identification. Mitochondrial DNA. Polymorphisms. Heteroplasmy
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1. INTRODUCAO

A identificagdo humana por meio do DNA constitui um dos produtos mais
revolucionarios da Genética Moderna. Em menos de 20 anos, tornou-se uma ferramenta
indispensavel na area forense, sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo o
mundo. Sua importancia ndo estd apenas na possibilidade de provar a culpabilidade de uma
pessoa ou inocentd-la, mas em estabelecer uma conexdo irrefutdvel entre a pessoa e sua
presenca na cena do crime. O perfil genético de um individuo, comumente utilizado na
identificagdo humana, estd baseado na combinacdo de diversos marcadores que sdo herdados
de seus progenitores. Esses marcadores referem-se geralmente a diferengas nas sequéncias de

DNA entre os individuos (polimorfismos).

Os polimorfismos podem apresentar-se de duas formas: o polimorfismo de sequéncia e
o polimorfismo de comprimento. O primeiro, ¢ composto de diferentes nucleotideos em uma
determinada localizagdo do genoma e, geralmente, se baseia em mutagdes pontuais
(WEEDEN; SWARNEN, 1998). O segundo corresponde a sequéncias de nucleotideos que se
repetem consecutivamente (motivos), conhecidas como VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats) (MOLLER; BRINKMANN, 1995). Esses ultimos podem ser subdivididos em um
tipo particular, os STRs (Short Tandem Repeats), em que o motivo repetitivo tem cerca de 2 a
16 pares de bases. Os STRs estdo espalhados pelos cromossomos, principalmente no DNA
nuclear, em regides ndo codificadoras entre os genes ou dentre eles (introns), correspondendo
a, aproximadamente, 3% do genoma humano (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003).

Os marcadores genéticos utilizados em identificagdo humana podem ser biparentais
(metade dos cromossomos herdada da mae e a outra metade herdada do pai) ou uniparentais
(cromossomo Y herdado apenas do pai em individuos do sexo masculino e DNA mitocondrial

herdado apenas da mae em todos os individuos). Os marcadores biparentais autossdomicos
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(STRs autossdmicos) permitem uma identificacao individual porque um determinado perfil
genético ¢ especifico de um sé individuo, sendo apenas partilhado por gémeos monozigoticos.
Os marcadores uniparentais ndo permitem a identificagao individual, pois todos os individuos
aparentados por via masculina partilhardo a mesma linhagem de cromossomo Y, enquanto
todos os individuos aparentados por via feminina partilhardo a mesma linhagem de DNA
mitocondrial, salvo nos casos de ocorréncia de mutagdes durante a transmissao.

A tecnologia mais recente, utilizada pela comunidade que atua na area de identificacao
humana, consiste na amplificacdo de regides STRs, pela reacdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction), um processo in vitro que aumenta a quantidade de um fragmento pequeno de DNA
previamente selecionado (MULLIS; FALOONA, 1987). A anélise de STRs do DNA nuclear
¢ utilizada como método padrio em identificagdo humana vista a grande capacidade de
discriminacao entre os individuos, sendo utilizada na rotina forense.

Em alguns casos, entretanto, a analise do DNA nuclear nao pode ser aplicada. Isso
ocorre quando o DNA da amostra apresenta-se muito degradado, ou os individuos em questdo
apresentam vinculo genético distantes, ou ainda em situagdes onde o material biolodgico ndo
apresenta o DNA nuclear, como em fragmentos de cabelo, por exemplo (SALAS; LAREU;
CARRACEDQ, 2001). Nestes casos, a unica alternativa, ou pelo menos a alternativa de maior

sucesso, ¢ a andlise do DNA mitocondrial (DNA mt).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O DNA MITOCONDRIAL E SUA UTILIZACAO COMO MARCADOR

GENETICO FORENSE

No contexto da andlise forense, o interesse pelo DNA mt surgiu por varios motivos:
primeiro esse DNA também contém regides polimorficas que permitem sua individualizagao;
segundo, os descendentes recebem esse DNA apenas da mae, o que permite tracar a linhagem
materna de uma pessoa; e, terceiro, ¢ mais resistente a degradacao do que o DNA nuclear
(BUTLER; LEVIN, 1998; FORAN, 2006; SULLIVAN et al., 1992), além de estar presente
em varias copias por cé¢lula (ROBIN; WONG, 1988). Assim, em grandes desastres (incéndios,
explosdes, queda de avido, etc.), quando € mais dificil identificar os corpos, analisa-se 0 DNA
mt (ANJOS et al., 2004), que ¢ extraido dos restos mortais € a sequéncia de interesse ¢
comparada com sequéncias obtidas de irmdos ou ascendentes maternos.

Pelo fato do genoma mitocondrial ser haploide, ou seja, possuir apenas a contribui¢ao
maternal, os diferentes DNA mt sdo ditos haplotipos.

A sequéncia completa do genoma mitocondrial (mt) humano foi determinada em 1981
por Anderson e colaboradores. Essa sequéncia foi re-analisada e revisada por Andrews e
colaboradores em 1999, sendo modificada e denominada Cambridge Reference Sequence
(rCRS).

O genoma mt ¢ composto por 16.569 nucleotideos e apresenta-se como uma dupla fita
circular. A maior parte do genoma ¢ formada por genes. Entretanto, uma regido nao
codificadora de aproximadamente 1.200 nucleotideos flanqueia a posi¢cdo “0” do genoma e ¢

conhecida como regido controle, D-loop ou regido hipervariavel (Fig. 1).
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A denominagdo de regido controle refere-se ao fato dessa regido conter o sinal que
controla a sintese de RNA e DNA. D-loop se refere a fase inicial de replicagdo, quando a
nova fita recém sintetizada se desprende da fita molde formando uma “bolha” ou “loop”. A
sequéncia da regido controle ¢ chamada hipervaridvel porque acumula mutagdes pontuais
aproximadamente dez vezes mais do que o DNA nuclear. A alta taxa de mutacdo observada
no DNA mt, quando comparada ao DNA nuclear, parece ocorrer visto que 0 mesmo esta mais
exposto a eventos mutagénicos, como por exemplo a baixa fidelidade da DNA polimerase
mitocondrial (um erro a cada 440.000 nucleotideos), perda de histonas protetoras,
proximidade da cadeia respiratoria e relativa deficiéncia no mecanismo de reparo do DNA

(LEE; JOHNSON, 2006).

Figura 1 - DNA mitocondrial.
Fonte: BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing. London:

Elsevier Academic Press, 2005.
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2.2 REGIAO HIPERVARIAVEL DO DNA MITOCONDRIAL

A regido hipervaridvel do DNA mt ¢ de interesse para a identificagdo humana por
causa do alto grau de polimorfismos na sequéncia de nucleotideos, e compreende trés
segmentos da regido controle: HV1 (da posicao 16024 a 16365), HV2 (da posi¢do 73 a 340) e
HV3 (da posicdo 438 a 576) (LUTZ et al. 2000). As duas primeiras regides sao utilizadas na
rotina forense, a terceira regido, entretanto, vem sendo explorada nos ultimos anos (HOONG;
LEK, 2005; ZHANG et al., 2005; LEE et al., 2006), além de ser importante para a correta
classificagdo de algumas amostras em seus respectivos haplogrupos (PARSON; BANDELT,
2007).

A amplificacdo e analise, em separado, de dois ou trés segmentos do DNA mt aumenta
o risco de troca de amostras, levando a recombinagdes artificiais. Esses tipos de erros, que s
podem ser investigados posteriormente por analise filogenética, resultam em haplotipos
recombinantes, consistindo de segmentos que pertencem a diferentes haplogrupos. A fim de
solucionar este problema, foi sugerida a amplificagdo de toda a regido hipervariavel em uma
unica reacdo (PARSON; BANDELT, 2007) e o sequenciamento da mesma (ndo apenas HV1,
HV2 e HV3, mas também das regides entre esses segmentos) em ambas as fitas do DNA,

utilizando para isto uma série de primers (ou iniciadores).

2.3 EXAMES FORENSES DE DNA MITOCONDRIAL

A maioria dos laboratérios que utiliza a tipagem do DNA mt baseia-se nos
polimorfismos presentes na sequéncia de nucleotideos nas regides HV1 e HV2 (SNPs,
delegdes e inser¢des) comparando a amostra questionada com a sequéncia referéncia (rCRS)

para a anotagdo das diferencas (polimorfismos). A sequéncia da amostra questionada ¢ entdo
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comparada com a da amostra referéncia (do individuo em questao ou de parentes com vinculo
materno). De acordo com as regras estabelecidas pelo FBI, se essas sequéncias diferirem em
dois ou mais polimorfismos, uma exclusdo inequivoca pode ser feita. Se as sequéncias
corresponderem uma a outra, existe a possibilidade da amostra questionada pertencer ao
individuo em questdo ou demonstrar vinculo materno. Existe ainda a possibilidade de a
amostra pertencer a outro individuo ndo aparentado. Por essa razdo, a identidade de duas
amostras na regido HV1 e HV2 ndo pode ser considerada uma identificacdo conclusiva
(SWGDAM, 2003). Para se determinar a significancia dessa identidade € necessario verificar
a frequéncia com que esse conjunto de polimorfismos ocorre na populagdo (frequéncia do
haplétipo), o que gera a necessidade de um banco de dados populacional de DNA mt
(HOLLAND; PARSONS, 1999). Haplotipos pouco frequentes no banco de dados indicam
maior probabilidade de a amostra questionada ser realmente de mesma origem da amostra
referéncia. Haplotipos muito frequentes indicam menor probabilidade de a amostra
questionada ser origindria do mesmo individuo da amostra referéncia, ja que muitos
individuos apresentam o mesmo conjunto de polimorfismos naquela populag¢do. No caso das
amostras diferirem em apenas um nucleotideo, o resultado ¢ dito inconclusivo e procede-se a
verificacdo de outras regides polimorficas, como por exemplo HV3 (LUTZ et al., 2000).

Com o objetivo de obter informagdes adicionais, ou seja, aumentar o grau de
discriminacdo do DNA mt, estudos recentes sugerem a tipagem adicional de polimorfismos
de nucleotideos unicos (SNPs) em outras regides do DNA mt nos casos onde ndo ¢ possivel
diferenciar os individuos apenas pela analise da regido hipervariavel (COBLE et al., 2004).
Alguns autores ja relataram casos na literatura onde houve a necessidade de analisar
polimorfismos adicionais, presentes na regido codificadora do DNA mt, a fim de solucionar

os casos (JUST et al., 2010; KIM et al., 2010).
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Nao existe, entretanto, um consenso ou padronizacdo mundial sobre a forma correta de
se analisar um resultado de DNA mt, apenas recomendagdes. Muitos laboratorios ndo adotam
as regras sugeridas pelo FBI (SWGDAM, 2003) por considerarem uma regra muito simplista,
que nao leva em consideracdo a taxa de mutagao de cada posi¢do nucleotidica e de cada

tecido. (PRIETO et al., 2008).

24  BANCO DE DADOS DE DNA MITOCONDRIAL

A criacdo de bancos de dados de DNA mt para estimar a frequéncia dos haplotipos em
determinada populagdo ¢ indispensavel para permitir sua utilizagdo. Entretanto, por estar
sujeito a varios tipos de erros, principalmente humanos (na leitura e digitacdo de dados, por
exemplo), existe a necessidade de estabelecer regras de controle de qualidade tanto na
geragdo de resultados como na compilacdo dos mesmos. Um exemplo de banco de dados que
esta sendo desenvolvido com rigorosos parametros de qualidade ¢ o banco de dados mundial
EMPOP (PARSON; DUR, 2007). A padronizacdo da geracdo, analise e transferéncia de
dados, além do uso de softwares que permitem a visualizagdo dos dados, interpretacdo e
detec¢do de erros, garantem a qualidade dos resultados (PARSON; BANDELT, 2007).

Outros bancos de dados de DNA mt estdo disponiveis na WEB, como por exemplo:
AMBase (Universidade Federal do Pard — Brasil), MITOMAP (Universidade da California -
EUA), mtDB (Universidade de Uppsala — Suécia), Mitosearch (Family Tree DNA - EUA),
mtDNAmanager (Universidade Yonsei — Coréia) e FBI Software mtDNA Population
Database (FBI — EUA). Entretanto cada um apresenta um regulamento proprio para a

deposicao dos perfis.
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2.5  CLASSIFICACAO EM HAPLOGRUPOS DO DNA MITOCONDRIAL

O termo "haplogrupo" refere-se a um conjunto de haplétipos derivados por
descendéncia da mesma molécula ancestral, possuindo o mesmo padrdo basal de
mutacoes. Os haplogrupos sdao assim definidos por motivos, constituidos de mutacdes
particulares presentes na regido nao-codificadora e na regido codificadora do DNA mt. A
nomenclatura utilizada para haplogrupos ¢ designada por letras do alfabeto e foi inicialmente
utilizada por Torroni et al. (1993), o qual diferenciou uma amostra de nativo-americanos em
quatro grupos basais (A, B, C, D) baseados na analise de fragmentos de restrigdo (RFLP).
Mais tarde, os haplogrupos de outras populacdes de diferentes continentes foram
caracterizados, seguindo-se a sua designacao por letras. Subgrupos dentro de um haplogrupo,
sub-haplogrupos, sdo designados por nimeros, como por exemplo os sub-haplogrupos H1 e
H2, pertencentes ao haplogrupo H. Ambos estes sub-haplogrupos partilham os polimorfismos
(mutacdes) que caracterizam H, mas todos os individuos H1 partilham um ou véarios
polimorfismos adicionais, que sdo diferentes dos polimorfismos partilhados pelos individuos
pertencentes a H2. A nomenclatura para subagrupamentos adicionais segue a alternativa letra-
nimero-letra-nimero, em ordem crescente alfabética e numérica a partir do ultimo grupo
publicado. O simbolo asterisco ¢ utilizado para denotar membros de um haplogrupo que nado
pertencem a nenhum dos sub-haplogrupos ja denominados, por exemplo, HV* apresenta
polimorfismos que ndo o permitem classificar nem como HV1, RO ou qualquer um dos sub-

haplogrupos H (BANDELT et al., 2006).

Os haplogrupos sdo continental ou etnicamente especificos (RICHARDS et al., 2000).
Sete deles (LO, L1, L2, L3, L4, L5, L6) formam as linhagens africanas (VAN OVEN;
KAYSER, 2009; SCHLEBUSCH et al., 2009), dez (H, HV, I, J, K, T, U, V, W e X)

englobam quase todas as linhagens de europeus, norte-africanos e caucasianos do Leste-
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asiatico (MACAULAY et al., 1999; TORRONI et al., 1994; FINNILA et al., 2001). Os
haplogrupos A, B, C, D, E, F, G ¢ M englobam a maioria das linhagens descritas para a Asia,
Oceania e nativo-americanos (KIVISILD et al., 2002; TORRONI et al., 1993; KONG et al.,

2003) (Fig. 2).

Figura 2 — Arvore filogenética humana do DNA mt simplificada; Mt-MRCA: More Recent Common
Ancestor; posi¢des nucleotidicas sdo relativas a CRS revisada; mutagdes na regido codificadora estdo
descritas em preto e mutagdes na regido ndo codificadora estdo descritas em azul.

Fonte: http://www.phylotree.org/tree/main.htm

2.6 HETEROPLASMIA

A heteroplasmia, ou seja, a presenca de mais de um tipo de DNA mt dentro de um
individuo ¢ uma situa¢do encontrada mais comumente em amostras de cabelo do que de
sangue (PANETO et al., 2007). A natureza clonal dos foliculos capilares e a alta energia

requerida na queratinizagdo das células sdo duas caracteristicas da histogénese que podem


http://www.phylotree.org/tree/main.htm
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contribuir para o aumento da segregacdo de variantes heteroplasmicas em amostras de cabelo
(TULLY et al. 2004). Em contraste, amostras de sangue periférico consistem de linfocitos
produzidos por um largo nimero de células tronco hematopoiéticas na medula Ossea e, se sua
proporg¢ao diferir em células tronco individuais, a quantidade de heteroplasmia observada sera
proporcional a média de todas as células tronco presentes.

A heteroplasmia foi primeiro observada em humanos em associagdo com uma doenga
mitocondrial (HOLT; HARDING; MORGAN-HUGHER, 1988). Depois, a heteroplasmia foi
também demonstrada na regido controle do DNA mt (JAZIN et al., 1996). Mutagdes sao
acumuladas durante a vida de um individuo, logo € esperado que todos os individuos possuam
heteroplasmia. A heteroplasmia pode ser observada em diferentes situagdes: 1) individuos
podem possuir mais do que um tipo de DNA mt em um determinado tecido; 2) individuos
podem exibir um tipo de DNA mt em um tecido e um tipo diferente em outro tecido; e/ou 3) o
individuo pode ser heteroplasmico em uma amostra de tecido e homopldsmico em outra
amostra do mesmo tecido (ALONSO et al., 2002; HE et al., 2010).

A heteroplasmia pode apresentar-se de duas formas: uma delas dita heteroplasmia de
sequéncia (ou pontual) quando os diferentes tipos de DNA mt diferem em apenas um
nucleotideo (Fig. 3). A heteroplasmia ¢ dita de comprimento quando ocorre a delecdo ou
inser¢ao de um ou mais nucleotideos, normalmente citosinas, em regides de repeti¢des (Fig.
4). Tanto HV1 como HV2 e HV3 possuem regides poli-C (nt 16184-16193, nt 303-315 e nt

568-573, respectivamente).



29

8 Citosinas
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Figura 3 - Heteroplasmia de sequéncia. Figura 4 - Heteroplasmia de comprimento.

Fonte: BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing.

London: Elsevier Academic Press, 2005.

A presenca de heteroplasmia em um caso forense pode ser relevante porque duas
amostras de um mesmo individuo podem diferir em niveis de heteroplasmia ou, algumas
vezes, na substituicao de uma base (SALAS et al., 2001). Os cientistas forenses devem ser
preparados para lidar com esse processo e interpretd-lo. Dado que a heteroplasmia possa
ocorrer, em algum nivel, em um ou dois loci em um individuo, isso ndo ¢ um fato que, a
priori, possa causar confusdo na andlise forense, pois pode representar um nivel adicional de
variagdo, aumentando o poder discriminatério do teste. Por exemplo, se uma amostra
referéncia e uma amostra questionada possuirem a mesma constelacdo de polimorfismos, a
coocorréncia de heteroplasmia em um locus em particular pode prover evidéncia adicional de
que a amostra referéncia ¢ a fonte da amostra questionada (IVANOV et al., 1996). Entretanto,
se a heteroplasmia for encontrada em apenas uma das amostras, referéncia ou questionada, o

resultado pode tornar-se duvidoso.
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E importante determinar a frequéncia e a localizagdo (hotspots) das heteroplasmias em
cada tecido, de forma a evitar interpretagdes incorretas de resultados. Devido ao grande
numero de copias do DNA mt presentes nas c€lulas e a alta sensibilidade das técnicas de
deteccdo, a ocorréncia de contaminacao entre duas ou mais amostras pode ocorrer, o que pode
ser incorretamente interpretado como heteroplasmia. Essa hipotese deve ser considerada, o
analista deve verificar na literatura a frequéncia e localizagdo da mesma naquele tecido, assim
como verificar se a amostra foi manipulada corretamente para evitar contamina¢ao com o seu

ou outro perfil do laboratorio.

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

A utilizacdo do DNA mitocondrial em casos forenses no Brasil apresenta dificuldades,
pois poucos laboratérios dispdem do know-how necessario para sua analise e interpretacao
(BARALDI et al., 2008). Entretanto, a atual politica de seguranca publica equipou, nos
ultimos anos, 19 laboratérios publicos para andlise de DNA pela policia cientifica em
diferentes Estados brasileiros, os quais utilizardo as diversas técnicas de identificacdo
humana. Assim, faz-se necessario o estudo das frequéncias dos marcadores moleculares,
como as frequéncias dos haplotipos do DNA mt, com a geracdo de resultados de alta
qualidade e deposi¢do dos mesmos em bancos de dados viabilizando sua aplicagdo também
no contexto brasileiro. Além disso, a analise de SNPs que permitem a discriminagdo de
individuos de nossa populagdo, que apresentem o mesmo perfil quando a regido hipervariavel
¢ analisada, como o SNP 3010, por exemplo, vem adicionar informag¢des importantes para

difundir seu uso no Brasil.
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A par disso, a classificagdo das amostras em haplogrupos do DNA mt permite-nos
obter a origem materna do individuo, além de funcionar como um controle de qualidade dos
resultados do sequenciamento. Para isso, sdo selecionados SNPs presentes na regiao
codificadora do DNA mt e, algumas vezes SNPs da regido nao-codificadora, que discriminam
os diversos haplogrupos possiveis (Fig. 2).

Como a populagdo brasileira ¢ altamente miscigenada, apresentando origem européia,
africana e nativo-americana, a andlise de um grande numero de SNPs ¢ necessaria para
permitir a classificacdo em todos os provaveis haplogrupos. Atualmente essa classificacao ¢
feita utilizando-se a técnica de SNaPshot que permite a andlise de diversos SNPs em uma

unica reacdo em multiplex. Assim, a proposta deste trabalho foi analisar, em amostras

brasileiras, 42 SNPs que permitissem a classificacdo das mesmas em haplogrupos.

J4

A frequéncia de heteroplasmia ¢ também de interesse pratico nos testes para
identificacdo forense, onde pode ser relevante na solu¢do de um caso (SALAS; LAREU;
CARRACEDOQO, 2001). Novos estudos sdo necessarios para se avaliar a localizagdo e
frequéncia de heteroplasmia em todas as regides utilizadas (toda a regido hipervariavel, por
exemplo) e nos diversos tecidos, visto que diferencas entre os mesmos ja foram relatadas
(PANETO et al., 2007; HE et al., 2010). Para isso o método de escolha ¢ o sequenciamento,
pois ¢ o método utilizado na rotina forense. Como ndo existem relatos na literatura da
frequéncia de heteroplasmia em HV3 em amostras de cabelo, esse trabalho também propds

esta analise, cujos resultados poderao ser aplicados nacional e internacionalmente.
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OBJETIVOS

Realizar o sequenciamento da regido hipervariavel do DNA mt em amostras de

sangue;

Calcular os indices de diversidade (diversidade haplotipica, probabilidade de
semelhanga, numero de haplétipos e sitios polimorficos) da regido hipervariavel do
DNA mt entre os individuos de nossa amostra populacional e compara-los com

resultados de populagdes ja descritas na literatura;

Analisar, nas amostras de sangue, o SNP 3010 pela técnica de PCR em Tempo Real
para estudo do aumento do poder discriminatorio do DNA mt quando subtipos comuns

do mesmo sdo encontrados pela andlise da regido hipervariavel comumente utilizada;

Analisar, nas amostras de sangue, 42 polimorfismos que permitam sua classificacao

em haplogrupos do DNA mt, utilizando a técnica de SNaPshot;

Comparar a sequéncia da terceira regido hipervariavel (HV3) do DNA mt em amostras
de sangue com aquelas obtidas das respectivas amostras de cabelo de individuos
residentes na Grande Sdo Paulo, para o cdlculo da frequéncia de heteroplasmia e

possiveis posigdes heteropldsmicas de alta frequéncia (hotspots).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1  CASUISTICA

Foram analisadas 160 amostras de sangue (depositadas em papel de filtro comum) e
100 amostras de cabelo de individuos da Grande Sdo Paulo (as amostras de cabelo pertenciam
aos mesmos individuos que doaram as respectivas amostras de sangue). Os individuos foram
selecionados a partir de sua autodenominagdo em brancos ou pretos, segundo critérios do

IBGE (www.ibge.gov.br).

OBSERVACAO: As amostras foram doadas pelo Prof. Dr. Mario Hirata do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo, conforme Resolugdo n° 347 de 13 de janeiro de 2005 e aprovado pelo CEP da

FCF/USP (oficio n° 52, agosto de 2001).

5.2 SEQUENCIAMENTO DA  REGIAO HIPERVARIAVEL DO DNA

MITOCONDRIAL EM AMOSTRAS DE SANGUE

5.2.1 Extracao do DNA

Para a extragdo do DNA das amostras de sangue foi utilizado o primeiro protocolo
descrito a seguir. Quando ndo foi possivel a amplificagdio do DNA com este protocolo, foi

utilizado o segundo protocolo descrito:

(1) Um disco de 3 mm de papel de filtro contendo a amostra de sangue foi cortado utilizando

Harris Micro Punche e Cutting Mat (Whatman-Bioscience) e depositado em tubo de 1,5 ml.


http://www.ibge.gov.br/
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Procedeu-se a extragdo utilizando FTA Reagent (Whatman) e eluicdo com TE (10 mM Tris-
HCI; 0,1 mM EDTA; pH 7,5) deixando-se o papel (DNA adsorvido) secar em estufa por 2
horas; ou (2) Seis discos de 3 mm de papel de filtro foram utilizados para extracao com o kit

DNA 10 (Promega), eluindo-se 0 DNA em 50 ul de tampao (concentragdo final de 2 ng/ul).

5.2.2 Reacao de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

A regido hipervariavel foi amplificada em toda a sua extensdo utilizando-se:
2,5 pl de GoldStar Buffer (Promega)

0,2 pl (1 U) de Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen)

0,2 uM de cada primer (HV1-L15997 e HV3-R639) (Tabela 1)

1 disco de 3 mm de papel contendo o DNA ou 4 ng de DNA

Agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 25 pl.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Perkin Elmer) conforme ciclagem abaixo:

95°C — 11 min

96°C — 1 min

94°C — 30 seg

56°C — 30 seg 40 X
72°C —90 seg

60°C — 11 min

4°C - ©
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Tabela 1 — Primers utilizados na reagcdo de PCR e sequenciamento.

Primer Orientacdo Sequéncia
HVI L15997 forward 5"-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3'
H16401 reverse 5" TGATTTCACGGAGGATGGTG-3'
L16209 forward 5’-CCCCATGCTTACAAGCAAGT-3’
R16164" reverse 5-TTGATGTGGATTGGGT-3’
HV2 L29 forward 5-GGTCTATCACCCTATTAACCAC-3'
H408 reverse 5-CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3'
159R reverse 5'-AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC-3’
H285" reverse 5-GGGGTTTGGTGGAAATTTTTTG-3'
HV3 F314 forward 5’-CCGCTTCTGGCCACAGCACT-3’
599R reverse 5" TTGAGGAGGTAAGCTACATA-3’
R639 reverse 5'-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’

Nota: (*) Primers internos a sequéncia de interesse que foram utilizados quando nao foi possivel obter a leitura
da sequéncia devido a presenca de heteroplasmia de comprimento ou nao anelamento do primer.

Apods a amplificacdo dos fragmentos, a avaliagdo dos produtos da reagdo e sua

quantifica¢do foram realizadas visualmente apds eletroforese em gel de agarose 1,0% (Cuba

Horizon 58, Model 200 - Gibco) por 15 minutos a 100 volts, utilizando-se 4 pl do produto da

PCR e comparando-se a intensidade das bandas com aquelas do marcador Low DNA Mass

Ladder (Invitrogen) apds coloracdo com Brometo de Etidio (BrEt).

5.2.3 Purificacio do produto de PCR

O produto de PCR (~1200 nt) foi purificado previamente a realizacdo da reagdo de

sequenciamento para retirada dos nucleotideos ndo incorporados e excesso de primers. Nessa
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etapa, as amostras que ndo estavam na concentragdo minima necessdria para o
sequenciamento (de 1 a 40 ng de produto de PCR por reagdo, dependendo do primer
utilizado) foram concentradas. Foram utilizadas as colunas de purificagdo GFX PCR DNA and
gel band purification kit (GE Healthcare), conforme as recomendagdes do fabricante. Apos a
purificagdo das amostras, as mesmas foram quantificadas por fluorimetria utilizando aparelho

Qubit Fluorometer (Invitrogen).

5.2.4 Reacio de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada conforme protocolo abaixo:

- 1 ul de Big Dye Terminator v 1.0 ou 3.1 (Applied Biosystems by Life Technologies)
- 2 ul do primer forward ou reverse (1,6 picomolar)

- 2 ul de tampao para Big Dye

- produto de PCR purificado suficiente para a reagao

- agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 10 ul

Um esquema dos primers utilizados na amplificacdo por PCR e sequenciamento pode

ser visualizado na figura 5.



37

Amplificagio por PCR PCR - R639

— —

PCR - L15997

REGIAO HIPERVARIAVEL DO DNA mt

'

Purificacao
SEQUENCIAMENTO
0
16024 16189 309/315 573 576

|L15997 >
< H16401
| L16209 >
< 159R |
| L29 >
< H408 |
[ Y
< R639 |

< 599R |
< 285R |

Figura 5 — Esquema da localizagdo dos primers utilizados na PCR e sequenciamento.

R16164

Nota: em negrito encontramos as regides poli-C (posigdo 16189, 309/315 e 573).
Primers extras destacados na parte inferior na figura.

Fonte: Figura modificada de Parson; Bandelt, 2007.

A reagdo de sequenciamento foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System

9700 utilizando-se a ciclagem abaixo:
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96°C — 1 min

96°C — 10 seg

56°C — 10 seg 25X
60°C — 4 min

4°C - ©

5.2.5 Purificacdo do produto da reagdo de sequenciamento

O produto da reagdo de sequenciamento foi purificado para retirada de nucleotideos
ndo incorporados por meio da técnica de precipitagdo com etanol/EDTA ou resina Big Dye
XTerminator Purification Kit (no caso de fragmentos pequenos) conforme recomendacdes do

fabricante do Big Dye (Applied Biosystems by Life Technologies).

5.2.6 Eletroforese e deteccao

A amostra foi eluida em formamida e a eletroforese foi realizada em ABI 377 ou 3130

(Applied Biosystems by Life Technologies), conforme recomendagdes do fabricante.

5.2.7 Analise dos resultados

5.2.7.1 Ferramentas de bioinformatica

A andlise dos resultados do sequenciamento foi feita utilizando o programa BioEdit

(HALL, 1999). Os resultados do sequenciamento de ambas as fitas foram comparados para se


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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chegar a um consenso de sequéncia. Os polimorfismos encontrados foram anotados em

planilha Excel 2000.

5.2.7.2 Classificacao em haplogrupos

A partir dos resultados do sequenciamento, a classificagdo em haplogrupos foi gerada
a partir do banco de dados mtDNAmanager (LEE et al., 2008) e confirmada em Phylotree.org

(VAN OVEN; KAYSER, 2009).

5.2.7.3 Analise estatistica

Os célculos dos indices de diversidade nas amostras de sangue foram realizados
utilizando o programa Arlequin v 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005). A estrutura genética das
populacdes foi analisada utilizando-se AMOVA (Analise de Variancia Molecular)
(EXCOFFIER et al., 1992). A sequéncia, de toda a regido hipervariavel, para cada individuo
analisado de cada populacdo utilizada para compara¢do com a nossa populagdo, foi obtida a
partir do banco de dados GenBank e configurada para o programa Arlequin utilizando o

programa DNA SP v 5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009).

5.3 PCR EM TEMPO REAL

5.3.1 Extracao do DNA

Foi utilizado o protocolo de extracdo de DNA com o kit DNA IQ, ja descrito neste

trabalho.


http://www.phylotree.org/
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5.3.2 Construcao dos primers e sondas

Os primers e sondas para discriminagdo alélica por PCR em tempo real foram
construidos e padronizados pela empresa fornecedora dos mesmos (Assay by Design, Applied
Biosystems by Life Technologies), utilizando o sistema TagMan e podem ser visualizados na

tabela 2.

Tabela 2 - Primers e sondas TagMan utilizadas nas reacdes de PCR em tempo real

SNP 3010 Sequéncia
Primer Forward TTTACGACCTCGATGTTGGATCAG
Primer Reverse TCACGTAGGACTTTAATCGTTGAACAA

VIC-ACATCCCGATGGTGC-NFQ
Sondas

FAM-ACATCCCAATGGTGC-NFQ

Nota: VIC e FAM sio fluor6foros, NFQ (Non Fluorescent Quencher). Em negrito e sublinhados na sequéncia
das sondas estdo os nucleotideos polimoérficos.

As reacdes de genotipagem foram realizadas em volume final de 25 pl:

- 12,5 pl de 2x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems by Life

Technologies)

- 1,25 pl de 20x SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems by Life

Technologies)
-2 ul de DNA (4 ng)

- 4gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 25 pl
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Para a genotipagem foi realizada uma leitura pré e pos amplificacdo (pre-read and
post-read) utilizando a op¢ao “discriminacgdo alélica” do software 7500 System em ABI 7500,
conforme protocolo do fabricante (pre e post-read a 60°C por 1 minuto, com amplificagao

consistindo de 10 min a 95°C, seguida de 40 ciclos de 15 seg a 92°C e 1 min a 60°C).

Previamente as reagdes de genotipagem por PCR em tempo real algumas amostras
foram genotipadas por sequenciamento para serem utilizadas como controle de ambos os

alelos possiveis.

54  SNAPSHOT

5.4.1 Extracao do DNA

Para a extragdo do DNA das amostras de sangue, dois discos de 3 mm de papel de
filtro foram cortados utilizando Harris Micro Punche e Cutting Mat e o DNA foi extraido
utilizando a resina Chelex (SINGER-SAM et al., 1989). A quantificagdo das amostras foi
realizada com o kit Quantifier Human DNA Quantification (Applied Biosystems by Life

Technologies) por PCR em tempo real.

5.4.2 Sele¢ao dos SNPs

Quarenta polimorfismos (39 SNPs e 1 delegdo) presentes na regido codificadora do
DNA mt foram selecionados de forma a permitirem a classificacdo das amostras em
haplogrupos europeus, africanos e nativo-americanos. Outros dois SNPs presentes na regido
nao-codificadora (SNP 16519 e 16362) foram escolhidos para o estudo do aumento do poder

discriminatorio dos mesmos em nossa populacdo. Isto foi feito utilizando uma reagao
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SNaPshot em multiplex previamente publicada, composta apenas por SNPs que permitiam
classificacdio em haplogrupos europeus (KOHNEMANN et al., 2009), a qual foram
adicionandos SNPs para a classificagdo em haplogrupos africanos (LO, L1, L2, L3, L4) e
nativo-americanos (A, B, C, D) baseados nos haplogrupos ja descritos na literatura para a
populacgdo brasileira (ALVES-SILVA et al., 2000). Os SNPs escolhidos foram descritos por

PhyloTree.org (VAN OVEN; KAYSER, 2009) (Fig. 6).

Figura 6: Esquema da localiza¢do dos 42 polimorfismos utilizados na reagdo de SNaPshot para classificagdo em
haplogrupos do DNA mt.
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OBS. Todas as etapas da reacdo de SNaPshot descritas nesta tese foram realizadas durante
estagio de doutorado no Instituto de Medicina Legal da Universidade de Miinster, Alemanha,

sob orientacao da Dra. Heidi Pfeiffer e colaboracao do doutorando Stephan Kéhnemann.

5.4.3 Reacao de PCR em multiplex

Os primers para a reacdo de PCR em multiplex foram desenhados utilizando o
programa PerlPrimer (MARSHALL, 2004) e a possibilidade de interagdo entre os mesmos foi
descartada utilizando o programa Autodimer (VALLONE; BUTLER, 2004). Trinta e trés
pares de primers foram utilizados para amplificar 42 SNPs. O tamanho dos amplicons variou
de 55 a 196 pares de base para permitir a utilizagdo da metodologia para andlise de amostras
degradadas. A concentragdo final dos primers utilizada na reacao e outras informagdes estao

dispostas na Tabela 3 (Apéndice A).

A reacdo de PCR multiplex foi realizada utilizando-se:

- 1,25 pl de MgCl, (50 mM)

- 1,25 pl de dNTPs (2,5 mM)

- 1,25 pul de PCR Gold buffer (10x) (Applied Biosystems by Life Technologies)
- 0,2 pl de soro albumina bovina (20 mg/ml)

- 0,2 pul de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems by Life Technologies)

- 100 pg de DNA

- primers (Tabela 3)

- 4gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 12,5 pl
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Os fragmentos foram amplificados em termociclador Genedmp PCR System 9700
(Perkin Elmer) conforme a ciclagem: Pré-incubacao a 95°C por 10 min, seguida de trés ciclos
de 30 seg a 95°C, 45 seg a 55°C e 30 seg a 72°C, apo0s esta etapa 19 ciclos de 30 seg a 95°C,
45 seg a 55°C com aumento de temperatura em 0,2°C por ciclo, 30 seg a 72°C; seguida de 11
ciclos de 30 seg a 95°C, 45 seg a 60°C, 30 seg a 72°C; e finalmente 7 min a 72°C. Os
produtos da reacdo de PCR foram purificados através de reagdo enzimatica adicionando-se
2,5 ul de Exo/SAP-IT (USB) e incubando-se 120 min a 37°C, seguida de desnaturacdo da

enzima a 75°C por 15 min.

5.4.4 Reacao de SNaPshot

Os primers para a reacdo de SNaPshot foram desenhados manualmente para se
anelarem a um nucleotideo antes da posicdo do SNP que se deseja genotipar. Uma cauda
nucleotidica, descrita por Sanchez et al. (2005), com diferentes nimeros de bases foi
adicionada a regido 5° de cada primer. Esta cauda, que ndo se anelava ao produto de PCR
previamente amplificado, foi adicionada para permitir a separagdo dos fragmentos por
tamanho em eletroforese capilar. A temperatura de anelamento de cada um dos primers foi
checada com o programa Perlprimer e a formac¢do de dimeros e hairpins foi descartada a
partir da andlise dos mesmos pelo programa Autodimer. Os primers utilizados e outras

informagdes podem ser visualizados na Tabela 4 (Apéndice B).

A reacdo de SNaPshot foi realizada utilizando-se:
- 2,5 ul SNaPshot Mastermix

- 0,5 ul PCR Gold buffer

- 0,5 pl do mix dos primers
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- 1,0 ul do produto de PCR purificado

- agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 10 ul

A reacdo de sequenciamento foi realizada em temociclador PTC-100 (MJ Research)

utilizando-se a ciclagem abaixo:

96°C — 10 seg

55°C -5 seg 25X
60°C — 30 seg

4°C - ©

Os produtos da reagdo foram purificados por tratamento enzimatico adicionando-se
1,25 ul de SAP (fosfatase alcalina de camardo) e incubacdo a 37°C por 75 min, seguida de
desnaturacdo da enzima por 15 min a 75°C.

Os fragmentos foram separados por eletroforese em ABI 3100-Avant Genetic
Analyzer, conforme recomendagdes do fabricante. O resultado foi analisado utilizando o
programa GeneScan (v 3.7, Applied Biosystems by Life Technologies) e Genotyper (v 2.5,

Applied Biosystems by Life Technologies) (Fig. 7).

5.4.5 Sensibilidade

A validacao da sensibilidade da técnica foi feita utilizando uma série de dilui¢oes de

um DNA padriao (DNA 9947A - Promega): 10, 1, 0,1, 0,01 € 0,001 ng.

5.4.6 Classificacdo em haplogrupos
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Para os resultados do SNaPshot a classificacio em haplogrupos foi baseada em

Phylotree.org.

Extracao
DNA

4

33 produtosde
PCR amplificados

l Classificacao
Purificacao haplogrupo via
J Phylotree.org
SNaPshot W
42 SNPs

< > Eletroforense em ABI
3100-Avant
Andlise dos resultados

Purificagdo ——>
GeneScan e Genotyper

Figura 7: Esquema indicando todas as etapas realizadas para analise
das amostras pela técnica de SNaPshot.

5.5 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO HV3 DO DNA MITOCONDRIAL EM

AMOSTRAS DE CABELO

5.5.1 Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de cabelo, foram usados 4 cm de cabelo (sem
raiz) de cada individuo. Retirou-se a raiz cortando-se 0,5 cm da extremidade do fio.
OBS: Em individuos com fios menores que 4 cm foram utilizados diferentes fios até que
totalizassem esse tamanho.

Os fios foram cortados em pedagos de 0,5 cm e colocados em tubo eppendorf de 1,5

ml. Procedeu-se ao protocolo de descontaminagdo conforme Jehaes et al. (1998). Apos esta
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etapa, procedeu-se a extragdo utilizando o kit Tissue and Hair Extraction (Promega) com as
seguintes modificagoes:

As amostras foram incubadas por 2 horas e 30 min para digestdo com 75 ul de
Proteinase-K (18 pg/ul em buffer) e 100 ul de dithiothreitol (DTT) 1M (Promega) seguido de
extragdo com fenol:cloroformio:alcool isoamilico (PCA) 25:24:1 (Invitrogen) e purificagdao
por coluna GFX PCR DNA and gel band purification kit, conforme recomendagdes do

fabricante.

5.5.2 Reacao de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

A reagdo de PCR foi realizada utilizando-se:
- 5,0 ul de GoldStar Buffer (Promega)

- 0,4 Wl (2 U) de AmpliTaqGold polymerase (Applied Biosystems by Life

Technologies)
- 0,2 uM de cada primer (HV3-F314 e HV3-R639) (IDT) (Tabela 1)
- 10 pul de DNA (cabelo)
- agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 50 pl.

OBS. A cada conjunto de amostras amplificadas foi realizada uma reacdo de controle
negativo e positivo utilizando agua ultrapura autoclavada e 2 ng de um DNA padrio (DNA

9947A — Promega), respectivamente.

As etapas que se sucederam a amplificacdo sdo as mesmas ja descritas para o

sequenciamento de amostras de sangue.
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5.5.3 Clonagem

Os produtos de PCR contendo heteroplasmia de comprimento na regido de repetigdes
de CA em HV3 foram clonados em pGEM-T Vector (Promega) para o isolamento de cada um
dos alelos. A mini-prep foi realizada conforme protocolo descrito por Sambrook et. al.

(1989). Apds o isolamento as amostras foram ressequenciadas.

5.5.4 Analise dos resultados

5.5.4.1 Ferramentas de bioinformatica

A andlise dos resultados do sequenciamento foi feita utilizando o programa BioEdit.
Os resultados do sequenciamento de ambas as fitas foram comparados para se chegar a um
consenso de sequéncia. Nas amostras de cabelo, os perfis encontrados foram comparados aos
obtidos nas respectivas amostras de sangue. A leitura de heteroplasmia foi realizada

visualmente em cada eletroferograma (Fig. §).

5.5.4.2 Deteccao de heteroplasmia

Como pré-requistos para se afirmar a presenca de heteroplasmia de sequéncia nas
amostras de cabelo foram considerados os seguintes parametros:
— Presenga de dois nucleotideos (dois picos) em uma mesma posi¢cdo em ambas as fitas do
DNA;
— Porcentagem do pico menor deve ser pelo menos 10% da area do pico maior;
— Reprodutibilidade do resultado (todas as etapas foram refeitas utilizando o mesmo DNA

extraido).
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Figura 8: Esquema das etapas realizadas para analise de heteroplasmia por sequenciamento nas amostras de

sangue e cabelo.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Os haplotipos obtidos neste trabalho podem ser visualizados na tabela 5 (Apéndice C).
De um total de 160 amostras, 144 haplotipos diferentes foram encontrados quando analisada
toda a regido hipervariavel do DNA mt (desconsiderando as regides poli-C presentes nas
posi¢des 16193, 309 e 573), dentre os quais um haplotipo foi compartilhado por quatro
individuos, outro haplotipo compartilhado por trés individuos e onze hapldtipos estavam
presentes em dois individuos (Tabela 6); 131 haplotipos (81,88% das amostras) foram tnicos.
Dentre os 1.122 nucleotideos presentes na regido hipervaridvel (posicdo 16024 a 576), 190

(16,86%) posicdes nucleotidicas apresentavam-se polimorficas. As posi¢des nucleotidicas
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mais discriminatorias, ou seja, as posi¢cdes que apresentaram os dois alelos possiveis em

proporcdes semelhantes foram 152 (50,12%), 16519 (47,77%), e 16223 (45,78%).

Tabela 6 - Haplotipos encontrados em mais de um individuo em nossa amostra populacional.

Haplogrupo' Haplétipo N

73G, 103A, 152C, 263G, 499A, 16182C, 16183C, 16189C, 16217C,

B2c 16241G, 16519C 4
H 152C, 263G, 16519C 3
H 263G, 16311C, 16519C 2
H 263G, 16519C 2

Clb 73G, 249DEL, 263G, 290DEL, 291DEL, 489C, 493G, 523DEL, ,

524DEL, 16223T, 16298C, 16325C,16327T
73G, 249DEL, 263G, 290DEL, 291DEL, 489C, 493G, 513A,

Clb 523DEL, 524DEL, 16223T, 16292T, 16298C, 16325C, 16327T, 2

16362C

Clb 73G, 249DEL, 263G, 290DEL, 291DEL, 489C, 493G, 523DEL, ,

524DEL, 16126C, 16223T, 16298C, 16325C, 16327T

93@, 95C, 185A, 189G, 236C, 247A, 263G, 523DEL, 524DEL,
LOalb 16129A, 16148T, 16168T, 16172C, 16187T, 16188G, 16189C, 2
16223T, 16230G, 16278T, 16293G, 16311C, 16320T

73G, 146C, 152C, 195C, 263G, 16182C, 16183C, 16189C, 16223T,

L2a 16278T, 16290T, 16294T, 16309G, 16390A

73@, 146C, 152C, 195C, 263G, 16189C, 16223T, 16278T, 16294T,

L2al 16309G, 16390A, 16519C

73G, 150T, 152C, 182T, 195C, 198T, 204C, 263G, 418T, 523DEL,
L2bla 524DEL, 16114A, 16129A, 16213A, 16223T, 16278T, 16355T, 2
16362C, 16390A

L3ela 73G, 150T, 189G, 200G, 263G, 16185T, 16223T, 16327T, 16519C 2

73G, 150T, 152C, 195C, 16172C, 16183C, 16189C,  16223T,
L3e2b 16320T, 16519C

Nota: ' Classificagdo baseada nos resultados do sequenciamento da regido hipervariavel. “N” corresponde ao
numero de amostras.

A probabilidade de encontrarmos dois individuos nao relacionados com perfis

idénticos em nossa amostra (probabilidade de semelhanca) foi de 0,78% e a diversidade
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haplotipica calculada foi de 0,9984 +/- 0,0010 (para toda a regido hipervariavel do DNA mt e
desconsiderando as inser¢oes e delegdes presentes nas regides poli-C). As analises estatisticas
de toda a regido hipervariavel (16024-576) e de cada uma das regides hipervariaveis HV1,

HV2 e HV3 em separado e agrupadas podem ser visualizadas na tabela 7.

Tabela 7 - Parametros estatisticos calculados a partir da analise de toda a regidao hipervariavel

e de cada uma das regides hipervaridveis em separado e agrupadas nos 160 individuos.

Pardametros

, . HVI1 HV2 HV3 HVI+2 HVI+2+3 16024-576
estatisticos
Numero de
y e 121 75 26 136 140 144
haplétipos
Diversidade 0,9939 +/-  0,9642 +/-  0,7844 +/- 0,9972+/- 0,9978 +/-  0,9984 +/-
haplotipica 0,0021 0,0078 0,0257 0,0012 0,0011 0,0010
Probabilidade de 1,23% 4,19% 22,05% 0,9% 0.84% 0,78%
semelhanca
Transigoes
observadas 95 43 13 138 151 174
Transversoes
observadas 11 4 0 15 15 15
Substituigoes
observadas 106 47 13 153 166 189
Delegoes 1 7 7 8 15 16
observadas
Comparagéo 8,050550 4,979245 2,030582 13,312107 15,342689 16,668947
pareada entre +/- +/- +/- +/- +/- +/-
haplotipos 3,758206 2,434421 1,147573 6,018481 6,389882 7,458895
Di dad 0,023540 0,018649 0,014200 0,021823 0,020375 0,014791
Wlersi,; N +/- +/- +/- +/- +/- +/-
flucieotidica 0,012163 0,010092 0,008882 0,010920 0,010127 0,007325
Sitios 94 52 20 146 166 190
polimorficos
Nucleotideos 342 248 139 590 729 1122
editados

Dentre as trés regides HV1, HV2 e HV3, a regido HV1 foi a que sozinha apresentou
maior diversidade haplotipica, seguida de HV2 e HV3. A andlise conjunta de HV1+2, que

comumente ¢ utilizada na pratica forense, resultou em um incremento significativo da
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diversidade. A adicdo da andlise de HV3 e das outras regides intermediarias (totalizando a
analise de toda a regido hipervariavel) dentre as mesmas, apesar de nao incrementarem tanto a
diversidade haplotipica, adicionam informagdes complementares que podem ser importantes
na solucao de casos forenses (LUTZ et al., 2000).

Quando os resultados obtidos neste trabalho (apenas HV1, visto que nem todos os
autores analisaram todas as regides hipervaridveis) foram comparados aqueles obtidos em
outras regides do Brasil, verificamos que os mesmos sdo semelhantes aos resultados
publicados para a regidao Nordeste do pais (Estado do Alagoas). Os resultados da regido Norte
do pais (Estado do Para) apresentaram uma diversidade inferior a da regido Sudeste e
Nordeste, com maior propor¢ao de haplogrupos nativo-americanos em sua constituicao
(Tabela 8). Os resultados da regido Sul (Santa Catarina) foram os que apresentaram a menor
diversidade. Isso se deve, provavelmente, a grande propor¢ao de individuos de origem

européia, os quais apresentam menor diversidade haplotipica (SALAS et al., 1998).

Tabela 8 — indices de diversidade das populagdes do Sudeste, Sul, Nordeste e Norte do Brasil
para a regido HV1.

Estatistica populacional Sudeste (SP) Sul(SC) Nordeste(AL) Norte(PA)
N 160 80 167 158
Palencia et al., Barbosa et al., Feio-dos-Santos et al.,
Referéncia Este trabalho
2010 2008 2006
Numero de haplotipos 121 ND 124 49
0,9939 +/- 0,9684+/- 0,9934+/- 0,989+/-
Diversidade haplotipica
0,0021 0,0124 0,0020 0,0067
Probabilidade de
1,23% 4,37% 1,25% 2,8%
semelhanca

Nota: “N” corresponde ao numero de individuos analisados. ND: Néo Declarado. SP (Sao Paulo), SC (Santa
Catarina), AL (Alagoas), PA (Para).
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6.2 COMPARACAO DOS RESULTADOS COM OUTRAS POPULACOES

MUNDIAIS

Quando os resultados estatisticos de nossa amostra populacional foram comparados
com resultados de outras populacdes mundiais observou-se que, mesmo niao possuindo um
nimero de tdo grande de amostras genotipadas como o da Suécia, Egito e EUA (Afri), os
mesmos apresentaram uma altissima diversidade haplotipica, resultante da grande

miscigena¢do da populacdo brasileira (Tabela 9).

Tabela 9: Parametros estatisticos em nossa amostra populacional e em outras populagdes

mundiais.
Estatistica Argentina
Brasil EUA (Afri) EUA (Hisp) Suécia Egito
populacional (Cent)
N 160 193 248 128 335 277
) Este Bobillo etal.,  Diegoli et Saunier et Tillmar et Saunier et
Referéncia
trabalho 2009 al., 2009 al., 2008 al., 2010 al., 2009
Numero de
) 144 176 219 115 224 238
haplétipos
Diversidade
] 0,9984 0,937 0,9985 0,9980 0,996 0,9986
haplotipica
Probabilidade de ¢ 70, 6.3% 0,14% 0.23% 0,5% 0,49%
semelhanca

Nota: N: niimero de amostras; Cent (Central); Afri (Pretos americanos); Hisp (hispanicos). Toda regido
hipervariavel (16024-576) foi levada em consideracao.

A fim de analisar e comparar a estrutura genética de nossa amostra populacional com
outras populagdes mundiais nos selecionamos duas populacdes (USA — composto de
populacdes classificadas em pretos e hispanicos - e Kénia), cujos hapldtipos de toda a regido
hipervaridvel estavam disponiveis no GenBank (BRANDSTATTER et al., 2004a; DIEGOLI
et al., 2009; SAUNIER et al., 2008). A variabilidade genética dentro e entre as populagdes

(Brasil, EUA e Kénia) foi avaliada utilizando o teste AMOVA (A4nalysis of Molecular



54

Variance). Observou-se que a maior parte da variabilidade genética ocorre dentro de cada
uma das populagdes (97,27%) e ndo entre as mesmas (2,73%), confirmando que existem mais
semelhangas genéticas entre populacdes humanas geograficamente distintas do que
diferencas. As estimativas par a par de Fst foram significativas para todas as comparacgoes
entre as trés populacdes (Fst p value = 0) (Tabela 10), demonstrando uma diferenciagao
genética, no que se refere a0 DNA mt, entre as mesmas. Isso reforca a importancia da criacao
e utilizagdo de bancos de dados de frequéncias dos hapldtipos do DNA mt especificas para

cada populagdo.

Tabela 10: Valores de Fist e Fst p value resultantes da comparagdo pareada entre populagoes.

Brasil/Sio Paulo EUA/Pretos e Kénia
Hispanicos
Brasil/Sio Paulo * 0,00000 0,00000
EUA/Pretos e 001141 % 0,00000
Hispanicos
Kénia 0,04872 0,04069 *

Nota: Abaixo do eixo transversal estdo representados os valores de Fst; acima do eixo transversal estdo
representados os valores de Fist p value.

Visto que nossa amostragem, assim como a da populagdo americana, poderia ser
dividida em dois grupos de acordo com a cor de pele dos individuos (brancos e pretos na
populacdo estudada) foi realizada uma nova andlise separando os subgrupos (Tabela 11).
Dentre os 160 individuos analisados neste trabalho, 89 se declararam como brancos e 71 se
declararam como pretos segundo critério do IBGE (branco, preto, pardo, amarelo ou
indigena) (Tabela 12 - Apéndice D). Observou-se que, quando comparamos par a par os
valores de Fst das diversas subpopulagdes, todas apresentaram valores estatisticamente
significantes (Fst p value < 0,05), ou seja, todas diferiram em sua estrutura genética. No

entanto, quando comparadas as subpopulacdes deste trabalho, cujos individuos foram
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classificados como brancos ou pretos, as mesmas estavam geneticamente mais proximas (Fs¢

p value = 0,03604), apesar deste valor ainda demonstrar uma diferenciagdo significativa.

Tabela 11: Valores de Fst e Fst p value resultantes da comparacdo pareada entre

subpopulagdes.
BR/SP- BR/SP- EUA- EUA-
Kenianos
pretos brancos pretos hispanicos
_ *
BR/SP-pretos 0,03604 0,00000 0,00000 0,00000
_ *
BR/SP-brancos 0,01308 0,00000 0,00000 0,00000
_ *
EUA- pretos 0,02451 0,06334 0,00000 0,00000
_hi A e *
EUA-hispanicos 0,05169 0,03442 0,12238 0,00000
. %
Kenianos 0,04507 005416 0,05381 0,09628

Nota: Abaixo do eixo transversal estdo representados os valores de Fst; acima do eixo transversal estdo
representados os valores de Fist p value. BR/SP (Brasil/Sdo Paulo), EUA (Estados Unidos da América). Para
valores estatisticamente significantes Fst p value <0,05.

Os resultados do sequenciamento de toda a regido hipervaridvel do DNA mt foram
enviados para o Grupo de Habla Espariola y Portuguesa, da Sociedade Internacional de

Genética Forense (GHEP-ISFG), sob coordenagdo da Dra. Lourdes Prieto Solla, para

conferéncia e atualmente estdo sendo depositados no banco de dados mundial EMPOP.

6.3  ANALISE DO SNP 3010 POR PCR EM TEMPO REAL

Os resultados da genotipagem do SNP 3010 podem ser visualizados na tabela 12
(Apéndice D). Das 160 amostras analisadas, 140 apresentaram o alelo G, 17 apresentaram o
alelo A e 3 amostras ndo puderam ser genotipadas pela técnica (resultado indeterminado),
provavelmente por apresentarem uma concentragdo de DNA menor do que o recomendado

para a andlise. Estas tltimas foram sequenciadas e todas apresentavam o alelo G. O grafico da
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figura 9 apresenta como foram gerados os resultados pelo software de anélise do PCR em

tempo real (7500 System, modo Discriminagao Alélica).

Figura 9: Resultado de uma reagdo de genotipagem do SNP 3010 gerado pelo software 7500 System. Quadrados
correspondem ao controle negativo; losangos vermelhos correspondem as amostras com alelo A; bolas azuis
correspondem as amostras com alelo G; X correspondem as amostras com resultado indeterminado.

6.3.1 Aumento do poder discriminatorio do SNP 3010

Os dados da tabela 13 apresentam o resultado estatistico da genotipagem do SNP 3010
na populacdo estudada e em populagdes descritas no banco de dados mtDB - Human

Mitochondrial Genome Database INGMAN; GYLLENSTEN, 2006).

Observou-se que este SNP apresenta-se mais polimdrfico em populagdes asidticas,
européias e nativo-americanas. Coble et al. (2004) encontrou uma distribui¢do ainda mais
polimérfica quando estudou 241 individuos classificados como europeus e residentes nos

EUA (32,36% genotipados para alelo A e 67,64% para alelo G) e afirma que este SNP ¢
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extremamente util em casos forenses, especialmente para diferenciar individuos em

populagdes européias classificadas com o haplogrupo H.

Tabela 13 - Resultado da genotipagem do SNP 3010 em diversas populagdes.

Populagio Alelo A Alelo G
Este trabalho 10,63% 89,37%
Africanos 4,41% 95,59%
Nativo-americanos 20,96% 79,07%
Asiaticos 27,70% 72,30%
Australianos 8,82% 91,18%
Europeus 21,90% 78,10%

A populagdo brasileira, tratando-se de uma populagdo miscigenada, apresentou uma
distribuicao abaixo da média total (Alelo A presente em 16,76% dos individuos e Alelo G em

83,24% dos individuos, excluindo-se do célculo da média os resultados de nossa populagdo).

Entretanto, este SNP foi suficientemente discriminatorio para conseguir distinguir
individuos que apresentavam o mesmo haplotipo em dois dos treze grupos com mais de um
individuo com o mesmo haplétipo (Tabela 6). Em ambos os casos, os individuos

apresentavam o haplogrupo europeu H.

Quando classificamos nossas amostras em haplogrupos africanos, nativo-americanos e
europeus, a distribui¢do dos alelos foi claramente alterada, estando o alelo “A” presente em
4,9% dos nativo-americanos (presente somente no haplogrupo D), 4,0% dos africanos
(presente apenas nos haplogrupos L2 e L4) e 27,3% dos europeus (presente apenas nos

haplogrupos H, J e U) (Fig. 10).



58

Figura 10: Distribui¢do dos alelos do SNP 3010 ap6s as amostras serem classificadas em haplogrupos nativo-
americanos, africanos e europeus.

6.4 REACAO DE SNAPSHOT

Neste projeto foram analisados 42 SNPs do DNA mt em uma tnica reacao de PCR e

SNaPshot a fim de permitir a classificagdo em haplogrupos da populacdo em estudo.

Os fatores mais importantes observados antes da construcao deste painel foram: (1) a
selecdo de primers para a reacdo de PCR e SNaPshot para SNPs que permitissem a
classificagdo de diferentes haplogrupos ja descritos para nossa populacdo; (2) selegdo
criteriosa de primers que nao apresentassem interagdes entre eles e (3) selecdo de primers
para a PCR que amplificassem fragmentos menores que 200 pb a fim de permitir a aplicacao
deste painel também para amostras degradadas. Até o momento, poucas reagdes em multiplex
com um numero tdo grande de SNPs haviam sido relatadas, e at¢é o momento, nenhum

multiplex com 42 SNPs em uma tnica reagcao de PCR e SNaPshot foram publicados.
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Quarenta polimorfismos (39 SNPs e 1 delecdo) da regido codificadora do DNA mt e
dois SNPs da regido nao-codificadora (também conhecida como regido hipervariavel — SNPs
16519 e 16362) foram estrategicamente escolhidos baseado na sua habilidade de classificar os
haplogrupos presentes em nossa populacdo e a fim de estudar o aumento do poder

discriminatorio do painel (Fig. 11).
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Figura 11: Arvore filogenética englobando haplogrupos europeus, africanos e nativo-americanos gerada por este
painel de 42 SNPs. Para classificagdo de uma amostra no respectivo haplogrupo iniciamos a analise pelos SNPs
10400 e 10873 (posigdo Start na regido central/superior da figura) e seguimos, baseados nos alelos de cada SNP
naquela amostra até o haplogrupo correspondente.
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Usando este painel, pudemos classificar em haplogrupos do DNA mt as 160 amostras

analisadas neste projeto (Fig. 12).

Figura 12: Exemplo de eletroferograma mostrando o perfil de analise de uma amostra para os 42 SNPs; Nos
quadrados abaixo dos picos os numeros seguidos de letras indicam a posigdo do SNP e a variagdo do
nucleotideo; nimeros sozinhos indicam tamanho do fragmento apds corrida eletroforética; Eixo-y indica
intensidade de fluorescéncia RFU (relative fluorescence units).
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Como a classificagdo em haplogrupos baseada apenas na andlise da regido
hipervaridvel €, em alguns casos, deficiente ¢ pode ndo expressar a correta classificacdo em
haplogrupos, a classificacdo obtida a partir da anélise da regido hipervariadvel em nossa
amostragem (realizagdo com a técnica de sequenciamento) foi comparada com a classificagao
gerada por SNaPshot. Algumas amostras que nao puderam ser corretamente classificadas pelo
sequenciamento, obtiveram sucesso pelo SNaPshot (principalmente na correta definigdo dos
haplogrupos HV, H e V — amostras 04, 35, 114 — tabela 14). Em algumas amostras,
entretanto, o painel completo (42 SNPs) nao foi obtido, o que, entretanto, ndo inviabilizou sua
classificagdo em haplogrupo. Isso aconteceu mais comumente em amostras classificadas em
haplogrupos africanos e pode ser explicada por mutagdes nos sitios de ligacao dos primers.
Um exemplo claro ocorreu com amostras que apresentavam mutagao no nucleotideo 16360, o
que impedia o anelamento do primer responsavel pela genotipagem do SNP 16362 na reagao
de SNaPshot, causando uma falha na detec¢ao deste SNP (Amostras 54, 122, 124, 130, 187,
189 - tabela 14)

A populacao estudada foi, entdo, classificada em 46,6% de origem africana, 27,3%
européia, 25,5% nativo-americana e 0,6% de origem asiatica (Fig. 13). Os haplogrupos mais

comumente encontrados foram L3 (19,4%), L2 (14,4%) e H (13,7%).
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Origem dos Haplogrupos

B AFRICANA B EUROPEIA  mNATIVO-AMERICANA M ASIATICA

0.6%

Figura 13: Classifica¢do das amostras segundo a origem dos haplogrupos.

Dentre as amostras de origem africana, o haplogrupo mais comumente encontrado foi
L3 (41,3%), seguido por L2 (30,7%), L1 (12,0%), LO (8,0%), L4 (2,7%) e L* (4,0%).
Resultados similares foram descritos por outros autores (GONCALVES et al., 2008;
HUNEMEIER et al., 2007).

Dentre as amostras de origem européia, o haplogrupo mais comumente encontrado foi
H (50,0%), seguido por J (11,3%), K, U e T (9,1% cada), X (4,5%), W, HV e V (2,3% cada).
A frequéncia encontrada para o haplogrupo predominante H foi similar aquela observada em
paises da Europa ocidental (PEREIRA et al., 2000; ROOSTALU et al., 2007; TURCHI et al.,
2008).

Os haplogrupos nativo-americanos mais comumente encontrados foram:
Haplogroupos B e C (33,3% cada), seguido por A (26,2%) e D (4,8%). Duas amostras foram
classificadas em haplogrupo M, de origem asiatica. Entretanto, uma das amostras foi
corretamente classificada como haplogrupo Mlal africano (2,4% da populagdo africana)

somente quando o sequenciamento da regido hipervaridvel foi analisado (OLIVIERI et al.,
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2006). A outra amostra classificada como haplogrupo M parece representar a populacao
asiatica que recentemente imigrou para o Brasil.

Os resultados para a genotipagem dos 42 SNPs em nossa populacdo podem ser
visualizados na tabela 14 (Apéndice E). A diversidade haplotipica encontrada foi de 96,04%
utilizando o painel com 42 SNPs em nossa amostra populacional. Um achado interessante, os
SNPs 16519 e 16362 que sdo considerados altamente variaveis, apresentaram diferentes
poderes de discriminagao dentre os varios haplogrupos:

O SNP 16519 foi altamente informativo (presenga do alelo mais raro em mais de 30%
das amostras) nos haplogrupos A, D, L0, L2, L3 e J. Nos haplogrupos europeus H e U, o alelo
mais raro estava presente em aproximadamente 25% das amostras. Uma pequena variagao foi
encontrada nos haplogrupos C e L1. O SNP 16362 ndo foi tdo informativo quanto o SNP
16519, mas variagdes foram encontradas nos haplogrupos U, H, L3, L2 e C. Estes SNPs
podem ser importantes para o uso forense, por exemplo, a fim de escolher o melhor SNP a ser
tipado para discriminar dois individuos com o mesmo haplogrupo.

No que se refere a sensibilidade da técnica, o painel completo foi obtido com 10
picogramas de DNA. Esse resultado, aliado a amplificacdo de tamanhos pequenos gerados na
PCR, permitem sugerir o uso deste painel em casos forenses, especialmente para amostras

contendo pequena quantidade ou com degradacdo do DNA.

6.5  DISTRIBUICAO DOS HAPLOGRUPOS DE ACORDO COM A COR DE PELE

DECLARADA PELO INDIVIDUO

Quando foram analisados os haplogrupos presentes nos individuos brancos e pretos foi
obtido uma distribui¢do desigual entre os mesmos (Fig.14). Dentre os individuos classificados

como brancos houve uma distribuicdo equivalente entre haplogrupos europeus, africanos e
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nativo-americanos, com ligeira predominancia de haplogrupos europeus. Entretanto, dentre os
individuos classificados como pretos houve uma predominancia de haplogrupos africanos,

seguido de haplogrupos nativo-americanos e europeus.

Haplogrupos em Brancos

B EUROPEU  WAFRICANO M NATIVO-AMERICANO W ASIATICO

1%

Haplogrupos em Pretos

B EUROPEU  WAFRICANO M NATIVO-AMERICANO B ASIATICO

0%

Figura 14: Distribuig¢do dos haplogrupos em brancos e pretos.

Nossos dados confirmam os resultados ja relatados na literatura de que nao € possivel

prever o perfil genético de um individuo em nossa populagdo, em especial a classificacdo em
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haplogrupos do DNA mt, baseado no fendtipo do mesmo e nem o oposto ¢ verdadeiro

(PARRA et al., 2003; PENA et al., 2009).

6.6 FREQUENCIA DE HETEROPLASMIA EM HV3 EM AMOSTRAS DE CABELO E

SANGUE

Nenhuma diferenga entre amostras de cabelo e sangue na regiao HV3 foi observada
nas 100 amostras analisadas. Além disso, nenhuma heteroplasmia de sequéncia (ou pontual)
foi detectada. Entretanto, uma amostra apresentou heteroplasmia de comprimento (tanto na
amostra de sangue como na amostra de cabelo) em uma regido que apresenta repeticoes de
CA, com impossibilidade de leitura apods a heteroplasmia (Fig. 15). Este resultado (1,0%), no
que se refere as amostras de sangue, estd em acordo com aqueles relatados por outros autores.
Szibor et al. (2007) encontrou 1,38% de heteroplasmia na regido de repeticoes de CA na
populagdo Germanica e Chung et al. (2005) encontrou 0,6% na populacdo Coreana.
Heteroplasmia de comprimento também foi observada na posi¢do 573 (regido poli-C) em 3
individuos. Nao ha relatos na literatura sobre a frequéncia de heteroplasmia em HV3 em

amostras de cabelo.

Figura 15: Heteroplasmia de comprimento na regido de repetigdo de CA em HV3
com impossibilidade de leitura apds esta regido.
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A fim de observar quais variantes correspondentes as repeticoes de CA estavam
presentes em ambos os tecidos (cabelo e sangue), os produtos de PCR das amostras que
apresentaram heteroplasmia na regido de repeticdo de CA foram clonados e ressequenciados.
A clonagem permite o isolamento de cada um dos variantes e o seu subsequente
sequenciamento permite a observacdo de cada um dos nucleotideos presentes. Apds o
sequenciamento, encontrou-se uma mistura de “alelos”, com presenca de DNA mt com seis
repeticoes de CA e com sete repeticoes de CA, em ambas as amostras (Fig. 16). A presenca
de uma mistura de “alelos” sugere uma possibilidade de variagdo intraindividual e possibilita
a selecdo de um deles através das geracdes. Recentemente, alguns autores relataram heranca
instavel de variantes heteroplasmicas em HV3 quando analisavam heredogramas. Szibor et al.
(2007) demonstrou heranga instavel na regido de repeticio de CA de HV3 em dois
heredogramas. Brandstitter et al. (2004b) relatou um caso de divergéncia de repeticdoes de CA

em 135 familias (pares de maes e filhos).

Figura 16: (a) Eletroferograma na regido de repeticdo de CA demonstrando mistura dos nucleotideos e
impossibilidade de leitura apds esta regido; (b) e (c) Eletroferogramas ap6s clonagem mostrando um dos alelos
com seis repetigdes e outro alelo com sete repetigdes de CA.
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7. CONCLUSOES

- As amostras de individuos residentes na Grande Sao Paulo apresentam grande
diversidade de haplotipos do DNA mt e confirmam a miscigenagdo brasileira, apresentando

perfis de africanos, europeus e nativo-americanos, em sua grande maioria;

- Nao ¢ possivel prever a classificagdo genética em haplogrupos do DNA mt baseado na

cor de pele do individuo em nossa populagao devido a grande miscigenagao;

- O SNP 3010 parece ser interessante para discriminar individuos que apresentem o
mesmo perfil quando a regido hipervariavel ¢ analisada especialmente aqueles classificados

nos haplogrupos H, J e U;

- Podemos concluir que foi possivel estabelecer reagcdes de PCR e SNaPshot em
multiplex sensiveis e confidveis para a deteccdo de 42 polimorfismos do DNA mt. O painel
obtido proporcionou a classificagdo das amostras na grande maioria dos haplogrupos

africanos, europeus, nativo-americanos, possibilitando seu uso no contexto forense brasileiro;

- O painel completo (detec¢do dos 42 polimorfismos) foi obtido com 10 picogramas de
DNA. Esse resultado, aliado a amplificagdo de tamanhos pequenos gerados na PCR, permite-
nos sugerir o uso deste painel em casos forenses, especialmente para amostras contendo

pequena quantidade ou com degradagdo do DNA;

- Em relagdo a heteroplasmia na regido HV3, podemos concluir que sua presenca ndo ¢

tao frequente como em HV1 e HV2;
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- A andlise de HV3, entretanto, pode ser importante para a solu¢do de um caso forense

por permitir um aumento do poder discriminatorio e classificagao filogenética;

- A grande diversidade genética na regido de repeticdo de CA pode contribuir para a
ratificagdo do seu uso, devendo ser, no entanto, realizada com cautela quando avaliada em

tecidos diferentes.
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Tabela 12: Fenotipo e resultado da genotipagem do SNP 3010 por PCR em tempo real.

Amostra Fendtipo SNP 3010
BR-SP002 BRANCO G
BR-SP004 PRETO A
BR-SP007 PRETO G
BR-SP008 BRANCO G
BR-SP009 BRANCO G
BR-SP010 BRANCO A
BR-SP0O11 PRETO G
BR-SPO15 BRANCO G
BR-SP0O16 BRANCO G
BR-SP017 BRANCO G
BR-SP018 PRETO G
BR-SP019 PRETO G
BR-SP020 BRANCO G
BR-SP021 BRANCO G
BR-SP022 BRANCO G
BR-SP023 PRETO G
BR-SP024 BRANCO G
BR-SP026 BRANCO G
BR-SP027 BRANCO G
BR-SP028 PRETO G
BR-SP029 PRETO G
BR-SP030 PRETO G
BR-SP032 PRETO G
BR-SP034 BRANCO G
BR-SP035 BRANCO G
BR-SP036 BRANCO G
BR-SP037 PRETO G
BR-SP038 BRANCO G
BR-SP039 BRANCO G
BR-SP040 BRANCO G
BR-SP041 BRANCO G
BR-SP042 BRANCO G
BR-SP044 PRETO G
BR-SP045 BRANCO G
BR-SP046 PRETO G
BR-SP047 BRANCO G
BR-SP050 PRETO A
BR-SP051 BRANCO G
BR-SP052 BRANCO A
BR-SP053 PRETO G
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Amostra Fenétipo SNP 3010
BR-SP054 PRETO G
BR-SP057 PRETO G
BR-SP058 BRANCO A
BR-SP059 BRANCO G
BR-SP060 PRETO G
BR-SP061 PRETO G
BR-SP063 PRETO G
BR-SP064 PRETO G
BR-SP065 BRANCO G
BR-SP066 BRANCO G
BR-SP067 BRANCO G
BR-SP068 BRANCO G
BR-SP070 BRANCO G
BR-SP071 BRANCO G
BR-SP(072 PRETO G
BR-SP073 BRANCO A
BR-SP074 BRANCO G
BR-SP076 BRANCO G
BR-SP077 BRANCO G
BR-SP(078 BRANCO G
BR-SP079 BRANCO G
BR-SP080 BRANCO G
BR-SP082 PRETO G
BR-SP083 PRETO G
BR-SP084 BRANCO G
BR-SP085 PRETO G
BR-SP086 BRANCO G
BR-SP087 BRANCO G
BR-SP089 PRETO G
BR-SP090 BRANCO G
BR-SP091 BRANCO G
BR-SP(092 BRANCO G
BR-SP09%4 PRETO G
BR-SP095 PRETO G
BR-SP098 BRANCO G
BR-SP099 BRANCO G
BR-SP100 BRANCO G
BR-SP101 BRANCO G
BR-SP102 PRETO A
BR-SP103 PRETO G
BR-SP106 BRANCO G
BR-SP109 BRANCO G
BR-SP110 PRETO G
BR-SP111 PRETO G
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Amostra Fenétipo SNP 3010
BR-SP113 BRANCO G
BR-SP114 BRANCO G
BR-SP117 PRETO G
BR-SP118 PRETO G
BR-SP119 BRANCO G
BR-SP121 PRETO G
BR-SP122 PRETO G
BR-SP123 PRETO G
BR-SP124 PRETO G
BR-SP125 BRANCO G
BR-SP126 PRETO G
BR-SP127 PRETO G
BR-SP128 PRETO A
BR-SP129 PRETO G
BR-SP130 PRETO G
BR-SP131 PRETO G
BR-SP132 PRETO G
BR-SP133 BRANCO G
BR-SP134 PRETO G
BR-SP136 PRETO G
BR-SP137 BRANCO G
BR-SP138 PRETO A
BR-SP139 PRETO G
BR-SP140 PRETO G
BR-SP142 BRANCO G
BR-SP143 BRANCO G
BR-SP145 PRETO G
BR-SP146 BRANCO G
BR-SP147 PRETO G
BR-SP148 BRANCO G
BR-SP149 BRANCO A
BR-SP150 BRANCO G
BR-SP151 BRANCO G
BR-SP152 BRANCO G
BR-SP154 PRETO G
BR-SP155 BRANCO G
BR-SP156 PRETO G
BR-SP157 BRANCO A
BR-SP158 BRANCO G
BR-SP159 PRETO G
BR-SP160 PRETO G
BR-SP161 BRANCO G
BR-SP162 BRANCO A
BR-SP163 BRANCO G
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Amostra Fenétipo SNP 3010
BR-SP165 BRANCO G
BR-SP166 PRETO G
BR-SP167 PRETO A
BR-SP168 BRANCO A
BR-SP169 PRETO A
BR-SP170 BRANCO G
BR-SP171 PRETO G
BR-SP172 BRANCO A
BR-SP173 BRANCO G
BR-SP174 BRANCO G
BR-SP177 BRANCO G
BR-SP178 BRANCO G
BR-SP180 PRETO G
BR-SP181 BRANCO G
BR-SP182 PRETO G
BR-SP183 BRANCO G
BR-SP184 BRANCO G
BR-SP185 BRANCO G
BR-SP186 PRETO G
BR-SP187 PRETO G
BR-SP189 PRETO G
BR-SP190 PRETO G
BR-SP192 BRANCO G
BR-SP193 BRANCO G
BR-SP194 BRANCO G
BR-SP195 PRETO G
BR-SP196 BRANCO G
BR-SP197 PRETO G
BR-SP199 PRETO G
BR-SP201 BRANCO G
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Tabela 14 — Resultado da analise dos 42 SNPs por SNaPshot e classificagdo em haplogrupos das 160 amostras.

2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra

C

BR-SP002

C
C

BR-SP004 HI*
BR-SP007
BR-SP008
BR-SP009
BR-SP010
BR-SP011

L3

X*

J
Un*

C

B
K

M*

BR-SP015
BR-SP016
BR-SP017
BR-SP018
BR-SP019
BR-SP020
BR-SP021

C

H3

L3

Ll

L1

L3

C
B

BR-SP022
BR-SP023

C

BR-SP024 LOa2

L2

BR-SP026
BR-SP027
BR-SP028

A

L3

B
L2

BR-SP029
BR-SP030
BR-SP032

L2

100



101

7256 9066 14766 769 14798 16362

12858 del8281 10400 10873 2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404

3915 2706 8697

Amostra

G
A
G
G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
G
?
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP002 G

G

BR-SP004 G

BR-SP007 G

G
G

BR-SP008
BR-SP009
BR-SP010 G

G

BR-SP011
BR-SP015 G

G

BR-SP016 A

G
G
G

BR-SP017
BR-SP018
BR-SP019
BR-SP020 G

G

BR-SP021
BR-SP022 G

G
G

BR-SP023
BR-SP024
BR-SP026 G

BR-SP027 G

G
G

BR-SP028
BR-SP029
BR-SP030 G

BR-SP032 G
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra

A

BR-SP034
BR-SP035
BR-SP036
BR-SP037
BR-SP038
BR-SP039
BR-SP040
BR-SP041
BR-SP042
BR-SP044
BR-SP045
BR-SP046
BR-SP047
BR-SP050
BR-SP051
BR-SP052
BR-SP053
BR-SP054
BR-SP057

C

HV

B

L3

C
H

L2

L2

C

H3

D
X2g
Jlc

C
C

Ll

C

BR-SP058 HI*
BR-SP059
BR-SP060
BR-SP061

C
C
B

BR-SP063
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2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404 7256 9066 14766 769 14798 16362

12858 del8281 10400 10873

3915 2706 8697

Amostra

G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G

BR-SP034 G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP035
BR-SP036
BR-SP037
BR-SP038
BR-SP039
BR-SP040
BR-SP041
BR-SP042
BR-SP044
BR-SP045
BR-SP046
BR-SP047
BR-SP050
BR-SP051
BR-SP052
BR-SP053
BR-SP054
BR-SP057
BR-SP058
BR-SP059
BR-SP060
BR-SP061
BR-SP063
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra
BR-SP064 T2
BR-SP065

C

K

C
C
C
C

BR-SP066 L3

BR-SP067 L3

A

BR-SP068
BR-SP070
BR-SP071

T*

A

BR-SP072 L3

C

BR-SP073 HI*

C
C
C
C
C
C
C
C
C

BR-SP074 U*

BR-SP076 L3

BR-SP077 L2

BR-SP078 L3

BR-SP079 L0Oa2

BR-SP080 L3

BR-SP082 L3

BR-SP083 L3

BR-SP084 L1
BR-SP085
BR-SP086
BR-SP087

B

C
K

C
C

BR-SP089 L3

A

BR-SP090
BR-SP091
BR-SP092

B
B

BR-SP094 L3

C
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12858 del8281 10400 10873 2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404 7256 9066 14766 769 14798 16362

3915 2706 8697

Amostra

G
G
G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP064 G

BR-SP065 G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP066
BR-SP067
BR-SP068
BR-SP070
BR-SP071
BR-SP072
BR-SP073
BR-SP074
BR-SP076
BR-SP077
BR-SP078
BR-SP079
BR-SP080
BR-SP082 G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP083
BR-SP084
BR-SP085
BR-SP086
BR-SP087
BR-SP089
BR-SP090
BR-SP091
BR-SP092
BR-SP094
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra
BR-SP095 L3
BR-SP098

C

B

C
C

BR-SP099 H*

BR-SP100 L3
BR-SP101
BR-SP102

B
D

C
C
C
C
C
C
C

BR-SP103 L3
BR-SP106
BR-SP109

B

T2

BR-SP110 L4
BR-SPI111

L3

BR-SPI112 L2

BR-SP113 L3
BR-SP114

V

C
C
C
C
C

BR-SP117 L2
BR-SP118

A

BR-SPI119 H*
BR-SPI121

L3

BR-SP122 L*
BR-SP123

A

C

BR-SPI124 L1
BR-SP125

A

C

BR-SP126 L3
BR-SP127

C

C
C

BR-SPI128 HI*

BR-SPI129 L2
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3915 2706 8697 12858 del8281 10400 10873 2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404 7256 9066 14766 769 14798 16362

Amostra

G
G
A
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
?
G
G
A
G

BR-SP095 G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SP098
BR-SP099
BR-SP100
BR-SP101
BR-SP102
BR-SP103
BR-SP106
BR-SP109
BR-SPI110
BR-SPI111
BR-SPI124 G

BR-SPI112
BR-SPI113
BR-SPI114
BR-SP117

BR-SP118
BR-SPI119
BR-SPI121
BR-SP122
BR-SP123

BR-SPI25 G

G
G
G
G

BR-SP126
BR-SP127
BR-SPI128
BR-SPI129
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra
BR-SPI30 L*
BR-SP131

C
C
C

L2

BR-SPI132 L2
BR-SPI133
BR-SP134
BR-SPI136
BR-SP137

A

C
C

c
C

A

BR-SPI138 HI*

C
C

BR-SP139 L3
BR-SP140
BR-SPI142

C
H*

BR-SPI143 L0

C
C
C
C
C
C
C
C

BR-SP145 L2

BR-SP146 H3

BR-SP147 L3

BR-SPI148 H*

BR-SP149 HI*

BR-SPI150 H*
BR-SPI51
BR-SPI152

K

C
C

T*

BR-SP154 Un*
BR-SPI155

C

C
C
C

BR-SP156 J*

BR-SP157 Jlc
BR-SP158

C
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12858 del8281 10400 10873 2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404 7256 9066 14766 769 14798 16362

3915 2706 8697

Amostra
BR-SP130
BR-SP131
BR-SP132
BR-SP133

G
G
G
G
G
G
G
A
G
G
A
G
G
?
G
A
A
A
G
G
G
G
G
G
G

G
G
G
G

BR-SPI34 G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

BR-SPI136
BR-SP137
BR-SPI138
BR-SPI139
BR-SP140
BR-SPI142
BR-SP143
BR-SP145
BR-SP146
BR-SP147
BR-SP148
BR-SPI149
BR-SPI150
BR-SPI151
BR-SP152
BR-SPI154 G

G
G
G
G

BR-SPI155
BR-SP156
BR-SP157
BR-SP158
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra
BR-SP159 L3

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

BR-SP160 L2
BR-SP161
BR-SP162

L3

HI*

BR-SP163 L2

BR-SP164 L4

BR-SP165 L0

BR-SP166 H3

BR-SP167 L2

BR-SP168 HI*

BR-SP169 L2

BR-SP170 M*
BR-SP171

B

C
C
C
C
C
C
C

BR-SP172 Jlc

BR-SP173 L0a2

BR-SP174 H6

BR-SP177 H*

BR-SP178 L2

BR-SP180 L2

BR-SP181 H*
BR-SP182

C

C
C

BR-SP183 Un*

BR-SP184 L1
BR-SP185

w

C

BR-SP186 L2
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12858 del8281 10400 10873 2416 7028 1736 5004 6365 6392 5442 7055 8404 7256 9066 14766 769 14798 16362

3915 2706 8697

Amostra
BR-SP159
BR-SP160
BR-SP161
BR-SP162
BR-SP163
BR-SP164
BR-SP165
BR-SP166
BR-SP167
BR-SP168
BR-SP169
BR-SP170
BR-SP171

G
G
G
A
G
G
G
A
G
A
G
G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
A
G
G
G
G
G
G

BR-SP184 G

G

BR-SP172
BR-SP173
BR-SP174
BR-SP177

A

G
G
A
G
G
G
G
G

BR-SP178
BR-SP180
BR-SP181
BR-SP182
BR-SP183

G
G

BR-SP185
BR-SP186
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2772 16519 15904 8251 9055 13708 4580 3010 12372 1719 15607 11812 13263 6776 11251 1811 12705 14470 709 4883

HG

Amostra
BR-SP187 L*

C
C
C

L1

BR-SP189
BR-SP190 L2

B
L2

BR-SP192
BR-SP193
BR-SP194 H*

C
C
C
C

BR-SP195 L3

C
A

LO

BR-SP196
BR-SP197
BR-SP199
BR-SP201

C

B
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