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RESUMO

A identificagcdo humana por meio da analise de DNA utiliza o perfil genético
de um individuo baseado na combinacdo de diversos marcadores que sao
herdados de seus progenitores. Esses marcadores sao diferencas nas
sequéncias de DNA nuclear entre os individuos (polimorfismos). Em alguns
casos, entretanto, a analise do DNA nuclear ndo pode ser aplicada. Isso ocorre
quando o DNA da amostra apresenta-s e degradado, ou em casos onde o
material biolégico apresenta pouco ou nenhum DNA nuclear. Nestes casos, a
analise do DNA mitocondrial (DNA mt) é o método de escolha.

Este trabalho teve como objetivo analisar os polimorfismos presentes no
DNA mt em 100 individuos nascidos e residentes no estado do Espirito Santo-
Brasil, para utilizacdo na identificagdo humana. Para tanto, utilizou-se a técnica de
reacao de sequenciamento, e com os resultados obtidos foi possivel realizar os
calculos dos parametros estatisticos forenses e classificar as amostras em seus
respectivos haplogrupos, o que permitiu determinar a origem matrilinear das
amostras analisadas.

De um total de 100 amostras, 94 haplétipos diferentes foram encontrados, e
a probabilidade de encontrarmos dois individuos ndo relacionados com perfis
idénticos nas amostras analisadas (probabilidade de semelhancga) foi de 1,14% e
a diversidade haplotipica calculada foi de 0,9986 +/- 0,0017, para toda a regiao
hipervariavel do DNA mt (desconsiderando as regides poli-C presentes nas
posicbes 16193, 309 e 573). A populagdo estudada foi classificada, conforme

origem, em: 43% africana, 33% europeia e 23% nativo-americana e 1% asiatica.



Os resultados obtidos neste trabalho poderao ser utilizados, posteriormente,
para auxiliar na elucidagao de casos forenses pela policia cientifica, difundindo a
analise do DNA mt no contexto brasileiro. A classificagdo filogenética podera
futuramente dar suporte para a criagdo de um banco de dados brasileiro,
permitindo o estudo da composicdo genética matrilinear de nossa populagao e

fortalecendo geneticamente os fatos histéricos de colonizagdo em nosso pais.

Palavras-chave: DNA Mitocondrial. Regido Hipervariavel. Haplogrupos. Espirito

Santo- Brasil.



ABSTRACT

Human identification through DNA analysis uses the genetic profile of an
individual based on a combination of several markers that are inherited from
ancestors. These markers are differences in the nuclear DNA sequences between
individuals (polymorphisms). In some cases, however, nuclear DNA analysis
cannot be applied. This occurs when DNA sample has been degraded, or in cases
where the biological material presents little or no nuclear DNA. In these cases,
mitochondrial DNA (mtDNA) analysis is the method of choice.

This study aimed to analyze DNA mt polymorphisms in 100 subjects born
and residing in the state of Espirito Santo, Brazil, to be used in human
identification. This study was based on analysis of polymorphisms in mtDNA
hypervariable region using DNA sequencing technique. With the results of the
analyzes it was possible to perform the calculation of statistical parameters
forensic and classify the samples into their respective haplogroups. The
classification allowed determining the matrilineal origin of the samples.

Among 100 samples, 94 different haplotypes were found, and the probability
that two unrelated individuals found with identical profiles in the samples (random
match probability) was 1.14% and haplotype diversity calculated was 0.9986 + / -
0.0017, for the entire hypervariable region of mtDNA (excluding the poly-C regions
present at positions 16,193, 309 and 573). The population studied was classified,
based on origin, in: 43% of African, 33% of European, 23% Native American and

1% Asian.



The results obtained in this study may be used later to assist in the
elucidation of cases by the forensic science police, spreading the mtDNA analysis
in the Brazilian context. The phylogenetic classification can support, in a future, to
create a database allowing the study of matrilineal genetic composition of our

population, strengthening genetically historical facts of colonization in our country.

Keywords: Mitochondrial DNA. Hypervariable region. Haplogroups. Espirito Santo,

Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1. As mitocondrias e o DNA mitocondrial

As mitocdndrias sdo organelas intracelulares de dupla membrana presentes
em todas as células nucleadas de mamiferos (BANDELT et al., 2006). Estas
organelas, geralmente numerosas, sédo o centro de produgdo de energia nas
células (HERMANN et al., 1998; BUDOWLE et al., 2003), possuindo um genoma
extracromossdmico separado e distinto do genoma nuclear, o DNA mitocondrial
(DNA mt) (BUDOWLE et al.,, 2003). Na maioria das células humanas, as
mitocdndrias contém 1.000-10.000 cépias deste genoma (Figura 1)
apresentando-se como uma dupla fita circular (HOONG; LEK, 2005), sendo uma
das fitas rica em purinas (denominada fita-pesada) e a outra rica em pirimidinas
(denominada fita-leve) (BUDOWLE et al.,, 2003). O DNA mt contém 37 genes,
todos envolvidos na produgdo de energia e no estoque de ATP (Trifosfato de
Adenosina) na célula. Treze desses genes codificam proteinas diretamente
envolvidas na fosforilagdo oxidativa, o restante dos genes codificam RNAs
transportadores (22 genes) e RNAs ribossomais (2 genes) (BUDOWLE et al.,
2003; PAKENDORF; STONEKING, 2005; LEE; JOHNSON, 2006) (Figura 1). O
genoma mitocondrial € composto de duas regides, classificadas como
codificadora e a n&o-codificadora. A regido codificadora, que contém os genes
responsaveis pela expressao de proteinas, apresenta uma menor taxa de
mutagbes quando comparada a n&o-codificadora. A regido néo-codificadora

controla a replicacao e transcricdo do DNA mt possuindo uma alta taxa evolutiva
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(substituicbes de base). Essas mutagdes ocorrem devido a baixa fidelidade da
DNA polimerase mitocondrial e a auséncia do mecanismo de reparo no DNA mt, o
que permitiu calcular a fidelidade média completa de polimerizacdo de um erro a
cada 440.000 bases incorporadas (LEE; JOHNSON, 2006). O DNA mt evolui pelo
acumulo de mutag¢des nas linhagens maternas (BROWN et al, 1979), e acredita-
se fixar novas mutagdes dez vezes mais rapido do que o DNA nuclear (WALLACE
et al.,, 1987). O DNA mt, além de ser considerado uma molécula com fungao vital
na célula, esta sujeito a processos biolégicos que influenciam histéria evolutiva
(BANDELT, 2006), e a rapida mudanca evolutiva permite que antropdlogos
moleculares usem o DNA mt para estudos de divergéncia genética das

populagdes humanas.

Figura 1 — DNA mitocondrial.

\_.(iontrol region (D-IooB_)_,_ 22 tRNAs
- . 2rRNAs
1‘_\‘ ‘QIH ’,:'T: 125 13 genes

4 IRNA

16S
rRNA

“16,569" bp  ©
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ND4 L’/\ NA

Q{
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Fonte: BUTLER, J. M. Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology. Elsevier

Academic Press, 2011.
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A sequéncia completa do genoma mitocondrial humano, contendo 16.569
pares de base (pb), foi determinada em 1981 por Anderson e colaboradores. Por
muitos anos, esta sequéncia (GenBank: M63933) conhecida como Cambridge
Reference Sequence (CRS) foi utilizada como referéncia para comparagao de
novas sequéncias descobertas. Em 1999, a CRS foi revisada e reanalisada por
Andrews e colaboradores, e constatou-se que ela continha onze erros, os quais
incluiam um par de bases extra na posicao 3107 (essa base extra era a adicao de
uma citosina (C) na posi¢ao 3106, que foi constada como sendo um erro na fita
revisada e com isso a nova sequéncia do DNA mt seria formada de 16568 pb) e
atribuicbes incorretas de pares de bases individuais (BUTLER, 2011). A
sequéncia original foi corrigida e modificada por Andrews e colaboradores, e
denominada revised Cambridge Reference Sequence (rCRS), sendo mantida a
numeracgao original de 16569 pb mas com uma delegdo na sequéncia na posigao
3107 para servir como suporte no lugar. Atualmente, a rCRS (GenBank:
NC_012920) é aceita como referéncia para comparagcdo de outras sequéncias
(ANDREWS et al., 1999; BUTLER, 2011).

O DNA mt representa de 1 a 2% do DNA nuclear na célula. Sua composicao
quimica nao difere em nada da composi¢cdao do DNA nuclear, entretanto, ele
possui um codigo genético préprio. O genoma mitocondrial € hapldéide devido sua
herangca estritamente materna, por isso, ndo é submetido a processos de
recombinacdo. Uma das caracteristicas de interesse € o seu carater monoclonal,
ou seja, todo o DNA mt de um individuo apresenta a mesma sequéncia. A
natureza hapléide e monoclonal simplificam a interpretacdo dos resultados no

sequenciamento do DNA mt (BUDOWLE et al., 2003). A transmissao matrilinear
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permite investigar relagdes de parentesco nesta linhagem, utilizando-se do
conjunto de posi¢cdes variaveis em relagdo a uma sequéncia de referéncia. Este
conjunto de diferengas € denominado haplétipo (ALVES el al., 2005). Embora a
maioria dos individuos sejam homoplasmicos (apresentando um unico tipo de
DNA mt), uma condigdo chamada de heteroplasmia pode existir; isso ocorre
quando uma mesma pessoa apresenta mais de um tipo de DNA mt (COMAS et
al., 1995; BUDOWLE et al., 2003). A heteroplasmia pode apresentar-se de duas
formas: (1) heteroplasmia de sequéncia, quando os diferentes tipos de DNA mt
diferem em apenas um nucleotideo; (2) heteroplasmia de comprimento, quando
ocorre a delecdo ou insergcdo de uma citosina em regides contendo repeticdes
mononucleotidicas (regides homopoliméricas, conhecidas como regides poli-C). A
heteroplasmia de sequéncia é a forma mais rara, podendo facilitar e identificagao
e diferenciacdo do individuo que a possui. A heteroplasmia de comprimento é
mais comum, possui uma menor especificidade populacional (PANETO, 2010).
Em ambos os casos, uma analise cuidadosa e comparagdes diretas entre
multiplas amostras e uma amostra questionada deve, na maioria dos casos,
diminuir a dificuldade de interpretacao (CARRACEDO et al., 2000; BUDOWLE et

al., 2003).

1.2. Regiéo hipervariavel do DNA mitocondrial

O DNA mt é dividido em duas regides: codificadora e nado-codificadora. A

regido nao-codificadora, formada por aproximadamente 1200 pb de comprimento

(VANECEK; VOREL; SIP, 2004), é altamente polimorfica sendo utilizada para o
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propdsito da genética forense. Esta regido pode ser denominada de diferentes
formas: Regido Controle, D-loop e Hipervariavel. A denominagdao de regido
Controle refere-se ao fato desta regido conter o sinal que controla a sintese de
RNA e DNA. D-loop refere-se ao fato de que na fase inicial de replicagao, quando
a nova fita recém-sintetizada se desprende da fita molde forma-se uma “bolha” ou
“loop” (PANETO, 2006). Esta mesma sequéncia também é conhecida como
regiao Hipervariavel por acumular mutagcbes pontuais aproximadamente dez
vezes mais comuns do que o DNA nuclear (BUDOWLE et al., 2003), e
quando comparada com o genoma nuclear, possui uma alta taxa evolutiva. Sendo
assim, o estudo do DNA mt com base na analise de seus polimorfismos tem sido
muito utilizado em estudos evolutivos para a investigacdo de linhagens
matrilineares antigas.

A regiao Controle do DNA mt inclui trés sub-regides denominadas: HV1
(posicao 16.024 - 16.365, formada por 342 pb), HV2 (posi¢cao 73 -340, formada
por 268 pb), e HV3 (posicao 438 — 574, formada por 137 pb). Sendo a ultima
regiao, HV3, um segmento que pode apresentar um tamanho variavel de pares de
base, pelo fato de conter repeticbes dinucleotidicas “CA” e o numero de
repeticdes podem variar de um individuo para outro (LUTZ et al., 2000; VANECEK
et al., 2004). Entre essas regides existem duas outras denominadas inter-regides,
sendo a primeira entre HV1 e HV2 (posi¢cado 16365 a 73), e a segunda entre HV2
e HV3 (posicao 340 a 438) (Figura 2). Um estudo realizado LUTZ et al., 2000
comprova que as inter-regides apresentam um baixo numero de polimorfismos

quando comparada as regides hipervariaveis.
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Figura 2 — Esquema da Regido Controle, Hipervariavel ou D-loop do DNA

mitocondrial;

16024 342pb 4365 1 73 2680b 340 4387Pb 574
HV1 HV2 _ Hv3 |
16024 Control region (D-loop) 376

Fonte: BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing. London: Elsevier Academic Press, 2011.

As duas primeiras regides (HV1 e HV2) sao utilizadas na rotina forense, a
terceira regido, entretanto, vem sendo explorada nos ultimos anos (BINI et al.,
2003; VANECEK; VOREL; SIP, 2004; 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). Essas
caracteristicas fazem com que o sequenciamento completo da regido Controle (D-
loop ou Hipervariavel) do DNA mt seja mais adequado, tanto para testes de
identidade forense como para estudos evolucionarios (BAASNER et al., 1998).

Com o objetivo de obter informacgdes adicionais, ou seja, aumentar o grau de
discriminagdo do DNA mt, estudos recentes sugerem a tipagem adicional de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) em outras regides do DNA mt nos
casos em que nao € possivel diferenciar os individuos apenas pela regido
hipervariavel (FINNILA et al., 2000; COBLE et al., 2004, PANETO, 2010). Para a
finalidade de estudos da evolugdo humana, o estudo de SNPs na regido
codificadora também parece ser adequado, isso porque a taxa de mutagao

elevada no DNA mt na regido nao-codificadora pode apresentar substituicdes
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complicadas, o que pode dificultar a analise filogenética. Recentemente, SNPs
localizados na regido codificadora do DNA mt tornou-se um ponto de acesso
(“hotspot”) em diversos estudos (HUANG et al., 2010). Muitas tecnologias de alta
capacidade estdao agora disponiveis para genotipagem de SNPs (SOBRINO;
BRION; CARRACEDO, 2005), e um exemplo de uma técnica que esta sendo

muito utilizada é o SNaPshot (UMETSU; YUASA, 2005).

1.3. Utilizacdo do DNA mitocondrial como marcador genético forense

O perfil genético de um individuo, utilizado na identificagdo humana, é
baseado na combinacdo de diversos marcadores que sao herdados de seus
progenitores. Esses marcadores sao geralmente diferengcas nas sequéncias de
DNA nuclear entre os individuos (polimorfismos) (PANETO, 2010).

A tecnologia mais recente, utilizada na area de identificagdo humana,
consiste na amplificagcado de regides Short Tandem Repeats (STRs), pela reagéo
de Polymerase Chain Reaction (PCR), um processo in vitro que aumenta a
quantidade de um fragmento pequeno de DNA previamente selecionado
(MULLIS; FALOONA, 1987). A andlise de STRs do DNA nuclear é utilizada como
método padrdo na identificagdo humana devido a grande capacidade de
discriminagao entre os individuos. Em alguns casos, entretanto, a analise dos
STRs nucleares pode nao ser bem sucedida. Isso ocorre quando o DNA da
amostra apresenta-se degradado, ou ainda em situagbes onde o material
biolégico apresenta pouco ou nenhum DNA nuclear (SALAS; LAREU;

CARRACEDO, 2001; TSUTSUMI et al.,, 2006). Nestes casos, uma das
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alternativas, é a analise do DNA mitocondrial. Assim, o DNA mt é utilizado na
rotina forense para analisar ossos, dentes, fios de cabelos e outras amostras
biolégicas nas quais o conteudo de DNA nuclear € pequeno ou encontra-se
degradado (BUDOWLE et al., 2003). A utilidade, aplicacédo e validagdo da
utilizacdo do DNA mt na analise forense estdo bem documentadas (GINTHER et
al., 1992; WILSON et al., 1995; IMAIZUMI et al., 2005). Alguns fatos importantes
comprovam como a analise do DNA mt é de grande importancia no contexto
forense, sendo esta a primeira ferramenta utilizada na identificacdo de ossadas de
soldados americanos que lutaram na Guerra do Vietham (HOLLAND; FISHER,;
MITCHELL, 1993) e na identificagcdo das vitimas da tragédia de 11 de setembro
de 2001 no World Trade Center (EUA). Outro exemplo interessante da utilizagéo
do DNA mitocondrial foi realizado na década de 1990, em um estudo de
parentesco, no qual cientistas americanos foram convidados a examinar 0ssos e
dentes de oito esqueletos de uma cova na Sibéria, onde acreditava-se estar
enterrada a familia real russa Romanov, executados pelos bolcheviques. Neste
caso, os resultados do sequenciamento do DNA mt elucidou que havia vinculo

genético entre as ossadas (FARAH, 2007).

1.4. Utilizacdo do DNA mitocondrial em estudos da evolu¢gdo humana

Além da sua utilizacdo na rotina forense para identificagcdo de um individuo,
o DNA mt passou a ser utilizado, nos ultimos anos, com outra finalidade: o estudo
da evolugao humana (SILVA; BORTOLINI; SCHNEIDER, 2006). O DNA mt possui

varias propriedades que o torna uma molécula util para inferir a estrutura genética
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na histéria evolutiva das populagées humanas (STONEKING et al., 1989). Em
primeiro lugar, o DNA mt é analisado por causa do elevado numero de cépias por
célula e também pela sua localizagdo em uma organela citoplasmatica. Em
segundo lugar, o DNA mt é hapléide apresentando uma heranga estritamente
materna (HUTCHINSON et al., 1974; GILES et al., 1980; LUTZ et al., 2000; PENA
et al., 2000) o que leva a importantes consequéncias: (1) as arvores genéticas
que relacionam os diferentes tipos de DNA mt podem ser interpretadas como
genealogias, refletindo a histéria materna de uma populagao ou espécie (WILSON
et al., 1985; AVISE, 1986; VAN OVEN; KAYSER, 2008); (2) o tamanho efetivo do
genoma mitocondrial € cerca de um quarto do genoma nuclear (BIRKY;
MARUYAMA; FUERST, 1983), levando a uma maior taxa de diferenciag¢ao local
do DNA mt por deriva genética (STONEKING et al., 1989); (3) o DNA mt evolui
cinco a dez vezes mais rapido do que o DNA nuclear, com mutagdes
acumulativas (BROWN; GEORGE; WILSON, 1979; BROWN et al.,, 1982;
WILSON et al., 1989). Esta rapida evolugao das sequéncias do DNA mt significa
que a diferenciacdo populacional sera acelerada, aumentando ainda mais a
utilidade do DNA mt em estudar populagdes estritamente relacionadas
(STONEKING et al., 1989); (4) a disponibilidade da sequéncia completa de um
individuo (ANDERSON et al., 1981) permite a comparagdao dos padrées de
fragmentos observados com padrées de fragmentos esperados a partir da
sequéncia completa (ANDERSON et al.,, 1981) e assim, a localizagdao da
substituicdo de nucleotideos responsaveis pelos sitios de restricdo polimorficos
podem ser na maioria das vezes precisamente deduzido (CANN; BROWN;

WILSON, 1984; STONEKING; BHATIA; WILSON, 1986). Atualmente, é possivel
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mapear centenas de sitios polimérficos do DNA mt, permitindo que muitos tipos
de DNA mt possam ser distinguidos (STONEKING et al., 1989).

Desde o primeiro estudo aprofundado da variagdo da evolugdo humana pela
analise do DNA mt, ha aproximadamente 30 anos (BROWN; GEORGE; WILSON,
1979), este tipo de analise tornou-se amplamente utilizada em estudos da
evolucdo humana, migracdes e na formacgao da histéria de diversas populacdes
(PAKENDORF; STONEKING, 2005). A utilizagdo do DNA mt como ferramenta
para investigagdes desta natureza surgiu com os estudos pioneiros do grupo
liderado por Allan Wilson nos anos 80 (WILSON et al., 1985; CANN et al., 1987,
VIGILANT et al., 1991). Estes e outros pesquisadores demonstraram que varios
parametros de interesse para o resgate de nossa historia evolutiva, demografica e
migratoria poderiam ser obtidos de forma consistente através de marcadores de
linhagens, neste caso em particular com o uso do DNA mitocondrial
(GUERREIRO, 2007).

Nao ha duvida de que analise do DNA mt é aceita como ferramenta tanto
para analises forenses quanto para estudos genéticos evolutivos. No entanto, é
preciso um conhecimento aprofundado das varias caracteristicas do DNA mt, a
fim de analisar e interpretar corretamente os resultados. Estes incluem questdes
como nomenclaturas, referéncias de bancos de dados de diversas populacoes,
heteroplasmias e recombinacgdes artificiais (BUDOWLE et al., 2003). Os erros
mais comuns sado a recombinacao artificial de haplétipos de HV1 e HV2, em que
os haplétipos sdo construidos pelo sequenciamento das regides dessas regides
hipervariaveis do DNA mt especificamente para o banco de dados ou através da

coleta de sequéncias publicada na literatura, sdo erros inerentes a quimica do



26

sequenciamento de DNA (ALVES el al., 2005). A forma correta de interpretar um
resultado de DNA mt ainda ndo foi padronizada, existindo apenas
recomendagdes, como por exemplo o adotado pelo Federal Bureau of
Investigation - FBI (SWGDAM, 2003) ou as publicadas pelo GHEP-ISFG, Grupo
de Habla Espafola y de la Portuguesa (http://www.gep-isfg.org). Muitos
laboratérios ndo adotam as regras sugeridas pelo FBI por considerarem regras
simplistas, pois elas ndo levam em consideragcao a taxa de mutagao de cada

posicao nucleotidica e de cada tecido (PRIETO et al., 2008; PANETO, 2010).

1.5. Exames Forenses e Analise Filogenética do DNA mitocondrial

A maior parte da variacdo de sequéncia entre individuos é encontrada dentro
de dois segmentos especificos da regido controle: HV1 e HV2 (BUDOWLE et al.,
2003). Por esse motivo, o sequenciamento de nucleotideos dessas duas regides
hipervariaveis na origem de replicagdo do DNA mt sdo amplamente utilizados na
rotina forense para analise do DNA mt (HUANG et al., 2010). Essa identificagao
baseia-se na identificagcdo dos polimorfismos presentes nesses segmentos
(SNPs, insergcbes e delegdes/indels) (BUDOWLE et al., 2003). No entanto, tais
regides fornecem um limitado poder de discriminagdo em um contexto forense
(HUANG et al., 2010). A adigdo de HV3 e das regides intermediarias (analise de
toda regido hipervariavel), apesar de n&o incrementarem tanto a diversidade
haplotipica, adicionam informacées complementares que podem ser importantes
na solucdo de casos forenses, e principalmente em estudos de frequéncia

populacional. Por esse motivo, atualmente recomenda-se sequenciar toda a
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regidao controle do DNA mt. Um estudo realizado por LUTZ et al. (2000) mostrou
que, em determinados casos, onde nao se €& possivel determinar a origem
matrilinear de um individuo apenas pela analise de HV1 e HV2, faz-se necessario

a adicao de HV3.

1.6. Classificagdo em Haplogrupos

As posi¢des de nucleotideos (sitios) do genoma mitocondrial humano sao
numeradas de 1 a 16.569, de acordo com a revised Cambridge Reference
Sequence (rCRS) (ANDERSON et al., 1981; ANDREWS et a.l, 1999). Detectados
os polimorfismos, estes sdao entdo marcados como diferengas ("mutacdes")
quando comparados com a rCRS. Alguns sitios individuais sdo considerados
“hotspots” mutacionais, ocorrendo com uma maior frequéncia (por exemplo, as
posicoes 146, 150, 152, 195, 16189 e 16311 e 16362 e 16519), enquanto outros
parecem relativamente estaveis (por exemplo, posi¢cdes 477, 493, 16108, 16219)
(VAN OVEN; KAYSER, 2008). A maior taxa de mutagdo na regiao controle do
DNA mt, relativamente rica em variagado da sequéncia, € de grande interesse para
pesquisadores na classificagdo em haplogrupos.

O termo “haplogrupo” refere-se ao conjunto de haplétipos derivados por
descendéncia da mesma molécula ancestral, possuindo o mesmo padrao basal
de mutagdes. Os haplogrupos sao definidos por motivos, constituidos de
nucleotideos particulares presentes nas regides nao-codificadora e codificadora

do DNA mt (UMETSU; YUASA, 2005). Determinar a relagdo entre haplétipos e
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haplogrupos do DNA mt humano fornece informagdes mais detalhadas sobre a
estrutura da variagdo genética humana (BUDOWLE et al., 2003).

Com base nas tentativas de aproximacdo para desvendar a historia da
linhagem do DNA mt, a abordagem baseada nos haplogrupos tenta estudar a pré-
historia das populagbes individuais, de regides geograficas, ou das migragdes
populacionais usando grupos populacionais humanos como unidade de estudo e
a aplicacao de métodos de genética populacional de dados (PAKENDOREF;
STONEKING, 2005).

A classificacdo em haplogrupos do DNA mt pelo estudo de SNPs da regiao
codificadora também € util para a area forense. A classificagdo filogenética da
suporte ao banco de dados permitindo a detecgao de incoeréncias nos resultados
(BANDELT et al.; 2006; PEREIRA et al., 2000). Além disso, essa classificagao
permite o estudo da composicdo genética matrilinea de nossa populacéo,
fortalecendo geneticamente os fatos historicos de colonizagdo em nosso pais
(ALVES-SILVA et al., 2000).

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-americano em quatro grupos basais (A, B, C, D) baseados
na analise de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). Haplogrupos
posteriormente detectados foram designados usando outras letras do alfabeto.
Subgrupos dentro de um haplogrupo, sub-haplogrupos, séo designados por
nuameros, como por exemplo L1 e L2, pertencentes ao haplogrupo L. A
nomenclatura para os sub-agrupamentos adicionais segue a alternativa letra-

numero-letra, em ordem crescente alfabética e numérica a partir do ultimo grupo
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publicado, como por exemplo L1c. O simbolo “asterisco” € utilizado para denotar
membros de um haplogrupo que nao pertencem a nenhum dos sub-haplogrupos
ja denominados, por exemplo, HV* apresenta polimorfismos que ndo permitem
classifica-lo nem como HV1, RO ou qualquer um dos sub-haplogrupos de H
(BANDELT et al., 2006). Atualmente, essa nomenclatura é baseada na analise
conjunta de polimorfismos da regido controle (HV1, principalmente) e
polimorfismos da regido codificadora.

A fim de facilitar a utilizagcdo da variagcdo global dos haplogrupos
classificados por meio do DNA mt humano foi construida uma abrangente e
atualizada arvore filogenética mitocondrial (Figura 3), com base em mutagbes
presentes nas regides nao-codificadora e codificadora (as mutagdes 309.1C,
315.1C, AC indels em 515-522, 16182C, 16183C, 16193.1C e 16519C néo foram
consideradas para a construgao filogenética e, portanto, sdo excluidas da arvore).
Esta arvore completa inclui tanto haplogrupos publicados anteriormente, como
recém-identificados, sendo facilmente navegavel e atualizada regularmente
(disponivel online http://www.phylotree.org) (Figura 3) (VAN OVEN; KAYSER,
2008). A importancia de uma filogenia global detalhada do DNA mt foi abordada
por diversos autores (RICHARDS, 2004; BANDELT et al., 2005, 2006; KIVISILD
et al., 2006; KONG et al., 2006; TORRONI et al., 2006; SALAS et al., 2007; VAN

OVEN; KAYSER, 2008).
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Figura 3 — Arvore Filogenética Simplificada do DNA mitocondrial

mt-MRCA
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Fonte: http://www.phylotree.org/tree/main.htm. Acesso em: dezembro 2012.

Supbe-se que todos os tipos de DNA mt da espécie humana possuem um
unico ancestral matrilinear comum que viveu a cerca de 200.000 anos atras na
Africa (na figura 3 é representado por mt-MRCA) (MACAULAY, et al., 2005;
MISHMAR, et al., 2003; BEHAR, et al., 2008). Assim, as variagdes da sequéncia
do DNA mt evoluiram como um resultado da acumulacao sequencial de mutagdes
ao longo de linhagens herdadas maternalmente, que podem ser representadas
em uma arvore, refletindo as relagdes filogenéticas de variantes de DNA mt
conhecidas (VAN OVEN; KAYSER, 2008). Os haplogrupos L s&o especificos,
indicando a origem africana dos seres humanos, classificados com base em
dados genéticos em estudos de fésseis. O haplogrupo L3 deu origem aos
macrohaplogrupos M, N e R (o ultimo € um subclado de N) (PAKENDOREF;
STONEKING, 2005; VAN OVEN; KAYSER, 2008), que abrangem toda a variagao
observada fora da Africa. A nomenclatura evoluiu de tal modo que, os

haplogrupos representados pelas letras C, E, G, Q e Z designam linhagens
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pertencentes a M*; os haplogrupos A, I, O, S, W, X e Y séo de linhagens dentro
do haplogrupo N*; B, F, J, P e T designam linhagens dentro do haplogrupo R; HV,
H e V designam linhagens pertencentes a RO e K designa de uma linhagem
pertencente a U (Figura 3).

Os haplogrupos sao continental ou etnicamente especificos (RICHARDS et
al., 2000). Sete deles (LO, L1, L2, L3, L4, L5, L6) formam as linhagens africanas
(VAN OVEN; KAYSER, 2008; 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-asiatico (MACAULAY et al., 1999; TORRONI et al., 1994;
FINNILA et al., 2001). Os haplogrupos A, B, C, D, E, F, G e 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) (Figura 4).

Figura 4 — Migracdes e variagdes dos haplogrupos classificados a partir do
DNA mitocondrial.

MIGRA! :S E VARIACOES DOS HAPLOGRUPOS mitDNA
www.dnar stercom

Fonte: www.dnaroottester.com. Acesso em: agosto de 2012.
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1.7. Banco de Dados

A criagdo de banco de dados de DNA mt para estimar a frequéncia dos
haplétipos em determinada populagédo € indispensavel para permitir sua
utilizacdo. Entretanto, por estar sujeito a varios tipos de erros, principalmente
humanos (na leitura e digitagcdo de dados, por exemplo), existe a necessidade de
estabelecer regras de controle de qualidade tanto na geracao de resultados como
na compilagdo dos mesmos (PANETO, 2010). Atualmente, existem algumas
ferramentas que podem ser utilizados para evitar que esses erros humanos sejam
cometidos — ex. MITOMAP (mtDNA Control Region Sequence Polimorphisms -
http://mitomap.org/MITOMAP) e IAN LOGAN (http://www.ianlogan.co.uk/mtDNA.htm) , 0s
quais permitem comparar se todos os polimorfismo encontrados ja foram
descritos na literatura.

Diversos pesquisadores geraram milhares de bases de dados de genomas
mitocondriais completos de seres humanos de todos os continentes, bem como
uma nomenclatura detalhada dos tipos de DNA mt ou haplogrupos em todo o
mundo, e uma enorme arvore filogenética dos haplogrupos observados, sub-
haplogrupos e macrohaplogroups (BANDELT, 2006). No campo da identificagdo
humana, as revistas cientificas de maior impacto ja exigem que os dados de
trabalhos, envolvendo analises de DNA mt e outros tipos de analises gerado por
pesquisadores, sejam adicionadas a bancos de dados para que ser possam
publicados. Um exemplo de banco de dados que esta sendo desenvolvido com
rigorosos parametros de qualidade é o banco de dados mundial EMPOP

(PARSON; DUR, 2007). A padronizagdo da geracdo, analise e transferéncia de
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dados, além do uso de softwares que permitem a visualizagdo de dados,
interpretacdo e detecgdo de erros, garantem a qualidade dos resultados

(PARSON; BANDELT, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

Poucos laboratérios dispdem do know-how necessario para analise e
interpretacdo dos resultados do DNA mt, por esse motivo a sua utilizagdo em
casos forenses no Brasil é restrita. Por essa razdo e visto que existem poucos
dados sobre a frequéncia dos haplétipos do DNA mt na populacao brasileira, faz-
se necessario um estudo dessa natureza com a geracao de resultados de alta
qualidade para que sejam organizados bancos de dados com frequéncias da
nossa populacdo, o que viabilizara sua aplicacdo no contexto forense brasileiro,
assemelhando-se ao que vem sendo feito internacionalmente. Existem,
atualmente, algumas publica¢des e trabalhos com DNA mt em algumas regides
do Brasil: na regido Nordeste (estado de Alagoas) (BARBOSA et al, 2008), no
Norte do pais (estado do Para) (FEIO-DOS-SANTOS et al, 2006), no Sul (estado
de Santa Catarina) (PALENCIA et al, 2010) e na regido Sudeste (estado de Sao
Paulo) (PANETO, 2010). A maioria dos trabalhos relacionados com a analise da
regiao controle do DNA mt, realisam o sequenciamento somente da regiao HV1,
pelo fato desta ser a mais polimérfica e apresentar uma maior diversidade
haplotipica quando compara as demais regioes.

A escolha do projeto de analise de polimorfismos da regido controle do DNA
mt em individuos nascidos e residentes no Espirito Santo - Brasil, ocorreu pela
auséncia de dados relatados na literatura sobre as frequéncias haplotipicas do
DNA mt nesta populagdo. Assim, uma parceria com a Dra. Greiciane Gaburro

Paneto (CCA-UFES), para a aquisicdo das amostras e também pelo fato de sua
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experiéncia na area por ja ter realizado um projeto muito semelhante com

amostras de S&o Paulo, foram decisivos para a execugao deste projeto.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

- Realizar o sequenciamento de toda a regido hipervariavel do DNA mt
(aproximadamente 1200 nucleotideos) de 100 individuos nascidos e residentes no

estado do Espirito Santo, Brasil;

- Calcular os indices de diversidade (diversidade haplotipica, probabilidade de
semelhancga, numero de haplétipos e sitios polimérficos) da regido hipervariavel

do DNA mt a partir dos dados obtidos das analises com o sequenciamento;

- Classificar as amostras em seus respectivos haplogrupos através dos

polimorfismos (haplétipos) obtidos na reagdo de sequenciamento;

- Comparar os resultados obtidos da populagao estudada com os resultados de

populacdes descritas na literatura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho’—- UNESP/Araraquara (FCFAr-UNESP) (CEP/FCF/CAr n. 13 /2011)

(Anexo A).

4.2. Casuistica

Foram utilizadas neste trabalho amostras de sangue de 100 individuos e os
critérios de inclusdo foram que fossem nascidos e residentes no estado do
Espirito Santo e que nao fossem aparentados. A coleta do material bioloégico foi
realizada no Centro de Hemoterapia e Hematologia do Espirito Santo — HEMOES,
no momento da triagem dos doadores. Antes da coleta, cada doador (voluntario)
assinou um termo de consentimento livre e esclarecido referente ao projeto de
pesquisa (Anexo B). As demais etapas desse projeto foram realizadas no
Laboratério de Investigagdo de Paternidade do Nucleo de Atendimento a
Comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara —

SP.

4.3. Sequenciamento da Regido Hipervaridvel do DNA Mitocondrial
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4.3.1. Extracdo do DNA em amostras de sangue

A amostra sanguinea de cada individuo foi coletada em papel FTA
(Whatman) e, até o momento da extragdo, os cartdbes FTA foram mantidos a
temperatura ambiente. Para a extracdo do DNA das amostras de sangue, dois
discos de 3 mm de papel FTA foram cortados utilizando Harris Micro Punche e
Cutting Mat (Whatman) e o DNA foi extraido utilizando a resina Chelex (SINGER-
AS; TANGUAY; RIGGS, 1989).

O protocolo da Extragao por Chelex (por amostra) esta descrito a seguir: em
tubo de 1,5 mL, foram colocados 2 discos de papel contendo a amostra (sangue),
adicionou-se 50 pL de agua ultrapura Mili-Q submetendo-se ao vortex e a agua
foi descartada. Adicionou-se mais 50 uL de agua ultrapura Mili-Q e incubou-se a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds isso, a amostra foi centrifugada por 1
minuto (14.000 rpm) e em seguida, descartou-se a agua. Adicionou-se, entao,
100 pL de Chelex 5% incubando-se por uma hora a 56 °C. A amostra foi entdo
vortexada e incubada por 8 minutos a 100 °C. Para finalizar, centrifugou-se
14.000 rpm as amostras por 3 minutos e a parte do sobrenadante foi transferida
cuidadosamente para um novo microtubo para que a resina precipitada nao fosse
aspirada. Ao fim da extracdo, cada uma das amostras foi quantificada (ng/pL) no

quantificador NanoVue Plus (GE healthcare) e armazenadas a -20 °C.

4.3.2. Reacédo de PCR (Reacao da Polimerase em Cadeia)
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Toda a regido hipervariavel do DNA mitocondrial (aproximadamente 1.200

nucleotideos) foi amplificada em tubos de 0,2 mL conforme o protocolo abaixo:

2,5 ul de GoldStar Buffer (Promega);

0,2 ul (1U) de AmpliTagGold DNA polymerase (Applied Biosystems by Life
Technologies);

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

1 a5 ngde DNA;

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

Os fragmentos foram amplificados em termociclador Gene Amp PCR

System 9700 (Perkin Elmer) conforme a ciclagem abaixo:

95 °C por 11 minutos’
96 °C por 1 minuto
94 °C por 30 segundos

2 40 ciclos

56 °C por 30 segundos
72 °C por 90 segundos
60 °C por 11 minutos

4°C w

' Etapa necessaria para ativacdo da enzima AmpliTagGold DNA polimerase.
2 Na fase de anelamento dos iniciadores a 56 °C foi utilizado uma rampagem de 60%.



Tabela 1 — Iniciadores utilizados na reagcéo de PCR e sequenciamento.
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Iniciador  Orientagcéao Sequéncia

" 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'
H159 Reverso 5-AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC-3'
H285" Reverse 5'-GGGGTTTGGTGGAAATTTTTTG-3'
H408 Reverso 5-CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3'

HV3 F314 Forward 5-CCGCTTCTGGCCACAGCACT-3’
639R Reverso 5-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’
599R Reverse 5-TTGAGGAGGTAAGCTACATA-3’

Nota: (1) Iniciadores internos a sequéncia de interesse foram utilizados, em substituicdo aos iniciadores
diretos originais, quando nao for possivel obter a leitura da sequéncia devido a presenca de heteroplasmia de

comprimento.

Apos a amplificacao dos fragmentos, a avaliagdo dos produtos da reacao de

PCR e sua quantificacao foram realizadas visualmente por eletroforese em gel de

agarose 1 % (Cuba Horizon 58, Model 200 - Gibco) por 15 minutos a 100 volts,

utilizando 3 pl do produto da PCR. A intensidade das bandas foi comparada com

as do marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), apés coloragédo com Brometo

de Etidio (BrEt).
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4.3.3. Purificacédo do Produto de PCR (Reacao da Polimerase em Cadeia)

Os produtos de PCR (~1200 nt) foram purificados previamente a realizagao
da reagao de sequenciamento para retirada dos nucleotideos nao incorporados e
excesso de iniciadores, utilizando GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare). Apés a purificagao do produto de PCR, as amostras purificadas
foram quantificadas (ng/ uL) em quantificador NanoVue Plus (GE healthcare) e
armazenados sob-refrigeracdo de acordo com as instrugcdes do fabricante até o

momento do uso.

4.3.4. Reacdo de Sequenciamento

As reacgbes de sequenciamento foram realizadas em ambas as fitas do DNA,
utilizando os iniciadores (Tabela 1) em tubos de 0,2 mL conforme o protocolo

abaixo:

2 uL de Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems by Life Technologies);

1 uL de tampédo do kit Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems by Life
Technologies);

1 uL do iniciador direto ou reverso (3,2 picomolar);

Produto de PCR purificado (Tabela 2);

Agua ultrapura (Mili-Q) autoclavada gsq. 10 pL.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador Gene

Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer) conforme a ciclagem abaixo:
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96 °C por 1 minuto

96 °C por 10 segundos

56 °C por 10 segundos 25 ciclos
60 °C por 4 minutos

4°C w0

Tabela 2 — Concentracdo das amostras utilizadas na Reag¢ao de Sequenciamento.

Fragmento (pb) Concentragao (ng/ulL)
100 — 200 1a3
200 - 500 3a10
500 - 1000 5a20
1000 — 2000 10 a 40
> 2000 40 a 100

Um esquema dos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR e

sequenciamento pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema da localizacdo dos iniciadores utilizados na PCR e
sequenciamento indicados na Tabela 1.

Amplificac&o por PCR

PCR - R639

— .
| >

PCR - L15997

REGIAO HIPERVARIAVEL DO DNA mt

|

Purificagado

|

SEQUENCIAMENTO

16024 16189 309/315 573 /576

| 115997 >
< H16401

| 116209 >
< 159R |
| 129 >
< H408 |
| F314 >
< R639 |

< 599R |
< 285R |

R16164

Nota: iniciadores extras destacados na parte inferior da figura. As posicoes 16189 e 309/315 sédo regides poli-
C, a posigao 573 apresentam repeti¢cdes variaveis dinucleotidicas CA.

Fonte: (Figura modificada de Parson; Bandelt, 2007, por PANETO, 2010).
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4.3.5. Purificacéo e precipitacdo do produto da reacdo de sequenciamento

Os produtos das reagdes de sequenciamento foram purificados para retirada
de nucleotideos nao incorporados através da técnica de purificagao e precipitacéo

com etanol/EDTA.

4.3.6. Eletroforese das amostras em analisador genético ABI 3500 (Applied

Biosystems by Life Technologies)

As amostras foram ressuspensas em placa utilizando Formamida HI-DI
conforme o protocolo descrito a seguir: Foram adicionados diretamente na placa
10 pyL de Formamida HI-DI (Applied Biosystems by Life Technologies). A placa foi
agitada em agitador de tubos FINEMIXER SH2000, durante 1 minuto. Apdos ser
agitada, deu-se um “spin” (centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 segundos)
(Eppendorf Centrifugal 5417R). A placa onde a amostra foi aplicada foi submetida
a um “spin” e aquecida a 95 °C em termociclador Gene Amp PCR System 9700
(Perkin Elmer) com a tampa aberta por 3 minutos. Em seguida, a placa foi
colocada em gelo por aproximadamente 3 minutos e submetida a eletroforese
capilar, e submetida a eletroforese capilar no analisador genético ABI 3500
(Applied Biosystems by Life Technologies).

Na eletroforese, utilizou-se o polimero POP-7 (Applied Biosystems by Life

Technologies) e capilar de 50 cm (Applied Biosystems by Life Technologies).

4.3.7. Andlise das sequéncias do DNA mitocondrial
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As analises dos resultados obtidos foram realizadas com programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) conforme proposto no projeto, e

revisadas com o programa SeqScape v. 2.7 (Applied Biosystems by Life

Technologies).

4.3.8. Classificacdo em Haplogrupos

A classificagdo em haplogrupos foi gerada a partir dos resultados do
sequenciamento da regido controle do DNA mt, pelo Phylotree.org (VAN OVEN;
KAYSER, 2009), sendo que para a predigao dos haplogrupos utilizou-se o banco
de dados mtDNAmanager (LEE et al.,, 2008). Para a verificagdo das analises
foram utilizados os sites MITOMAP: mtDNA Control Region Sequence
Polymorphisms (http://mitomap.org/MITOMAP) e IANLOGAN (http:
/lIwww.ianlogan.co.uk/checker/genbank.htm), que sao bancos de dados que
conttm um grande numero de polimorfismos. Os calculos dos indices de
diversidade das amostras foram realizados utilizando o software Arlequin v
3.5.1.2. Heteroplasmias de comprimento (inser¢ées de C) nas posi¢coes 16193,

309 e 573 foram desprezadas (EXCOFFIER et al., 2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sequenciamento da Regido Hipervariavel do DNA Mitocondrial

De um total de 100 amostras, 94 haplétipos diferentes foram encontrados
quando analisada toda a regido hipervariavel do DNA mt (desconsiderando as
regides poli-C presentes nas posi¢cdes 16193, 309 e 573). Dentre eles 4
haplétipos foram compartilhados por 2 individuos e um uUnico haplétipo foi
compartilhado por 3 individuos (Tabela 3), e 89 haplétipos foram unicos.

Dentre os 1.124 nucleotideos presentes na regiao hipervariavel (posicao
16024 a 576), 190 (16,9%) posi¢des nucleotidicas apresentaram-se polimorficas.
Analisando apenas a regiao HV1 e HV2 encontraram-se 135 sitios polimérficos
(desconsiderando as inter-regides). Incluindo-se a regidao HV3, esse valor
aumentou para mais 15 sitios polimérficos. Isso nos permitiu confirmar que, HV3 é
também uma regido polimérfica assim como HV1 e HV2, podendo ser utilizada
para identificagdo humana, principalmente nos casos em que as regides HV1 e
HV2 nao forem suficientemente discriminatoérias (LUTZ et al., 2000). Os haplétipos

obtidos neste trabalho podem ser visualizados no Apéndice A.



47

Tabela 3 — Hapldtipos distintos encontrados em mais de um individuo na amostra
populacional (16024-576).

Haplogrupo’ Haplétipo N

73G 193G 249DEL 263G 290DEL 291DEL  489C
C1aCic 16166G 16223T 16224C 16260T 16298C 16325C 16327T 2
16356C 16519C

73G 152C 182T 185T 195C 247A 263G
L1b1* 357G  523DEL 524DEL 16126C 16187T 16189C 16223T 2
16264T 16270T 16278T 16311C 16519C

73G 150T 152C 182T 195C 198T 204C
L2b1 263G 418T  523DEL 524DEL 16114A 16129A 16213A 2
16223T 16278T 16284G 16355T 16362C 16390A

L3e2b 73G 150T 195C 263G 16172C 16183C 16189C 2
16194C 16223T 16320T 16519C

12 73G 152C 199C 204C 207° 250C 263G 3
16129A 16223T 16390A 16391A 16519C

Nota: “N” corresponde ao numero de amostras. (*) lista de atualizagdes recentes na http://mtmanager.yonsei.ac.kr

A probabilidade de encontramos dois individuos nao relacionados com perfis
idénticos nas amostras analisadas (probabilidade de semelhancga) foi de 1,14% e
a diversidade haplotipica calculada foi de 0,9986 +/- 0,0017, para toda a regiao
hipervariavel do DNA mt , desconsiderando as insercboes e delegdes presentes
nas regides poli-C. As analises estatisticas de toda regido hipervariavel (16024-
576) e de cada uma das regides hipervariaveis HV1, HV2 e HV3 em separado e

agrupadas podem ser visualizadas na tabela 4.
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Tabela 4 — Parametros estatisticos calculados a partir da analise de toda a regiao
hipervariavel de cada uma das regides hipervariaveis em separado e agrupadas

nos 100 individuos.

Parametros HV1 HV2 HV3 HV1+2  HV1+2+3  16024-576
Estatisticos
NUmero de 82 56 19 91 92 94
haplétipos
Diversidade  0,9947+/- 0,9745+/- 0,7766+/- 0,9976+/- 0,9982+/- 0,9986+/-
haplotipica 0,0025 0,0069 0,0314 0,0020 0,0018 0,0017
Probabilidade
de 1,52% 3,52% 23,12% 1,24% 1,18% 1,14%
semelhanca
Transicdes 82 39 11 121 132 154
observadas
Transversodes 14 5 0 19 19 39
observadas
Substituicdes 91 41 11 132 143 183
observadas
Delecbes 0 3 4 3 7 7
observadas

Comparacdo 8,044444 5486667 1,873333 13,531111 15,404444 1,373939
pareada entre +/- +/- +/- +/- +/- +/-
haplotipos 3,767310 2,661912 1,080754 6,131603  6,938026 7,785625

Diversidade  0,023522 0,020473 0,013381 0,022182 0,020539 0,015457
nucleotidica +/- +/- +/- +/- +/- +/-
0,012201 0,011001 0,008550 0,011133 0,010246 0,007672

Sitios 91 44 15 135 150 190
polimérficos
Nucleotideos 342 268 137 610 747 1124
editados

Nota: Os célculos dos resultados dos parametros estatisticos foram realizados pelo software Arlequin v 3.5.1.2.

Dentre as trés regides hipervariaveis, confirmou-se que a regiao HV1

apresentou maior diversidade haplotipica, seguida de HV2 e HV3 (Tabela 4). A



49

analise conjunta de HV1 e HV2, que comumente é utilizada na pratica forense,
resultou em um incremento significativo da diversidade. A adigdo de HV3 e das
outras regides intermediarias (inter-regides), totalizando assim toda a regido
hipervariavel, mostrou que, apesar de nao incrementar tanto na diversidade
haplotipica, adicionou informagdes complementares por serem também regides
polimorficas, demonstrando que podem ser importantes na solugdo de casos

forenses (LUTZ et al., 2000).

5.2. Comparacédo dos parametros estatisticos com o de outras populagcdes

brasileiras

Quando comparamos os resultados deste trabalho com o de outras regides
do Brasil, utilizamos apenas a regiao HV1, visto que nem todos os autores
analisam todas as regides hipervariaveis. Na tabela 5, podemos verificar que os
resultados deste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por PANETO et al., 2010
para o estado de Sao Paulo. Isso pode ser explicado pelo fato de ambos os
estados serem pertencentes a regiao Sudeste. Além disso, estdo bem proximos
dos resultados publicados para a regidao Nordeste do pais (estado do Alagoas)
(Tabela 5). Os resultados da regiao Norte do pais (estado do Para) apresentaram
uma diversidade inferior a regido Sudeste e Nordeste, por possuir uma maior
propor¢ao de haplogrupos nativo-americanos em sua constituicdo. Os resultados
da regido Sul (Santa Catarina) foram os que apresentaram a menor diversidade.

Isso se deve, provavelmente, a grande proporgdo de individuos de origem
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europeia, 0s quais apresentam menor diversidade haplotipica (SALAS et al.,

1998).

Tabela 5 — indices de diversidade das populacdes do Sudeste, Sul, Nordeste e

Norte do Brasil para a regidao HV1.

Estatistica Sudeste (ES) Sudeste (SP) Sul (SC) Nordeste (AL) Norte (PA)
Populacional
N 100 160 80 167 158
Nimero de 94 121 ND 124 49
Haplétipos
Diversidade 0,9947+/- 0,9939+/- 0,9684+/- 0,9934+/- 0,989+/-
Haplotipica 0,0025 0,0021 0,0124 0,0020 0,0067

Probabilidade
De 1,52% 1,23% 4,37% 1,25% 2,8%
Semelhanca

Referéncia Este Paneto et al., Palencia et Barbosa et al., Feio-dos-
Trabalho 2010. al., 2010. 2008. Santos et
al., 2006.

Nota: “N” corresponde ao numero de individuos analisados. ND: Nao Declarados. (ES) Espirito Santo, (SP)
Sao Paulo, (SC) Santa Catarina, (AL) Alagoas e (PA) Para.

Uma comparacédo mais detalhada foi feita utilizando outros dados estatisticos
(numero de haploétipos, diversidade haplotipica, probabilidade de semelhanga,
transicbes observadas, tranversbes observadas, substituicdes observadas,
delegdes observadas, comparagao entre haplétipos, diversidade nucleotidica,
sitios polimoérficos), além dos ja descritos na tabela anterior (Tabela 5), entre a
populacdo estudada com a do estado de Sao Paulo. Neste caso, utilizando as
regides HV1, HV2 e HV1+HV2, o que confirmou a semelhanga entre parametros

estatisticos dos dois estados pertencentes a regidao Sudeste (Tabela 6). Sendo
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importante resaltar que o numero de individuos estudados é diferente nas duas

populagdes (Espirito Santo, 100 individuos e Sao Paulo, 160 individuos).

Tabela 6 - Parametros estatisticos das populagdes da regido Sudeste do estado
do Espirito Santo e Sao Paulo para a regiao HV1, HV2 e HV1+HV2.

Parametros
Estatisticos HV1(ES) HV2(ES) HVI1+2(ES) HVI(SP)  HV2(SP) HV1+2(SP)
Numero de 82 56 91 121 75 136
haplotipos
Diversidade  0,9947+/- 0,9745+/- 0,9976+/-  0,9939+/-  0,9642+/- 0,9972+/-
haplotipica 0,0025 0,0069 0,0020 0,0021 0,0078 0,0012
Probabilidade 1,52% 3,52% 1,24% 1,23% 4,19% 0,9%
semelhanca
Transicoes 82 39 121 95 43 138
Transversoes 14 5 19 11 4 15
Substituicdes 91 41 182 106 47 153
Delecbes 0 3 3 1 7 8
Comparacdo 8,044444 5,486667 13,531111 8,050550 4,979245 13,312107
pareada entre +/- +/- +/- +/- +/- +/-
haplotipos 3,767310 2,661912 6,131603 3,758206  2,434421 6,018481
Diversidade  0,023522 0,020473 0,022182 0,023540 0,018649 0,021823
nucleotidica +/- +/- +/- +/- +/- +/-
0,012201 0,011001 0,011133 0,012163  0,010092 0,010920
Sitios 91 44 135 94 52 146

polimorficos

Referéncia

Este trabalho

Paneto et al., 2010.

Nota: (ES) Espirito Santo e (SP) Sao Paulo.

5.3.

mundiais

Comparacdo dos parametros estatisticos com outras populacdes
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Quando os resultados estatisticos de nossa amostra populacional foram
comparados com os resultados de outras popula¢gdes mundiais observou-se que,
mesmo nao possuindo um numero tdo grande de amostras genotipadas como a
Suécia, o Egito e os EUA (Afri), os mesmos apresentaram uma altissima
diversidade haplotipica, resultante da grande miscigenacdo da populagao

brasileira (Tabela 7).

Tabela 7 — Parametros estatisticos em nossa amostra populacional e em outras

populacdes mundiais

Estatistica Brasil Argentina EUA(Afri) EUA(Hisp) Suécia Egito
Populacional (Cent)

N 100 193 248 128 335 277
Numero de
haplétipos 94 176 219 115 224 238
Diversidade 0,9986 0,937 0,9985 0,9980 0,996 0,9986
haplotipica
Probabilidade
de 1,14% 6,3% 0,14% 0,23% 0,5% 0,49%
semelhanca
Referéncia Este Bobillo et Diegoli et Saunieret  Tillmaret  Saunier et

Trabalho al.,2009. al., 2009. al., 2008. al., 2010. al., 2009.

Nota: “N” corresponde ao numero de individuos analisados; Cent (central); Afri (Negros americanos); Hisp
(Hispanicos). Toda regido hipervariavel (16024-576) foi levada em consideragao.

5.4. Classificacao da origem dos haplogrupos

Os haplogrupos identificados nas amostras analisadas mostraram

claramente quatro diferentes origens filogeograficas das linhagens matrilineares: o

haplogrupo L, caracteristico de populagdes africanas (OLIVIERI et al., 2006); os
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haplogrupos H, HV, HVO (também conhecido como preV); haplogrupos | (também
conhecido como preHV); J, T, U, e K sdo de origem europeia (TORRONI et
al.,1996; TORRONI et al., 1998); os haplogrupos A, B, C e D sao caracteristicos
de populagdes nativo-americanas (TORRONI et al., 1993) e uma unica amostra
foi classificada como sendo pertencente ao haplogrupo M de origem asiatica. O
haplogrupo M, encontrado neste estudo, originou-se a partir de mutagbes que
ocorreram em linhagens do haplogrupo L3 observadas fora da Africa (VAN OVEN;
KAYSER, 2009). Baseado na classificagdo dos haplogrupos péde-se determinar
a linhagem de cada uma das amostras analisadas, apresentadas no Apéndice A,
e a frequéncia da ocorréncia de cada um dos haplogrupos pode ser visualizada
na Figura 6.

A populacao estudada (100 individuos) foi classificada em 43% de origem
africana, 33 % de origem europeia, 23% de origem nativo-americana e 1% de
origem asiatica (Figura 6). No estudo realizado por PENA et al., 2000, as diversas
linhagens (europeia, africana e amerindias) podem ocorrer nas diferentes regides
brasileiras, segundo o padrao esperado pela historia de colonizagdo de cada uma

das regides.
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Figura 6 — Distribuicdo dos haplogrupos das 100 amostras analisadas

Origem dos Haplogrupos

W Africanos M Europeus H Nativo-americanos M Asiaticos

1%

O haplogrupo africano L divide-se em trés grandes haplogrupos L1, L2 e L3,
sendo os dois primeiros especificamente de africanos, enquanto o ultimo ocorre
em todos os continentes, podendo ser subdividido em haplogrupos tipicos de
populagdes africanas, europeias, asiaticas e amerindias (PENA; CARVALHO-
SILVA; ALVES-SILVA; PRADO, 2000). Dentre as amostras de origem africana, o
haplogrupo mais comumente encontrado foi L3 (34,9%), seguido por L2 (30,2%),
L1 (25,6%) e LO (9,3%). Resultados similares foram descritos por outros autores
(GONCALVES et al., 2008; HUNEMEIER et al., 2007; PANETO et al., 2010). Em
relacdo aos sub-haplogrupos de origem africana, o mais encontrado foi L3e
(46,5%). Resultados similares foram descritos por outros autores (PENA;

CARVALHO-SILVA; ALVES-SILVA; PRADO, 2000).
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Dentre as amostras de origem europeia, o haplogrupo mais comumente
encontrado foi H (33,4%), seguido por HV (21,2%), T e | (15,1% cada) U e K
(6,1% cada), e por ultimo o haplogrupo J (3%). A frequéncia encontrada para o
haplogrupo predominantemente H foi similar ao encontrado em outros trabalhos
(PENA et al., 2000; ALVES-SILVA et al, 2000; PEREIRA et al., 2000; ROOSTALU
et al.,, 2007; TURCHI et al., 2008). Com relagdo a outras populagdes europeias,
como italianos e alemaes, que apresentam significante contribuicdo para
formagao da populagao brasileira de diversas regides, o haplogrupo H também é
0 mais frequente, ainda que seja expressiva a presenca de outros haplogrupos
como J, T, U e K (MOGENTALE-PROFIZI et al., 2001; POETSCH et al., 2003;
PICHLER et al., 2006).

Dentre os haplogrupos nativo-americanos (amerindios) os mais comumente
encontrados foram A e C (30,4% cada), seguido D (21,7%) e B (17,5%). Embora
os haplogrupos A e C neste estudo estarem presentes nas mesmas proporgoes, a
predominancia do haplogrupo A foi descrita por outros autores, os quais
constataram que o haplogrupo A era o mais frequente nas regides Nordeste,
Sudeste e Sul, e 0 haplogrupo C o mais comum no Norte do Brasil (PENA,
CARVALHO-SILVA; ALVES-SILVA; PRADO, 2000). A presenga amerindia,
embora menor se comparada as outras linhagens encontradas no estudo, foi
marcante.

Uma unica amostra foi classificada como pertencendo ao haplogrupo M

(1%), de origem asiatica.

5.5. Comparacédo da origem dos haplogrupos com outras populacdes
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Quando comparamos os resultados obtidos neste estudo com o realizado
por PANETO (2010), envolvendo individuos da grande S&o Paulo, € possivel
observar uma grande semelhanga na origem dessas populagdes brasileiras, visto
que, os dois estados pertencem a regidao Sudeste do Brasil e apresentam uma
predominancia de linhagens de origem africana, seguida de europeus e nativo-
americanos. Isto, provavelmente, ja seria o esperado quando levada em
consideragao a histéria de colonizacdo desta regido. Na regido Nordeste
observou-se que, apesar da predominancia de individuos de origem africana,
assim como na regido Sudeste, a presenga de nativo-americanos foi marcante se
comparada as linhagens encontradas nas demais regides do Brasil. A regido Sul,
diferente das demais regides, apresentou uma predominancia de individuos de
origem europeia, pelo fato de ter recebido uma maior quantidade de imigrantes
vindos da Europa, particularmente da Alemanha, Italia e Portugal (PALENCIA et

al., 2010) (Tabela 8).

Tabela 8 — Origem dos haplogrupos nas regides Sudeste (ES/SP), Nordeste (AL)
e Sul (SC) do Brasil.

Haplogrupos Sudeste(ES) Sudeste(SP) Nordeste(AL) Sul (SC)

N 100 160 157 80
Africanos 43% 46.6% 46,5% 21.2%
Europeus 33% 27,3% 19,1% 63,8%

Nativo-
americanos 24% 26,1% 34,4% 15%
Referéncia Este Paneto et al., Barbosa et al., Palencia et al.,
Trabalho 2010. 2008. 2010.

Nota: “N” corresponde ao numero de individuos analisados. (ES) Espirito Santo, (SP) S&o Paulo, (AL)
Alagoas e (SC) Santa Catarina. Foram excluidas as amostras com ancestralidade asiatica confirmada.
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O Brasil possui uma das populagdes mais heterogéneas do mundo, o
resultado de cinco séculos de cruzamentos inter étnicos entre os povos de trés
continentes: os colonizadores europeus, representados principalmente pelos
portugueses; escravos africanos, e os nativo-americanos (ALVES-SILVA et al.,
2000). As populagdes das Américas, em especial as populagdes brasileiras, foram
estabelecidas principalmente através de cruzamentos envolvendo colonizadores
europeus e mulheres amerindias ou africanas. No entanto, tém sido descritas

particularidades regionais e locais em todo o Brasil (Tabela 9).

5.6. Ancestralidade geografica dos DNA mt de populacdes de cada uma

das regides do Brasil e do estado do Espirito Santo.

Quando comparamos os resultados deste projeto, em especial com os obtidos
por Alves-Silva (2000) e, observou-se que os resultados sao similares aos da

regidao Sudeste e Nordeste do Brasil.
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Tabela 9 — Ancestralidade geografica dos DNA mt de populagcbes de cada uma

das regides do Brasil e do estado do Espirito Santo.

Regidao/Populagao(N) Europeia Amerindia Africana Referéncias

Brasil
Norte (48) 31 54 15 ALVES-SILVA et
al., 2000.
Nordeste (50) 34 22 44 ALVES-SILVA et
al., 2000.
Sudeste (99) 31 33 34 ALVES-SILVA et
al., 2000.
Sul (50) 66 22 12 ALVES-SILVA et
al., 2000.
Estado/Populacao(N)
Sudeste
Espirito Santo (100) 33 24 43 Este trabalho

Nota: Foram excluidas as amostras com ancestralidade asiatica confirmada. Os valores das linhagens
encontradas foram expressos em porcentagens.

A analise do DNA mt das diversas regides do Brasil faz-se necessaria, visto
que, as diferencas nas propor¢des das origens dos haplogrupos, provavelmente
sao resultantes do processo de colonizagao de cada local.

Inicialmente, apos a descoberta do Brasil, 0 maior componente da populagao
do Espirito Santo consistia de nativo-americanos, que contribuiram fortemente
para a formacao inicial do Brasil. Durante o periodo de ocupacéo, as tribos nativo-
americanas sofreram um drastico declinio demografico devido a conflitos com os
colonizadores europeus e doencas para as quais nao foram adaptados, com a
entrada dos colonizadores juntamente com os escravos (ALVES-SILVA et al.,

2000).
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Os africanos foram introduzidos a partir de meio do século XVI, como
escravos para trabalhar em fazendas de cana de acgucar e, mais tarde, nas minas
de ouro e diamante e nas plantagdes de café. Os registros historicos indicam que
entre 1551 e 1850 (quando o trafico de escravos foi abolido), aproximadamente
3,5 milhdes de africanos chegaram ao Brasil (SALZANO, FREIRE-MAIA, 1967,
CURTIN, 1969; RIBEIRO, 1995; ALVES-SILVA et al., 2000). Em meados do
século XVII, um grande numero de escravos trazidos para o Brasil desembarcou
em Pernambuco e na Bahia para trabalharem (méo de obra escrava) no plantio
da cana-de-agucar. Em 1693, muitos deles vieram para o Espirito Santo apds a
descoberta de jazidas no interior do estado.

Quanto a imigragao europeia, estima-se que aproximadamente quinhentos
mil portugueses chegaram ao Brasil entre 1500 e 1808 (SALZANO, FREIRE-
MAIA, 1967; ALVES-SILVA et al., 2000). O Espirito Santo recebeu imigrantes de
diversas partes da Europa, principalmente Portugal e Italia, junto com os africanos
e alemaes. Apos a abertura dos portos brasileiros a todas as nag¢des amigas, o
Brasil recebeu de imigrantes de varias partes do mundo. Portugal manteve-se, de
longe, a fonte mais importante de imigrantes, seguida pela Italia, Espanha e
Alemanha. A imigragcdo asiatica ocorreu em menores proporgdes, vindos
principalmente do Japao, bem como do Libano e da Siria. A ocupacao tanto de
imigrantes europeus como de escravos africanos intensificou-se no inicio do
século XIX, devido as primeiras plantagdes de cacau, estabelecidas por
fazendeiros (ARQUIVO PUBLICO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO -
http://www.ape.es.gov.br). No século XIX, aproximadamente seis milhdes de

imigrantes chegaram oficialmente o Brasil (IBGE, 2000), dentre eles: portugueses
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e italianos, espanhdis, sirios, libaneses e japoneses (CARVALHO-SILVA et al.,
2001).

As comparacgdes entre os diferentes estados e regides do Brasil, ressaltaram
a grande diferengca na ordem da predominancia das linhagens em cada uma das
diferentes as regides do Brasil. As proporgées das linhagens africas, europeias,
nativo-americanas e asiaticas obtidas neste estudo estdo, portanto, inteiramente
relacionadas com a histéria da colonizagao do Espirito Santo.

Os hapldtipos relatados no presente estudo serao disponibilizados no banco

de dados EMPOP (www.empop.org).
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6. CONCLUSOES

- De um total de 100 amostras de individuos nascidos e residentes no estado do
Espirito Santo, 94 haplotipos diferentes foram encontrados, e a probabilidade de
encontrarmos dois individuos nao relacionados com perfis idénticos nas amostras
analisadas (probabilidade de semelhanga) foi de 1,14% e a diversidade
haplotipica calculada foi de 0,9986 +/- 0,0017, para toda a regiao hipervariavel do
DNA mt (desconsiderando as regides poli-C presentes nas posigoes 16193, 309 e
573). Isto demonstra a grande diversidade de haplétipos do DNA mt e confirmam

a miscigenacao brasileira;

- Foi possivel confirmar que a adicdo da regidao HV3 e de regides intermediarias,
as demais regides, apesar de nao incrementarem tanto na diversidade
haplotipica, fornecem informagdes adicionais para solugdo de um caso forense
devido ao aumento no poder discriminatério e, principalmente, em estudos de

frequéncia populacional para classificagao filogenética;

- As propor¢gdes das linhagens africanas (43%), europeias (33%), nativo-
americanas (23%) e asiaticas (1%) obtidas neste estudo estdo, portanto,

inteiramente relacionadas com a histéria da colonizagao do Espirito Santo;

- Os dados obtidos dos indices de diversidade deste estudo comparados com os

de outras populacbes brasileiras e mundiais, confirmaram que as diversas
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linhagens (africanas, europeias, nativo-americanas e asiaticas) ocorrem em todos

os locais de acordo com o padrédo de colonizacao de cada um delas.
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Anexo A

Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

AVA
AVAVAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY p ; :
U nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO” | w |

Campus de Araraquara

Protocolo CEP/FCF/CAr n® 13/2010

Interessada: NAIARA MARTINS SANCHES

Orientadora: Profa. Dra. REGINA MARIA BARRETTO CICARELLI

Projeto: Analise de polimorfismos da regido controle do DNA
mitocondrial em individuos residentes no Espirito Santo para
utilizagao na identificacdo humana

Parecer n° 03/2011 — Comité de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa “Analise de polimorfismos da regi&o
controle do DNA mitocondrial em individuos residentes no Espirito Santo
para utilizagdo na identificagdo humana”, encontra-se adequado em
conformidade com as drientagées constantes da Resolucao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude/MS.

Por essa razdo, o Comité de Etica em Pesquisa desta
Faculdade, considerou o referido projeto estruturado dentro de padrdes
éticos manifestando-se FAVORAVELMENTE a sua execugao.

O relatorio parcial do projeto de pesquisa devera ser entregue
em janeiro de 2012 e o relatorio final em janeiro de 2013 no qual devera
constar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido dos sujeitos da

pesquisa.

Araraquara, 31 de janeiro de 2011.

S )4‘;/4/_ e ,,_/L‘.rafz;a} t{

-—Profe. D2 -AURELUCE DEMONTE
Coordenadora do CEP
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Anexo B

Modelo do TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este termo de consentimento refere-se ao projeto de pesquisa “Analise de polimorfismos da regido controle do

DNA mitocondrial em individuos residentes no Espirito Santo para utilizac&o na identificacdo humana”.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

10.

11.

Eu ,RG ,Jldade anos,Endereco

Nesta pesquisa serdo estudadas regides do meu material genético que sdo passadas dos pais para os filhos, as quais ndo estdo
relacionadas a nenhuma caracteristica fisica ou doenca, sendo utilizadas exclusivamente para a identificacdo de individuos;
Este trabalho tem como finalidade determinar a frequéncia destas regides em individuos ndo aparentados da populagdo do
estado do Espirito Santo e disponibilizar essa informag¢do em um banco de dados de DNA que tem como objetivo ajudar na
identificacdo humana de outros individuos, bem como do voluntario da pesquisa. Além disso, estarei contribuindo com os
dados genéticos da populagdo brasileira, os quais sdo ainda pouco conhecidos;

Para a realizagdo dessa pesquisa terei que doar algumas gotas de sangue. No momento da triagem, quando uma gota de
sangue for retirada do meu dedo, sem a necessidade de uma nova puncdo, serdo coletadas mais 5 gotas de sangue em um
cartdo especial para armazenar amostra bioldgica;

A coleta do material biolégico tera um pequeno desconforto decorrente da compressdo realizada no meu dedo para saida do
sangue;

Os procedimentos aos quais serei submetido ndo provocarao danos fisicos ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade
de ser indenizado por parte da equipe/Institui¢cdo responsavel pelo trabalho;

Ndo terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e, se desejar, serei informado pelas pesquisadoras
desse projeto sobre os resultados dessa pesquisa;

Estou ciente de que o material a ser doado sera utilizado exclusivamente nesta pesquisa, ndo podendo ser armazenado para
uso posterior sem o meu consentimento;

Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento da realiza¢do dessa pesquisa, sem
nenhum prejuizo ou penalizagdo;

Em caso de duvida poderei entrar em contato com a equipe cientifica do projeto pelo telefone (16) 3301-6950 (Contato: Naiara
Martins Sanches);

Para notificacdo de qualquer situagao, relacionada com a ética, que ndo puder ser resolvida pelos pesquisadores deverei entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP,

pelo telefone (0XX16) 3301-6897.
Diante dos esclarecimentos prestados,

,Cidade ,Estado___,Telefone ,

concordo em participar do estudo “Analise de polimorfismos da regidao controle do DNA mitocondrial em individuos
residentes no Espirito Santo para utilizagdo na identificagdo humana”

Espirito Santo, de de

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisado
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