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Resumo

O DNA mitocondrial € uma molécula circular, dupla fita, que se encontra na
mitocondria, uma organela responsavel pela respiracdo e producdo de energia da
célula. Este DNA é herdado exclusivamente por via materna e possui polimorfismos
que permitem diferenciar individuos, auxiliando nas investigacbes forenses e
corroborando com outros exames de identificacdo humana. Devido a possibilidade
de compatibilidade deste DNA entre individuos néo relacionados por via materna, €
necessario estimar as frequéncias haplotipicas utilizando bancos de dados
populacionais. Com a finalidade de se compilar e avaliar a utilizagdo do DNA
mitocondrial no Brasil realizou-se um estudo sobre os haplétipos depositados no
banco de dados do European DNA Profiling Mitochondrial DNA Population Database
(EMPOP) e acessando artigos cientificos sobre dados de populacbes brasileiras,
observando os paises participantes e seus respectivos dados depositados. Na
avaliacdo dos dados do EMPOP, a América do Norte foi o continente com maior
namero de haplétipos depositados no banco, principalmente pela participacdo dos
Estados Unidos. A América do Sul contém 3172 haplétipos, sendo 782 desse total
correspondentes ao Brasil. Esses numeros parecem insuficientes para representar a
populacdo grande e miscigenada do pais. Na literatura, encontrou-se um total de
2367 haplotipos, os quais foram organizados por haplogrupos e as regides
brasileiras correspondentes: Sudeste e Nordeste apresentaram-se similares, com
predominio de ancestralidade africana (44%), enquanto o Sul apresentou uma
origem predominantemente europeia (68,4%) e a regido Norte de nativo-americanos
(58,8%). As regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste carecem de mais estudos, pois
os dados referentes a essas regides sdo muito escassos. A populacao brasileira
demonstrou alta diversidade genética que reflete sua miscigenacdo, sendo que na
avaliacdo da distancia genética, as populacbes do Sul do Brasil ficaram mais
préximas da populacdo portuguesa, enquanto que as do Norte se aproximaram da
africana. Os dados da literatura permitem concluir que, a matrilinhagem do Brasil é
predominantemente de origem africana (37%), seguida da europeia (35%) e de
nativo-americanos (28%). Além disso, a diferenca entre as quantidades de dados
brasileiros no banco e na literatura indica a dificuldade dos laboratorios em atender
aos controles de qualidade exigidos para deposi¢cdo de amostras no EMPOP. Para
avaliacdo da complexidade da metodologia de analise do DNA mitocondrial, cinco
amostras de referéncia foram sequenciadas para as regides HV1, HV2 e HV3 e os
resultados confirmaram as sequéncias informadas previamente. Isto permitiu
verificar que, com a utilizacdo de uma metodologia adequadamente padronizada
para andlise de DNA mitocondrial foi possivel obter resultados satisfatorios, mesmo
que o operador tenha pouca experiéncia na técnica. Assim, a utilizacdo correta de
uma metodologia padronizada permitira atender aos controles de qualidade exigidos
pelo EMPOP, ainda que a técnica apresente varias etapas criticas para a obtencéo
do sequenciamento de qualidade.

Palavras-chave: DNA mitocondrial - Brasil. Banco de dados. EMPOP.



Abstract

Mitochondrial DNA is a circular and double-stranded molecule found in the
mitochondria, an organelle responsible for breathing and energy production of the
cell. This DNA is exclusively inherited through maternal and has polymorphisms that
allow differentiating individuals, it assists in forensic investigations and corroborates
with other tests of human identification. Due to the possibility of compatibility of this
DNA between unrelated individuals, it is necessary to estimate the haplotype
frequencies through population databases. In order to compile and evaluate the use
of mitochondrial DNA in Brazil, a study was carried out about the haplotypes
deposited in the European DNA Profiling Mitochondrial DNA Population Database
(EMPOP), and acessing scientific articles with data from Brazilian populations,
verifying participating countries and their respective deposited data. In the evaluation
of EMPOP data, North America was the continent with the highest number of data
deposited in the bank, mainly by the participation of the United States. South America
contains 3172 haplotypes, 782 of which correspond to Brazil. These numbers seem
insufficient to represent the large and mixed population of this country. In the
literature, a total of 2367 haplotypes were found, which were organized by
haplogroups and the corresponding Brazilian regions: the Southeast and Northeast
were similar, with predominance of African ancestry (44%), while the South had a
predominantly European origin (68.4%) and the North of Native Americans (58.8%).
The Center-West, North and Northeast regions need further studies, therefore, the
data for these regions are very scarce. Brazilian population have shown high genetic
diversity that reflects your miscegenation, and in the genetic distance evaluation, the
populations of the South of Brazil are genetically closer to the Portuguese population,
while those from the North are closer to the African ones.

According to literature data, it is possible to conclude that Brazil's matriarchy is
predominantly African (37%), followed by European (35%) and Native American
(28%). In addition, the difference between the Brazilian data in the database and the
literature indicates the difficulty of the laboratories to meet the quality controls
required for EMPOP deposition. To evaluate the complexity of the mitochondrial
DNA analysis methodology, five reference samples had the HV1, HV2 and HV3
regions sequenced and the results confirmed the previously reported sequences.
This allows to verify that with the use of a adequately standardized methodology for
mitochondrial DNA analysis it is possible to obtain satisfactory results, even the
operator having little experience in the technique. Therefore, the correct use of a
standardized methodology, allows to meet the quality controls required by EMPOP,
even the technique presents several critical steps to obtain quality sequencing.

Keywords: Mitochondrial DNA - Brazil. Database. EMPOP.
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1 INTRODUCAO

No ambito forense, o DNA mitocondrial (mtDNA) possui propriedades que o
destacam do DNA autossémico, como a grande quantidade de copias por célula e
alta resisténcia as condi¢cdes degradantes do meio. Essas propriedades fazem do
mtDNA uma otima ferramenta para analisar amostras com DNA nuclear degradado
ou ausente, como é observado em amostras de pelos e cabelos sem bulbo,
ossadas, restos humanos carbonizados, dentre outros (PARSON et al., 2004).

O mtDNA ¢é localizado na mitocondria, uma organela responsavel pela
respiracdo e producdo de energia da célula (CANN, 2001; SHOKOLENKO;
ALEXEYEV, 2015). O mtDNA pode ser utilizado nas investigacdes forenses na
identificacdo humana (SULLIVAN; HOPGOOD; GILL, 1992).

O mtDNA foi primeiramente sequénciado por Anderson e colaboradores em
1981 (ANDERSON et al., 1981), e essa sequéncia foi posteriormente revisada por
Andrews e colaboradores em 1999. Esta sequéncia € utilizada como referéncia para
se analisar outros perfis genéticos mitocondriais e é denominada de revised
Cambridge Reference Sequence (rCRS) (ANDREWS et al., 1999).

A analise do mtDNA se baseia na identificacdo de polimorfismos por meio da
comparacao entre a sequéncia em analise e a rCRS. Os principais polimorfismos
investigados no mMtDNA s&o os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs)
encontrados na regido controle ou nao codificante. Ao comparar o mtDNA de uma
amostra com o da vitima ou suspeito, pode-se obter trés tipos de resultados:
inclusdo, quando todos os polimorfismos sdo compativeis; indeterminado, quando
apenas um polimorfismo difere entre as amostras; e exclusdo, quando ha mais de
um polimorfismo diferente (SCIENTIFIC WORKING GROUP ON DNA ANALYSIS
METHODS, 2013).

Devido a sua heranca exclusivamente materna e sem recombinagdo, o DNA
mitocondrial é transferido de forma Unica e inalterada (com excecdo de mutacdes).
Assim, os individuos relacionados maternamente possuem o mesmo mtDNA (GILES
et al, 1980). Porém, ha a possibilidade de encontrar individuos néo relacionados por
via materna com o mesmo mtDNA, pois, embora ndo possuam vinculo materno,
possuem uma mesma origem ancestral (HOLLAND; PARSONS, 1999).

Para contornar este problema de compatibilidade entre individuos néo
aparentados, € necessario estimar a frequéncia dos perfis genéticos mitocondriais

na populagdo, por meio da contagem do numero de vezes que 0OS mMesSMOS
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aparecem na populagdo estudada (SCIENTIFIC WORKING GROUP ON DNA
ANALYSIS METHODS, 2013). Os pesquisadores podem depositar e compartilhar
esses perfis em bancos de dados populacionais (PARSON et al., 2004).

O EMPOP é um banco de dados populacional de mtDNA criado pelo grupo
European DNA Profiling (EDNAP), com a finalidade de compartilhar dados
confiaveis. Estes dados podem ser acessados na plataforma online
(www.empop.org); qualquer laboratério que participe dos exercicios colaborativos do
controle de qualidade pode submeter seus dados populacionais. Atualmente, o
EMPOP € o banco mais utilizado pelos laboratorios forenses ao redor do mundo
(PARSON et al., 2004; PRIETO et al., 2011).

Com o propésito de avaliar a utilizacdo do mtDNA nas investigacdes forenses
no Brasil, neste estudo realizou-se um levantamento da quantidade de dados
brasileiros contidos no EMPOP e aqueles publicados em artigos cientificos. Por meio
desse levantamento foi possivel determinar a distribuicdo das origens ancestrais nas
diferentes regides brasileiras e comparar com outras popula¢cdes mundiais. Este
estudo apontou a importancia de depositar e compartilhar perfis genéticos no banco
de dados mitocondrial, para colaborar na obtencdo de resultados estatisticos

confidveis a serem aplicados em investigacdes forenses.


http://www.empop.org/
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DNA mitocondrial

A mitocdndria € uma organela encontrada em grande quantidade no
citoplasma celular, cerca de 5000 por célula. Ela € composta por dupla membrana
(interna e externa), pelas cristas mitocondriais que se formam das dobras da
membrana interna e de uma matriz, onde se encontra o DNA mitocondrial (mtDNA)
(figura 1). Esta organela € responsavel pela respiracdo e pela producédo de energia
da célula, sendo a maioria das proteinas e RNAs, que atuam nessa funcdo,
codificada por genes do mtDNA (CANN, 2001; SHOKOLENKO; ALEXEYEV, 2015).

Figura 1 — Estrutura e composi¢do da mitocéndria. A mitocondria possui duas membranas, uma
externa que a envolve, e uma interna que se dobra e forma as cristas mitocondriais. A matriz
mitocondrial é envolta pela membrana interna e possui no seu interior moléculas como proteinas,
RNAs e o DNA mitocondrial.

Membrana
externa Crista

Membrana
interna

mitocondrial

Fonte: Santos (2017).

O mtDNA é circular, constituido por dupla fita, sendo uma leve, rica em bases
pirimidicas (T e C), e outra pesada, rica em purinas (A e G). Em 1981, Anderson e
colaboradores sequenciaram completamente o genoma mitocondrial, que é
composto por 16.569 pares de bases. Dessa forma, a denominacgéo das posicoes de
cada base se da do nimero 1 ao 16.569. Essa sequéncia foi reanalisada e revisada
por Andrews e colaboradores em 1999. Eles constataram que, na verdade, 0 mtDNA
possui 16.568 pb, mas mantiveram a numeracao original de 16.569 pb, indicando
uma delecdo na posicdo 3107. A sequéncia modificada foi denominada revised

Cambridge Reference Sequence (rCRS). Atualmente, a rCRS é utilizada como uma
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sequéncia referéncia para a analise de outras sequéncias do mtDNA (ANDREWS et
al., 1999).

O mtDNA apresenta duas regides, uma denominada de regido codificante,
onde se encontram os 37 genes responsaveis pela sintese de RNAs transportadores
(tRNA) e ribossdmicos (rRNA), e de proteinas envolvidas na respiracdo celular e na
producdo e estoque de energia na célula (ANDERSON et al., 1981). A outra regido,
denominada de D-loop, ndo-codificante ou controle, possui os sitios de replicacdo e
transcricdo da molécula, e inclui as regides hipervariaveis: HV1 (da posicdo 16024 a
16365), HV2 (da posi¢ao 73 a 340) e HV3 (da posi¢cdo 438 a 574) (figura 2). As
regides controle e codificante possuem marcadores de grande importancia nas
areas forense e antropoldgica (BUDOWLE et al., 1999; GREENBERG; NEWBOLD,;
SUGINO, 1983; LUTZ et al., 2000).

Figura 2 — llustracdo do DNA mitocondrial. O DNA mitocondrial € composto por dupla fita circular,
uma leve (OL) e outra pesada (On). O mtDNA pode ser dividido em duas regides distintas: a maior,
denominada codificante, possui 37 genes responséveis pela sintese de proteinas e RNAs que atuam
na respiragdo celular; e a menor, chamada de controle (Control region), esta representada na parte
superior da figura, com cerca de 1200 pares de base, que pode ser dividida em trés sitios altamente
polimorficos (destacados em azul), denominados de HV1, HV2 e HV3. Devido a inser¢éo e delecéo
existente ao longo do genoma nos diferentes individuos, nem sempre seu comprimento é de 16.569
pb.

16024 16365 1 73 340 438 574
HV1 HV2 _ HV3 |
16024 ~>~.__Control region (D-loop) ...~ 576

g
-

9-bp
deletion

Fonte: Adaptado de Butler (2011).
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2.2 Polimorfismos De Nucleotideo Unico (SNPSs)

As variacfes genéticas sdo chamadas de polimorfismos quando presentes
em uma frequéncia maior que 1% na populacdo. No mtDNA, os polimorfismos mais
frequentes sdo os de nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphism — SNP)
(figura 3): transicbes (trocas de bases puricas por puaricas e pirimidicas por
pirimidicas) e tranversoes (trocas de bases puricas por pirimidicas e vice-versa), em
uma proporcao de 40 transicOes para 1 transversdo. Também é comum pequenas
insercbes e dele¢cdes nos trechos homo poliméricos (trechos poli-C) nas regides
entre as posi¢cdes 302 e 310 e entre 16183 e 16184 (TULLY et al, 2001).

Figura 3 — Exemplos de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP). (1) Sequéncia de mtDNA sem
variacao e (2) sequéncia de mtDNA com SNP de substituicdo de A/T por G/C (SNP) e insercao (SNP
— Indel) de par de base A/T.

I GMTCTTM‘TA]TCHTACTMACATMHMATA?TA?T “GGGTATTGT‘]I‘IC"TAT
« {CTTAGAATAATAGATATGATATGTATTAATATATGATTA = CCCATAACAAGAATA . .

) WTCT TM‘TM‘CTM‘GCTM‘ACATMTTATATACTMTWTATTGTTCT TAT.
LELELLEL | ] 1 EHLT) | |

CTTAGMTMTAGM‘ACGATATG“AT‘I‘MTATATGATT;\TCC‘CATMCMGMTA

SNP SNP (Indel)

Fonte: United States Department of Agriculture (2007).

As variacdes genéticas sdo determinadas por meio da comparacdo das
sequéncias em andlise com a rCRS (CARRACEDO et al., 2000). Dessa forma, as
bases da sequéncia investigada que diferem da rCRS sao os polimorfismos, e estes
devem ser relatados de acordo com regras de nomenclatura.

A nomenclatura dos polimorfismos tem que estar em conformidade com as
recomendacgdes da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
(SCIENTIFIC WORKING GROUP ON DNA ANALYSIS METHODS, 2013). As
substituicdes sdo demonstradas pelo nimero da posicdo em que se encontram,
seguida pela letra correspondente ao nucleotideo modificado. Por exemplo, se na
rCRS, na posicao 73 (em HV2) ha uma adenina (A), enquanto que na sequéncia
estudada ha uma guanina (G), denomina-se o SNP como 73G. As posi¢des que ndo
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sao descritas entende-se como igual ao observado na rCRS (CARRACEDO et al.,
2000).

As insercfes sao demonstradas pela posicdo, com a adicdo de um ponto
decimal, seguida pelo nimero da inser¢ao (“1” primeira insergdo, “2” segunda
insercdo etc) e por ultimo a letra correspondente ao nucleotideo inserido (Ex:
309.1C, 309.2C). Nos casos de delecdo, a mesma deve ser indicada pelo “DEL”,

“‘del” ou “-“ relatando a posicdo onde ocorreu tal mutacdo, como por exemplo, a
delecdo de uma citosina na posicdo 574 (574DEL). A letra N € usada quando
qualguer um dos quatro nucleotideos pode ser encontrado na referida posicao,
enquanto que em outras misturas heteroplasmicas, utilizam-se outras letras
recomendadas pela IUPAC, como o R na possibilidade de A e G, e 0 Y na
possibilidade de C (citosina) e T (timina) (PARSON et al., 2014).

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do mtDNA baseiam-se nos
SNPs presentes na sequéncia de nucleotideos da regido controle. O mtDNA é
herdado de forma Unica e sem recombinacédo, exclusivamente da mée. Por se tratar
de um genoma que advém apenas de um dos genitores, 0 mtDNA é denominado de
haplétipo. O haploétipo possui polimorfismos ou marcadores que permitem identificar

geneticamente um individuo (BUTLER, 2011; GILES et al, 1980).

2.3 Heteroplasmia

Devido a sua natureza altamente suscetivel a mutacdes, ha a possibilidade de
existirem dois ou mais tipos de mtDNA em uma mesmo individuo. Este fenbmeno é
denominado de heteroplasmia e pode ser encontrada em uma Unica célula, em um
mesmo tecido ou em tecidos diferentes (SALAS; LAREU; CARRACEDO, 2001).

No sequenciamento, a heteroplasmia de posicdo é representada pela
presenca de duas bases ocupando um mesmo locus (figura 5), enquanto que a
heteroplasmia de comprimento é caracterizada pela inser¢cdo ou delecdo de bases
na sequéncia (figura 6), frequentemente observada nas regiées homopolimericas de
citosina, na posicédo 16184 — 16193 da HV1, 303 — 315 de HV2 e 568 — 573 de HV3
(PANETO, 2010).



20

Figura 4 — Exemplo de heteroplasmia de posicdo. O eletroferograma inferior apresenta um
nucleotideo T na posicdo 16093. O eletroferograma superior apresenta heteroplasmia de posi¢édo

demostrada pela sobreposicao dos nucleotideos C/T na mesma posi¢ao.
T

5 A X
16086 16093 16101
(CIT)

T @& T 66 T e T F | F € G HE K E XK T

WA WA

Fonte: Adaptado de Butler (2011).

Figura 5 — Exemplo de heteroplasmia de comprimento. Inser¢do de um nucleotideo C em um trecho
homopolimérico, resultando em uma sequéncia com 8 citosinas. Dessa forma, a sequéncia original (7

citosinas) difere da mutada (8 citosinas) pelo comprimento.
7 Citocinas

> [nemeccccccenrrcen
L e

8 Citocinas

Fonte: da autora.

A heteroplasmia pode gerar resultados ambiguos dificultando a interpretacéo
dos casos, por exemplo, guando uma amostra apresenta o fenbmeno e a outra néo.
Por outro lado, a heteroplasmia pode aumentar a sensibilidade para discriminar e
identificar individuos, quando os pontos de heteroplasmia se encontram na mesma
posicdo no mMtDNA das amostras comparadas (HOLLAND; PARSONS, 1999;
IVANOV et al., 1996).
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2.4 Utilizagdo do DNA mitocondrial nas investigagdes forenses

A identidade € um conjunto de caracteristicas que permitem individualizar
pessoas, animais, vegetais e objetos. A identificacdo engloba o0s processos
destinados a definir uma identidade. Portanto, a identificacdo humana tem por
objetivo a diferenciacdo entre pessoas, ou seja, determinar as caracteristicas que
tornam cada individuo Unico (BENFICA; VAZ, 2015).

No ambito forense, séo utilizados diversos processos destinados a
identificacdo humana, como: a papiloscopia, que € o0 estudo das impressdes
papilares dos dedos, méos e pés e que nao se repetem nem mesmo no proéprio
individuo; a odontologia forense, que estuda a conformacdo da arcada dentéaria; a
antropologia forense, que analisa restos mortais para determinar o sexo, a estatura,
idade e caracteristicas de lesGes ou doencas que levaram o individuo a morte
(SOUZA, 2013); e os exames de DNA, que se baseiam em marcadores genéticos
dos cromossomos autossomicos, sexuais e mtDNA.

A utilizacdo do mtDNA é vantajosa devido ao fato de uma Unica célula possuir
varias copias do mesmo mtDNA e pela conformacdo circular do mesmo, o que
aumenta as chances de que algumas copias de mtDNA irdo perdurar em ambientes
altamente desfavoraveis e em amostras com pouco ou nenhum DNA nuclear
presente (ossadas, pelos, cabelos sem bulbo etc). Portanto, a analise dessa
molécula permite agregar informacdes nas investigacfes e corrobora com outros
exames (PARSONS; COBLE, 2001; BENFICA; VAZ, 2015).

Além disso, devido a sua heranca exclusivamente materna, falta de
recombinacdo e resisténcia ao meio, 0 mtDNA pode ser essencial nos casos de
desaparecimento, desastres naturais ou acidentes, comparando-se o genétipo da
mae ou de um parente que possua relacdo materna com o individuo a ser
identificado, ou até mesmo com o DNA retirado dos pertences pessoais da vitima,
como as escovas de dentes e de cabelo (BUDOWLE et al., 1999; LUTZ et al., 2000;
PARSON et al., 2004; PRIETO et al., 2011). Além disso, segundo o perito criminal
federal, Dr. Jorge Marcelo de Freitas (comunicacdo pessoal)!, o mtDNA também

pode ser utilizado na identificacdo de espécies animais nos crimes de contrabando.

LFREITAS, J. M. de. Utilizagdo do DNA mitocondrial e de bancos de dados nas investigacdes
criminais pelos laboratérios forenses do Brasil. Araraquara, Sao Paulo, Laboratério de Paternidade da
UNESP, 12 nov. 2015. Entrevista realizada pela autora.
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De acordo com o Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (2013),
as analises forenses de mtDNA baseiam-se na compatibilidade entre o0s
polimorfismos encontrados no mtDNA da amostra retirada da cena onde ocorreu o
fato com o do suspeito ou vitima. Todos os polimorfismos devem ser compativeis
entre as amostras para ter uma inclusdo ou apresentar vinculo materno. Um
polimorfismo diferente gera um resultado inconclusivo e acima de duas diferencas
classifica-se o resultado como uma excluséo.

Porém, em casos de inclusdo, ha a possibilidade de dois individuos néo
relacionados apresentarem haplotipos iguais e, portanto, necessita-se estimar a
frequéncia dos haplotipos na populagcdo em questdo. Para isso, ha a necessidade de
se realizar um levantamento dos haploétipos de uma populacéo e deposita-los em um
banco de dados, de forma que os laboratérios possam compartilhar e utilizar as
frequéncias e divergéncias genéticas para aumentar a confiabilidade de seus
resultados (PRIETO et al., 2011).

2.5 Arvore Filogenética do DNA Mitocondrial

O DNA mitocondrial primordial ou Matrilineal Most Recent Commom Ancestor
(mt-MRCA), que deu origem a todos os hapldtipos da Terra, surgiu na Africa ha
cerca de 150 a 200 mil anos atras. Embora a primeira ancestral com esse genoma
nao fosse a Unica mulher da época, seu mtDNA foi 0 mais bem sucedido e o Unico
que sobreviveu, dando origem aos haplétipos mitocondriais de todas as pessoas do
mundo atual. O mtDNA ¢é transferido de mée para filhos de forma quase inalterada,
porém, devido a sua natureza suscetivel a mutacdes, ocorrem alteracdes
inofensivas no mtDNA ao longo do tempo, levando ao surgimento de novos
polimorfismos genéticos nas populacdes (CANN; STONEKING; WILSON, 1987).

Dessa forma, por meio de varias mutacdes ao longo dos anos, o0 mt-MRCA
deu origem a novos mtDNAs, que por sua vez também deram origem a novos
haplétipos. Os haplétipos sdo organizados em haplogrupos de acordo com sua
origem ancestral e similaridade (figura 6). Os haplogrupos possuem nomenclatura
alfanumérica, como os haplogrupos A2, B, C1 e D, por exemplo (VAN OVEN;
KAYSER, 2008).
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Figura 6 — Arvore filogenética mitocondrial apresentando os haplogrupos encontrados nas
populacdes mundiais.

mt-MRCA
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Fonte: Van Oven (2016).

A migracdo dos povos africanos, em paralelo com a evolucdo do mtDNA e a
sua estabilizacdo em novos territorios resultaram em uma distribuicdo geogréfica

dos haplogrupos que correspondem aos das populacdes humanas (figura 7)

(BARBOSA, 2008).
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Figura 7 — Distribuicdo mundial dos haplogrupos devido as migracdes. Esquema das imigracdes e
evolucédo dos haplogrupos, comecando na Africa, entre 120 a 150 mil anos atras. Os fluxos da
evolucdo e migracdo dos haplogrupos estdo representados pelas setas. A tabela, no canto inferior
esquerdo da figura, estima em “anos atras” quando os haplogrupos apareceram nas respectivas

regides geograficas.

EXPANS|OH TIMES (years agol

Africa 120,000 - 150,000

Out of flsica 55,000 - 75,000

A 40,000 - 713,000 2

AusTiinPRG A0,000 - 5,000 4

Europe 35,000 - 50,000 FamilyTree DINLA
Americaz 16,000 - 35,000 . .

Mit-D e nefEskidiens B,000 - 1000 miDNA Migrations Map

Fonte: Foswiki (2016).

2.6 Distribuicéo de origens ancestrais pelo territério brasileiro

O Brasil possui um extenso territdério que ocupa cerca de 47% do continente
sul-americano, sendo divido em cinco regides (Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul) cujas caracteristicas sociais, geograficas e econbmicas as
diferenciam umas das outras (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

O mtDNA permite estudar a linhagem matrilinear e, consequentemente, a
origem ancestral das populacdes que habitam as areas geogréaficas de interesse.
Isso se deve ao fato da estabilizacdo de certos haplogrupos em determinados
territérios geograficos (BUDOWLE et al., 1999; CARRACEDO et al., 2000; PARSON
et al., 2014).

A histéria dos movimentos migratorios no Brasil € importante para explicar as
atuais distribuicbes étnicas e haplotipicas neste pais altamente miscigenado.

Podem-se citar quatro grupos béasicos que deram origem a populagéo brasileira, que
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sdo os indigenas ou americanos nativos, 0s europeus, os africanos e, em menor
propor¢cdo, os asiaticos (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]). Cada uma dessas
ancestralidades possuem haplogrupos caracteristicos e, portanto, permitem
relacionar a populacdo estudada com a populacdo de origem (BUDOWLE et al.,
1999; CARRACEDO et al., 2000; PARSON et al., 2014).

Durante o periodo colonial (século XVI), a miscigenacdo da populacado
ocorreu de forma intensa, com o relacionamento, muitas vezes a forca, dos colonos
portugueses com as escravas africanas e indigenas, além do relacionamento entre
0s proprios indios e pretos. Durante esse periodo, o nimero de indigenas variava de
2 a 10 milhdes, e cerca de 6 milhdes de africanos foram trazidos ao Brasil para a
escravatura (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

Os imigrantes portugueses formaram o grupo mais numeroso, com cerca de
1.785.000 individuos, uma vez que, de 1500 a 1808, apenas estes podiam entrar
livremente no Brasil, além de ndo sofrerem as restricbes aplicadas aos outros
imigrantes apos a oficializacdo da imigracdo em 1808. Ocuparam principalmente os
Estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

Em 1819, os suico-alemaes foram os primeiros imigrantes a chegarem ao
Brasil, com a abertura dos portos, sendo os fundadores da cidade de Nova Friburgo,
no Rio de Janeiro. Os aleméaes chegaram logo depois, em 1824, habitando boa parte
do Rio Grande do Sul, e nas proximidades de Sdo Paulo, Espirito Santo e Rio de
Janeiro (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

A imigracdo espanhola € muito antiga, tendo um movimento desde o periodo
colonial até o ano de 1970, fixando-se, predominantemente, nas areas urbanas do
Sul e Sudeste, principalmente em S&o Paulo (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

Os imigrantes italianos formam o segundo maior grupo depois dos
portugueses. Tiveram sua maior movimentacdo no periodo de 1887 a 1914,
localizando-se na parte centro-norte do Rio Grande do Sul, em Santa Catarina,
Espirito Santo e com predominancia em Sao Paulo (ANTUNES, [entre 1998 e
2008]).

Os eslavos, oriundos da Podlonia, Russia Branca e Ucrania, chegaram ao
Brasil a partir de 1875, e fixaram-se no Parana e no Rio Grande do Sul. Os sirios,
libaneses, arabes, palestinos, arménios e turcos migraram em menor quantidade e
se estabeleceram na Amazénia e em diversas outras cidades, no periodo de 1860 a
1890 (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).
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Os japoneses formam o grupo mais recente, sendo o periodo de maior
entrada entre os anos de 1924 a 1934. A maior parte dos imigrantes japoneses se
concentra no Estado de Sao Paulo e um pouco no Paranad. Também aparecem no
Brasil as nacionalidades chinesas, inglesas, francesas, norte-americanas e
holandesas, porém em namero reduzido (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]) (figura 9).

Figura 8 — Mapa do Brasil indicando os principais Estados onde os imigrantes se fixaram. Os pontos
correspondem aos retangulos de mesma cor e marcam os Estados onde os grupos migratérios se

estabeleceram.
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Fonte: adaptado de Agenda Cultural Brasil (2017).

A migracdo interna também contribuiu para a miscigenacdo da populagéo
brasileira, apresentando, principalmente, movimentos partindo do nordeste para o
sudeste e Centro-Oeste (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

Essa grande miscigenacdo aponta a necessidade de se criar bancos de

dados especificos para as populactes brasileiras.
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2.7 Bancos de dados de DNA para finalidade forense

Desde a criacdo do primeiro banco de dados na Inglaterra, em 1990, pode-se
observar um aumento dos numeros de casos forenses que puderam ser
solucionadas com a utilizagao das informacgdes do banco. De 2001 a 2014, o banco
de dados do Reino Unido possibilitou a identificacdo de mais de 471 mil criminosos,
principalmente estupradores e assassinos em série (GODINHO, 2014).

Em 2012, a presidenta Dilma Roussef sancionou a lei 12.654, que determina
o cadastro nos bancos de dados dos perfis genético de criminosos que praticarem
crimes hediondos ou crimes violentos contra a pessoa. Tal medida auxiliaria,
principalmente, a identificacdo de criminosos reincidentes. Dessa forma criou-se no
Brasil a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG). Esta rede é
baseada no CODIS (Combined DNA Index System), um software criado pelo FBI,
que une dados forenses com a informatica, possibilitando a associacado de um perfil
genético armazenado nele com o de uma amostra retirada da cena do crime. O
CODIS e a RIBPG séao, portanto, redes integradas, onde os dados de perfis
genéticos sdo submetidos e compartilhados por vérios laboratorios forenses
participantes (GODINHO, 2014).

Embora a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos seja util em
compartilhar e comparar os perfis genéticos obtidos das cenas de crimes em nivel
nacional, tal sistema ndo armazena sequéncias de mtDNA.

Diante da importancia previamente discutida sobre a utilizacdo do DNA
mitocondrial como auxilio nas andlises de amostras com pouco ou nenhum DNA
nuclear, faz-se necessario o desenvolvimento de bancos de dados brasileiros de
MtDNA para auxiliarem nas investigacdes em que tais amostras sao utilizadas.

Diferente do RIBPG e do CODIS, alguns bancos de dados de mtDNA, que
serdo descritos adiante, possuem a funcdo de armazenar os haplotipos de uma
dada populacao, e ndo de criminosos. Dessa forma, estes bancos permitem estimar
a frequéncia dos haplotipos e a probabilidade de combinacdo genética entre
individuos nédo relacionados. Isto auxilia na discriminacdo entre individuos sem
vinculo materno, na identificacdo humana e em outras areas abordadas pela
antropologia.

7

A frequéncia haplotipica € obtida pelo método de contagem, através da

[{Fgnt)

formula p=x/N, no qual “p” é a frequéncia, “x” € o numero de vezes que um
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determinado haplétipo foi contado no banco de dados e “N” € o total de haplétipos
contidos no banco (SCIENTIFIC WORKING GROUP ON DNA ANALYSIS
METHODS, 2013).

Os laboratorios de analise forense geralmente utilizam um conjunto de dados
da sua populacéo local. Porém, ha um uso limitado desses dados, que muitas vezes
ndo estdo a disposicdo de toda a comunidade forense. Além disso, esses dados
podem conter erros ou ambiguidades, o que aponta a necessidade de coletar,
revisar e organizar esse conjunto de dados, de forma a minimizar os erros, aumentar
a acessibilidade e padronizar os procedimentos de analises dos hapl6tipos do
mtDNA (PRIETO et al., 2011).

2.8 Banco de dados do EMPOP

Em 1999, na conferéncia da International Society of Forensic Haemogenetics
(ISFH) em San Francisco, o grupo European DNA Profiling (EDNAP) se
comprometeu em apoiar o desenvolvimento de um banco de dados online de mtDNA
contendo dados de alta qualidade de varias populacbes (PARSON et al., 2004).
Assim, foi criado o EMPOP (EDNAP Mitochondrial DNA Population Database), que é
um projeto colaborativo entre varios laboratorios forenses ao redor do mundo, com o
objetivo de aumentar a quantidade de dados confiaveis de mtDNA populacional e
gue possam ser disponibilizados via internet (www.empop.org) (PARSON et al.,
2004; PRIETO et al., 2011).

Os haplotipos armazenados no EMPOP s&o submetidos a revisbes
minuciosas, para testar sua confiabilidade. Além do EMPOP, existem outros bancos
de dados e ferramentas de busca de mtDNA disponiveis na internet, como o
MITOMAP (Universidade da California — EUA), AMBase (Universidade Federal do
Paré — Brasil), FBI Software mtDNA Population database (FBI — EUA), dentre outros
(PANETO, 2010).
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Conforme informado por dois peritos criminais brasileiros, Jorge Freitas! e
Marcelo Malaghini? (comunicacdo pessoal), os laboratérios forenses no Brasil
utilizam os dados do EMPOP e na auséncia de informacgdes, alguns laboratorios
possuem amostras compiladas em bancos de mtDNA préprios.

O EMPOP é uma ferramenta interessante para avaliar dados de mtDNA
populacional, mas ainda necessita de maior numero de amostras, principalmente de
regides que, atualmente, sdo pouco representadas, como o Brasil e o restante da
América do Sul. Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar de forma
precisa a frequéncia e a distribuicdo das linhagens de mtDNA nas populacbes
desses paises (PRIETO et al., 2011).

'FREITAS, J. M. de. Utilizacdo do DNA mitocondrial e de bancos de dados nas investigacdes
criminais pelos laboratérios forenses do Brasil. Araraquara, Sao Paulo, Laboratério de Paternidade da
UNESP, 12 nov. 2015. Entrevista realizada pela autora.

2 MALAGHINI, Marcelo. Utilizacdo do DNA mitocondrial e de bancos de dados nas investigagfes
criminais pelos laboratérios forenses do Brasil. Araraquara, Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP, 17 set. 2015. Entrevista realizada pela autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar de forma critica os dados disponiveis sobre os haplogrupos do DNA

mitocondrial no Brasil em compara¢do com outros paises.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a deposicao de dados brasileiros no EMPOP com outros paises;

¢ Avaliar a influéncia do tamanho amostral na diversidade genética e no nimero de
haplétipos;

e Analisar a distribuicdo de haplogrupos e de origem ancestral pelas regides
brasileiras;

e Estimar as distancias genéticas entre as populacdes brasileiras e com as
populacdes que deram as suas origens;

e Avaliar as diversidades genéticas e os numeros de haplétipos, para as regides
hipervariaveis quando analisadas separadamente e em conjunto;

e Sequenciar as trés regides hipervariaveis do DNA mitocondrial de 5 amostras

referéncias fornecidas pela Promega e GHEP.
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4 METODOLOGIA

4.1 Andlise das quantidades de dados no EMPOP

As quantidades de dados depositados no EMPOP de cada pais participante,
inclusive do Brasil, foram verificadas no site do EMPOP. Estes dados foram
organizados em planilhas de Excel e separados por continentes e subcontinentes.
Realizou-se uma comparacéo das quantidades de sequéncias entre todos os paises,
destacando aqueles com maior nimero de sequéncias depositadas.

A contribuicdo de dados brasileiros foi comparada ao de paises da América
do Sul, ao Continente americano e demais paises que depositam seus dados no
EMPOP.

4.2 Tamanho amostral em relacdo a diversidade genética e de haplétipos

Os haplotipos para a regido controle do mtDNA de 492 amostras de Séo
Paulo (CARDENA et al., 2013), foram utilizados para observar a influéncia do
tamanho amostral nos calculos de diversidade genética e de total de haplotipos.

A populagcdo de Cardena foi escolhida devido ao seu tamanho, possibilitando
gue as amostras sejam divididas em varios grupos a partir de 50 individuos,
crescendo nessa ordem (de 50 em 50 individuos) até o valor final de 492. Para cada
grupo, foram calculados as diversidades genéticas e o total de haplétipos através do
software do Arlequin v.3.5.2.2, para HV1 e HV2 separados e em conjunto, assim
como de toda regido controle. Os resultados foram plotados em um grafico do Excel
2010.

4.3 Analise de dados brasileiros disponiveis na literatura

Artigos cientificos e publicagbes referentes a varias populagbes do Brasil
foram analisadas. Os haplétipos e haplogrupos foram anotados e organizados por
regides brasileiras (Sudeste, Sul, Norte e Nordeste). Ndo se encontraram dados
referentes a regido Centro-Oeste. Estes trabalhos e os demais (nacionais e
internacionais) apontados na tabela 1 foram utilizados para comparar essas

populacoes.
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Por meio dos dados obtidos, estimou-se a distribuicdo e a predominancia dos

haplogrupos pelos territérios brasileiros, assim como as suas origens ancestrais.

Também foi possivel observar quais regifes estdo mais carentes de pesquisas

nessa area.

Tabela 1 — Relacao dos trabalhos brasileiros utilizados neste estudo

Regides Regides do
Referéncias 910 Populacao estudada mtDNA
geograficas .
analisadas
Sudeste Minas Gerais HV1 e HV2
ALVES-SILVA et al., 2000
Nordeste Pernambuco HV1
Norte Amazonas, Para, Rondébnia e HV1
Acre
AMBROSIO et al., 2015 Sudeste Espirito Santo Reglatcz)g;ntrole
BERNARDO et al., 2014 Sudeste Rio de Janeiro Reg'at‘(’) f;:””o'e
CARDENA et al., 2013 Sudeste S&o Paulo Reg'at% tc:lmro'e
FRIDMAN et al., 2014 Sudeste S&o Paulo Reg'at% tc:lmro'e
PANETO, 2010 Sudeste S&o Paulo Reg'at% tc:lmro'e
PRIETO et al., 2011 Sudeste S&o Paulo (1) Reg'at‘(’) f:lmro'e
PRIETO et al., 2011 Sudeste Séo Paulo (2) HV1
PRIETO et al., 2011 Norte de Portugal HV1
SANCHES, 2013 Sudeste Espirito Santo Reg'at% tC:I””O'e
Sul Veranoépolis - RS HV1
MARRERO et al., 2005
Sul General - RS HV1
PALENCIA et al., 2010 sul Santa Catarina Reg'at% tC:I””O'e
GUERREIRO-JUNIOR et
al., 20091 Sul Porto Alegre - RS HV1
BARBOSA et al., 2008 Nordeste Alagoas HV1 e HV2
SANTOS et al., 2006 Norte Para HV1
SANTOS et al., 2007 Norte Regido Amazonica, populagdo HV1
preta
GONCALVES et al., 2007 Sudeste Sdo Paulo, pporgt‘(i‘?ao homens HV1
Centreos-u(l)‘aSte Kaingan HV1
MARRERO et al., 2007 gang
Centro - oeste
. HV1
e sul Guarani
MIKKELSEN et al., 2012 | Africa Somalia HV1

Fonte: da autora.
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4.4 Calculos estatisticos

As diversidades genéticas de cada populacao e a distancia genética Fst entre
elas foram calculadas pelo software Arlequin v.3.5.2.2. As diversidades genéticas
foram obtidas de HV1, HV2 e HV3, separadamente, HV1 e HV2 juntas e das trés
regides hipervariaveis juntas, de acordo com cada regido analisada nos estudos.

As distancias genéticas (Fst) foram calculadas unicamente para HV1, porque
foi a Unica regido em comum utilizada por todos os estudos analisados. As
populacdes brasileiras foram comparadas entre si e com as populagdes de Portugal,
Africa e de duas tribos indigenas (Guarani e Kaingang). As distancias genéticas
foram plotadas em gréficos pelo software “Statistica” v. 13.2.

4.5 Sequenciamentos de amostras referéncia (Promega e GHEP-ISFG)

Com a finalidade de me proporcionar experiéncia na técnica e comprovar que
uma metodologia padronizada permite obter resultados satisfatorios, foi realizado o
sequenciamento de amostras previamente conhecidas, seguindo a metodologia de
analise de mtDNA utilizada no Laboratério de Investigacdo de Paternidade do
Nucleo de Atendimento a Comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara — SP.

4.5.1 AMOSTRAS

Cinco amostras de DNA foram sequenciadas e analisadas, sendo trés (M1,
M2 e M3) do controle de qualidade do GHEP-ISFG (Grupo de Linguas Espanhola e
Portuguesa da Sociedade Internacional de Genética Forense), duas (2800 e 9948)
da Promega e o controle negativo de 4gua ultrapura.

As analises foram realizadas no Laboratério de Investigacdo de Paternidade
do Nucleo de Atendimento a Comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UNESP de Araraquara — SP.
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4.5.2 EXTRACAO DE DNA

As amostras fornecidas pela Promega ja vieram prontas e ndo precisaram de

extracdo. O mtDNA da amostra M1 do GHEP foi extraido com o kit do DNA IQ™

System-Small Casework (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. As

amostras M2 e M3 do GHEP tiverem extracdo com Chelex 5%, de acordo com o

seguinte protocolo:

Em um tubo de 0,2 ml, adicionou-se um disco do papel FTA contendo a
amostra;

Adicionou-se 50 pl de 4gua ultrapura e agitou-se o tubo no vértex;

A 4gua foi descartada e adicionou-se, novamente, 50 pl de agua ultrapura;

A solucéo foi incubada em temperatura ambiente por 30 minutos;

O tubo foi centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto na centrifuga Eppendorf
Centrifugal 5417R,;

A 4gua foi descartada e 100 pl de solucéo de Chelex 5% foram adicionados;
A solucéo foi incubada a 56°C por 1 hora no termociclador Gene Amp PCR
System 9700 (Perkin Elmer);

ApOs ser vortexada, a amostra foi incubada por 8 minutos a 100°C no
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer);

O tubo foi centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos na centrifuga Eppendorf
Centrifugal 5417R, e o0 sobrenadante foi armazenado para a reagcdo em

cadeia da polimerase (PCR).

4.5.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O mix foi preparado em tubos de 0,2 ml, seguindo o seguinte protocolo:

10X Gold Star Buffer (Promega);

1U de AmpliTagGold DNA Polymerase (Applied Biosystems by Life
Technologies);

0,2 uM de cada iniciador (tabela 2);

1 a5 ng de DNA,

Agua ultrapura (Milli-Q) gsp. 25pL.



Tabela 2 — Iniciadores utilizados na PCR e no sequenciamento

Iniciador Orientagao Sequéncia
HV1 L15997 Forward 5'-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3'
H16401 Reverse 5 -TGATTTCACGGAGGATGGTG-3'
HV2 L29 Forward 5-GGTCTATCACCCTATTAACCAC-3
H408 Reverse 5-CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3
HV3 F314 Forward 5-CCGCTTCTGGCCACAGCACT-3
639R Reverse 5-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’

Adaptado de: Mitotyping Technology Protocol apud Paneto (2010) e Sanches (2013).
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As regibes HV1, HV2 e HV3 foram amplificadas separadamente no

termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer) com a seguinte ciclagem:

95 °C por 11 minutos
96 °C por 1 minuto

94 °C por 30 segundos
56 °C por 30 segundos
72 °C por 90 segundos
60 °C por 11 minutos
4°C

40 ciclos

4.5.4 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DA PCR

Apos a PCR, as amostras foram purificadas utilizando-se GFX™ PCR DNA

and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), com a finalidade de retirar os

nucleotideos néo incorporados e excesso de iniciadores.

4.5.5 SEQUENCIAMENTO DO DNA

Para o sequenciamento, foram preparadas as solu¢gdes em tubos de 0,2 ml,

de acordo com o seguinte protocolo:

e 0,25X de Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems by Life

Technologies);

e 3,2 picomolar de iniciador direto ou reverso;
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1X de tampé&o do kit Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems by Life
Technologies);

2,0 yL do produto de PCR de HV1 e 3 uL para os produtos de HV2 e HV3.
Agua ultrapura (Mili-Q) gsp. 10 yL;

O sequenciamento foi realizado no termociclador GeneAmp PCR System

9700 (Perkin Elmer) conforme a ciclagem:

96 °C por 1 minuto

96 °C por 10 segundos

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

4 °C

4.5.6 PURIFICACAO E PRECIPITACAO

Com a finalidade de se retirar os nucleotideos néo incorporados, os produtos

do sequenciamento foram purificados pela técnica de precipitacdo por etanol, de

acordo com o seguinte protocolo:

Em um tubo de 1,5 ml contendo 1 uL do produto de PCR, foram adicionados
80 L de isopropanol 75%;

Ap6s homogeneizar, a mistura foi mantida por 15 minutos no escuro em
temperatura ambiente;

Centrifugou-se a solucdo por 15 minutos a 14.000 rpm na centrifuga
Eppendorf Centrifugal 5417R;

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado sobre papel absorvente;
Adicionou-se ao precipitado 1 ml de etanol 70%, centrifugando (Eppendorf
Centrifugal 5417R) por 5 minutos em temperatura ambiente;

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado foi submetido
a secagem a vacuo (DNA Speed Vac — Savant) por 30 minutos;

Os precipitados secos foram ressuspensos em 10 yL de Formamida HI-DI

(Applied Biosystems by Life Technologies).



37

4.5.7 ELETROFORESE CAPILAR

Os produtos dos sequenciamentos purificados foram transferidos para uma
placa. Agitou-se a placa em agitador de tubos FINEMIXER SH2000, durante 1
minuto, e centrifugou-se a 14000 rpm por 30 segundos no Eppendorf Centrifugal
5417R. As amostras foram submetidas a temperatura de 95 °C no termociclador
Gene Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer) por 3 minutos para a desnaturacao do
DNA, e logo em seguida, a placa foi depositada sob o gelo por 3 minutos. As
amostras foram aplicadas no analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems by
Life Technologies).

Para realizar a eletroforese no ABI 3500, utilizou-se o polimero POP-7
(Applied Biosystems by Life Technologies) e capilar de 50 cm (Applied Biosystems
by Life Technologies).

4.5.8 ANALISE DOS POLIMORFISMOS

As sequéncias foram analisadas no programa SeqScap v. 3 para confirmagao
da qualidade dos eletroferogramas.

4.5.9 CLASSIFICACAO EM HAPLOGRUPOS
As sequéncias foram analisadas com as ferramentas do mtDNAmanager

(YONSEI DNA PROFILING GROUP, 2007) e classificados nos seus respectivos

haplogrupos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Quantidades de dados no EMPOP

O EMPORP possui 34617 haplétipos depositados até a data da avaliagdo 20 de
setembro de 2015, e um total de 63 paises participantes. Nado ha dados da Oceania.

A pesquisa iniciou-se pela Ameérica do Sul, onde foi possivel observar maior
namero de dados da Argentina, seguido pelo Chile. O Brasil € o terceiro pais com

maior numero de haplétipos depositados, sendo responsavel por cerca de 25% dos

dados sul-americanos (tabela 3).

Tabela 3- Numero de haplétipos depositados no EMPOP por paises da América do Sul

Paises Numero de haplétipos Porcentagem
Argentina 1088 34,3%
Chile 996 31,4%
Brasil 782 24,6%
Equador 107 3,4%
Venezuela 101 3,2%
Colémbia 98 3,1%
Total 3074 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

De doze paises e trés territérios ultramarinos, apenas seis paises da América

do Sul (tabela 3) participam do EMPOP.
Os paises da América Central apresentaram os menores indices de dados
depositados de todo o continente Americano (tabela 4). De vinte paises e dezesseis

territérios que compdem a América Central, apenas sete deles estdo representados

no EMPOP até a data da avaliacéo.
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Tabela 4 — Nimero de haplétipos depositados no EMPOP por paises da
América Central

Paises Numero de haplétipos Porcentagem
Guatemala 221 17%
Porto Rico 209 16%
Jamaica 199 16%
Honduras 184 15%
Haiti 163 13%
Nicaradgua 162 13%
Republica Dominicana 130 10%
Total 1268 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

A América do Norte, embora possua apenas dois paises contribuintes, é o
continente com o maior nimero de haplétipos depositados no EMPOP, devido
principalmente ao fornecimento de dados dos Estados Unidos da América (EUA),

gue superou todos o0s outros paises americanos (tabela 5).

Tabela 5 - Numero de haplétipos depositados por paises da América do
Norte no EMPOP

Porcentagem
Paises NUumero de haploétipos relativa
Estados Unidos 10799 95%
México 593 5%
Total 11392 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

O Canada néo contribuiu até esse momento com dados para o EMPOP,
talvez porque utilize outros bancos de dados populacionais.

O gréfico 1 permite correlacionar as participacdes dos paises americanos,
sendo os EUA o maior contribuidor, seguido da Argentina, Chile e Brasil,

respectivamente.
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Grafico 1 — Porcentagem de haplétipos depositados no EMPOP por paises Americanos

Brasil B Argentina M Chile
H Equador H Colombia H Venezuela
B Republica Dominicana ® Guatemala Haiti
H Honduras M Jamaica Nicaragua
Porto Rico Estados Unidos México

4% 5% 7% 1% 1% 19

1%
1%

Fonte: Autora.

A pequena participagdo do Brasil no EMPOP possivelmente deve-se ao uso
do mtDNA ser relativamente recente no pais. Também se deve, segundo o perito
criminal Marcelo Malaghini2 (comunicacdo pessoal), ao alto custo dos equipamentos
e reagentes utilizados nas andlises e maior complexidade do método quando
comparado com a analise do DNA nuclear. Além disso, segundo Walther Parson3
(comunicacdo pessoal) responsavel pelo banco de dado do EMPOP, muitos
pesquisadores brasileiros nédo disponibilizam os raw data (eletroferogramas) para
assegurar a qualidade e confirmar os seus resultados, o que nao permite que tais
sequéncias sejam depositadas no EMPOP.

A Europa possui muitos paises participantes, sendo a Alemanha e a Espanha

0S que possuem maiores numeros de sequéncias depositados (tabela 6).

2 MALAGHINI, Marcelo. Utilizagdo do DNA mitocondrial e de bancos de dados nas investigacfes
criminais pelos laboratérios forenses do Brasil. Araraquara, Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP, 17 set. 2015. Entrevista realizada pela autora.

3 PARSON, W. Analysis and interpretation of mtDNA in the forensic field. Rio de Janeiro, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Workshop realizado 10 out. 2016.
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Tabela 6 - Nimero de haplétipos depositados por paises da Europa no

EMPOP

Paises Numero de amostras Porcentagem
Espanha 1567 16%
Alemanha 1177 12%
Polonia 894 9%
Bulgéria 855 9%
Portugal 733 7%
Suécia 634 6%
Hungria 594 6%
Federagcédo Russa 456 5%
Italia 398 4%
Roménia 360 4%
Grécia 319 3%
Austria 273 3%
Eslovénia 228 2%
Dinamarca 206 2%
Finlandia 200 2%
Macedonia 200 2%
Croécia 187 2%
Bdsnia e Herzegovina 156 2%
Letonia 131 1%
Bélgica 104 1%
Holanda 104 1%
Chipre 91 1%
Total 9867 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

Os EUA superam o continente europeu em namero de haplétipos depositados
e, embora a Europa (750 milhdes de habitantes) apresente uma populacdo maior
que a dos EUA (324,4 milhGes de habitantes), apenas 22 paises dos quase 50 que o
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compdem depositaram dados no EMPOP. (COUNTRYMETER, 2016; FREITAS,
2016).

A Asia foi o terceiro continente com maior nimero de haplétipos depositados
(Grafico 2), com maior participacdo do Uzbequistdo e da China. De 45 paises

asidticos, apenas dezesseis contribuem com dados para o EMPOP (tabela 7).

Tabela 7 — Nimero de haplétipos depositados no EMPOP por paises da Asia

Porcentagem
Paises Numero de haplotipos relativa
Uzbequistao 1573 23,1%
China 927 13,6%
Coréia do Sul 692 10,1%
Paquistao 644 9,4%
Japéo 564 8,3%
Kuwait 381 5,6%
Indonésia 277 4,1%
india 250 3,7%
Emirados Ardbes Unidos 249 3,6%
Laos Republica Democrética 214 3,1%
Barein 213 3,1%
Tailandia 190 2,8%
Vietna 187 2,7%
Iraque 182 2,7%
Filipinas 153 2,2%
Malasia 123 1,8%
Total 6819 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

A Africa apresentou uma maior contribuicdo de dados provenientes do
Marrocos e do Egito (Tabela 8). De 55 paises que compdem esse continente,
apenas dez contribuiram com dados para o0 EMPOP até o momento deste
levantamento (20 de setembro de 2015).
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Tabela 8 — Nimero de haplétipos depositados no EMPOP por
paises da Africa

Porcentagem
Paises Numero de hapldtipos relativa
Marrocos 565 26,9%
Egito 405 19,3%
Uganda 261 12,4%
Gana 191 9,1%
Somadlia 190 9%
Angola 129 6,1%
Gabéao 115 5,5%
Quénia 100 4,8%
Guiné-Bissau 79 3,8%
Tunisia 64 3%
Total 2099 100%

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).

Com todos os dados apresentados anteriormente, foi possivel comparar os
continentes e subcontinentes entre si, obtendo-se o seguinte grafico de participacdo

no EMPOP:
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Grafico 2 — Comparacéo da porcentagem de haplétipos fornecidos ao EMPOP entre continentes e
subcontinentes. América do Norte (verde) contou com 33% do total dos dados depositados no
EMPOP, sendo 2 paises depositantes (EUA e México); a Europa (laranja) contou com 22 paises; a
Asia (roxo) com 16; a América do Sul (azul escuro) com 6; a Africa (azul claro) com 10; e a América

Central (vermelho) com 7.

B América do Sul ® América Central ® América do Norte M Asia ® Africa ® Europa

Fonte: Autora.

O continente americano foi 0 que apresentou maior contribuicdo de haplotipos
pela inclusdo dos EUA, seguido pelos continentes europeu e asiatico,
respectivamente. A tabela 9 mostra os paises que tiveram a maior quantidade de
dados depositados no EMPOP.

Tabela 9 — Paises com maior nimero de dados depositados no EMPOP

Pais Continente Total de Haplotipos
EUA Ameérica do Norte 10799
Uzbequistéo Asia 1573
Espanha Europa 1567
Alemanha Europa 1177
Argentina  América do Sul 1088

Fonte: European DNA Profiling Group (2015).
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5.2 Tamanho amostral, diversidade genética e total de haplotipos

Este estudo utilizou-se dos dados de Cardena (2013) para avaliar a influéncia
do tamanho amostral na diversidade genética. Esta populacéo foi utilizada por ser a
que contém a maior quantidade de haplétipos entre os estudos brasileiros. Foi
observado que as diversidades genéticas, das regides de menor poder de
discriminacdo (HV1 e HV2), aumentam junto com o tamanho da amostra, atingem
um pico e, logo em seguida, comecam a diminuir, o que também foi observado por
Pereira e colaboradores (2004). Em relacdo as diversidades genéticas das regides
mais polimorficas (regido controle e HV1+HV2), estas apresentaram menor

variabilidade em funcéo do crescimento amostral (Grafico 3).

Grafico 3 — Diversidade genética e tamanho da populacdo (492 individuos) conforme o haplétipo
estudado — HV1, HV2, HV3 e regido controle. As regibes menos polimorficas (HV1 e HV2)
demonstraram maior variabilidade da diversidade genética em funcao do tamanho amostral do que as
outras regifes mais polimérficas (HV1+HV2 e RC). RC — Regido controle.
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Diversidade genética

=== RC
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Fonte: Autora.

Por HV2 ser menos discriminatéria, a queda na diversidade genética € mais
acentuada. Isto se deve ao aumento do numero de haplétipos compartilhados entre
individuos, uma vez que HV2 possui pouco poder para discriminar estes haplotipos
entre si. Portanto, o aumento do numero de sequéncias iguais, na populacéo,

resultou na diminui¢cdo da sua diversidade genética.
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Observando as diversidades genéticas descritas em outros estudos, em
relacéo a regido do mtDNA analisada, a regido controle demonstrou maiores indices
de diversidade genética, seguida por HV1-HV2, HV1, HV2 e HV3 (tabela 10).

Tabela 10 — Diversidade genética e tamanho da populacéo estudada. (1+2) HV1 +HV2; (RC) Regido
Controle. SP — Sao Paulo; MG — Minas Gerais; ES — Espirito Santo; RJ — Rio de Janeiro; RS — Rio
grande do Sul, SC — Santa Catarina; PR — Parana; PA — Para, AM — Amazonas; RO — Rondénia; AC

— Acre, AL — Alagoas; PE — Pernambuco. ND — Nao determinado.

Autor /

Populacio Ta;nmag‘:tfada HV1I | HV2 | HV3 | 1+2 | RC
PRIETO et al., 2011

(sP) 142 0,9927 | 0,9907 |0,78134|0,99860|0,99910
PRIETO et al., 2011
- 48 0,9929 | 0,9823 | ND 1 ND
PANETO, 2010
- 160 0,9936 | 0,.9912 |0,79410|0,99866 | 0,99921
FRIDMAN et al.,
2014(SP) 290 09932 | 0,99 |0,82320(0,99831( goass
CARDENA et al.,

2013 (SP) 492 0,9946 | 0.9911 |0,77168|0,99897 | 0,99939
ALVES-SILVA et al.,

2000 (MG) 99 0,9885 | ND ND ND ND
SANCHES, 2013 (ES) 100 0,9946 | 0,9901 | 0,76061|0,99798|0,09818
GONCALVES et al.,

2008 (SP — pretos) 120 0,9913 ND ND ND ND
BERNARDO et al.,
2014 (R)) 179 0,9971 | 0,9892| ND |0,99956| ND
MARRERO et al.,
2005 (General —RS) 88 0,9237 ND ND ND ND
MARRERO et al.,
2005 (VeF::;‘ém“s‘ 31 09936 | ND ND ND ND
PALENCIA et al., 80 0.9687 | 0.9775 |0,76076 | 0.99209 |0,99430
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2010 (SC)
GUERREIRO-JUNIOR
et al., 2009 (RS) 171 0,9774 ND ND ND ND
ALVES-SILVA et al.,
2000 (RS, SC, PR,) 50 0,9804 ND ND ND ND
SANTOS et al., 2006
(PA) 60 0,9853 ND ND ND ND
ALVES-SILVA et al.,
2000 (AM, PA, RO, 49 0,9847 | ND ND ND ND
AC)
SANTOS et al., 2007
(AM — Pretos) 235 0,9895 ND ND ND ND
BARBOSA et al.,
2008 (AL) 167 0,9934 | 0,9907 ND |0,99755| ND
ALVES-SILVA et al.,
2000 (PE) 50 0,9943 ND ND ND ND
PRIETO et al., 2011
(Portugal) 132 0,9762 ND ND ND ND
MIKKELSEN et al.,
2012 (Africa) 190 0,9865 ND ND ND ND
MARRERO et al.,
2006(Guarani) 200 0,7635 ND ND ND ND
MARRERO et al.,
2006 (Kaingang) 78 0,7729 ND ND ND ND

Fonte: Autora.

Os valores das diversidades genéticas nos estudos apresentados na tabela
10 apontam altos indices de variabilidade genética nas populacbes brasileiras
estudadas.

A regido Sudeste foi a que apresentou os maiores valores de diversidade
genética para suas populacdes. Estes resultados podem ser explicados pelo forte
fluxo de imigrantes (suico-alemées, espanhdis, japoneses, portugueses, africanos e
italianos) e pela migragéo de grupos do Norte e Nordeste, principalmente para essa
regido (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).
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Nos estudos que disponibilizaram haplétipos da regido controle, foi possivel
observar a influencia de cada regido (HV1, HV2, HV3, HV1-HV2 e RC) na
diversidade genética. As areas mais polimérficas apresentaram os maiores indices
de diversidade.

Estes resultados corroboram com o que ja foi relatado em outros estudos. No
trabalho de Fridman e colaboradores (2008), a regido HV1 apresentou mais sitios
polimorficos em relacéo a HV2, tendo assim um poder de discriminagdo maior. HV1-
HV2 aumenta consideravelmente esse poder de discriminacdo. Lutz e colaboradores
(2000) demonstraram que HV3, embora possua menor poder de discriminagao
quando comparado com HV1 e HV2, € muito util quando analisada em conjunto com
estas regides, permitindo diferenciar sequéncias de HV1l e HV2 idénticas. Por
englobar as trés regides hipervariaveis e mais alguns polimorfismos, a regido
controle € altamente polimérfica. Portanto, atualmente, as recomendacfes
internacionais para andlise de mtDNA sugerem o0 sequenciamento da regido
controle, principalmente quando houver o intuito de depositar os haplétipos em
bancos de dados (PARSON et al., 2014).

Grafico 4 — Numero de haplétipos e tamanho da populacédo (492 individuos) conforme o haplétipo
estudado — HV1, HV2, HV3 e regido controle. As regides mais polimérficas (HV1+HV2 e RC)
descriminaram um maior nimero de haplétipos em cada grupo populacional, e dessa forma
apresentaram maior proximidade entre os valores do numero de haplotipos e do tamanho da

populacdo, do que as outras regides menos polimérficas (HV1 e HV2). RC — Regido controle.
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Fonte: Autora.
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No grafico 4, observa-se que o ndmero de haplétipos aumentou conforme
foram acrescentadas mais amostras. Quanto mais polimérfica a regido (hipervariavel
e controle) mais proximos sdo os valores do tamanho amostral com o total de
haplétipos. O mesmo pbde ser observado para outras analises como apresentado
na tabela 10.

Assim como foi observado para a diversidade genética, quanto mais
polimorfica era a sequéncia em analise, maior foi o numero de haplotipos
discriminados entre si. Por exemplo, no gréafico 4, quando a populacdo é de 400
individuos, HV2 consegue determinar cerca de 200 hapl6tipos, enquanto que a
regido controle permite discriminar, para 0 mesmo tamanho amostral, mais de 350

haplétipos.
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Tabela 11 — Total de haplétipos em funcdo da regido analisada e do tamanho da populacéo
estudada. (1) HV1; (2) HV2; (1+2) HV1-HV2; (3) HV3; (RC) Regiao Controle. SP — Sdo Paulo; MG —
Minas Gerais; ES — Espirito Santo; RJ — Rio de Janeiro; RS — Rio grande do Sul, SC — Santa
Catarina; PR — Parana; PA — Para, AM — Amazonas; RO — Rondénia; AC — Acre, AL — Alagoas; PE —
Pernambuco. ND — N&o determinado.

Numero de haplétipos
Autor / Populacéao Tamanho 1 5 3 142 RC
da amostra
PRIETO et al., 2011 (SP) 142 110 94 26 130 134
PRIETO et al., 2011
(sP) 48 43 36 ND 48 ND
PANETO, 2010
(sP) 160 123 103 29 145 151
FRIDMAN et al., 2014(SP) 290 197 156 47 249 253
CARDENA et al., 2013
(SP) 492 305 | 228 | 63 412 437
ALVES-SILVA et al., 2000
(MG) 99 80 | ND | ND ND ND
SANCHES, 2013 (ES) 100 81 | 70 | 21 92 93
GONCALVES et al., 2008
(SP — pretos) 120 85 ND ND ND ND
BERNARDO et al., 2014
(R)) 179 147 | 108 | ND 172 ND
MARRERO et al., 2005
(General — RS) 88 43 ND ND ND ND
MARRERO et al., 2005
(Veranépolis — RS) 31 28 ND ND ND ND
PALENCIA et al., 2010
(SC) 80 52 44 23 61 66
GUERREIRO-JUNIOR et
al., 2009 (RS) 171 105 ND ND ND ND
ALVES-SILVA et al., 2000
(RS, SC, PR,) 50 41 ND ND ND ND




SANTOS et al., 2006 (PA)

60 49 ND ND ND ND
ALVES-SILVA et al., 2000
(AM, PA, RO, AC) 49 40 ND ND ND ND
SANTOS et al., 2007 (AM
— Pretos) 235 129 ND ND ND ND
BARBOSA et al., 2008
(AL) 167 145 102 ND 145 ND
ALVES-SILVA et al., 2000
(PE) 50 44 ND ND ND ND
PRIETO et al., 2011
(Portugal) 132 89 ND ND ND ND
MIKKELSEN et al., 2012
(Africa) 190 95 ND ND ND ND
MARRERO et al.,
2006(Guarani) 200 9 ND ND ND ND
MARRERO et al., 2006
(Kaingang) 78 12 ND ND ND ND
Total 3211 2053 | 941 209 1454 1134

Fonte: Autora.
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As populacdes nativo-americanas, Guarani e Kaingang (MARRERO et al.,

2006) apresentaram uma diversidade genética menor (tabela 10), assim como o

namero de haplétipos (tabela 11) quando comparadas com as outras populacdes.

Observando a diferenca entre o tamanho da amostra com o numero de haplétipos,

entende-se que a quantidade de haplétipos compartilhados entre individuos foi alta

dentro dessas tribos, mostrando uma falta de interacdo genética com outros povos.

5.3 Rela¢édo de haplogrupos distribuidos nos territérios brasileiros

5.3.1 SUDESTE

A regido sudeste contou com 1621 haplétipos obtidos de oito populagbes

oriundas de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo, conforme

descrito anteriormente na tabela 1. Os haplogrupos predominantes foram: os de
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origem africana L3 (17,8%), L2 (12,1%), L1 (9,7%), amerindia B (9,4%), A (8,9%), C
(7,1%), e europeia H (8,6%). Os haplogrupos de origem africana foram os de maior
namero em relacdo aquelas de ancestralidades nativa americana e europeia, que se

apresentaram em niveis similares (tabela 12).

Tabela 12 — Quantidades de haplétipos classificados em haplogrupos da Regido Sudeste avaliados
na andlise da literatura. (1) FRIDMAN et al.,2014; ( 2) BERNARDO et al., 2014; (3) CARDENA et al.,
2013; (4) AMBROSIO et al., 2015; (5) ALVES-SILVA et al., 2000; (6) PRIETO, L. et al., 2011; (7)
SANCHES, 2013; (8) PANETO, 2010.

Haplogrupos 1 2 3 4 5 6 7 8 Total Porcentual
A 28 10 50 11 14 13 7 11 144 8,90%
42 18 46 4 10 15 4 14 153 9,40%
7
5

O
N
\‘

16 25 7 6 13 14 115 7,10%

D 10 4 12 4 4 4 2 45 2,80%
H 8 21 46 11 14 6 11 22 139 8,60%
HV 6 0 9 7 O O 7 1 30 1,90%
J 5 1 9 5 5 28 1,70%
6 3 10 6 4 35 2,20%
LO 9 9 18 4 7 4 6 57 3,50%
L1 28 20 56 11 11 12 11 9 158 9,70%
L2 23 25 67 13 8 24 13 23 196 12,10%
L3 40 54 87 15 13 33 15 31 288 17,80%
R 29 0 0 O O 3 0 o0 32 2,00%
RO O O 19 0 0 25 0 0 44 2,70%
T 8 1 9 5 4 9 5 4 45 2,80%
U 11 1 16 3 5 8 2 4 50 3,10%
Indeterminados 1 0 O O O O O O 1 0,10%
Outros 9 7 13 2 7 7 6 10 61 4%
Total 290 190 492 100 99 190 100 160 1621 100,00%

Fonte: Autora.

O predominio de haplogrupos de origem africana pode ser explicado,
historicamente, pela vinda de grupos europeus, compostos principalmente por
homens portugueses, que no inicio da colonizacdo relacionaram-se com mulheres

indigenas e, subsequentemente com as africanas trazidas para a escravidao
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(ANTUNES, [entre 1998 e 2008]). Isto pode ser confirmado por estudos de
patrilinhagem (cromossomo Y) que demonstram um predominio de haplogrupos
europeus (56%), principalmente de Portugal, na composicdo dessas populacdes
brasileiras (PENA, et al., 2000). Uma maior miscigenacdo com mulheres europeias
comecou no Brasil a partir da metade do século 19, com a abertura dos portos, e
com a chegada de vérios imigrantes europeus (ANTUNES, [entre 1998 e 2008];
PENA, et al., 2000).

5.3.2 SUL

A regido Sul apresentou 421 haplétipos na literatura sendo que a maior parte
dos haplogrupos foi de ancestralidade europeia: H (32,1%), U (8,6%), T (8,1%),
seguida dos nativo-americanos: C (8,1%), B (5,0%) e A (3,8%) e, uma pequena
parcela de africanos, com destaque para L1 (3,6%) (tabela 13).
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Tabela 13 - Quantidades de haplétipos classificados em haplogrupos da Regido Sul avaliados na
analise da literatura. (1) ALVES-SILVA et al., 2000; (2) MARRERO et al., 2005; (3) PALENCIA et
al., 2010; (4) GUERREIRO-JUNIOR et al., 2009.

Haplogrupos 1 2 3 4 Total Porcentual
A 3 1 2 10 16 3,80%
3 3 7 8 21 5,00%
C 3 7 17 17 34 8,10%
D 2 1 1 1 5 1,20%
H 13 50 22 50 135 32,10%
HV 1 0 O O 1 0,20%
J 6 9 1 15 31 7,40%
2 8 5 8 23 5,50%
LO O 0 2 5 7 1,70%
L1 3 1 3 8 15 3,60%
L2 0O 1 6 1 8 1,90%
L3 2 1 1 1 1,20%
N O 0 2 2 4 1,00%
pré-HV ou | 1 2 7 1 11 2,60%
pré&-VouHVO 1 0 3 O 4 1,00%
T 4 7 7 16 34 8,10%
U 4 11 4 17 36 8,60%
\% 1 4 0 8 13 3,10%
X 1 0 0 1 2 0,50%
Indeterminado 0 13 0 3 16 3,80%
Total 50 119 80 172 421 100,00%

Fonte: Autora.

Historicamente, com a abertura dos portos em 1808, o Sul foi a regido de
maior concentracdo de imigrantes europeus, tanto homens quanto mulheres,
principalmente alemées, eslavos, italianos e suigos-alemées. Nessa regido, o
relacionamento dos homens europeus com as mulheres indigenas foi maior do que
com as africanas, pois o trafico de escravos teve maior intensidade nas regides
Sudeste e Nordeste do que na regido Sul (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]). Além

disso, a coroa portuguesa estimulou fortemente o casamento com mulheres
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“brancas”, a partir do ano de 1755, com consequente aumento da vinda de mulheres

europeias para o Brasil (PENA, et al., 2000).

5.3.3. NORDESTE

Poucos estudos sobre a regido Nordeste foram encontrados (tabela 1),
apresentando-se apenas 217 haplétipos. Observou-se a prevaléncia dos
haplogrupos africanos L3 (17,1%), L2 (11,5%), L1 (15,2%), seguida de nativo
americanos A (10,1%), B (9,2%), C (7,8%) e europeus H (12,9%) (tabela 14).
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Tabela 14 - Quantidades de haplétipos classificados em haplogrupos da Regido Nordeste avaliados
na analise da literatura.
BARBOSA et al., ALVES-SILVA et al.,

Haplogrupos Total Porcentual

2008 2000
A 18 4 22 10,1%
B 17 3 20 9,2%
C 16 1 17 7,8%
D 4 3 7 3,2%
H 17 11 28 12,9%
J 2 1 3 1,4%
K 0 2 2 0,9%
L1 26 7 33 15,2%
L2 20 5 25 11,5%
L3 27 10 37 17,1%
pré-V ou HVO 1 0 1 0,5%
T 4 1 5 2,3%
U 7 1 8 3, 7%
\% 2 1 3 1,4%
W 2 0 2 0,9%
Indeterminado 4 0 4 1,8%
Total 167 50 217 100,0%

Fonte: Autora.

Assim como no Sudeste, o Nordeste teve um predominio de vinda de
escravos africanos. Houve nessa regido um forte relacionamento entre os homens
europeus com as mulheres indigenas e africanas, e entre os proprios amerindios
com os africanos (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]). Dessa forma, analisando-se a
linhagem materna nessa regido, observa-se uma maioria de origem africana (44%) e
uma minoria de europeus (~27%), enquanto que a linhagem paterna aponta a
origem europeia como predominante (67%) (PENA, et al., 2000). A origem africana
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supera a de indigenas, possivelmente devido a grande quantidade de escravos

africanos em relacdo aos indigenas na regido.

5.3.4 NORTE

A regido Norte também apresentou baixo nimero de haplétipos (108) (tabela
15), sendo que mais de 50% representados por haplogrupos de ancestralidade
nativo-americana: C (20%), A (15,7%), B (14,8%) e D (8,3%). Na ancestralidade
africana, destacou-se o haplogrupo L3 (14,8%), enquanto que na europeia destacou-
se 0 H (5,6%) e 0 J (4,6%).
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Tabela 15 - Quantidades de haplétipos classificados em haplogrupos da Regido Norte avaliados na
analise da literatura.

ALVES-SILVA et al.,

Haplogrupos SANTOS et al., 2006 Total Percentual

2000
A 4 13 17 15,7%
B 8 8 16 14,8%
C 10 12 22 20,4%
D 4 5 9 8,3%
H 4 2 6 5,6%
J 3 2 5 4,6%
K 1 0 1 0,9%
L 1 0 1 0,9%
LO 0 1 1 0,9%
L1 2 0 2 1,9%
L2 1 3 4 3, 7%
L3 3 13 16 14,8%
pre-V ou HVO 1 0 1 0,9%
T 4 0 4 3, 7%
U 2 0 2 1,9%
Indeterminado 0 1 1 0,9%
Total 48 60 108 100,0%

Fonte: Autora.

Esta regido demonstrou linhagem materna predominantemente nativo-
americana (58,8%), seguida de africana e europeia com cerca de 20% cada. Isto
pode ser explicado pelos relatos historicos das relagfes dos portugueses e escravos
africanos com as americanas nativas (ANTUNES, [entre 1998 e 2008]). Desse modo,
assim como nas outras regides, houve o predominio de haplogrupos europeus (56%)

na patrilinhagem dessa regido (PENA, et al., 2000).
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O grafico 5 mostra as propor¢cbes de ancestralidade para cada regido, de

acordo com os dados citados acima.

Grafico 5 — Porcentagem da composicao ancestral nas regides brasileiras analisadas pelos dados da
literatura.
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CQ Q0/
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0,0% T T T T
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Fonte: Autora.

Observando o grafico acima, é possivel visualizar a similaridade entre as
regides Sudeste e Nordeste. Isto provavelmente se deve ao grande fluxo migratorio
do Nordeste para o Sudeste, com maior intensidade nas décadas de 60 e 70, devido
as melhores condicdes climaticas, de trabalho e de vida oferecidas pela ultima
(ANTUNES, [entre 1998 e 2008]).

Comparando estes resultados com os de Pena e colaboradores (2000), é
possivel inferir que a linhagem materna do Brasil tem porcentagens de origens
predominantemente africanas (37%), seguida de europeia (35%) e nativo-americana
(28%), enquanto que a linhagem paterna tem, em sua maioria, a origem europeia
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(57%). Estes dados corroboram com os relatos historicos das imigracdes europeia e

africana, e da relacdo desses imigrantes com 0s povos nativos.

5.3.5 COMPARACAO ENTRE OS DADOS DO BRASIL NO EMPOP E DA
LITERATURA

Na tabela 16 € demonstrada a relacdo entre as quantidades de dados
brasileiros encontrados na literatura e que nao estdo, necessariamente, depositados

em bancos de dados, em comparacdo com a quantidade de haplétipos no EMPOP.

Tabela 16 — Comparagdo dos dados brasileiros avaliados na literatura com os depositados no
EMPOP

Regides Literatura EMPOP
Sudeste 1621 (68,5%) 677 (86,6%)
Sul 421 (17,8%) 79 (10%)
Nordeste 217 (9,2%) 20 (2,6%)
Norte 108 (4,6%) -
Indeterminado - 6 (0,8%)
Total 2367 782

Fonte: Autora.

A tabela 16 permite observar que as quantidades de haplétipos encontrados
na literatura superam mais que o dobro as quantidades do EMPOP. Isto pode refletir
a dificuldade dos laboratérios em atender aos controles de qualidade exigidos pelo
EMPOP para submissdo das amostras. E possivel observar que as quantidades de
dados do Sudeste superam aos das outras regides, demonstrando uma caréncia de
dados e de estudos sobre as populacbes de outras regides que estdo pouco

representadas.

5.4 Distancias genéticas das populacdes brasileiras

Foram realizadas 253 andlises de comparacdo pareadas entre as 23
populacdes estudadas. Sabendo que os valores de p value obtidos estao
superestimados, estes resultados foram submetidos a correcdo de Bonferroni para
multiplos testes, através da divisdo do nivel de significancia de 5% pelo nimero total
de andlises (253). Dessa forma, as distancias genéticas (Fst) séo significativas para

valores de p value menores que 0,000198.
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5.4.1 SUDESTE

Foram estudadas seis populacbes de Sao Paulo, sendo uma composta
somente por homens autodeclarados pretos, e as outras oriundas de Minas Gerais
(caucasianos), Espirito Santo e Rio de Janeiro.

Todas as populagbes se demonstraram proximas geneticamente,
principalmente entre as de Sao Paulo e estas com a do Espirito Santo e de Minas
Gerais (tabela 17). A populacédo do Rio de Janeiro se demonstrou mais proxima de
duas populacdes de S&do Paulo, a de Cardena (2013) e a de individuos pretos. A
populacdo de S&o Paulo de individuos autodeclarados pretos se mostrou mais
afastada das demais populacdes e apresentou valores significativos para o p value.
Também demonstraram distancias significantes as populacdes de Minas Gerais
(MG) e Espirito Santo, e Rio de Janeiro com a maioria dessas populagdes, exceto
SP2 e SP pretos (tabela 17).
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Tabela 17 — Valores de Fst e p value das distancias genéticas entre as populacfes. Valores de Fst
estéo representados abaixo do eixo diagonal. Valores de p value estdo representados acima do eixo
diagonal. Valores estatisticamente significantes para p value < 0,000198 (Correcdo de Bonferroni
para multiplos testes). SP — Sao Paulo: 1 e 2 (PRIETO et al., 2011), 3 (PANETO, 2010), 4 (FRIDMAN
et al., 2014), 5 (CARDENA et al., 2013); SP pretos — populacédo autodeclarada preta de Séao Paulo
(GONCALVES et al., 2008); MG — Minas Gerais (ALVES-SILVA et al., 2000); ES - Espirito Santo
(SANCHES, 2013); RJ - Rio de Janeiro (BERNARDO et al., 2014).

SP
Populagdo SP1 SP 2 SP 3 SP 4 SP5 MG ES RJ
pretos
SP1 * 0,74775 0,99099 0,45045 0,74775 0,11712 0,12613 0,0000 0,0000

SP 2 0,00103 * 0,7027 0,59459 0,48649 0,73874 0,33333 0,0000 0,01802
SP 3 0,00606 0,00079 * 0,41441 0,54054 0,07207 0,18018 0,0000 0,0000
SP 4 0,00003 0,00053 0,00001 * 0,21622 0,02703 0,17117 0,0000 0,0000
SP 5 0,0003 0,00011 0,00016 0,00028 * 0,02703 0,07207 0,0000 0,0000
MG 0,0011 0,00098 0,00155 0,00175 0,00172 * 0,0000 0,0000 0,0000
ES 0,00096 0,00043 0,00064 0,00083 0,00106 0,00336 * 0,0000 0,0000
SP pretos 0,00489 0,00531 0,00476 0,00505 0,00328 0,00861 0,00483 * 0,03604

RJ 0,00285 0,00263 0,00233 0,00285 0,00172 0,0064 0,00205 0,00131 *

Fonte: Autora.

5.4.2 SUL

Todas as populacbes do sul também se demonstraram préximas
geneticamente. General (RS), Santa Catarina, Porto Alegre e Verandpolis
apresentam uma maior proximidade entre si. A populacdo mesclada (RS, SC e PR)
ficou mais proxima de General e Porto Alegre. Podem ser observados valores
significativos de p value entre as populacées de Verandpolis e Porto Alegre, e entre
a populacdo misturada (RS, SC e PR) com Veranopolis, Santa Catarina e Porto
Alegre (tabela 18).
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Tabela 18 — Valores de Fst e p value das distancias genéticas entre as populacdes sulistas. Valores

de Fst estdo representados abaixo do eixo diagonal. Valores de p value estdo representados acima

do eixo diagonal. Valores estatisticamente significantes para p value < 0,000198 (Correcdo de

Bonferroni para multiplos testes). RS — Rio Grande do Sul; SC — Santa Catarina.

Verandépolis - General Porto RS, SCe
Referéncia Populacao SC
RS -RS Alegre - RS Parana
Veranépolis - RS * 0,00901 0,00901 0,0000 0,0000
MARRERO et al,, 2005

General - RS 0,0261 * 0,11712 0,06306 0,00901

PALENCIA et al,, 2010 SC 0,01158 0,00594 * 0,05405 0,0000

GUERREIRO-JUNIOR et al,,
Porto Alegre - RS 0,0138 0,00522 0,00453 * 0,0000
2009
ALVES-SILVA et al,, 2000 RS, SC e Parana 0,04615 0,01057 0,02383 0,01643 *

Fonte: Autora

5.4.3 NORDESTE

As duas populacdes comparadas de Alagoas e Pernambuco (ALVES-SILVA

et al., 2000; BARBOSA, et al.,, 2008) apresentaram os valores de Fst e p value

correspondente a 0,00080 e 0,23423, respectivamente. As duas populacdes sao

geneticamente parecidas.

5.4.4 NORTE

Todas as populacdes demonstraram-se muito proximas e com valores de p

value significativos de todas as populacdes com a de individuos autodeclarados

pretos do Amazonas. (tabela 19).
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Tabela 19 — Valores de Fst e p value das distancias genéticas entre as populacdes do Norte. Valores
de Fst estdo representados abaixo do eixo diagonal. Valores de p value estdo representados acima
do eixo diagonal. Valores estatisticamente significantes para p value < 0,000198 (Correcdo de
Bonferroni para mdltiplos testes). PA — Para; AM — Amazonas; AM pretos — populacdo de individuos

pretos da Amazonas; RO — Rondénia.

Referéncia Populacao PA AM, PA, RO e Acre AM
SANTOS et al., 2006 PA * 0,01802 0,000
ALVES-SILVA et al., 2000 AM, PA, RO e Acre 0,00723 * 0,000
SANTOS et al., 2007 AM 0,00734 0,00706 *

Fonte: Autora
5.4.5 DISTANCIA GENETICA DAS POPULACOES

Todas as populacdes brasileiras apresentaram-se geneticamente proximas
entre si e com as estrangeiras, exceto pelas tribos Guarani e Kaingang, que tiveram
as maiores distancias com p value significativos com as outras populacées.
Comparando essas populacdes nativo-americanas com as demais, Kaingang teve
as menores distancias (Fst) com o Guarani (0,09335), com o Para (0.09353) e com
Sao Paulo — SP 5 (0.09963); ja a tribo Guarani apresentou menores valores de Fst
com o Para (0.09933) , além de Kaingang.

A populacdo de S&o Paulo (SP 5) se demonstrou muito proxima
geneticamente de Alagoas (0.00028) e Pernambuco (0.00041). Todas as
populacdes do sudeste tiverem distancias maiores quando comparadas com
Veranopolis e com a populacdo misturada do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana (ALVES-SILVA et al., 2000). J4 as popula¢cBes de pretos de S&do Paulo e a
do Rio de Janeiro ficaram proximas entre si (0,00131) e com Pernambuco (SP —
0,00390 e RJ — 0.00171); ambas tiveram distancias maiores com Santa Catarina e
Porto Alegre, além das citadas anteriormente.

Portugal apresentou menores distancias com Santa Catarina (0,00146), Sao
Paulo-SP 2 (0,00203), Minas Gerais (0,00205) e Porto Alegre (0,00250). A Africa
apresentou os menores valores de Fst com as populagcbes do Rio de Janeiro
(0,00769), Espirito Santo (0,00814) e Pernambuco (0,00842).

Os valores da distancia genética e do p value entre todas as populacdes

podem ser observados na tabela 20.



Tabela 20 — Valores de Fst e p value das distancias genéticas entre as populacdes estudadas. Valores de Fst estdo representados abaixo do eixo diagonal.
Valores de p value estéo representados acima do eixo diagonal. Como relatado anteriormente, foi aplicada a correcao de Bonferroni para as 253 analises de
distancias pareadas. Valores estatisticamente significantes para p value < 0,000198 (Correcao de Bonferroni para mdltiplos testes). SP — Sédo Paulo: 1 e 2
(PRIETO et al., 2011), 3 (PANETO, 2010), 4 (FRIDMAN et al., 2014), 5 (CARDENA et al., 2013); SP pretos — populacédo autodeclarada preta de S&o Paulo
(GONCALVES et al., 2008); MG — Minas Gerais (ALVES-SILVA et al., 2000); ES - Espirito Santo (SANCHES, 2013); RJ - Rio de Janeiro (BERNARDO et al.,
2014); RS — Rio Grande do Sul; SC — Santa Catarina; PA — Para; AM — Amazonas; AM pretos — populacdo autodeclarada preta do Amazonas ; RO —

Rondénia.
SP Veranopolis General Porto | RS, SC AM, PA, Pernam - o
SP1  SP2 SP3 SP4 SP5 MG ES SC  Alegre e PA ROe AM Alagoas Portugal Africa Guarani Kaingang
pretos -RS -RS -RS  Parana Acre buco
SP1 0 075676 099099 04685 0,7568 010811 0,1441 0,00000 000000 000000 042342 0,018 0018 000000 0,009 002703 0,00000 0,36937 053153 0,01802 0,00000 0,00000  0,00000
SP2 -0,001 0 0,72072 0,6577 04865 0,66667 03423 0,00000 002703 000901 036937 00631 02072 000000 00631 016216 0009 042342 021622 018018 0,00000 0,00000 0,00000
SP3 -0,0061 -0,0008 0 03604 06216 0,09009 0,1712 0,00000 0,00000 0,0000 027928 0,00000 0,009 0,00000 0,00000 0,03604 0,00000 031532 04955 0,00901 0,00000 0,00000 0,00000
SP 4 0,00003 -0,0005 000001 0 00811 003604 011171 0,00000 000000 000000  0,10811 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,01802 0,04505 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
SP 5 -0,0003 -0,0001 -0,00016 00003 0 001802 0,036 00000 000000 000000  0,24324 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00901 0,00000 0,22523 0,22525 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
MG 00011 -0001 0,00155 0,0018 0,0017 0 0,009 0,00000 000000 000901 016216 0,018 0,009 0,00000 0,00000 056757 0,00000 0,00901 0,0991 0,09009 0,00000 0,00000  0,00000
ES 0,00096 0,00043 0,00064 0,0008 00011 000336 0  0,0000 000000 000000 013514 0,00000 0,00000 0,00000 00541 0,00901 0,00000 0,03604 0,18018 0,00901 0,00000 0,00000 0,00000
SP pretos 0,00489 0,00531 0,00476 0,0051 0,0033 0,00861 0,0048 0 0,00000  0,00000  0,02703 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,02703 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
RJ 0,00285 0,00263 0,00233 0,0029 0,017 00064 00021 0,00131 0 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,07207 0,00000 0,00000 0,00000  0,00000
Veranépolis - RS 0,02308 00197 002459 0,244 0,026 001687 00296 004216 0,03865 0 0,01802 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
General - RS 0,00007 0,00073 0,00061 0,0023 00011 0,00223 00018 000573 000336  0,0261 0 0,0811 0,0811 0,00000 00451 0,0991 0,00000 0,05405 058559 0,12613 0,02703 0,00000 0,00000
SC 0,00628 0,00429 000722 0,0079 0,008 000418 00077 001849 001624 001158 000594 0 00451 0,00000 0,00000 0,01802 0,00000 0,00000 0,00901 0,18919 0,00000 0,00000 0,00000

Porto Alegre - RS 0,00303 0,00124 0,00355 0,0043 0,0054 0,00262 0,006 001392 0,01082 0,0138 0,00522 0,0045 0 000000 0,018 000901 000000 000000 0,00901 0,03604 0,00000 0,00000 0,00000
RS, SC e Parana 0,01027 0,01046 0,01017 0,0107 0,0102 0,01312 0,0099 001273 0,00997 004615  0,01057 0,0238 0,0164 0  0,00000 0,00901 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
PA 0,00511 0,00399 0,00492 0,0057 0,0046 0,00793 0,0032 000779 000547 003525  0,00583 0,0151 0,0099 0,01252 0 0,00901 0,00000 0,01802 0,16216 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
AM, PA, RO e
Acre
AM pretos 0,00719 0,00715 0,00678 0,0069 0,0059 0,00785 0,0059 0,00765 0,00472  0,04142 000785 00191 0,0141 001266 0,0073 0,00706 0 0,00000 0,00901 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Alagoas 0,00005 0,00013 0,00014 0,0009 0,0003 0,00293 0,0015 0,00488 0,00209 002788  0,00289 0,0102 0,0073 001133 0,004 0,00518 0,0066 0 0,27928 0,00000 0,00000 0,00000  0,00000
Pernambuco -0,0005 0,00141 -0,00017 0,0021 0,0004 0,00302 0,0012 0,0039 0,00171 003103  -0,0004 0,0115 00082 0,00988 00026 000318 0,0058 0,0008 0 0,01802 0,00000 0,00000  0,00000
Portugal 0,00456 0,00203 0,00542 0,0057 0,0059 0,00205 0,0074 001596 001294 0,01055  0,00566 0,0015 0,0025 001863 0,0141 0,00564 0,0163 0,00719 0,00846 0 0,00000 0,00000  0,00000
Africa 0,00973 0,01014 0,00958 0,0099 0,0092 0,01241 0,0081 0,00996 0,00769  0,04418 0,0089 0,0216 00178 001625 00137 001426 0,0118 0,00997 0,00842 0,01784 0,00000 0,00000  0,00000
Guarani 011752 012504 0,117 01138 01075 0,12316 0,1155 0,12308 0,11661 016189  0,13205 0,1356 0,1285 0,12649 0,0993 012909 01155 01054 0,12191 0,13331 0,1254 0 0,00000
Kaingang 0,10768 0,11381 0,10715 0,104 0,099 0,11369 0,1039 0,11097 0,10536  0,15091  0,12472 0,1244 01173 0,11838 0,0935 0,11789 0,1063 0,09736 0,11308 012178 0,1144 0,09335 0

0,00394 0,00229 000433 0,0042 00042 -0,001 00044 00111 000762 00241 000504 0,008 0,0059 0,01058 0,0072 0 0,00000 0,00901 0,11712 0,02703 0,00000 0,00000 0,00000

Fonte: Autora.
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As distancias genéticas de todas as populacbes estdo apresentadas no
grafico 6. As populagdes nativo-americanas dos Guaranis e dos Kaingangs
(MARRERO et al., 2006) se mantiveram muito afastadas das demais e, portanto,

nao foram demonstradas.
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Grafico 6 — Distancias genéticas (Fst) das populacdes brasileiras e estrangeiras. As distancias foram
submetidas ao software Statistica v. 13.2, sendo configuradas para uma visualizagdo em duas
dimensdes (eixo x e eixo y). SP — Séo Paulo: 1 e 2 (PRIETO et al., 2011), 3 (PANETO, 2010), 4
(FRIDMAN et al., 2014), 5 (CARDENA et al., 2013); SP pretos — populacdo autodeclarada preta de
Sao Paulo; MG — Minas Gerais; ES - Espirito Santo; RJ - Rio de Janeiro; RS — Rio Grande do Sul; SC
— Santa Catarina; PA — Pard; AM (Amazonas) — Populacéo de individuos pretos do Amazonas; RO —

Rondonia.
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No quadrante superior esquerdo do gréfico 6, observa-se uma proximidade de
Veranopolis (RS) e Porto Alegre (RS) com a populagdo misturada de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parana.

O gréfico permitiu observar a proximidade da populacdo africana com a
populacdo de autodeclarados pretos na Amazonia (AM) e da populagdo misturada
do Amazonas, Para, Rondonia e Acre.

A regido central destacada do grafico 6 englobou todas as populacbes do
sudeste e nordeste, e um pouco do sul. Observa-se uma maior proximidade: dos
autodeclarados pretos de Sao Paulo com Alagoas; de Santa Catarina e General
(RS) com Portugal; e das populagdes de Sao Paulo 1 e 3 (PANETO, 2010; PRIETO
et al., 2011). A proximidade entre as populacdes de pretos de Sdo Paulo e de
Alagoas reforca a hipdtese da alta influéncia genética na primeira gerada pelos

movimentos migratorios massivos do Nordeste para o Sudeste.
5.5 Sequenciamento do mtDNA em amostras referéncia
As amostras foram amplificadas e sequenciadas, confirmando-se a sequéncia

de mtDNA. Foi possivel classificar todas as sequéncias em haplogrupos, conforme

apresentado na tabela 20.

Tabela 21 — Sequéncias analisadas e seus respectivos haplogrupos

Amostras Sequéncia Haplogrupo
2800 152C 263G 315.1C 477C Hic
9948 73G 152C 315.1C 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T T1

M1 263G 315.1C H
M2 150T 239C 263G 315.1C 16362C H6
M3 73G 263G 315.1C 497T 523DEL 524DEL 16224C 16311C Kla

Fonte: Autora.

Todos os haplogrupos corresponderam a ancestralidade europeia.
Nos eletroferogramas visualizaram-se picos bem definidos e com sinal de
intensidade adequada. As sequéncias apresentaram linhas de base com ruidos, mas

gue néo influenciaram nas analises.
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Os controles negativos ndo demonstraram presenca de outros mtDNAS,
assegurando que todas os reagentes e equipamentos utilizados estavam livres de
contaminacao.

Essas analises permitiram compreender como uma metodologia complexa,
porém padronizada em suas varias etapas, pode ser realizada e fornecer resultados
satisfatorios, mesmo que o operador ndo tenha muita experiéncia técnica, mas com

supervisao pode obter os dados necessarios para avaliacdo dos haplétipos.
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6 CONCLUSOES

e A América do Norte e a Europa sdo os continentes com maior niamero de
haplétipos depositados no EMPOP. A América do Sul contribui com 9% dos
dados mundiais, dos quais 5% correspondem a amostras brasileiras, ou seja,
2,26% de todos os dados do banco, um numero bastante reduzido.

e A quantidade de dados no banco, assim como as regides analisadas sao
importantes, pois a diversidade genética e o numero de haplétipos estédo
diretamente relacionados com o tamanho amostral e poder de discriminacao,
sendo a regido controle a mais polimérfica, seguida de HV1 + HV2, HV2 e
HV3, nessa ordem.

e As populacdes brasileiras demonstraram altos valores de diversidade
genética, 0 que aponta a grande miscigenacao do pais.

e Muitos estudos diferiram quanto a escolha da regido a ser analisada e,
portanto, padronizar o sequenciamento de toda a regido controle € o mais
adequado, seja para estudos populacionais quanto para a deposicdo de
dados no banco.

e As distancias genéticas demonstraram que populacdes brasileiras estdo
muito proximas. O Sudeste e o Nordeste demonstraram uma predominancia
de ancestralidade africana; o Norte apresentou ancestralidade nativo
americana e o Sul europeia, 0 que estd de acordo com outros estudos e
relatos histéricos.

e Aregido Centro-Oeste ainda carece de mais estudos, assim como a Norte e a
Nordeste que apresentaram poucos trabalhos publicados sobre o assunto.

e Embora, neste estudo, ndo foi possivel encontrar uma equacgao que permita
estabelecer um valor ideal de quantidade de amostras de mtDNA para
estabelecer-se um banco de dados, pode-se inferir que, embora o Brasil
apresente 24,6% dos dados sul americanos, 782 amostras € um numero
muito pequeno para representar de forma confiavel uma populagdo com mais
de 200 milhGes de habitantes. Pela literatura, ha mais que o dobro de
haplétipos (HV1) do total contido no EMPOP. Além disso, cada regido
brasileira possui haplotipos caracteristicos na composicao de sua populacao,
e os dados brasileiros do EMPOP representam muito mais a populacdo do
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sudeste do que as outras, sendo 677 haplétipos da regido Sudeste, 79 da
regido Sul, 20 da regido Nordeste e 6 nao especificados.

A pequena participagdo do Brasil no EMPOP pode estar relacionada a varios
fatores, como: introducéo relativamente recente da analise do mtDNA no pais;
alto custo de equipamentos e reagentes; relativa complexidade da
metodologia quando comparada a outros métodos de identificacdo humana,;
e, principalmente, as dificuldades dos estudos em atender aos controles de
qualidade exigidos para submissdo das amostras ao EMPOP.

A metodologia utilizada neste estudo permitiu obter as sequéncias corretas
das regides HV1, HV2 e HVS3, livre de contaminagdes ou outras interferéncias
técnicas. Também demonstrou que mesmo sendo complexa, sua
padronizacdo permite que um operador com pouca experiéncia na técnica,

mas com orientacdo adequada, possa obter resultados satisfatorios.
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