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RESUMO

GONGCALVES, Anna Beatriz Rodrigues. Anélise genética das linhagens matrilineas de
individuos maranhenses para fins de bancos de dados populacional e forense. 2020. 112f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A anélise do DNA mitocondrial humano (MmtDNA) permite a caracterizacdo da
ancestralidade matrilinear de uma populacdo. Além disso, a analise deste genoma possui
potencial para contribuir em estudos clinicos e para fins de identificacdo de individuos. Nesse
sentido, é evidente a importancia da informacéao genética presente neste marcador para estudos
populacionais, clinicos e forenses. Devido as particularidades de cada populacdo, existe a
necessidade de estudos acerca da heranca mitocondrial de cada localidade para a aplicacdo do
mtDNA como um marcador genético. No entanto, os dados a respeito da heranca mitocondrial
da populacéo brasileira ainda s@o escassos, ndo havendo informacdes disponiveis em bancos de
dados genéticos sobre as populagdes que compdem alguns Estados do pais, como o Maranhéo,
localizado na regido Nordeste. Assim, este estudo teve como objetivo a analise das linhagens
maternas que constituem uma amostra de individuos oriundos do Estado Brasileiro do
Maranhdo, de modo a colaborar com estudos de ancestralidade e expandir o banco de dados
genético de mtDNA. Através do sequenciamento da regido controle do mitogenoma, foram
analisados 151 individuos nascidos no Maranhdo. Por meio do método de Terminacdo em
Cadeia foi possivel identificar as variagcGes que caracterizam os haplotipos e os haplogrupos.
Como resultado, foram encontrados 144 haplétipos unicos e 65 haplogrupos diferentes. Além
disso, foi possivel estabelecer os indices de diversidade molecular e a linhagem materna dos
individuos pertencentes a amostra maranhense. Os altos valores de diversidade molecular e
baixo valor de probabilidade de coincidéncia aleatéria (RMP) indicaram alta diversidade
populacional. No tocante da linhagem materna, o principal componente foi o nativo americano,
correspondendo a 45%, seguido por 38,5% de contribuicdo africana, 13,85% europeia e 2,65%
asiatica. O haplogrupo mais frequente encontrado nesta amostra foi L3, seguido de B4. Esses
séo os primeiros resultados sobre a ancestralidade materna de uma populagédo do Maranhéo, e
indicam uma importante heranga materna indigena e africana. Estas possivelmente estéo
relacionadas a presenca das tribos indigenas nativas do territdrio brasileiro e a intensa migracéo
africana para o Brasil devido ao trafico de escravos, a época em que o Maranh&o era um destino
de desembarque das rotas maritimas. Ao comparar com estes resultados com os dados de outras
populacbes brasileiras encontrados em outros estudos, os resultados de diferenciacédo
populacional e Fst indicaram maiores diferencas entre Maranhdo e o sul do Brasil, e menores
diferencas em relacdo ao sudeste brasileiro, 0 que pode estar relacionado com questdes acerca
da colonizagdo e diferentes padrdes de migracdo existentes entre as localidades. Assim, o
presente estudo apresenta informacdes ineditas acerca da composicao genética matrilinea para
a formacdo da populagdo maranhense. Os resultados obtidos nesta pesquisa reforcam a
importancia da continuidade do estudo do genoma mitocondrial para aplicagdes em ambito
clinico, populacional e forense.

Palavras chave: DNA mitocondrial. Ancestralidade Materna. Genética de Populaces.

Maranhdo. Nordeste Brasileiro. Populacao Brasileira.



ABSTRACT

GONCALVES, Anna Beatriz Rodrigues. Genetic analysis of maternal lineages from
Maranhéo individuals for population databases and forensic purposes. 2020. 112f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The analysis of human mitochondrial DNA (mtDNA) allows the characterization of a
population’s matrilineal ancestry. Besides, the analysis of this genome has the potential to
contribute to clinical studies and human identification. On this wise, this genetic information
has importance for population, clinical, and forensic studies. Due to the particularities of each
population, mitochondrial genome information is needed for the application of mtDNA as a
genetic marker. However, genetic data of mitochondrial inheritance of the Brazilian population
is still limited, with no information available in genetic databases on some states in the country,
as Maranhéo, located in the Brazilian northeast. Thus, this study aims to analyze the maternal
lineages that constitute a sample of individuals from Brazilian State Maranh&o, in order to
collaborate with ancestry studies and expand the mtDNA genetic database. Through the
sequencing of the mtDNA complete control region, we analyzed 151 individuals who were born
in Maranh&o. As a result, the identification of genetic variations by the termination chain
method allowed the characterization of different haplotypes and haplogroups. As a result, 144
unique haplotypes and 65 different haplogroups were found. Besides, it was possible to
establish the molecular diversity indices and the maternal lineages. High molecular diversity
values and low random match probability (RMP) indicated high population diversity.
Regarding the maternal lineage, the main component was Native American, corresponding to
45%, followed by 38.5% of African contribution, 13.85% European, and 2.65% Asian. The
most frequent haplogroup found in this sample was L3, followed by B4. These are the first data
on the maternal ancestry of a population from Maranhé&o, and the results indicated an important
indigenous and African maternal heritage. These results are possibly related to the presence of
native indigenous tribes in the Brazilian territory and the intense African migration to Brazil
due to the slave trade when Maranhdo was a destination for the disembarking of slave ships.
When comparing these results with data from other Brazilian populations, the results of
population differentiation and Fst indicated greater differences between Maranhdo and
southern Brazil and smaller differences compared with the southeast Brazilian region, which
may be related to colonization and different migration patterns between the localities. Thus,
this study shows unprecedented information about the matrilineal genetic composition for the
formation of the population of Maranhdo. The results obtained in this research reinforce the
importance of continuing to study the mitochondrial genome for clinical, population, and
forensic applications.

Keywords: Mitochondrial DNA. Maternal Ancestry. Population Genetics. Maranh&o. Brazilian

Northeast. Brazilian Population.
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INTRODUCAO

Em seres eucariotos, o acido desoxirribonucleico (DNA) é um polimero constituido
por quatro diferentes nucleotideos de desoxirribose, os quais se intercalam para formar duas
fitas complementares. Estes nucleotideos diferem na composi¢do quimica da base nitrogenada,
0 que reflete no seu peso molecular. Assim, sdo agrupados em dois grupos de compostos: As
purinas, moléculas de maior peso molecular, representadas por adenina (CsHsNs) e guanina
(CsHsNsO); e as Pirimidinas, representadas por citosina (C4sHsNsO) e timina (CsHsN202). Para
formar os pares de base (pb) que estruturam a cadeia do DNA, a adenina (A) € ligada a timina
(T) atraves de duas ligacdes de hidrogénio, enquanto que a guanina (G) se liga a citosina (C)
através de trés ligacbes (ALBERTS et al., 2009). Combinac6es diferentes destes mondmeros
nas fitas de DNA codificam informac@es especificas e fundamentais para a manutencao da vida.

Os organismos eucariotos apresentam dois tipos diferentes de DNA, o0s quais possuem
diferencas relacionadas principalmente a estrutura, localizacdo na célula, heranca parental e
quantidade de informacdo genética. O DNA encontrado dentro do nucleo celular (nDNA) é
constituido por bilhdes de pares de bases (pb) organizados em uma dupla-fita linear e
compactados em estruturas cromossémicas. E nesta molécula que se encontram as informagoes
acerca da maior parte das proteinas que compdem o0 organismo. Enquanto isso, 0 DNA
encontrado dentro das mitocondrias (mtDNA) consiste em dupla-fita organizada em formato
circular, composta por aproximadamente 16.569 pb (ANDERSON et al., 1981).

Apesar de pequeno, o genoma mitocondrial contém informagdes fundamentais em sua
regido codificante, as quais garantem a sustentacdo energeética das células dos organismos
eucariotos (ATTARDI; SCHATZ, 1988). A regido ndo-codificante do mtDNA, composta por
aproximadamente 1122 pb, contém trés regides onde a taxa de mutagéo é alta devido a um
sistema de reparo ausente ou ineficiente, denominadas Regifes Hipervariaveis (HVR)
(TSUTSUMI et al., 2006).

Como consequéncia do processo de fecundacéo de mamiferos, o NDNA possui origem
biparental, enquanto que o padrao de heranca genética do mtDNA é restrito a linhagem materna.
Assim, como resultado de ser um genoma haploide, a auséncia de eventos de recombinacgéo
torna o mtDNA altamente conservado entre geracdes matrilineas. Essa caracteristica, aliada ao
fato de existir em sua estrutura regides com alta taxa de mutacéo, oferece a possibilidade de se
utilizar sua informagé&o para distinguir diferentes matrilinhagens (BUTLER, 2009). Com isso,

a molécula de mtDNA vem sendo amplamente utilizada como um marcador para a inferéncia
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de diversidade genética e origem ancestral de populacdes, sendo possivel utilizar estas
informac0es para aplicagdes na Ciéncia Forense, na Genética Populacional e no &mbito clinico.

No campo das Ciéncias Forenses, a construcdo de bases de dados de hapldtipos de
mtDNA possibilita a utilizacdo dessa informacdo genética para o calculo da frequéncia de um
dado perfil haplotipico observado, determinando-se, assim, 0 peso estatistico de evidéncias.
Para que essa informacé&o possa ser utilizada no &mbito legal, a mesma precisa alcangar critérios
de qualidade através de validacdo por ferramentas de controle, como as disponiveis na base de
dados online EDNAP mtDNA Population Database (EMPOP) (PARSON; DUR, 2007; YAO;
BRAVI; BANDELT, 2004), uma plataforma de hapl6tipos e de analise de mtDNA humano que
atualmente é referéncia neste sentido.

No aspecto filogenético, a possibilidade de utilizar a informacdo do mtDNA para
caracterizar a ancestralidade matrilinear dos grupos humanos, mapear suas rotas de migracéo e
provavel distribuicdo no tempo e no espaco € de grande contribuicdo para a Antropologia
Bioldgica no que diz respeito as suas bases historicas e evolutivas (ENDICOTT et al., 2009;
FU etal., 2013; HEINZ et al., 2017; RICHARDS; SOARES; TORRONI, 2016).

O conhecimento acerca das diferentes contribuicfes genéticas de ancestrais de uma
populacdo também é importante para o contexto clinico a medida que a relacdo entre
polimorfismos genéticos e o risco e a susceptibilidade a determinadas doengas vem sendo
investigada (CRAWFORD; NICKERSON, 2005; SMART; BOLNICK; TUTTON, 2017).

Apesar da importancia associada as aplica¢Ges do estudo da variabilidade do genoma
mitocondrial, até o presente momento, existem poucos dados dessa natureza para a populacdo
brasileira (ALVES-SILVA et al., 2000; BARBOSA et al., 2008; CARVALHO et al., 2008;
FRIDMAN et al., 2014; BERNARDO et al., 2014; CARDENA et al., 2013; SANCHES et al.,
2014; SCHAAN et al., 2017, DOS REIS et al., 2019; SIMAO et al., 2019). O quantitativo é
ainda menor ao considerar o nimero de estudos relacionados a regido controle completa do
mtDNA (RC-mtDNA). Dentre estes estudos, a maioria estd concentrada nas regides Sudeste
(DOS REIS et al., 2019; SIMAO et al., 2018) e Sul brasileira (PALENCIA et al., 2010;
POLETTO et al., 2019). Para a regido Centro-Oeste, verifica-se um estudo, contemplando
apenas o Distrito Federal (FREITAS et al., 2019). Para o Norte, existe apenas um estudo que
caracteriza as linhagens maternas de amostras de individuos pertencentes aos Estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Pard, Roraima e Tocantins (NOGUEIRA et al., 2017).

Destaca-se que a maioria dos estudos ndo contemplam a analise de RC-mtDNA e/ou
ndo foram avaliados por critérios de qualidade para aplicacdo forense (ALVES-SILVA et al.,
2000; BARBOSA etal., 2008; CARVALHO etal., 2008; FRIDMAN et al., 2014; BERNARDO
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et al., 2014; CARDENA et al., 2013; SANCHES et al., 2014; SCHAAN et al., 2017). Apesar
disso, estes estudos sdo importantes contribui¢cbes para o conhecimento dos componentes
genéticos matrilineos que compdem diferentes localidades do Brasil. Por exemplo, em relacéo
a regido Nordeste, verificam-se trés contribuicGes, as quais contemplam a andlise de HVR em
amostras oriundas de todos os Estados nordestinos, excluindo o Estado do Maranh&o (ALVES-
SILVA et al., 2000; BARBOSA et al., 2008; SCHAAN et al., 2017).

Portanto, algumas localidades do pais ainda ndo foram estudadas em relacdo ao
genoma mitocondrial que compde a sua populacdo. Uma consequéncia dessa escassez de dados
é que a estimativa das frequéncias haplotipicas destes locais fica restrita & uma base de dados
deficiente em informacGes genéticas, o que afeta a precisdo de analises importantes para 0s
contextos clinico e forense. Nesse sentido, a expansdo dos bancos genéticos de mtDNA tem
potencial para garantir maior especificidade das informacdes genéticas para aplicacdo em
estudos clinicos, populacionais e nos casos de identificacdo humana. Assim, estudos com este
objetivo apresentam contribuicdo para a seguranca, para a saude, e para ampliar a compreensao
acerca das questdes historicas que se relacionam com os processos formacdo da populagédo
brasileira.

O presente estudo tem como proposta contribuir para a expansao da base de dados
genéticos de mtDNA da populacgéo brasileira a partir da anédlise da RC-mtDNA de uma amostra
de individuos do Estado do Maranhdo, um dos estados do Nordeste para o qual ainda nao ha
informagdes acerca deste marcador genético. Esse estudo esta inserido no @mbito de um projeto
de colaboracdo entre o Laboratério de Diagnosticos por DNA (LDD) e os Servigos de Diabetes
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e da Universidade Federal do Maranh&o
(UFMA). Este projeto é composto por um total de quinhentas amostras de pacientes e de
individuos saudaveis, nascidos no Estado do Maranhdo e que estdo sendo investigados em
relacdo ao desfecho e complicacfes da Diabetes Tipo 1. Portanto, esse estudo também tem
como meta contribuir com a caracterizagdo da ancestralidade das amostras utilizadas em

estudos clinicos.
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1 REVISAO TEORICA
1.1 Origem, estrutura e func@es das mitocéndrias

As mitocondrias sdo pequenas organelas de tamanho micrométrico encontradas em
todas as células nucleadas de organismos eucariotos. Sua estrutura é delimitada por duas
membranas, as quais possuem fungdes estruturais, metabdlicas e de manutencdo (Figura 1a)
(ALBERTS, 2009).

Do ponto de vista estrutural, a membrana externa delimita a organela, enquanto que a

membrana interna forma invaginacGes para a matriz mitocondrial, formando as cristas

mitocondriais (Figura 1a). Em carater funcional, a membrana externa contém enzimas que
atuam no metabolismo celular e proteinas do tipo porinas, as quais realizam a transferéncia de
material localizado entre a mitocéndria, o citosol e o nucleo celular. A membrana interna, por
sua vez, possui outros componentes vitais para a funcionalidade da organela, como elementos
que participam do metabolismo oxidativo e da cadeia respiratria, e transportadores para

garantir o trafego de moléculas necessarias ao metabolismo (BOGENHAGEN, 2012).

Figura 1 — Estrutura mitocondrial.
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Legenda: (a) — llustragdo representativa de uma mitocondria de mamifero, enfatizando os principais componentes
estruturais da organela; (b) — lustracdo representando os elementos encontrados regido das membranas

mitocondriais.
Fonte: Adaptado de: https://alevelbiology.co.uk/notes/mitochondria-structure-and-functions/. Acesso em 09 jan.

2020.
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O espaco intermembranas e a matriz mitocondrial concentram enzimas responsaveis
pelo metabolismo oxidativo que ocorre na organela (Figura 1b). No interior da matriz
mitocondrial esta localizado o DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 1a), o qual pode estar
organizado em uma estrutura denominada nucledide (BOGENHAGEN, 2012).

Segundo a Teoria Endossimbidtica, a organizacdo estrutural e funcional das
mitocdndrias € resultado de uma relacdo simbionte entre organismos procariotos e eucariotos.
Esta teoria é baseada nas grandes semelhancas que existem entre a estrutura, os elementos do
codigo genético, 0 modelo e maquinaria de replicacdo/transcri¢do das mitocondrias em relagédo
aos organismos protistas (ZACHAR; SZATHMARY, 2017). Por exemplo, assim como em
procariotos, 0 RNA mensageiro (mMRNA) das mitocéndrias é policistrénico, ou seja, codificam
mais de uma cadeia polipeptidica (MERCER et al., 2011). Além disso, esta teoria também é
favorecida por analises filogenéticas realizadas em leveduras, as quais revelam que 0s genes
envolvidos na manutencdo e funcao desta organela contém equivaléncias com o codigo genético
de a-proteobactérias, bactérias, bacteriéfagos e archeobactérias, além de possuir fragmentos
especificos de organismos eucariotos (GRAY; BURGER; LANG, 2001).

De acordo com a mesma teoria, 0 processo evolutivo dos organismos eucariotos tornou
as mitocondrias organelas compactas e especializadas, que estdo envolvidas em eventos
fundamentais da célula, como processos de apoptose, de proliferacéo celular e, principalmente,
de fosforilacdo oxidativa, oferecendo suporte energético para a célula por meio da formacéo de
intermediarios (ATP e GTP) (ALBERTS et al., 2009). Ainda, grande parte do genoma
mitocondrial foi transferido para o nucleo da célula eucariética, ocasionando uma reducéo no
tamanho do genoma mitocondrial (WALLACE, 2013). Com esta reducdo, a regido codificante
do mtDNA contém apenas 37 genes, 0s quais codificam 13 polipeptideos essenciais para o
funcionamento da cadeia transportadora de elétrons do processo de fosforilagdo oxidativa. Os
demais elementos necessérios para as mitocondrias sdo sintetizados pelo nucleo celular
(GAMMAGE; FREZZA, 2019). Deste modo, a cooperagdo mitonuclear € fundamental para a
subsisténcia da organela e para a realizacdo de funcdes essenciais para a manutencao e
sustentacdo de células eucaridticas.

Estima-se que cada célula somatica humana contenha entre 100 a 10.000 organelas
mitocondriais (MONTIER; DENG; BAI, 2009). Esta estimativa € bastante ampla pois € natural
gue as mitocondrias presentes em diferentes tipos celulares de mamiferos variem em
quantidade, tamanho, formato (MIETTINEN; BJORKLUND, 2017), sequéncia nucleotidica
(JAZIN et al., 1996) e nivel de expressdo génica (VAN DEN BOGERT et al., 1993). Estas

variacOes parecem estar relacionadas ao nivel de atividade metabdlica dos tecidos biologicos
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em um organismo em homeostase (HERBERS et al., 2019). Apesar destas variagdes serem
naturais, doengas metabolicas também podem alterar estas caracteristicas que sdo inerentes as
mitocondrias de diferentes tecidos bioldgicos (REZNIK et al. 2016).

1.2 O genoma mitocondrial humano e suas particularidades

O comprimento do mtDNA ¢é de cerca de 5,4 um, sendo 380 mil vezes menor do que
0 DNA presente no ndcleo da célula (nDNA) (GARCIA et al., 2017). Apesar de ser uma
molécula pequena, 0 mMtDNA esta presente em grande quantidade em cada célula eucariota.
Dependendo do tecido bioldgico, cada organela mitocondrial de mamiferos pode conter entre
uma a dez cépias deste mtDNA (KUKAT et al., 2011; MONTIER; DENG; BAI, 2009). Assim,
mesmo com seu tamanho pequeno em relacdo ao nDNA, o mtDNA representa
aproximadamente 1% do contetudo de uma célula diploide humana (PIOVESAN et al., 2019).

Na molécula de DNA, a distribuicdo assimétrica do conteudo de GC (Guanina-
Citosina) resulta em uma fita de maior peso molecular, rica em Guanina e Adenina (fita H, do
inglés Heavy) e uma fita mais leve (fita L, do inglés Light), rica em Citosina e Timina. No caso
do mtDNA, o contetido de GC € estimado em 44,36%, sendo a maior proporc¢do encontrada no
organismo humano (PIOVESAN et al., 2019). Quanto a sua organizac¢do, durante 0S processos
de replicacdo e transcri¢cdo da molécula, a fita H é a localizada mais externamente em relacéo a
molécula circular, enquanto que a fita L é a mais interna ao circulo (BUTLER, 2009).

Em 1981, Anderson e colaboradores descreveram pela primeira vez a sequéncia do
mtDNA, a qual foi reanalisada e corrigida em 1999 pelo mesmo grupo de pesquisadores
(ANDREWS et al., 1999). A Sequéncia de Anderson ou, como ficou conhecida ap0s a revisao,
Sequéncia de Referéncia de Cambridge revisada (fCRS — do inglés, revised Cambridge
Reference Sequence) possui 16.569 pb. Os sitios foram numerados tendo como referéncia a
origem de replicacéo da fita H (Ow) (Figura 2) (ANDREWS et al., 1999).

A nivel genético, aproximadamente 93% do mtDNA ¢é formado por regides
codificantes (CHINNERY; HUDSON, 2013). Dentre os 37 genes contidos na regido
codificante do mtDNA, somente 13 codificam peptideos, os quais incluem a enzima ATP
sintase e subunidades dos complexos | (NADH desidrogenase), II, 11l (citocromo b) e IV
(citocromo ¢ oxidase) da cadeia respiratéria (SHOKOLENKO et al., 2009; GAMMAGE;
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FREZZA, 2019), como pode ser observado na Figura 2. Os demais genes compreendem 22
RNAs transportadores (tRNA) e dois RNAS ribossomais (rRNA) (ANDERSON et al., 1981).

O restante deste genoma é compreendido por uma regido ndo-codificante, chamada de
Regido Controle do mtDNA (RC-mtDNA), a qual é o foco das analises realizadas neste
trabalho. Composta por aproximadamente 1112 pb, esta regido possui suma importancia para a
manutencdo do genoma e da célula, ja que é neste segmento que estdo localizados o sitio de
iniciagdo da replicacdo da fita H (Own), os promotores HSP (do inglés, heavy strand promoter)
e LSP (light strand promoter) e o sitio de terminacéo da replicacdo (TAS), como apontados na
Figura 2 (CHINNERY; HUDSON, 2013). Além disso, esta regido possui uma caracteristica
Unica: a formacdo de uma regido de tripla fita durante os processos de replicacdo e transcri¢do
da molécula. Esta estrutura, chamada de displacement loop (D-loop), é formada pela sintese de
um pequeno fragmento de DNA copiado da fita H, denominado 7S DNA, e esta representado
na Figura 2 (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016). Este fragmento ainda néo
possui funcdo bem definida, mas acredita-se que tenha importancia nos processos de replicagdo
e transcricdo do mtDNA (NICHOLLS; MINCZUK, 2014).

Figura 2 — Representacdo esquematica do mtDNA, evidenciando os elementos
presentes na regido controle e a estrutura do D-loop
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1.2.1 Mecanismos de replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial

No interior da matriz mitocondrial, 0 mtDNA estd comumente associado a um
complexo proteico denominado Fator de Transcricdo Mitocondrial A (TFAM) (KUKAT et al,
2015). Ao se associar ao DNA, o complexo DNA-TFAM forma a estrutura do nucletide, sendo
responsavel por controlar os niveis de compactacdo do DNA de acordo com a necessidade de
replicacdo e transcricdo (KOLESAR et al, 2013; FARGE; FAKJENBERG, 2019). Deste modo,
para que a replicacdo e a transcricdo do mtDNA ocorram, o complexo DNA-TFAM deve estar
minimamente descompactado nas regides dos sitios de replicacao/transcricdo, de modo a deixa-
los expostos as enzimas que irdo iniciar 0s respectivos mecanismos.

A maquinaria da mitocondria para o processo de replicacdo consiste nos elementos
listados na legenda da Figura 3. De acordo com o estudo de Clayton (1982), o mecanismo de
replicacdo do mtDNA inicia quando um primer transcrito por uma RNA polimerase (POLRMT)
se anela a On e a DNA polimerase gama (Pol y) se liga ao primer no sitio de origem da
replicagéo. A partir disso, a helicase Twinkle vai expandindo a forquilha de replicagéo para que
a Pol y comece a realizar a extensdo da nova fita pesada (H) (Figura 3a). Ao alcancar a regido
OL, ha a formacdo de um gancho que permite que o inicio sintese da fita reversa (L) apés a
ligacdo de outro primer sintetizado por POLRMT (Figura 3b). Assim que o processo de sintese
de ambas as fitas € finalizado, o processo de replicacao é encerrado, os primers sdo degradados,
e ocorre a separacdo da recém-sintetizada molécula de mtDNA através da enzima
Topoisomerase 3-alfa (Figura 3d) (CLAYTON, 1982).

Figura 3 — Esquema representando o processo de replicagdo do mtDNA de mamiferos
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resultado final de duas moléculas semi-conservadas de mtDNA.
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Em mamiferos, o nivel de replicagdo do mtDNA varia de acordo com o tipo de tecido e
sua necessidade bioenergética, de modo que o numero de copias do genoma mitocondrial é
maior em tecidos que possuem atividade metabolica mais elevada (HERBERS et al., 2018).
Apesar de alvo de grandes discussdes, como as apresentadas por Gammage e Frezza (2019), é
teorizado que a taxa de replicacdo do mtDNA esté relacionada com a manutencdo do nimero
de coOpias em decorréncia a uma resposta adaptativa aos danos gerados por estresse oxidativo
ou a erros que podem ocorrer durante o processo de replicacdo do mtDNA devido a escassez
de métodos de reparo (TORREGROSA-UMNUMER et al., 2015; VAN HOUTEN; SANTA-
GONZALEZ; CAMARGO, 2018; FOOTE et al., 2018). Estes fendmenos, apesar de naturais,
podem ocasionar variagcfes na sequéncia de mtDNA que se relacionam a doengas como
Aterosclerose, Parkinson e Diabetes, por exemplo (YU; BENNET, 2014; CHAROUTE et al.,
2018; GIANNOCCARO et al., 2017; DOS SANTOS PICANCO et al., 2018; SHARMA;
SAMPATH, 2019).

1.2.2 O mecanismo de heranca do mtDNA em mamiferos

E observado que mtDNA é transmitido em sua integralidade para os descendentes,
mantendo as informagGes dos ascendentes maternos. Isto é atribuido & heranca das mitocondrias
ocorrer de modo uniparental por via materna, diferentemente do padréo de heranga biparental
do nDNA. Existem diferentes hipoteses para este fendmeno, e a teoria mais aceita atualmente
envolve ubiquitinacio do mtDNA presente no espermatozoide durante o processo de
fecundacdo (SUTOVSKY et al., 1999; LUO; SCHATTEN; SUN, 2013) e sua subsequente
autofagia (NISHIMURA et al., 2006; LEVINE; ELAZAR, 2011; ZHOU et al., 2016, VAN
HOUTEN; HUNTER; MEYER, 2016).

Devido ao carater uniparental do mtDNA, os eventos de recombinacédo sdo ausentes.
Assim, a carga genética mitocondrial é transmitida em blocos conservados, denominados
haplétipos (CRAWFORD; NICKERSON, 2005; LUTZ-BONENGEL; PARSON, 2019). Deste
modo, individuos relacionados maternalmente possuem o mesmo haplotipo, enquanto que
diferentes hapldtipos caracterizam diferentes linhagens maternas.

A heranca uniparental materna caracteristica do mtDNA torna possivel realizar estudos
de genealogia dos relativos maternos de individuos, definindo suas origens e as ramificacdes
em cada geracdo matrilinea (BAASNER et al., 1998; LEVINE; ELAZAR, 2011; KIVISILD,
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2015). Esta caracteristica torna 0 mtDNA um marcador importante para analise da heranca
ancestral materna de uma populagdo. Além disso, esta caracteristica auxilia no mapeamento e
gerenciamento de risco e susceptibilidade de doencas hereditarias. Estas aplicacdes sdo
discutidas posteriormente neste trabalho.

Apesar das vantagens da aplicacdo nos ambitos populacional e clinico, quando se trata
do contexto forense, a heranca uniparental faz com que a analise do mtDNA seja inapropriada
para identificar individuos de uma mesma matrilinhagem, permitindo apenas a diferenciacao
de individuos ndo relacionados por via materna (BUTLER, 2009). Esta questdo também sera

abordada posteriormente neste trabalho.

1.3 Principios de variabilidade genética

Segundo Hartl (2008, p. 59), “[...] mutagdo ¢ a fonte definitiva de variacdo genética”.
No contexto genémico, mutagdo é uma alteracdo que ocorre ocasionalmente em uma sequéncia
nucleotidica, tendo como referéncia a linhagem germinativa. Estas altera¢cGes nas sequéncias
de mtDNA podem ocorrer durante a replicacéo celular devido ao estresse oxidativo, a exposicdo
a agentes mutagénicos, ao envelhecimento, ou outros fatores (CALLOWAY et al., 2000;
MAYNARD et al., 2015; ALVES et al., 2018).

Em geral, as alteragBes genéticas podem ocorrer a nivel genémico, afetando um
conjunto de genes, a nivel do cromossomo, causando mudangas em seu nimero ou tamanho,
ou a nivel molecular, alterando apenas uma base nitrogenada ou alterando uma sequéncia
nucleotidica. As muta¢gdes podem modificar a sequéncia de aminodcidos em regibes
codificantes, resultando em efeitos fenotipicos, ou ser uma mutacdo silenciosa, a qual ndo
resulta em alterag&o nos aminoécidos (ALBERTS et al., 2009).

A nivel molecular, as mutacdes podem ser classificadas de acordo com o tipo de
alteracdo que ocorre na base nitrogenada de um sitio (Figura 4), podendo ser:

a) Substituicdo, caracterizada por uma troca entre bases nucleotidicas em determinada
posicao. Essas substituicbes podem ser do tipo Transversao, onde uma base pirimidina
substitui uma purina ou vice-versa, ou do tipo Transi¢do, quando h4 mudanca entre as
pirimidinas ou entre as purinas (Figura 4a e 4b);

b) Inser¢do, onde hé adicdo de nucleotideos a sequéncia (Figura 4b); ou

c) Delecdo, quando ha exclusdo de nucleotideos da sequéncia (Figura 4b).
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Dependendo do grau de fixacdo e da frequéncia em que uma variacdo genética existe
em determinada populagdo, uma mutagdo pode caracterizar um polimorfismo (KARKI et al.,
2015). Em outras palavras, quando um padrdo de alteragdo genética é observado em alta
frequéncia no genoma de individuos que compdem uma populacdo, este é considerado um
polimorfismo. Por outro lado, se 0 mesmo padrdo de alteracdo genética ndo aparecer em
frequéncias tao elevadas em uma outra populacéo, este é considerado uma variante génica. Vale
ressaltar que, em genética de populagdes, o termo “populagdo” refere-se a um grupo de
individuos de mesma espécie que compartilham uma area geogréafica restrita e que haja

potencial intercruzamento entre quaisquer membros de diferentes sexos (HARTL, 2008).

Figura 4 — Representacdo dos tipos de mutacgéo de sitio Unico
(a) i # (b) rCRS rCRS

\
B N\Adenine/NfH HfN\i/H l% _GCC.:!‘-LCCAE = TTTCCACCA;E
'\1‘9\ /C A C\ N/C C\C ==H; g fgﬂ
a” QB N S|AGCCACLATG QlTTTCClafCAd
"% Transversions o Slacccafipars| |S|TTTCCGLCAL
|: —

L]

LAAALLTT CCCC--|TCCC

N—C
Transitions
N
H.
n 7> gN

/ \
c—
< AGCCAHACATG TTTCCAELCA A
AGCCAHCICATG TTTCCGEECA A
Transitions
rCRS rCRS
—— i /H
C\
/ N /T

°' Transverslons ©° o = 1T T 1 (=}

| (S g (¢ C==C  Thymine 28-. 18.,
/NQ\C/ \NfH H=—N C 2 ACAAAAAATT E CCCCCCTCCC
b Noo _— Slacaaaa [r1 [@|cccg--[rocce
I d N ACAAaaplaalrT |T lcccoeocofroccoe
W ACAAMAl [TT ccoclc-froccc

Legenda: (a) Representacéo esquematica dos tipos de substitui¢des. Em azul, as transversfes. Em vermelho, as
transicdes. (b) Exemplos dos tipos de mutacfes em sequéncias genéticas. Software utilizado para gerar
a imagem: SeqScape 3, Applied Biosystems.
Fonte: (a) WEB: https://www.mun.ca/biology/scarr/Transitions_vs_Transversions.html. Acesso em 06 dez
2019; (b) A autora, 2020.

De acordo com Butler (2009), os polimorfismos podem ser classificados como:

a) Polimorfismos de comprimento, onde variagfes ocorrem ao longo de uma regido da
sequéncia nucleotidica, podendo variar em nimero de repeticdes e/ou em nimero de
bases alteradas. Por exemplo, os polimorfismos de repeticbes curtas em tandem
(microssatélites ou STRs — do inglés, Short Tandem Repeats) possuem unidades de
repeticdo que variam entre um e cinco pares de base (Figura 5a); e

b) Polimorfismos de sequéncia, onde ha substituicdo de uma base nitrogenada por outra
em uma posicao da sequéncia nucleotidica. Quando a substituicdo ocorre em somente
uma base, sdo chamados de Polimorfismos de Nucleotideo Unico, popularmente

chamados pelo acrénimo SNP (Figura 5b).
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Figura 5 — Exemplos de polimorfismos
(a) (b) Individual 1

Individual 3 Repeat unit CGATATTCCT CGAATGTC
o2« CGATATTCCCAGCAGCAGATCGAATGTC. . e oo bl
com! . .GCTATAAGGCAGCAGCAGTAGCTTACAG. . vl . .GCTATAA ! AG. .

chr2 + - CGATATTCCCAGCAGCAGCAGCAGATCGAATGTC. . chrz ++CGATATTCCRATCGARATGTC...

copy2 + - GCTATAAGGCAGCAGCAGCAGCAGTAGCTTACAG. . copy? + « GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .
Individual 4 Individual 2

chr2 - - CGATATTCCCAGCAGCAGCAGCAGATCGAATGTC. . chro » « CGATATTCCEATCGAATGTC. .

copyl + +GCT AGGCAGCAGCAGCAGCAGTAGCTTACAG. . copyl + « GCTATAAGGGTAGCTTACAG. .

Chr2 . CGATATTCCCATCGAATGTC. .

chr2 ++ CGATATTCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGATCGAATGTC. .
ALY copy2 . . GCTATAAGGGTAGCTTACAG..

C
copy2 + + GCTATAA GGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGTAGCTTACAG. .

Legenda: (a) — Exemplo de polimorfismos de comprimento, representado pelos STRs; (b) — Polimorfismos de
nucleotideo Gnico (SNPs), exemplos de polimorfismo de sequéncia.
Fonte: Adaptado de: National Human Genome Research Institute. WEB: https://www.genome.gov/genetics-
glossary/Polymorphism. Acesso em 06 dez 2019.

1.4 Caracteristicas polimdrficas da regido controle do mtDNA

O mtDNA esta sujeito a modificacdes frequentes em sua sequéncia nucleotidica
decorrentes do mal funcionamento de elementos responsaveis pelos mecanismos de replicacao
celular, danos hidroliticos, alquilacdo de bases, e a¢cGes de agentes mutagénicos. Deste modo, a
taxa de mutagdo do mtDNA é alta em relagédo ao nDNA (BALLARD; WHITLOCK, 2004).

Existem discussdes acerca dos fatores especificos que tornam o mtDNA mais
susceptivel a ocorréncia de mutagdes, os quais ainda ndo foram totalmente elucidados. Por
exemplo, acredita-se que, devido a funcdo da mitocondria no fornecimento de energia celular,
0 mtDNA esta constantemente exposto a espécies reativas de oxigénio, as quais sao produtos
naturais do metabolismo energético da célula, e podem causar extensos danos oxidativos as
fitas de mtDNA (ALEXEYEV et al., 2013). Além disso, niveis de variagdes causados ao
mtDNA pode aumentar com o avanco da idade do individuo, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas (WALLACE, 2010; PARK; LARSSON, 2011. ZAPICO;
UBELAKER, 2016. ZHANG et al., 2017).

Apesar de ser reconhecido que a taxa mutacional do mtDNA é alta em relacdo ao nDNA,
ha dificuldades em estabelecer um valor numérico pois existe variagdo na taxa de mutagdo ao
longo do genoma mitocondrial (PARSONS et al., 1997; MISHMAR et al., 2003). Por exemplo,
a RC-mtDNA ndo é codificante e, portanto, a maioria das alteragdes genéticas nesta regiao ndo

prejudicam o funcionamento da organela. Por isso, as mutacdes sdo fixadas mais facilmente,
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resultando em uma alta taxa mutacional nesta regido. Por esta razdo, a RC-mtDNA apresenta
hotspots mutacionais (SOARES et al., 2009), os quais determinam trés segmentos de DNA de
elevada variabilidade genética, denominados Regifes Hipervariaveis (HVR — do inglés,
Hypervariable Region), evidenciados na Figura 6 (BUTLER, 2009). O primeiro e maior
segmento (HV1) contém 341 pb, abrangendo a posicdo 16024 até 16365, o segundo (HV2)
contém 267 pb, abrangendo a posicdo 73 até a 340, e o terceiro (HV3), contém 136 pb, da
posicao 438 até a posicdo 574 (BUTLER, 2009).

Figura 6 — Esquema representando o mtDNA humano, evidenciando a
regido controle do mtDNA e HV1, HV2 e HV3
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Fonte: Adaptado de: BUTLER, Forensic DNA Typing, 3ed., p.377. 2009.

O genoma mitocondrial é herdado via heranca uniparental materna como um haplétipo
(BAASNER et al., 1998). A alta taxa de mutacdo em RC-mtDNA e o acimulo de mutacdes no
decorrer do tempo possibilitam que diferentes linhagens maternas sejam identificadas, o que o
torna um marcador de escolha para analises de ancestralidade materna (BAASNER et al., 1998).
A maioria das variagdes entre individuos de diferentes matrilinhagens sdo localizadas em HV1
e HV2. Porém, devido ao acaso, alguns individuos podem apresentar padrées idénticos de
polimorfismos nestas regides, resultando em haplotipos idénticos mesmo sem haver vinculo
matrilinear entre eles. Assim, de modo aumentar o poder de distincdo entre individuos de
diferentes origens maternas, HV3 comecou a ser utilizada na rotina de laboratérios (LUTZ et
al., 2000). Porém, a presenca de haplétipos idénticos em individuos néo relacionados ainda é

uma preocupagdo. Assim, no contexto forense, onde um maior nivel de discriminagdo é
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fundamental, € indicado realizar a andlise da regido controle completa do mtDNA (RC-
mtDNA), a qual compreende as trés regies hipervariaveis e os fragmentos entre elas (Figura
6) (EDUARDOFF et al., 2017).

1.4.1 Heteroplasmia

O fendmeno da heteroplasmia é definido como a ocorréncia de diferentes sequéncias
de DNA em um mesmo individuo (LI etal., 2015). Este fenémeno pode ocorrer de forma natural
no organismo, Vvisto que pode ser resultado de mutacdes somaticas em algumas sequéncias de
DNA das células (LI et al., 2015). Por isso, segmentos de mtDNA onde a taxa mutacional é
maior, como em RC-mtDNA, sdo favorecidos para o surgimento de regides heteroplasmicas.

Por estar relacionado com a replicacdo do material genético, estudos relacionam idade
avancada ao aumento e prevaléncia de genomas heteroplasmicos (ANDREW et al., 2011;
ZHANG et al., 2017; GRADY et al., 2018; CALLOWAY et al., 2000). Devido a isso,
descendentes de gravidez tardia tendem a possuir maior probabilidade de herdar perfis
genéticos com heteroplasmia (TSUTSUMI et al., 2006; WOODS; KHRAPKO; TILLY, 2018).

De acordo com o tipo de mutacdo que ocorre na sequéncia de mtDNA, a heteroplasmia
pode ser classificada como de posicao ou de comprimento. A heteroplasmia de posi¢do, também
chamada de heteroplasmia de ponto, ocorre quando parte das moléculas de mtDNA apresentam
substituicdo de nucleotideos em determinada posi¢do (BENDALL et al., 1996). Com isso, ao
analisar os mtDNAs encontrados em uma amostra, esta substituicdo aparece como uma
sobreposicdo de bases nucleotidicas em uma posicdo (Figura 7a). Diferentemente, a
heteroplasmia de comprimento ocorre devido a presenca de inser¢cdes ou delegdes em algumas
das moléculas de mtDNA presentes nas células, adicionando ou retirando bases nucleotidicas,
de modo que isso altera o alinhamento das sequéncias (Figura 7b) (BENDALL; SYKES, 1995).

Devido a presenca de heteroplasmia, diferentes sequéncias de DNA podem existir em
uma mesma amostra. Deste modo, ao visualizar um perfil genético, este pode apresentar dois
nucleotideos diferentes em uma mesma posi¢do do fragmento de DNA ou possuir diferentes
tamanhos nas sequéncias de bases nucleotidica (BENDALL et al., 1996; STEWART et al.,
2001). Assim, a presenca de heteroplasmia pode ser um complicador na anélise de sequéncias
de mtDNA ja que interfere na interpretacdo do perfil genético de individuos, dificultando na

definicdo do perfil genético original existente.
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Existem hotspots mutacionais na RC-mtDNA que, ao apresentarem variacfes genéticas,
podem resultar em heteroplasmia. Um exemplo é a formacdo homopolimeros de citosina
(regido Poli-C ou C-stretch) que podem ocorrer entre as posi¢es 16181 e 16194 em HV1, 302
e 316 em HV2, e 568 e 573 em HV3. Caso estas alteracdes das sequéncias nucleotidicas
resultem em diferencas no tamanho de algumas moléculas de mtDNA presentes na amostra
analisada, havera desalinhamento das mesmas e a consequente observacado de heteroplasmia de
comprimento (Figura 7b) (HUNG et al., 2008; PARSON et al., 2014; STEWART et al., 2001).

Figura 7 — Tipos de heteroplasmia
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Legenda: (a) — Heteroplasmia de posu;ao apontada pela seta preta. Neste caso, algumas moléculas de mtDNA
do mesmo individuo apresentam uma citosina (pico em azul), enquanto outras apresentam uma timina
(em vermelho). Por isso, ao analisar esta amostra, o resultado indica uma sobreposi¢do de bases
nucleotidicas na posic¢do apontada pela seta preta; (b) — Heteroplasmia de comprimento. Observa-se 0
desalinhamento da sequéncia nucleotidica, exibindo um padrédo de mistura de bases, a partir de certa
posicdo da sequéncia de bases nucleotidicas.

Fonte: A autora, 2020.

1.5 Técnicas aplicadas a analise genética do mtDNA

Para andlise de sequéncias de mtDNA, técnicas de biologia molecular sdo utilizadas
com o auxilio de sondas especificas para amplificacdo e sequenciamento desta regido. Para a
estudos de ancestralidade materna, é analisada principalmente a regido controle completa deste
genoma (RC-mtDNA).
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A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € a base para o processamento de
acidos nucleicos. Desenvolvida por Kary Mullis em 1985, esta técnica parte do principio de que
ciclos com variacdes precisas de temperatura mimetizam o processo biolégico de replicacdo do
DNA, amplificando a quantidade deste material genético em uma amostra. Através da
automatizacdo das etapas de desnaturagdo, anelamento, e extensdo do DNA in vitro, este
método e oferece a possibilidade de alcancar um alto nimero de copias de DNA, mesmo quando
a quantidade de material bioldgico € restrita (BUTLER, 2009).

Dentre os componentes a serem adicionados a reacdo, esta a enzima DNA polimerase
extraida da bactéria Themofilus aquaticus e, portanto, estavel em altas temperaturas. Além
disso, oligonucleotideos sdo utilizados como sondas que atuam como iniciadores (primers)
senso (sentido 5°>3”) e antissenso (sentido 3°—>5”) do processo de replicacdo ao se alinharem
a regides especificas das sequéncias de DNA em analise. No ambito da analise do RC-mtDNA,
0s primers sdo especificamente desenhados para abranger esta regido do genoma mitocondrial.
Também sdo adicionados a esta reacdo desoxinucleotideos fosfatados (ANTPs) para cada tipo
de base nitrogenada (A, T, C, G), os quais sdo utilizados como substrato para formacéo de novas
fitas do respectivo fragmento de DNA. Outros componentes, como tampdes contendo
concentracOes idnica especificas, sdo adicionados para manter a estabilidade e o pH 6timo
necessario ao melhor funcionamento reagcdo de amplificagdo (ALBERTS et al., 2009).
Atualmente, kits comerciais contendo todos estes elementos em mistura (& excecdo dos primers)
estdo disponiveis no mercado.

Na primeira etapa de cada ciclo da técnica PCR, altas temperaturas desnaturam o DNA,
separando as fitas complementares para serem utilizadas como sequéncias moldes. Na segunda
etapa, os primers se anelam na regido especifica do segmento alvo, sinalizando para a enzima
polimerase o sitio onde deve ser iniciada a replicagdo. Por fim, a terceira etapa € caracterizada
pela enzima polimerase realizando a extensdo da nova fita de DNA através da ligagdo dos
dNTPs previamente adicionados a reacdo (ALBERTS et al., 2009). Estas trés etapas sdo
repetidas a cada ciclo, e 0 nimero de ciclos por reacdo de PCR pode variar de acordo com
diferentes protocolos laboratoriais.

Apos o processo de amplificacdo do material genético, para gerar o perfil de bases
nucleotidicas contido nas sequéncias de mtDNA, é comum o0 uso da técnica de sequenciamento.
Dentre os métodos atuais, o0 método de Terminacdo em Cadeia, também conhecido como
Sequenciamento de Sanger em homenagem ao seu criador, é usualmente utilizado.

Descrito em 1977, o método de terminacdo em cadeia se baseia em uma reagdo de

amplificacdo por PCR onde, além dos dNTPs, séo adicionados nucleotideos deficientes em um
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grupo hidroxila em sua extremidade 3°, chamados dideoxinucleotideos (ddNTP). Ao se ligarem
as fitas, os ddNTP impedem a ligagdo de outros nucleotideos, impossibilitando a extensao da
polimerase até o final do fragmento de DNA. Deste modo, de acordo com a ligacdo dos ddNTPs
em diferentes posicdes das varias fitas amplificadas, sdo formados fragmentos de DNA de
tamanhos diferenciados (SANGER et al., 1977) (Figura 8a).

Para fins de detecgdo, cada ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) possui um
marcador de fluorescéncia diferente dependendo da base que o constitui. Assim, ao final de
cada ciclo da amplificacéo, sdo originados fragmentos de DNA de tamanhos variados e com a
ultima base (extremidade 3”) marcada com fluorescéncia (Figura 8a). Atualmente, para detectar
estas bases modificadas, utiliza-se um sistema automatizado baseado no método de Eletroforese
Capilar somado a deteccao de fluorescéncia induzida por laser (BUTLER, 2009).

A eletroforese é uma técnica analitica em que a aplicacdo de um campo elétrico
influencia na migracdo de moléculas de acordo com sua carga e tamanho. Devido a seu carater
acido, as sequéncias de DNA migram do polo negativo (catodo) para o polo positivo (anodo),
e as menores sequéncias alcancam o polo positivo mais rapidamente (HELLER, 2001). Na
Eletroforese Capilar, os fragmentos do mtDNA de tamanhos dispares € marcados com
fluorescéncia atravessam um capilar de didmetro micrométrico (HELLER, 2001). A detec¢édo
das bases marcadas por fluorescéncia é feita durante esta migracéo, atraves da emisséo de laser
em um determinado ponto do capilar. Assim que um fragmento de mtDNA atravessa a regido
do laser, ha excitacdo do fluor6foro e consequente emissdo de fluorescéncia de comprimento
de onda especifico para cada base nitrogenada marcada (A, T, C ou G), o qual é captado por
um detector (HELLER, 2001). A cada fragmento que atravessa o capilar, hd uma nova deteccao
correspondente a base nitrogenada marcada (extremidade 3”) de cada fragmento. Entdo, essa
informac&o é compilada e transmitida a um computador (RUIZ-MARTINEZ et al., 1993).

Ao final do processo, toda a sequéncia de bases foi processada e formatada em um
grafico chamado Eletroferograma, onde o eixo Y representa a intensidade de fluorescéncia em
unidades relativas de fluorescéncia (RFU — do inglés, Relative Fluorescence Unit), enquanto
que o eixo X representa a posicdo da base no fragmento de DNA. O resultado aparece como
curvas coloridas em sequéncia, em que cada uma delas representa uma base nitrogenada do
fragmento de DNA (Figura 8b). De acordo com o comprimento de onda respectivo a
fluorescéncia do ddNTP, cada base nitrogenada € representada por uma cor: Adenina em verde,
Timina em vermelho, Citosina em azul, e Guanina que, por questdo de contraste, é visualizada
no eletroferograma por picos de cor preta, apesar do ddGTP emitir um comprimento de onda

referente a cor amarela (Figura 8).
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Figura 8 — Modelo esquematico representando o principio do Método de Terminacdo em Cadeia
(Sequenciamento de Sanger) e o resultado final do sequenciamento
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Legenda: (a) — Organizacéo de nova sequéncia de DNA ap6s a amplificacdo com a adicéo dos terminadores de
cadeia (ddNTPs); (b) — Eletroferograma demonstrando o resultado da sequéncia apés a leitura da
fluorescéncia emitida.

Fonte: (a) — Adaptado de: BUTLER, Forensic DNA Typing, 2ed., p.259. 2005; (b) — A autora, 2020.

Amostras com heteroplasmia geralmente necessitam de maior tratamento pois a sua
presenca dificulta a anélise de sequéncias génicas. Em razdo disso, existem estratégias que
podem ser utilizadas com o objetivo de resolver as dificuldades relacionadas a amostras que
apresentam este fendbmeno. Uma das estratégias € repetir a reagdo de amplificacdo por PCR
com outro conjunto de primers, os quais podem apresentar melhor desempenho. Outro artificio
consiste na realizacdo de maior numero de reagdes de sequenciamento utilizando primers que
anelam em fragmentos menores que se sobrepdem na sequéncia de mtDNA. Assim, quando
somados, correspondem a regido completa a ser analisada (BUTLER, 2005; DUAN; TU; LU,
2018). A aplicacdo dessas estrategias melhora o resultado final e pode reduzir a dificuldade de
analise que acompanha este fenémeno.

Atualmente, outros tipos de técnicas de sequenciamento vém sendo aplicadas em
genética populacional, principalmente para abranger todo o mtDNA. Por exemplo, o
Sequenciamento Massivo Paralelo, também conhecido como Sequenciamento de Proxima
Geracdo (NGS), vém sendo cada vez mais utilizado para processamento do mtDNA em casos
forenses (SHIH et al., 2018; BRANDHAGEN; JUST; IRWIN, 2020), estudos populacionais
(SIMAO et al., 2019) e em estudos sobre heteroplasmia (JUST; IRWIN; PARSON, 2015;
SANTIBANES-KOREF et al., 2019), principalmente quando o objetivo da analise € o genoma
mitocondrial completo. Apesar da maior precisdo em determinar haplogrupos através do

sequenciamento do mitogenoma (SIMAO et al., 2019), a inferéncia de ancestralidade materna



34

através da analise da RC-mtDNA ¢é considerada uma metodologia adequada para estudos em
genética populacional e forense (BALLARD, 2016; SIMAO et al., 2018; AMORIM;
FERNANDES; TAVEIRA, 2019).

1.5.1 Nomenclatura de polimorfismos encontrados na reqgido controle do mtDNA

De modo a atribuir uma linguagem universal para a representagdo de dados de
sequéncias de mtDNA, foram postuladas algumas orientagdes sobre como relatar os
polimorfismos encontrados (CARRACEDO et al., 2000; PARSON; BANDELT, 2007.
PARSON et al., 2014; SWGDAM mtDNA Interpretation Guidelines, 2019). Esta préatica
permite o compartilhamento de informacdes genéticas entre pesquisadores através de bases de
dados, por exemplo (PARSON; BANDELT, 2007; PARSON et al., 2014).

Como a rCRS foi a primeira sequéncia de mtDNA a ser descrita, esta € amplamente
utilizada pela comunidade cientifica como referéncia para as analises do genoma mitocondrial
(ANDREWS et al., 1999). Assim, perfis haplotipicos sdo obtidos a partir de comparages entre
a sequéncia em andlise e rCRS (PARSON et al., 2014). A partir destas comparacdes, sdo
anotadas somente as posi¢des em que ocorrem variacdes entre elas. Deste modo, é possivel
relatar o perfil haplotipico de individuos sem haver a necessidade de compartilhar todas as bases
nitrogenadas que compdem o genoma ou fragmento do genoma analisado.

De modo geral e de acordo com as orientacdes atuais, para cada variagcdo genética
observada, a escrita desta notacdo deve iniciar com a posi¢ao em que a variacdo se encontra na
sequéncia de mtDNA. Em seguida, deve-se especificar se esta variacdo corresponde a uma
substituicdo, uma dele¢c&o ou uma insercdo (PARSON et al., 2014).

Caso a variagdo nucleotidica seja uma substituicdo, a notagdo deve ser o niUmero que
caracteriza a posicao na sequéncia que ocorre a substituicdo, sequido da letra que caracteriza a
base nucleotidica substituinte (PARSON et al., 2014). Por exemplo, na Figura 9, marcado em
cor verde, nota-se que a primeira sequéncia nucleotidica possui uma substituicdo em relagdo a
rCRS na posicao a 297, onde ha troca de uma base nitrogenada A para G. Por isso, esta variacao
deve ser relatada como 297G. As outras sequéncias da figura ndo possuem variacdo nesta
posicao especifica, sendo coincidentes com rCRS e, portanto, ndo precisa haver anotacao.

Em softwares utilizados para a analise de sequéncias génicas, como o SeqScape 3

(Applied Biosystems), para manter o alinhamento das sequéncias de mtDNA, polimorfismos
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como inser¢des ou delegdes sdo representados por um sinal de hifen (-). No caso de delecdes,
o hifen € adicionado para indicar a posi¢cdo em que houve delecdo. Por exemplo, na Figura 9,
marcado em cor azul, é possivel visualizar que existem duas dele¢cdes subsequentes na segunda
e na terceira sequéncia. Estas dele¢bes devem ser relatadas como o nimero da posicdo onde
elas ocorrem seguido de “del”, “DEL” ou manter o hifen. No caso deste exemplo, a
nomenclatura seria “290del 291del”, “290del 291del”, ou “290- 291-” (PARSON et al., 2014).

Em casos de insercdo, ha adicao de sitio extra na sequéncia nucleotidica. Deste modo,
para manter o alinhamento das sequéncias, deve ser adicionado hifen nas sequéncias onde estas
inser¢cdes ndo ocorrem, incluindo em rCRS (Figura 9, seta azul). A insercdo € anotada como o
nimero da posicdo da base nucleotidica anterior a insergdo, seguido por “.1” para indicar a
presenca de uma insercdo e a letra da base nitrogenada inserida (A, T, C ou G) (PARSON et
al., 2014). Como exemplo, na Figura 9, marcado em cinza, a sequéncia quatro contém uma
insercdo de citosina (C) entre as posi¢des 309 e 310, devendo ser nomeada, portanto, como
“309.1C”. No caso de mais de uma insercdo em sequéncia, deve-se adicionar “.1” para a
primeira, “.2” para a segunda, “.3” para a terceira e assim consecutivamente. Na Figura 9, onde
estd marcado em cinza, a sequéncia nimero dois contém duas insercdes de C e, portanto, deve
ser nomeada “309.1C 309.2C”. Nas sequéncias em que ndo ha inser¢des nesta posi¢ao, bem

como rCRS, devem haver hifenes para manter o alinhamento (Figura 9a).

Figura 9 — Polimorfismos encontrados em relagdo a rCRS

(@) Posigio > 290 300 309;1 317

1 >AAAAATTTCCGCCAAACCCCCCC--TCCCCC
2Daaa TTTCCACCAAACCCCCCCCCTCCCCCCG

3244 TTTCCACCAAACCCCCCC==-TCCCCCCGC
4 S>AAAAATTTCCACCAAACCCCCCCC-TCCCCCCGC
GC

C
C

y
y
y

S DAAAAATTTCCACCAAACCCCCCC--CCCCCC-G
(b)
1 297G 315.1C 316A
2 | 290del 291del 309.1C 309.2C 315.1C
3 | 290del 291del 315.1€
4 309.1C 315.1C
5 310C

Legenda: (a) — Disposigdo dos polimorfismos na sequéncia de mtDNA, alinhada a rCRS (posicoes
287 — 317). Software utilizado na imagem: SeqScape 3, Applied Biosystems; (b) —
Nomenclatura utilizada para reportar as sequéncias de mtDNA de acordo com diferencgas
que apresentam em relacéo a rCRS.

Fonte: A autora, 2020.
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A ocorréncia de heteroplasmias também deve ser relatada, de modo que existem
recomendaces especificas para resolver, interpretar e reportar estes eventos heteroplasmicos
em sequéncias de mtDNA (PARSON et al., 2014). Especificamente para 0s casos em que
amostras apresentem heteroplasmia de posicéo, deve-se seguir a nomenclatura determinada pela
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a qual determina um cddigo
baseado nas letras do alfabeto para cada possibilidade de base nucleotidica na sequéncia de
DNA (Quadro 1). Outros exemplos de nomenclaturas para posi¢Ges especificas do mtDNA
podem ser conferidos no documento “SWGDAM Mitochondrial DNA Nomenclature Examples
Document, 2014”.

Quadro 1 — Codigos estabelecidos pela IUPAC para representacdo de heteroplasmia em
sequéncias de mtDNA

Cddigo IUPAC | Base Correspondente | Cdédigo IUPAC | Base Correspondente
R AouG H A CouT
Y CouT B C,GouT
M AouC \Y A CouG
K GouT D A GouT
S CouG N A C,GouT
W AouT

Fonte: A autora, 2020. Baseado em SWGDAM Interpretation Guidelines for Mitochondrial DNA Analysis by
Forensic DNA Testing Laboratories.

1.6 O DNA mitocondrial como marcador de ancestralidade materna e sua importancia

para estudos populacionais, clinicos e forenses

Devido a peculiaridades discutidas anteriormente, como altas taxas mutacionais,
heranca uniparental materna e alto nimero de copias por célula, o mtDNA € reconhecido como
um importante marcador no contexto de identificagdo humana e de ancestralidade materna.
Assim, as informac@es obtidas a partir da analise da sequéncia de mtDNA possuem diferentes
aplicabilidades, e podem contribuir para estudos populacionais, clinicos e forenses.

No ambito da genética de populacdes, a analise do mtDNA e estudos deste marcador
fornecem evidéncias bioldgicas acerca da filogenia humana. Em estudos clinicos, a analise de
polimorfismos relacionados ao mtDNA pode fornecer de informacGes acerca do risco e
susceptibilidade a doencas. No @mbito forense, as caracteristicas particulares do mtDNA podem

auxiliar na investigacdo da identidade de individuos.
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1.6.1 Haplogrupos mitocondriais

Haplogrupos mitocondriais sdo ramos monofiléticos de haplotipos (TORRONI et al.,
2000). Assim, no sentido evolutivo, individuos classificados em um mesmo haplogrupo
pertencem a matrilinhagens mais préximas do que aqueles que pertencem a outros haplogrupos.

Os haplogrupos sdo nomeados a partir de caracteres do alfabeto, em maiusculo, para
indicar o haplogrupo principal (também chamado de macrohaplogrupo), seguido de caracteres
alfanuméricos para indicar suas subdivises (subhaplogrupos), se houverem. Por exemplo, a
rCRS € caracterizada como pertencente ao subhaplogrupo H2a2al, estando inserida no
macrohaplogrupo H, o qual é reconhecido por ser de origem ancestral europeia (ANDREWS et
al. 1999). Assim, qualquer outra sequéncia analisada que possua um haplotipo similar a rCRS,

também é classificada neste mesmo haplogrupo.

1.6.2 A filogenia do mtDNA e estudos da ancestralidade humana

O modelo sugerido pela teoria “Out of Africa” indica que a origem do homem moderno
foi no continente africano (NEI, 1995; CAMPBELL; TISHKOFF, 2008). Segundo esta teoria,
a medida que ancestrais foram migrando para além do continente africano, grupos de individuos
foram se estabelecendo em outras regides geograficas, formando novas populagfes a partir de
uma amostra reduzida da populacdo original (WATSON et al., 1997). Assim, a variacdo
genética que constituiu cada nova populagdo € originaria de numero reduzido de individuos
precursores, o0 que denota um Efeito Fundador, o qual € um dos fendmenos caracteristicos de
deriva génica.

Eventos populacionais como, por exemplo, deriva génica, mutacdo, recombinacéo e
selecdo, estdo relacionados a alteragdes no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (MISHMAR
et al., 2003), e modificam a relacdo de ndo-aleatoriedade existente entre alelos de diferentes
loci de uma populacdo. Um parametro denominado Desequilibrio de Ligacédo (LD, do inglés
Linkage Disequilibrium) mede esta relacdo de ndo-aleatoriedade (HARTL, 2008). Como
populagoes que possuem diferentes origens passaram por eventos populacionais distintos, este
parametro varia entre elas. Deste modo, diferentes padrdes de LD sdo acumulados durante o
processo de formacdo das populacdes (CAMPBELL, TISHKOFF, 2010), de modo que
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populacbes com origens diversas possuem padrdes diferentes de LD. O esquema representado
na Figura 10a demonstra os efeitos populacionais relacionados a teoria “Out of Africa”,
evidenciando os diferentes padrées de LD encontrados entre populacdes africanas e outras

populacdes.

Figura 10 — Esquemas demonstrando 0os movimentos migratorios e a formacdo de novas
populagOes segundo a teoria “Out of Africa”

(a) Padrao divergente de LD Padrao compartilhado de LD
Nao Africanos ——

= Africanos Subsaarianos —/ |

NE Africa Eurasia Asia Americas Oceania
( Z,j/
15-30 Kya =
30-50 Kya
L-
60 Kya

100 Kya «——Aumento de LD devido a Efeito Fundador
"Fase III: Migragio para fora da Africa (“Out of Africa™)

e \ +«— Fase II: Divergéncia Populacional

“— Fase I: Origem do Homem Moderno

200 Kya

Legenda: (a) — Esquema ilustrando as ramificagdes da populagdo ancestral africana para formacao das populacées
de outros continentes, evidenciando o efeito gargalo e o aumento de LD associados a estes eventos. Kya:
mil anos atras; (b) — Distribuicdo dos macrohaplogrupos de mtDNA de acordo com as teorias migratorias.

Fonte: (a) Adaptado de: CAMPBELL, TISHKOFF, 2010; (b) Adaptado de: ASUNCION, GOODRICH, 2013.
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Através das andlises filogenéticas do mtDNA, € possivel compreender melhor a
origem das populagdes humanas modernas. Mediante ao acumulo de mutag@es que ocorreram
com o avancar do tempo, as variacdes dos haplotipos do mtDNA relacionam-se com a
movimentacdo e distribuicdo geogréfica de individuos. A vista disso, conhecendo o padrio
temporal e de acordo com comparacdes entre 0os haplogrupos mitocondriais conhecidos, foi
possivel encontrar um ancestral comum mais recente (MRCA — acr6nimo para Most Recent
Common Ancestor) e inferir a filogenia e a distribuicdo destes de acordo com os padrbes
migratorios ancestrais teorizados (Figura 10b. Figura 11). Assim, estima-se que 0 MRCA da
linhagem materna do homem moderno viveu entre 100 e 200 mil anos atras, na regido da Africa
Central, sendo denominado, portanto, “Eva Mitocondrial” (CANN et al., 1987; WATSON et
al. 1997; INGMAN et al., 2000; HEINZ et al., 2017).

Através dos padrbes de diferencas populacionais observados, estudos comparativos
resultaram na separacdo de haplogrupos em ramos filogenéticos, como os que compdem a
arvore representada na Figura 11. As primeiras linhagens mitocondriais humanas sdo as
classificadas como pertencendo ao macrohaplogrupo L. Juntamente aos eventos migratorios,
mutagOes foram ocorrendo ao longo do tempo, diferenciando e distanciando linhagens. Por
exemplo, o macrohaplogrupo L, ao migrar para além da regido africana, se subdividiu nos
macrohaplogrupos N e M, os quais se ramificaram para Europa e Asia, formando outros
diferentes haplogrupos conforme as migracdes foram ocorrendo (Figura 10b) (WITAS;
ZAWICKI, 2004; PAKENDORF; STONEKING, 2005).

Para reunir informagdes das diferencas de diversidade e de distancia génica das
populacbes com base na informacgdo do mtDNA, pode-se recorrer as analises comparativas entre
haplotipos de individuos de uma mesma populacdo (analise intrapopulacional), e também em
relacdo a grupos populacionais de diferentes localidades (analise interpopulacional).

Por meio da andlise intrapopulacional, é possivel inferir a frequéncia dos haplotipos
observados e, com isso, estimar o nivel de diversidade entre os individuos que formam a
populacdo estudada. Para obter estes resultados, considera-se alguns tipos de informacdes,
como o numero de sitios polimdrficos presentes nas sequéncias analisadas. Estas informacdes
auxiliam na compreensao da estrutura genética da populacdo estudada. O pardmetro de nao
diferenciacdo, baseado em teste exato, também pode ser utilizado para a comparacdo de
frequéncias de haplétipos e haplogrupos (MENDES-JUNIOR; SIMOES, 2009).

Em relagdo as comparacdes interpopulacionais, pode-se utilizar o Indice de Fixag&o (Fst
— Fixation index) para calcular as distancias entre populac@es. Este indice varia entre os valores

zero e um, sendo um o maior valor de distanciamento, o que significa que nao ha relacdes ou
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compartilhamento genético (HARTL, 2008). O parametro de ndo diferenciacdo, baseado em
teste exato também pode ser utilizado para a comparacdo de frequéncias de haplétipos e
haplogrupos (MENDES-JUNIOR; SIMOES, 2009). Através das informacdes obtidas pela
analise dos haplétipos, pela determinacdo dos haplogrupos e calculos de distancia, é possivel

inferir genealogia e possiveis origens geograficas ancestrais (KIVISILD, 2015) (Figura 11).

Figura 11 — Arvore contendo os haplogrupos mitocondriais principais e suas respectivas
origens geogréaficas
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Legenda: As cores correlacionam os haplogrupos presentes na arvore com a sua possivel origem geografica
ancestral no mapa.
Fonte: KIVISILD, 2015.

Devido a constantes movimentos migratorios, mutagdes e outros eventos que alteram a
diversidade populacional, estudos de ancestralidade devem ser produzidos com certa
constancia, ja que a frequéncia haplotipica de cada populagdo pode ser alterada com o avancar
do tempo. Ainda, manter um banco de dados de informacfes genéticas atualizado se relaciona
com a aplicabilidade da genética populacional aos campos da Genética Clinica e das Ciéncias

Forenses.

1.6.3 Contribuicdes de estudos populacionais para a genética clinica

Danos gerados no mtDNA podem ocasionar variagdes na sequéncia de nucleotideos

que se relacionam a doengas, as quais sdo transmitidas pelas maes aos seus herdeiros. As
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patologias vinculadas as alteragbes no genoma mitocondrial sdo classificadas em
multissistémicas, 6rgao-especificas ou as associadas a haplogrupos (STEWART; CHINNERY,
2015). Assim, no campo da Genética Clinica, o conhecimento das diferentes contribuicfes de
linhagens ancestrais torna-se importante a medida que sdo encontrados relatos na literatura
cientifica sobre associacao de perfis ancestrais com a susceptibilidade a determinadas doencas.

A maioria das variagdes que estdo relacionadas a doencas associadas ao mtDNA séo
consequéncia de alteracdes na regido codificante, devido a mitocéndria participar de questdes
metabolicas da célula, de proliferacdo celular e controle apopto6tico (ZONG; RABINOWITZ;
WHITE, 2016; MOLNAR; KOVACS, 2017). No contexto das variagdes que sao estudadas para
definicdo de padrdes de ancestralidade, tal informacéo contribui para analise da homogeneidade
das amostras em estudos clinicos, visto que podem existir correlacdes entre as alteracdes
fenotipicas relacionadas a doencas e a ancestralidade (LEAL et al. 2019).

Apesar do fendbmeno de heteroplasmia ser um fendmeno de normal ocorréncia em
células e tecidos humanos (LI et al., 2010), a relacdo entre a presenca de heteroplasmia em RC-
mtDNA e a predisposicdo a doencas €é teorizada, mas ainda ndo foi elucidada (ZHANG et al.,
2019. Existem hipoteses que associam a presenca de heteroplasmia a desregulagdo de genes
mitocondriais (GUARDADO-ESTRADA et al., 2012), a0 aumento na variagao entre o nimero
de copias de mtDNA (KUMAR et al., 2017), bem como na diminui¢do do numero de copias
(LEE et al., 2007). Essas questdes podem estar relacionadas a alteracdo na eficiéncia da
regulacdo da replicacdo do mtDNA (BENDALL; SYKES, 1995), por exemplo, resultando em
uma proliferacdo celular exacerbada e diminui¢do de apoptose, 0s quais sdo fatores que

acarretam em doencas.

1.6.4 Aplicacdes do mtDNA humano no dmbito forense

Como discutido anteriormente, caracteristicas particulares do mtDNA o tornam uma
ferramenta de potencial uso para a area das Ciéncias Forenses. Entre elas, o alto nimero de
copias por célula faz com que o mtDNA seja mais acessivel do que o nDNA em condicdes em
gue houve degradacdo do material biolégico. Além disso, seu pequeno tamanho e formato
circular determinam que o0 mtDNA seja mais estavel que o NDNA. Assim, estas caracteristicas
fazem com que o mtDNA esteja mais disponivel do que o nDNA quando houverem condigdes

ambientais hostis. Por isso, quando métodos baseados no uso do genoma autossémico,
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caracteristicas papiloscopicas ou antropoldgicas ndao podem ser aplicados devido a altos niveis
de degradacdo ou quando houver quantidade exigua de material genético disponivel, o mtDNA
se torna a melhor opcéo para conseguir alguma informacéo sobre a identidade de individuos
(BUDOWLE et al., 2003). Como exemplo, pode-se citar a aplicacdo de analises genéticas
baseadas em mtDNA em casos de vestigios biologicos antigos (MERHEB et al., 2019),
materiais bioldgicos submetidos a temperaturas extremas (BUS; NILSSON; ALLEN, 2016), e
em casos onde as evidéncias sdo células anucleadas, como fios de cabelo sem bulbo (PARSON
et al., 2015; SHIH et al., 2018). Portanto, a aplicacdo de metodologias baseadas na andlise de
mtDNA pode ser valiosa quando outras metodologias se mostram ineficazes, de modo que
existem casos onde o genoma mitocondrial pode ser um dos Unicos meios de se obter
informacdes relevantes para a investigacdo forense.

Devido a estas particularidades, o0 mtDNA é comumente utilizado em casos de
identificacdo de vitimas de desastres em massa (DVI —do inglés, Disaster Victim Identification)
e identificacdo de desaparecidos quando ha parentes relacionados maternalmente para servir
como referéncia (BENDER; SCHNEIDER; RITTNER, 2000; ZIETKIEWICZ et al., 2012;
AMORIM; FERNANDES; TAVEIRA, 2019). Como exemplo, podem ser citados os casos
como o do atentado ao World Trade Center, ocorrido nos Estados Unidos em 2001, e da
Tsunami, que ocorreu na Tailandia em 2004, em que algumas vitimas foram identificadas
através de exames de mtDNA (GOODWIN; LINACRE; VANEZIS, 1999; BUDOWLE et al.,
2003; DENG et al., 2005; GOODWIN, 2017). Outra aplicacdo do mtDNA envolve a analise de
misturas de materiais genéticos de diferentes individuos, de modo que este método pode auxiliar
na estimativa da quantidade de envolvidos atraves do uso de NGS (VOHR et al., 2017).

Por fim, apesar de fendmenos heteroplasmicos serem elementos complicadores durante
0 processamento e analise do mtDNA, a sua presenca pode auxiliar em alguns casos de
investigacOes forenses (BUDOWLE et al., 2003; AMORIM; FERNANDES; TAVEIRA,
2019). Por exemplo, os restos mortais do Czar Russo Nicholas 11 foram encontrados juntos de
sua familia, composta por ele, sua esposa e quatro filhos, sendo 0 mais novo do sexo masculino,
e a equipe que trabalhava em sua casa. A analise do mtDNA foi particularmente Util neste caso
pois a determinacdo da identidade do Czar foi realizada através da presenca de uma
heteroplasmia de posi¢do compartilhada entre ele e seus relativos maternos, enquanto que seus
herdeiros, empregados e esposa ndo possuiam (IVANOV et al., 1996).

Apesar dos exemplos anteriores, a aplicacdo deste marcador se torna limitada no ambito
de identificacdo humana ja que a heranca matrilinear conservada define um haplétipo, de modo

que os individuos relacionados maternalmente compartilham da mesma sequéncia de mtDNA
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(BUTLER, 2009). Assim, para ser apresentada como evidéncia em casos que envolvam
identificacdo de individuos, a anlise do mtDNA devera ser respaldada por céalculos estatisticos
que ponderem o grau de diferenciagédo entre individuos de matrilinhagens diferentes em uma
mesma populacgéo.

Atraveés do célculo de RMP (acrénimo para Random Match Probability, que usualmente
é traduzido para Probabilidade de Coincidéncia Aleatdria) pode-se inferir a diversidade das
sequéncias de mtDNA de dada populacdo. Calculado através da soma do quadrado das
frequéncias haplotipicas, este método permite inferir a probabilidade de encontrar
aleatoriamente, na populacéo analisada, dois individuos ndo relacionados maternalmente que
compartilham o mesmo haplétipo. (PRIETO et al., 2011). Deste modo, é possivel utilizar este
resultado para aferir matematicamente o peso de uma evidéncia obtida através da analise do
mtDNA. Porém, como o resultado do calculo de RMP € condicionado as particularidades
genéticas de cada populacdo, existe a necessidade de um banco de dados que contenha um
numero razoavel de amostras para a populacdo em questdo. I1sso demonstra a importancia de
bases de dados de mtDNA especificas para cada populagédo e do uso desta ferramenta no &mbito

de identificagédo humana.

1.7 Bancos de dados populacionais e padrdes de qualidade na analise de sequéncias de
mtDNA

Atualmente, existem diversos recursos e bases de dados que contém informacoes
relativas a sequéncias de mtDNA para aplica¢des populacionais e forenses. Dentre eles, a
ferramenta online Phylotree mt é baseada em um algoritmo que estabelece relacBes
filogenéticas de acordo com as variantes identificadas no mtDNA, identificando haplogrupos e
servindo como base de consulta publica sobre as variac@es genéticas que os definem (VAN
OVEN; KAYSER, 2009). Esta ferramenta considera sequéncias observadas tanto em estudos
populacionais quanto forenses, e é atualizada constantemente. Atualmente, de acordo com o
website phylotree.org, esta base de dados contempla mais de 24 mil sequéncias de mtDNA
(phylotree.org).

Na interface entre genética populacional e forense, encontra-se a base de dados online
EMPOP (European DNA Profiling — EDNAP — Mitochondrial DNA Population Database).

Esta € uma base de dados online (https://fempop.online/) que foi desenvolvida com o objetivo
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de exercer a funcdo de controle de qualidade e padronizacdo do uso de mtDNA no ambito
forense, e se tornou um confiavel repositorio de amostras de referéncia de diferentes populacdes
(PARSON; DUR, 2007). Através deste repertorio de amostras de diferentes localidades, a
EMPOP se baseia em métodos de parcimdnia para correlacionar haplotipos, de modo a
encontrar o MRCA e o haplogrupo ao qual uma amostra pertence. Para alcancar este resultado,
uma estimativa de maxima verossimilhanca entre amostras é realizada através de um método
matematico (ROCK et al., 2013), o qual se baseia nos haplogrupos descritos na base de dados
Phylotree. Outra ferramenta da EMPOP, chamada “Haplogroup Browser”, permite a
visualizagdo destes haplogrupos, relacionando-os com a sua distribuicdo geogréfica.

Durante a analise de sequéncias de mtDNA, existem diferentes situacGes que podem
implicar na reducdo da qualidade dos resultados. Parte desta perda de qualidade pode estar
associada a manipulacdo indevida de amostras, o que promove contaminacgdo das sequéncias.
Além disso, falhas no alinhamento resultam na designacao incorreta das variantes, interferindo
na interpretacédo de resultados. Assim, para que haja uma padronizacdo de metodologias, foram
produzidas orientacfes e recomendacdes para garantir que tais perdas sejam evitadas e as
analises de sequéncias de mtDNA serem mais equiparaveis, de modo a assegurar a qualidade
das analises realizadas (CARRACEDO et al., 2000; PARSON; BANDELT, 2007; PARSON et
al., 2014; GUSMAO et al., 2017; SWGDAM mtDNA Interpretation Guidelines, 2019).

Com a finalidade de auxiliar pesquisadores, ferramentas computacionais foram
desenvolvidas para avaliar se as analises das sequéncias de mtDNA estdo respeitando 0s
padrdes recomendados internacionalmente (PARSON; BANDELT, 2007; PARSON et al.,
2014; GUSMAO et al., 2017; SWGDAM mtDNA Interpretation Guidelines, 2019).
Atualmente, além de atuar como base de dados de sequéncias de mtDNA, a EMPOP também
oferece ferramentas importantes para controle de qualidade de sequéncias de mtDNA, como
EMPCheck e Network, que checam informacGes e a qualidade das amostras (ZIMMERMANN
et al., 2014). Por exemplo, com o auxilio destas ferramentas, é possivel avaliar se a
nomenclatura dos hapl6tipos e o alinhamento das sequéncias estdo corretos (RAKHA et al.,
2016). Além da EMPOP, outras ferramentas que auxiliam no alinhamento de sequéncias
também estdo disponiveis online, como Haplosearch (FREGEL; DELGADO, 2011) e
mtDNAProfiler (YANG et al., 2013).

1.8 A diversidade da populacédo brasileira
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O Brasil possui uma populacgéo bastante heterogénea. Isso se deve principalmente aos
eventos de migracdo que compuseram a historia do pais, ocorridos principalmente durante o
periodo colonial.

Anteriormente a colonizacdo portuguesa, a populacdo brasileira era composta por
nativos americanos. A teoria mais aceita atualmente acerca do povoamento inicial das Américas
defende que as migracdes humanas ocorreram através do Estreito de Bering ha cerca de 25 mil
anos (FAGUNDES et al., 2008; PEDERSEN et al., 2016). De acordo com esta teoria, ao chegar
ao continente, os primeiros americanos se dividiram. Ao se separarem enquanto migravam,
estes individuos foram dando origem a novos grupos, formando a populacdo nativa de cada
pais, incluindo a do Brasil (MORENO-MAYAR et al., 2018). Este cenario mudou a partir do
século XVI, com as grandes navegacoes e a consequente colonizacgéo do pais pelos portugueses.
Além dos portugueses, relatos historicos indicam que outros paises da Europa, como Franca e
Holanda, invadiam as terras brasileiras, também contribuindo para a heterogeneidade da
populacéo brasileira (PAPAVERO; VIERTLER, 2002; GRANGER, 2012).

A heterogeneidade genética brasileira foi consolidada a partir do século XVI, com as
grandes navegac0es e a consequente colonizagdo do continente americano por europeus. Sabe-
se que a colonizacao brasileira ndo foi pacifica. Apesar do povo nativo ter sido maioria no inicio
da colonizacdo, os indigenas foram vitimas de violéncia e doencas, de modo que houve uma
drastica reducdo na populacdo nativa (ARRUTI, 1995; BARROSO JUNIOR, 2013). Além
disso, a mdo-de-obra  utilizada para exploracdo dos recursos naturais foi atribuida
principalmente a escravos de origem africana. Assim, a migracao forcada trouxe o componente
africano para o pais (MARQUESE, 2006). Apos o periodo colonial, migracGes europeias com
destino ao Brasil continuaram ocorrendo periodicamente no decorrer do século XIX e inicio do
século XX, principalmente para as regides Sul e Sudeste (LEVY, 1974; LORENZ, 2008).

Devido aos eventos histéricos supracitados, a formacao genética da populagdo brasileira
tornou-se resultado da congruéncia de trés grandes ancestralidades: a Amerindia, formada pela
populacédo indigena nativa do Brasil; a Europeia, advinda de Portugal, Franca, Holanda, Italia
e Alemanha; e a Africana, decorrente do envio de negros africanos como trabalhadores escravos
para a colénia (GIOLO et al., 2012; SANTOS et al., 2016). Estudos baseados na analise de
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) corroboram com este padrédo de heranca
ancestral no Brasil, tanto em nivel nacional quanto regional (MANTA et al., 2013). Apesar
disso, existem algumas diferencas no grau de contribuicdo de cada grupo ancestral para a
formacdo da populagdo de cada regido geogréafica brasileira, como consequéncia de sua heranca
historica particular (PENA et al., 2011; KEHDY et al., 2015; SOUZA et al., 2019).
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Figura 12 — Rotas maritimas do trafico de escravos africanos para o Brasil
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Fonte: CAMPOS; DOLHNIKOFF. Atlas: Historia do Brasil. Scipione. Sdo Paulo. 2000.

Os principais locais de desembarque no pais eram cidades portuérias do nordeste e
sudeste do Brasil (Figura 12) (SOARES, 1998; BARROSO JUNIOR, 2013). Mais
especificamente no caso da regido Nordeste, a composicdo da populacédo atual é resultado de
grande miscigenacdo desde o inicio do periodo colonial. Devido a sua localizagdo costeira,
eventos de migracdo foram concentrados nesta regido. Os portos da regido Nordeste foram o
ponto de entrada ndo s6 dos europeus, mas também de escravos trazidos da Africa,
principalmente de origem Subsaariana (Figura 12) (BARROSO JUNIOR, 2013).

No Estado do Maranhao, a capital Sao Luis foi uma das principais localidades de entrada
no pais (CHAMBOULEYRON, 2006) (Figura 12). Os ultimos dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (Censo Demografico 2010) demonstraram que a composicao étnica do
Estado do Maranhdo é predominante de autodeclarados pardos (68,8%), seguida de brancos
(24,9%), negros (5,5%) e amarelos e indigenas (0,7%). Apesar da fracdo de autodeclarados
indios ser a menor dentre as etnias, dados do mesmo Instituto demonstram que ha uma vasta
distribuicdo indigena no Maranhdo, bem como na regido nordeste brasileira, como pode ser

visualizado na Figura 13.
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Figura 13 — Distribuicdo de povos indigenas no nordeste brasileiro
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Legenda: O Nordeste esta demarcado em verde e 0 Maranhdo, demarcado em vermelho.
Fonte: Adaptado de IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel em:
https://indigenas.ibge.gov.br/mapas-indigenas-2. Data de acesso: 21 jan. 2020.

Apesar de haverem dados histéricos e demograficos, existem poucos estudos sobre a
heranga genética ancestral de cada Estado Brasileiro, principalmente relacionado a heranca
materna (mtDNA). Por exemplo, em relacdo a regido Nordeste, um dos unicos trabalhos
referentes a esta Regido apresenta dados de mtDNA para todos os Estados nordestinos,
excluindo o estado do Maranh&o (SCHAAN et al., 2017). A populacédo do Estado do Maranhdo
foi pouco estudada (CARVALHO et al., 2008). Assim, a importancia deste estudo esta em
investigar melhor a heranga ancestral materna de individuos nascidos no Maranhdo, seguindo
recomendacfes metodologicas internacionais. Deste modo, as aplicagdes dos resultados
apresentados neste trabalho incluem a contribuicdo com questdes histéricas e demogréaficas
deste local, bem como a possibilidade de utilizar os dados genéticos obtidos para auxiliar em

questdes das areas Clinica e Forense.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a variabilidade genética e o perfil de ancestralidade matrilinear com base na
analise da regido controle do DNA mitocondrial de uma amostra de individuos do Estado do
Maranhdo, com a perspectiva de contribuir para a construcdo de uma base de dados

populacional e forense deste local.

2.2 Objetivos Especificos

a) Identificar as variagdes na sequéncia nucleotidica e a presenga de heteroplasmia em

RC-mtDNA da amostra estudada;

b) Caracterizar a diversidade nucleotidica e haplotipica da amostra estudada, baseando-se

na analise do RC-mtDNA;

C) Avaliar a aplicabilidade deste marcador molecular para identifica¢do humana no ambito

da populagao estudada;

d) Determinar os haplogrupos e a origem ancestral materna da amostra estudada; e

e) Relacionar os dados obtidos para a amostra maranhense com os dados da literatura para

a regido nordeste brasileira, bem como para outras localidades do pais, através de

calculos de Fsr e de probabilidade de nao-diferenciagao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostra estudada

No presente estudo foi utilizado um total de 151 amostras bioldgicas de individuos néo
relacionados, do sexo masculino e nascidos no Estado do Maranh&o. As amostras sdo
provenientes de sangue total, coletado entre os anos de 2012 e 2016 e armazenadas nos proprios
tubos de coleta de sangue com EDTA ou em cartdes FTA®,

Esta pesquisa foi desenvolvida no ambito dos projetos “Analise de biomarcadores de
predisposicdo genética e ancestralidade para Diabetes Mellitus tipo 1 e suas complicacbes
cronicas para o Estado do Maranhdo”, sob a responsabilidade da Dra. Rossana Santiago de
Sousa Azulay, do Servicos de Diabetes do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo (HU-UFMA), e do Estudo Multicéntrico de Diabetes Mellitus do tipo 1, no ambito
do projeto “Estratégias de rastreamento e diagndstico das complicagBes cronicas
microvasculares do diabetes em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 associado a analise de
biomarcadores de predisposi¢ao genética e ancestralidade para a doenga e suas complicacfes
crbnicas”, sob responsabilidade da Prof.? Dra. Marilia de Brito Gomes, sendo desenvolvido
com apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ) e da
Fundac&o de Apoio a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ). Como complementacao,
amostras do projeto “DNA mitocondrial: Identificagcdo de linhagens maternas na populacéo
Brasileira”, sob a responsabilidade da Dra. Tatiana Lucia Santos Nogueira, do Instituto de
Biologia do Exército (IBEx), foram cedidas para esse estudo por meio de colaboracdo com o
Laboratdrio de Diagndsticos por DNA da UERJ, onde o presente estudo foi desenvolvido.

As coletas foram realizadas em nove localidades do Maranhdo (Figura 14). A maior
parte da amostra utilizada neste estudo foi obtida de uma amostra inicial de 474 individuos da
cidade de S&o Luis do Maranhdo, constituida de pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 dos
ambulatérios do HU-UFMA (n= 33) e individuos controle provenientes do banco de sangue do
Centro de Hematologia — Hemomar, (n = 105). Adicionalmente, amostras de militares do
Exército brasileiro (n = 13) provenientes de outras oito cidades do Maranhdo foram adicionadas
a este quantitativo, dentre elas S&o Vicente, Coroata, Caxias, Tuntum, Acailandia, Imperatriz,
Estreito e Sdo0 Raimundo das Mangabeiras.

Em todas as coletas realizadas, os participantes assinaram consentimento individual
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informado, concordando com a sua participacdo nos estudos, sob condi¢fes estritamente
confidenciais. O uso das amostras bioldgicas foi autorizado para fins de pesquisa, conforme
aprovado em comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo (HU-UFMA), através do parecer de numero 2.441.473 - CAAE:
59795116.9.0000.5086, e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro
Ernesto — CEP HUPE/UERJ, sob o ndmero de parecer 1.542.187 - CAAE:
53563115.2.1001.5259 (Anexos A e B).

Figura 14 — Mapa evidenciando a regido nordeste brasileira, o Estado do Maranh&o
e os locais de proveniéncia das amostras analisadas
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Legenda: O Estado do Maranhdo, em rosa, e os locais de proveniéncia das amostras analisadas sdo
representados pelos circulos azuis, onde 1 — Sdo Luis (n=142), 2 — S&do Vicente (n=1), 3
—Coroata (n=1), 4 — Caxias (n=2), 5 — Tuntum (n=1), 6 — Agailandia (n=1), 7 — Imperatriz
(n=1), 8 — Estreito (n=1) e 9 — S&o Raimundo das Mangabeiras (n=1). Pl — Piaui; CE -
Ceara; RN — Rio Grande do Norte; PB — Paraiba; PE — Pernambuco; AL — Alagoas; SE —
Sergipe; BA — Bahia.

Fonte: A autora, 2020. Adaptado de https://mapchart.net/.

3.2 Extracdo, amplificacao e purificacdo do DNA mitocondrial

O DNA foi extraido pelo método resina quelante Chelex 100 (Bio-Rad) e amplificado
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), juntamente com primers desenhados
especificamente para abranger a regido controle do mitogenoma (Quadro 2 e Figura 15a)
(CHAITANYA et al., 2016; CAVALCANTI et al., 2017; POLETTO et al., 2019; DOS REIS

et al., 2019). Os reagentes utilizados nas reacdes de amplificacdo por PCR estdo listados no
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Quadro 3.

Quadro 2 — Lista dos primers utilizados nas reaces de amplificacdo e sequenciamento, sua
orientacdo e sequéncia de bases nucleotidicas

Primer | Orientagao Aplicacao Sequéncia (5’ - 3°)

L 15900 Senso Ampllflgagao e TAA ACT AAT ACACCAGTCTTG TAA
Sequenciamento ACC

L16555 Senso Sequenciamento CCCACACGTTCCCCTTAAAT

Amplificacédo e
Sequenciamento
H159 | Antissenso | Sequenciamento | AAA TAA TAG GAT GAG GCA GGA ATC
Fonte: CHAITANYA et al., 2016; CAVALCANTI et al., 2017; POLETTO et al., 2019; DOS REIS et al., 2019.

H639 | Antissenso GGG TGA TGT GAG CCCGTCTA

Quadro 3 — Reagentes utilizados nas reacdes de amplificacdo por PCR e as devidas quantidades
utilizadas por amostra

Reagentes para a Rea¢do de PCR Volume por amostra
Tampéo Qiagen Multiplex 2x 2,5 ul
Mistura de Primer (L15900 + H639)

" 0,5 ul
Concentragéo: 2,5 uM H
Agua deionizada 1,5 pl
DNA extraido (Concentracdo 1 ng/ul) 0,5 ul
TOTAL 5ul
Fonte: A autora, 2020.
Figura 15 — Condicdes das reacdes de amplificacdo por PCR
(@)
115900 >
16024 165691 576
| HVI HVII HVIII
16024 16365 73 340 438 574
(b) - N e
Etapa Descri¢do Temperatura \ Tempo
188 1 Desnaturagao Inicial 95°C 15 min.
2 Desnaturagao 94°C 30s.
3 Anelamento 60°C 90s.
35 ciclos - 4 Extensdo 72°C | 10s.
L 5 Extensdo final 72°C 10 min.

Legenda: (a) — Posicdo de anelamento dos primers e sentido de sua extenséo; (b) — Etapas do termociclador.
Fonte: A autora, 2020.
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As reacOes foram submetidas a amplificagdo por PCR em termociclador Veriti® 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢Ges de temperatura, tempo e ciclagem que
foram empregadas no termociclador estao listadas na Figura 15b.

A amplificacdo foi verificada através de eletroforese em gel de Agarose 1,2% utilizando
marcador de massa molecular Low mass DNA ladder (50 pb, Promega, Madison, USA) para
avaliacdo dos produtos de PCR (amplicons). Para eliminar os residuos da reacdo de
amplificacdo, tais como nucleotideos, primers ndo-incorporados e tampdo de reacdo, 0S

amplicons foram purificados através do uso da enzima ExoSAP-IT (Applied Biosystems).

3.3 Reacdo de sequenciamento e eletroforese capilar

Ap0s a purificacdo, o kit comercial Big Dye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) foi
utilizado para as reacdes de sequenciamento, seguindo o protocolo encontrado no Quadro 4.
Para todas as amostras, foi utilizado um par de primers senso e antissenso (L15900 e H639), de
modo a abranger toda a extensdo de RC-mtDNA, conforme demonstrado na Figura 16a. Para
amostras em que foi observado a presenca de heteroplasmia de comprimento, foram utilizados
mais dois primers internos (L16555 e H159), em reacdes separadas. Deste modo, os primers
internos se anelam em regides onde ndo houve cobertura devido a heteroplasmia, como
mostrado na Figura 16b. Deste modo, as informagdes obtidas pelos primers externos e internos
se complementam, abranger toda a extensdo de RC-mtDNA.

Terminado o preparo da reacdo de sequenciamento, os tubos foram submetidos a etapas
de calor e resfriamento por meio de um termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems). As condicgdes de temperatura, tempo e ciclagem estdo listadas na Figura 16c.

Colunas de resina Sephadex (GE Healthcare Life Sciences) foram utilizadas para
purificacdo das amostras sequenciadas, de modo a remover o0s residuos deste Ultimo processo,
tais como nucleotideos, vestigios de fluorescéncia, primers ndo-incorporados e tampdo de
reacdo. Ao produto purificado da reacdo de sequenciamento foram adicionados 10 pL do
reagente Formamida altamente deionizada (Hi-Di, do inglés Highly deionized) (Applied
Biosystems). Por fim, as amostras foram aplicadas em placa de 96 pocgos (Applied Biosystems)
e submetidas a Eletroforese Capilar com deteccdo de fluorescéncia induzida por laser
utilizando-se a plataforma Applied Biosystems™ 3500 Series Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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Quadro 4 — Reagentes utilizados nas reacOes de sequenciamento e as devidas quantidades
utilizadas por amostra

R Volume do reagente para | Volume do reagente para
eagentes x h ~ .
reacao com primer H639 | reacdo com outros Primers
Big Dye Terminator v3.1 1l 0,5 ul
Tampéo 5x 0,5 ul 0,75 ul
Primer
Concentracédo: 2,5 uM Bl g
Agua deionizada 2 ul 2,25 pl
Produto de PCR purificado 1l 1l
TOTAL 5ul 5ul

Fonte: A autora, 2020.

Figura 16 — Condicdes das reacdes de sequenciamento

(a) 16024 576
|16024 HVI 16365' 16569|1 l73 HVIE 340 l4aBHVIII574"
[ L15900 >
(b) 16024 576
|16024 HVI 16355| 16569 ‘ 1 |73 HVIL 440 438 HV|”574"
EE——> L16555 2
(c)
a i
‘ Etapa Descrigdo Temperatura | Tempo
1 2 1 Desnaturagdo Inicial 96°C 2 min.
< 4 5 >, 2 Desnaturagao 96°C 15s.
3 3 Anelamento 50°C 9s.
4°C 4 Extensao 60°C 2 min.
) 35 ciclos e 5 Extensdo final 60°C 10 min.

Legenda: (a) — Primers utilizados em amostras que ndo possuiram heteroplasmia de comprimento. Esquema
demonstra a posicao de anelamento dos primers e sentido de sua extenséo; (b) — Primers utilizados em
amostras que apresentaram heteroplasmia de comprimento, juntamente com esquema demonstrando a
posicdo de anelamento dos primers e sentido de sua extensdo; (c) — Etapas do termociclador.

Fonte: A autora, 2020.

3.4 Analise dos dados genéticos

A analise das sequéncias de mtDNA foi feita com base em ferramentas computacionais,
de acordo com as atuais diretrizes da ISFG (PARSON et al., 2014) e SWGDAM (SWGDAM
mtDNA Interpretation Guidelines, 2019).
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Os eletroferogramas foram analisados usando o programa SeqScape® Software v2.5
(Applied Biosystems), comparando as sequéncias da regido controle do mtDNA das amostras
estudadas com a sequéncia referéncia de Cambridge revisada (rCRS) (ANDREWS et al., 1999).
Esta sequéncia esta disponivel no GenBank sob a numeracdo NC_012920.1.

Para determinar os haplogrupos mitocondriais, foi utilizada a base de dados
populacional EMPOP mtDNA database v4/R12 (PARSON; DUR, 2007. HUBER; PARSON;
DUR, 2018). Ainda, todas as amostras foram submetidas a um rigoroso controle de qualidade
através de ferramentas disponibilizadas na EMPOP, Phylogenetic Alignment e EMPcheck.

Os hapldétipos foram convertidos em sequéncias nucleotidicas e alinhados com rCRS
através da ferramenta online HaploSearch (FREGEL; DELGADO, 2011).

O programa de computador Arlequin (versdo 3.5.2.2) foi utilizado para realizar as
analises intrapopulacionais, como os calculos das diversidades nucleotidica e haplotipica, RMP,
nimero médio de diferencas pareadas (NMDP), céalculos de diferenciacdo populacional
(0=95%) e outras inferéncias quantitativas (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005.
EXCOFFIER; LICHER, 2010).

Os resultados obtidos para a amostra do Maranh&o foram comparados com os resultados
de outros estudos que analisaram outras localidades do pais. Estes estudos descreveram a
ancestralidade materna de Estados do nordeste brasileiro (SCHAAN et al., 2017; ALVES-
SILVA et al., 2000; BARBOSA et al., 2008), do Rio de Janeiro (BERNARDO et al., 2014;
SIMAO et al., 2018), do Espirito Santo (SANCHES et al., 2014; DOS REIS et al., 2019), de
Sdo Paulo (PRIETO et al., 2011), de Brasilia (FREITAS et al., 2019), de Santa Catarina
(PALENCIA et al., 2010) e do Parana (POLETTO et al., 2019), além da regido sudeste
brasileira como um todo (FRIDMAN et al., 2014) e da regido Norte (NOGUEIRA et al., 2017).

O software Arlequin (versdo 3.5.2.2) também foi utilizado para realizar comparacgdes
estatisticas acerca das distribuicdes das linhagens amerindias e africanas entre as amostras
maranhenses e de diferentes estudos, e para o calculo de Fst. O Fst foi realizado através da
analise de sequencias nucleotidicas de RC-mtDNA entre Maranhéo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Espirito Santo, Parana e Santa Catarina, com numero de permuta¢fes de 10.100. O teste
estatistico utilizado foi baseado na probabilidade de ndo-diferenciacdo das amostras analisadas
com limiar de significancia (o) de 0,05 ¢ nimero de permutagdes de um milhdo. Assim,
assumindo que a hipétese nula representa a ndo-diferenciacéo, o valor retornado pelo programa
maior que o limiar de significancia indica que ndo h& diferenciacdo entre as amostras
comparadas, enquanto que um valor menor sugere diferenciacdo. A correcao de Bonferroni foi

aplicada nos testes com a finalidade de evitar erros estatisticos do tipo 1.
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4 RESULTADOS

Este estudo permitiu a elaboracdo de uma base de dados com 151 haplétipos
provenientes da analise da RC-mtDNA de individuos nativos do Estado do Maranhdo
(Apéndice A). Ao longo deste estudo, os dados obtidos foram apresentados nos eventos
cientificos Interforensics (Sdo Paulo, SP, maio de 2019 — Apéndice H) e XXV Congresso
Nacional de Criminalistica (Goiania, GO, outubro de 2019 — Apéndice I). Ainda, um resumo
deste estudo foi submetido ao evento 12th Haploid Markers Conference (Budapeste, Hungria,
2020 — Apéndice J).

4.1 Caracterizacao dos hapl6tipos de origem materna da amostra maranhense

No presente estudo foi analisada a RC-mtDNA de 151 individuos nativos do Estado do
Maranh&o. Na anélise das sequéncias, foram identificados 144 diferentes hapldtipos (Tabela 1).
Dentre os hapldtipos que foram compartilhados por mais de um individuo, cinco sequéncias
eram diferentes (3,3% da amostra total). Verificou-se também que os dois haplétipos mais
frequentes encontrados na amostra de individuos maranhenses sdo compartilhados entre trés
individuos cada.

Por meio de analise realizada através do software Arlequin, foram identificadas 227
diferentes variacdes nucleotidicas dentre as sequéncias analisadas, as quais correspondem a 209
sitios polimorficos (Tabela 1). Dentre estas variagfes, a maioria corresponde a substituigdes,
que compdem 201 possibilidades de diferengas em relacdo a rCRS, enquanto que as outras 26
denotam inser¢des ou delecOes (Tabela 1). O fenbmeno de heteroplasmia foi bastante frequente
na amostra de individuos maranhenses, sendo encontrado em 42,4% das amostras analisadas.
A regido HV3 foi a que apresentou maior concentracdo de polimorfismos que podem estar
relacionados a heteroplasmia de comprimento, havendo 51% das amostras que apresentaram o
polimorfismo caracterizado pela delecdo de blocos de dinucleotideo AC em ateé trés repeticbes
entre as posicdes 513 e 524 (Tabela 2). Quinze amostras apresentaram heteroplasmia de
posicdo, sendo mais frequente a heteroplasmia envolvendo os nucleotideos Citosina e Timina

(IUPAC: Y), presente em 4% das amostras maranhenses.
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Tabela 1 — Caracterizagdo da amostra maranhense de acordo com os parametros listados para
RC-mtDNA e para cada segmento de desta regido

Parametro RC HV1 HV2 HV3 Forade HVR
Tamanho amostral 151 151 151 151 151
Haplétipos Gnicos 144 108 95 31 -

Sitios polimérficos 209 98 56 28 27
Variacdes nucleotidicas 227 109 60 29 29
Substituicdes 201 107 49 16 29
eTransicoes 174 93 43 15 22
eTransversdes 27 14 6 1
Indels 26 2 11 13

Nota: Resultados obtidos atraves de analise utilizando o software Arlequin.
Fonte: A autora, 2020.

Tabela 2 — Numero de amostras que apresentam polimorfismos entre as posicGes listadas.
HV1 HV2 HV3
Polimorfismo entre as posi¢oes 16184 e 16193 (Poli-C) 49 - -

Polimorfismo entre as posi¢oes 303 e 315 (Poli-C) - 2 -
Polimorfismo entre as posi¢6es 513-524 (Poli-AC) - - 9
Polimorfismo entre as posi¢cdes 513 e 524 (Del-AC) - - 77
Polimorfismo entre as posi¢cdes 568-573 (Poli-C) - - 4

Nota: Resultados provenientes de contagem manual feita através do software SeqScape, através de comparagao
entre as sequéncias analisadas com rCRS. Cada sequéncia pode apresentar polimorfismos em mais de
uma posicao. As posicdes especificas foram listadas pois estas sdo regides onde os polimorfismos que
resultam em heteroplasmia de comprimento sdo mais comumente observados. Porém, cabe ressaltar que
a presenca destes polimorfismos ndo necessariamente resulta em heteroplasmia de comprimento.

Fonte: A autora, 2020.

As informacdes acerca da diversidade molecular da RC-mtDNA sdo encontradas na
Tabela 3. A diversidade haplotipica encontrada para a amostra de individuos maranhenses foi
0,999211 + 0,000001. A probabilidade de dois individuos desta amostra, selecionados
aleatoriamente, compartilnarem o mesmo haplotipo € 0,74%.

Os indices de diversidade encontrados na amostra maranhense estdo listados nas
proximas tabelas, juntamente com os resultados de outros Estados e RegiGes Brasileiras
advindos de outros estudos da literatura cientifica, os quais analisaram RC-mtDNA (Tabela 3)
ou HVR (Tabela 4) (PALENCIA et al., 2010; SANCHES et al., 2014; FRIDMAN et al., 2014;
SCHAAN et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2017; POLETTO et al., 2019; SIMAO et al., 2018;
DOS REIS et al., 2019; FREITAS et al., 2019).
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Tabela 3 — indices de diversidade molecular obtidos para a analise de RC-mtDNA da amostra
referente ao Estado do Maranhdo em comparagdo com dados de outros estudos para
estados brasileiros

Diversidade Diversidade RMP
Local Haplotipica NMDP Nucleotidica (%)
Nl\z/lgl 0,9992 + 0,0000 17,941915 + 8,007058  0,015807 + 0,007809 0,74
SC
N=80 0,9930 +0,0035  15,003481 + 6,7796 0,0132 + 0,0066 1,93
PR
N=122 0,9976 + 0,0016 16,1710 + 7,2570 0,0143 + 0,0071 1,06
RJ
N=205 0,9994 £ 0,0006  18,59077 + 8,273874 * 0,24
ES
N=97 0,9994 + 0,0016 17,4896 + 7,8374 0,0155 £ 0,0077 1,09
DF
* * *
N=306 0,9988

Legenda: *Dados ndo informados pelos autores
Fonte: MA — Este estudo, 2020; SC — PALENCIA et al., 2010; PR — POLETTO et al., 2019; RJ — SIMAO et al.,
2018; ES — SANCHES et al., 2014; DF — FREITAS et al., 2019.

Os valores de diversidade haplotipica, NMDP e diversidade nucleotidica do Estado do
Maranhao estdo entre os maiores encontrados dentre os Estados brasileiros listados. Quanto ao
valor de RMP, este s6 € menos discriminativo quando comparado ao valor encontrado para o
Rio de Janeiro (Tabela 3) e para o Sudeste (Tabela 4).

Os indices de diversidade observados por este estudo para a amostra de individuos
nativos do Estado do Maranhdo também foram apresentados na Tabela 4 juntamente com 0s
resultados obtidos por Schaan e colaboradores (2017) para a regido nordeste brasileira, na qual
0 Maranh&o estd localizado geograficamente. Cabe informar que o estudo de Schaan e
colaboradores analisou somente HVR e, portanto, para realizar uma comparacao parea, 0s
resultados de indices de diversidade apresentados na Tabela 4 para 0 Maranhdo sdo baseados
apenas na analise de HVR. Em relacdo aos valores de NMDP e de diversidade nucleotidica, a
amostra referente a individuos do Maranhao apresenta maior NMDP, e o Nordeste maior
diversidade nucleotidica. Apesar disso, a diversidade haplotipica observada para a regido

nordeste e a encontrada no presente estudo foi praticamente a mesma, em torno de 99,8%.
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Tabela 4 — indices de diversidade molecular obtidos ao analisar HVR da amostra maranhense
em comparacdo com dados de outros estudos para regides brasileiras

o Do gpp  Dee
A 09983400010 16464636+ 7373524 0,021693+0,010753 0,79
NE 0,998 + 0,0004 11,041 0,1006 *

N=767 ! ! ’ ’
sy 09966 £0,0010 14,8942 + 6,6820 0,0133+0,0066 0,68

Legenda: *Dados néo informados pelos autores.
Fonte: MA — A autora, 2020; NE — SCHAAN et al., 2017; SE — FRIDMAN et al., 2014.

4.2 Distribuicéo dos haplogrupos mitocondriais na amostra maranhense

Nas 151 amostras analisadas para RC-mtDNA para a amostra de individuos do Estado
do Maranhdo, foram identificados 69 haplogrupos distintos cuja distribuicdo é apresentada no
Gréfico 1. A ancestralidade amerindia € predominante, configurando 45% do total de individuos
analisados. Elevada contribuicdo africana também foi observada, representada por 38,5% dos
individuos. As contribuigdes europeia e asiatica s&o menores, evidenciadas em 13,85% e 2,65%
dos individuos, respectivamente.

Em relagédo aos individuos que compdem a fracdo africana (n=58), 44 apresentaram
haplogrupos distintos. O subhaplogrupo L2al foi o mais frequente, estando presente em seis
individuos ndo relacionados maternalmente, caracterizando 10% das amostras desta
ancestralidade (Tabela 6). Apesar disso, o0 haplogrupo L3 compde a maioria dos individuos de
ancestralidade materna africana (43%), enquanto que o haplogrupo L2 é o segundo mais
observado nesta amostra de individuos (29%) (Tabela 6). Além disso, para a amostra total do
Maranhdo (n=151), o haplogrupo L3 foi o mais frequente (16,5%) (Gréfico 1).

Para os individuos pertencentes a ancestralidade materna amerindia (n=68), o
macrohaplogrupo A foi o mais frequente, presente em 24 individuos desta linhagem (35%)
(Tabela 5), o que corresponde a 15,9% da amostra total de individuos maranhenses (Grafico 1).
Apesar disso, 0 haplogrupo mais frequente para a ancestralidade materna amerindia foi 0 B4b,
encontrado em 15 individuos (22%), seguido pelo haplogrupo A2+(64), presente em 14
amostras (21%) (Tabela 5).



Grafico 1 — Macrohaplogrupos de mtDNA que constituem a amostra maranhense
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Haplogrupo n (%)

Amerindio 68 (45%)
A 24 (15,9%)
B 20 (13,2%)
C 17 (11,3%)
D 7 (4,6%)
Africano 58 (38,5%)
LO 3(2,0%)
L1 11 (7,3%)
L2 17 (11,3%)
L3 25 (16,6%)
L4 2 (1,3%)
Europeu 21 (13,85%)
H 4 (2,65%)
HV 1(0,6%)
J 1(0,6%)
R 12 (8,0%)
U 3(2,0%)
Asiatico 4 (2,65%)
M 4 (2,65%)
Total 151 (100%)

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 5 — Haplogrupos de mtDNA de origem amerindia encontrados na amostra maranhense

Frequéncia dentro das

Frequéncia dentro das

Haplogrupo n linhagens amerindias (n=68) Haplogrupo n linhagens amerindias (n=68)
A 24 35% C 17 25%
A2 5 7% ct 2 3%
C1+16311 1 1%
A2+(64) 14 21% Clb ! 10%
Clb2 3 4%
A2+(64)+@153 5 7% Clo8 2 3%
Cld 1 1%
Cld+194 1 1%
B 20 29% D 7 10%
B2 2 3% D1 2 3%
B2b3a 3% Dif 1 1%
B2i1 1% Difl 2 3%
B4b 15 22% D4h2 1 1%
D4h3a 1 1%

Fonte: A autora, 2020.
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Tabela 6 — Haplogrupos de mtDNA de origem africana encontrados na amostra maranhense

Haplogrupo _ Frequéncia_dentro dils Haplogrupo  n . Frequénda_dentro di).S
linhagens africanas (n=58) linhagens africanas (n=58)
LO 3 5% L3 25 43%
LOalb 1 2% L3 1 2%
LOa2a2 1 2% L3bla 1 2%
LOd1blc 1 2% L3bla%a 1 2%
L1 11 19% L3b3 2 3%
Lib 1 2% L3d1b 1 2%
L1bla+189 2 3% L3d2 1 2%
L1blal0 1 2% L3d3a 1 2%
L1c1'2'4'5'6 1 2% L3el 1 2%
Licla? 1 2% L3ela 1 2%
Llclc 1 2% L3ela3b 1 2%
Llc2ala 1 2% L3elbh2 1 2%
L1c3a 1 2% L3e2 1 2%
L1c3b 1 2% L3e2al 1 2%
Lic4 1 2% L3e2b 1 2%
L2 17 29% L3e2b+152 1 2%
L2al 6 10% L3e3 3 5%
L2a1+16189+(16192) 1 204 L3eda 4 7%
L2ala? 1 2% L3flbl 1 2%
L2alc+16086 1 2% L3kl 1 2%
L2alcl 1 2% L4 2 3%
L2alf3 1 2% L4b2 1 2%
L2b2 3 5% L4b2b1 1 2%
L2b2a 1 2%
L2b3c 1 2%
L2d+16129 1 2%

Fonte: A autora, 2020.

De acordo com a ferramenta Haplogroup Browser, da base de dados EMPOP, até o
momento do presente estudo, dos 151 hapldtipos analisados, 65 ndo possuem correspondéncia

com outros haplo6tipos armazenados nesta base de dados (data da ultima anélise: 05 jan. 2020).

4.3 Comparacdo populacional entre a amostra maranhense e dados ja publicados para a
populacdo brasileira

No presente estudo, os haplotipos definidos para uma amostra da popula¢do do
Maranhd&o foram estratificados nas linhagens Africana, Europeia, Asiatica e Nativo Americana

com base na defini¢do dos haplogrupos. A Tabela 7 retne as frequéncias de cada haplogrupo
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encontrado para a amostra de individuos maranhenses em relacdo com as frequéncias dos
haplogrupos encontrados por outros estudos para outras regides brasileiras (Norte, Sudeste,
Centro-oeste, Sul e Nordeste) e alguns outros Estados do nordeste do Brasil (Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Pernambuco e Alagoas). Apesar de existirem dados acerca dos Estados
Paraiba, Sergipe e Bahia (SCHANN et al., 2017), estes ndo foram considerados devido ao baixo
tamanho amostral.

Com o objetivo de avaliar padrao de diferenciagéo, as distribuicdes das frequéncias dos
haplogrupos africanos e amerindios foram comparadas utilizando-se o teste exato de Fisher
entre a amostra de individuos do Maranhdo, de outros estados nordestinos e outras regides
brasileiras.

Ao comparar a distribuicdo das linhagens amerindias entre a amostra de individuos do
Maranhéo e as cinco regides do Brasil, verificou-se diferenciacdo somente entre o0 Maranhdo e
a regido Norte (p=0,00019 + 0,0001; a = 0,0009), enquanto que nenhuma diferenciacao foi
observada entre esse Estado e as regides Nordeste (p = 0,97834 £ 0,0005), Sudeste (p =0,27854
+ 0,0040), Centro-oeste (p = 0,62392 £ 0,0033) e Sul (p = 0,10411 + 0,0022). Todos 0s
resultados deste teste estdo representados em uma tabela em formato de matriz no Apéndice C.

Em relag&o a distribuicéo das linhagens africanas, ao comparar a amostra de individuos
do Maranhdo e trés regides do Brasil (Nordeste, Sul e Sudeste), verificou-se que ndo ha
diferenciacdo entre o Maranhdo, Sudeste (p = 0,05851 + 0,0020) e Nordeste (p = 0,00633 *
0,0005; a. = 0,00139). Porém, diferenciacéo foi observada entre 0 Maranhdo e a regido Sul (p <
0,00139). Todos os resultados deste teste estdo representados em uma tabela em formato de
matriz no Apéndice B. As regides Norte e Centro Oeste do Brasil ndo foram consideradas neste
teste pois ndo foi possivel obter dados para estas regides na literatura atual.

Os resultados obtidos para o Maranhdo também foram comparados com dados
disponiveis para outros Estados pertencentes a regido nordeste brasileira.

Ao realizar esta comparacdo utilizando-se o teste exato para 0 componente amerindio,
foi verificada a ndo diferenciacdo entre o Maranhdo e Piaui (p = 0,06836 + 0,0016), Ceara (p =
0,20835 + 0,0023), Rio Grande do Norte (p = 0,48945 + 0,0037), Alagoas (p = 0,63287 £
0,0030) e Pernambuco (p = 0,00290 £ 0,0002; o = 0,0009) (Apéndice C).

Para o componente africano, ndo foi observada diferenciacao entre as distribuicdes das
linhagens maternas do Maranhdo em comparacdo com Piaui (p=0,06836 + 0,0016), Ceara
(p=0,20835 £ 0,0023), Rio Grande do Norte (p=0,01069 £ 0,0007; a. = 0,00139) e Pernambuco
(p=0,01870 = 0,0006; a = 0,00139) (Apéndice B). O Estado de Alagoas apresentou
diferenciacdo em relacdo ao Maranhao (0,00012 + 0,0001; a. = 0,00139) (Apéndice B).
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A andlise de diferenciacdo baseada nas frequéncias dos haplogrupos europeus e asiaticos
néo foi realizada, pois algumas das linhagens encontradas no Maranh&o ndo foram observadas
em outras localidades, e vice-versa.

A estatistica do Fst com base nos haplétipos de RC-mtDNA também foi empregada
para avaliar possiveis diferencas entre a amostra de individuos do Maranhdo e Estados do
Sudeste, como Rio de Janeiro, S&o Paulo e Espirito Santo, e entre a amostra de individuos do
Maranhéo e Estados do Sul, como Santa Catarina e Parana. Valores menores do que 1% foram
observados entre 0 Maranh&o e Estados do Sudeste. Para os Estados do Sul, o valor de distancia
do Maranhdo em relacdo ao Parana foi maior do que 1%, e em relacdo a Santa Catarina, maior
do que 3%. Os valores de p para o Fst entre 0 Maranhao e os outros Estados foram menores do
que o limiar de significancia estipulado (p < 0,05). Os resultados deste teste estao representados

em uma tabela em formato de matriz no Apéndice D.
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Tabela 7 — Frequéncia (%) dos haplogrupos de mtDNA observados na amostra do Maranh&o, em regides do Brasil e outros Estados do Nordeste

Maranhao Norte Sudeste Centro-Oeste Sul Nordeste Piaui Ceara Rio Grande do Norte Pernambuco Alagoas
Linhagem N =151 N =116 N = 1071 N = 306 N=202 N=755 N =174 N =52 N =276 N =64 N =169
Amerindia 45,00 57,75 26,14 33,34 38,11 43,05 52,30 52,00 45,20 28,20 33,30
A 15,9 9,48 7,47 12,09 9,40 14,97 23,60 13,50 13,40 14,10 10,70
B 13,2 12,93 9,15 9,48 12,87 12,05 9,20 13,50 15,20 7,80 10,10
c 11,3 25,86 7,28 7,19 12,87 11,79 12.60 21,20 13,00 1,60 10,10
D 4,6 9,48 2,24 4,58 2,97 4.24 6,90 3,80 3,60 4,70 2,40
Africana 38,50 36,21 37,35 49,02 12,38 37,48 36,20 30,70 35,10 40,70 43,20
Lo 2,00 * 3,64 * 1,98 2,78 2,90 3,80 4,30 - -
L1 7,30 & 9,05 S 2,97 9,01 9.20 9,60 4,30 14,10 14,80
L2 11,30 * 8,60 * 5,45 11,26 10.90 7,70 12,70 7,80 11,80
L3 16,60 @ 15,50 @ 1,98 14,30 13.20 9,60 13,40 18,80 16,60
L4 1,30 * 0,56 * - - - - - - -
L5 - @ - 2 - 0,13 - - 0,40 - -
Europeia 13,85 6,02 35,39 16,67 48,55 16,82 9,80 7,70 16,00 31,30 21,40
H 2,65 1,72 10,36 5,88 17,82 9,67 4,60 7,70 9,10 20,30 10,70
\% - - 0,74 0,65 1,00 0,40 - - - 1,60 1,20
HV 0,60 0,86 3,08 - - 0,80 1,70 - 1,10 - -
Pre-HV - - - - 1,49 - - - - - -
Pre-V - - - - 1,49 0,13 - - - - 0,60
R 8,00 0,86 4,95 2,29 3,96 - - - - - -
I - 0,86 1,41 - 1,98 0,13 0,60 - - - -
J 0,60 - 2,91 1,31 1,98 1,32 - - 2,50 1,60 1,20
JT - - - - - 0,13 0,60 - - - -
K - - 1,68 1,96 4,45 0,80 0,60 - 1,10 3,10 -
T - - 3,83 1,31 5,45 1,19 0,60 - 0,70 1,60 2,40
U 2,00 0,86 5,13 2,94 7,43 1,72 1,10 - 0,70 3,10 4,10
X - - 0,37 0,33 0,50 0,13 - - 0,40 - -
W - 0,86 0,93 - 1,00 0,40 - - 0,40 - 1,20
Asidtica 2,65 - 1,02 0,98 1,00 2,12 1,80 5,70 3,70 - -
S - - - - - 0,27 0,60 - 0,40 - -
G - - - - - 0,13 0,60 - - - -
N - - 0,65 0,65 1,00 0,66 0,60 1,90 1,10 - -
M 2,65 - 0,37 0,33 - 1,06 - 3,80 2,20 - -
NI - - 0,10 - - 0,53 - - - - 2,40
Legenda: NI — frequéncias dos haplogrupos néo identificados. Em negrito estdo as maiores frequéncias observadas na ancestralidade; *Dados ndo informados pelos autores.

Fonte: Maranhdo — A autora, 2020; Norte - NOGUEIRA et al., 2017; Nordeste (exceto os Estados do Maranhdo, Sergipe e Bahia) - SCHAAN et al., 2017; Sudeste — FRIDMAN
et al., 2014; BERNARDO et al., 2014; SANCHES et al., 2014; SIMAO et al., 2018; DOS REIS et al., 2019; Sul — PALENCIA et al., 2010; POLETTO et al., 2019;

Centro-Oeste — FREITAS et al., 2019.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho analisou sequéncias de RC-mtDNA de 151 amostras provenientes
do Maranh&o, de modo a avaliar a variabilidade genética e a origem ancestral materna dentre
os individuos que compdem a populacdo deste Estado. Para a analise da variabilidade genética
desta amostra maranhense, foram caracterizados os indices de diversidade molecular, tais como
indices de diversidade haplotipica e nucleotidica, o0 nimero médio de diferencas pareadas
(NMDP) entre diferentes sequéncias de mtDNA, e a probabilidade de coincidéncia aleatéria
entre dois individuos (RMP). Estes indices foram comparados com outras popula¢des do Brasil,
através de dados obtidos em outros estudos. Para a analise de ancestralidade materna da amostra
maranhense foram definidos os haplogrupos mitocondriais cujas frequéncias foram comparadas
com as encontradas por outros estudos em outras populacgdes brasileiras.

Em relacdo a populacdo do Maranhdo, destaca-se que, até 0 momento, ndo existem
dados na literatura referentes a totalidade ou parte da regido controle do mtDNA. Isto torna este
estudo relevante, uma vez que contribui para o aumento da robustez de bases de dados de

linhagem matrilinea com aplicacGes em estudos populacionais e forenses.

5.1 indices de diversidade molecular da amostra maranhense

De acordo com os resultados, todos os indices de diversidade molecular analisados para
a amostra do Maranhdo apresentaram-se elevados. Na andlise da diversidade haplotipica, um
dos pardmetros que se relacionam com a diversidade molecular, resultados semelhantes foram
observados entre as popula¢des do Rio de Janeiro (SIMAO et al., 2018) e Espirito Santo
(SANCHES et al., 2014). Em relacdo aos Estados das regides Sul e Centro-Oeste, 0s resultados
de diversidade haplotipica foram superiores para a amostra do Maranhdo (Tabela 3). Estes
achados sugerem uma menor variabilidade genética nas regides Centro-oeste e Sul do Brasil
quando comparadas aquelas nas regides Nordeste e Sudeste, em relacdo a linhagem matrilinear.

Na analise da regido HVR, onde vinte sete sitios polimorficos da RC-mtDNA néo foram
incluidos na analise (Tabela 1), o valor de diversidade haplotipica da amostra do Maranh&o se
mantém elevado, tal como observado por Schaan e colaboradores (2017) para o Nordeste e por

Fridman e colaboradores (2014) para o Sudeste Brasileiro (Tabela 4).
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Para a amostra maranhense, o nimero de hapl6tipos unicos foi de 144 em 151 hapl6tipos
analisados na amostra maranhense, correspondendo a 95,3% (Tabela 1). Este pardmetro
também se relaciona com a diversidade de uma populacdo. Em comparacédo, dados encontrados
por Fridman e colaboradores (2014) para 290 individuos da regido Sudeste indicaram a
presenca de 79,3% de haplotipos Unicos, justificando o menor valor de diversidade haplotipica
encontrado para essa localidade (Tabela 4). Apesar disso, deve-se considerar que o estudo da
regido Sudeste analisou aproximadamente o dobro de amostras em relagcdo ao presente estudo
para a amostra maranhense.

O resultado do calculo de RMP indicou que, para a amostra maranhense, a chance de
encontrar aleatoriamente dois individuos néo relacionados maternalmente € menor do que 1%
com o uso desse marcador molecular. Esse baixo valor de RMP indica elevado poder de
discriminacdo e estd em conformidade com a alta diversidade indicada pelos indices de
diversidade haplotipica. Este resultado é particularmente importante para o contexto de
identificacdo humana, ja que indica o poder informativo acerca da utilizacdo do mtDNA para
uso forense. Em comparacdo com os resultados obtidos para outras localidades brasileiras, o
valor de RMP obtido para a amostra estudada s6 foi mais alto do que o observado na regido
Sudeste (FRIDMAN et al., 2014) e para o Estado do Rio de Janeiro (SIMAO et al., 2018)
(Tabelas 3 e 4).

A alta diversidade verificada em todas as regides supracitadas, incluindo a do presente
estudo, pode ser explicada como resultado da alta mistura de populagdes com diferentes origens
maternas, resultantes da miscigenacdo de povos africanos, amerindios e europeus que
acompanhou a formacao historica do Brasil, conforme sugerido por outros autores (PALENCIA
etal., 2010; SANCHES et al 2014; SCHAAN et al., 2017; SIMAO et al., 2018).

Os Estados pertencentes as regides Sudeste e Nordeste foram pontos de desembarque
de europeus e africanos desde o periodo colonial, de modo que, desde o século XVI, houve
grande confluéncia de individuos de diferentes linhagens para estas localidades brasileiras. Ndo
obstante, a razao para a diversidade molecular para RC-mtDNA encontrada no Sudeste ser mais
elevada do que a do Maranhdo e Nordeste pode estar relacionada ao histérico elevado de
migracdo, decorrente dos periodos de seca nordestinos e programas de incentivo migratério.
Estes eventos histdricos levaram grande parcela dos nordestinos a emigrarem para outras
localidades do Brasil, principalmente para o Sudeste, entre as décadas 1950 e 2000 (AMARAL,
2013), o que contribui para alterar a variabilidade genética entre as duas regides brasileiras.

Dessa forma, os resultados apresentados nas Tabelas 1, 3 e 4 suportam a existéncia de

alta heterogeneidade em relacdo as linhagens matrilineas entre amostras representativas de
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diversos locais do pais, demonstrando a alta complexidade da composicdo genética da
populacéo brasileira, principalmente nas regides Nordeste e Sudeste.

5.2 Andlise de diferenciagdo entre a amostra do Maranhao e outras populagdes brasileiras

Em relacdo as frequéncias dos haplogrupos amerindios, a amostra maranhense apresenta
valores significativos de diferenciacdo somente em relacdo a regido Norte do pais. Este
resultado indica que a distribuicdo das linhagens amerindias encontradas € distinta entre a
amostra do Maranhd&o e esta regido, o pode estar associado a discrepancia entre o nimero de
indigenas existentes nestas localidades. A regido Norte do pais contém a maior parcela de
individuos autodeclarados indios, enquanto que a regido Nordeste fica em segundo lugar neste
quesito (FUNAI, 2014). Em conformidade com o resultado anterior, a regido Nordeste também
apresentou diferenca significativa em relacdo a regido Norte (Apéndice C). Ha de se ressaltar
gue a regido Nordeste possui a maior parcela de indios vivendo em cidades, havendo mais de
cem mil indigenas nas regiBes urbanas. O Maranh&o é o Estado com a terceira maior populacéo
indigena no Nordeste brasileiro, atras da Bahia e Pernambuco (FUNAI, 2014).

Para as linhagens africanas, a amostra maranhense apresentou valores significativos de
diferenciacdo das frequéncias dos haplogrupos somente em relacdo a regido Sul do pais e 0
Estado do Alagoas, localizado na regido Nordeste (Apéndice B).

Estes dados sdo corroborados por registros historicos, 0s quais evidenciam a elevada
presenca africana no litoral nordestino durante o periodo de escraviddo no Brasil em
comparacdo com a regido Sul, a qual apresenta registros mais expressivos da colonizagéo
europeia, reflexo da migracdo de alemées, russos, italianos e portugueses, ocorrida
principalmente durante o século XIX (SOUCHAUD; FUSCO, 2012).

Apesar de Estados nordestinos como Pernambuco e Alagoas apresentarem maior
contribuicdo genética matrilinea relacionada ao macrohaplogrupo L, os resultados estatisticos
relacionados ao teste exato de n&o-diferenciacdo populacional indicaram diferencas
significativas apenas entre Alagoas e a amostra referente ao Maranhdo. Em conformidade, a
regido Nordeste como um todo também apresentou diferencas significativas em relacdo ao
Estado Alagoas (Apéndice B). Este resultado pode ser justificado por dois estudos que indicam
que Alagoas é o Estado nordestino que apresenta o maior valor percentual de linhagem africana
(Tabela 7) (BARBOSA et al., 2008; SCHAAN et al., 2017).
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5.2.1 Distancias genéticas

Neste estudo foi calculado o nivel de distanciamento populacional levando em
consideracdo dados de haplotipos para a RC-mtDNA, de modo a fazer inferéncia acerca da
filogenia entre a amostra do Maranh&o e de outros estados do Brasil, como S&o Paulo, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Santa Catarina e Parana.

Atraves da andlise de Fst verificou-se que os valores de distancia entre a amostra
referente ao Estado do Maranh&o e Estados do Sudeste (RJ, SP e ES) foram baixos, indicando
que ha maior proximidade entre as populacdes que compBem esses estados. Resultados
encontrados por Siméo e colaboradores (2018) corroboram com esta observacao ao reportar
que valores de Fst menores do que 1% foram encontrados entre Estados do Sudeste e do
Nordeste.

Apesar dos baixos valores de distancia encontrados entre a amostra do Maranhdo e
Estados do Sudeste, os valores de diferenciacéo relacionados as comparacgdes par-a-par de Fsrt
foram significativos entre a amostra maranhense a amostras do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Este
resultado pode estar relacionado a contribuicdo europeia, visto que o contingente de linhagens
europeias encontrados na amostra do Maranhdo é de 13,85%, enquanto que para o Rio de
Janeiro foi 22% (SIMAO et al., 2018) e para S&o Paulo, 43,8% (PRIETO et al., 2011).

Assim como os resultados discutidos anteriormente, este resultado corrobora dados
historicos, visto que as cidades de Sdo Luis (Maranh&o) e Rio de Janeiro (RJ) foram pontos de
desembarque de rotas maritimas de trafico de escravos até o seculo X1X, as quais faziam ligagéo
entre a Africa e o litoral brasileiro (SOARES, 1998; BARROSO JUNIOR, 2013). Apesar de a
maioria dos escravos trazidos ao Brasil terem sido do sexo masculino, a quantidade de mulheres
vindas da Africa ainda era significativa, alcangando 44,1% no Estado do Maranho entre os
anos 1785 e 1824 (MOTA; BARROSO, 2017). Portanto, estes eventos histéricos contribuiram
para a formacao atual da populacdo do Maranhdo e de Estados do Sudeste, principalmente Rio
de Janeiro, a qual é resultado de grande miscigenacédo desde o inicio do periodo colonial. Esses
resultados corroboram com aqueles encontrados por Simé&o e colaboradores (2018) em que, na
analise baseada na regido HV1, foram verificados baixos valores de distancia entre Rio de
Janeiro e Estados do Nordeste Brasileiro.

Os resultados de Fst entre a amostra referente ao Maranhéo e Estados do Sul, como
Santa Catarina e Paran4, indicaram um maior distanciamento entre as localidades supracitadas.

Estas informacdes também séo coerentes com dados histdricos brasileiros do periodo colonial,
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o qual foi marcado por baixa taxa de migracdo de mulheres europeias para o Nordeste
(MARQUESE, 2006). Os resultados de Siméo e colaboradores (2018) também indicaram
distanciamento significativo entre Rio de Janeiro e Estados do Sul, o que mais uma vez sugere

uma maior proximidade entre o sudeste e 0 nordeste brasileiros.

5.3 Linhagens maternas presentes na amostra maranhense

No que diz respeito & origem ancestral da amostra de individuos do Maranhdo, a anélise
dos haplotipos e a caracterizacdo dos haplogrupos indicaram altas contribuicGes amerindias e
africanas. Apesar de a fracdo amerindia ter sido a mais alta, a parcela africana também
apresentou elevada frequéncia na amostra maranhense. Em contraposi¢do, as linhagens
europeias e asiaticas compdem as menores parcelas desta amostra (Grafico 1). Estas
informacdes também sdo coerentes com dados historicos brasileiros do periodo colonial,
marcado por trafico de escravos e baixa taxa de migracéo de mulheres europeias (MARQUESE,
2006.). Ainda, a migragio asiatica para o Brasil teve inicio no século XX (BELTRAO;
SUGAHARA; KONTA, 2006), o que justifica a menor contribuicdo desta linhagem.

5.3.1 Linhagens amerindias

A heranca materna majoritariamente amerindia observada na amostra do Maranhdo
pode ser justificada pela presenca de populagdes indigenas no litoral atlantico da regido
nordeste brasileira (Censo Demogréafico, 2010). Dentre os macrohaplogrupos principais que
caracterizam esta ancestralidade, foram encontrados A, B, C e D.

A presenga de descendentes de amerindios na populacgdo brasileira esta associada aos
habitantes nativos da América. De acordo com a teoria Out of Africa, os povos indigenas
distribuidos pelo continente americano sio derivados de populagdes vindas da Asia, através da
passagem pelo Estreito de Bering, e que no decorrer de alguns mil anos, se dispersaram pela
América. Dentre os haplogrupos advindos da Asia, pode-se citar principalmente A2, B2, C1,
D1e D4 (LORENZ; SMITH, 1996; DERENKO et al., 2010; BRANDINI et al., 2018). Segundo

Tamm e colaboradores (2007), estes foram os ancestrais Beringianos fundadores, os quais
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contribuiram com diversos subhaplogrupos que povoaram o continente americano.

Dentre as linhagens amerindias encontradas na amostra de individuos maranhenses, a
mais frequente foi B4b, exibido em 22% das amostras amerindias. O macrohaplogrupo B
apresentou frequéncia elevada na amostra maranhense, com a presenca das linhagens B2, B2b,
B2i e B4b (Tabela 4). Este macrohaplogrupo também foi encontrado em frequéncia elevada nas
regides Sudeste e Sul, e também no Estado do Rio Grande do Norte (Tabela 7). Povos indigenas
que apresentam este macrohaplogrupo em elevada frequéncia sdo os Tupis, da tribo Aché
(90%), Urubu-Kaapor (33%) e o0s povos Jéan, como as tribos Kubenkokre (100%) e Xavante
(84%) (Apéndices F-a e G) (MARRERO et al., 2007; SILVA et al., 2002; FAGUNDES et al.,
2008; INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2018).

O macrohaplogrupo A foi encontrado em maior frequéncia na amostra do Maranhéo, e
também foi observado com frequéncia elevada no Centro-oeste por Freitas e colaboradores
(2019) e na maioria dos Estados do Nordeste (PI, PE e AL) por Schaan e colaboradores (2017).
O haplogrupo A2 apresentou frequéncia elevada na amostra maranhense. Apesar da alta
frequéncia, foram observadas apenas trés diferentes linhagens referentes a A2 (Tabela 5 e
Apéndice E). Este haplogrupo é encontrado em frequéncia elevada nos povos indigenas
localizados ao norte do pais, como na familia linguistica Tupi-Guarani (85%), nas tribos
Poturujuara (45%), Wajapi (75%), e do povo Jéan, na tribo Krahd (50%) (Apéndices F-a e G)
(MARRERO et al., 2007; SILVA et al., 2002; FAGUNDES et al., 2008; INSTITUTO
SOCIOAMBIENTAL, 2018).

O haplogrupo C1 é bastante difundido na América e seus subhaplogrupos possivelmente
surgiram no inicio das migragdes para o sul do continente (ACHILLI et al., 2008). Apesar disso,
este ndo foi 0 haplogrupo de maior frequéncia na amostra maranhense. Este macrohaplogrupo
também é encontrado com frequéncia elevada entre 0s povos tupi Parakana (46%), localizados
no Pard, povos Kaingang-Jéan (49%) e povos Jéan (67%) (Apéndices F-a e G) (MARRERO et
al., 2007; SILVA et al., 2002; FAGUNDES et al., 2008; INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL,
2018). Dentre os subhaplogrupos de C1 que foram observados no Maranhdo, estdo C1b e C1d,
os quais diferem pela presenca das variagdes 493G e 16051G na sequéncia de mtDNA
(Apéndice E). Destes haplogrupos, Clb foi mais frequente no Maranh&o, sendo encontrado
também no México, Equador, Colémbia e principalmente no Peru (GOMEZ-CARBALLA et
al., 2016).

O macrohaplogrupo D foi 0 menos frequente na amostra maranhense, bem como nas
demais regides do Brasil. Este macrohaplogrupo é encontrado em alta frequéncia nos povos
tupis, da tribo Surui (87%), Gaviao (82%), Zoré (64%) e Munduruku (62%) (Apéndices F-a e
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G) (MARRERO et al., 2007; SILVA et al., 2002; ACHILLI et al., 2008; FAGUNDES et al.,
2008). Dentre estes povos, 0s povos Gavido-Pykopjé sdo localizados especificamente no
Maranhdo (WARD et al., 1996; SALAS et al, 2009), enquanto que os outros formam tribos ao
norte e centro-oeste do pais (INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2018). Dentro do haplogrupo
D4, os subhaplogrupos D4h2 e D4h3a foram encontrados na amostra maranhense. Estes
subhaplogrupos sdo bastante raros na América (LLAMAS et al., 2016), visto que sao
caracteristicos do Japdo, do grupo ético indigena Ainu (ADACHI et al., 2018), e da China
(PEREGO et al., 2009). O subhaplogrupo D4h3 foi encontrado em restos humanos
remanescentes do Alasca, datado de aproximadamente dez mil anos, e é atribuido como um
subhaplogrupo fundador dos povos americanos, presente principalmente na costa do pacifico
ao norte do continente (KEMP et al., 2007; PEREGO et al., 2009) e raramente encontrados em
populacdes atuais.

Especificamente localizado no Estado do Maranh&o, o povo indigena predominante é o
Guajajara, da familia Tupi-Guarani, sendo um dos povos indigenas mais humerosos do pais,
composto por mais de 27 mil indigenas (INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2018). Os
Guajajara se assemelham aos povos Parakand e Surui, localizados no Estado do Para (Apéndice
G), os quais apresentam grande frequéncia dos macrohaplogrupos C e D, respectivamente
(Apéndice F) (MARRERO et al., 2007), conforme j& discutido. Contudo, ndo foram
encontrados estudos populacionais na literatura cientifica acerca da linhagem materna que
compde 0s povos Guajajara. H& apenas o registro de um estudo em que se analisou algumas
amostras de fdsseis de individuos pertencentes a esta tribo, onde a andlise de HV1 indicou a
presenca de haplogrupos amerindios, como C1 e D, e africanos, L1 e L3, de modo que foi
sugerido que houve miscigenacao entre estas linhagens em algum momento da historia (LEITE
etal., 2014).

No que diz respeito a distribui¢do das diferentes linhagens amerindias encontradas nas
amostragens relativas aos Estados nordestinos, analises referentes as amostras do Maranhé&o e
do Piaui indicaram maior frequéncia do macrohaplogrupo A, enquanto que o Rio Grande do
Norte apresentou maior frequéncia de individuos pertencentes ao macrohaplogrupo B, e o

Ceard, ao macrohaplogrupo C (Tabela 7).

5.3.2 Linhagens africanas

As linhagens africanas também estdo presentes em alta frequéncia na amostra
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maranhense. Estas sdo representadas pelo macrohaplogrupo L, o qual € dividido em sete
haplogrupos de acordo com as varia¢des no haplétipo que os define, sendo numerados de LO a
L6. Na amostra maranhense foi detectada a presenca dos haplogrupos entre LO e L4. Ainda, é
importante destacar a presenca de um grande namero de diferentes haplogrupos de mtDNA
encontrados dentre os individuos estudados, de modo que, apesar de possuirem a mesma origem
ancestral, 44 pertencem a haplogrupos distintos (Tabela 6). Esta observacéo reforca a presenca
de alta variacdo de linhagens africanas na amostra maranhense.

Dentre os haplogrupos maternos que tipificam a ancestralidade africana, o de maior
frequéncia na amostra maranhense foi L3. Do mesmo modo, dados de Schaan e colaboradores
(2017) indicaram que este é o haplogrupo mais frequente em outros Estados nordestinos como
Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Alagoas. Ainda, L3 mais recorrente a
sudoeste do continente africano (Apéndice F-b) (SALAS et al., 2002; CABRERA et al, 2018).
Dentre os subhaplogrupos africanos encontrados na amostra maranhense, L3e foi o mais
frequente. Este subhaplogrupo é caracteristico principalmente do sudoeste do continente
africano, em populacdes Bantu (BANDELT et al., 2001; SALAS et al., 2002).

O haplogrupo L3 apresenta suma importancia no quesito das migracdes humanas. Este
é o0 haplogrupo mais recente em questdo de ancestralidade materna africana, tendo sua origem
estimada em 60 a 75 mil anos (SALAS et al., 2002). De acordo com a base de dados PhyloTree
(mtDNA tree build 17; VAN OVEN et al., 2009), o haplogrupo L3 é o ancestral comum de M
e N, os quais sdo antecessores de outras linhagens, como as fundadoras do continente americano
A2, B2, C1, D1 e D4 (Apéndice E).

O haplogrupo L2 é o segundo mais abundante dentre os haplogrupos maternos
encontrados na amostra maranhense. Este também é bastante frequente na Africa Subsaariana,
destacando-se 0 Sudeste e Centro-oeste deste continente (Apéndice F-b). O subhaplogrupo L2a
é bastante difundido na Africa, também encontrado na costa oeste e no sudeste do continente
(SALAS et al., 2002; SILVA et al., 2015). A analise da amostra maranhense apresentou elevada
frequéncia deste subhaplogrupo. Outro subhaplogrupo encontrado foi L2b. Em termos de
localizacdo geografica, estes subhaplogrupos séo bastante comuns no sudeste e leste africano,
em Mocambique e Uganda, majoritariamente em povos de origem Nilota e Bantu (SALAS et
al., 2002; GOMES et al., 2015).

O haplogrupo L1 tem como localizacdo a regido central e oeste do continente africano
para L1b, e sudoeste para L1c (Apéndice F-b) (SALAS et al., 2002). L1b é mais observado em
Senegal, Burkina Faso e Camardes, por exemplo, enquanto que L1c é frequente na Angola
(SALAS et al.,, 2004; PLAZA et al., 2004). Dentre as populacdes que apresentam estes
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subhaplogrupos estdo os Pigmeus e Bantu (QUINTANA-MURCI et al., 2008; PLAZA et al.,
2004).

O haplogrupo LO é o haplogrupo de origem mais antiga, datado em 140-160 mil anos
(MISHMAR et al., 2003), sendo derivado diretamente do MRCA do humano moderno.
Relacionados a L0, os subhaplogrupos encontrados na amostra maranhense foram L0Oal e L0a2
e LOd, os quais sdo mais frequentes no sudeste do continente africano, relacionado a povos
Bantu e do Nilo (Apéndice F-b) (SALAS et al., 2002; GOMES et al., 2015; ROSA; BREHM,
2011).

Por dltimo, o haplogrupo L4 é pouco frequente na populacdo africana, sendo mais
observado ao leste deste continente (Apéndice F-b). Este também foi o haplogrupo que
apresentou menor frequéncia dentre as linhagens africanas encontrada na amostra referente a
individuos do Maranhéo, sendo representada pelo subhaplogrupo L4b em dois individuos. Do
mesmo modo, este também é o haplogrupo africano que apresenta menor frequéncia no restante
do Brasil, sendo encontrado somente na amostra maranhense e na regido sudeste brasileira.
Portanto, a contribuicdo materna africana para a formacéo do Estado do Maranhéo reforca que
ha provavel relacio ancestral de individuos maranhenses com povos da Africa subsaariana.

Em relacdo a distribuicdo dos haplogrupos africanos, as amostras referentes ao
Maranh&o e ao Sudeste apresentam distribui¢Ges similares quanto a linhagem africana. Em
ambos, o haplogrupo L3 é o mais frequente, evidenciando contribuicGes advindas
principalmente do sudoeste da Africa (BANDELT et al., 2001; ROSA; BREHM, 2011). O
haplogrupo L4 também foi observado na amostra maranhense e na regido sudeste do Brasil,
enguanto que as demais localidades ndo apresentaram a presenca deste haplogrupo (Tabela 7).
Uma hipotese que pode ser cogitada é que esta relacdo de paridade entre a ancestralidade
africana existente no Maranhdo e no Sudeste é um resultado da época da escravatura, ja que
navios negreiros que seguiam a rota maritima da Mina desembarcavam tanto na cidade do Rio
de Janeiro (RJ) quanto em S&o Luis (MA) (SOARES, 1998; BARROSO JUNIOR, 2013). Para
0 Maranhdo, especificamente, as principais rotas maritimas eram a da Guiné e Mina
(CHAMBOULEYRON, 2006). Estas localidades estdo relacionadas as regides sudoeste e
centro-oeste do continente africano, onde séo observadas altas frequéncias dos haplogrupos L3
e L1c (BANDELT et al., 2001; SALAS et al., 2002; SALAS et al., 2004; ROSA; BREHM,
2011; GOMES et al., 2015; HEINZ et al., 2017). A alta frequéncia de L2a na amostra
maranhense pode ser decorrente da Rota de Mogambique que tinha como principal destino o
Rio de Janeiro, mas que desembarcava no Nordeste, inclusive no Maranh&o (CAPELA, 2005).

Outra questdo que pode ser levada em consideracdo € a migracéo que existiu no ultimo século
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entre as regides Nordeste e Sudeste, onde a emigracdo do Nordeste foi favorecida por
fendmenos de seca e programas de incentivo a migragdo (AMARAL, 2013).

Apesar da parcela amerindia ser majoritaria no Nordeste, conforme discutido
anteriormente, Estados mais ao sul desta regido apresentam maior componente materno
africano (SCHAAN et al., 2017). Por exemplo, no Pernambuco e em Alagoas, a maior
contribuicdo genética matrilinea observada esta relacionada ao macrohaplogrupo L (Tabela 7).
A elevada presenca africana nestas localidades pode ser justificada ndo somente devido as
migracdes relacionadas ao histérico de escraviddo, mas também pela presenca indigena no
Brasil ter sofrido regressao ap0s eventos decorrentes da colonizac¢do. Dados historicos indicam
elevada taxa de mortalidade da populacdo indigena no pais apds a sua colonizacdo pelos

europeus, associados principalmente a doencas e confrontos (NEWSON, 1993; SILVA, 2003).

5.3.3 Linhagens europeias e asiaticas

Em relacdo as outras linhagens ancestrais encontradas na amostra maranhense, a
presenca de contribuicdo materna europeia e asiatica se manteve baixa, em conformidade com
0 observado para outros Estados do nordeste brasileiro.

Para a linhagem europeia, 0 macrohaplogrupo R foi identificado na amostra referente
ao Maranh&o como o macrohaplogrupo de origem europeia mais frequente (Tabela 7). Apesar
de estar presente em alta frequéncia nesta amostra, este macrohaplogrupo nao foi encontrado
em outros Estados Nordestinos, mas foi observado em todas as outras Regides do pais (Tabela
7). Dentre estas regides, o0 macrohaplogrupo R foi encontrado em maior proporgdo na regido
Sudeste (Tabela 7). Esta observacao contribui para a hip6tese ja discutida acerca da possivel
relacdo entre os ancestrais que contribuiram para a formacao da populagdo maranhense e do
sudeste brasileiro. Apesar disso, a amostra do Maranhdo analisada no presente estudo apresenta
a peculiaridade de baixa frequéncia do macrohaplogrupo H, engquanto que outras regides
brasileiras, a excecdo do Norte, apresentam elevada frequéncia do mesmo (Tabela 7).

Os haplogrupos encontrados na amostra maranhense sao vastamente distribuidos pelo
continente Europeu, havendo dificuldade em atribuir uma origem geografica mais especifica.

Dentre as linhagens europeias encontradas para a amostra maranhense, RO foi o
haplogrupo mais frequente. Este haplogrupo € bastante frequente em Portugal, apesar de menos
frequente que o macrohaplogrupo H (MARQUES et al., 2015).
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O macrohaplogrupo H é bastante difundido na Europa, sendo observado em alta
frequéncia na Albania, Reino Unido, Espanha, Franga (SIMONI et al., 2000) e em Portugal
(MARQUES et al., 2015). Este macrohaplogrupo também apresenta elevada frequéncia na
América do Norte (TORRONI; WALLACE, 1994; TORRONI et al., 1996). Para a amostra
maranhense, observou-se a presenca dos haplogrupos H, HV e H1C. O haplogrupo H é o mais
comum encontrado na Europa, e sua distribuicéo é bastante ampla em todo o continente, sendo
bastante frequente em Portugal (MARQUES et al., 2015) e na Austria (BRANDSTATTER et
al., 2007). Na regido da Europa, o haplogrupo HV é encontrado com maior frequéncia na
Finlandia (HEDMAN et al., 2007), na Alemanha (BRANDSTATTER et al., 2006) e na Holanda
(CHAITANYA et al., 2016). O haplogrupo H1c é menos frequente nos paises europeus, mas
foi observado na Austria (BRANDSTATTER et al., 2007), Portugal (MARQUES et al., 2015)
e Holanda (CHAITANYA et al., 2016).

Outros macrohaplogrupos mitocondriais de origem europeia encontrados foram J e U.
O macrohaplogrupo J é amplamente distribuido em todo o continente europeu, principalmente
no Reino Unido, Dinamarca, Islandia, no norte da Alemanha (TORRONI et al., 2000; SIMONI
et al., 2000) e na Austria (BRANDSTATTER et al., 2007). Apesar disso, na amostra
maranhense, foram encontrados individuos pertencentes ao subhaplogrupo de J1b, o qual ndo
foi observado em estudos acerca da populacdo europeia, mas é encontrado em altas frequéncias
em populagdes Arabes (ABU-AMERO et al., 2008).

Por outro lado, 0 macrohaplogrupo U é encontrado em menor frequéncia na Europa, em
comparacao as demais linhagens europeias. Dentre os encontrados na amostra maranhense
analisada neste estudo, estdo os haplogrupos U5a e U5b, os quais foram observados na
Alemanha (BRANDSTATTER et al., 2006), na Holanda (CHAITANYA et al., 2016) e na
Austria (BRANDSTATTER et al., 2007), e U6, 0 qual é observado em alta frequéncia nas llhas
Canarias (Espanha) e na costa norte da Africa, principalmente na regido da Argélia (SECHER
etal., 2014).

Quanto a contribuicdo asiatica, esta ndo foi encontrada na regido Norte do pais, e
apresenta-se reduzida nas demais regides brasileiras, variando entre 1 e 2,6%. A frequéncia
destas linhagens também foi baixa na amostra referente ao Estado do Maranhdo. Esta
observacao pode ser relacionada a recente migracao asiatica para o Brasil, a qual teve inicio no
século XX (BELTRAO; SUGAHARA; KONTA, 2006).

5.4 Outras consideracdes acerca dos dados obtidos no presente estudo
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Acerca da questdo clinica, como retratado na literatura cientifica atual, a presenca de
heteroplasmia pode estar associada a questes relacionadas a salude humana (STEWART;
CHINNERY, 2015). Estudos também evidenciam a questdo da associacdo entre as alteracoes
fenotipicas relacionadas a doencas e a ancestralidade (LEAL et al. 2019). Apesar disso, ha
grande discussdo acerca da aplicabilidade destas relacfes que vém sendo feitas entre a analise
da RC-mtDNA e patologias, j& que existe a possibilidade de estas associa¢des serem espurias
(SAMUELS et al., 2006; SALAS et al., 2014). Por esta razdo, este tipo de associagdo ndo foi
realizado neste estudo. Apesar disso, pode-se comentar a presenca de alto percentual de
heteroplasmia na amostra analisada no presente estudo. Este resultado pode indicar que este
fendmeno é bastante frequente na populacdo maranhense.

A auséncia de bases de dados adequadas com informag&o acerca das linhagens maternas
do Maranhdo é resultante da exiguidade de informacdes genéticas relacionadas a dados
populacionais. Portanto, ressalta-se a importancia dos dados genéticos obtidos neste estudo, de
modo a agregar maiores informacgdes a bases de dados populacionais, principalmente de
localidades que ainda ndo estdo disponiveis nestes bancos genéticos. Como, até o presente
momento, ndo haviam fontes de dados sobre a contribuicdo materna deste Estado, este resultado
poderd contribuir para a ampliacdo de bases de dados como a EMPOP. A contribuicdo esta
baseada no fato de que, até 0 momento da Ultima analise, 43% das amostras que compdem o
presente estudo ndo possuem correspondéncia com haplétipos armazenados nesta base de
dados.

E valido mencionar que a contribuicdo ancestral materna para Estados brasileiros ainda
necessita de continuidade de estudos. Por exemplo, Paraiba, Sergipe e Bahia sdo Estados que
ainda ndo estdo bem descritos quanto as linhagens maternas na literatura cientifica. Assim, para
compreender melhor a caracterizacdo ancestral nordestina, sdo necessarios maiores estudos
acerca da linhagem mitocondrial que compGe estes locais. Apesar disso, é evidente que existe
uma importante contribuicdo materna amerindia e africana na formacdo da populacéo
nordestina, a qual esta possivelmente relacionada a presenca de numerosas tribos indigenas e a
migracdo forcada de africanos decorrente de trafico de escravos.

Assim, através da comparagdo da amostra maranhense com outros Estados do pais,
torna-se evidente que a populacdo brasileira possui caracteristicas heterogéneas entre si,
expressa através das contribuicGes africana, europeia e amerindia perante a ancestralidade

materna em diferentes regifes brasileiras. Ao Norte, pode-se observar marcada contribuicéo
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amerindia. No Nordeste, esta fracdo amerindia se torna um pouco menos evidente, contrastando
com a presenca africana. Na regido centro-oeste, um Unico estudo sugeriu a predominéncia da
ancestralidade africana. Enquanto isso, as regides sul e sudeste apresentam contribuicGes
variadas entre as linhagens africana e europeia. Estas diferencas perante as regides brasileiras
sdo correlacionadas com a dimensdo continental do pais e a identidade histérica de cada
localidade.

Os dados obtidos no presente estudo séo preliminares. O banco de amostras referente a
esta pesquisa conta com aproximadamente 500 amostras de individuos nascidos no Maranhéo.
Portanto, ha perspectiva de realizagdo de mais andlises utilizando-se maior nimero de amostras,
com a finalidade de aumentar o nivel informativo acerca das linhagens maternas que comp&em

0 Estado e também para constituir a base de dados EMPOP.
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CONCLUSAO

a) Em termos de variabilidade populacional, os dados genéticos obtidos através da
andlise da amostra maranhense indicaram altos valores de diversidade molecular. Estes
indices estdo relacionados a miscigenacdo que acompanha a histéria da formacao da

populacéo local desde o periodo colonial brasileiro;

b) O valor da probabilidade de coincidéncia aleatéria (RMP) indicou que a chance
de dois individuos apresentarem hapl6tipos maternos idénticos ao acaso é baixa, de
modo que este marcador molecular pode ser aplicavel para identificagdo humana no

ambito desta populacao;

c) Em relagéo a origem ancestral materna, este estudo indicou elevada contribuigédo
indigena nas amostras referentes a populacdo estudada. A contribuicdo matrilinea
africana também foi expressiva. As frequéncias das linhagens maternas europeia e

asiatica foram menos evidentes;

d) Os resultados de analise de diversidade para as amostras do Estado do Maranhao
estdo entre os maiores valores descritos para as localidades brasileiras, sendo menor

apenas em relacgao aos valores encontrados para o Rio de Janeiro e sudeste brasileiro;

e) As informagfes acerca dos célculos de Fst e de probabilidade de n&o-
diferenciacdo indicaram que a populagdo estudada do Maranhdo apresenta maior
distanciamento genético de linhagens maternas com a Regido Sul e menor em relacdo a

regido Sudeste.
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APENDICE A — Relagdo de amostras analisadas no presente estudo, juntamente com os seus respectivos haplogrupos mitocondriais,
frequéncia haplotipica (n) e os hapldtipos de DNA mitocondrial encontrados.

AMOSTRA HAPLOGRUPO n | HAPLOTIPO

MA002 H 1 | 16129A  16519C 263G 309.1C 309.2C  315.1C

MAO003 U5alb+16362 1 | 16192T  16256T 16270T  16362C 16399G  73G 263G 315.1C

MAO004 D1 1 | 16223T  16325C 16362C  16519C 73G 109A 146C 263G 315.1C  489C

MAO005 L3e3 1 | 16178C  16223T 16249C  16265T 16519C  73G 150T 195C 263G 315.1C  523del 524del

MA006 A2 1 16111T  16223T 16290T  16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C 472G 523del
524del

MAO007 L3eda 1 | 16051G  16113R 16157K  16223T 16264T  16269G  16384R  16519C  73G 152C 263G 315.1C  523del 524del

MAO20 L2alf3 1 16183C  16188T 16189C  16193del 16223T  16278T 16294T 16309G 16368C 16390A 16519C 73G 146C 152C
195C 198T 263G 315.1C 524.1A  5242C  5243A  524.4C

MAO22 C1b2 1 16145A  16223T 16298C  16325C 16327T 16519C 73G 249del 290del 291del 309.1C  315.1C  489C 493G
523del 524del

MA023 L2b2a 1 16114A  16129A 16213A  16223T 16278T 163547 16390A 73G 146C 150T 152C 182T 195C 198T
204C 263G 315.1C

MA024 C1b2 1 16075C  16223T 16298C  16325C 16327T 16519C 73G 249del 290del 291del 315.1C  489C 493G 523del
524del

MAO025 RO 1 | 16320A  16519C 263G 315.1C

MAO029 L3e3 1 | 16223T  16265T 16519C  73G 150T 195C 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

MAO030 A2+(64) 1 16111T  16223T 16290T  16319A 16352C  16362C  16519C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G
309.1C  315.1C 523del 524del

MAO031 L3bla 1 | 16124C  16223T 16278T  16311C 16362C  16519C  73G 263G 315.1C  523del 524del

MAO032 L3d3a 1 | 16124Y  16183C 16189C  16223T 16278T  16304C  16311C  73G 152C 263G 315.1C  523del 524del

MAO037 RO 2 | 16519C 263G 315.1C

MAO039 D4h2 1 | 16223T  16278T 16291T  16325C 16362C  73G 195C 263G 309.1C  315.1C  408A 489C 513A

MAO042 Dif 1 | 16142T  16223T 16265G  16325C 16362C  16519C  73G 204C 207A 263G 315.1C  489C 523del 524del

MAO046 L3 1 | 16124C  16189C 16223T  16278T 16362C  16519C  73G 152C 200G 263G 315.1C  523del 524del

MAO48 A2+(64) 1 16092C  16111T 16223T  16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G
295G 309.1C 315.1C  523del 524del

MAO49 A2+(64) 1 16126C  16223T 16278T  16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G
297G 309.1C 309.2C  315.1C 343Y 523del 524del 573.1C
16093C  16129A 16184T  16187T 16189C  16223T  16278T  16294T  16301T 16311C 16360T 16519C 73G 94.1G

MA051 Llc4 1] 152C 182T 186A 189C 195C 247A 263G 297G 309.1C  315.1C  316A 385W 523del 524del
575G 576T

MAO57 L2b3c 1 16114A  16129A 16145A  16213A 16223T 162787 16390A 16519C 73G 146C 150T 152C 182T 195C
198T 199C 204C 263G 315.1C  483T




MAO060 Cl 1 | 16189C  16298C 16325C 163277 16519C  73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  315.1C  366R 489C

MA062 L2b2 1 16114A  16129A 16213A  16223T 16278T  16390A 73G 146C 150T 152C 182T 183G 195C 198T
204C 263G 309.1C  315.1C

MAO063 B2 1 | 16183C  16189C 16217C  16240G 16319A 16519C  73G 146C 152C 263G 309.1C  315.1C  499A

MAO065 L3eda 1 | 16051G  16223T 16264T  16269G 16519C  73G 150T 263G 315.1C  523del 524del

MAOG6 A2+(64) 1 16111T  16223T 16290T 16319A  16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C
366R 4118 445M 523del 524del 574C 576C

MAO071 L2ala2 1 | 16223T  16278T 16286T  16294T 16309G  16390A 16519C  73G 146C 152C 195C 263G 309.1C  315.1C

MAO74 B4b 1 16182C  16183C 16189C  16217C 16241G  16519C 73G 103A 152C 263G 297G 309.1C  309.2C  315.1C
499A

MAO75 C1b 1 16223T  16325C 16327T 73G 150T 249del 263G 290del 291del 309.1C  315.1C  489C 493G 523del
524del

MAO078 D1 1 | 16223T  16325C 16362C  73G 263G 315.1C  489C

MA079 Cib 1 16126C  16223T 16270T  16298C 16325C 163277 T71A 73G 139C 249del 263G 290del  291del 309.1C
309.2C  315.1C 489C 493G 523del 524del

MAO8L Lic2ala 1 16071T  16129A 16145A  16187T 16189C  16213A  16223T  16234T 16265C 16278T 16286G  16294T 16311C  16360T
16527T  73G 151T 152C 182T 186A 189C 195C 198T 247A 263G 297G 315.1C  316A

MAOS7 cib 1 16126C  16223T 16270T  16298C 16325C  16327T 71A 73G 249del 263G 290del 291del  309.1C  309.2C
315.1C  489C 493G 499A 523del 524del

MAO088 L3b3 1 | 16048A  16124C 16223T  16278T 16362C  73G 185A 189G 263G 315.1C 385G 523del  524del

MAO090 L3ela 1 | 16185T  16223T 16327T  16519C 73G 150T 189G 200G 263G 315.1C

MA091 B4b 1 | 16182C  16183C 16189C  16217C 16241G  16519C  16566A  73G 103A 152C 263G 310C 499A

MA094 B4b 1 16183C  16189C 16217C  16316G 16519C 57G 73G 146C 1517 262A 263G 309.1C  309.2C  315.1C
499A 523del 524del

MAL0L C1b 1 16126C  16223T 16298C  16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 315.1C  489C 493G 523del
524del

MA109 A2 1 16111T  16223T 16290T 16319A  16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  309.2C  315.1C  523del
524del

MA117 L2al 1 ]16189C  16192T 16223T  16245T 16278T 162947  16309G  16390A 73G 143A 146C 152C 263G 315.1C

MA132 C1b2 1 | 16223T  16298C 16325C  16327T 16519C  73G 249del 290del 291del 315.1C  489C 493G 523del 524del

MA138 H 1 | 16129A  16519C 263G 315.1C

MA147 L3eda 1 | 16051G  16170G 16264T  16519C 73G 150T 263G 315.1C  523del 524del

MA151 cib 1 16129A  16223T 16298C  16325C 16327T  42C 73G 139C 207A 249del 263G 290del  291del 309.1C
309.2C  315.1C 489C 493G 523del 524del

MA159 L2a1+16189+(16192) | 1 | 16189C  16192T 16223T  16278T 16294T  16309G  16390A 16519C  73G 146C 152C 195C 263G 315.1C

MAL60 L3el 1 16183M  16189C 16223T  16311C 16327T 73G 150T 189G 200G 204C 214G 263G 309.1C  309.1C
315.1C

MA162 A2+(64) 1 ég;é;‘l’ égii;‘l’ 16223T  16290T 16319A  16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C
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MA163 B4b 16183C  16189C 16217C  16519C 73G 146C 152C 195C 263G 315.1C  499A

MA164 D1fl 16142T  16179T 16223T  16295T 16325C  16362C  16497G_ 16519C  73G 263G 309.1C  315.1C  489C

MAL65 D4h3a 16114T  16172C 16223T  16241G 16311C  16342C  16362C 73G 146C 152C 195C 263G 309.1C  315.1C
489C

MA166 B4b 16173T  16182C 16183C  16189C 16217C 162237 16357C  16519C 73G 263G 306del 307del  308del 309del
315.1C  499A

MA167 L1b1a10 16126C  16187T 16189C  16223T 16264T 16270T  16278T  16311C 16519C 73G 151T 152C 182T 185T
195C 247TA 263G 315.1C 357G 523del 524del

MAL68 A2+(64)+@153 16111T  16223T 16290T  16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 204C 235G 263G 315.1C  523del
524del

MAL70 A2+(64) 16092C  16111T 16223T  16290T 16319A 16362C 16468C  16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G
309.1C  315.1C 338T 523del 524del 573.1C

MA173 RO 16519C 263G 309.1C  309.2C 315.1C
16148Y  16187T 16189C  16223T 16274A  16278T  16287T  16294T  16311C  16320T 16360T 16519C 73G 89C

MA176 L1c1'2'4'5'6 93G 146C 151T 152C 182T 186A 189T 195C 236C 247A 263G 297G 315.1C  316A
523del 524del

MA177 B4b 16182C  16183C 16189C  16217C 16519C  73G 150T 263G 315.1C  499A 524.1A  524.2C  5243A  524.4C

MA182 RO 16320A  16519C 195C 263G 315.1C

MA183 L3k1 16209C  16223T 16355T  73G 150T 152C 204C 207A 235G 263G 315.1C  494T

MA184 C1b8 16223T  16292T 16298C  16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  315.1C  489C
493G 523del 524del

MAL86 A2+(64) 16126C  16223T 16278T  16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G
297G 309.1C 309.2C  315.1C 523del 524del 573.1C

MA188 L1cla2 16129A  16189C 16223T  16274A 16278T 16293G  16294T 16311C 16360T 16519C 73G 89C 93G 95C
152C 182T 186A 189C 236C 247A 263G 297G 309.1C  315.1C  316A 523del 524del

MA190 B4b 16126C  16183C 16189C  16217C 16232A  16372C  16519C  73G 263G 315.1C  499A

MA191 M 16209C  16223T 16325C  16362C 73G 263G 309.1C  315.1C  489C

MA192 M 16126C  16223T 16278T  16290T 16319A  16362C  73G 210G 263G 315.1C  489C

MA193 A2+(64) 16126C  16223T 16278T  16290T 16319A 16362C 59C 62T 64T 73G 146C 152C 153G 235G
263G 297G 309.1C  315.1C 523del 524del

MA194 c1 16223T  16259T 16298C  16325C 163277  16365T 16526A 73G 249del 263G 290del 291del  309.1C  315.1C
489C 493G 523del 524del

MA196 R 73G 152C 263G 315.1C 523del 524del

MA197 M 16223T  16239T 16288C  16325C 16362C  73G 210G 228A 263G 315.1C  489C

MA198 RO 16320A  16519C 195Y 263G 315.1C

MA203 B2b3a 16168T  16182C 16183C  16189C 16217C  16249C 16312G  16519C 73G 152C 263G 2717 309.1C  309.2C
315.1C  499A

MA204 L1b 16126C  16145A 16183C  16189C 16223T  16264T  16270T 16278T  16293G  16311C 16519C 73G 152C 182T
185T 195C 247A 263G 309.1C  309.2C  315.1C 357G 461T 523del 524del
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MA205 L2b2 16114A  16213A 16223T  16278T 16390A 73G 146C 150T 152C 182T 183G 195C 198T 204C
263G 315.1C

MA207 Lod1blc 16129A  16179T 16187T  16189C 16223T  16230G  16243C  16311C  16390T 16519C 73G 146C 188G 195C
200G 247A 309.1C  315.1C 498del

MA210 RO 16519C 263G 309.1C  315.1C 524.1A  524.2C

MA213 RO 16519C 263G 309.1C  315.1C

MA214 Lab2b1 16051G  16093Y 16114T  16189C 16192T 162237  16293T 16311C 16316G 16355T 16362C 16384R  16399G  16519C
73G 146C 152C 195C 244G 263G 315.1C  340T 523del 524del

MA215 L3e2b+152 16172C  16189C 16223T  16320T 16519C  73G 150T 152C 195C 263G 315.1C

MA216 B4b 16178C  16183C 16189C  16217C 16519C  73G 263G 315.1C  499A

MA217 A2+(64) 16111T  16192T 16223T  16262T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C
315.1C  523del 524del

MA218 L2al 16189C  16223T 16278T  16294T 16309G  16390A 16519C  73G 146C 152C 195C 263G 315.1C

MA219 Lob2 16114A  16129A 16213A  16223T 16274A 162787 16390A 73G 146C 150T 152C 182T 183G 195C
198T 204C 263G 309.1C 315.1C

MA222 D1fl 161427  16179T 16223T  16295T 16325C 16362C 16497G  16519C 73G 263G 309.1C  315.1C  489C 524.1A
524.2C

MA224 A2+(64) égiéir 16223T 16290T  16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C  523del

MA226 B4b 16182C  16183C 16189C  16217C 16519C  73G 263G 315.1C  499A 524.1A 5242C  5243A 524.4C

MA229 L3d2 16111T  16124C 16223T  16519C 73G 152C 199C 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

MA230 L4b2 16093G  16223T 16287A  16293T 16311C  16355T 16362C 16399G 73G 146C 150T 152C 195C 200G
244G 263G 315.1C  513A

MA233 A2+(64)+@153 16093C  16111T 16223T  16290T 16311C 16319A 16362C 16468C  16519C 64T 73G 146C 185A 235G
263G 315.1C 338T

MA239 L2d+16129 16129A  16182C 16183C  16189C 16278T  16300G  16354T  16390A 16399G 16519C 73G 146C 150T 195C
263G 309.1C 309.2C  315.1C 456T

MA244 USble 16172C  16183C 16189C  16270T 16274A  16311C  16325C  16465T 16519C 73G 150T 152C 195C 263G
309.1C  309.2C 315.1C

MA245 A2 16111T  16223T 16290T  16319A 163447 16362C 73G 146C 153G 207A 235G 263G 309.1C  315.1C
523del 524del

MA253 U6a'b'd+16311 16051G  16172C 16219G  16311C 73G 263G 315.1C  573.1C

MA254 c1d 16051G  16093C 16223T  16287T 16290T  16298C  16311C  16325C  16327T 16519C 73G 249del 263G 290del
291del 315.1C 489C 523del 524del

MA255 M 16223T  16325C 16362C  73G 204C 207A 263G 315.1C  455.1T  455.2T  463.1C  460C 489C

MA295 Clb8 16223T  16292T 16298C  16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  315.1C  489C
493G 513del 514del

MA296 C1d+194 16051G  16223T 16298C  16325C 16327T 16519C  73G 1947 249del 263G 290del 291del 309.1C  315.1C
489C 523del 524del

MA297 A2+(64)+@153 16111T  16192T 16223T  16290T 16319A 16343G  16362C 64T 73G 146C 1517 235G 263G 309.1C
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315.1C 523del 524del

MA299 Jlblal 1 | 16069T 16126C 16145A 16172C 162227  16261T 73G 242T 263G 295T 309.1C 315.1C 462T 489C

MA305 L1c3b 1 16129A  16163G 16187T 16189C 16223T  16278T  16293G  16294T 16311C 16360T 16519C 73G 151T 152C
182T 186A 189C 247A 263G 315.1C 316A 523del 524del

MA306 A2+(64) 1 16223T  16290T 16319A  16362C 16527T 59C 62T 64T 73G 153G 235G 263G 309.1C  315.1C
523del 524del

MAS309 L3ela3b 1 | 16093C  16185T 16223T  16311C 16327T  73G 150T 152C 189G 200G 263G 309.1C  315.1C

MA311 RO 1| 16519C 152C 263G 315.1C

MA315 L3b3 1 | 16124C  16223T 16278T  16293G 16362C  16519C  73G 263G 315.1C  523del 524del

MA320 C1+16311 1 16153A  16223T 16298C  16311C 16325C 16327T 16526A 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C
489C 493G 523del 524del

MA322 L3e1b2 1 | 16223T 16325del  16327T 73G 150T 185A 189G 263G 309.1C 315.1C

MA323 L0a2a2 1 16148T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C 16320T 16519C 64T 93G 152C 189G
204C 207A 236C 247A 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

MA402 H 1 | 16519C 93G 263G 315.1C

MA403 cib 1 16223T 16298C 16325C  16327T 73G 150T 185A 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C
493G 523del 524del

MA405 L3eda 1 | 16051G  16216G 16223T  16264T 16519C  73G 150T 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

MA406 L3e3 1| 16223T  16265T 16519C  73G 150T 195C 263G 315.1C  523del 524del

MA407 L0alb 1 16129A  16148T 16168T 16172C 16187T 16188G  16189C  16223T 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 93G
95C 185A 189G 236C 247A 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

MA408 B4b 1| 16183C  16189C 16217C  16519C 73G 263G 315.1C  499A 524.1A  524.2C 5243A  524.4C

MA419 L1b1a+189 1 16126C 16187T 16189C  16223T 16264T  16270T 16278T 16293G 16311C 16519C 73G 152C 182T 185T
189G 195C 247A 263G 315.1C 357G 523del 524del

MA420 L2al 1 16223T  16278T 16294T  16309G 16327T 16362C 16390A 16519C 73G 143A 146C 152C 195C 263G
309.1C 315.1C 523del 524del

MA421 L2al 1 16223T 16278T 16294T  16309G 16362C 16390A 73G 143A 146C 152C 195C 263G 309.1C 315.1C
523del 524del

MA422 Lic3a 1 16086C  16129A 16189C  16215G 16223T 16278T 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 152C 182T 186A
189C 195C 198T 247A 263G 315.1C  316A 338T 523del 524del

MA424 A2+(64) 1 16126C  16223T 16278T  16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G
297G 309.1C 315.1C 523del 524del

MA431 A2+(64)+@153 1 égjlzlg 16195C 16223T  16290T 16319A 16362C 73G 143A 146C 235G 263G 309.1C 315.1C 524.1A

MA432 Hlc 1 | 16519C 263G 309.1C 315.1C 477C

MA435 L3e2 1 | 16223T  16258T 16320T  16519C 73G 150T 189G 195C 263G 315.1C

MA441 L3e2al 1 | 16223T 16320T 16519C 73G 150T 195C 198T 263G 309.1C 315.1C

MA442 B2il 1 16179A  16182M 16183C 16189C 16217C 16311C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 430C 485C
499A 524.1A 524.2C

MA446 HV 1| 16189C  16356C 16519C 263G 315.1C  523del 524del
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MA447 L3d1b 16124C 162237  16311C  16399G  73G 150T 152C 263G 315.1C  523del  524del
16086C  16129A  16169T 16172C  16189C 16192T 16213A 162237 16261T 16278T 16293G  16311C  16360T  16519C

MA450 Llclc 73G 151T 152C 1827 186A 189C 195C 247A 249del 263G 297G 300.1C 315.1C  316A
417A 523del 534T

MA455 L3e2b 16172C  16189C 162237 16320T  16519C 73G 150T 195C 263G 309.1C  315.1C

MA456 B4b 16183C  16189C  16217C 163277  16519C 73G 263G 315.1C  499A 5241A 5242C 5243A  524.4C

MAZ62 L2al 16223T  16278T  16294T 16309G  16318G  16390A 73G 143A 146C 152C 195C 263G 309.1C  315.1C
523del  524del

MA463 A2+(64) 161117 162237  16290T 16319A  16362C 16468C  16519C 64T 73G 146C 153G 185A 235G 263G
3151C  338T 523del  524del

MA464 A2+(64)+@153 16111T 162237  16290T 16319A  16362C  16468C  16519C  73G 263G 309.1C  315.1C  338T 523del  524del

MA465 B4b 16183C  16189C  16217C 16311C  16319A 16519C 16524G 73G 263G 309.1C  309.2C  315.1C  499A 523del
524del  569T

MA468 B2b3a 16182C  16183C  16189C 16217C  16249C 16312G  16344T 16519C 73G 152C 263G 271T 309.1C  309.2C
3151C  499A

MAA471 L2alcl 16086C  16223T  16278T  16294T  16309G  16390A 73G 143A 146C 152C 195C 198T 263G 315.1C

MAA472 L3f1b1 16209C 162237  16292T 16295T  16304C 16311C  16519C 73G 189G 263G 315.1C

VA L 1bla+188 16126C  16187T  16189C 16223T  16264T 16266T 16270T 162787 16293G 16311C  16519C  73G 152C 182T
185T 189G 195C 207A 247A 263G 315.1C 357G 523del  524del

MA481 L2alc+16086 16086C  16223T  16278T 16294T  16309G 16390A 73G 143A 146C 152C 195C 263G 315.1C

MA482 A2+(64) égﬁ:r 16223T  16290T 16319A  16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C  485C 523del

MA484 Clb 16223T  16289C  16325C 163277  73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  309.2C  315.1C  489C 493G
523del  524del

MA485 L3b1a9%a 16051G 162237  16240G 16278T  16318G  16362C  16519C  73G 263G 315.1C  523del  524del

MA487 B2 16183C  16189C  16217C 16316G  16519C 73G 146C 151T 153G 159C 263G 309del  315.1C  327T
499A 523del 524del

MA489 B4b 16183C  16189C  16217C 16241G  16519C 73G 103A 189G 263G 309.1C  315.1C  499A 522T

AV L2al 16092Y 162237  16278T  16294T  16309G  16390A 16400T 73G 143A 146C 152C 195C 263G 309.1C
315.1C  523del 524del
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APENDICE B — Matriz representativa do resultado do teste de ndo-diferenciacio para as linhagens africanas.

AFRICANA Maranhdo Piaui Ceara RN Pernambuco Alagoas Nordeste Sudeste Sul
Maranhdo -
Piauf 0,06150 i
+ 0,0017
Ceard 0,10425 0,62905 )
+ 0,0015 + 0,0024
Rio Grande 0,01069 0,00347 0,02670 +
do Norte +0,0007 + 0,0004 0,0009 )
Pernambuco 0,01870 0,01175 0,01677 0,00000 i
+ 0,0006 + 0,0006 + 0,0005 % 0,0000
Al 0,00012 0,00045 0,00078 0,00000 0,34815 )
+ 0,0001 + 0,0001 + 0,0001 % 0,0000 + 0,0022
Nordeste 0,00633 0,97045 0,43342 0,00001 0,01417 0,00003 i
+ 0,0005 + 0,0010 + 0,0029 + 0,0000 + 0,0007 + 0,0000
S 0,05851 0,14248 0,54224 0,00000 0,01342 0,00000 0,00043 )
+ 0,0020 + 0,0034 + 0,0028 % 0,0000 + 0,0007 + 0,0000 % 0,0002
sul 0,00000 0,00008 0,02474 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
+ 0,0000 + 0,0001 + 0,0007 % 0,0000 % 0,0000 % 0,0000 % 0,0000 % 0,0000
Nota: J& que os testes foram realizados para 36 comparagdes estatisticas, a corregdo de Bonferroni foi utilizada para ajustar o nivel de significancia, resultando em o = 0,00139

(i.e. 0,05/36).
Fonte: Maranhdo — Presente estudo, 2020; Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte — SCHAAN et al., 2017; Pernambuco — ALVES-SILVA et al., 2000; SCHAAN et al., 2017;

Alagoas - BARBOSA et al., 2008; SCHAAN et al., 2017; Nordeste — SCHAAN et al. 2017; Sudeste — FRIDMAN et al., 2014; Sul - PALENCIA et al. 2010; POLLETO
et al. 2019.
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APENDICE C — Matriz representativa do resultado do teste de ndo-diferenciagdo para as linhagens amerindias.

AMERINDIA Maranhdo Piaui Ceara RN Pernambuco Alagoas Nordeste Norte Sudeste Centro-Oeste Sul
Maranhdo -
Piau 0,06836 )
+ 0,0016

Ceard 0,20835 0,02020 )

+ 0,0023 + 0,0007

Rio Grande do 0,48945 0,00015 0,34973
Norte + 0,0037 +0,0001 £ 0,0025

0,00290 0,00613 0,00003 0,00003

Pernambuco +00002  +00004 00000 =+ 0,0000 )
N 063287 000361 052187 085866 0,00002
agoas +00030  +00003 00025 +0,0019 + 0,0000 )
Nordect 007834 000546 020869 023615 0,00016 0,56479
ordeste +00005  +00005 00022  +0,0042 +00000  + 0,0040 ;
\ort 000019 000001 0230892  0,00008 0,00000 0,00050  0,00002
orte +00001  +00000 00025  + 0,0000 +00000  +0,0001 = 0,0000 -
Sudest 027854 000000 022923 095263 0,00000 053992 000729  0,00001
udeste +00040 00000 +00023 +0,0014 +00000  +0,0037 +0,0008 = 0,0000 -
Contro-Ouct 062392 005288 003246 001441 0,01435 0,04009 013483 000000  0,00051
ENUO-LeSIe | 40,0033  +00017 +0,0009 = 0,0010 +00006  +00015 +00037 +00000 0,000
010411 000000  0,68139  0,57660 0,00000 048200 002434 000550  0,39582 0,00082

Sul + 0,0022 +0,0000 *0,0021 + 0,0038 %+ 0,0000 +0,0033 *+0,0014 +0,0004 = 0,0044 + 0,0002 ]

Nota: Ja que os testes foram realizados para 55 comparag@es estatisticas, a corre¢do de Bonferroni foi utilizada para ajustar o nivel de significancia, resultando em o = 0,0009
(i.e. 0,05/55).

Fonte: Maranhdo — Presente estudo, 2020; Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte — SCHAAN et al., 2017; Pernambuco — ALVES-SILVA et al., 2000; SCHAAN et al., 2017;
Alagoas — BARBOSA et al., 2008; SCHAAN et al., 2017; Nordeste — SCHAAN et al. 2017; Norte — NOGUEIRA et al., 2017; Sudeste — FRIDMAN et al., 2014; Centro-
Oeste — FREITAS et al. 2019; Sul - PALENCIA et al. 2010; POLLETO et al. 2019.




APENDICE D — Matriz de distancia genética Fst entre Maranhao e trés populag@es brasileiras (diagonal inferior) e o valor de p (diagonal

superior).
Maranhé&o Rio de Janeiro Espirito Santo Sé&o Paulo Santa Catarina Parana
Maranhdo - 0,00149 + 0,0004  0,02495 + 0,0016 0,00129 + 0,0004 0,00000 + 0,0000  0,00089 + 0,0003
Rio de Janeiro 0,00819 - 0,51955 + 0,0053 0,22028 + 0,0038 0,00000 + 0,0000  0,00000 + 0,0000
Espirito Santo 0,00644 -0.00053 - 0,71854 + 0,0046 0,00020 + 0,0001  0,00000 + 0,0000
Séo Paulo 0,00991 0,00115 -0,00168 - 0,00020 + 0,0001 0,00000 + 0,0000
Santa Catarina 0,03234 0,01822 0,01744 0,01387 - 0,00178 + 0,0005
Parana 0,01193 0,01614 0,0201 0,01969 0,01762 -

Nota: J& que os testes foram realizados para 15 comparacdes estatisticas, a correcdo de Bonferroni foi utilizada para ajustar o nivel de significncia, resultando em

a=0,00333 (i.e. 0,05/15).

Fonte: Maranh#o — Presente estudo, 2020; Rio de Janeiro — SIMAO et al., 2018; Espirito Santo — SANCHES et al., 2014; S&o Paulo — PRIETO et al., 2011; Santa Catarina

—PALENCIA et al., 2010; Paranad — POLETTO et al., 2019.
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APENDICE E - Filogenia dos haplogrupos derivados de L3, evidenciando as variagdes no
mtDNA que os caracterizam.

B2b3a
163126
16311C 16249C
A85C 2717 Cib Cid
430C 152C

493G 16051G D1f1

16497G
16295T

Eﬁg‘ A2+(64) | [A2+(64)+@153 29:$§i§e| 161797 D4h3a

H1
499A D4h2 16342C
16142T 163017

v
N
(@]
=

[g]

477¢C
16325C 16241G
16111T 16327T 16278T 152C
16217 153G |
152T D4h
HV B4’S 146C 16325C
B45) \

249del

|

7 16189C

1 j M8

R 16319A |
16290T 16319A
16223C 23’56 162l98c 16362C
N M
T [
163117 4‘}9‘3

Legenda: Demarcados em azul, estdo os haplogrupos que foram encontrados nas amostras maranhenses.
Fonte: A autora, 2020. Baseado em dados coletados da base de dados PhyloTree.org — mtDNA tree Build 17; VAN
OVEN et al., 2009.
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APENDICE F — Frequéncia das linhagens amerindias em tribos da América do Sul e linhagens africanas encontradas em paises da Africa por
outros estudos.

(@)
Tupi- L . ; ; i _ . Kaigang- , in . )
Guaranid Poturujarat Wayampil Krah6®  Aché® Urubu-kaaporl Kubenkokrel Xavantes® Parakanaf Jan MR Surui® Gavido® Zoré@H Mundurukul
' N=20 N=24 N=8 N=63 N=42 N=4 N=25 N=13 N=44 N=43 N=30 N=40
HP N=200 N=78
A 84% 45% 75% 50% 10% 22% 0% 16% 8% 47% 11% 9% 20% 13%
B 0% 0% 0% 38% 90% 33% 100% 84% 23% 4% 2% 9% 3% 15%
C 9,5% 25% 17% 12% 0% 14% 0% 0% 46% 49% 0% 0% 13% 10%
D 6,5% 30% 8% 0% 0% 31% 0% 0% 23% 0% 87% 82% 64% 62%
(b)
Regido Paises Todos Hp - L|LO - outros| LOa [ LOd| L1 | L1b| L1c[L2 - outros| L2a | L2b|L2c| L2d [L3 - outros| L3b | L3d [ L3e | L3f | L3k|[L4-L6
Leste Africa Somalia, Uganda 6% 3% 19% | 0% [ 0% | 0% | 3% 1% 14%( 1% [ 0% | 0% 13% 8% [3% 7% | 3% | 0% | 20%
Norte Africa Mauritdnia 83% 1% 1% [ 0% | 0% | 7% | 0% 0% 2% | 1% | 0% | 0% 0% 1% (1% | 3% | 1% [0% | 0%
Sudeste Africa Mogambique, Zimbabue, Tunisia 0% 0% 28% | 4% | 0% | 2% | 7% 0% 34%| 1% (0% | 0% 1% 2% | 4% [15%| 1% | 0% | 1%
Sudoeste Africa Angola 2% 0% 11% | 0% [ 2% | 1% |25% 0% 7% | 6% [2%| 0% 0% 4% | 6% [24% | 11% (0% | 1%
Centro-Oeste Africa * 8% 0% 6% | 0% | 0% | 8% | 3% 1% 21%| 4% | 2% | 0% 1% 10% | 7% [16%| 10% | 1% | 1%
Maranhdo 38% 0% 1% | 1% [ 0% | 3% | 5% 1% 7% | 3% [0%]| 0% 1% 3% | 2% [10%| 1% | 1% | 1%

Legenda: HP: Haplogrupo; (a) Frequéncia das linhagens amerindias encontradas em tribos localizadas na América do Sul; (b) Frequéncia das linhagens africanas
encontradas em paises da Africa. *Camardes, Chad, Burkina Faso, Benin, Gambia, Gana, Costa do Marfim, Mali, Nigéria, Serra Leoa e Togo.

Fonte: (a) Adaptado de MARRERO et al., 2007; (b) Adaptado de SALAS et al., 2002.
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APENDICE G — Localizagéo das tribos brasileiras citadas no presente estudo.

Fonte: A autora, 2020. Baseado em INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2018 e Dicionario Tupi-Guarani. WEB:
https://www.dicionariotupiguarani.com.br/mapas/. Acesso em 02 jan. 2020.
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Além da aplicagao no &mbito da identificagdo humana, o estudo do
DNA mitocondrial (mtDNA) também permite a investigagdo da
ancestralidade materna de uma populagdo e criagdo de bancos de
dados populacionais. No caso do Brasil, devido ao histérico de
migragdes desde a época da colonizagéo, é esperado que a composi¢cao
demografica apresente uma proporgao variavel entre as ancestralidades
africana, europeia e amerindia. Apesar das vantagens e importancia da
anadlise do mtDNA, estudos sobre a heranga mitocondrial ainda sao
escassos em grande parte das localidades brasileiras.

Segundo os Ultimos dados do censo demografico do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE do ano de 2010, a
composi¢cdo étnica do Estado do Maranhdo é predominante de
autodeclarados pardos (68,8%), seguidos de brancos (24,9%), negros
(5,5%) e amarelos e indigenas (0,7%).

A expansao dos bancos de dados de linhagens mitocondriais pode
ampliar o conhecimento acerca da composicdo genética e
ancestralidade materna da populagao brasileira, de forma a contribuir
nao sé em casos forenses, mas também para estudos clinicos e
populacionais.

O presente estudo teve como objetivo a andlise de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) na regido controle completa do
mitogenoma de individuos da populagéo do Estado do Maranh&o, de
modo a contribuir com o estudo de ancestralidade e expandir o banco
de dados genético de mtDNA.

METODOLOGIA

O DNA foi extraido de amostras de sangue pelo método resina
quelante Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories), amplificado por PCR
(QIAGEN Multiplex PCR kit) juntamente com primers para a regiao
controle do mtDNA (Figura 1). A sequéncia de técnicas moleculares
utilizadas pode ser acompanhada como ilustrado na Figura 2. A andlise
das sequéncias obtidas foi feita comparando as sequéncias de mtDNA
estudadas com a sequéncia referéncia de Cambridge revisada (rCRS)2.
A base de dados populacional EMPOP mtDNA database v4/R12, foi
utilizada para classificar os haplogrupos?.

Figura 1: Modelo esquematico do  Figura 2: Técnicas moleculares utilizadas no
mtDNA  humano, evidenciando a  processamento dasamostras.

Regido Controle. Purificagdo Enzimatica

Extragio e Reagdo de
Amplificagdo Sequenciamento
EXOSAP-IT BigDye® Terminator

QUAGEN Multiplex

(Applied Biosystems) (Applied Biosystems).

Purificado Eletroforese Capilar  Fletroferograma

Sephadex (GE Healthcare 4pp ed B osystems ™ 3500 Software SegScape v2.5
(Applied Biosystems).

esevier, i 165,200 prieties

A andlise das sequéncias mitocondriais oriundas da populagao
estudada do Estado do Maranh&o revelou a presenga dos haplogrupos
principais A, C, H, J, L, RO e U (Tabela 1), cuja distribuicdo evidenciou
marcada contribuicdo de ancestralidade africana (44%), com maior
frequéncia do haplogrupo L, seguida pelas linhagens amerindia (32%),
cujos haplogrupos proporcionalmente observados foram A e C, e por
ultimo, a europeia (24%) com maior predominancia dos haplogrupos H e
RO (Figura 3). Estes resultados estdo em conformidade com outros dados
encontrados na literatura para a regido Nordeste do pais*® e séo
concordantes com os dados histéricos brasileiros do periodo colonial,
marcado principalmente pelo trafico de escravos oriundos da Africa
Ocidental.

Tabela 1: Resultado da analise de algumas das sequéncias de mtDNA de individuos Maranhenses.

AMOSTRA| HAPLOGRUPO | LINHAGEM | AMOSTRA | HAPLOGRUPO LINHAGEM
H

Europeia m A2+(64) Africana

USalb+16362 curopeia  [INTNEEE A2+(64)+@153 Africana
L3e3 Africana m Clb Amerindia
A2 Africana C1b+16311 Amerindia

L2a1f3 Africana m H Europeia

C1b2 Amerindia m Jiblal Europeia

L2b2a Africana Lic2ala Africana

C1b2 Amerindia m L1c3b Africana

RO Europeia m L2al Africana
m L3e3 Africana L3d1b2 Africana
| mazo  [EEVREH africana SR e Africana
m L3bla Africana RO Europeia

Figura 3: Representagdo percentual dos DISTRIBUICAO HAPLOTIPICA
resultados da andlise das sequéncias
mitocondriais de individuos
Maranhenses. A andlise das sequéncias
mitocondriais oriundas da populagdo
estudada revelou a presenga dos
haplogrupos principais A, C, H, J, L, RO e
U, cuja distribuigdo evidenciou marcada
contribui¢do de ancestralidade africana,
com maior frequéncia do haplogrupo L,
seguida pelas linhagens amerindia,cujos
haplogrupos proporcionalmente
observados foram A e C, e por dltimo, a
europeia com maior predominancia dos
haplogrupos H e RO.

LINHAGENS

Amerindia Europeia Africana

Além de contribuir com informagdes e ampliar o conhecimento
acerca da composigao genética e ancestralidade materna da populagao
brasileira, o presente trabalho reforga a importancia da continuidade de
estudos da regido controle do genoma mitocondrial, a fim de agregar
maiores informacdes aos bancos de dados, permitindo assim, maior
compreensdo da composigdo multiétnica da populagéo brasileira, com
aplicagbes n&o so na area forense, como também em estudos no campo
da genética médica e da antropologia.
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INTRODUCAO

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise do DNA mitocondrial (mtDNA) humano pode ser uma potente
ferramenta de identificagdo de vitimas e desaparecidos, principalmente
quando outras metodologias ndo alcangam resultados satisfatérios, como em
situagbes em que o material bioldgico se encontra escasso ou muito
degradado (WEEDN; BAUM, 2011). Estas condigBes sdo frequentemente
encontradas em desastres em massa como os que aconteceram nos ultimos
anos nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.

Apesar das vantagens e importancia da utilizagdo do mtDNA para a
identificagdo forense, estudos acerca da heranga mitocondrial da populagdo
brasileira ainda sdo escassos, o que reduz a confiabilidade de resultados para
a identificagdo humana através do mtDNA no pais. Além, o aumento da
contribuigdo aos bancos genéticos de mtDNA colaboraria com a andlise da
ancestralidade materna da populagdo brasileira, de forma a contribuir ndo sé
em casos forenses, mas também para estudos clinicos e populacionais.

OBIJETIVO

Este estudo tem como objetivo a andlise de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) na regido controle completa do mitogenoma de
individuos da populagdo do Estado Brasileiro do Maranhdo, de modo a
corroborar com estudos de ancestralidade e expandir o banco de dados
genético de mtDNA.

METODOLOGIA

Foram selecionadas amostras de sangue de 67 individuos, dentre homens
nascidos no Estado do Maranhdo. O DNA foi extraido pelo método resina
quelante Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories), amplificado por PCR (QIAGEN
Multiplex PCR kit) utilizando primers para a regido controle do mtDNA. A
sequéncia de técnicas moleculares utilizadas pode ser acompanhada como
ilustrado na Figura 1. Os eletroferogramas foram analisados de acordo com
as atuais diretrizes da International Society for Forensic Genetics (PARSON et
al, 2014), comparando as sequéncias de mtDNA estudadas com a sequéncia
referéncia de Cambridge revisada (rCRS) (ANDREWS et al, 1999). Para
determinar os haplogrupos, foi utilizada a base de dados populacional
EMPOP mtDNA database v4/R12 (PARSON; DUR, 2007). O software GraphPad
Prism versdo 7.00 foi utilizado para realizar os calculos estatisticos deste
estudo.

Figura 1: Técnicas moleculares utilizadas no processamento das amostras.

Extragdo e Amplificagdo Purificagdo Enzimatica Reagdo de Sequenciamento
Chelex 100 (Bio-Rad) e Ex0SAP-IT BigDye ®Terminator
QUIAGEN Multiplex PCR Kt (Applied Biosystems). (Applied Biosystems).

Purificagdo Eletroforese Capilar Eletroferograma

Sephadex (GE Healthcare  Applied Biosystems™ 3500
Life Sciences). Series (ABI-3500).

ience/sequen

Software SeqScape v2.5
(Applied Biosystems)

Fonte: Adaptado de:

A analise das sequéncias mitocondriais oriundas da populagdo estudada
evidenciou marcada contribuigdo de ancestralidade africana (41,791%), com
maior frequéncia do haplogrupo L, seguida pelas linhagens amerindia
(40,299%), cujos haplogrupos proporcionalmente observados foramAe C, e
por ultimo, a europeia (17,910%) com maior predomindncia dos haplogrupos
H e RO (Figura 2).

Este é o primeiro trabalho a relatar a composigdo genética matrilinea de
individuos maranhenses. Com isso, juntamente com outros trabalhos que
estudaram a composi¢do dos haplogrupos dos demais Estados do Nordeste
brasileiro (ALVES-SILVA et al, 2000. BARBOSA et al, 2008. SCHAAN et al,
2017), foi possivel inferir a composi¢do genética matrilinea da populagdo
nordestina. O resultado pode ser conferido na Tabela 1. Assim, ao comparar o
resultado da analise do Maranhdo com o do Nordeste, é possivel perceber a
conformidade entre a distribuigdo das linhagens matrilineas para o Estado e a
Regido (Figura 2).

Figura 2: Representagdo percentual dos resultados da analise das sequéncias
mitocondriais de individuos Maranhenses em comparagdo com a Regido Nordeste.

MARANHAO NORDESTE BRASILEIRO

2
%

Tabela 1: Frequéncias das linhagens matrilineas encontradas entre os Estados do
Nordeste. AMR — Amerindia, AFR — Africana, EUR — Europeia, ASI — Asiatica.

[ 1 v | awe | A | EuR | Asi | Referenia |

Pl 174 523% 36.2% 9.8% 1.7%  Schaanetal., 2017.
CE 52 51.9% 30.8% 11.5% 5.8% Schaan et al., 2017.
RN 276 457% 351% 151% 3.6%  Schaanetal., 2017.
PB 21 381% 381% 23.8% - Schaan et al., 2017.
PE 50 22% 44% 34% - Alves-Silva et al., 2000.
AL 167  40% 42% 18% - Barbosa et al., 2008.
SE 4 25% 75% - - Schaan et al., 2017.

BA 7 71,4% = =
67 403% 418% 17.9% - Presente estudo.

MA

CONSIDERACOES FINAIS

28.6% Schaan et al., 2017.

O presente estudo apresenta informagdes inéditas acerca da composi¢do
genética matrilinea, evidenciando as contribuigdes africana, amerindia e
europeia para a formagdo da populagdo maranhense. Os resultados obtidos
nesta pesquisa reforgam a importancia da continuidade do estudo do genoma
mitocondrial para aplicagdes em dmbito clinico, populacional e forense. Deste
modo, novos estudos sdo importantes para agregar maiores informagdes a
bases de dados populacionais, principalmente de localidades que ainda ndo
estdo disponiveis nestes bancos genéticos.
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It is well-known that sequencing the mitochondrial DNA (mtDNA) complete control region
is an efficient approach to infer accurate information regarding population ancestry, diversity
and genetic distance. Those kind of population genetics data from some Brazilian regions are
non-existent, which leads to a lack of information that would be suitable for forensic and
clinical purposes. The main objective of this study is to provide unprecedented results
regarding the maternal lineages from Maranhd&o, a state located at Brazilian Northeast.
Through the sequencing of mtDNA, we analyzed the content of the complete control region
from 154 individuals who were born in Maranh&o. In total, 74 different haplogroups were
found. The population from Maranh&o presented different proportions of Native American,
African and European maternal ancestries. The major component was Native American,
corresponding to 46.1%, followed by 37.7% of African contribution, 13.6% European and
2.6% Asian. However, the most common macrohaplogroup found in this population sample
was L3 (16.2%), followed by A2 (15.6%).

These first results regarding the maternal ancestry from the Brazilian state of Maranh&o
population indicated an important indigenous maternal inheritance, which is in accordance
with the presence of many Indian tribes in Brazilian North and coast. The African component
was also expressive, as a consequence of African intense migration for slavery in Brazil.
Further analyses are necessary in order to contribute with these samples to EMPOP database.
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ANEXO A — Aprovagio do Conselho de Etica em Pesquisa do HU-UFMA.
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CAAE: 59795116.9.0000.5086
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
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Bairro: CENTRO CEP: B8.020-070
UF: MA Municipio: SAD LIS
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ANEXO B — Aprovacio do Conselho de Etica em Pesquisa do HUPE-UERJ.

I HOSPITAL UNIVERSITARIO W
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DNA MITOCONDRIAL: Identificacdio de linhagens maternas na Populacao Brasileira

Pesquisador: Tatiana Licia Santos Nogueira

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 55747516.0.0000.5259

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Emesto/UERJ
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.542.187

Apresentacao do Projeto:

O presente projeto se caracteriza por apresentar proposta de realizagio do primeiro estudo vinculado ao
estudo do mtDNA no dmbito da populacdo

brasileira que se relaciona com um projeto de interesse da defesa nacional. - parte integrante do projeto
intitulado “Estudos estratégicos em Defesa

Nacional, Educagdo Nacional e Ensino Militar no Ambito das Aplicagdes Forenses do DNA”, aprovado no
Edital CAPES/Pro-Defesa n® 031/2013, o

sob a coordenacao do Prof. Dr. Elizeu Fagundes de Carvalho, no ambito de convénio entre o Instituto de
Biologia do Exército e a Universidade do

Estado do Rio de Janeiro.Serdo analisadas amostras pertencentes ao Repositorio de Amostras do Exército
Brasileiro, provenientes de todo territério

nacional, com o intuito principal de construir um Banco de dados de perfis genéticos mitocondriais
especificamente de militares. O mesmo podera

também agregar informagdes importantes com diversas aplicagbes na identificagdo humana e de outras
espécies.

Endersgo:  Avenida 23 02 Setembro 77 - Téreo

Balrro: Via Isabel CEP: 20.551-030

UF: RJ Municiplo:  RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2868-3283 Fax: (21)2264-0853 E-mall. cep-hupe@uern).br
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