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RESUMO

FERREIRA, Livia Leite. Estudo de polimorfismos da regiao controle (D-loop) do DNA
mitocondrial em pacientes com diabetes tipo 1: relacdo com a cor autodeclarada em pais e
avos. 2023. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2023.

A populacdo brasileira é fruto da miscigenacdo entre trés principais grupos étnicos
diversos: amerindios, europeus e africanos. Ao longo dos séculos de colonizagdo, estas
populacdes se misturaram de forma heterogénea, gerando o pool genético dos brasileiros. Cada
regido demografica brasileira ira apresentar uma particularidade em sua populacédo, decorrente
dos diferentes padrdes de miscigenacdo e migracdes. A diabetes mellitus tipo | (DM1) € a
endocrinopatia mais comum na infancia e adolescéncia, apresentando uma incidéncia maior em
individuos que se autodeclaram brancos. O sistema de autodeclaracdo em populagdes
miscigenadas, como a brasileira, € falho. Uma vez que caracteristicas fenotipicas como cor da
pele ndo expressam de forma fidedigna a ancestralidade genotipica do individuo. Com 16569
pares de base, 0 DNA mitocondrial humano possui uma alta variabilidade genética. A inferéncia
de dados do mtDNA nos permite caracterizar a ancestralidade de origem matrilinear dos
individuos, sendo um importante marcador genético para estudos populacionais. Sendo assim,
0 objetivo deste trabalho foi comparar a ancestralidade matrilinear de individuos com DM1 do
Brasil com dados gerais da populagdo brasileira acerca sua cor autodeclarada e regido de
nascimento. Para isso, 0 sequenciamento da regido controle do mtDNA foi realizado para 204
pacientes diabéticos das regiGes Norte (7); Nordeste (103); Sudeste (81) e Sul (13). Os
resultados mostraram uma diversidade molecular alta, com a presenca de 190 hapl6tipos Unicos
dentro do universo de 204 possiveis. Os haplogrupos de origem amerindia foram os mais
comuns, sendo o clado C o mais comum (38%). Os dados estratificados por regido mostram
que na Regido Nordeste 38,8% apresentaram ancestralidade matrilinear de origem africana,
15,5% de origem europeia e 46,6% de origem amerindia. Na regido Sudeste a origem africana
foi de 43,2%, 17,2% de origem europeia e 39,5% de origem amerindia. Os pacientes da Regido
Norte apresentaram uma origem matrilinear representada por 28,5% africana e 71,4% de origem
nativa americana. E os individuos da Regido Sul apresentaram sua origem materna de 7%
africana; 61,5% europeia e 30,7% nativa americana. Ja referente aos dados de autodeclaracéo,
na populagéo estudada, 42,6% se autodeclaravam de cor/raga branca, 5,4% preta, 50,9% parda
e 0,9 amarela. Esses dados se assemelham com os dados de autodeclaracdo da populacédo
brasileira (47,7% branca, 7,6% preta, 43,1% parda, 1,1% amarela e 0,4 indigena). Quando
comparado os dados deste trabalho com outras populacGes de diferentes regides brasileiras,
encontramos uma similaridade entre elas. O que reforca o padréo de colonizacao dentro destas
regides. Dessa forma, esse trabalho traz a luz informagdes inéditas sobre a ancestralidade
matrilinear de individuos diabéticos do Brasil. Esses dados que poderdo ser Uteis para
atualizagdo de banco de dados populacionais no Brasil, refor¢cando dados historicos de migragéo
humana, além de suas aplicacdes clinicas.

Palavras-chave: DNA mitocondrial. Ancestralidade matrilinear. Diabetes Mellitus tipo I. Cor

autodeclarada. Regi6es demogréficas.



ABSTRACT

FERREIRA, Livia Leite. Study of mitochondrial DNA control region (D-loop) polymorphisms
in patients with type 1 diabetes: relationship between self-reported color in parents and
grandparents 2023. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014,

Brazilian population results from the of miscegenation between three different ethnic
groups: Amerindians, Africans and Europeans. Over the centuries of colonization, these
populations mixed asymmetrically, generating the genetic pool of Brazilians. Each Brazilian
demographic region will present a particularity in its population, due to the different patterns
of miscegenation. Type | diabetes mellitus (DM1) is the most common endocrine pathology in
childhood and adolescence, with a higher incidence in individuals who declare themselves
white. The self-declaration system in mixed populations, such as Brazil, is flawed. Since
phenotypic characteristics such as skin color do not reliably express the genotypic ancestry of
the individual. The mitochondrial genome in humans contains 16,569 base pairs has a high
genetic variability. Thus, the inference of mtDNA data allows us to characterize the matrilineal
ancestry of individuals, being an important genetic marker for population studies. Therefore,
the objective of this study was to compare the matrilineal ancestry of individuals with DML1 in
Brazil with general data from the Brazilian population regarding their self-declared color and
region of birth. For this, the sequencing of the mtDNA control region was performed for 204
diabetic patients from the North regions (7); Northeast (103); Southeast (81) and South (13).
The results showed a high molecular diversity, with the presence of 190 unique haplotypes
within the universe of 204 possible. Haplogroups of Amerindian origin were the most common,
with clade C being the most common (38%). Data stratified by region show that in the Northeast
Region, 38.8% had matrilineal ancestry of African origin, 15.5% of European origin and 46.6%
of Amerindian origin. In the Southeast region, 43.2% were of African origin, 17.2% of
European origin and 39.5% of Amerindian origin. Patients from the North Region had a
matrilineal origin represented by 28.5% African and 71.4% Native American origin. And the
individuals from the South Region presented their maternal origin of 7% African; 61.5%
European and 30.7% Native American. Regarding the self-declaration data, in the studied
population, 42.6% declared themselves white, 5.4% black, 50.9% brown and 0.9 yellow. These
data are similar to the self-declaration data of the Brazilian population (47.7% white, 7.6%
black, 43.1% brown, 1.1% yellow and 0.4 Amerindian). When comparing the data from this
work with other populations from different Brazilian regions, we found a similarity between
them. This reinforces the pattern of colonization within these regions. Thus, this work brings to
light unpublished information about the matrilineal ancestry of diabetic individuals in Brazil.
These data may be useful for updating population databases in Brazil, reinforcing historical
data on human migration, in addition to their clinical applications.

Keywords: Mitochondrial DNA. Matrilineal ancestry. Diabetes Mellitus type 1. Self-declared
color. Demographic regions.
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INTRODUCAO

A populacéo brasileira é uma das mais heterogéneas do mundo, processo resultante de
cinco seculos de cruzamentos entre individuos interétnicos de trés continentes: colono
europeus, escravos africanos, e amerindios nativos. Consequentemente, as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas de europeus e africanos foram adicionadas aos habitantes nativos,
fazendo com que caracteristicas de aparéncia fisica (cor da pele e dos olhos, cabelo, formato
dos labios e nariz), sejam indicadores inadequados da origem geogréafica de seus ancestrais. Ou
seja, em populagdes altamente miscigenadas, como no Brasil, utilizar apenas informacdes de
autodeclaragdo étnica para classificar os individuos quanto a sua etnia ndo é um bom método
(CARDENA, 2013).
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1 REVISAO TEORICA

1.1 Processo de colonizac¢éo do Brasil

O Brasil € um pais de dimens@es continentais, com populacdo formada pela extensa
mistura durante periodos de tempos distintos de trés principais povos com raizes ancestrais
distintas: africanos, amerindios e europeus. O territorio brasileiro era ocupado pelos povos
nativos, e a partir de 1500 com a chegada dos europeus pela costa, e mais tarde com o trafico
negreiro, tém-se o inicio pela costa o processo de colonizacdo brasileiro. Posteriormente a
colonizacdo foi difundida para o interior do pais, e, a partir disso, houve distintos padrbes de
miscigenacdo, que explicam a variabilidade genética no povo brasileiro (PENA ., 2011;
HARARI, 2015 e SCHAAN ., 2017).

A historia colonial do Brasil pode ser dividida em trés periodos distintos: de 1500-1549,
que compreende a chegada de Pedro Alvares Cabral a instauracdo do governo geral portugués,
com o reconhecimento e posse da nova terra e um escasso comércio; de 1549 até as Ultimas
décadas do século XVIII, com a montagem da colonizacdo que se consolidou durante mais de
dois séculos; e o terceiro periodo, do final do século XVIII até a Independéncia, em 1822
marcados pela transformacéo na ordem mundial, a crise do sistema colonial e movimentos pela
independéncia (FAUSTO, 2012).

Nesse periodo, estima-se que chegaram ao Brasil cerca de 500 mil europeus, em grande
parte homens. Em razdo do trafego negreiro, estima-se que cerca de 9 milhdes de africanos
vieram forcados para as Américas entre 1452 e 1870, sendo que, em 1530 os primeiros africanos
chegaram ao Brasil, onde atualmente é o Estado da Bahia. Poréem, este nimero ndo é fécil de
ser determinado, por fatores como a mortalidade durante a viagem, trafico ilegal e falta de
registro (SALZANO; SANS, 2014).

Dessa forma, o processo de colonizagédo foi distinto em cada uma das cinco regides,
devido a extensdo do territorio brasileiro. De acordo com Pena e cols. (2011), cada territorio
apresentava um historico populacional diverso, resultado de diferentes fluxos migratérios,
como mostra a Tabela 1. Na populacdo do Norte, evidenciou-se uma grande influéncia genética
das raizes amerindias, em contraposicdo ao Nordeste que tem sua historia a forte influéncia do
povo africano devido a escraviddo, e o Sul que foi majoritariamente colonizado por imigrantes
europeus. A regido Sudeste também ha predominio da populacéo branca, enquanto a regiao

Centro-Oeste era uma populagao uniforme entre pardos e brancos (LINS ., 2010; PENA , 2011).
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Tabela 1 — Tabela das proporc6es genémicas dos ancestrais africanos, europeus e amerindios
em quatro diferentes regides do Brasil, independente da categoria de cor

Europeu Africano Amerindio
Norte 0,688 0,105 0,185
Nordeste 0,601 0,293 0,089
Sudeste 0,742 0,173 0,073
Sul 0,795 0,103 0,094

Fonte: Adaptado de Pena, 2011

Dessa forma, o contingente populacional brasileiro durante a coloniza¢do pode ser
dividido em trés periodos: o inicial com maior componente sendo formado por amerindios; que
contribuiram fortemente para a formacdo inicial dos brasileiros. A segunda fase da
miscigenacdo, que durou até meados de 1850, formada pela diminui¢do do nimero de nativos
por efeito da perseguicdo armada e doencas, juntamente com o influxo de africanos do trafico
negreiro. E o terceiro periodo, que ocorre a partir da segunda metade do século X1X, com o fim
do trafico negreiro e a entrada dos imigrantes europeus hum processo de embranquecimento do
Brasil (PENA et al., 2020).

1.1.1 Povos Nativos Amerindios

Os amerindios foram os primeiros a colonizarem o territorio, e supde-se que esses
individuos migraram para as Américas vindos do leste da Asia entre 11.000 e 25.000 anos. Eles
teriam vindo via terrestre, através de um “subcontinente” chamado Beringia, localizado no
estreito de Bhering, no extremo Norte da Asia. As poucas informacdes que temos sobre a
numerosa populagdo que habitava o Brasil antes da chegada dos colonos sdo obtidas por meio
dos escassos e limitados relatorios produzidos por expedi¢des europeias do inicio do século
XIX (IBGE, 2000; GONCALVES et al., 2010 e SCHAAN et al., 2017).

Em 1500, quando os colonizadores desembarcaram em terras brasileiras, encontraram
uma populacdo amerindia que estava organizada em grupos que ocupavam diferentes ambientes
dentro do territorio, com uma vasta diversidade bioldgica e cultural entre elas, distribuidos ao
longo da costa e na bacia dos rios Parana-Paraguai. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), calcula-se que viviam cerca de 2 milhdes de amerindios, muito deles na
parte oriental do pais, falantes de mais de 150 idiomas. Passados mais de 520 anos da
colonizagdo, resultados preliminares do Censo Demografico de 2022 (IBGE), mostram que hoje
no Brasil mais de 1,6 milhdes de individuos se reconhecem como indigenas. Esse nimero é

84% maior do que o contabilizado no levantamento de 2010, quando se somava 896,9 mil
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pessoas. A maioria dos indigenas vivem nos estados do Norte e Centro-Oeste. O maior
contingente indigena vive atualmente na Amazbnia, Mato Grosso, seguidos pelo Pard,
Maranhdo e Pernambuco (VAINFAS, 2000; GONCALVES et al., 2010; FAUSTO, 2012;
HARARI, 2015; SCHAAN et al., 2017; IBGE, 2022 e Agéncia Senado, 2023).

Segundo Fausto (2012), foi possivel dividir a populagéo que vivia no Brasil na época da
colonizacdo em dois grandes blocos, que se subdividem, em tupis-guaranis e tapuias. Os tupis-
guaranis ocupavam quase toda a costa brasileira, desde o Ceara até o extremo Sul. Os tupis
(tupinambas) ocupavam a faixa litoranea do Norte até o Sul do estado de S&o Paulo, enquanto
0s guaranis viviam na bacia do Paran-Paraguai, e trechos do litoral entre Cananéia e o extremo
Sul. Como podemos observar na Figura 1, em alguns pontos do litoral, havia a presenca de
outros grupos, como os goitacases na foz do Rio Paraiba; os aimorés no Sul da Bahia e Norte
do Espirito Santo; e os tremembés na faixa entre o Ceara e 0 Maranh&o. Esses grupos receberam
a denominagé&o de tapuias, que para 0s tupis-guaranis significa “indios que falam outra lingua”.
(FAUSTO, 2012; ALMEIDA, 2017).
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Figura 1 — Distribuicdo das tribo indigenas na Costa brasileira em 1500, de acordo com seu
grupamento linguistico.
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Fonte: Fabio Bonfim Duarte, 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.58967/caletroscopio.v4.nesp.2016.3665

Em 1808 a Coroa Portuguesa declarou “Guerra Justa” contra todas as tribos indigenas
que ndo aceitavam as leis europeias. Uma dessas tribos perseguidas foram dos indios Aimorés,
que habitavam as areas nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia. Além disso, 0s
nativos sofreram também com doencas para as quais ndo possuiam imunidade natural e
assassinatos, o que explica a dizimagdo desses povos e consequente perda da diversidade
genética (FAUSTO, 2012; GONCALVES et al., 2012; e SCHAAN et al., 2017).


https://doi.org/10.58967/caletroscopio.v4.nesp.2016.3665
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1.1.2 Povos Europeus

Com a organizacdo em Reinos, nos principios do século XV Portugal inicia a sua
expansdo maritima, que desencadeia no marco da colonizacdo brasileira em 1500. Com a
organizacdo de ocupacéo e exploragdo da nova terra estabelecida a partir de 1530 por meio das
capitanias hereditérias, inicia-se um maior fluxo migratério dos portugueses. Segundo Pena et
al., (2020) a miscigenacdo luso-amerindia comecou logo ap6s a chegada dos primeiros
colonizadores, tornando-se corriqueira e até mesmo incentivada como estratégia de crescimento
populacional e ocupacéo do territério. (IBGE, 2000; FAUSTO, 2012 e PENA et al., 2020).

Em meio a competicdo europeia por produtos, mdo de obra e mercado e posterior
descoberta do ouro em Minas Gerais, temos a invasdo das terras brasileiras por outros povos
europeus, como franceses, espanhdis, e holandeses, e mais tarde a vinda dos italianos. Esses
povos chegaram a dominar algumas por¢oes do territério brasileiro, principalmente o Nordeste,
durante os séculos XVI e XVII. Os franceses invadiram com sucesso os estados do Maranhdo,
Paraiba, Rio de Janeiro e Pernambuco, porém, acabaram sendo expulsos mais tardes pelos
portugueses. Os ingleses limitaram-se a ocuparem um pequeno povoado no rio Oiapogue no
Norte, porém abandonaram um ano depois. Anos depois, voltaram a ocupar o estado de
Pernambuco. J& os holandeses invadiram e dominaram uma parte significativa do Nordeste
durante o século XVII (PAIM, 2000; FAUSTO, 2012 e SCHAAN et al., 2017).

Em relacdo a chegada de europeus, estima-se que cerca de meio milhdo de portugueses
chegaram ao pais entre o descobrimento em 1500 e a transferéncia da corte Portuguesa para o
Brasil em 1808. A partir de entdo, com a abertura dos portos brasileiros as nacdes amigas, em
um periodo de aproximadamente 100 anos, o Brasil recebeu ao menos 5,5 milhGes de outros
imigrantes europeus e de outras partes do mundo. Segundo Pena et al., os imigrantes eram 34%
italianos, 29% portugueses, 14% espanhois, 5% japoneses, 4% alemaes, 2% libaneses e sirios
e 12% outros (PENA et al., 2020).

1.1.3 Povos Africanos

A partir de meados do século XVI, os africanos foram trazidos para o Brasil para
servirem de méo de obra escrava nas fazendas de cana-de-agucar no Nordeste, e posteriormente
nas minas de ouro e plantagdes e café. Estima-se que mais de 700 mil africanos foram trazidos

a forca para o Brasil durante os séculos XVI e XVII e, no século XIX, aproximadamente mais
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de 5 milhGes de africanos haviam desembarcado em solo brasileiro (SCHAAN et al., 2017 e
PENA et al., 2020).

A méo de obra utilizada no periodo do Brasil coldnia era resultado da escravidéo,
inicialmente indigena, para mais tarde dar lugar ao escravo africano. Ndo ha uma data certa
para o inicio da entrada dos escravos africanos no Brasil, mas em 1516 os colonos, donos das
capitanias hereditarias, que vinham ao Brasil, j& traziam escravos como bens pessoais
(RIBEIRO, 2013).

Em 1549, quando Tomé de Sousa assume o posto de primeiro governador-geral do
Brasil na Bahia, hé entdo a entrada de escravos africanos com maior frequéncia e regularidade
no pais. Dessa forma, em 1550, desembarca em Salvador um contingente de escravos de Guiné.
Em 1559, sob a regéncia da Duqguesa Catarina, a corte portuguesa passa a permitir que cada
senhor de engenho possuisse até 120 escravos do Congo vindos da Ilha de Sdo Tomé. Em 1587
a populacdo na Bahia era estimada em 2 mil colonos europeus, 10 mil escravos, destes sendo 4
mil de Guiné e 6 mil indigenas (RIBEIRO, 2013).

A partir de meados do século XVII a mdo de obra escrava passa a ser quase que
exclusiva de africanos. Foram trazidos entre os séculos XVII e XIX negros de diversas etnias,
algumas rivais entre si. Além da Guiné, a maior parte do trafego negreiro que desembarcou no
Brasil eram provenientes da regifo da Africa Centro-Ocidental (Chade, Camardes, Republica
Centro Africana, Gabdo, Congo, Republica Democréatica do Congo e Rio Muni ou Guiné
Equatorial; Mauritania, Mali, Niger, Senegal, Gambia, Guiné-Bissau, Serra Leoa, Libéria,
Burkina Fasso, Costa do Marfim, Gana, Togo, Benim, Nigéria, Sdo Tomé e Principe). Angola
e Mocambique fazem parte da Africa Meridional e Oriental, respectivamente, e participaram
do trafico de escravos. Os negros chegavam no mercado de escravos do Rio de Janeiro, Bahia,
Recife e Sdo Luis, sendo distribuidos para as mais variadas regides do pais (RIBEIRO, 2013 e
SLAVE VOYAGE, 2019).

0S hegros eram capturados em qualquer regido africana, mesmo no remoto
interior, sem discriminagdo de procedéncia e embarcados em portos da costa,
que reuniam assim escravos de varias tribos e varias regifes, as vezes

completamente afastadas umas das outras. (RAMOS, 1951).

N&o se sabe ao certo quantos negros africanos foram trazidos ao Brasil, uma vez que, 0s
documentos relativos a escraviddao foram destruidos por ordem do Ministro Rui Barbosa em
1890. Estima-se que, em 1600 tenham chegados em solo brasileiro por volta de 2 milhdes de

africanos, somando-se mais de 12 milhdes dois séculos depois. Segundo Prado Junior (1976),
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no século XVIII, os escravos representavam 1/3 da populacdo total, somando 6 milhdes de
escravos. (PRADO JUNIOR, 1976; REIS, 2000 e RIBEIRO, 2013).

Quando se observa a ancestralidade da populacéo brasileira nos dias de hoje, € possivel
observar que o componente africano deriva do Oeste e Centro-Oeste da Africa e do sul de
Mocambique, associados a populagio Yoruba/Mandeka do oeste da Africa ndo-Bantu; e outro
associado a populagdo Bantu do leste africano. (LINS, 2010; GOMES, 2019).

O termo “yorubd” ¢ recente, referente a populacdo do conglomerado linguistico e
cultural da costa oeste do continente africano, sendo o reino de Daomé o mais importante.
Estima-se que juntamente com o Yoruba, os negros de Mina (grupo Ashanti) formaram a maior
parte dos escravos trazidos ao Brasil, sendo levados principalmente para a Bahia, onde
receberam a denominacdo de nag6. A cultura desse povo se mantém viva até hoje, como
heranca a religiosidade no candomblé e umbanda. (RIBEIRO, 2013 e MELO, 2014).

J& o grupo Bantu refere-se a populagéo do leste africano, responsavel pela ancestralidade
mais evidente no Sudeste e Sul do Brasil. Essa regido é atualmente formada por Angola,
Burundi, Djibouti, Eritréia, Etiopia, Madagascar, Malawi, Moc¢ambique, Quénia, Ruanda,
Somalia, Sudao do Sul, Tanzénia, Uganda, Zambia e Zimbabue. No século XVI1I, a maioria dos
escravos que desembarcaram nos portos do Rio de Janeiro e S&o Paulo eram de origem Bantu,
particularmente de Mocambique (REIS, 2000; LINS, 2010 e RODRIGUES, 2010).

Segundo Gomes, o trafego negreiro no Brasil pode ser divido em quatro periodos, que
se estende do século XVI a meados do século XIX. O primeiro € chamado de Ciclo de Guine,
e tem inicio algumas décadas ap6s a chegada de Cabral a Bahia; tinha como portos de origem
Senegal, Gdmbia, Guiné-Bissau, passando por Cabo verde. O segundo, intitulado como Ciclo
do Congo e Angola, de onde veio a imensa maioria de africanos, persistiu até o fim do tréfico
negreiro (1850). O terceiro foi o Ciclo da Costa da Mina (século XVII1I), com destino a Bahia,
e 0 quarto comeca a partir do século XIX, sendo o Ciclo de Mocambique (Figura 2) (GOMES,
2019).
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Figura 2 — Origem dos Escravos Brasileiros.
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Sete entre cada dez africanos embarcados para o Brasil vieram de Angola
e do Congo. A segunda maior fornecedora de cativos foi a Costa dos Escravos,
entre Benim e Nigéria. Cerca de 700 mil homens e mulheres morreram na
travessia do Atlantico.

Fonte: Escraviddo, volume 1: Do primeiro leildo de cativos em Portugal até a morte de Zumbi dos Palmares.
Laurentino Gomes. 2019.

1.2 Ancestralidade brasileira autorreferida e dados do IBGE

Conforme exposto acima, € possivel observar que a populacdo brasileira é o resultado
da mistura entre os nativos amerindios, europeus e africanos. Imigrantes de outras origens,
como Oriente Médio, China e Japdo ingressaram no pool genético brasileiro mais tarde, a partir
dos séculos XIX e XX . Sendo assim, o Brasil um pais com uma diversidade genetica
importante, resultado de séculos de diferentes fluxos migratérios e miscigenacédo. (LINS, 2010;
PENA et al., 2020).

Em 1872 foi realizado o primeiro censo demografico brasileiro, pela Diretoria-Geral de

Estatistica (DGE), como mostra a Tabela 2. Neste primeiro censo, a populacdo brasileira era
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dividida entre individuos brancos, pardos, pretos e caboclos (mistura do indio com o branco),
podendo estes serem livres ou escravos. E possivel notar que em 1872 a populacio brasileira
possuia um quantitativo maior de homens e individuos livres; em que 38,07% eram brancos,
38,28% eram pardos, 19,74% pretos e 3,89% caboclos (PAIVA et al., 2012).

Tabela 2 — Populacdo geral brasileira em 1872, segundo censo realizado pela Diretoria-Geral
de Estatistica (DGE). Dados ajustados pelo MRP. Adaptado de Paiva et al., 2012.

Sexo Condicao
R torio P t
aca Homem Mulher Livres Escravos Somatorio orcentagem

Brancos 1.967.118 1.813.992 3.781.110 - 3.781.110 38,07%

POPULACAO | pardos  1.926.687 1.875.005 3.331.654 470.038  3.801.692 38,28%
BRASILEIRA

1872 Pretos  1.029.081 931.361  919.674 1.040.768 1.960.442 19,74%

Caboclos 200.983  186.251  387.234 - 387.234 3,89%

Total  4.318.699 4.100.973 8.419.652 1.510.806 9.930.478 100%

Atualmente, o IBGE é o responsavel pela pesquisa da cor ou raca da populacdo
brasileira. Em seu sistema classificatério, sdo empregados simultaneamente os métodos da
autodeclaracdo e da heteroatribuicdo de pertenca, em que um parente ou pessoa proxima atribui
0 grupo ao sujeito. De acordo com os Ultimos dados da Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios Continua (PNAD) de 2021, 43% dos brasileiros de autodeclaravam da cor branca,
9,1% preta e 47% da cor parda (Gréafico 1) (OSORIO, 2003 e IBGE, 2021).
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Gréfico 1 — Raca ou cor autodeclarada da populacdo brasileira nos anos de 2012, 2020 e 2021.
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Adaptado de IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Pesquisa por Amostra de Domicilios, Pesquisa

Nacional por Amostra de Domicilios Continua 2012/2021.

Cada regido tem sua particularidade especifica, estando relacionadas aos diferentes
perfis migratdrios, que se correlacionam com a histéria de colonizacdo brasileira como mostra
o Gréafico 2. Padrdes irregulares levaram a dinamicas migratdrias heterogéneas, afetando a
formacdo das comunidades locais, impactando a atual composicao étnica regional. A regido
Norte € a regido com o maior numero de individuos que se autodeclaram pardos (73,4), seguidos
das regibes Nordeste (63,1), Centro-Oeste (55,8); Sudeste (38,7) e Sul com (19,9). Jaem relacédo
a autodeclaracdo para individuos brancos, a regido Sul € a que apresenta 0 maior contigente
(75,1) e a regido Norte a com menor nimero (17.7) em 2021. (GONCALVES et al., 2010;
IBGE, 2021; AVILA, 2022).
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Gréfico 2 — Raca ou cor autodeclarada das cinco regides geograficas do Brasil, nos anos de
2012 e 2021.
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Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Pesquisa por Amostra de Domicilios, Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilios Continua 2012/2021.

Dessa forma, Pena e cols (2011), descreveram que o Brasil ¢ “o lar de pessoas
geneticamente heterogéneas, produto de cinco séculos de mistura entre amerindios, europeus e
africanos”. Rodrigues (2010) por sua vez em seu trabalho, aponta que a estatistica atual mostra
a genética do povo brasileiro é composta por brancos de origem europeia, indios guaranis e
negros do grupo Bantu, além dos mesticos entre essas trés racas, sendo 0s mesticos metade da
populacdo (RODRIGUES, 2010 e PENA et al., 2011).

Contudo, a miscigenacédo ocorreu de forma sexualmente assimétrica, em decorréncia do
modelo colonial vigente no Brasil, empregado pelos portugueses. Segundo Pena e cols (2011),
devido ao fato de poucas mulheres europeias terem vindo ao Brasil no periodo de 1500 a 1808,
a populacdo brasileira era formada por europeus, principalmente portugueses, do sexo
masculino, indigenas e africanos escravizados (PENA et al., 2011).

Os homens lusitanos misturaram-se amplamente com as mulheres amerindias, sendo
entdo a primeira geracao de brasileiros composta por 50% de ancestrais amerindios e europeus,
porém com um DNA mitocondrial (mtDNA) 100% amerindio. Contudo, mesmo com as
posteriores misturas com os europeus, que levaram a “europeizagao” dos ancestrais gendmicos,
a proporcao de mtDNA amerindia continuava elevada. (PENA et al., 2011)

Em seu trabalho, Santos e cols (2016) mencionaram que a ancestralidade europeia segue
um gradiente ao longo das cinco regifes geogréaficas brasileiras, onde encontrou-se um maior
percentual nas areas urbanas da regido Sul. Segundo o autor, as populacdes na regido Norte
apresentam uma proporcao significativa da ancestralidade de amerindios, e as regides Nordeste,
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Centro-Oeste e Sudeste apresentam a linhagem africana como a segunda maior contribui¢do na
ancestralidade (SANTOS ., 2016)

Porém, ainda ndo se conhece profundamente a variabilidade genética da populacédo
brasileira. A maioria dos estudos considera analises de subgrupos que nao séo representativos
da popula¢do como um todo, como por exemplo, ancestralidade autodeclarada, nivel social e
cor de pele. Apesar de a classificagdo em raca ser equivocada do ponto de vista genético, como
discutido por Pena, 2011, ela ainda é muito utilizada no Brasil, principalmente nos censos
demogréficos, que classificam os individuos em brancos, pretos, pardos e amarelo. E por meio
dos estudos de ancestralidade gendmica, fica ainda mais claro que este tipo de classificagdo
baseada em cor/raga é superficial, se tratando de Brasil (PENA et al., 2011 e MANTA, 2013).

1.3 Ancestralidade e marcadores moleculares na populagao

Devido aos diferentes padrdes de miscigenacdo envolvidos na formacdo da populagédo
brasileira, foi importante considerar a incorporacdo de marcadores genéticos de colonizadores
estrangeiros e 0s processos historicos que consequentemente os introduziram. Dessa forma, a
utilizacdo da biologia molecular como ferramenta para rastrear estes marcadores genéticos por
meio da investigacdo da ancestralidade € fundamental (SCHAAN et al., 2017).

Quando falamos de estudos populacionais, é impossivel ndo citar os marcadores
moleculares de ancestralidade. Os mais utilizados hoje em dia sdo 0os marcadores genéticos, que
compreendem como qualquer carater visivel ou um fenétipo que possa ser analisada, para qual
os loci individuais segregam de uma maneira mendeliana. Eles apresentam variabilidade e
possibilitam a diferenciacdo entre os individuos e populagdes. Gontijo (2008), expde que 0S
estudos com os marcadores genéticos auxiliam no entendimento das relacdes evolutivas entre
as populacgdes e na reconstrucdo das rotas e origens da populacgdo. Para esse tipo de estudo, é
importante incluir loci polimoérficos, cujo alelo mais comum apresenta uma frequéncia
populacional de no maximo 99% (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017 e GONTIJO, 2008).

Tais polimorfismos de DNA surgem através de uma variacdo (mutacdo), e a sua
deteccdo é um avanco para o campo da geneética molecular. A obtencdo de tais marcadores se
baseia em sequéncias de nucleotideos do fragmento de DNA e a deteccdo das diferencgas nessas
regides, ocasionadas por dele¢des, inser¢des e substituicdes (TURCHETTO-ZOLET , 2017).

Os marcadores moleculares podem seguir tanto a heranca mendeliana distinto quanto
serem autossémicos com heranga bi parental. A diferenca na transmissdo e nos padroes de

evolucgédo dos marcadores de heranca mendeliana distintos, tais como 0s genes e sequéncia do
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DNA nuclear (nDNA) véo refletir aspectos diferentes da biologia e da historia de uma
populagéo. Enquanto os marcadores autossomicos com heranca bi-parental, como por exemplo
0s microssatélites, sdo utilizados normalmente para identificacdo genética de individuos e
analises de parentesco, estimacédo da diversidade populacional, calculos de distancia genética e
elucidar a relacdo entre diferentes ragas e suas origens tal qual estimar a miscigenacéo (EGITO,
2007).

1.3.1 DNA mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas celulares responsaveis pela producdo energética, por
meio do metabolismo bioenergético celular e producdo de ATP por meio da fosforilacdo
oxidativa. Além disso, sdo responsaveis também por apoptose e regulacdo do ciclo celular,
homeostase redox e de calcio, além da sinalizacdo intracelular. Acredita-se que a origem das
mitocondrias se deu por meio da endossimbidse entre as células eucaridticas e bactérias do
género a-proteobacterium, que compartilha semelhancas genémicas (CHANG ., 2020;
LAWLESS et al., 2020 e CHOWDHURY et al., 2022)

Tais organelas possuem genoma proprio, onde cada organela contém 2-10 copias de um
mtDNA de fita dupla circular de 16,6 kb contendo 37 genes que acumulam variacdes genéticas
por meio da heranca materna, e sdo agrupadas em haplogrupos. Seu material genético é do tipo
plasmideo, e reside na matriz mitocondrial, sendo ao longo do tempo reduzido por meio de
transferéncia de genes para o genoma nuclear (BYBJERG-GRAUHOLM ., 2018 ; CHANG .,
2020; e LAWLESS et al., 2020).

O mtDNA abrange uma regido codificante, responsavel pela codificacdo diversos
polipeptidios dos complexos OXPHQOS, IlI, IV e V, além dos rRNAs 16s e 18s mitocondriais e
22 tRNAS para a sintese de proteinas mitocondriais, como ilustrado em Figura 3. Também
possui uma regido controle ndo codificante, de aproximadamente 1000 nt, que possui uma
origem de replicacdo do estande pesado (H), rico em guanina (G) e os promotores para a
transcricdo tanto do estande H quando do estande leve (L) rico em citosina (C) (WALLACE et
al., 2013; CHOWDHURY et al., 2022).
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Figura 3 — Mapa do mtDNA humano.
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O mtDNA foi identificado pela primeira vez por Margit M. K. Nass e Sylvan Nass, em
1963, em que os autores demonstraram que as “fibras mitocondriais” de embrides de galinhas
pareciam conter DNA. Com o passar do tempo e com o advento das tecnologias de
sequenciamento, o mtDNA tornou-se um alvo pratico para identificar diferencas entre
sequéncias utilizando comparagdo sisteméatica de tamanhos eletroforéticos de fragmentos
(DIMARCO, 2020).

A caracterizacdo do mtDNA feita em 1987 por Rebecca Cann, Mark Stoneking e Allan
C. Wilson, em 1987 na publica¢ao “Mitochondrial DNA and human evolution”, foi critica para
a reconstrucdo da evolucdo humana com base nas diferencas do mtDNA entre as populacdes
humanas contemporaneas. Por mutacdes serem comuns no material genético mitocondrial, é
possivel observar uma diversidade de sequencias de mtDNA, especialmente entre individuos e
populacdes humanas de origens diferentes (WALLACE et al., 2013 e DIMARCO, 2020).

A filogenia apresentada em 1987 incluia um ancestral comum africano para todas as
linhagens de mtDNA, e esta hip6tese ficou conhecida mais tarde como a Eva mitocondrial. 1sso
sO é possivel pois os polimorfismos e mutacbes do mtDNA se acumularam ao longo das
linhagens maternas a medida que as mulheres migravam da Africa para colonizar o globo. A
medida que novas mutagdes surgiram no mtDNA, novas linhagens no ramo da sua arvore
filogenética eram geradas (WALLACE et al., 2013 e DIMARCO, 2020).
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A utilizacdo do mtDNA como um reldgio molecular para reconstruir a evolu¢do humana
recente e marcador de afinidades genéticas em grupos humanos de diferentes regides
geograficas € especialmente util em estudos de Genética de populagdes. 1sso se da por uma série
de caracteristicas do mtDNA, como por exemplo: a sua organizacgdo simples, heranca materna,
além de uma taxa de evolucédo relativamente alta e sua falta de recombinacdo. E com base
nessas caracteristicas, € possivel entdo inferir padrbes de herangca com muito mais certeza com
base no mtDNA do que no nDNA (HAGELBERG et al., 1999 e DIMARCO, 2020).

Além disso, 0 mtDNA acumula substituicbes em uma taxa mais alta do que 0 nDNA,
possivelmente porque a atividade metabolica da propria mitocondria submete o seu material
genético a niveis mais altos de espécies reativas de oxigénio (ROS), devido a sua proximidade
com a cadeia de transporte de elétrons. Ou seja, no mtDNA, as diferencas se acumulam numa
taxa de tempo mais curtas, cerca de 5 a 15 vezes a do genoma nuclear. Além de 0 mesmo ser
replicado numa maior frequéncia, e possuir uma limitada protecdo dos mecanismos de reparo.
Tais mutacdes podem ser herdadas ou adquiridas esporadicamente ao longo da vida. E ao
contrario do genoma nuclear, 0o mtDNA é transmitido pela mée, havendo milhares de cdpias do
mesmo em cada célula (AL PAYNE et al., 2013 e WEI, 2019; DIMARCO, 2020 e LAWLESS
et al., 2020;).

Diferente do que observamos no nDNA, o mtDNA estd em um estado altamente
poliploide dentro de cada célula. Até poucos anos atras, acreditava-se que quase todos os seres
humanos possuiam todas as moléculas de mtDNA idénticas no nascimento (homoplasmia).
Porém, aproximadamente 25% dos individuos saudaveis herdaram uma mistura de mtDNA
denominada de heteroplasmia; que envolve quase exclusivamente 0 mtDNA D-loop néo
codificante. Isso € o resultado de danos ao seu material genético, gerando subpopulagdes de
mitocondrias portadoras de copias de mtDNA diferentes, com insercdes, delecdes e outras
muta¢des. Uma caracteristica que explica isso € a sua independéncia, uma vez que continuam
se replicando independentemente do ciclo celular, o que definimos como replicacéo relaxada
(AL PAYNE et al., 2013 e HEFTI et al., 2017 e LAWLESS et al., 2020).

A regido controle da molécula do mtDNA, também conhecida como regido ndo
codificante é a mais informativa em termos de ancestralidade materna, e € constituida em trés
regides hipervariaveis (HV-1; HV-11 e HV-11I). Tais regifes juntas sdo capazes de informar o
haplogrupo ancestral daquele individuo, por meio da presenca de motivos que variam de uma
sequéncia de referéncia. (SCHAAN et al., 2017).

A Sequéncia de Referéncia (CRS) que utilizamos atualmente foi primeiramente

sequenciada em 1981 na Inglaterra por Anderson e colaboradores a partir do mtDNA de uma
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mulher com ascendéncia europeia. Anos mais tarde, em 1999, Andrews e colaboradores
ressequenciaram a CRS, permitindo com erros na sequéncia original fosse corrigida, gerando a
sequéncia que utilizamos hoje em dia para comparacdo, a CRS revisada (rCRS) (ANDREWS
etal., 1999)

As HVR apresentam uma taxa maior de mutacdo, explicada pela deficiéncia de
mecanismos de reparacdo de mutacOes destas sequéncias, causadas pela baixa fidelidade da
DNA polimerase mitocondrial. Dessa forma, a HVR apresenta trés sub-regides com alto indice
polimorfico: HV-1 (342 pb — posicdo 16.024-16.365), HV-II (268 pb — posicdo 73 — 340) e a
HV-111 (137 pb — posicéo 438 — 574), como mostrado na Figura 4 (CARDENA, et al., 2013;
MIRANDA, 2017 e BRITO COSTA, 2019).

Figura 4 — Regides hipervariaveis do mtDNA humano
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Fonte: Miranda, 2017

De acordo com Miranda, ao longo da evolucdo humana, as mutacGes sofridas pelo
mtDNA foram acumuladas, o que gerou uma grande diversidade entre os individuos e entre as
populacdes. Essas sequéncias séo identificadas por um conjunto de variagdes, denominadas
haplo6tipos. Quando os haplétipos compartilham os mesmos polimorfismos, podemos entéo
agrupa-los em clados, os haplogrupos (MIRANDA, 2017).

A diversidade de haplétipos pode ser explicado por meio da vantagem adaptativa, em
que, se uma mutacdo fundadora mudasse a fisiologia mitocondrial de maneira benéfica para os
individuos naquele ambiente regional, entdo aquela linhagem de mtDNA se tornaria
enriquecida naquela localidade geografica, permitindo a colonizacdo humana dos diversos
ambientes que eles encontraram ao redor do mundo. Substituicbes subsequentes de bases
adicionais em mtDNA geraram hapldtipos descendentes regionais relacionados, que sao
denominados como haplogrupo. Sendo assim, cada continente e regido geografica possui uma
matriz distinta de tipos de sequéncias de mtDNA, caracteristica daquela regido (WALLACE et
al., 2013).

Bybjerg-Grauholm e colaboradores, (2018) em seu artigo relata que variantes genéticas do
mtDNA, assim como variantes nos genes nucleares que codificam o proteoma mitocondrial

estdo sendo correlacionados a doencas, mas frequentemente ndo reproduziveis. Os autores
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explicam que, por meio do processo de deriva genética aleatoria e selegdo, de acordo com a
migracdo das populagdes humanas, linhagens predominantes de mtDNA tornaram-se
especificas geograficamente (BYBJERG-GRAUHOLM ., 2018).

Dessa forma, cada haplogrupo esta relacionado com um conjunto proprio de variantes
de nucleotideos Unicos (SNVs), tendo propriedades bioenergéticas préprias e interaces
diferentes, com base nas influéncias nucleares e exposi¢oes ambientais. Atualmente, as
principais doencas relacionadas com alteracbes no mtDNA sdo doencas degenerativas
neuroldgicas, como doenca de Alzheimer, doencas de Parkinson, doencas psiquiatricas e
cardiacas, como hipertrofica e cardiomiopatia isquémicas (BYBJERG-GRAUHOLM ., 2018;
GUDISEVA ., 2019).

Outrossim, o mtDNA fornece uma ferramenta adicional para caracterizar evidéncias
bioldgicas. Sendo assim, além da aplicacdo na Genética populacional, 0 mtDNA é utilizado
também como importante marcador nas Ciéncias Forenses. Sua aplicacdo em casos forense
sempre foi Gtil para os geneticistas, principalmente devido a sua presenca ubiqua no material
biolégico, mesmo na auséncia do nDNA (como é o caso de materiais provenientes de 0Ssos,
dentes e cabelos). Porém, mesmo com a sua capacidade limitada de identificar individuos
devido a falta de recombinacdo, 0 mesmo oferece vantagens significativas quando se busca a
confirmacgéo da linhagem materna (COURT, 2021).

Além disso, 0 mtDNA também pode ser aplicado ao contexto clinico, uma vez que a
maioria das doencas mitocondriais estdo relacionados as alteracfes na regido codificante da
molécula. Essas doencas sao formadas por um grupo clinicamente heterogéneo, causadas por
defeitos no sistema de producdo de ATP, em que as muta¢cdes no mtDNA ou nos genes nDNA
relacionados & mitocondria podem resultar em disfungdo mitocondrial. A doenca geralmente
afeta multiplos 6rgdos em locais e gravidade variados (RODENBURG, 2011 e MOLNAR et
al., 2017).
1.3.1.1 Haplogrupos mitocondriais

Os haplogrupos sdo conjuntos evolutivamente conservados das varia¢Oes regionais de
haplotipos SNP de mtDNA, resultado de antigas migragdes populacionais humanas. Tais
haplogrupos apresentam distribuicdo geografica caracteristica, variam em frequéncias entre o0s
continentes e exibem diversas capacidades metabolicas. Isso ocorre uma vez que, 0 mtDNA
exibe uma alta taxa de mutacdo e ndo sofre recombinacdo. A partir das mutagdes, € possivel
gerar agrupamentos filogenéticos, em que sao considerados correspondentes com determinadas

regides geograficas, onde existem haplogrupos especificos da Africa, Asia, Europa e América,
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como podemos ver na Figura 5 (MIRANDA, 2017; BYBJERG-GRAUHOLM ., 2018 e
CHANG ., 2020).
Figura 5 — Mapa da migracdo do mtDNA

Fonte: mitomap.org

A classificacdo dos tipos de mtDNA em diferentes haplogrupos se deu com base em
polimorfismos de fragmentos de restricdo ou substituicdo de bases na regido controle do
mtDNA. Essa abordagem forneceu uma nomenclatura Util para os estudos de mtDNA de
diferentes regibes geogréaficas, e nos permite avaliar a origem (sub) continental dos individuos
por meio da ancestralidade matrilinear das populagdes. Além disso, demonstra a necessidade
de identificacdo filogenética de forma precisa das sequéncias dos diferentes haplogrupos para
se entender os eventos de migracdo humana (HAGELBERG et al., 1999 e ALVES-SILVA et
al., 2000).

Estimar o haplogrupo das linhagens de mtDNA é crucial para pesquisas cientificas e
analises diagnosticas forense. Gracas a essas linhagens, foi possivel reconstruir as migracdes
humanas, baseadas na distribuicdo dos haplogrupos mitocondriais existentes. Na genética
forense, os haplogrupos fornecem informagdes que podem ser usadas para consideracoes
filogenéticas e filogeograficas (DUR et al., 2021).

Os nomes do haplogrupos mitocondriais foram desenvolvidos na década de 1990, sendo
catalogado sistematicamente desde 2009 no banco de dados Phylotree(mt)

(https://www.phylotree.org/tree/index.htm, acessado em 04 de fevereiro 2023). Esse

dispositivo é gratuito, e foi atualizado pela ultima vez em fevereiro de 2016; contando com uma
arvore com 5.435 motivos de definicdo de haplogrupos diferentes. Ele é a base para o
desenvolvimento de outros softwares que estimam o status do haplogrupo de um determinado
mitotipo (hapl6tipo de mtDNA), como por exemplo o EMPOP (DUR et al., 2021).


https://www.phylotree.org/tree/index.htm

33

E com base em novos sequenciamentos de mtDNA de populagdes diferentes, novos
dados populacionais sendo gerados, se observa um numero crescente de sequéncias que nao
possuem correspondéncia verdadeira nesta arvore. Com isso, estima-se que, com base nos
novos dados adicionados ao Phylotree, os resultados dos haplogrupos fiqguem mais fidedignos
a sua origem (DUR et al., 2021).

Os haplogrupos caracteristicos de Africa estdo relacionados e englobam dentro de uma
linhagem especifica do continente denominada de “macrohaplogrupo L”, que surgiu entre
130.000 e 200.000 anos. Esse macrohaplogrupo foi fundado por mtDNAs semelhantes ao
haplogrupo LO, comum entre populacdes da Africa do Sul. Ja na Etidpia, ha 65.000 anos o
haplogrupo L3 deu origem aos haplogrupos M e N. Os descendentes de M e N deixaram a
Africa para colonizar o resto do globo. O macrohaplogrupo M moveu-se ao longo do Sudeste
Asiatico, chegando a Australia. Mais tarde, os descendentes de M se mudaram para o Norte do
Sudeste asiatico, formando uma infinidade de haplogrupos de mtDNA da Asia Central e
Oriental, incluindo: C, D, G, M1-M20 (BEHAR et al., 2008 e WALLACE et al., 2013).

J& o macrohaplogrupo N, fora da Africa, foi para duas direcbes: Uma moveu-se pelo
Sudeste da Asia para a Australia e do Sul da Asia e do Norte da Asia central, gerando 0s
haplogrupos A e Z. Além disso, 0 macrohaplogrupo N ainda se mudou para o Norte da Africa,
gerando os haplogrupos europeus I, X e W. Na Eurasia, N também deu origem ao
submacrohaplogrupo R. J& R deu origem aos demais haplogrupos europeus: H, J, Uk, T, U e V.
Além disso R também se moveu para o leste produzindo os haplogrupos asiaticos B e F
(BEHAR et al., 2008 e WALLACE et al., 2013).

A partir de analises completas do genoma mitocondrial, foram identificadas ao menos
15 linhagens fundadoras no pool genético amerindio, sendo elas: A2, B2, Clb, Clc, Cl1d, C1d1,
D1 e D4h3a; além dos restritos ao Norte da América do Norte: A2a, A2b, D2a, D3 e X2a, e
outros encontrados no extremo Sul da América do Sul, incluindo o B21, D1g e C1b13. Com
isso, é proposto que a maioria das linhagens de mtDNA de nativos foram geradas durante o
periodo em que esses individuos ficaram isolados na Beringia, ha cerca de 5000 anos
(GONGALVES et al., 2013).

Com isso, temos que de toda a diversidade africana, apenas as linhagens M e N
colonizaram o resto do mundo. Além disso, dos mtDNAs asiaticos, apenas as linhagens A, C e
D se mudaram do extremo Nordeste da Sibéria e deram origem aos paleo-indios. Ademais, a
taxa de evolugdo da sequéncia de mtDNA é tal que produziu importantes mudancas evolutivas
no mtDNA que coincidem com as principais migracdes geogréficas humanas, como visto na
Figura 6 (WALLACE et al., 2013).
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Figura 6 — Arvore de classificacio dos haplogrupos de mtDNA, suas origens e mutacdes
(nimeros ao longo dos links). Cada haplogrupo se encaixa dentro dos continentes Africa,
Europa, Asia ou Nativo. Cada quadrado representa o n6 do respectivo haplogrupo. CRS indica
a sequéncia de referéncia revisada, e “mtEve” sendo a raiz da arvore
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Fonte: Reproduzido de Alves-Silva, 2000.
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portanto, ndo sofre recombinacdo. Dessa forma, as variantes de nucleotideo Unico do mtDNA
que se acumularam ao longo da histéria permanecem em desequilibrio de ligacdo (WALLACE
etal., 2013).

1.4 Diabetes

1.4.1 Epidemiologia e patogenia do diabetes

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a diabetes mellitus € a
endocrinopatia mais recorrente, afetando aproximadamente 422 milhdes de individuos em
2014, sendo que no Brasil, 13 milhdes sdo acometidos. Ela se caracteriza pela deficiéncia
insulinica, decorrente da ndo producédo da insulina pelo pancreas, ou devido ao organismo ndo
conseguir empregar adequadamente a insulina produzida. As formas mais comuns da doenga
sdo a tipos 1 (autoimune), que acometem de 5 a 10% dos diabéticos, e a tipo 2 (adquirida), que
representa 90% dos casos, sendo em ambas o quadro de hiperglicemia observado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019 e
PASSO et al, 2020).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) caracteriza-se por deficiéncia insulinica grave, sendo
considerado a endocrinopatia mais comum da infancia e adolescéncia. E sabido que essa
deficiéncia insulinica ¢ gerada pela destruicdo autoimune das células B-pancreaticas das ilhotas
de Langherans, juntamente a susceptibilidade genética e fatores ambientais. Dessa forma, pouca
ou nenhuma insulina € liberada, fazendo com que a glicose permaneca no sangue e nao sendo
usado como fonte energética pelas células (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019
e ALEOTTI et al., 2020).

De acordo Diaz-Valencia e cols. (2015), os fatores com maior capacidade de influenciar a
variabilidade da incidéncia do DM1 mundial seriam o clima e o meio ambiente; dados
demograficos (exemplo o indice de massa corporal das populagdes); e indicadores econémicos
e de salde das populagdes. Dados recentes em um estudo realizado em Bauru mostram que a
incidéncia da doenga também esta aumentando no Brasil (DIAZ-VALENCIA et al, 2015; e
NEGRATO et al., 2017).

A patogenia da diabetes tipo 1 por sua vez envolve tanto componentes celulares (linfocitos
T CD4 e T CD8) quanto humorais, pela presenca de autoanticorpos e autoantigenos. Os
autoantigenos séo os responsaveis pela destruicdo das células beta, que sdo originados das

lesbes provocadas nessas células. Os autoantigenos sdo reconhecidos pelo sistema imune,
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gerando entdo uma resposta autoimune. Diversos fatores ja foram mencionados como 0s
desencadeadores de tal resposta, como por exemplo, a quebra da tolerancia imunolégica por
disbiose intestinal ou infec¢des virais (PASSO et al, 2020 e HAYASHI et al., 2020).

O DML1 esta associado a um aumento do risco de complicacdes crénicas microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas) e cardiovasculares, resultando em elevadas
taxas de morbidade e mortalidade em faixas etarias jovens, justificando a identificacdo precoce
de possiveis marcadores genéticos, clinicos e laboratoriais destas complicacGes para a criacdo
de medidas de prevencao e terapéuticas adequadas que possam alterar o curso natural da doenca.
Dentro do contexto dos marcadores genéticos das complicagBes crbnicas, o estudo da
ancestralidade genémica em pacientes DM1 no Brasil € de grande interesse pois poucas
populacdes mundiais tém a diversidade étnica observada no nosso pais (KLEIN et al., 1984;
FOLEY et al., 2007 e FOSS-FREITAS et al. 2008).

1.4.2 DNA mitocondrial em diabéticos

Até o presente momento n&o foi realizado nenhum estudo de mtDNA em pacientes com

DML1. Estudos de mtDNA na populagédo brasileira tem demonstrado que a contribuicdo e

Africana, Amerindia e Europeia foi de respectivamente, 28%, 33% e 39% e que a mesma

também apresentou uma distribuicdo geografica. Ressaltamos, entretanto, que nenhum destes

estudos avaliou a relacdo entre cor autodeclarada e local de nascimento dos pais e avés com a
ancestralidade gendmica do individuo (ALVES-SILVA et al., 2000).

De maneira geral, é possivel concluir que a diversidade genética na populacao

brasileira é vasta, devido a diferentes padrdes de miscigena¢do. Nenhum estudo analisando o

mtDNA de pacientes diabéticos foi realizado no Brasil. A associacdo dos dados de

ancestralidade matrilinear com a cor autodeclarada e local de nascimento dos mesmos nos

permitird avaliar se existem correlagGes entre estes dados e a manifestacdo da doenca.

1.4.3 Ancestralidade da diabetes

De acordo com a ultima pesquisa nacional realizada pelo IBGE, a cor autorreferida/etnia
no Brasil é composta por brancos (48,8%), pardos (mulatos) (43,8%), preta (6,5%), indios
(0,9%), com uma grande variabilidade em todo o pais. No que diz respeito a dados de pacientes
com diabetes, a incidéncia da doenca estd aumentando sem estar relacionada a um grupo étnico
especifico. (DCCT Research Group, 1993; FERREIRA, 2006; NEGRATO et al., 2017).
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A pesquisa realizada por Gomes e colaboradores (2018) mostrou que a etnia
autorreferida em uma amostra de pacientes com DM1 no Brasil foi composta por 54,3% de
brancos, 35,9% de pardos, 7,8% de preto, 1,1% de ascendente oriental e indios nativos com
0,9%, também revelando uma grande variabilidade através das quatro regides geogréficas.
Além disso, 0 mesmo estudo revela que a ancestralidade gendémica europeia era mais prevalente
na populacdo diabética (67,8%) e nos pacientes que se autodeclararam como brancos (74,6%)
e pardos (61,1%). Nos pacientes autodeclarados negros, a ancestralidade europeia era de 39,1%
guando comparados com os controles da mesma regido demografica. Além disto, observou-se
que a ancestralidade europeia era maior no Sul/Sudeste e a africana no Norte/Nordeste
(GOMES ., 2018; IBGE, 2021).

E importante notar que, comparando o estudo de Gomes ., (2018) com a pesquisa
nacional do IBGE acima mencionada, a incidéncia de DM1 é maior entre brancos e pardos. Isto
poderia ser relacionado com a imprecisdo na etnia autorreferidas ou para algumas caracteristicas
do DML no Brasil, até agora desconhecida. Dentro deste contexto é importante enfatizarmos
que a etnia no Brasil é relacionada ao nivel socioeconémico e, ambas podem exercer grande
influéncia no estado de satde do individuo (GOMES et al., 2018).

J& quando utilizado o Cromossomo Y como marcador molecular para estudar a
ancestralidade paterna dos pacientes com DM1 no Brasil, poucos sdo os estudos. Porém, o que
se sabe sobre a ancestralidade patrilinear dos individuos portadores de DM1, foi recentemente
publicado em um estudo realizado no Maranh@o com 152 pacientes, utilizando a analise dos 26
marcadores STR do cromossomo Y. Neste estudo, chegou-se a conclusdo de que os individuos
com e sem DM1 no Maranhdo tém origem europeia como Seu maior componente, e
porcentagem de afro-americanos e nativos maiores do que outras populages brasileiras. Dessa
forma, a origem patrilinear europeia foi evidenciada pela maior frequéncia do haplogrupo R1b
(AZULAY ., 2021).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
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Avaliar a ancestralidade matrilinear (europeia, africana e amerindia) em pacientes com

DM1 com base em sua cor autodeclarada e localidade geogréfica e comparar com os dados

gerais da populacdo brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

d)

Determinar os haplotipos das linhagens de mtDNA das amostras de
pacientes com DM1;

Determinar as frequéncias dos haplogrupos de mtDNA de amostra dos
pacientes com DM1;

Avaliar a variabilidade das linhagens matrilineas em pacientes com
DM1 e made e avos estratificados por local de nascimento e cor
autodeclarada.

Comparar os dados de haplétipos e haplogrupos entre pacientes com

DM1 e com dados da populacéo brasileira;
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho de estudo

Este estudo engloba 204 pacientes do projeto intitulado “Associacdo de alelos do
sistema principal de Histocompatibilidade com ancestralidade autossdomica, do cromossoma Y
e do DNA mitocondrial em pacientes com diabetes tipo 1: relagdo com a cor autodeclarada em
pais ¢ avos” que conta com 685 pacientes diabéticos, sendo esta derivado de um estudo
multicéntrico transversal em diabetes tipo 1 ja realizado entre agosto de 2011 e agosto de 2014
(projeto CNPQ Edital n°42/2010; processo 563753/2010-2; CAAE: 53563115.2.1001.5259),
com 1.760 pacientes das de nove centros, distribuidos pelas cinco regides geograficas
brasileiras. Para este trabalho, foram sequenciados 204 amostras, sendo 103 da regido Nordeste,
7 da regido Norte, 81 da regido Sudeste e 13 da regido Sul.

Os pacientes participantes do estudo sdo brasileiros, portadores de diabetes mellitus tipo
| (DM1), em acompanhamento médico pelo Sistema Unico de Satide (SUS). Os pacientes foram
diagnosticados pela presenca de sintomas clinicos caracteristicos de DM1, tais como: grau
variado de hiperglicemia, perda de peso, poliuria, polidipsia, polifagia e a necessidade de uso
continuo de insulina desde o diagndstico.

Os pacientes incluidos tinham pelo menos 13 anos de idade, e fizeram o
acompanhamento minimo de 6 meses no seu respectivo centro de estudo. Dessa forma, cada
centro forneceu dados de ao menos 50 pacientes com DM1 que compareciam regularmente a
clinica. Todos os individuos incluidos no estudo foram devidamente orientados de forma verbal
e atraves de um termo de consentimento livre e esclarecido obtidos pelos pacientes ou dos seus
pais e ou responsaveis (TCLE: anexo 1).

O projeto aborda as caracteristicas clinicas e genéticas da diabetes tipo 1. As analises
genéticas foram realizadas em parceria com o Laboratério de Histocompatibilidade e
Criopreservacdo da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) sob coordenacdo do
professor Dr. Luis Cristdvao de Moraes Sobrino Porto e do Laboratdrio de Diagndstico por
DNA sob coordenacdo da professora Dr2. Dayse Aparecida da Silva. Este estudo foi aprovado
pelo comité de ética do Hospital Universitario Pedro Ernesto (Universidade do Estado do Rio

de Janeiro) e pelo comité de ética local de cada centro.
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3.2 Coleta de dados

Os pacientes responderam a um inquérito (anexo 2) sobre os antecedentes familiares,
pais e avO0s maternos e paternos abordando a cor autodeclarada e local de nascimento dos
mesmos. O questionario padronizado foi aplicado durante a Consulta clinica para avaliar os
dados clinicos e demogréficos, tais como: sexo, idade, local de nascimento, cor/raca
autodeclarada, idade do diagnostico e duracao do diabetes.

Além disso, informacdes acerca da histdria familiar, local de nascimento e cor/raca dos
parentes também foram coletadas, para parentes de trés geracdes. A cor/raca foi avaliada a partir
da classificacdo do IBGE, em preta, branca, parda, amarela (asiatica) e indigena. Quando o
nascimento era notificado fora do Brasil, os dados foram estendidos para a geracao ascendente,

nos casos de dados ndo declarados.

3.3 Metodologia e Andlise de dados

3.3.1 Extracdo, amplificacdo e purificacdo do mtDNA

A extracdo de DNA foi realizada em uma amostra de sangue periférico usando o Kit
comercial SP QIA Symphony de acordo com as diretrizes do fabricante (Qiagen, EUA).

Para a amplificacdo, foi padronizado a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) com um volume de 10 pL conforme exposto na Tabela 5. Foram utilizados um mix a
2UM dos primer senso L15900 (L15900 — TAA ACT AAT ACACCAGTC TTG TAA ACC)
e antissenso H639 (GGG TGA TGT GAG CCC GTC TA), que abrange a regido controle do
mtDNA (Figura 7), conforme descrito por Reis et al., 2019.

Tabela 3 — Protocolo para a reacdo da PCR

Reagentes Volume por amostra (uL)
Tampdo Qiagen [2x] 5
Primer MIX (L15900/H639) [2 uM) 1
H>O 1
DNA 2
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Figura 7 — Posicdo de anelamento dos primers utilizados na PCR: L15900 e H639 na regiédo
controle.

L15900

L 4

342 pb 268 pb 137 pb

HV- Hv-lI HV-lI

16024 16365 73 340 438 574

N m

16519

Fonte: A autora

A reacéo seguiu o protocolo de ciclagem de desnaturacdo inicial a 95 °C por 15 minutos,
seguido pelo nimero otimizado de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
temperatura de anelamento de 60 °C por 90 segundos, e extensdo a 72 °C por 1 minuto e por
fim, polimerizacéo final & 72 °C por 10 minutos.

Ao fim da PCR, foi seguido a confirmacéo da amplificacdo em gel de agarose 1,2% (1,2
g de agarose + 100 pL de tampdo TAE 1x), utilizando 1 pL de intercalante de DNA (Corante
N&o Mutagénico Safer - Kasvi) e 2 L da amostra.

Em seguida, foi realizada a purificagdo da amostra utilizando a enzima Exonuclease | e
Shrimp Alkaline Phosphatase (EXO/SAP, Thermo Scientific Fermentas), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Nessa etapa, o protocolo de ciclagem foi 37 °C por 15 minutos e

85 °C por 15 minutos.

3.3.2 Reacdo de sequenciamento e analise de sequéncias

A regido controle foi sequenciada utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems™) e os primers senso L15900 e anti-senso H639, em tubos
de reacOes diferentes. Quando o sequenciamento direto utilizando os dois primers ndo foi
suficiente para contemplar a regido controle como um todo, como € o caso de amostras com
heteroplasmias nas posicdes 16189 (T>C); T309C; heteroplasmia de comprimento pela
insercdo de AC em 513 e 525, ou transicdes na posicdo 460, foi utilizado os primers

complementares, conforme mostrado em Quadro 1 e Figura 8.
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Quadro 1 — Relacdo de primers internos utilizados na etapa de sequenciamento para amostras
que possuem heteroplasmias ou transigoes.

Primer | Orientacdo Sequéncia (5° - 3°)
L16555 | Senso CCCACACGTTCCCCTTAAAT
L16268 | Senso CACTAGGATACCAACAAACC
L314 Senso AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC

H159 Antissenso AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC
HO16 Antissenso TGATAGACCTGTGATCCATCGTGA
H599 Antissenso CACTAGGATACCAACAAACC

H484 Antissenso TGAGATTAGTAGTATGGGAG
Fonte: Cardena et al., 2013 e Reis et al., 2019

Figura 8 — Posigéo de anelamento dos primers internos utilizados no sequenciamento da regido
controle

L16268 >
L16555 b
L314 [
342 pb 268 pb 137 pb
HV- Hv-lI HV-lII
16024 16365 73 340 438 574
16519
< : H159
- HO16
< H599
< H484

Fonte: A autora.
Foi seguido as recomendagfes do EMPOP utilizando 200ng de DNA em um volume

final de 10 pL, como descrito nas Tabelas 3 e 4. O perfil de ciclagem do sequenciamento foi
de desnaturacédo inicial a 96 °C por 2 minutos, 35 ciclos de deshaturacdo a 96 °C por 15
segundos, anelamento a 50 °C por 9 segundos e extensdo a 60 °C por 2 minutos, por fim

extensdo final a 60 °C por 10 minutos.

Tabela 4 — Protocolo para a reacdo de sequenciamento do primer H639

Reagentes Volume final (uL)
Big Dye 2
Tampéo 1
Primer H639 [2,5uM) 1
H-0 1

Total da reacdo: 5 pL do mix + 5 pL do produto de PCR




43

Tabela 5 — Protocolo para a reacdo de sequenciamento dos primer L15900; L16555; L16268;
L314 e H159; H016; H599 e H484

Reagentes Volume final (uL)
Big Dye 0,5
Tampao 0,75
Primer L15900 [2,5uM] 0,5
H20 1,75

Total da reacdo: 3,5 pL do mix + 1,5 yL do produto de PCR

Com o fim da reacdo de sequenciamento, seguiram para a etapa de purificacdo para
eliminacdo de ddNTPs livres com a coluna de Sephadex (llustraSephadex DNA Grade; GE
Healthcare). Para esse procedimento, foram adicionadas 800 pL de Sephadex em uma coluna
com filtro, apoiadas em um tubo de 2 mL. Os tubos foram adicionados na centrifuga, sofrendo
rotacdo em 6.500g por trés minutos. Ao fim dos trés minutos, uma coluna de Sephadex foi
formada. A coluna foi transferida a um novo tubo de 2 mL devidamente identificado; e ao centro
da mesma adicionada 5 pL do produto da reacdo de sequenciamento, que sofreu uma nova
centrifugacdo a 6.500g por trés minutos.

Passados os trés minutos, o produto purificado encontrava-se no fundo do tubo de 2 mL.
Neste, foram adicionados 10 pL de formamida, misturada por up and down no tubo, e com
seguinte adicdo na placa para sequenciamento. A eletroforese foi realizada em sequenciador
automatico ABI PRISM ® 3500 (Applied Biosystems, CA, USA).

3.3.3 Anélise de dados

Todos as sequéncias forward e reverse foram verificadas manualmente e alinhadas com
a Sequéncia de Referéncia de Cambridge revisada (rCRS), usando o programa SeqScape
Versdo 2.7 (Applied Biosystems, CA, USA), seguindo as atualizagdes de guias de nomenclatura
para mtDNA. Para garantir a qualidade dos dados, duas avaliagOes independentes de dados
brutos foram realizadas para determinacdo dos haplétipos. O software EMPOP foi utilizado
para determinacdo dos haplogrupos de acordo com a versdo mais atualizada da arvore
filogenética do DNAmt, Phylotree. Os haplotipos foram convertidos em sequéncias utilizando
a ferramenta HaploSearch (POLETTO et al., 2019).

O software Arlequin (versdo 3.5.2.2) foi utilizado para as analises interpopulacionais,

como o calculo de distancia genética (pairwise Fsr), diferenciacdo populacional, distribuigdo
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mismatch e diversidade molecular.

Os resultados do nosso trabalho foram agrupados de acordo com a cor autodeclarada, e
local de nascimento dos pacientes. A distribuicdo da origem geografica matrilinear por grupos
de cor autodeclarada nos pacientes foi calculado utilizando o excel. Para fins de comparacéo da
ancestralidade matrilinear com individuos saudéaveis do Brasil, foram utilizado dados ja
publicados das quatro regides brasileiras: Sudeste (Cardena et al., 2013; Sanches, 2013; Dos
Reis et al., 2019; Fridman et al., 2014 e Siméao et al., 2018); Sul (Palencia et al., 2010 e Poletto
et al., 2019); Norte (Nogueira et al., 2017) e Nordeste (Schaan et al., 2017).

O software Arlequin foi utilizado novamente, para céalculo da distancia genética e Fst
(numero de permutagdo 10.000 e limiar de significancia 0,05) entre as amostras dos pacientes
e com os dados da literatura para as regides Sudeste (Cardena et al., 201; Sanches, 2013; Dos
Reisetal., 2019; Fridman et al., 2014 e Siméao et al., 2018) e Sul (Palencia et al., 2010 e Poletto
et al., 2019). E para se evitar erros estatisticos, a correcdo de Bonferroni foi aplicada aos testes
de significancia.

O software GraphPad Prism (9.5.1) foi utilizado para calcular a distribuicdo por
autodeclaracdo dos haplogrupos, foi utilizado o teste Anova e o Teste T par a par (dados nédo

mostrados).
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4 RESULTADOS

Este trabalho permitiu a elaboracdo de uma base dados com 204 haplotipos provenientes
da andlise da Regido Controle do mtDNA de pacientes com DM1 do Brasil. Ao final deste
estudo, os resultados obtidos serdo apresentados em forma de pdster destaque no evento
cientifico XXXVI Congresso Brasileiro de Genética Médica, a ser realizado em Agosto de 2023
em S&do Paulo (Apéndice C) e submetido como artigo cientifico a Revista Brasileira

Internacional “Genomics and Molecular Biology” (Apéndice D).

4.1 Caracterizacdo dos haplétipos de mtDNA de pacientes com DM1

Neste trabalho foi analisada a regido controle do mtDNA de 206 pacientes diabéticos
residentes de quatro regides geograficas do Brasil (Norte, Nordeste, Sul e Sudeste). Ap6s a
exclusdo de pacientes aparentados, obtivemos 204 haplétipos geradas, dos quais 190 eram
unicos. 11 haplétipos foram compartilhados por mais de um individuo, sendo o mais frequente
compartilhado entre trés individuos.

Os dados sobre diversidade molecular s&o encontrados na Tabela 6. E possivel observar
uma grande diversidade de haplétipos Unicos dentro da populagdo. Quando a estratificamos de
acordo com a regido de nascimento, tal diversidade aumenta, uma vez que, existiam haplétipos
compartilhados entre as diferentes regides geograficas. Com isso, a diversidade haplotipica
encontrada nas amostras de DM1 no Brasil foi de 0.9991 + 0.0006, sendo a probabilidade de
dois individuos compartilharem o mesmo haplétipo de 0,58%. Quando estratificamos os dados
por regido, temos os dados de diversidade haplotipica da regido Sudeste sendo de 0.9994 +
0.0020; para a regido Nordeste 0.9977 + 0.0019; na regido Sul a diversidade foi de 1.0000 +
0.0302; enquanto na regido Norte foi de 1.0000 + 0.0764.

Tabela 6: Parametros de diversidade molecular, obtidos para as amostras de pacientes com DM1
no Brasil, e seus agrupamentos por regido. Dados obtidos por meio do software Arlequin.

Parametro Brasil Nordeste Norte Sul  Sudeste
Tamanho amostral 204 103 7 13 81
Numero de haplétipos Unicos 190 94 7 13 76
Substituicdo 228 175 44 62 156

e Transicdo 221 155 41 58 141

e Transversido 27 20 3 4 15
Indels 35 21 7 10 23

Numero de sitios polimorficos 240 185 51 71 167




46

4.2 Caracterizacao dos haplogrupos de mtDNA de pacientes com DM1

Dos dados gerados a partir da analise de mtDNA dos pacientes com DM1 no Brasil, 190
haplotipos foram gerados, conferindo um total de 120 haplogrupos Unicos. Desses, 89 (43,6%)
tinham origem matrilinear amerindia (A = 10,3%; B = 9,8%; C=16,7% e D= 6,9), 78 (38,2%)
tinham origem matrilinear africana (LO= 3,4%; L1=8,8%; L2=9,8%; L3=16,2), e 0s de origem
europeia foram 37 (18,1%) (H= 3,4%; HV=0,98%; J = 3,9%; R0= 2,9%; U= 3,9%; W= 0,9%

e T=1,9%), como é observado no Gréfico 3.

Gréfico 3 — Distribuicdo dos haplogrupos nas amostras de pacientes com DM1 no Brasil.

HAPLOGRUPOS mtDNA EM PACIENTES COM DM1

A
HAPLOGRUPO| n (%)
89 (43.6)
A 21(10,3) 5
B 20 (9,8)
C 34 (16,7)
D 14 (6,9)
AFRICANO | 78 (38,2)
LO 7(3.4)
L1 18 (8.8)
L2 20 (9,8)
L3 33 (16.2) ©
EUROPEU | 37 (18.1)
H 7(3.4)
HV 2 (0,98)
J 8 (3.9)
RO 6(2.9) D
T 4(19) 0
HL,J“, g Egg; ___|AmERINDIO
I AFRICANO
1| EUROPEU

Os pacientes com componente de origem amerindia (n=89) foram os com maior

guantitativo nas amostras de pacientes com DM1 (43,6%), representando 34 haplogrupos
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distintos. O macrohaplogrupo A foi compartilhado com 21 individuos, desses 9 sendo
haplogrupos distintos; o macrohaplogrupo B foi encontrado em 20 pacientes, sendo 6 distintos.
O haplogrupo mais frequente foi o C (n=34), sendo o subhaplogrupo C1b o mais comum
(n=17), o que caracteriza 8,3% das amostras; e 0 macrohaplogrupo D foi 0 menos frequente,
sendo observado 14 vezes, porém com uma diversidade maior, com 9 haplogrupos diferentes,
como pode ser observado no Quadro 2.

Quadro 2 — Quantitativo e frequéncia dos macrohaplogrupos de mtDNA de linhagem amerindia
(A, B, C e D) e seus respectivos subhaplogrupos considerando o total de pacientes com DM1
no Brasil.

Haplogrupo N | Frequéncia | Haplogrupo N Frequéncia

A 21 10,29 C 34 16,67

A2 3 1,47 C1 1 0,49
A2+(64) 5 2,45 C1+16311 1 0,49
A2+(64)+@153 | 1 0,49 Cla 1 0,49
A2+(64)+@153 | 1 0,49 Cib 17 8,33
A2d2 3 1,47 Ci1b2 2 0,98
A2+(64)+16129 | 1 0,49 C1b8 4 1,96
A2aa 1 0,49 C1b8a 1 0,49
A2ag 1 0,49 C1d+194 4 1,96
A2al 5 2,45 Cidid 2 0,98

B 20 9,80 Ch1 1 0,49

B2 1 0,49 D 14 6,86

B2r 3 1,47 D1 2 0,98
B2b3a 2 0,98 Dle 1 0,49
B2c2 2 0,98 D1f 1 0,49

B4 1 0,49 D1fl 2 0,98

B4b 11 5,39 D4 1 0,49
D4b2al 1 0,49

D4h2 3 1,47

D4h3a 2 0,98

D4h3a5 1 0,49

O componente de ancestralidade matrilinear africano foi o segundo mais frequente em
nossa amostra (n=78), o que representa 38,2% dos individuos com DM1 no Brasil. Foram
encontrados 56 haplogrupos distintos. O macrohaplogrupo LO foi encontrado em 7 individuos,
sendo 4 diferentes. O macrohaplogrupo L1 foi compartilhado com 18 individuos, possuindo 14
haplogrupos diferentes. J& o macrohaplogrupo L2 foi encontrado em 20 pacientes, possuindo
18 haplogrupos diferentes. O macrohaplogrupo mais comum nessa populacao foi o L3 (n= 33),
sendo o subhaplogrupo L34a o mais comum (n=4), caracterizando aproximadamente 2% das

amostras, como indicado no Quadro 3.
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Quadro 3 — Quantitativo e frequéncia dos macrohaplogrupos de mtDNA de linhagem africanas (LO, L1, L2 e L3) e seus respectivos subhaplogrupos
considerando o total de pacientes com DM1 no Brasil.

Haplogrupo N Frequéncia Haplogrupo N Frequéncia Haplogrupo N Frequéncia
LO 7 3,43 L2 20 9,80 L3 33 16,18
LOala2 1 0,49 L2ala3 1 0,49 L3 1 0,49
LOalbl 3 1,47 L2ala2 2 0,98 L3b 1 0,49
L0alb2 1 0,49 L2al1+16189+(16192) 1 0,49 L3b2 1 0,49
L0a2a2 2 0,98 L2alc+16086 1 0,49 L3b3 2 0,98
L1 18 8,82 L2alc+16129 1 0,49 L3d 2 0,98
L1b1a+189 2 0,98 L2ald 1 0,49 L3d4 1 0,49
L1b1a10 1 0,49 L2alcl 1 0,49 L3el 1 0,49
L1blal8 1 0,49 L2a5 1 0,49 L3ela 3 1,47
Llcla2b 1 0,49 L2alf3 1 0,49 L3elal 1 0,49
Llclbl 1 0,49 L2blb 1 0,49 L3ela3b 1 0,49
Llicld 2 0,98 L2bla 1 0,49 L3elh2 2 0,98
Llc2 1 0,49 L2b2 1 0,49 L3e2 1 0,49
Llc2ala 1 0,49 L2c2 2 0,98 L3e2albl 1 0,49
L1c2a3a 1 0,49 L2b2 2 0,98 L3e3 3 1,47
L1c2b2 1 0,49 L2b3c 1 0,49 L3e2albl 1 0,49
Lic4 2 0,98 L2c2blb 1 0,49 L3e2b+152 2 0,98
L1c3b 2 0,98 L3eda 4 1,96
Llc4b 1 0,49 L3flblal 3 1,47
L2al1+143 1 0,49 L3flb4 1 0,49
L2al 1 0,49 L3f3b 1 0,49
L1c5 1 0,49 L3h1b2 1 0,49
Llc4b 1 0,49



https://empop.online/haplotypes#L1c1b1

49

J& o componente europeu foi 0 menos frequente nas nossas analises, representando um
total de 18,1%. Ao todo foram gerados 37 haplogrupos sendo 33 distintos. O macrohaplogrupo
H foi observado 7 vezes, possuindo 7 haplogrupos distintos. O haplogrupo mais comum foi 0 J
(n=8), sendo os subhaplogrupos J1bla e J1c2 os mais frequentes, com dois individuos ndo
aparentados os possuindo. Com isso, temos que cada subhaplogrupos possui uma frequéncia de
aproximadamente 1%, como indicado no Quadro 4.

Quadro 4 — Quantitativo e frequéncia dos macrohaplogrupos de mtDNA de linhagem europeias
(H, HV, J, R, T, U e W) e seus respectivos subhaplogrupos, considerando o total de pacientes
com DM1 no Brasil.

Haplogrupo N Frequéncia Haplogrupo N Frequéncia
H 7 3,43 R 6 2,94
Hilb 1 0,49 RO 6 2,94
Hlu2 1 0,49 T 4 1,96
H20ala 1 0,49 Tla 1 0,49
H3h2 1 0,49 T1al'3 1 0,49
H3h7 1 0,49 Tlb 1 0,49
H3z 1 0,49 T2+16189 1 0,49
H6 1 0,49 U 8 3,92
HV 2 0,98 U3a 1 0,49
HV0+195 1 0,49 U3a2al 1 0,49
HV14 1 0,49 Udalc 1 0,49
J 8 3,92 U5al 1 0,49
Jiblal 2 0,98 U5alb+16362 1 0,49
Jic2 1 0,49 USalfl 1 0,49
Jic5d 2 0,98 Ubalal 1 0,49
J1c3+189 1 0,49 Ubalbla 1 0,49
J2alala 1 0,49 W 2 0,98
J2a2d 1 0,49 W+194 1 0,49
W1+119 1 0,49

Foi calculado o mismatch distribuition para as amostras de DM1 no Brasil, na qual a
distribuicdo do nimero de diferencas par a par entre os haplotipos € estimada (Gréafico 4). O
resultado encontrado apresenta uma distribuicdo mediana das diferencas par a par entre as
sequéncias. Ou seja, demonstra que nossa populacao apresenta uma distribuicéo de variedades
média, com uma certa variedade entre os haplétipos, o que é esperado em uma populagdo

miscigenada, como a brasileira.
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Gréfico 4 — Representacdo grafica das diferencas par a par observadas nas sequéncias das
regides hipervariaveis do mtDNA na populacdo de DM1 no Brasil.
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4.3 Dados de cor autodeclarada e haplogrupos

4.3.1 Dados de cor autodeclarada e haplogrupos em pacientes com DM1

Visando entender se existe alguma correlacdo entre a cor autodeclarada e os
haplogrupos de ancestralidade matrilinear, foi calculado a distribuicdo das origens geogréaficas
das linhagens matrilineares (Africa [AFR], Europa [EUR] e Nativo Americana [NAM]) por
grupos de cor autodeclarada (branco, preto, pardo e amarelo) nos pacientes com DM1, como
indicado no Gréfico 5.



o1

Gréfico 5 — Distribuicdo da origem ancestral matrilinear por grupos de cor autodeclarada em
pacientes com DML1.
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Legenda: NAM: Nativo Americano; EUR: Europeu; AFR: Africano

Dentro do universo de 87 pacientes que se autodeclaram brancos, 21,8% possuem a
ancestralidade matrilinear de origem africana, 27,6% europeia e 50,6% nativa americana. J& 0s
11 pacientes que se autodeclararam negros, 90,9% possuem a ancestralidade matrilinear de
origem africana e 9,1% nativa americana, sendo que nenhum possuia mtDNA de origem
europeia. Os que se autodeclararam como pardos foram 104, sendo 45,2% com mtDNA de
origem africana, 12,5% de origem europeia e 42,3% de origem amerindia. Apenas dois
pacientes se autodeclararam como amarelos, e 50% obtiveram mtDNA de origem africana e
50% de origem europeia. O teste ANOVA foi utilizado para validar nossa hipotese, foi obtido
um p nao significativo de p<0,0513; ou seja, quando se estratifica nossa populacdo diabética
por autodeclaracdo, ndo € significativo quanto a sua origem ancestral, porém sugere uma
tendéncia.

E observado entdo um maior ndmero de pacientes com ancestralidade matrilinear de
origem nativa. Dentro da autodeclaracdo, os que se autodeclaram brancos possuem a
ancestralidade matrilinear predominantemente amerindia; os com autodeclaracdo parda
possuem uma maior frequéncia de origem africana, porém com uma distribuicdo similar com a
origem amerindia; os autodeclarados negros possuem a origem geografica de seus haplogrupos
em maior frequéncia africana; e o autodeclarado amarelo possui a mesma frequéncia entre a

origem europeia e africana.
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4.3.2 Cor autodeclarada nas mdes e avO0s maternas dos pacientes de DM1 e

haplogrupos

A ancestralidade referente ao mtDNA ¢é uma heranca materna. Dessa forma, a luz de
buscar informac6es sobre a origem ancestral da nossa populagédo diabética, também foi avaliada
a distribuicdo da origem geografica matrilinear (Africa [AFR], Europa [EUR] e Nativo
Americana [NAM]) por grupos de cor autodeclarada (branco, preto, pardo e amarelo) em maes
e avos maternas dos pacientes com DM1.

A heteroidentificacdo dos pais e avos foi realizada pelos pacientes. Sendo assim, 93
pacientes declararam que sua mae era branca; 15 preta; 90 parda e 1 amarela. Além disso, cinco
pacientes ndo sabiam classificar a cor de sua mée. Quando se avalia a distribuicdo da origem
geografica dos haplogrupos por grupos de cor referida, no grupo classificado como branco,
temos 27,96% com haplogrupo de origem africano, 29,03% com origem europeia e 43,01% de
origem amerindia. No grupo classificado como preto, 86,67% possuem origem africana e
13,33% de origem amerindia. Ja o grupo de pardos, 42,22% pertencem aos haplogrupos de
origem africana, 10% de origem europeia e 47,48% de origem amerindia. Um unico individuo
classificou sua mde como sendo amarela, e seu haplogrupo corresponde ao de origem
amerindia. J& no grupo dos que ndo sabiam classificar a cor de seus parentes, 20% eram
africanos e europeus, enquanto os outros 60% eram de origem amerindia (Grafico 6).

Gréfico 6 — Distribuicdo da origem ancestral matrilinear por grupos de heteroidentificacdo em
mées dos pacientes com DML1.
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Foi realizado o teste de ANOVA para estes resultados, para comparar se ha alguma
diferenca entre as proporc¢des relativas das populacbes ancestrais. Foi obtido um valor de p
significativo, validando nossa hipétese de p<0,0436. Além do ANOVA, foi realizado o teste de
Chi-Quadrado, para se avaliar a distribuicdo esperada dos resultados. Foi obtido um p-value
significativo de p< 0,0002.

Quando se observa os dados referentes a heteroidentificagdo de avds, os dados se
assemelham aos de heteroidentificacdo de mées. 86 avos maternas dos pacientes com DM1
foram classificadas como brancas, sendo sua ancestralidade matrilinear composta por 31,4% de
origem africana, 25,58% de origem europeia e 43,02% de origem amerindia. O grupo que foi
classificado como preto teve seus haplogrupos com 78,95% de origem africana e 21,05% de
origem amerindia. Os classificados como pardo possuiam seus haplogrupos com 40,35% de
origem africana, 12,28% de origem europeia e 47,37% de origem amerindia. A classificacdo
Amarela teve apenas um representante com o haplogrupo de origem nativa americana. E os que
ndo souberam classificar a cor de suas avos foram 36. Desses, 25% possuiam haplogrupo de
origem africana, 22,22% de origem europeia e 52,78% de origem nativa americana (Grafico 7).

O teste de ANOVA para esta comparacdo foi significativo (p=0,0239) e o teste de chi-
quadrado também significativo com p<0,0035.

Gréfico 7 — Distribuicdo da origem ancestral matrilinear por grupos de heteroidentificacdo em

avos maternas dos pacientes com DM1
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Assim como nos dados de autodeclaracdo dos pacientes, a heteroidentificacdo de suas
respectivas mées e avos seguem a mesma tendéncia. O grupo identificado como branco possui
a ancestralidade matrilinear de origem amerindia; o grupo identificado como negro possui uma
maior frequéncia da origem geogréafica africana; pardos também possuem uma frequéncia
semelhante entre origem amerindia e africana, sendo a primeira a maior, e o individuo

identificado como amarelo possui a origem geografica amerindia.

4.4 Dados de local de nascimento e hapl6tipos

A populacéo deste estudo apresentou uma distribuicdo geografica assimétrica. Dos 204
dados de haplogrupos gerados, 103 eram pertencentes a regido Nordeste, 81 da regido Sudeste,
13 da regido Sul e apenas 7 da regido Norte.

A distancia genética Fst da populagdo de DML foi calculada e por meio do software
Arlequin. Os individuos foram estratificados de acordo com seu local de nascimento, a fim de
responder a pergunta se haveria diferenca entre a origem ancestral de acordo com a regido
geogréfica. Com isso, observamos que os valores na parte inferior na Tabela 7 s&o os resultados
de distancia, e os valores na parte diagonal superior sdo os p valor do Teste Exato de Fisher.

Apds a correcdo de Bonferroni do p valor, é indicado que ndo héa diferencas entre as populacdes.

Tabela 7 — Matriz de distancia genética FST e valor de p do Teste Exato de Fisher. A correcao
de Bonferroni foi aplicada para se ajustar o nivel de significancia do teste, dividindo o p<0,05
por 6 (6 observacdes), obtendo um 0,0083.

DM1_Sudeste

DM1_Nordeste

DMZ_Sul

DMZ_Norte

DM1_Sudeste

*

0.08583+-0.0030

0.05732+-0.0024

0.43550+-0.0048

DM1_Nordeste | 0.00491 * 0.16543+-0.0040 | 0.70656+-0.0044
DM1_Sul 0.02343 0.01207 * 0.10553+-0.0032
DM1_Norte -0.00063 -0.01588 0.04725 *

A fim de se investigar se ha diferencas estatisticas entre a ancestralidade matrilinear de
pacientes diabéticos e a populacdo controle saudavel brasileira, foi realizado o Teste Exato de
diferenciacdo de amostras baseado nas frequéncias de haplotipos. A populagdo diabética e
controle foram divididas por local de nascimento e ancestralidade matrilinear. N&o foi

observado nenhuma diferenca significativa entre as frequéncias de hapl6tipos encontrados nos
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dois trabalhos para cada regido geografica do Brasil para haplétipos de origem amerindia e
africana. Contudo, para os haplotipos de origem europeia, quando comparados as regides
Nordeste e Sudeste deste presente trabalho com o estudo de Alves-Silva et al. (2000), é
observado um p significativo de 0.00129+-0.0003 e 0.03166+-0.0035 respectivamente.

4.5 Comparacéao dos pacientes com DM1 com dados publicados da populacéo brasileira

De acordo com o ultimo PNAD Continua divulgado pelo IBGE em relagdo ao quarto
trimestre de 2022, a populacéo brasileira era composta por 42,9% de brancos, 10,4% pretos e
45,6% pardos. Segundo o IBGE, desde 30 de novembro de 2021, as estimativas do PNAD
Continua passaram a serem divulgadas com base em um novo método de ponderacdo, onde
declaracdo de indigenas, amarelas ou sem declaracdo constam apenas dentro da categoria
“Total”. Sendo assim, 1,1% da populagdo brasileira se identifica como sendo indigena, amarelas
ou sem declaracdo (IBGE, 2022).

Quando estratificamos a cor autodeclarada por regido geografica, Regido Norte, 19,3%
da populacdo se autodeclarava branca, 8,4% preta e 70,6% parda; na Regido Nordeste 25,1%
se autodeclararam branca, 13,4% preta e 60,5% pardo. Na regido Sudeste a proporcéao de etnia
autodeclarada foi de 50,2% para populacdo branca, 10,9% preta e 37,6% parda. J& na Regido
Sul, é observado 72,9% de autodeclaracdes para cor branca, 5,0% para preta, e 21,4% da
populacdo parda, enquanto a Regido Centro-Oeste teve sua populacdo em 36,3% branca, 9,5%
preta e 53% parda (Gréafico 8) (IBGE, 2022).
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Gréfico 8 — Cor ou raca autodeclarada na populacdo brasileira e populagéo diabética brasileira,
estratificada por regides demogréaficas (Norte, Nordeste, Sul e Sudeste), segundo ultimo dado
publicado pelo PNAD Continuo (referente ao 4 trimestre de 2022).
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Cardena e colaboradores, (2013) analisaram 492 voluntarios que fazem parte do
programa de satde do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (USP), na regido sudeste do Brasil, dos quais 46,3% (n = 228) apresentaram mtDNA
africano; o restante foi distribuido quase uniformemente entre mtDNA amerindio e europeu,
28,7% (n = 141) e 25% (n = 123), respectivamente, conforme exposto na Tabela 8.

Tabela 8 — Frequéncia entre etnias autodeclaradas e origem geografica (Africano, Amerindio e
Europeu) para a populacéo de Sao Paulo.

Variaveis Total (n=492) Etnias autodeclaradas
Branco Pardo Preto Amarelo Indigena
N =367 N =68 N =51 N=5 N=1
Africano 228 (46,3) 138(37,6) 47(69,1) 41 (80,4) 1(20,0) 1 (100)
mtDNA  Amerindio 141 (28,7) 116 (31,6) 17(250) 6 (11,8) 2 (40,0) -
Europeu 123 (25,0) 113(30,8) 4 (5,9) 4 (7,8) 2 (40,0) -

Neste estudo, a fim de comparar a frequéncia haplotipica e distancia genética entre 0s
individuos das diferentes regides geograficas dos nossos resultados de pacientes com DM1 e
demais individuos saudaveis do Brasil, foram utilizados dados ja publicados de outros autores,

como indicado no Quadro 5.



57

Para as comparagOes de frequéncia haplotipica, foram utilizados estudos das quatro
regides demogréficas: Norte - Acre, Amazonas, Amapa, Para, Roraima e Tocantins
(NOGUEIRA ., 2017). Sudeste - Sdo Paulo (CARDENA ., 2013); Espirito Santo (DOS REIS ,
2019 e SANCHES ., 2013); - Rio de Janeiro (SIMAO ., 2018) e o Sudeste como um todo
(FRIDMAN ., 2014). Nordeste — Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Sergipe e Bahia (SCHANN ., 2017) e Sul - Santa Catarina (PALENCIA ., 2010) e Parana
(POLETTO ., 2019), Além do trabalho de Alves-Silva et al., (2000), que abrange individuos
do Brasil das quatro regides demogréaficas. J& para comparacdes de distancia genética, foram
utilizados apenas os dados disponiveis de haplétipos do Sudeste e Sul. A populacdo de DM1 e

controle foram estratificada pela regido demogréfica.
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Quadro 5 - Estudos das quatro regides brasileiras utilizados para comparagéo de distancia genética e frequéncia haplotipica.
REGIAO POPULACAO REFERENCIA

BRASIL Amazonas, Para, Rondo6nia, Acre, Pernambuco, Minas Alves-Silva et al., 2000
Gerais e Parana

NORTE Acre, Amazonas, Amapa, Para, Roraima e Tocantins Nogueira et al., 2017
NORDESTE Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Schaan ., 2017
Sergipe e Bahia
Séo Paulo (SP) Cardena ., 2013
Espirito Santo Sanches, 2013
SUDESTE Espirito Santo Dos Reis et al., 2019
Sudeste Fridman et al., 2014
Rio de Janeiro (RJ) Simdéo et al., 2018
SUL Santa Catarina Palencia ., 2010

Parana Poletto et al., 2019
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Para o célculo da matriz de distancia genética (FST), os individuos com DM1 foram

estratificados pelo seu local de nascimento (DM1_Sudeste; DM1_ Sul; DM1_Norte e

DM1_Nordeste), enquanto os dados da literatura foram reunidos nos grupos Sudeste_Brasil e

Sul_Brasil. Na Tabela 9 podemos observar o resultado, em que os valores de distancia se

encontram na diagonal inferior, enquanto os valores de p do Teste de Fisher estdo na diagonal

superior. A correcdo de Bonferroni foi aplicada, dividindo o valor de p<0,05 por 20, indicando

que as populacdes do Sudeste brasileiro apresentam diferencas com as populagdes de DM1 do

Sudeste e Nordeste, enquando a populacdo do Sul possuem diferencas com as populagdes de
DM1 do Sudeste e Nordeste.

Tabela 9 — Matriz de distancia genética FST e valor de p do Teste Exato de Fisher. A correcdo
de Bonferroni foi aplicada para se ajustar o nivel de significancia do teste, dividindo o p<0,05
por 20 (20 observacges), obtendo um 0,0025.

Brasil_Sudeste | Brasil_Sul | DM1_Sudeste | DM1_Sul | DM1_Nordeste | DM1_Norte
* 0.00010+- | 0.00040+- 0.27562+- | 0.00000+- 0.04930+-
Brasil_Sudeste 0.0001 0.0002 0.0045 0.0000 0.0020
0.00000+- 0.75052+- | 0.00000+- 0.05831+-
Brasil_Sul 0.00733 * 0.0000 0.0042 0.0000 0.0023
0.06356+- | 0.09088+- 0.43986+-
DM1 Sudeste | 0.01288 0.02753 * 0.0023 0.0029 0.0045
0.15810+- 0.10959+-
DM1_Sul 0.00519 -0.00889 0.02278 * 0.0035 0.0031
0.70864+-
DM1_Nordeste | 0.01718 0.02118 0.00487 0.01207 | * 0.0044
DM1_Norte 0.04429 0.04207 -0.00111 0.04725 -0.01588 *
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5 DISCUSSAO

Até 0 momento ndo existe nenhum outro estudo acerca do mtDNA de pacientes com
DML no Brasil. Dessa forma, a fim de comparar nossa populacdo e identificar o componente
ancestral dos pacientes, neste trabalho iremos discutir a origem matrilinear de individuos com
DM1 com individuos saudaveis das diversas regides geograficas do Brasil.

O Brasil possui uma alta diversidade genética em sua populacdo, resultado de
cruzamentos interétnicos, até o fim o século XIX, entre trés povos de origens geograficas
distintas. Os dados obtidos do sequenciamento da regido hipervaridvel do mtDNA de pacientes
diabéticos nos revela uma alta diversidade haplotipica e a coexisténcia das trés linhagens
matrilineares: amerindia, africana e europeia. Os haplogrupos de origem amerindia e africana
foram os mais frequentes, o que concorda com estudos de mtDNA no Brasil e a histdria da
colonizagdo (POLETTO et al., 2019; SOUZA, 2019 e PENA, 2020)

5.1 Caracterizacgao da diversidade haplotipica na populacdo DML1 e brasileira

Alves-Silva e colaboradores, (2000) obtiveram dados de 247 amostras das quatro
regides geograficas do Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul); em que 99 individuos eram do
Sudeste, 50 da regido Sul; 48 do Norte e 50 da regido Nordeste. O autor descreve que a
populacdo brasileira é composta por 33% de individuos com origem matrilinear amerindia, 39%
europeia e 28% africana. Nossos dados diferem do estudo de Alves-Silva, o que pode ser
explicado por um viés amostral. Enquanto neste estudo, trabalhamos com amostras de pacientes
diabéticos que fazem tratamento em ambulatorios e servicos de salde publica; Alves-Silva
utilizou amostras de brasileiros brancos de classe média e alta, sendo entéo esperado uma maior
contribuicdo de mtDNA europeu (ALVES-SILVA, ., 2000).

A populagéo diabética apresentou uma alta diversidade de haplogrupos, conforme visto
no Grafico 4. O resultado encontrado apresenta uma distribuicdo mediana das diferengas par a
par entre as sequéncias. Ou seja, demonstra que nossa populagdo apresenta uma distribuicdo de
variedades média, com uma certa variedade entre os haplétipos, o que é esperado em uma
populacdo miscigenada, como a brasileira.

Dos 204 haplotipos gerados, 190 eram unicos, alocados em 89 haplogrupos amerindios,
78 africanos e 37 europeus. Porém, a frequéncia dos haplogrupos variou conforme a regido

analisada, sendo a regido Norte e Nordeste mais predominante as linhagens de mtDNA de
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ascendéncia amerindia, ja a ascendéncia europeia foi superior na regido Sul e a regido Sudeste
apresentando uma distribuicdo semelhante entre africanos e amerindios. Neste aspecto, nosso
trabalho também destoa de Alves-Silva, que encontrou uma maior frequéncia de haplogrupos
de africanos na regido Nordeste (ALVES-SILVA, ., 2000).

Alves-Silva e colaboradores, (2000) encontraram os principais haplotipos fundadores
dos haplogrupos nativo americanos (A-D) presentes no Brasil, sendo os haplogrupos A, C e D
identificados em tribos Guarani. Dos haplogrupos mais frequentes, dentro da fracdo amerindia,
0 A é o predominante para a populacao brasileira, seguido pelo haplogrupo B, C e D por ultimo.
No nosso trabalho, o haplogrupo de origem amerindia mais comum foi o C (34 haplétipos),
sequidos por A, B e D (ALVES-SILVA, ., 2000 e POLETTO et al., 2019).

Os haplogrupos L3e e L1c juntos constituem aproximadamente metade (49%) da fracao
africana, e, segundo o autor, estdo em frequéncia menor em relacio a Africa Ocidental;
enquanto L3d e L1b, que sdo especificos da Africa Ocidental, juntos ocorrem & uma frequéncia
de 10% na populacao brasileira. Na populacao diabética, os haplogrupos L3e e L1c aparecem
em 42% da fracdo africana, enquanto as fracGes L3d e L1b aparecem em aproximadamente
13%. Com isso, € sugerido que a maioria das linhagens de mtDNA africanos no Brasil tiveram
sua origem a partir da Africa Central (ALVES-SILVA, ., 2000).

A maioria dos hapl6tipos da fracdo europeia correspondem, em muitos casos, a
linhagens de mtDNA da PeninSula Ibérica. Porém, Alves-Silva encontraram em seus resultado,
sequéncias para as quais nao se poderia prever a ascendencia do sudoeste da Europa, como é o
caso do haplétipo U5b1, de origem do Norte da Escandinavia. Na populacdo diabética, os
haplogrupos U (U3, U4 U5 e U6), que sdo mais frequentes na populagdo Eurasia aparecem em
21% dentro da fracdo europeia, sendo o haplogrupo U5al o mais comum (37,5%) (ALVES-
SILVA, ., 2000 e Eupedia.com).

Alves-Silva e colaboradores, 2000, mesmo com uma populacdo aleatoria de brancos
pertencentes a classe média alta, revelou uma contribuicdo matrilinear surpreendentemente alta
de amerindios e africanos. Isso demonstra que, os brasileiros, ainda carregam a marca geneética
da fase inicial da colonizacdo. Nossos dados para populacéo diabética brasileira confirma este
resultado de Alves-Silva e colaboradores, corroborando para os dados historicos de
miscigenacdo na populagéo brasileira (ALVES-SILVA, ., 2000).

A partir das analises do Teste Exato de diferenciacdo de amostras baseado nas
frequéncias de haplotipos, as maiores diferencas observadas foram na frequéncia elevada dos
haplogrupos J e R (29% cada) na populacdo diabética na Regido Nordeste, ao passo que na

populacdo controle estes mesmos haplogrupos aparecem nas frequéncias de 6% e 0%
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respectivamente. Outra diferenca marcante, é a frequéncia de 64% do haplogrupo H na
populacdo saudavel, enquanto na populacao diabética aparece em uma frequéncia de 7%.

Na populacéo diabética do Sudeste, também é encontrada diferencas significativas entre
os haplogrupos J e R, aléem do haplogrupo W, quando comparada com a populagéo controle.
Na populacdo diabética, a frequéncia do haplogrupo J, R e W aparecem como 23%, 15% e 8%,
enquanto na populagdo controle estd numa frequéncia de 3%, 0% e 0%.

O haplogrupo H, encontrado em maior frequéncia na populacdo do sudeste de Alves-
Silva é o haplogrupo de longe o mais comum na Europa. Apesar disso, aparece apenas em uma
frequéncia de 7% da nossa populacio diabética. E descrito na literatura que o haplogrupo R
apresenta uma maior frequéncia dos paises da Europa Oriental, assim como o haplogrupo W,
presente particularmente comum na metade oriental da Europa, no norte do Caucaso. Ja o
haplogrupo J apresenta uma distribuicdo relativamente uniforme em toda Europa, sendo
encontrado com uma maior frequéncia na Cornualha (20%), Pais de Gales (15%), Islandia
(14%) e Dinamarca (13,5%) (ACHILLI et al., 2004; ALl et al., 2020 e EUPEDIA, 2022).

5.2 Caracterizacdo dos haplogrupos na populacdo DM1 e brasileira por regides
demogréficas

Quando estratificamos a populacdo diabética por regido de local de nascimento,
observamos um padréo distinto das frequéncias haplotipicas e suas origens geograficas. Nessa
sessdo iremos abordar essas diferencas com base em estudos de populagdes brasileira saudaveis

encontrados na literatura, como é observado no Apéndice B.

5.2.1 Regido Sudeste

Dentre as linhagens de origem africana, Fridman et al., encontrou uma ancestralidade
matrilinear africana de 35,2% para populagdes do Sudeste, enquanto nosso estudo, a regido
Sudeste apresentou uma ancestralidade matrilinear africana superior (43,2%). O haplogrupo
mais comuns encontrada por Sanches e colaboradores no estado do Espirito Santo foram as
pertencentes ao haplogrupo L3 (34,9%), sendo o subhaplogrupos L3e o mais encontrado
(46,5%). Ja na populacdo do Rio de Janeiro, Simdo encontrou os subhaplogrupos L1c e L3e,
representando aproximadamente 40% dos haplogrupos L. Ja no nosso estudo, na regido

Sudeste, os haplogrupos L1 e L3 apresentaram a mesma frequéncia (31,4 cada), sendo o
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subhaplogrupos L1bla+189 o mais encontrado (18,1%); enquanto o subhaplogrupos
L3e2b+152 o mais frequente (18,1%) (SANCHES et al., 2013; FRIDMAN et al., 2014 e
SIMAO et al., 2018).

A populacio africana trazida ao Brasil veio principalmente de trés regides: Africa
Centro-Oeste, Africa Sudoeste e Sudeste da Africa. Os haplogrupos L1 e L3 encontrados em
nosso trabalho sdo mais frequentes e diversos na Africa Ocidental e Central, sendo a Etidpia
representada por seis linhagens L1b, sendo o subhaplogrupos L1bla espalhada por etiopes e
nubios. Fendt e colaboradores também encontraram o subhaplogrupos L1bla numa frequéncia
de 4,19% na populacio ganense, situada na Africa Ocidental. J4 o haplogrupo L3e s&o
encontrados mais frequentes em Angola e Mogcambique, em que L3e2 parece ser mais
setentrional e ter se espalhado para a Africa Ocidental, onde predomina o subclado derivado
L3e2b (KIVISILD et al., 2004; SALAS et al., 2004 FENDT et al., 2012; e SIMAO et al.,
2018).

Em seu trabalho, Fridman e colaboradores descrevem a composicdo genética de origem
europeia para a regido do Sudeste como 27,6%. As amostras do Espirito Santo de origem
europeia apresentaram uma maior frequéncia do haplogrupo H (33,4%) e a menos frequente foi
o0 haplogrupo J (3%). Em nosso trabalho, o haplogrupo H também foi o mais frequente (28,
5%), sendo o subhaplogrupos H3 o0 mais encontrado (40%), enquanto, diferente de Sanches, o
haplogrupo J foi o0 segundo mais frequente (21,4%). Segundo Hernandez e colaboradores, 2017,
o0 haplogrupo H3 é caracteristico da regido da Peninsula Ibérica, enquanto J1 € comum nas
populacdes da Eurasia Ocidental (SANCHES et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2017 e
STROBBE et al., 2018).

J& para os haplogrupos de origem nativa americana, a populagdo do Espirito Santo
possui uma frequéncia de 30,4% para os haplogrupos A e C; no estado do Rio de Janeiro a
maior frequéncia pertence ao haplogrupo B (38%). No trabalho publicado por Fridman sobre o
mtDNA da regido Sudeste, os haplogrupos amerindios apresentavam uma frequéncia de 35,2%.
No nosso estudo, a frequéncia de origem amerindia é similar nestes dois trabalhos, com 39,5%
da populacdo do Sudeste apresentando haplogrupos de origem amerindia, sendo o haplogrupo
A 0 mais comum na regido Sudeste (37,5%) (SANCHES, et al., 2013; FRIDMAN et al., 2014
e SIMAO et al., 2018).

Essa diversidade da frequéncia de haplétipos na regido Sudeste pode ser explicada pelas
diferengas na colonizagdo dessa regido. Minas Gerais esta relacionada fortemente ao Ciclo do
Ouro no século XV111, com a entrada massiva de escravos trazidos da Africa para trabalhar nas

minas. O Rio de Janeiro foi o principal destino de escravos no Brasil até a metade do século
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XIX. Ja o estado de S&o Paulo possui uma das popula¢des mais miscigenadas do pais, devido
a entrada de colonos europeus que ali se fixaram, formando os primeiros assentamentos e se
reproduzindo com mulheres indigenas e amerindias. Mais tarde, o estado de S&o Paulo recebeu
ainda migrantes das regides Norte e Nordeste, que trouxeram consigo a ancestralidade
matrilinear de amerindios e africanos encontrados em grande nimero nessas regides
(FRIDMAN et al., 2014).

5.2.2 Regido Sul

A Regido Sul foi a ultima regido costeira brasileira a ser povoada durante o periodo
colonial, tendo um influxo de colonos europeus significatamente maior que as outras regioes
nacionais. Inicialmente tivemos a chegada de ibéricos (principalmente os provenientes dos
Acores e outras areas insulares de Espanha e Portugal), juntamente com os africanos trazidos
como escravos, que se uniram aos povos indigenas nativos. Politicas governamentais de
incentivo de ocupacdo territorial levaram a um extenso processo migratorio, principalmente de
alemaes, italianos e poloneses, que ocorreu do inicio do século X1X até meados do século XX
(AVILA et al., 2022).

Paléncia e colaboradores (2010) encontraram uma alta diversidade de sequéncias para a
regido controle do mtDNA (H= 0,9930 + 0,0035), implicando que na populacdo analisada de
Santa Catarina os dados podem ser muito informativos em termos de identificacdo genética
forense. Esses dados séo corroborados pelo alto valor para poder de discriminagéo (0,9806)
(PALENCIA et al., 2010)

A caracterizacdo dos haplogrupos do mtDNA na populacdo catarinense revela
frequéncias de haplogrupos europeus notavelmente mais altas do que a frequéncia geral
encontradas para a populacdo de DM1. Os haplogrupos mais frequentes encontrados por
Paléncia et al., foram o0 H (27,5%), seguidos dos haplogrupos B, C e T (8,8% cada). Ao todo, a
diversidade haplotipica de Santa Catarina revela uma ancestralidade matrilinear de 63,8%
europeia, 0 que condiz com os dados historicos de colonizacdo dessa regido, que recebeu um
maior fluxo de imigrantes italianos, alemées e portugueses. Nossos dados de DM1 apresentam
uma frequéncia semelhante de haplogrupos de origem europeia (61,5%), o que corrobora com
os dados de Paléncia (PALENCIA et al., 2010).

No estado do Parana, 38,5% da populacdo apresentava haplotipos relacionados ao
componente europeu. A prevaléncia do grupo H, assim como em Santa Catarina concorda com

as descricdes das linhagens europeias no Brasil, sendo o mais frequente (11,5%). Em nosso
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trabalho, o haplogrupo T foi o mais frequente em nossa populagéo da regido Sul (23%), o que
pode ser explicado pela entrada de imigrantes de outras partes da Europa, caracterizando uma
alta diversidade populacional nesta regido (POLETTO et al., 2019).

Em Santa Catarina, os haplogrupos indigenas aparecem bem representados, com uma
frequéncia total de 21,3%, praticamente idéntica a estimada por Alves-Silva (22%). Ja na
populacdo paranaense é observado uma prevaléncia de 49,2% de linhagens mitocondriais
amerindias. Observou-se a coexisténcia dos haplogrupos B e C (15,6% cada) com as maiores
frequéncias, seguidos dos haplogrupos A (13,9%) e D (4,1%). Essa diferenca entre a populagéo
de Santa Catarina e Parané pode ser explicada pela historia de colonizagdo de cada estado,
sendo na populagdo paranaense formada por acasalamento direcional entre 0 homem europeu e
a mulher amerindia. Para a populacédo geral da regido Sul, nosso trabalho revela uma frequéncia
de 30% de ancestralidade matrilinear amerindia. Contudo, este resultado pode estar enviesado,
devido ao nosso baixo N amostral. (ALVES-SILVA, 2000; PALENCIA et al., 2010 e
POLETTO et al., 2019).

Em seu trabalho, Alves-Silva e cols demonstraram que a proporcao de ancestralidade
nativa americana para o Sul do Brasil esta ligeiramente inferior quando comparada as outras
regides. Isso pode ser explicado pela entrada de novos haplogrupos causados pelo intenso fluxo
génico associado a migracdo europeia para esta regido, levando a dispersdo das linhagens
nativas a uma notavel reducio de suas frequéncias (ALVES-SILVA, 2000; PALENCIA et al.,
2010).

Segundo Paléncia e colaboradores (2010), os haplogrupos africanos LO, L1, L2 e L3
também foram relativamente comuns em Santa Catarina (15,0%). A frequéncia de haplogrupos
africanos em brasileiros catarinenses foi menor do que na populagéo brasileira como um todo
(28,0%), mas semelhante a estimada para todo o Sul do pais (12,0%). No estudo de Poletto et
al., também foi encontrado uma frequéncia de 12,3% de linhagens africanas. Em nosso estudo,
foi identificado apenas um haplogrupo de origem africana (L2b2a), determinando uma
frequéncia de 7%, sendo menor a estimada para o Sul do pais (ALVES-SILVA, 2000;
PALENCIA et al., 2010).

5.2.3 Reqgido Nordeste

O Nordeste brasileiro, apesar de ser uma regido importante em termos de imigracéo e
miscigenacdo étnica, possui poucas informagGes sobre a composicdo do mtDNA de sua

populacdo. Schaan et al., investigaram 550 individuos de oito estados do Nordeste (Piaui,
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Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), sequenciamento
o0 mtDNA da regido hipervariaveis I, 11 e 11l do mtDNA. (SCHAAN et al., 2017).

Os dados de Schaan et al., mostram uma ancestralidade mitocondrial amerindia mais
frequente na populacdo nordestina, representando 43,5% dos individuos, seguidas pela africana
com 37,8%; europeia 16,6% e asiatica ndo amerindia 2,1%. Esses dados vao de encontro ao
nosso, em que a ancestralidade matrilinear de origem amerindia representa 46,6%, africana
38,8% e europeia 14,5%. Néo foi encontrada linhagem de origem asiatica. A maioria dos nossos
dados de Nordeste séo referentes ao estado do Maranhdo (83%), estado néo representado por
Schaan e colaboradores. Apesar disso, nossos resultados sdo similares, diferindo dos
encontrado por Alves-Silva (AFR= 44%; EUR=34%; NAM=22%), que em seu trabalho
representou apenas o estado de Pernambuco (ALVES-SILVA, 2000 e SCHAAN et al., 2017).

Schaan et al., 2017 mostram que dos oito estados investigados, cinco possuiam a
ancestralidade amerindia mais prevalentes (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Sergipe e
Bahia); seguidos da africana, europeia e asiatica ndo amerindia. Pernambuco e Alagoas
apresentaram uma ancestralidade africana de mtDNA como a mais frequente dado
compartilhado por Alves-Silva, que também utilizou dados de Pernambuco em seu estudo.
Enguanto Paraiba revelou as mesmas frequéncias para as linhagens de mtDNA amerindias e
africanas (SCHAAN et al., 2017).

Como ja foi demonstrado em outros estudos, a distribuicdo das linhagens de mtDNA no
Brasil é heterogénea, devido ao padrdo de distribuicdo dos grupos ancestrais maternos ao longo
do territorio, e explicada pelo processo de colonizacdo brasileira. Apesar da populacdo nativa
ter sido dizimada, a predominancia de ancestralidade matrilinear encontrada nos revela a
importancia desse grupo para a formacéo da populacéo brasileira. No trabalho de Schaan e cols,
o haplogrupo mais frequente foi o A, representado por 34,7%. J& nesse presente estudo, o
haplogrupo mais encontrado na populacdo nordestina foi o C, numa frequéncia de 41,6%.
Segundo Schaan et al., isso releva a notavel presenca e resisténcia do componente amerindio
apesar dos seculos de dizimacao drastica da populacdo nativa (SCHAAN et al., 2017).

Em relacdo as linhagens africanas, a contribui¢do mais frequente foi do haplogrupo L3
(52,5%), sendo o seu clado L3e o mais comum (65%); 0 que é consistente com os achados de
Schaan et al. Considerando que L3e é conhecido por ter altas frequéncias na Africa Centro-
Oeste, que foi a principal fonte de escravos trazidos ao Brasil durante o periodo colonial.

Com relagdo ao componente europeu, a prevaléncia dos haplogrupos J, R e U tiveram a
frequéncia de 26,6% ambos. Esse dado vai contra os achados de Schaan e colaboradores, que

tiveram a sua maioria de haplogrupos de origem europeia representado pelo haplogrupo H.
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Assim como no trabalho de Schaan et al., neste trabalho é observado uma diversidade de
haplogrupos de origem europeia, 0 que demonstra as maltiplas origens dos colonizadores

brancos, com um destaque para as populacdes da Europa Ocidental (SCHAAN et al., 2017).

5.2.4 Regido Norte

Segundo Alves-Silva e colaboradores, (2000), estudos utilizando mtDNA mostram que
a contribuicdo genética de amerindias e africanas para a populacéo brasileira do Norte sdo
maiores do que aquelas previamente observadas com base em marcadores (ALVES-SILVA, .,
2000).

O estudo de Nogueira et al., € o Unico a caracterizar apenas amostras da regido Norte.
A autora avalia apenas as regifes hipervariavel I, Il e 11l de 116 individuos dos estados do
Acre, Amazonas, Amap4, Para, Roraima e Tocantins. Sendo assim, Nogueira (2017), descreve
que a ancestralidade africana encontrada em seu trabalho foi de 36,2%; enquanto Alves-Silva
mostra uma frequéncia de 15%, o que difere dos nossos resultado, com haplogrupos na
populacdo diabética possuindo uma frequéncia de apenas 28% (ALVES-SILVA, 2000 e
NOGUEIRA et al., 2017).

Neste presente trabalho, a origem ancestral mais frequente na regido Norte foi a
amerindia, (71%). Alves-Silva et al. encontrou uma frequéncia de 54% para a regido Norte,
enguanto Nogueira et al. 57,8%. O haplogrupo C foi o predominante entre essa populacéo,
representado por 25,9%. Em nosso trabalho, o haplogrupo mais frequente foi o C1lb (40%). Ja
os dados de haplogrupos de origem europeia, no trabalho de Nogueira et al., foi encontrado
numa frequéncia de 6% enquanto de Alves-Silva encontrou frequéncia diferente de 31%. Neste
trabalho, nenhum individuo diabético possuia ancestralidade matrilinear europeia. A baixa
representatividade de individuos do Norte pode explicar esses achados (ALVES-SILVA, 2000
e NOGUEIRA et al., 2017).

5.3 Cor autodeclarada na populacéo brasileira e pacientes com DM1

Segundo Reis et al., a autodeclaracdo € um conceito subjetivo que leva em consideragao
principalmente caracteristicas fisicas como cor da pele, tipo de cabelo, formato do nariz e
labios. A classificagho como Branco, Pardo ou Preto é consistente em 79% das
vezes. Diferentes estudos foram realizados para correlacionar genética e ancestralidade

autodeclarada em populaces brasileiras, e assim como os dados apontados neste trabalho, eles
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apontam discrepancias e recomendam o uso de marcadores genéticos para uma avaliacao
adequada do fundo genético ancestral de grupos miscigenados (REIS et al., 2019).

Gomes et al. mostra em seu estudo que pacientes com DM1 apresentam a etnia branca
autorreferida mais prevalentes quando comparadas com as de pardos, pretos e orientais. E
relatado que 54,3% de pacientes se autodeclarando brancos, 35,9% como pardo, 7,8% preto,
1,1% oriental e 0,9% como indigena. Além disso, o trabalho também avalia a ancestralidade
autossdmica destes pacientes, encontrando uma propor¢do mediana de ancestralidade europeia
mais alta em individuos diabéticos (67,8%) do quando comparados com controles (56,3%).

Neste trabalho, o recorte encontrado foi 42,6% de autodeclarados brancos, 50,9%
pardos, 5,4% pretos e 0,9% oriental. Dessa forma, quando se compara os dados do ltimo censo
demogréafico do IBGE, 2010, a populacao brasileira sendo formada por 47,7% de brancos, 7,6
de preto e 43% pardos, 1,1% amarelos e 0,4% de amerindios. Esses dados podem ser observado
no Apéndice A.

Com base nos dados do Apéndice A, a populagdo brasileira possui uma
frequéncia semelhante entre brancos e pardos (47,7 e 43,1), contudo é possivel observar que 0s
dados do estudo de Gomes et al. indicam uma incidéncia de DM1 maior em brancos, diferente
do que a observada neste trabalho, em que a populagdo parda foi mais representativa. Essa
diferenca pode indicar que nossa amostragem de diabéticos esta enviesada, uma vez que a maior
parte dos nossos individuos (50,4%) séo provenientes da Regido Nordeste, regido formada com
maior proporcao de populagédo parda (60,5%).

Segundo Guerreiro-Junior et al., as diferencas observadas na ancestralidade entre e
dentro dos grupos étnicos autodeclarados nas regides brasileiras podem ser divididas entre
alguns fatores. O primeiro seria o tipo de classificacdo empregada para classificar os individuos;
a autodeclaracdo e/ou classificacdo do entrevistador podem estar subjetivas. Outro ponto sdo 0s
distintos padrdes de miscigenacdo que ocorreram em cada regido; e somando a isso, as praticas
sociais de cada local. Sendo assim, Guerreiro-Junior e colaboradores corroboram com os dados
de que ha uma notavel heterogeneidade no padrdo de miscigenacao dentro e entre 0S grupos no
Brasil, devido a complexidade dos padrBes passados e presentes de acasalamento em uma
sociedade multiétnica, além da relativa instabilidade das classificagdes fenotipicas no Brasil
(GUERREIRO-JUNIOR et al., 2009).

Cardena e colaboradores, (2013) analisaram 492 voluntarios que fazem parte do
programa de satde do Instituto do Coragdo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo (USP), na regido Sudeste do Brasil. 46,3% (n = 228) apresentaram mtDNA africano; o
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restante foi distribuido quase uniformemente entre mtDNA amerindio e europeu, 28,7% (n =
141) e 25% (n = 123), respectivamente.

Assim como este presente estudo, Cardena e colaboradores, (2013), compararam 0S
dados referentes a autodeclaracdo com os dados de mtDNA, € possivel observar que individuos
que se autodeclararam brancos, 37,6% possuiam mtDNA africano; com os demais se
distribuindo igualmente entre mtDNA amerindio e europeu (31,6% e 30,8% respectivamente).
Nossos dados referentes a regido Sudeste revelam 47 individuos se autodeclarando brancos,
sendo 25,5% possuindo mtDNA de origem europeia; 27,6% de origem africana e 46,8% de
origem nativa, o que difere da autora (CARDENA et al., 2013).

Dos individuos que se autodeclararam pretos e pardos, 80,4% e 69,1% respectivamente
tinham mtDNA africano. Ja os individuos que se autodeclararam pardos, 25% possuiam
mtDNA amerindio. E os individuos que se autodeclararam amarelos tinham mtDNA amerindio
e europeu (40% cada um). E o individuo que se autodeclarou indigena possuia mtDNA africano.
Para a regido Sudeste, nosso trabalho ndo apresentou nenhum individuo que se autodeclarou
preto, amarelo ou indigena. Contudo, dentro do universo de autodeclarados pardos, 100%
possuiam 0 mtDNA de origem nativa americana (CARDENA et al., 2013).

Os censos demogréaficos sdo, atualmente, a Unica fonte de informacéo nacional sobre a
composicdo étnica da populacdo brasileira. Contudo, segundo Cardena e colaboradores, (2013),
existem algumas duvidas sobre as informac@es geradas pela autodeclaracdo da cor da pele. O
primeiro ponto é o grande nimero de termos que existe no Brasil para identificar as variacdes
da cor da pele entre os extremos branca e negro; e o segundo, se da pela influéncia de outras
variaveis na classificacdo étnica, como posicédo social, percepcao subjetiva de cor, escolaridade,
sexo, idade e variagOes regionais e culturais (CARDENA et al., 2013).

Em relacdo a analise do mtDNA, nossos resultados mostraram que 43,2% da populacédo
da Regido Sudeste possuia mtDNA de origem africana, sendo que destes, 37,1% se
autodeclararam brancos. Esses dados sédo semelhantes aos encontrados por Cardena e cols, que
ao avaliar o mtDNA de individuos autodeclarados brancos da Regido Sudeste, 37,6% possuiam
mtDNA de origem africana. Com isso, é possivel concluir que a autodeclaracdo da cor da pele
ndo esta completamente relacionada & ancestralidade matrilinear na populacdo do Sudeste
brasileiro (CARDENA et al., 2013).
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CONCLUSAO

a. A diversidade molecular referente aos dados de mtDNA do Brasil encontrada dentro
dos pacientes diabéticos apresentou valores altos. Esses dados estdo relacionados com
a miscigenacgdo da populacéo brasileira, refletida também em um recorte de pacientes
com diabetes melitus tipo 1, em que € relatada incidéncia maior em individuos brancos.

Isso reforca a importancia de um banco de dados nacional de mtDNA,;

b. Nossos dados demonstram maior contribuicdo de ancestralidade materna de origem
amerindia, sendo o haplogrupo C o mais comum. Quando estratificamos nossa
populacdo estudada por regibes, em todas as regides demograficas a ancestralidade
amerindia foi a mais frequente, exceto a Regido Sudeste, que apresentou uma maior

frequéncia de haplogrupos africanos;

c. Emrelacdo a cor autodeclarada, é possivel concluir que em pacientes com DM1, ndo se
observou relagdo entre a cor autodeclarada e a origem matrilinear dos pacientes. 1sso
pode ser explicado devido ao acasalamento assimétrico que ocorreu nas diferentes

regibes brasileiras entre homens europeus e mulheres amerindias e africanas.

d. Em relacdo a ancestralidade matrilinear dos pacientes com DML, a maior contribuicéo
é da origem amerindia, seguida da africana e por Gltima a europeia. Esses dados vao de
encontro com o observado na populacao brasileira num geral. Porém nossos dados séo
diferentes do que é observado na ancestralidade autossémica para os pacientes com
DM1, que possuem uma frequéncia maior de ancestralidade europeia. Com isso, é
possivel inferir que a ancestralidade matrilinear ndo é a responsavel por carrear padroes

genéticos em perfil da doenca.
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APENDICE A — Distribuicdo por autodeclara¢io da populago brasileira referentes aos dados
do IBGE, e dados de pacientes com DM1 do presente estudo e Gomes et al. 2018.
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APENDICE B — Frequéncia de ancestralidade matrilinear por Estado ou regido demografica

no Brasil para populacdo saudavel e populacdo com DML1.

REGIAO POPULACAO N NAM AFR EUR ASI REFERENCIA
(%) (%) (%) (%)
Acre, Amazonas, Amapa, 116 57,8 36,2 6,0 - Nogueira et al.,
Norte Paré, Roraima e Tocantins 2017
DM1 7 71,4 28,5 - - Presente estudo
Piaui 174 52.3 36.2 9.8 1.7 Schaan et al., 2017
Ceard 52 51.9 30.8 11.5 5.8 Schaan et al., 2017
Rio Grande do Norte 276 45.7 35.1 15.6 3.6 Schaan et al., 2017
Paraiba 21 38.1 38.1 23.8 - Schaan et al., 2017
Nordeste Pernambuco 64 30,3 40,8 28,9 - Schaan et al., 2017
Sergipe 4 75 25 - - Schaan et al., 2017
Bahia 7 714 28.6 - - Schaan et al., 2017
DM1 103 46,6 38,8 14,5 - Presente estudo
Sé&o Paulo (SP) 492 28,7 46,3 25 - Cardenaet al.,
2013
Espirito Santo 97 23,7 43,3 32 1 Sanches, 2013
Sudeste 290 36,9 35,2 27,6 0,3 Fridman et al.,
Sudeste 2014
Rio de Janeiro (RJ) 205 26 42 31 1 Siméo et al., 2018
DM1 81 39,5 43,2 17,2 - Presente estudo
Santa Catarina 80 21.3 15 63.8 - Palencia et al.,
2010
Parana 122 49,2 12,3 38,5 - Poletto et al., 2019
DM1 13 30,7 7,7 61,5 - Presente estudo
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APENDICE C — Trabalho apresentado no XXXIV Congresso Brasileiro de Genética Médica,
realizado em S&o Paulo, agosto de 2023.
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APENDICE D - Artigo publicado na revista Diabetology & Metabolic Syndrome em 15 de
julho de 2024

Fermedta ef ol . Diabetology &
Diabetology & Metabolic Syndrome (2024) 16:130
https://doiong/10.1186/513098-024-01342-8 Metabolic Syndrome
BRIEF REPORT Open Access
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A pilot study of mitochondrial genomic

ancestry in admixed Brazilian patients with type
1 diabetes

Livia Leite Ferreira', Anna Beatriz Rodrigues Gongalves?, Igor Josué Barbosa Adiala’, Silvia Loiola’,
Alessandra Dias?, Rossana Sousa Azulay®, Dayse Aparecida Silva' and Marilia Brito Gomes™

Abstract

Interactions between multiple genes and environmental factors could be related to the
pathogenesis of type 1 diabetes (T1D). The Brazilian population results from different historical
miscegenation events, resulting in a highly diverse genetic pool. This study aimed to analyze
the mtDNA of patients with T1D and to investigate whether there is a relationship between
maternal ancestry, self-reported color and the presence of T1D. The mtDNA control region of
204 patients with T1D residing in three geographic regions of Brazil was sequenced following
the International Society for Forensic Genetics (ISFG) recommendations. We obtained a
frequency of Native American matrilineal origin (43.6%), African origin (38.2%), and
European origin (18.1%). For self-declared color, 42.6% of the patients with diabetes reported
that they were White, 50.9% were Brown, and 5.4% were Black. Finally, when we compared
the self-declaration data with maternal ancestral origin, we found that for the self-declared
White group, there was a greater percentage of haplogroups of Native American origin (50.6%);
for the self-declared Black group, there was a greater percentage of African haplogroups
(90.9%); and for the Brown group, there was a similar percentage of Native American and
African haplogroups (42.3% and 45.2%, respectively). The Brazilian population with diabetic
has a maternal heritage of more than 80% Native American and African origin, corroborating
the country’s colonization history.

Keywords: Type 1 diabetes, Mitochondrial DNA, Admixed, Population

Introduction
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Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an inherited polygenic chronic autoimmune disease caused
by immune destruction of pancreatic beta cells, resulting in insulin deficiency [1,2,3]. Most
genes associated with T1D susceptibility are related to the immune response [4]. Genetic
variation in the region known as the human leukocyte antigen complex (HLA), especially in
class Il HLA antigens, is associated with genetic risk in T1D patients [4,5,6]. Generally, the
risk conferred by HLA system genes that is more prevalent in White, Caucasian, and European-
American individuals [2, 3, 5].

Another molecular marker that could be included in ancestry studies in patients with T1D is
mitochondrial DNA (mtDNA). Mitochondria are membranous organelles, formed by a double
membrane, present in almost all eukaryotic cells [7,8,9]. They are fundamental for a variety of
biological functions, being responsible for regulating a wide range of cellular processes such as
ATP production through oxidative phosphorylation (OXPHOS), apoptosis, f-oxidation of fatty
acids, calcium homeostasis regulation, production of reactive oxygen species (ROS), and iron-
sulfur cluster biogenesis [7,8,9].

Mitochondria have their own DNA, mtDNA, which in mammals is present in thousands of
copies per cell and is inherited in a non-Mendelian maternal manner. mtDNA is a circular
double-stranded DNA molecule, consisting of a heavy strand (H) and a light strand (L), without
histones and organized into nucleoprotein complexes called nucleoids. It has a size of 16.5 kb,
containing 37 genes responsible for encoding 13 protein subunits of the OXPHQOS system, as
well as two rRNAs and a set of 22 tRNAs for mitochondrial translation [7, 8]. In addition to the
coding region, mtDNA contains a non-coding control region, a short displacement loop, a
hypervariable segment (HVS) known as the D-loop, which houses almost all mtDNA
replication and transcription [9, 10].

Thus, mtDNA has many effects, including adaptive mechanisms to deal with environmental
changes and mechanisms related to cellular physiology, growth characteristics and
inflammatory systems. All the abovementioned actions have a great impact on a broad range of
metabolic and degenerative diseases, such as cancer, diabetes, and aging, which are related to
polymorphisms and mutations in these genes [11,12,13,14].

According to Cardena, mtDNA through hypervariable regions (HVS) could be a good marker
for inferring probable maternal geographic origin [15]. Brazil has important genetic diversity
due to its colonization of different migratory flows and miscegenation between Native
American, European, and African individuals [16, 17]. Therefore, to date, no evaluation of

mtDNA in patients with T1D has been carried out in Brazil. Thus, this pilot study aimed to
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analyze the maternal genetic origin of patients with T1D in a highly admixed population.

Materials and methods

This study, with 204 anonymized and not related to each other individuals with T1D, was
derived from a nationwide multicenter cross-sectional study with 1760 patients conducted in
five geographical regions (North, Northeast, Midwest, Southeast and South), as previously
described [1]. The present sample (n=204) comprised 86 men [42.2%]; 118 women [57.8%])
who had a mean age of 27.7 (SD + 11.28) years at diagnosis of 13.2 years (SD £8.29) and a
mean duration of diabetes of 13.5 years (SD + 8.43). The distribution of the studied population

according to the geographic regions of Brazil is described in Fig. 1.

Southeast Region
n=382

Figl: Map of Brazil's geopolitical regions with a number of samples by region: Northeast
Region (102) and North Region (7), together totaling 109 samples, Southeast Region: 82
samples; South Region: 13 samples. The samples from the North Region were added to the

samples from the Northeast Region, due to their low sample number

The control region of MtDNA, between positions 16024 to 576, was amplified and sequenced.
Conventional PCR was used for amplification using the L15900 and H639 primers at a
concentration of 0.2 uM each. The control region was sequenced using the L15900, L16555,
L314, H159 and H639 primers at a concentration of 0.25 uM each. Electrophoresis was
performed on an ABI PRISM® 3500 automatic sequencer (Applied Biosystems, CA, USA).

All forward and reverse sequences were aligned with the revised Cambridge Reference
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Sequence (rCRS) using the SeqScape Version 2.7 program (Applied Biosystems, CA, USA)
following the updated nomenclature guidelines for mtDNA. The EMPOP program was used to
assign sequences to haplotypes according to the most up-to-date version of the phylogenetic
tree of the mtDNA, Phylotree.

Approval was obtained before the start of the study by the Research Ethics Committee of
the HUPE-UERJ (Pedro Ernesto University Hospital, State University of Rio de Janeiro) with
the number CAAE 53563115.2.1001.5259. All procedures performed were in accordance with
the ethical standards of the Helsinki Declaration of 1964 and later versions. Informed consent

was obtained from all patients prior to recruitment.

Results and discussion

The percentages of mtDNA haplogroups observed in patients with T1D in Brazil were
Amerindian 43.6% (89 patients), African 38.2% (78 patients) and European 18.1% (37
patients). The most frequent haplogroup in the studied population was Amerindian origin C (34
patients; 16.7%), followed by African origin L3 (33 patients; 16.2%). The most common
haplogroups of European ancestral origin in the population were U and J, which were observed
in 8 patients (3.92%) for each haplogroup (Table 1).

Table 1: Haplogroup percentage in the overall studied population stratified by region

Haplogroup N (%) Brazilian gecgraphic regions Haplogroup N (%) Brazilian geographic regions
Mortheast! Southeast South Mortheast/! Southeast South Region
Morth Region Region Morth Region
Region Region
Native 89(43.6%) 52(47.7%) 32(39.0%) 4 (30.8%) Mative 89 (43.6%) 52(47.7%) 32(39.0%) 4 (30.8%)
American American
A 10.2%% 8.26% 14.63% 0.00% A 21 9 12 a
B 9.BD% 1101% 8.54% T B 0 12 7 ]
c 1647% 1927% 12208 15.38% C 14 21 10 2
] 5.85% 917% 3 668 T H%5 ) 14 10 3 1
43 43% 47T '% 39.02% 30.77% a9 52 iz &
African TE(38.2%) 42(38.5%) 36 (44.0%) 1(7.7%) African 78(38.2%) 42(38.5%)] 36 (44.0%) 1(7.7%)
La 143% 2.75% 4.88% 0.00% La 7 3 4 a
L1 8.82% 6.42% 13.41% 0.00% L1 18 7 11 a
L2 9BD% 917 10.98% 7% L2 0 10 9 ]
L3 16.18% 20.18% 14.63% 000% L3 i3 22 12 a
3B 24% 3853% 43 90% 7699 78 47 36
European 37018.1%) 150(13.8%) 14 (17.0%) 8(61.5%) European 37018.9%) 15(13.8%) 14 (17.0%] 81(61.5%)
H 143% 0.92% 4.88% 15.38% H 7 ] 4 2
HW 098% 0.92% 1.22% 0.00% HW 2 a
] 192% 367 3 66% 7% ] a < 3
R 2949 367T% 1.22% 7% R & &
T 1.96% 0.00%% 1.22% 23.08% T 4 a 3
u 392% 4.59% 2.44% 769 U a 5 2 ]
W 098% 0.00%% 2.44% 0.00% w 2 a 2 a
18.14% 13.76% 17.07% &1.54% 7 15

m
[
i

Tatal 100% 1007 1007 100% Total 204 109
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Maternal lineages of African, European and Amerindian descent are expected to occur at
different frequencies in Brazilian regions due to different interethnic crossings during the
colonization period.

The most frequent subhaplogroup of Native American origin in the studied patients with T1D
was C1b (24 patients, 11.7%), which was observed in 15 patients from the Northeast Region, 2
from the South Region and 7 from the Southeast Region. Clb is often defined as “Pan
American”, as it is found in both North and South American Native Americans of Beringian
origin. The C1 haplogroup was also the most frequently found in Botocudo origin (Brazil)
individuals [18]. However, when comparing our results with those of other countries in South
America, the most frequent haplogroup in Colombia was A2 (40%), while in our study
population, it accounted for only 10.3% [18, 19].

The most frequent subhaplogroups of African origin in the studied patients with T1D were L3e
and Ll1c (19 patients [9.3%] and 14 patients [6.8%], respectively). These subhaplogroups
constitute approximately half of the African fraction of the Brazilian population (49%) studied
by Alves-Silva and originated from Central Africa [20, 21].

Regarding haplogroups of European origin, our results revealed that haplogroups U and J were
the most frequent (n=38; 3.9% both). For the most common subhaplogroups, we found RO
(n=16; 2.9%), which is frequently found in Western Europe [22].

To determine whether there is any relationship between self-reported color and matrilineal
ancestry haplogroups, we determined the distribution of the ancestry origins of the matrilineal
lineages (African [AFR], European [EUR] and Native America [NAM]) by groups of self-
reported colors (White, Black, Brown and Yellow) in patients with T1D, as shown in Fig. 2.

Brown= 104 -

Self declaration

Black=11
|
el
0 20 40 60 80 100
White = 87 Black=11 Brown= 104
NAM 506 9.1 423
mEUR 276 0.0 12.5
mAFR 218 90.9 45.2
Ancestry origin

NAM ®mEUR mAFR
Fig 2: Distribution of matrilineal ancestral origin by self-reported color groups in patients with
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T1D (NAM: Native American; AFR: African; EUR: European)

In the present study, 42.6% (n=87) of the patients self-declared White, 5.4% Black (n=11)
and 50.9% Brown (n = 104). Our data are similar to those of the last IBGE demographic census,
2010, which revealed that the Brazilian population comprises 47.7% Whites, 7.6% Blacks, 43%
Browns, 1.1% Yellows and 0.4% Native Americans [23].

Additionally, in the present study, we observed a greater number of patients of native American
origin with matrilineal ancestry. According to self-declaration, those who declared themselves
White had predominantly Native American matrilineal ancestry (50.6%; 44 patients); those
who declared themselves to be Brown had a similar frequency of African and Native American
matrilineal ancestry (45.2% and 42.3%; 47 patients and 43 patients, respectively); and those
who declared themselves Black had matrilineal ancestry of African origin (90.9%; 10 patients).
ANOVA was used to validate our hypothesis, and a p value of 0.0513 indicated a tendency.

Conclusion

The present study of patients with T1D revealed that matrilineal ancestry of Native American
origin was the most common, followed by that of African and European ancestry. Our data
corroborate those of other studies, confirming the influence of Brazil’s historical colonization
period on the formation of the genetic pool of the Brazilian population. Further studies with a
large sample of patients with T1D in all geographic regions are needed to investigate this pattern
for a better definition of the role of DNAmt in the pathogenesis of the disease.

Availability of data and materials

The used datasets and/or analyzed during the current study are available with the corresponding
author upon reasonable request.
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ANEXO A- TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO:

Associagao de alelos do sistema principal de Histocompatibilidade com ancestralidade
autossomica, do cromossoma Y e do DNA mitocondrial em pacientes com diabetes tipo

1: relacdo com a cor autodeclarada em pais e avos.

COORDENADOR GERAL DO PROJETO: Prof. Dra. Marilia de Brito Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)

PESQUISADOR RESPONSAVEL DO CENTRO: Dra. Marilia de Brito Gomes
LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

O Sr (a) esta sendo convidado (a) para participar de um estudo multicéntrico académico sob a

coordenacdo geral da Prof. Dra. Marilia de Brito Gomes (UERJ)

Os objetivos deste estudo estdo descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
E importante que vocé entenda por que o estudo esta sendo realizado e o que ele envolvera.
Portanto, leia com calma e atencéo e analise cuidadosamente estas informacdes antes de decidir
se vocé deseja participar. Ndo hesite em fazer perguntas para a equipe do estudo caso algum
ponto nao esteja claro ou se vocé desejar mais informacdes.

O Sr(a) deve ler e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes que quaisquer

atividades relacionadas ao estudo possam ser realizadas.

OBJETIVOS DO PROJETO:

Avaliar a prevaléncia das complicagdes cronicas microvasculares e macrovasculares
(retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica e autonémica cardiaca e doenca cardiovascular)

em pacientes diabéticos tipo 1 (DM1) em acompanhamento em unidades ambulatoriais e
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hospitais plblicos conveniados ao Sistema Unico de Salde (SUS) e avaliagdo dos custos da

doenca.

Identificar marcadores demograficos, clinicos e laboratoriais das complicagdes cronicas

relacionadas ao DML1.

Avaliar a predisposicdo genetica ao DM1 conferida pelo sistema de
histocompatibilidade [HLA] e avaliar a distribuicdo dos diferentes marcadores genéticos de
risco e protecédo para as complicacdes crénicas do diabetes (nefropatia e retinopatia diabética),
incluindo os marcadores genéticos de ancestralidade, nos pacientes portadores de DM 1 e em

controles ndo diabéticos

Os pacientes responderdo a um questionario (em anexo) com perguntas sobre sua

ancestralidade (pais, avos e bisavos).

A partir dos resultado de prevaléncia e dos custos da doenca e de suas complicacOes e
das disponibilidades de intervencédo de cada centro, avaliaremos a possibilidade de instituirmos

estratégias terapéuticas em parceria com o SUS.

DADOS E PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS:

- Coleta de dados referentes a doenca através de um questionario, exame fisico e de fundo de
olho;

- Dados sobre ancestralidade (pais,avés e bisavos) coletados por um questionario;

- Coleta de sangue de 10 ml de sangue para analise bioquimica (lipidograma, creatinina e

ac.urico pelo centro e TSH (caso haja disponibilidade do centro);

- Coleta de sangue 6 ml para analise da HbAlc (caso o centro ndo realize por HPLC-BIORAD)

e de 12 ml para anélise de PCR-US, TSH (caso o centro ndo faga) e armazenamento de amostras
- Coleta de 10 ml de sangue para analise dos polimorfismos genéticos descritos acima;
- Coleta de 2 amostras randémicas de urina para analise de microalbumindria;

Todo o material coletado (sangue e urina) sera utilizado para as analises do presente

estudo. O material sera encaminhado ao laboratoério ao laboratério da Disciplina de Diabetes da
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UERJ para analise de TSH, (caso o centro ndo faca), PCRUS e HbAlc (caso o centro ndo realize
por HPLC-BIORAD. O material coletado para analise dos polimorfismos genéticos sera
encaminhado ao Laboratdrio de Histocompatibilidade (HLA) da UERJ para extracdo do DNA.
As amostras de DNA serdo armazenadas no laboratério de HLA da UERJ para andlise de
futuros marcadores genéticos de risco de complicacfes da doenca. As amostras de soro serdo
armazenadas no Laboratério da Disciplina De Diabetes e Metabologias da UERJ. Toda nova
pesquisa a ser feita com o material armazenado sera submetida para aprovacdo do Comité de

Etica em Pesquisa da instituicao

A avaliagdo cardiovascular serd realizada pelos métodos descritos abaixo sendo comum
Eletrocardiograma (ECG) de repouso.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS COLETADOS:

Todas as informac6es coletadas serdo mantidas em carater sigiloso e utilizadas apenas
para fins cientificos.
PARTICIPACAO NO ESTUDO:

Sua participagdo neste estudo € totalmente voluntéria. Se o Sr (a) aceitou inicialmente
em participar do estudo e depois decidiu sair por qualquer razéo, vocé nao terd nenhum prejuizo

em seu atendimento dentro deste hospital.

CUSTOS:

N&o havera nenhum custo para vocé participar do estudo.

RISCOS E BENEFICIOS:

RISCOS: Sua participacdo neste estudo nédo vai prejudicar o tratamento da sua doenca, nem
causar nenhum dano ao Sr (a).

BENEFICIOS: N&o havera nenhum beneficio direto se o Sr (a) participar deste estudo, porém

a pesquisa produzira resultado que poderéo ajudar outros pacientes no futuro.

CONTATO:
Se o Sr (a) tiver davida ou necessitar de esclarecimentos sobre a pesquisa, por favor, entre em
contato com a Dr (a) Marilia Gomes através dos telefones 28688224, 23342374,
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Para obter informagdes adicionais sobre seus direitos como sujeito de pesquisa referente a sua
participacdo neste estudo, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital “Pedro Ernesto localizado na Av 28 setembro 77 térreo, CEP 20551-030, Brasil, no
telefone 28688253. .

CONSENTIMENTO:

Confirmo que apds receber todas as informagdes referentes ao estudo, inclusive os riscos
e beneficios, ler e entender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tirar todas as
minhas duvidas, concordo em participar voluntariamente do estudo.
PACIENTE:

Nome completo

Assinatura
Data:
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Nome do Paciente

Sexo : (1) Masculino

(2) Feminino L
Registro no Centro
Cidade Data Nascimento ------- f e
/

Tempo de acompanhamento no centro
(meses)
Cor do Pai (1) Branca

(2)Preta

(3) Parda/mulata

(4 ) Amarela/Oriental

(5) Indigena

(9) Nao Sabe L1
Cor da Mae (1) Branca

(2)Preta

(3 ) Parda/mulata

(4 ) Amarela/Oriental

(5) Indigena

(9) Nao Sabe L1
O seu pai nasceu no Brasil ? (Se for | (1)Sim
estrangeiro, pule a proxima questéo) (2)Ndo

(9) Nao Sabe L1
Estado do Brasil onde seu pai nasceu: L1 L

Caso o pai néo seja brasileiro , em qual

pais estrangeiro nasceu?

LI 1L JL 1L JL
R [y N Iy I oy B
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A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regidto deste pais | informar esta (2)Ndo AL B.
estrangeiro que seu pai | regido: L JLJLJL
nasceu? 1
A sua mae nasceu no Brasil ? (Se for | (1)Sim
estrangeira, pule a proxima questao) (2)Ndo

(9) N&o Sabe L
Estado do Brasil onde sua mae nasceu: L1 Ll
Caso sua méae nao seja brasileira, em qual Ll LJLJLJdLJdL
pais estrangeiro nasceu? L L L
A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regido deste pais | informar esta (2)Nzo A LB
estrangeiro que sua | regido: L 1L JLJL
mé&e nasceu? R
Cor do Avd Materno: (1) Branca

(2)Preta

(3) Parda/mulata

(4) Amarela/Oriental

(5) Indigena

(9) Néo Sabe

LI

Cor da Avo Materna: (1) Branca

(2)Preta

(3) Parda/mulata

(4) Amarela/Oriental

(5) Indigena

(9) N&o Sabe L
O seu avd materno nasceu no Brasil ? (Se | (1)Sim
for estrangeiro, pule a préxima questéo) (2)Ndo

(9) N&o Sabe L
Estado do Brasil onde seu avd materno
nasceu: L L

Caso seu avd materno néo seja brasileiro,

em qual o pais estrangeiro nasceu?

LI 1L 1L 1L JL
S [y N [ N iy W
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A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regidto deste pais | informar esta (2)Nao A LB
estrangeiro que seu | regido: L1 1L JL 1L 1L
avd materno nasceu? N
A sua avé materna nasceu no Brasil ? (Se | (1)Sim
for estrangeira, pule a préxima quest&o) (2)Ndo
(9) N&o Sabe L
Estado do Brasil onde sua avé materna
nasceu: L L
Caso sua avo materna ndo seja brasileira, Ll L JdLdL
em qual pais estrangeiro nasceu? L L L
A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regidfo deste pais | informar esta (2)Ndo
estrangeiro que sua | regido:
, A LB
avé materna nasceu?
N [y N Iy U Iy Ny By
Sy
Cor do Avo Paterno: (1) Branca
(2)Preta
(3) Parda/mulata
(4) Amarela/Oriental
(5) Indigena
(9) Nao Sabe
L1
Cor da Avo Paterna: (1) Branca
(2)Preta
(3) Parda/mulata
(4) Amarela/Oriental
(5) Indigena
(9) N&o Sabe L
O seu avd paterno nasceu no no Brasil ? | (1)Sim
(Se for estrangeiro, pule a proxima (2)Nzo
questéo)
(9) Nao Sabe L

Estado do Brasil onde seu avd paterno

nasceu:
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Caso seu av0 paterno ndo seja brasileiro,

em qual o pais estrangeiro nasceu?

N [y S Iy IS oy Sy B Oy
N [y N I I [y W

A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regido deste pais | informar esta (2)Ndo A L B.
estrangeiro que seu | regido: 1L JLJL
avo paterno nasceu? N
A sua avo paterna nasceu no Brasil ? (Se | (1)Sim
for estrangeira, pule a préxima quest&o) (2)Ndo
(9) N&o Sabe L
Estado do Brasil onde sua avo paterna
nasceu: L1 L
Caso sua av6 paterna ndo seja Angolana, Ll JLJLJdLdL
em qual o pais estrangeiro nasceu? L L L
A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regido deste pais | informar esta (2)Ngo A LB
estrangeiro que sua | regido: L1 1L JLJ1L1L
avoé paterna nasceu? Sy
Cor dos Bisavos Maternos: (1) Branca
(2)Preta
(3) Parda/mulata
(4) Amarela/Oriental
(5) Indigena
(9) Nao Sabe L
Os seus bisavos maternos nasceram no | (1)Sim
Brasil (Se forem estrangeiros, pule a (2)Nzo
proxima questao)
(9) Nao Sabe L
Estado Brasil onde seus bisavds maternos
nasceram: L 1L
Caso seus bisavos maternos ndo sejam
brasileiros , em qual pais estrangeiro
nasceram?
N [y N Iy N Iy Ny By
RN o Ay IS oy
A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim AL_pB
regidfo deste pais | informar esta (2)Ndo L L L L LdL

estrangeiro que seus | regido:

1L
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bisavos maternos

nasceram?

Cor dos Bisavds Paternos:

(1) Branca
(2)Preta
(3) Parda/mulata

(4 ) Amarela/Oriental

(5) Indigena

(9) N&o Sabe L
Os seus bisavos paternos nasceram no | (1)Sim
Brasil ? (Se forem estrangeiros, pule a (2)Ndo
proxima questéo)

(9) N&o Sabe L
Estado do Brasil Angolano onde seus
bisavés paternos nasceram: [ |
Caso seus bisavds paternos ndo sejam
brasileiros , em qual pais estrangeiro L1 JLJL 1L 1L
nasceram? S O N I O
A. Sabe informar a | B. Caso saiba, | A.(1)Sim
regido deste pais | informar esta (2)Ndo

estrangeiro que seus
bisavés paternos
nasceram?

regido:

A L B.
1 LJLJL1L
JR I |




