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@ Resumo

O DNA mitocondrial apresenta caracteristicas particulares, tais como um
elevado nimero de cOpias por célula, heranca uniparental materna, elevada taxa de
mutacdo e auséncia de recombinagdo, que permitem a sua utilizagdo na clarificacéo
da origem e evolugcdo das populagdes humanas. O objetivo deste estudo foi obter
informacdo sobre a origem, em termos genéticos, da populagdo imigrante de Cabo
Verde residente atualmente em Lisboa. Para tal procedeu-se a construcdo de uma
base de dados de DNA mitocondrial de forma a caracterizar a diversidade genética
de 103 imigrantes oriundos de Cabo Verde, residentes em Lisboa.

A regido controlo do DNA mitocondrial foi amplificada e sequenciada, entre
as posicdes 16024 e 576, utilizando dois pares de primers (L15997/H016 e
L1655/H599). As sequéncias obtidas foram inseridas na base de dados de DNA
mitocondrial com maior relevancia na area das Ciéncias Forenses, a EDNAP
Forensic mtDNA Population Database - EMPOP.

A analise da regido controlo revelou elevada variabilidade genética, com
elevada frequéncia de haplotipos Unicos. A maioria das sequéncias de DNA
mitocondrial corresponde a haplogrupos caracteristicos de populagcdes africanas.
Uma pequena minoria corresponde a haplogrupos euroasiaticos. Os resultados
obtidos sdo semelhantes aos resultados alcancados em estudos anteriores sobre a
origem e evolucdo da populacdo de Cabo Verde, 0 que sugere que a composicdo
genética da populacdo imigrante de Cabo Verde a residir atualmente em Lisboa é
representativa da composicdo genética do arquipélago. Os resultados obtidos nao
contradizem a versdo historica da colonizacdo do arquipélago de Cabo Verde,
segundo a qual a referida colonizacdo envolveu escravas africanas e individuos

portugueses do sexo masculino, mobilizados a altura para a ex-coldnia.

Palavras chave: DNA Mitocondrial; Cabo Verde; Lisboa; Genética

populacional



@ Abstract

Mitochondrial DNA presents peculiar characteristics that promote its use in
the clarification of the origin and evolution of human populations, such as maternal
inheritance, high mutation rate and absence of recombination. The aim of this study
was to obtain information about the origin of the immigrant population of Cabo
Verde currently living in Lisbon. As such, a database for mtDNA was built to
analyze the genetic diversity of 103 immigrants from Cabo Verde, living in Lisboa.

Mitochondrial DNA control region was amplified and sequenced between
positions 16024 and 576, using two sets of primers (L15997/H016 and
L16555/H599). Obtained haplotypes were submitted to the most important
mitochondrial DNA database in Forensic Sciences, EDNAP Forensic mtDNA
Population Database — EMPOP.

The analysis of the control region revealed high genetic diversity, with a high
frequency of unique haplotypes. Most mitochondrial DNA sequences correspond to
African haplogroups. A minority of the sequences were linked to Euroasian
haplogroups. Obtained results are similar to results achieved in previous studies
about the origin and evolution of Cabo Verde’s population, which suggests that the
genetic composition of Cabo Verde’s immigrant population living in Lisbon is
representative of the genetic makeup of the archipelago. The results do not contradict
the historical version of the colonization of the archipelago, which states the
colonization involved female African slaves and male Portuguese, mobilized by that

time to the ex-colony.

Keywords: Mitochondrial DNA; Cabo Verde; Lisboa; Population genetics
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Introducao
1. Cabo Verde

1.1. Generalidades

Cabo Verde é um pais insular africano que em 2010 tinha 491,683 habitantes
(Instituto Nacional de Estatistica de Cabo Verde, 2010). Esta situado ao largo da
costa Africana Ocidental, a 450-600 km do Senegal, na latitude de 14°40” ¢ 17°30° N
e na longitude de 21°30 e 25°30° W. O seu home tem origem na peninsula de Cabo
Verde, no Senegal, o ponto mais oeste do continente Africano. Esta integrado na
Macaronésia (Figura 1), um grupo de 4 arquipélagos situados no Oceano Atlantico
(Acores, Madeira, Ilhas Canérias e Cabo Verde). Cabo Verde é constituido por dez
ilhas e oito ilhéus de origem wvulcanica. Atualmente ndo ha registo de erupcoes,
exceto na ilha do Fogo, onde o seu vulcéo, altamente ativo, teve a sua Gltima erupcao
em 1955 (Ramalho, 2011).

Madeira

Selvagens

Candrias e
MACAROMNESIA MZCArONEsic
africana

Cabo Verde
Y

Figura 1 — Mapa com a localizacéo das ilhas pertencentes ao grupo da Macaronésia
Adaptado de http://www3.uma.pt/cem/aegro.ecpgr.symp/macaronesia.html
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As dez ilhas do arquipélago de Cabo Verde estdo divididas, consoante a sua
localizacdo, em dois grupos. A norte situa-se o grupo Barlavento, constituido pelas
ilnas de Santo Antdo, S&o Vicente, Santa Luzia, S&o Nicolau, Sal e Boa Vista. O
grupo Sotavento, constituido pelas ilhas Maio, Santiago, Fogo e Brava, situa-se a sul
do arquipélago (Figura 2). A capital, Praia, localiza-se na ilha de Santiago e
representa 0 maior aglomerado populacional do pais (Willie, 2001). O arquipélago
tem uma &rea total de 4068 km?, sendo a maior ilha Santiago (4rea de 991 km?) e a
menor ilha Santa Luzia (4rea de 35 km?). A distancia entre as ilhas varia de 8 km
(entre S&o Vicente e Santa Luzia) a 270 km (entre Santo Antdo e Maio) (Ramalho,
2011).

O clima em Cabo Verde é tropical seco com influéncia oceédnica, com chuvas
de caractér torrencial, particulamente nas ilhas de relevo acentuado. O territorio €, na
sua maioria, montanhoso, arido e pobre em terreno fértil. As temperaturas sdo mais
elevadas em setembro (media de 26,7°C) e mais baixas em janeiro e fevereiro
(médias de 18,4°C) (Ramalho, 2011). Foi em condi¢bes algo éarduas, para 0s
navegadores, que Cabo Verde foi descoberto no sec. XV por portugueses que
exploravam a costa Africana Ocidental. A quando da sua descoberta, as ilhas ndo se

encontravam habitadas.

Santo Antdo Acores

Sdo Vicente Madeira _

Q" Sio Nicolau {aSal Canaras iw, .

<

Cabo Verde Bcgasta

Fogo % O Maio
o O

Brava Santiago

Figura 2 - Mapa de Cabo Verde;
Adaptado de Brehm et al. (2002)
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1.2. O Império Colonial Portugués e a descoberta de Cabo Verde

A descoberta de Cabo Verde resultou da expansdo do Império Colonial
Portugués, que se iniciou em 1415 com a conquista de Ceuta e que se estendeu por
Africa, Asia e América do Sul. A descoberta de uma rota maritima através do Cabo
Bojador pelo marinheiro portugués Gil Eanes permitiu a exploradores e mercadores
Europeus partirem a descoberta de novas rotas na costa de Africa e, mais tarde, na
India.

| I Yy
O Infante Dom Henrique, uma eminente ."?‘*» k

personalidade histérica do Portugal quatrocentista,
langou navegadores lusos para além do Cabo
Bojador. Entre eles estava um grupo de
navegadores que contribuiu para a descoberta de
Cabo Verde. Luis Cadamosto, explorador italiano,
descobriu as primeiras ilhas do arquipélago, entre
elas Santiago, em 1458. Diogo Gomes (Figura 3),
Anténio de Noli e Diogo Afonso (1461)

descobriram as restantes ilhas. As ilhas de Cabo i.

Verde foram descobertas, por portugueses, SeM  riq,ra 3 Fotografia da estatua de

Diogo Gomes, um dos navegadores
envolvidos na descoberta de Cabo

contudo, que os Mouros tenham procurado sal nestas Verde, em Praia
Adaptado de

mesmas ilhas, nos séculos que se antecederam nttp://old.enciclopedia.com.pt/articles
. 2 i id=
(Carreira, 1983). .php?article_id=1184

indicios de presenca humana anterior. Acredita-se,

1.3. Colonizacao e crescimento de Cabo Verde

Os primeiros colonizadores do arquipélago de Cabo Verde chegaram em
1462 a ilha de Santiago e alguns anos depois a ilha vizinha de Fogo. Foi em Santiago
que surgiu a primeira povoacao, Ribeira Grande (atualmente denominada Cidade
Velha, de forma a evitar confusdo com a cidade Ribeira Grande na ilha de Santo
Antdo). Ribeira Grande foi a primeira povoacdo Europeia permanente nos trépicos
(Willie, 2001). Inicialmente, a coloniza¢do decorreu lentamente devido ao clima
arduo da regido. S6 no séc. XVII as ilhas a norte, Santo Antdo e Sdo Nicolau,

receberam os primeiros habitantes (Brehm et al., 2002).
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Em 1466 os colonizadores portugueses em Cabo Verde foram autorizados
pelo Rei Afonso V a negociar livremente com as cidades da costa da Guiné, do
Senegal e da Serra Leoa (Brehm et al., 2002). ApoOs estabelecerem postos de
comércio nas ilhas ja povoadas, comecgaram a estabelecer postos em pleno continente
africano, o que fortaleceu uma relagdo comercial entre os colonizadores e as
sociedades africanas com as quais comercializavam. Fruto desta relacéo teve inicio o
comércio de escravos, que levou a um rapido aumento da populacdo em Cabo Verde
(Willie, 2001). Alguns dos primeiros escravos eram originarios do Senegal e da
Mauriténia e entre eles existiam também Guanches das Ilhas Canéarias (Barry, 1998).
Santiago tornou-se uma paragem obrigatéria para barcos a caminho do Golfo da
Guiné, Angola, Sdo Tomé e Principe e Brasil e a regido rapidamente se tornou numa
estacdo para comeércio transatlantico de escravos, atividade que permitiu a Cabo

Verde prosperar durante o séc. XVI (Russell-Wood, 1998).

Cabo Verde ndo servia apenas para as atividades costeiras de Portugal no
Oceano Atlantico. Serviu também como local de exilo para marginais e individuos
acusados de crimes civis e politicos em territério portugués. O arquipélago seria
também inicialmente povoado por judeus e nobres, de Portugal e de outros paises da

Europa, que se mobilizaram para Cabo Verde sem as respetivas familias.

As primeiras povoagdes de Cabo Verde eram, portanto, constituidas na sua
maioria, por escravas africanas provenientes da costa Africana Ocidental e homens
de diversas classes provenientes da Europa. Os homens acabariam por se cruzar com
as mulheres indigenas, o0 que deu origem a uma nova classe mista de individuos, os
mulatos ou crioulos. Individuos desta nova geracdo facilmente se tornaram
intermediarios de comércio, gracas a sua familiarizacdo com ambas as culturas, a
Europeia e a Africana (Willie, 2001).

1.4. Destabilizacdo do estado econdomico e Independéncia de
Cabo Verde

A localizacdo de Cabo Verde no Atlantico e a prosperidade do comércio
tornaram o arquipélago vulneravel a ataques de piratas provenientes de varios paises

Europeus, entre eles a Franca e a Holanda, o que acabaria por afetar o comércio de
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escravos. A influéncia portuguesa na regido diminuiu ao longo dos secs. XVII e

XVIII e o comércio de escravos terminou em 1876.

A opressao portuguesa que mantinha Cabo Verde com o estatuto de colonia
comecou a sofrer resisténcia na segunda metade do séc. XX. Em 1956, um
movimento nacionalista de libertacdo liderado por Amilcar Cabral, designado Partido
Africano da Independéncia da Guiné e Cabo Verde, permitiu estabelecer uma
resisténcia anticolonial que viria a dar origem a uma insurrei¢cdo armada e sustentada
e uma cerimonia para declaracdo da independéncia a 5 de julho de 1975 (Willie,
2001). Cabo Verde tornava-se independente depois de 500 anos de controlo colonial.
Foi instalado um regime de partido Unico apds a independéncia, substituido por um
modelo de multipartidarismo em 1990 (Carvalho, 2010).

A abolicdo do comércio de escravos no séc. XIX perturbou o estado
econdmico do arquipélago, ja agravado por secas e escassez de alimentos. Contudo, a
posicdo do arquipélago no Atlantico tornou-o na localizagdo ideal para
abastecimento e reparacdo de navios, 0 que permitiu atenuar a crise economica que
Cabo Verde atravessava (Willie, 2001). Esta situacdo promoveu, contudo, um forte

movimento migratério, que se viria a estabelecer como uma forte tradicdo no pais.

1.5. Migracdo em Cabo Verde

A migracdo esta presente na realidade historica e social de Cabo Verde desde
0 estabelecimento da sociedade cabo-verdiana. Os primeiros sinais de expressdo
migratoria dos cabo-verdianos deram-se no final do séc. XVII e inicio do séc. XVIII,
sendo a America o principal destino. Desde entdo e até a atualidade a emigracao tem
levado os cabo-verdianos a mais de 25 paises em todo o globo (Carling & Akesson,
2009).

Na histéria de Cabo Verde sdo conhecidos trés periodos distintos de grande
fluxo migratério ao longo do sec. XX. O primeiro ocorreu de 1900 a 1926 para 0s
Estados Unidos da América. De 1927 a 1945 foram varios os destinos escolhidos
pelos cabo-verdianos, entre eles a América Latina (Brasil e Argentina), Africa
(Senegal, Guiné, Sdo Tomé e Principe e Angola) e Portugal. De 1946 a 1973 0s
emigrantes escolheram como principal destino a Europa, nomeadamente a Holanda,

Franca, Luxemburgo, Italia e Suica (Carvalho, 2010).
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Segundo o Censo de 2000 (INE de Cabo Verde), no periodo compreendido
entre 1995 e 2000 emigraram 12.206 cabo-verdianos, a maioria do sexo masculino
(54%). Nesse periodo, o principal pais de destino foi Portugal com cerca de 6,590
emigrantes, seguido dos Estados Unidos da Ameérica, Franca, Holanda, Itélia,
Espanha e Suica (Carvalho, 2010) (Figura 4). De acordo com os dados mais recentes
do INE de Portugal, 0 nosso pais tinha, em 2011, 38,895 emigrantes provenientes de
Cabo Verde.

Outros; 8,5%
Franga; 8%
Italia; 2,2%

Holanda; 5%
Suica; 1,3%

Espanha; 2% Portugal; 54%

Estados Unidos da
América; 19%

Figura 4 - Representacdo esquematica referente aos emigrantes Cabo-verdianos entre 1995 e
2000 por pais, em %, segundo dados do Censo de 2000; Fonte: Carvalho (2010)

Este elevado fluxo migratério que se iniciou hd 500 anos e que atingiu o seu

auge no séc. XX permite caracterizar o carater cultural atual do pais.

1.6. Atualidade de Cabo Verde

Devido ao seu papel, como centro de comércio no Oceano Atlantico, Cabo
Verde assimila, atualmente, impressdes culturais ndo sé de Portugal e oeste de Africa
mas também de outras regides do globo. A lingua oficial é a Portuguesa mas o
Crioulo é a linguagem falada mais comum. A religido dominante é a Catdlica, mas
outras religides africanas tradicionais também sdo comuns. A maioria dos Cabo-

verdianos sdo hoje de ascendéncia mista, Europeia e Africana (Willie, 2001).

Atualmente, a historia da populacdo de Cabo Verde podera ser corroborada

pela analise de variagbes no DNA mitocondrial (mtDNA), que permitira estimar o
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impacto das populagfes que estiveram na origem da populagdo cabo-verdiana e na

formac&o da sua linhagem materna atual.

2. MitocOndria

2.1. Estrutura e funcoes

O DNA mitocondrial localiza-se num dos compartimentos subcelulares das
células eucariotas, a mitocondria. As mitocondrias sdo organelos pleomorficos (com
1 a 2 um de comprimento) e altamente dindmicos, presentes em elevado nimero no
citoplasma, em todos os organismos que utilizem oxigénio como fonte de energia
(Logan, 2006). Sao constituidas por duas membranas fosfolipidicas, uma externa,
mais densa e uma interna, mais fina, que se dobra formando vilosidades,
denominadas cristas, que lhe conferem uma area de superficie mais extensa. Na
matriz mitocondrial, limitada pela membrana interna, é onde estdo presentes céopias
de DNA mitocondrial, RNA de transferéncia (tRNA), ribossomas mitocondriais e
enzimas (Figura 5). A membrana externa contém poros que a tornam permeavel a
moléculas com massa molecular superior a 10 mil daltons (Da) e enzimas envolvidas
na sintese de lipidos da mitocOndria e na sua respetiva conversdo para metabolizacdo

Espaco Membrana Cristas
intermembranar externa
Matriz
Ribossoma Membrana
interna
ATP Q
pr sintetase ’
Granulo

1c

Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura da mitocondria; Adaptado de Logan (2006)



na matriz. A membrana interna é constituida por proteinas responséaveis por reacoes
de oxidacéo envolvidas no transporte de eletrdes, ATP sintetases para producgdo de
ATP na matriz e proteinas de transporte que permitem a entrada e saida de
metabolitos da matriz (Alberts et al., 2006).

O principal papel deste organelo consiste, enquanto centro de producdo de
energia da celula, na sintese de ATP durante o metabolismo aerdbio (Lodish, 2004).
Estd envolvida, adicionalmente, noutros processos metabdlicos, entre eles a
biossintese de acidos gordos, o Ciclo de Krebs e a biossintese de aminoéacidos
(Logan, 2006). Provou-se também, ao longo do tempo, que a mitocdndria esta
envolvida na fotorrespiracdo (Douce & Neuburger, 1999), na sinalizacdo celular para
transporte de Ca®* (Vandecasteele et al., 2001) e na apoptose (Youle & Karbowski,
2005). O envolvimento da mitocondria com o processo de envelhecimento esti bem
descrito e estd associado ao aumento da producdo de intermediérios reativos de

oxigénio (ROIs) e danos no DNA mitocondrial (Peterson et al., 2012).

A mitocondria possui 0 seu préprio DNA e maquinaria de sintese de proteinas

sendo, no entanto, semiautbnomas.

2.2. Origem da mitocOndria e semi-autonomia

A origem da mitocondria terd ocorrido algures durante a evolucgéo e reflete
uma endossimbiose acompanhada por transferéncia de genes do endossimbionte ao
hospedeiro. Existem, atualmente, duas teorias sobre a origem das mitocondrias. A
primeira, a tradicional teoria endossimbiotica, refere que as mitocondrias seriam
procariotas aerdbios estritos incorporados por um hospedeiro eucariota com
caracteristicas anaerobias, dando origem a uma relacdo de simbiose. Uma teoria
alternativa indica que o hospedeiro que incorporou a mitocéndria era um procariota.
A mitocondria ancestral serviria como uma fonte versatil de energia e eletrbes. O
hospedeiro, fruto desta relacdo de simbiose, viria a adquirir mais tarde caracteristicas

de um organismo eucariota (Gray, 2012; Martin & Mentel, 2010).

O antepassado da mitocondria perdeu, eventualmente, a capacidade de se
duplicar sozinho e, atualmente, a maioria das proteinas mitocondriais séo codificadas
no nucleo da célula, sintetizadas no citosol e depois importadas para a mitocondria

(Duby & Boutry, 2002). No entanto, a mitocéndria conserva uma semiautonomia
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genética em relacdo a restante célula, ja que possuiu um genoma préprio, 0 genoma

mitocondrial.

3. DNA Mitocondrial

Designamos por genoma humano a totalidade da informacéo genética contida
nas nossas células. E constituido pelo genoma nuclear, organizado em 23 pares de
cromossomas e presente no nucleo das células (Makalowski, 2001) e pelo genoma
mitocondrial, contido nas mitocéndrias presentes no citoplasma das células. Séo
vérias as diferencas existentes entre 0 DNA nuclear e 0 DNA mitocondrial (Tabela
1), adiante exploradas detalhadamente. N&o sdo, contudo, entidades isoladas. A forte
interacdo entre ambos os genomas € demonstrada pela necessidade de sintese de
polipéptidos pelos dois genomas para posterior producdo de ATP na mitocondria
(Pinheiro, 2009). O genoma mitocondrial representa cerca de 0,00055% do total do
genoma humano (Ballard & Whitlock, 2004).

Tabela 1 — Caracteristicas discriminantes entre o DNA nuclear e o DNA mitocondrial; Adaptado
de Butler (2011)

DNA Nuclear DNA Mitocondrial
‘ Localizagdo Nucleo Mitocondria (Citoplasma)
‘ Numero de copias por célula 2 (1 de cada progenitor) Podem ser superior a 1000
‘ % de DNA 99,75% 0,25% (por célula)
‘ Genoma Diploide Haploide
‘ Estrutura Linear, dupla hélice Circular, cadeia dupla
‘ Heranga Paterna e materna Materna
Euncionamento Auténomo Semiauténomo, cooperagdo do
DNA nuclear
Recombinagdo Sim Nao
Reparagao Sim Nao
Taxa de mutagdo Baixa Elevada (5 a 10 vezes superior)
- 4 N&o individualiza (partilhado por
Poder de individualizagdo Unico p:ara cada |nd|v.|d51c.>, todos os individuos da mesma
expecto gémeos monozigoticos .
linhagem materna)
A a . 2001 (projeto do genoma 1981 (Anderson e
Sequéncia de referéncia
humano) colaboradores)
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3.1. Genoma mitocondrial

O DNA mitocondrial € um tipo de DNA extranuclear circular de dupla
cadeia, com uma cadeia pesada (H — heavy) rica em purinas e uma cadeia leve (L —
light) rica em pirimidinas (Figura 6). E constituido por aproximadamente 16569
pares de bases (pb), nimero que varia de acordo com possiveis insercdes e delec¢des
que possam ocorrer. Apresenta-se compacto, sem intrGes, com uma utilizagédo
bastante econdmica do genoma, ja que possui poucas ou henhumas bases entre genes
no interior da sua regido codificante (Butler, 2011). A estrutura circular sem histonas
associadas torna-o estavel e resistente a degradacdo ja que ndo permite a acdo de
exonucleases. A sua localizacdo (encerrada no interior das 2 membranas da

mitocdndria) também favorece a sua estabilidade (Budowle et al., 2003).

16024 16365 173 340
| v C HV2 ]
16024™*... Regi%a Cortralo (D-l0op) _=""BT6
gy . . OH . e -
| /F128
Cadeia T, < J

pesada (H)

51\ "6,569" bp

ND4 | e O ND2

cColn

ATPE ]
ATF’SL{ coll o

Figura 6 — Representacado esquematica do genoma mitocondrial; Adaptado de Butler (2011)

A sequéncia completa do genoma mitocondrial foi publicada pela primeira
vez em 1981 por Anderson e colaboradores (1981), viria a ser considerada a
sequéncia de referéncia e é designada por Cambridge Reference Sequence (CRS). A
CRS acabaria por ser revista por Andrews e colaboradores em 1999, que corrigiram
11 nucleotidos sendo, atualmente, denominada de Revised Cambridge Reference

Sequence (rCRS), com o niumero de acesso, no GenBank, J01415.2. Nesta sequéncia
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foi atribuido um nimero a cada uma das bases nucleotidicas. Um perfil de mtDNA é
apresentado, somente, como o conjunto de alteragdes encontradas na cadeia leve da
amostra em estudo, relativamente a rCRS (Budowle et al., 2003).

A regido codificante constitui cerca de 90% do genoma mitocondrial e
contém 37 genes, entre eles 13 que codificam para polipéptidos envolvidos na
fosforilacdo oxidativa, 2 que codificam para RNA ribossémico e 22 que codificam
para RNA de transferéncia (Butler, 2011).

A regido ndo codificante, também designada de “laco de deslocamento”
(displacement loop ou D-loop), corresponde a uma porcéo de 1122 pb (cerca de 10%
do genoma mitocondrial) e é onde se inclui a origem de replicacdo (On). A
replicacdo do mtDNA inicia-se na cadeia pesada e ¢é bidirecional e assincronica, ou
seja, é realizada por deslocamento de uma cadeia em relacdo a outra. Esta regido
também recebe a designacao de regido controlo ja que esta envolvida na regulacéo da
replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial, por possuir os promotores da
transcricdo de ambas as cadeias (P, e Py) e sequéncias conservadas associadas a

iniciacdo da replicacdo e respetiva terminacao (Coskun et al., 2003).

Foi convenciado por Anderson e colaboradores (1981) que a numeracdo das
cadeias desta molécula se inicia na regido controlo proxima da origem de replicacéo.
A regido controlo vai da posicdo 16024 a 16569 e da posicdo 1 a 576, e é nesta
regido que se encontram 3 segmentos hipervariaveis (HV1, HV2 e HV3), altamente
polimdrficos e por isso alvo de numerosos estudos. A regido HV1 estende-se da
posicdo 16024 a 16365, a HV2 da posicdo 73 a 340 e a HV3 da posicdo 430 a 576.
No presente estudo toda a regido controlo, ou seja, todas as regides hipervariaveis

foram estudadas.

3.2. Caracteristicas do genoma mitocondrial

O DNA mitocondrial apresenta caracteristicas particulares, designadamente
um elevado namero de copias por célula, heranca uniparental materna, elevada taxa
de mutacdo e auséncia de recombinacdo. Este conjunto de caracteristicas conferem
ao mtDNA a qualidade de marcador de eleicdo em estudos de genética populacional
(Alves-Silva et al., 2000; Salas et al., 2002; Harich et al., 2010; Afonso Costa et al.,

2010; Batini et al., 2011; Castro et al., 2012) e em diversas outras areas como a
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antropologia (Paébo et al., 1988; Krings et al., 1997), a genética médica (Oikawa et
al., 2002; Herrnstadt & Howell, 2004; Van der Walt et al., 2004) e as ciéncias
forenses (Allen & Engstrom, 1998; Cerri et al., 2004; Cruz et al., 2004; Edson et al.,
2004; Seo et al., 2012).

3.2.1. Cbodigo genético

A semelhanca do que acontece no genoma nuclear, a informagio contida no
mtDNA esta organizada em sequéncias de 3 bases cada (coddes), que codificam para
determinadas estruturas e funcGes. No entanto, no mtDNA determinados coddes
codificam estruturas e funcdes diferentes das que esses mesmos coddes codificam no
DNA nuclear (Scheffler, 1999). O codao para transcri¢cdo do aminodcido triptofano é
0 UGA no genoma mitocondrial, enquanto no genoma nuclear esse coddo funciona
como um coddo STOP. Entre outros exemplos, no mtDNA o coddo AUA codifica
para uma metionina em vez de uma isoleucina e os coddes AGA e AGG funcionam

como coddes STOP, enquanto no genoma nuclear codificam para uma arginina.

3.2.2. Numero de copias

O mtDNA esta representado por 2 a 10 cpias na mitocondria e cerca de 10° a
10" copias por célula, ao contrario do DNA nuclear que esté representado por apenas
2 copias por célula humana (Iborra et al., 2004; Torrini et al., 2006). O elevado
nimero de cépias de mtDNA ¢é vantajoso em aplicacGes forenses para estudo de
amostras altamente degradadas ou com pouca quantidade de DNA nuclear como
0ss0s, dentes ou cabelos onde ndo seja possivel obter um perfil genético com

marcadores presentes no DNA nuclear (Budowle et al., 2003).

3.2.3. Taxa de mutacao

O mtDNA ¢ uma molécula altamente polimorfica. Apresenta uma elevada
taxa de mutacdo em comparacdo ao DNA nuclear, associada a uma baixa fidelidade
da polimerase do mtDNA (pol y), que permite um maior nimero de mutacfes
durante o processo de replicacdo. Estudos sobre a fidelidade de polimerizacdo pela
pol y indicam que produz um erro em cada 280 mil pares de bases (Johnson &
Johnson, 2001). Por outro lado, o mtDNA ¢é particularmente suscetivel a danos

oxidativos ja que estd proximo do principal local de produgdo de ROI, ndo esta
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associado a histonas e possui mecanismos de reparacdo pouco eficazes. A
diminuicdo do numero de cdpias de mtDNA & medida que se envelhece é
acompanhada por um aumento de danos no mtDNA e, consequentemente, mutagdes
(Peterson et al., 2012).

O mtDNA apresenta uma maior frequéncia de substituicbes pontuais do que
de insercdes ou deleccdes (Carvalho et al., 2003). A maioria das substituicdes na
regido controlo séo substituicbes por transicbes, mais frequentemente, entre

pirimidinas (Malyarchuk et al., 2002).

A taxa de mutacdo varia entre diferentes regides do mtDNA e vai desde
0,075x10° a 0,0165x10°® substituicdes/posicdo/ano (Pakendorf & Stoneking, 2005).
Esta variacdo pode ser explicada pela existéncia de 3 regides especificas, o0s
segmentos hipervariaveis (HV1, HV2 e HV3) presentes na regido ndo codificante do
mtDNA, que apresentam elevada heterogenidade e parecem possuir posicdes com
maior incidéncia de mutacfes que evoluem 5 a 10 vezes mais rapido que 0s genes
nucleares de copia Unica e do que o restante genoma mitocondrial (Malyarchuk et al.,
2002; Galtier et al., 2006; Howell et al., 2007; Van Oven & Kayser, 2009).
Verificou-se que mutacGes no mtDNA de amostras antigas, estudadas por Gilbert e
colaboradores em 2003, ocorrem preferencialmente em determinadas posicdes
definidas filogeneticamente na regido controlo, sugerindo que tais posi¢des sao
hipermutaveis. A taxa de mutacdo da regido HV1 é superior a das restantes regides
hipervariaveis (Meyer et al., 1999). Contudo, também j& foram descritas posicdes
com maior incidéncia de mutacdes ao longo da regido codificante, o que revela que
existem zonas para além da regido controlo com taxa de mutacdo significativa
(Freitas & Pereira, 2008). As mutacBGes podem traduzir-se em situacdes associadas a
patologias quando ocorrem em sequéncias de genes altamente conservadas, alterando

a sua funcéo (Coskun et al., 2003).

A taxa de fixacdo de uma mutacdo na populacdo pode variar devido ao efeito
de “afunilamento” (bottleneck), onde o numero efetivo de moléculas de mtDNA
transmitidas a descendéncia é significativamente reduzida em relacdo ao seu nUmero
presente em odcitos maduros (mais de 100 mil). Estdo envolvidas 1 a 27 moléculas
de mtDNA por fendmeno de bottleneck (Bendall et al., 1997). Isto favorece uma

répida deriva genética na proporcdo de mtDNA que contenha a mutacdo dentro de
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uma determinada populagdo, podendo um individuo herdar um conjunto homogéneo
de moléculas ou um conjunto heterogéneo de moléculas de mtDNA, com algumas

dessas moléculas a possuir a mutacdo (Jenuth et al., 1996; Howell & Smejkal, 2000).

3.2.4. Heranca materna

Foi demonstrado pela primeira vez por Giles e colaboradores (1980) que o
genoma mitocondrial, um genoma haploide, é herdado estritamente da mae (Figura
7).

9 10 11 12 13 14
c] © e E®

Grupo de Haplétipos de mtDNA

15 16 17 18

1
2,3,6,8,11,13,15,16 e e
49,10

5 Quadrados representam homens e

7 circulos representam mulheres; cada

12 tipo tinico de mtDNA é representado
14,17,18 por uma letra diferente

Figura 7 — Demonstracéo esquematica de um exemplo de transmissdo materna de mtDNA para
18 individuos.
(Adaptado de Butler, 2011)

Quando o zigoto se divide e o blastocito se desenvolve, o citoplasma e
restantes componentes celulares sdo consistentes com o odcito original da méae. O
odcito possui cerca de 100 mil moléculas de mtDNA, criando um cenério de diluicdo
extrema para qualquer molécula de mtDNA do espermatezdide que possa existir no
zigoto (Chen et al., 1995; Holland & Parsons, 1999). Para reforcar a teoria da
heranca materna, qualquer mitocdndria do espermatezdide que entre num ovo em
fertilizacdo € seletivamente destruida pela maquinaria celular do embrido recém
formado (Sutovsky et al., 2004). Thompson e colaboradores (2003) verificaram que
as mitocondrias dos espermatezOides sofrem ubiquitinacdo durante a

espermatogénese, promovendo a sua degradagdo no ovo.
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Schwartz e Vissing (2002) descreveram um caso de heranca paterna de
MtDNA num homem de 28 anos com miopatia mitocondrial resultante de uma
delecgéo de 2 pb no gene ND2. O mtDNA com a mutagdo tinha origem paterna e
constituia 90% de mtDNA do musculo do paciente. Isto suscitou o interesse de toda a
comunidade cientifica em determinar com exatidao se ocorre contribuicdo ou ndo de
mtDNA paterno para a respetiva descendéncia. No entanto, ndo foram detetados
indicios de heranga paterna em estudos posteriores (Marchington et al., 2002;
Sutovsky et al., 2004). Oikawa e colaboradores (2002) afirmaram que ocorrem
distirbios na heranca materna em casos de sindrome de Klinefelter, contudo,
multiplos artefactos foram encontrados nas sequéncias dos 8 individuos em estudo e
0 caso anteriormente descrito de miopatia mitocondrial com heranca paterna acabou
por ser considerado uma excecdo a regra (Bandelt et al., 2005), regressando-se a

teoria de heranga estritamente materna do genoma mitocondrial.

3.2.5. Auséncia de recombinacao

A ndo recombinacdo € uma das caracteristicas essenciais do mtDNA. As
variagOes encontradas no genoma mitocondrial resultam exclusivamente de mutacdes
adquiridas ao longo das geracfes. A auséncia de recombinacdo biparental facilita o
estabelecimento de relagGes filogenéticas com aplicagdo em genética populacional.
Paralelamente, no DNA nuclear apenas uma por¢do do cromossoma Y recombina
(Underhill & Kivisild, 2007).

A observacdo de um caso de heranca paterna levantou a hipotese de que a
recombinacdo no mtDNA seria possivel (Schwartz & Vissing, 2002). A mitocondria
possui, de facto, um sistema de recombinacdo funcional (Thyagarajan et al., 1996).
Foi também colocada a hipotese de que a ocorréncia de recombinacdo no genoma
mitocondrial poderia estar na causa das variagbes encontradas em determinadas
posicBes entre individuos (Hagelberg et al., 1999; Eyre-Walker & Awadalla, 2001).
Este tema suscitou o interesse de diversos investigadores, que ndo detetaram
qualquer evidéncia de recombinacdo no MtDNA (Inman & Nordborg, 2002;
Herrnstadt et al.,, 2002; Piganeau & Evre-Walker, 2004). A heterogenidade no
genoma mitocondrial pode ser explicada pela existéncia de regibes com maior

incidéncia de mutacGes, e constitui a teoria mais aceite atualmente.
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A ndo recombinagdo caracteristica do mtDNA, em conjunto com a sua
heranga materna, permite a utilizagdo de familiares de uma mesma linhagem materna
para resolucdo de casos de investigacdo da identidade, em individuos desaparecidos
ou vitimas de desastres em massa, ja que, excluindo mutagcdes pontuais que possam
ocorrer e ser adquiridas, a mée passa para os filhos o seu mtDNA na integra, ou seja,
0 seu haplétipo. O hapl6tipo é o conjunto de variagdes na sequéncia de mtDNA de
um individuo em comparacdo com a rCRS. N&o é Unico, é partilhado por todos os
individuos da mesma linhagem materna (Budowle et al., 2003), pelo que o resultado
obtido ndo é um perfil genético individualizante. No entanto, apesar de ndo ser
individualizante o mtDNA permite, desde logo, a exclusdo, caso o haplétipo ndo seja

idéntico (exceto heteroplasmias) ao dos alegados parentes maternos.

3.2.6. Heteroplasmia

Considerado um genoma monoclonal, é expectavel que cada individuo possua
uma unica sequéncia de mtDNA em todas as suas células, condigdo denominada de
homoplasmia. Ocorre por vezes, contudo, heteroplasmia, que corresponde a
coexisténcia de diferentes sequéncias de mtDNA no mesmo individuo com peguenas
variagfes na sua composicdo nucleotidica (Howell & Smejkal, 2000; Alonso et al.,
2002; Brandstatter & Parson, 2003).

Existem dois tipos de heteroplasmia, a de comprimento e a de posicdo. A
heteroplasmia de comprimento esta associada a mutacdes envolvendo inser¢fes ou
deleccdes, e é observada com maior frequéncia nas regides de poli-citosinas (poli-C)
em HV1 (Bendall & Skyes, 1995; Tully et al., 2000) e em HV2 (Prieto et al., 2004).
Na regido HV1 a regido poli-C estende-se da posicdo 16184 a posicdo 16193.
Ocorrem variacdes no comprimento entre sequéncias quando se observa uma
transicdo na posicdo 16189 (T-C). Na regido HV2 a regido poli-C vai da posicdo 303
a posicdo 315, com uma timina na posicdo 310. Essa timina pode ser substituida por
uma citosina, dando origem a heteroplasmia. Heteroplasmia de comprimento é
causada durante o processo de replicacdo por erros da polimerase do mtDNA, que
sintetiza uma cadeia complementar com variacdo no tamanho em relacdo a sequéncia
principal, num processo denominado de “deslize de replicagdo” (replication
slippage). Este fendmeno dificulta a analise do genoma mitocondrial (Butler, 2011).

As heteroplasmias de posicdo sdo mutagdes pontuais no genoma mitocondrial, com
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substituicdo de uma base nucleotidica por outra numa determinada posi¢do, apenas
em algumas moléculas de mtDNA. Numa mesma posi¢cdo do mtDNA umas cadeias
apresentam uma base nucleotidica e outras cadeias apresentam uma outra base

nucleotidica diferente.

A heteroplasmia é observada, geralmente, numa Unica posicdo. Ocorre,
contudo e com muita raridade, em duas ou até trés posicdes - triplasmia (Tully et al.,
2000). Estudos associados a um maior nimero de amostras e a metodologias de
sequenciacdo com maior sensibilidade, confirmaram que a heteroplasmia é um
fendmeno comum, mesmo que em alguns casos nao seja detetavel (Tully et al., 2000;
Lutz et al., 2004; Roberts & Calloway, 2011).

Calloway e colaboradores (2000) defendem que a frequéncia de
heteroplasmia aumenta com a idade, podendo ser uma condicdo hereditaria ou um
fendmeno de natureza somatica. Contudo, Lagerstrom-Fermér e colaboradores
(2001) realizaram um estudo retrospetivo em 4 mulheres com heteroplasmia durante
uma década e demonstraram que a heteroplasmia na regido controlo do mtDNA ¢
herdada e mantém-se em niveis estaveis ao longo do tempo, ndo havendo relagédo
com o aumento da idade. Estes resultados foram confirmados por Roberts e
Calloway (2011) que ndo encontraram correlacdo significativa entre heteroplasmia,

idade e/ou género.

Pode ocorrer a coexisténcia de duas ou mais populacdes de mtDNA numa
simples mitocondria, célula ou tecido. E frequente encontrar diferentes niveis de
heteroplasmia em diferentes partes de uma mesma amostra de cabelo, e os niveis sdo
mais acentuados nesse tipo de amostra quando comparados com amostras de sangue
ou saliva (Alonso et al., 2002; Roberts & Calloway, 2011). Diferentes niveis de
heteroplasmia entre tecidos podem ser explicados por um processo de replicacdo
segregativa. No surgimento de uma nova mutacdo e apos divisdo de uma célula
heteroplasmica, as mitocondrias sao distribuidas aleatoriamente pelas células filhas
(Dimauro & Davidzon, 2005).

Em investigacbes forenses é necessario um cuidado especial na analise de
heteroplamias. N&o é possivel excluir ligacdo entre dois individuos que ndo possuam

heteroplasmia na mesma regido se a restante sequéncia for idéntica. A presenca de
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heteroplasmia permitird apenas reforcar a relacdo ja identificada (Bér et al., 2000).
As heteroplasmias ndo sdo consideradas para a determinacdo de haplogrupos em
estudos de genética populacional (Prieto et al., 2004).

4. Estudo do genoma mitocondrial

O mtDNA constitui, em conjunto com a por¢do ndo recombinante do
cromossoma Y, que € herdado exclusivamente pela linhagem paterna, um sistema
genético haploide com importantes aplicacbes em estudos de evolugdo e também em
genética médica, antropologia e ciéncias forenses. A evolucdo das metodologias de
analise e respetiva progressdo da qualidade e confianca nos resultados obtidos, além
da capacidade de discriminacdo entre amostras possivelmente relacionadas, foi
bastante evidente ao longo dos dltimos 30 anos. A sua aplicacdo a genética
populacional iniciou-se quando Brown e colaboradores (1980) analisaram 0 mtDNA
de 21 individuos recorrendo a técnica Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) de baixa resolucdo. Estudos posteriores desenvolveram a mesma técnica
(Giles et al., 1980; Scozzari et al., 1988) até que, perto do final da década de 80,
surgem RFLP de alta resolugdo (Cann et al., 1987; Chen et al., 1995; Torroni et al.,
1996). A partir da andlise de RFLP na regido codificante do mtDNA ficou
demonstrado que existem locais polimorficos estaveis entre as populacGes que
definem grupos de mtDNA designados por haplogrupos. Haplogrupo é definido por
um conjunto de invididuos que partilham variacGes e que normalmente sdo restrictos
a determinada area geografica, possuindo um ancestral comum. Na década de 90
surge o0 recurso a métodos de sequenciacdo com analise da sequéncia da regido

controlo, ndo codificante, que é, ainda hoje, 0 método mais utilizado.

Até muito recentemente apenas as primeiras duas regides hipervariaveis, HV1
e HV2, foram alvo de andlise (Oota et al., 1999; Crespillo et al., 2000; Alonso et al.,
2002; Carvalho et al., 2003; Afonso Costa et al., 2010), ja& que a maioria das
alteracdes polimorficas se encontra nestes segmentos (Galtier et al., 2006). Em
alguns estudos tem-se, inclusivé, analisado apenas a regiao HV1 (Brandstatter &
Parson, 2003; Nagai et al., 2003; Tavares, 2007). Também € bastante frequente o
recurso a um estudo misto, com analise das regides hipervariaveis da regido controlo
e RFLP de determinados locais na regido codificante (Alves-Silva et al., 2000; Chen

et al., 2000; Salas et al., 2002). A andlise de apenas 2 regides hipervariaveis (HV1 e
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HV2) pode resultar na ndo analise de posi¢cdes nucleotidicas caracteristicas de varios
haplogrupos, como por exemplo a posicao 461, caracteristica do haplogrupo M6, ou
da posicdo 462, caracteristica do haplogrupo J1 (Parson & Bandelt, 2007). A
introducdo do estudo do segmento HV3 permitiu aumentar a discriminagdo entre
amostras analisadas para o genoma mitocondrial. E, atualmente, consensual na
comunidade cientifica que € mais eficiente efetuar a amplificacdo da totalidade da
regido controlo, adotada em estudos recentes (Brandstatter et al., 2008; Fendt et al.,
2012a; Gomez-Carballa et al., 2012) e aplicada no presente estudo. O estudo da
totalidade da regido controlo garante um aumento do poder de discriminacdo entre

amostras e uma maior confianga na determinacéo dos haplogrupos a que pertencem.

A sequéncia da regido controlo pode nao ser suficiente para determinar o seu
haplogrupo. Determinadas posicOes na regido codificante podem contribuir para um
aumento da discriminagdo individual no estudo de mtDNA (Ingman et al., 2006).
Tém sido desenvolvidos métodos baseados na amplificagdo multipla de single
nucleotide polymorphisms (SNP) por todo o genoma mitocondrial (Coble et al.,
2006; Alvarez et al., 2007; Dario et al., 2009). Esta técnica apresenta-se como uma
técnica de baixo custo e com elevada eficacia. E bastante utilizada atualmente em
rastreio para identificacdo humana e em estudos antropoldgicos, procedendo-se
depois, se necessario, a sequenciacdo do genoma mitocondrial. Na genética
populacional esta técnica tem tambem sido aplicada como refor¢co ao estudo das
regides hipervariaveis da regido controlo do mtDNA (Hill et al., 2006; Brandstatter
et al., 2008; Alvarez-Iglesias et al., 2009; Afonso Costa et al., 2011).

Herrnstadt e colaboradores (2002) desenvolveram uma metodologia para
sequenciar grandes extensdes da regido codificante. Varios investigadores tém, nos
Gltimos anos, recorrido a analise de todo o genoma mitocondrial (Behar et al., 2006;
Ingman et al., 2006; Malyarchuk et al., 2008; Soares et al., 2008; Gémez-Carballa et
al., 2012), garantindo uma eficacia total na analise das variacBGes caracteristicas de
cada haplogrupo. A analise de maultiplos SNP da regido codificante e/ou a
sequenciacao da totalidade do genoma mitocondrial poderdo ser abordagens a aplicar
em projetos futuros para estudo da origem da populacdo imigrante de Cabo Verde

residente em Lisboa.
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4.1. DNA mitocondrial e Genética Populacional

Caracteristicas como a heranca estritamente materna e a auséncia de
recombinacdo do mtDNA permitem reconstruir a origem e evolugdo das populagdes.
Uma vez que refletem a partilha de um ancestral comum, a distribuicdo geografica
dos haplogrupos e as suas respetivas ramificacbes permitem determinar a
composicdo genética da linhagem materna de uma populacdo e os eventos
migratérios do passado, acompanhando a evolugdo do ser humano desde a sua
origem, em Africa, e & medida que se dispersava por todos os continentes (Figura 8).
A acumulacdo de mutacdes na sequéncia de mtDNA de individuos de uma mesma
linhagem materna ao longo de geracdes continuas reflete a sua evolugdo. As
variagOes na sequéncia de mtDNA e a idade do respetivo haplogrupo séo importantes
na determinacgdo do tempo e processo a partir do qual os diversos eventos migratorios
tenham ocorrido. A idade do haplogrupo reflete 0 momento em que ocorreu a
mutacdo pontual que define o haplogrupo e ndo quando ocorreu a migracao
(Pakendorf & Stoneking, 2005). E também importante calcular as distancias
genéticas entre as populacGes e criar arvores filogenéticas que as relacionem para se

percecionar melhor a forma e via de migracao.

Europa

Ameérica
do Norte |

Ameérica
Australia do Sul

Figura 8 — Mapa com uma representacdo esquematica da expansado do ser humano pelas diversas
regides do globo e respectiva distribuicéo geogréfica de haplogrupos; Adaptado de
http://www.familytreedna.com/

A classificacdo atual dos principais haplogrupos é efetuada com letras
mailsculas, de A a Z. O mtDNA das populacGes africanas estd posicionado na base

da arvore filogenética, correspondendo ao macrohaplogrupo L. Este ramifica-se nos
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haplogrupos LO, L1, L2, L3, L4, L5 e L6, caracteristicos de populagdes afrianas
(Chen et al., 2000; Salas et al., 2002; Allard et al., 2005; Behar et al., 2008; Rosa &
Brehem, 2011). LO esta proximo da “Eva Mitocondrial”, ancestral materno comum a
todos os seres humanos. O haplogrupo L3 ramificou-se apds mobilizacdo de
populagBes para fora de Africa ha cerca de 60 a 70 mil anos em 2 macrohaplogrupos,
0 M e o N, presentes na Asia e na Europa (Quintana-Murci et al., 1999; Mishmar et
al., 2003). O macrohaplogrupo N ramificou-se nos haplogrupos H, I, J, K, T, U, V,
W e X (Torroni et al., 1996; Finnild et al., 2001; Behar et al., 2012), que constituem
98% da populacdo europeia. Os haplogrupos A, B, F e Y, que ramificaram do
macrohaplogrupo N e os haplogrupos C, D, E, G e Z, que ramificaram do
macrohaplogrupo M, sdo caracteristicos da Asia e Oceania (Fucharoen et al., 2001;
Kivisild et al., 2002; Kong et al., 2011). O continente americano € constituido por,
na sua grande maioria, haplogrupos asiaticos A, B, C, D e X, 0 que sugere que
populagbes asidticas entraram no continente americano antes da colonizagéo
Europeia (Bolnick & Smith, 2003; Kumar et al., 2011).

Estudos de evolucdo tém identificado os loci polimorficos caracteristicos de
cada haplogrupo, quer da regido codificante, quer da regido controlo do mtDNA e
estdo hoje em dia, devidamente organizados numa arvore filogenética concebida por
Van Oven e Kayser (2009). Como exemplo e recorrendo apenas a polimorfismos da
regido controlo, o haplogrupo T é caracterizado pela presenca da substituicdo por
transicdo C-T na posicdo 16294 do mtDNA. Sofre depois ramificacdo em 2
subhaplogrupos: T1, com uma substituicdo por transicdo G-A na posi¢do 16163 e
uma substituicdo por transicdo T-C na posicdo 16189; e T2, com uma substituicdo
por transicdo C-T na posi¢cdo 16296 (Kivisild et al., 2006).

4.1.1. Origem do homem moderno

Os antropdlogos tém sido incansaveis na procura da resposta a questdo de
qual a origem do homem moderno. A antropologia e a genética atuam em conjunto
numa relacdo de complementaridade a favor da genética populacional. Quanto a
origem do homem moderno, atualmente, existem duas teorias, a hipotese
multirregional e a hipdtese Out of Africa. A hip6tese multirregional indica que néo
h&d uma origem geografica Unica para a espécie Homo sapiens subespécie Homo

sapiens sapiens e que esta evoluiu de forma simultanea a partir do Homo erectus em
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diferentes regides do Globo, h& cerca de um milh&o de anos. No entanto, a hipétese
que prevalece atualmente é a hipdtese Out of Africa, onde se afirma que o homem
moderno tem origem recente em Africa (Ingman et al., 2000; Forster, 2004), tendo
posteriormente migrado para a Euro-Asia e foi substituindo gradualmente a
populacdo de Homo erectus (Stringer, 2003).

As caracteristicas Unicas do mtDNA permitem afirmar que todas as linhagens
matrilineares possuem uma raiz comum, situada no ancestral comum mais recente,
denominado de “Eva Mitocondrial” (Cann et al., 1987). Esta seria, teoricamente, a
primeira mulher. Nascida no sul ou este de Africa ha mais de 130 mil anos, esteve na
origem da transicdo para 0 homem moderno e na origem de todas as linhagens
maternas atuais (Forster, 2004; Torroni et al., 2006; Behar et al., 2008). Estudos
sobre variabilidade genética corroboram a hipotese de que o mtDNA ancestral
humano se localiza em Africa, com origem ha cerca de 125 a 165 mil anos e com
posterior fluxo migratério para os restantes continentes, ja que as populacbes
africanas apresentam o mtDNA com maior variabilidade (Chen et al., 2000).
Ocorrem em média no mtDNA 8 varia¢gdes nucleotidicas em Caucasianos e 15
variagOes nucleotidicas em individuos de descendéncia africana, em relacdo a rCRS
(Budowle et al., 1999). Estudos de polimorfismos da porcdo ndo recombinante do
cromossoma Y corroboram também a hipotese de uma origem do homem moderno

recente em Africa (Cruciani et al., 2011).

4.1.2. Migracoes humanas e dispersdo da populacdo africana

A andlise das variacbes no mtDNA tem sido usada para reconstruir as
migracdes do homem moderno. A maioria das sequéncias de mtDNA de africanos
subsarianos encaixa numa das ramificagcdes do macrohaplogrupo L, de LO a L6
(excluindo os haplogrupos M e N, que derivaram do haplogrupo L3 e que
representam toda a diversidade mitocondrial ndo subsariana). Os sub-haplogrupos do
haplogrupo L encontram-se dispersos entre diversas populacGes do continente
africano e surgiram através de um processo evolutivo que durou 80 a 120 mil anos,
de acordo com a hipotese Out of Africa. O haplogrupo LO constitui um dos grupos
mais antigos com origem ha cerca de 140 a 160 mil anos (Soares et al., 2008). O
primeiro grande evento migratorio registou-se com o surgir do haplogrupo L1 ha

cerca de 130 mil anos, encontrado-se disperso pelo oeste e centro de Africa, inclusivé
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pela costa para o Atlantico (Brehm at al., 2002; Behar et al., 2008). O haplogrupo L5
é considerado um haplogrupo intermédio, com 120 a 140 mil anos, entre o0s
haplogrupos L1 e L2 a L6 e é encontrado essencialmente no este africano
(Brandstétter et al., 2004; Kivisild et al., 2004). O haplogrupo L2 corresponde, em
conjunto com o haplogrupo L3, a 70% da variagdo materna subsariana (Chen et al.,
2000). Surgiu ha 90 mil anos e estd presente em elevadas frequéncias no oeste e
centro de Africa. Sequéncias de mtDNA com origem no este africano, ha 60 a 75 mil
anos, sdo geralmente atribuidas ao haplogrupo L3, que eventualmente se dispersou
por todo o continente africano (Salas et al., 2002; Behar et al., 2008). Ramificacdes
do haplogrupo séo encontradas por todas as populac¢des africanas. Os haplogrupos L2
e L3 dispersaram do este de Africa para a Euro-Asia, e o haplogrupo L3 é
considerado o percursor mais provavel dos haplétipos asiaticos e europeus. Os
haplogrupos L4 e L6 tém origem no este de Africa e remontam ha cerca de 100 mil e

22 mil anos, respetivamente (Kivisild et al., 2004; Behar et al., 2008).

Estudos anteriores demonstraram que, na Europa, os haplogrupos L estdo
presentes em quantidades inferiores a 1% (Salas et al., 2004). A anélise de
sequéncias da regido controlo de populacdes europeias indica que linhagens dos
haplogrupos L ndo terdo evoluido no continente Europeu, cenario compativel com
uma chegada recente, a partir do continente Africano (Malyarchuk & Czarny 2005).
Um estudo de 69 genomas mitocondriais de linhagens dos haplogrupos L inseridas
em populacdes europeias demonstrou que 65% dessas linhagens tém, sem qualquer
duvida, origem subsariana, o que confirma uma migracdo recente de populacdes
africanas para a Europa. Os restantes 35% correspondem a ramificacBes do
macrohaplogrupo L especificos do continente europeu, revelando um fluxo genético
desde a Africa subsariana até & Europa, estimando-se que tenha ocorrido hé cerca de
11 mil anos (Cerezo et al., 2012). Os investigadores desta matéria tém tentado
determinar a origem das linhagens L na Europa, concluindo que estas chegaram
recentemente ao continente europeu, provavelmente durante o periodo do dominio
Romano, na conquista Ibérica dos Arabes ou no comércio de escravos no Atlantico
(Pereira et al., 2000; Alvarez-lglesias et al., 2009).
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4.2. DNA mitocondrial e Ciéncias Forenses

S&o vérios os métodos de Biologia Molecular, desde a andlise de repeticdes
em tandem de variado nimero (VNTR) por RFLP (Budowle et al., 1991), a analise
de SNPs (Comey et al., 1991) e a sequenciacao direta de mtDNA (Cerri et al., 2004;
Cruz et al., 2004; Seo et al., 2012), que tém sido aplicados ao longo dos tempos nas

ciéncias forenses.

A utilidade, aplicacdo e validacdo do mtDNA nas ciéncias forenses esta bem
documentada (Wilson et al., 1995; Budowle et al., 2003; Parson & Bandelt, 2007;
Pinheiro, 2009). Tal utilidade € justificada pelas caracteristicas Unicas do genoma
mitocondrial j& exploradas: hereditariedade uniparental, auséncia de recombinacéo,
elevada taxa de mutacao e elevado nimero de copias por célula. Este altimo fator é
especialmente vantajoso na resolucéo de casos onde a quantidade de DNA extraido ¢é
muito pequena ou na presenca de amostras altamente degradadas. O MtDNA
apresenta-se, de facto, como uma molécula bastante resistente as condigdes
ambientais (Holland & Parsons, 1999; Cerri et al., 2004).

O mtDNA ¢ utilizado, especialmente, em amostras onde exista uma reduzida
probabilidade de obter resultados aplicando o estudo de marcadores polimorficos no
DNA nuclear. Como exemplos temos cabelos (onde so6 é possivel obter resultados de
DNA nuclear se existir bolbo) e em determinadas circunstancias, 0ssos e dentes
(Budowle et al., 2003). Balogh e colaboradores (2003) demonstraram também que é

possivel obter perfis de mtDNA a partir de impressées digitais em simples folhas de

papel.

As regides hipervariaveis sdo de elevado interesse na identificacdo humana
devido a sua elevada taxa de mutacdo. O pequeno tamanho de cada uma das 3
regibes permite a amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR) e a
sequenciacao, técnicas de utilizacdo frequente nos laboratérios de Genética Forense.
A natureza haploide e monoclonal do mtDNA simplifica a interpretacdo de
resultados. No entanto, ha que ter especial atencdo na analise de heteroplasmias, ja
que ndo servem de critério de exclusdo, podendo apenas reforcar a relacdo entre

amostras conhecidas.
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A utilizacdo do mtDNA na Genética Forense tem sido recorrente. Excluindo
mutacdes e tendo em atencdo que o mtDNA é herdado por via exclusivamente
materna, a sequéncia do mtDNA ¢é idéntica entre todos os individuos aparentados
pela via materna. Esta caracteristca pode auxiliar a analise de restos cadavericos de
pessoas desaparecidas, onde o0 mtDNA de qualquer parente materno pode servir de
amostra de referéncia para comparacdo direta com o mtDNA do desconhecido.
Gracas a auséncia de recombinacdo, diversas geracGes podem igualmente servir
como amostras de referéncia. Os marcadores nucleares, a exce¢do da por¢do ndo
recombinante do cromossoma Y, ndo possuem esta caracteristica. Um dos estudos
mais conhecidos utilizando a sequenciacdo de mtDNA resultou na identificacdo do
Czar Nicholas Il a partir da analise do mtDNA dos seus 0ssos. Utilizando 0 mtDNA
obtido de familiares da mesma linhagem materna, foi efetuada uma comparagéo com
a sequéncia de mtDNA extraida dos seus 0ssos, suportando a hipdtese de que se
tratavam realmente dos 0ssos do Czar. Os supostos 0ssos do Czar partilhavam com o
seu irmado Georgij Romanov, inclusive, heteroplasmia de comprimento na regido
HV1 na posicdo 16168. De salientar que a amostra do irm&o estava mergulhada em
aguas profundas hd 60 anos (Holland & Parsons, 1999). Allen e Engstrom (1998)
conseguiram estabelecer uma relacao entre 3 crimes em locais diferentes ao revelar a
presenca de sequéncias de mtDNA idénticas em todos os locais a partir de hastes de
cabelo e unhas. Cerri e colaboradores (2004) conseguiram identificar os restos
mortais de um alegado individuo presumivelmente assassinado e posteriormente
queimado a partir do mtDNA, com recurso a amostra de mtDNA da sua mée. Cruz e
colaboradores (2004) e Amorim e colaboradores (2011) identificaram cadaveres em
avancado estado de decomposicdo através da comparacdo do mtDNA extraido a

partir de 0ssos e um dente, com amostras de referéncia de familiares maternos.

4.3. Qutras aplicacdes do genoma mitocondrial

As variacbes no mtDNA tém sido extensamente estudadas e aplicadas a
genética médica, ja que diversas patologias estdo associadas a mutacdes no mtDNA.
Diversos estudos associaram determinados haplogrupos a fendtipos clinicos
(Dimauro & Davidzon, 2005; Herrnstadt & Howell, 2004). O haplogrupo J esta
associado a um maior risco de desenvolver cegueira em individuos com neuropatia
optica hereditaria de Leber (LHON) (Brown et al.,, 2002). Ruiz-Pesini e
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colaboradores (2000) verificaram que a motilidade do esperma se encontra reduzida
em homens pertencentes ao haplogrupo T e aumentada em homens incluidos no
haplogrupo H. No entanto, alguns haplogrupos conferem resisténcia a doenca de
Alzheimer (Van der Walt et al., 2004) ou a doenga de Parkinson (Van der Walt et al.,
2003) e outros haplogrupos estdo associadas a maior longevidade (Niemi et al.,
2004).

5. Bases de dados genéticos de DNA mitocondrial

Existem, mundialmente, bases de dados que possuem haplétipos de mtDNA,
onde é possivel comparar os haplotipos e estudar a frequéncia dos mesmos na
populacdo. Entre outras bases de dados existem o MITOMAP (Ruiz-Pesini et al.,
2007), o mtDB (Ingman & Gyllensten, 2006) e a EMPOP (Parson et al., 2004).

A Dbase de dados com maior relevancia na area a nivel mundial é a EMPOP e
esta estabelecida no Instituto de Medicina Legal de Innsbruck. A EMPOP tem como
objetivo criar uma base de dados com elevada qualidade e diretamente acessivel a
toda a comunidade cientifica. O principal fundamento da sua criacdo esteve no facto
de os laboratérios forenses ndo terem normalmente capacidade de gerar quantidade
significativa de dados relativos a sequéncias mitocondriais para as diferentes
populacdes. A reunido de dados populacionais obtidos por cada grupo de trabalho
torna-se, portanto, um conjunto relevante. A EMPOP submete as sequéncias
estudadas a um rigoroso controlo de qualidade, antes de as integrar na sua base de

dados (http://empop.org). A EMPOP assegura a infraestrutura bioinformatica,

certificando-se da andlise, transcricdo, armazenamento de dados e difusdo dos

mesmos (Parson et al., 2004).

6. Cabo Verde — composicao genética atual

Recorrendo ao estudo do mtDNA é-nos permitido estimar o impacto das
populacdes que estiveram na origem da populacdo imigrante cabo-verdiana residente
em Lisboa e na formacdo da sua atual linhagem materna. A elevada diversidade
genética da populacdo de Cabo Verde, caracteristica de popula¢bes africanas, ja foi
demonstrada com recurso a analise do genoma mitocondrial, com prevaléncia de
haplogrupos L, superior a 90% (Brehm et al., 2002; Tavares, 2007). No entanto,

estes estudos focaram-se apenas na analise da regido HV1. Estudo de marcadores
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polimorficos do DNA nuclear foram igualmente efetuados para esta populacéo
(Amorim et al., 2012; Afonso Costa et al., 2012). Gongalves e colaboradores (2003)
obtiveram o perfil do cromossoma Y de 201 individuos de Cabo Verde, confirmando
a influéncia paterna europeia e do Médio Oriente na origem da populagdo cabo-

verdiana.

Estudos de mtDNA para populacdes de Cabo Verde realizados até hoje
basearam-se apenas na sequenciacdo da regido HV1 (Tavares, 2007) ou na
combinacdo entre HV1 e andlise da regido codificante por RFLP (Brehm et al.,
2002). No presente estudo € reportada pela primeira vez a regido controlo total desta
populacdo. A introducdo desta metodologia, recomendada atualmente como ja
referido, permite aumentar o poder de discriminagdo entre amostras e reforga as
determinacdes prévias dos respetivos haplogrupos. Individuos que partilhem as
mesmas variacoes na regido HV1 e/ou o mesmo perfil de RFLPs poderéo apresentar
diferencas quando a restante regido controlo é analisada, permitindo diferenciar
sequéncias que antes se julgava serem iguais e que seriam, de forma errada,

agrupadas no mesmo haplotipo e, eventualmente, no mesmo haplogrupo.

@ Objetivos

O objetivo genérico deste projeto € caracterizar a diversidade genética da
populacdo de imigrantes oriundos de Cabo Verde, residentes em Lisboa, e respetiva
ascendéncia estudando, pela primeira vez nesta populacdo, a totalidade da regido
controlo do seu DNA mitocondrial. E esperado que os resultados se assemelhem a
composicdo genética de mtDNA caracteristica do oeste de Africa, na regido entre o
Senegal e a Serra Leoa. Este estudo pretende acrescentar nova informacdo sobre a
origem da populacdo imigrante cabo-verdiana residente em Lisboa, sobre a sua

ascendéncia e patrimonio genético do arquipélago de Cabo Verde.

Outro dos objetivos €, apds a definicdo dos haplétipos de mtDNA dos
individuos pertencentes a populacdo em estudo, incluir os mesmos na base de dados
de mtDNA com maior relevancia na area das Ciéncias Forenses, a EDNAP Forensic
mtDNA Population Database (EMPOP). E pretendido diferenciar os haplogrupos em
que os haplotipos se incluem e, posteriormente, realizar uma comparagdo
interpopulacional, em particular, com populacGes africanas, a fim de determinar qual
a sua proximidade. Desta forma, é pretendido acrescentar entendimento sobre o
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impacto das migragdes das populagdes do passado que terdo estado na origem do
arquipelago de Cabo Verde, acrescentado-se portanto mais conhecimento acerca da
origem e evolucdo do ser humano ao longo dos tempos.

Materiais e Métodos

7. Procedimento experimental

7.1. Técnicas utilizadas

As varias fases laboratoriais do procedimento experimental realizado estdo

representadas no seguinte fluxograma.

Extracdo de DNA por Chelex® 100

Amplificacdo da regido controlo do mtDNA no GeneAmp® PCR System
2700

Purificacdo dos produtos amplificados por ExoSap-1T®

Sequence e Better Buffer® no GeneAmp® PCR System 2700

Purificacao dos produtos da reacdo de sequenciacdo por BigDye®
XTerminator Purification Kit

Detecdo do produto sequenciado no sequenciador automéatico Genetic
Analyser 3130®

SeqScape v.2.5

l Sequenciacdo direta e reversa com Big Dye® Terminator v.3.1 Cycle l

Analise da sequéncia e comparacdo com a rCRS com o programa l
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7.2. Selecdo de amostras

O estudo foi realizado numa amostra de 103 individuos aparentemente
saudaveis e ndo aparentados, com ascendéncia materna e paterna de Cabo Verde,
atualmente a viver na zona da Grande Lisboa. As amostras estudadas foram manchas
de sangue, colhidas em Bloodstain Card (Whatman®), a intervenientes em agdes
judiciais de investigacdo de parentesco biolégico a decorrer no Instituto Nacional de

Medicina Legal e Ciéncias Forenses, portanto, uma amostra de conveniéncia.

7.3. Extracdo de DNA

A metodologia aplicada neste procedimento consistiu na utilizagdo de uma
resina quelante adicionada diretamente a amostra em suspensdo, técnica introduzida
em 1991 e denominada de Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

O Chelex atua como uma substancia quelante que se liga a ides metalicos
polivalentes como o magnésio (Walsh et al., 1991). Aplicando altas temperaturas,
da-se a lise das células e a libertacio do DNA, e o Chelex agrega os restantes
materiais (Rudin & Inman, 2002). Removendo o magnésio da reagdo, as enzimas
responsaveis pela destruicdo do DNA, as nucleases, ficam inativas e as moléculas de
DNA sdo, portanto, protegidas. A extracdo por Chelex envolve poucos passos e,

consequentemente, a probabilidade de contaminacéo entre amostras € reduzida.

Foi utilizado, de cada individuo, um fragmento de papel com amostras de
sangue, com a forma de um circulo com cerca de 3 mm?, recortado com um punch,
que foi colocado num tubo de eppendorf de 1,5 mL devidamente rotulado com o
namero de extracdo da amostra. A cada tubo juntou-se 1 mL de dgua desionizada e
autoclavada. Apos incubacdo durante 30 minutos a temperatura ambiente, as
amostras foram agitadas num vértex em rotacdo baixa durante 5 a 10 segundos e
posteriormente centrifugadas a 15000 x g durante 3 minutos. Desta primeira fase
resultou a separagdo das células, contendo o DNA, do suporte de papel e deposicao
das mesmas no fundo do tubo. Foi efetuada, de seguida, a remocao do sobrenadante,
ficando retidos no tubo cerca de 30 pL da solugdo. Adicionou-se 180 uL de solucéo
de Chelex® 100 a 5% a cada amostra. Os tubos foram colocados em banho de 4gua a

56°C durante 15 minutos. Ap6s uma ligeira agitagdo foram colocadas em banho de
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agua em ebulicdo durante 8 minutos. Por fim, foi efetuada nova agitacdo no vortex
durante alguns segundos e centrifugacdo a 15000 x g durante 5 minutos. O DNA
extraido foi entdo armazenado, até ser utilizado para amplificacdo, a 20°C negativos.

7.4. Amplificacao

Para amplificar a regido controlo total do mtDNA, foram utilizados 2 pares de
primers (L15997 e HO16; L16555 e H599) (Thermo Scientific, Waltham, MA)
(Tabela 2). A nomenclatura dos primers utiliza a cadeia correspondente ao primer, L
para leve e H para pesada, ¢ a posi¢ao nucleotidica na extremidade 3°. O par de
primers L15997 (direto) e HO16 (reverso) permitiu a amplificagdo dos fragmentos
entre as posicdes 16024 e 16599, enquanto que o par de primers L16555 (direto) e
H599 (reverso) permitiu a amplificacdo dos fragmentos entre as posicoes 1 e 576.

Tabela 2 — Primers utilizados na amplificacdo da regido controlo total do DNA mitocondrial humano

Primers ‘ Sequéncia Tamanho do produto amplificado ‘

L15997 5' CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 3 588 pb
HO016 5' CCC GTG AGT GGT TAA TAG GGT 3

L16555 5' CCC ACA CGT TCC CCT TAA AT 3' 590 pb
H599 5'TTG AGG AGG TAA GCT ACATA 3!

Para a amplificacdo foi preparada uma solu¢cdo com volume final de 10 uL

(Tabela 3), contendo &agua ultra pura, Multiplex PCR Master Mix® (Qiagen,
Dusseldorf, Germany) - mistura que contem tampdo de reacdo, DNA polimerase,
dNTPs e MgCl, - primers (utilizados numa concentracdo de 2 uM) e DNA de cada
uma das amostras. Cada tubo de PCR foi devidamente rotulado com o nimero da
amostra e fragmento a amplificar. Em cada reacdo de amplificacdo foi realizado um
controlo negativo ao qual ndo foi adicionado DNA de forma a controlar a qualidade
dos reagentes. A reacdo de amplificacdo processou-se num termociclador GeneAmp
PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA), de acordo com as
condigbes apresentadas na tabela 4. Apos a amplificacdo as amostras foram

purificadas.
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Tabela 3 — Reagentes da reacao de amplificagdo da regido controlo total do DNA mitocondrial
humano e respetivo volume por amostra

Agua ultra pura 3pL
Multiplex PCR Master Mix® 5L
Primers a 2 uM 1pul
Volume final da Mix 9 pL
+DNA 1L

Tabela 4 — Condicdes da reacdo em cadeia da polimerase para a regido controlo total do DNA
mitocondrial humano, efetuada no termociclador GeneAmp PCR system 9700

1 ciclo 952C 15 min

942C 30 seg

35 ciclos - 602C 90 seg

72°C 60 seg

1 ciclo 722C 10 min
Hold 42°C oo

7.5. Purificacdo dos produtos da reacdo de amplificacdo

A purificacdo do produto amplificado permite remover todos os elementos
que possam interferir com a sequenciacéo e posterior analise da sequéncia. Esta fase
foi realizada recorrendo ao método ExoSap-IT® (Affymetrix, Santa Clara, CA), que
utiliza duas enzimas hidroliticas. A Exonuclease | remove primers residuais e
produtos de PCR parcialmente amplificados, enquanto que a rSAP (Fosfatase

Alcalina Recombinante de Camardo) remove dNTPs ndo incorporados.

A técnica de purificacdo por ExoSap-IT® consistiu na adigio de 2 pL de
ExoSap-1T® a 5 pL do produto amplificado. Esta solucéo passou por uma incubagéo
a 37°C durante 15 minutos e posterior incubacdo a 80°C durante 15 minutos para
inativacdo do ExoSap-IT®. Ambas as incubacdes foram programadas e efetuadas no
termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Concluido o processo de purificacdo as amostras ficaram aptas a serem sequenciadas.
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7.6. Sequenciacdo

O objetivo desta fase foi determinar para todas as posi¢oes da regido controlo
do mtDNA as suas bases nucleotidicas. Para tal foi utilizado o método de Sanger,
descrito ha mais de 30 anos e bastante utilizado atualmente para a sequenciacdo de
DNA (Sanger et al., 1977). Este processo envolve a incorporagdo de
didesoxinucleotidos trifosfatados (ddNTPs) como terminadores do processo de
amplificacdo. Na extremidade 3° dos ddNTPs ndo existe um grupo hidréxilo, o que
torna impossivel, a partir deles, estabelecer uma ligacdo fosfodiéster com um novo
nucledtido na cadeia em desenvolvimento. Ou seja, a extensdo termina quando a
polimerase incorpora um ddNTP na cadeia sintetizada. No final da reacdo de
sequenciacdo sdo obtidas sequéncias de mtDNA que diferem umas das outras em
apenas uma base, partilhando a extremidade 5’ mas possuindo um ddNTP diferente

na extermidade 3’ (Figura 9).

DNA molde 3'-TAAATGATTCC-%
5" #....--..’ 3’

Hibridagao dos
primers

AT .. E;I’ens:'c:; Sor:lt p;;ﬁt;lpos Ie;:tinados
ATT calif:i:n: n?l.‘:n: sim le: lfa.see

ATTT @ ’

ATTTA®

ATTTAC @

ATTTACT . Cada ddNTP esta marcado com
ATTTACTA . um fluorocromo de cor diferente
ATTTACTAA®

ATTTACTAAGO

ATTTACTAAGGO

ATTTACTAAGG

270 2 Sequéncia € lida através da cor dos
picos observados no electroferograma

. A (base a base)
N N N AVaY (\/\
AT VA
VAN

Figura 9 — Técnica de sequenciacdo com ddNTPs marcados com fluorocromos de diferentes cores;
(Adaptado de Butler, 2011)

Os 4 tipos diferentes de ddNTPs (ddCTPs, ddATPs, ddGTPs e ddTTPs)
foram adicionados em conjunto a cada amostra. Quatro marcadores fluroscentes com
diferentes cores estdo ligados a cada um dos diferentes ddNTPs, permitindo a

distingdo de cada tipo de nucle6tido no momento de anélise da sequéncia. O ddTTP
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estd marcado com um fluorocromo vermelho (dROX), o ddCTP estd marcado com
um fluorocromo azul (dR110), o ddATP esta marcado com um fluorocromo verde
(dR6G) e 0 ddGTP esta marcado com um fluorocromo amarelo (dTAMRA), embora

seja visualizado a preto.

A preparacgéo da reacdo de sequenciagéo foi efetuada numa placa de 96 pocos.
Foi preparada uma solugdo com um volume final de 9 pL (Tabela 5), contendo
tampdo Better Buffer® (Microzone Ltd., West Sussex, UK), Big Dye® Terminator
v.3.1 Cycle Sequence (Applied Biosystems, Foster City, CA) - mistura que contem
DNA polimerase, dNTPs, ddNTPs (em menor quantidade que os dNTPs), MgCl,,
primers da cadeia a amplificar, a 2,5 uM, e o produto amplificado e purificado. A
cadeia leve e a cadeia pesada de cada um dos dois fragmentos amplificados foram
sequenciadas no termociclador GeneAmp® PCR system 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) segundo as condicOes apresentadas na tabela 6. O controlo negativo
foi efetuado com as mesmas porcgdes de reagentes e para cada um dos 4 primers

utilizados na reacdo, substituindo-se o volume de DNA por 2 uL de agua ultra pura.

As amostras sequenciandas foram submetidas a uma nova purificacdo antes

da eletroforese.

Tabela 5 — Reagentes da reacdo de sequenciacéo e volume por amostra

Better Buffer® 4 pL
Big Dye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence |2 pL
Primers a 2,5 uM 1puL
Volume final da Mix 7 pL
DNA 2pulL

Tabela 6 — Condicdes da reacédo de sequenciagao efetuada no
termociclador GeneAmp PCR system 9700

1 ciclo 962C 2 min
962C 15 seg
35 ciclos ~ 50°C 9 seg
602C 2 min
1 ciclo 602C 10 min
Hold 42°C oo
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7.7. Purificacdo dos produtos da reacdo de sequenciacao

De forma a remover o excesso de ddNTPs e dNTPs ndo incorporados na
sequenciacdo, bem como sais livres, o produto sequenciado foi purificado utilizando
o kit BigDye® XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Foi preparada uma mistura de reacdo contendo, por amostra, 3,6 pulL da
solucdo XTerminator (constituido por esferas responsaveis pela captura dos ddNTPs
e dNTPs ndo incorporados e também de sais livres nas amostras sequenciadas), 16,4
uL da solugdo SAM™ (que aumenta a eficicia da solucdo XTerminator e estabiliza a
amostra apds a purificacdo) e agua pura, num volume final de 50 pL. Esta solucdo foi
adicionada a todas as amostras sequenciadas e colocada em constante agitacdo
durante 30 minutos. Durante a agitacédo, os reagentes do kit capturam e imobilizam
0s componentes da solucdo ndo desejados. Por ultimo, foi efetuada uma
centrifugacdo a 1000 x g durante 2 minutos. Este passo permitiu que a fragédo
insoltvel e os componentes capturados ficassem retidos no fundo do tubo permitindo
que apenas 0s produtos sequenciados em suspensdo fossem aspirados pelo capilar
durante a eletroforese capilar (Figura 10). As amostras foram imediatamente
submetidas a eletroforese capilar para detecdo e posterior analise dos produtos

sequenciados.

Capilar
vV Amostra
VA7 purificada
Vi
. ! Reagente
II‘\ +«—— XTerminator +
=S Impurezas

Figura 10 — Esquema da purificacédo por XTerminator e aspiracao automatica pelo capilar;
Adaptado de: http://www.appliedbiosystems.com/etc/medialib/appliedbio-media-
library/images/application-and-technology/dna-sequencing-and-fragment-analysis/overview-of-
dna-sequencing/sample-cleanup0/data-
images.Par.78648.1mage.235.229.1.gif.samplecleanup_data_fig2_gif.gif
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7.8. Detecao dos produtos sequenciados

A sequéncia nucleotidica da regido controlo das amostras em estudo foi
obtida por eletroforese capilar no sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Por cada eletroforese capilar foi preparada
uma solugdo tampdo contendo 3,5 mL de tampdo com EDTA (10x, Applied
Biosystems) e 31,5 mL de &gua ultra pura. O polimero utilizado foi o POP6, 0 mais
adequado para a separacdo e detecdo das sequéncias de mtDNA. As condi¢Ges em
que a eletroforese capilar ocorreu estdo descritas na tabela 7.

Tabela 7 — Condic@es da eletroforese capilar realizada no 3130 Genetic Analyzer

Sequenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

Kit de Reacao Big Dye® Terminator v.3.1 Cycle Sequence (Applied Biosystems)
Polimero utilizado POP6

Temperatura 40°C

Estabilidade da corrente 5 pAmps
Voltagem da pré-corrida 15 kVolts
Tempo da pré-corrida 180 seg

Voltagem de injecao 1,2 kVolts
Tempo de injecao 12 seg
Voltagem da corrida 15 kVolts
Tempo de corrida 3500 seg

O sequenciador foi previamente preparado com a identificacdo das amostras
através do programa Genetic Analyzer Data Collection Software v3.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A eletroforese capilar consistiu na migracdo das
cadeias de mtDNA ao longo dos capilares (4 capilares, 1 capilar por amostra) do
sequenciador do polo negativo (catodo) para o polo postivio (anodo). Durante a
eletroforese os fragmentos de menor tamanho migram mais rapidamente que 0s
fragmentos de maior tamanho. Os fragmentos passam por um feixe de laser que
incide no capilar e excita os fluorocromos dos ddNTPs, 0 que provoca uma emissdo
de fluorescéncia de acordo com os diferentes fluorocromos. Esta fluorescéncia é
detetada individualmente sob a forma de picos. Quanto maior for o sinal de
fluorescéncia, maior a correspondéncia a respetiva base nucleotidica na sequéncia.
No final é obtido um electroferograma que representa a sequéncia de mtDNA da
regido sequenciada, consoante o primer utilizado, o que permite a sua analise (Figura
11).
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ATACTT GACCACCT GTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCT CCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCTTCAACTAT CAC
145 157 169 181 193 205 217 229

L Mhn 24 JL 1) - MUUMM[% I LAl

Figura 11 — Imagem de eletroferograma obtido apds a eletroforese capilar no 3130 Genetic Analyzer

7.9. Analise dos produtos sequenciados

A sequenciagdo do mtDNA foi efetuada para a totalidade da regido controlo
(entre a posicdo 16024 e a posicdo 576) e em ambas as cadeias, direta e reversa, de
forma a comparar as sequéncias das cadeias complementares, com o objetivo de
confirmar, com 2 resultados de ensaios diferentes, cada nucledtido das sequéncias
analisadas (Parson & Bandelt, 2007).

A analise dos resultados da sequenciacao da totalidade da regido controlo de
mtDNA foi realizada recorrendo ao programa Sequencing Analysis v.5.2, que
permitiu verificar a qualidade das sequéncias obtidas, e recorrendo ao programa
SeqScape v.2.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA), que permitiu comparar as
sequéncias obtidas com a rCRS (Andrews et al., 1999). A anélise das sequéncias foi
efetuada segundo as consideracfes da EDNAP (European DNA Profiling Group) e
as recomendacfes de nomenclatura da IUPAC (International Union of Pure &
Applied Chemistry) (Tabela 8) (Béar et al., 2000). Na analise das sequéncias das
amostras em estudo foram apenas identificadas as diferencas observadas apds
alinhamento com a rCRS, indicando a posi¢do nucleotidica e o nucleétido presente
nessa mesma posicdo. O haplotipo de cada amostra correspondeu as diferencas

encontradas em relacdo a rCRS e respetivas posic6es nucleotidicas.
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Tabela 8 — Nomenclatura de bases nucleotidicas de acordo com os codigos da IUPAC

Caddigo da IUPAC Base nucleotidica Cadigo da IUPAC Base nucleotidica

A Adenina K GouT
C Citosina M AouC
G Guanina B CouGouT

T (or V) Timina (ou Uracilo) D AouGouT
R AouG H AouCouT
Y CouT V AouCouG
S GouC N Qualquer base
W AouT

Na detecdo de substituicdes na sequéncia de mtDNA relativamente a rCRS,
ou seja, alteracdo de uma base nucleotidica por outra base nucleotidica numa
determinada posicédo, apenas se apontou a posi¢do onde se observou a alteragdo e o
nucleodtido que diferia da rCRS. Mutacbes por substituicdo podem ser transi¢oes
(substituicdo de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra
pirimidina) ou transversdes (substituicdo de uma purina por uma pirimidina ou de
uma pirimidina por uma purina). Citando um exemplo, a rCRS apresenta um “T”
(timina) na posicdo 16519, mas alguns individuos apresentaram um “C” (citosina)
nessa mesma posicao, constituindo uma transi¢do. Tal polimorfismo é assinalado
como 16519C.

As insercdes nas sequéncias de mtDNA analisadas, relativamente a rCRS,
foram descritas indicando a posicdo imediatamente anterior a insercdo, seguido de
um ponto (.) e um (1) (para a primeira insercdo), dois (2) (para uma segunda
insercdo) e assim sucessivamente, consoante o caso, e o nucledtido inserido. Como
exemplo, a rCRS apresenta apenas 5 citosinas entre as posicdes 311 e 315. A

existéncia de uma citosina extra antes da posicdo 316 ¢é descrita como 315.1C.

As deleccdes nas sequéncias de mtDNA analisadas relativamente a rCRS
foram identificadas assinalando a posicéo correspondente a delec¢do seguida de umd
(ou DEL). No presente estudo foi frequente observar a ocorréncia de uma dupla

deleccdo nas posicdes 523 e 524, polimorfismo descrito como 523DEL e 524DEL.

Nas sequéncias de mtDNA com heteroplasmia de comprimento, devido a
uma sobreposicdo de diversos padrdes de leitura, ndo é possivel analisar a sequéncia

apos a ocorréncia de heteroplasmia de comprimento (Figura 12). Nestes casos, para
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confirmar e seguir a regra estabelecida de 2 resultados de ensaios diferentes, foi

necessario efetuar a sequenciacéo de cadeia leve e da cadeia pesada em duplicado.

GTACGGTACCATAAATACTT GACCACCTGTAGTACATARAAACCCAACCCACATCAAACDICCCCOCCC T T THCAANAR A~~~ Il C CCCTCAARTT]
127 133 139 145 151 157 163 169 175 181 187 | 193 199 205 211 217 223 229

16189

16183 |

Heteroplasmia
de comprimento

heteroplasmia de comprimento

A determinacdo dos haplogrupos a que cada haplétipos pertence foi realizada
de acordo com os polimorfismos detetados em relacdo a rCRS, encontrados na regido
controlo e com recurso a arvore filogenética desenhada por van Oven e Kayser
(2009).

Os resultados obtidos foram organizados conforme os critérios da EMPOP

(Parson et al., 2004) e submetidos para analise e armazenamento.

7.10. Analise estatistica e filogenética

A analise estatistica foi efetuada calculando a diversidade nucleotidica e a
diversidade de sequéncia (Nei & Tajima, 1981) da totalidade da regido controlo do
mtDNA das 103 amostras estudadas.

Para efetuar a analise molecular da variancia (AMOVA) e obter medidas de
distancia genética interpopulacional, a fim de estabelecer as relacdes filogenéticas
entre a populacdo estudada e populacdes selecionadas da bibliografia, foi utilizado o
programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). As distancias genéticas foram
avaliadas com base em valores de indice de fixacdo (Fst). Para calcular as distancias
moleculares entre as sequéncias de mtDNA analisadas nas popula¢cdes em estudo foi
utilizado o programa Phylip v3.69. A obtencdo da representacdo filogenética, em

forma de arvore filogenética, foi alcancada recorrendo ao programa Treeview 1.5.2.
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@ Resultados e Discussao
8. Resultados

8.1. Estudo dos haplotipos representados

Através do estudo efetuado foi possivel analisar a totalidade da regido
controlo do mtDNA dos 103 individuos pertencentes a amostra e construir uma base
de dados contendo os hapl6tipos de cada um dos individuos. O objetivo principal do
presente trabalho consistiu na caracterizacdo da diversidade genética da populacéo
imigrante de Cabo Verde residente em Lisboa através da comparacdo das suas

sequéncias de mtDNA com a rCRS.

Na tabela 9 estdo descritas as alteragdes polimorficas e respetivas posicoes
nucleotidicas em relacdo a rCRS, resultantes da andlise da totalidade da regido
controlo do mtDNA, que definem os haplotipos das amostras. Amostras com o
mesmo haplotipo foram agrupadas com o mesmo cédigo. Foi calculada a frequéncia
de cada haplétipo na populacdo estudada e os haplotipos foram agrupados no
haplogrupo a que pertencem recorrendo a Ultima verséo da arvore desenhada por van
Oven e Kayser (2009).

Os haplotipos obtidos neste estudo, apos serem submetidos a um rigoroso
controlo de qualidade, foram aceites para integrar a mais conceituada base de dados a
nivel internacional — EMPOP - e estardo disponiveis para consulta com o nimero de
acesso EMP00616 (Parson & Dir, 2007) apés a publicacdo do artigo cientifico que

resultard do presente estudo.
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No presente estudo foram identificados 75 haplétipos, 56 dos quais Unicos
(Tabela 10). A sequéncia de mtDNA mais frequente, foi observada em 6 das 103
sequéncias de mtDNA analisadas, sendo o seu haplétipo: 16111T, 16223T, 16278T,
16294T, 16309G, 16390A, 73G, 143A, 146C, 152C, 195C, 263G, 315.1C,
523DEL, 524DEL

Tabela 10 — Numero de haplétipos Gnicos, repetidos e diferentes, considerando a regido controlo total do
mMtDNA dos 103 individuos estudados

‘ Regido controlo

Numero de haplétipos tnicos 56
Numero de haplétipos repetidos 19
Numero total de haplétipos diferentes 75

De acordo com os resultados apresentados na tabela 9, as sequéncias
determinadas no estudo da totalidade da regido controlo do mtDNA diferem da rCRS

em 112 posic¢des nucleotidicas, num total de 1651 polimorfismos.

Da andlise da tabela 11, verifica-se que o tipo de polimorfismo mais frequente
no presente estudo, na regido controlo total, sdo os polimorfismos por substituicdo
(1334 substituicbes) com uma razdo entre transicao/transversao de 24,65 (1282/52).
O tipo de transicdo predominante foi entre pirimidinas (854).

Tabela 11 — Numero e tipo de alteraces polimdrficas da regido controlo total do mtDNA detetadas nas
103 sequéncias de mtDNA analisadas

Tamanho da regiao estudada 1178 pb
Numero de posigoes polimorficas 112
Transig¢oes entre pirimidinas 854 T>C 392
C>T 462
Transigoes entre purinas 428 A->G 307
G>A 121
Transversoes 52 C->G 2
C>A 16
A>T 1
A->C 18
G>T 13
G->C 2
Insergoes 155 (C)
1(A)
Delecgoes 83 (A)
78 (C)
Numero total de polimorfismos 1651
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Em todas as sequéncias verificou-se que existe uma transicdo de uma adenina
(A) para uma guanina (G) na posicdo 263 e a insercdo de uma citosina na posi¢ao
315. Apesar da presenca, na rCRS, de uma adenina (A) na posicdo 263 e de cinco
citosinas entre a posi¢do 311 e 315, foram consideradas por Andrews e colaboradores
(1999) como um polimorfismo raro detetado na CRS obtida por Anderson e

colaboradores em 1981, ndo estando presentes na maioria dos seres humanos.

A posicdo 73 da regido controlo do mtDNA apresenta na rCRS uma adenina
(A). Em todas as sequéncias analisadas foi detetada uma substituicdo da adenina (A)
por uma guanina (G), sendo este o polimorfismo por substituicdo mais frequente.
Outras posicdes polimorficas apresentam elevada taxa de substituicdo, entre elas a
posicdo 16223, que apresenta uma citosina (C) na rCRS e apresenta uma timina (T)
em 98 das sequéncias analisadas (95,14%). A posic¢do 152 apresenta uma timina (T)
na rCRS e apresenta uma citosina (C) em 75 das sequéncias analisadas (72,82%), a
posicdo 16278 apresenta uma citosina (C) na rCRS e apresenta uma timina (T) em 69
das sequéncias analisadas (66,99%). A posicdo 16519 apresenta uma timina (T) na

rCRS e apresenta uma citosina (C) em 59 das sequéncias analisadas (57,28%).

Na regido HV3 da regido controlo do mtDNA € possivel observar uma
repeticdo de dinucledtidos AC (com 5 repeticGes no total) entre a posicdo 515 e a
posicdo 524. Em 78 sequéncias das 103 analisadas (75,73%) verificou-se uma
deleccdo de dinucledtidos AC, sendo este polimorfismo, segundo a nomenclatura
(Bar et al., 2000), assinalado como 523DEL e 524DEL. Destas 78 sequéncias, em 3,
esta dupla deleccéo esta associada a uma substituicdo por transicdo na posicdo 513 de
uma guanina (G) para uma adenina (A). Numa sequéncia verificou-se a insercdo de
um dinucledtido AC na posicdo 524 (sendo esta sequéncia constituida por 6
repeticdes desse mesmo dinucleétido). Em 5 das amostras analisadas verificou-se a
deleccdo de uma adenina (A) na posicdo 249, associada numa das 5 amostras a uma

substituicdo por transicdo de uma guanina (G) para uma adenina (A) na posicao 247.

As insercdes foram detetadas, na sua maioria, no interior da regido HV2 na
zona dos poli-C (sequéncia de citosinas entre as posicdes 303 e 315, interrompida
por uma timina na posicdo 310) com inser¢Ges de uma ou mais citosinas na posicao
309. Foi também observada numa sequéncia a insercdo de uma citosina na posicédo

356 e em 2 amostras a inser¢do de uma citosina na posi¢ao 16193.
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Verificou-se a existéncia de grande variabilidade na zona de poli-C entre as
posicdes 16183 e 16193. Esta zona € caracterizada por uma sequéncia de citosinas
interrompida por uma timina na posigio 16189. E frequente existirem substituicdes
nesta zona e detetar a timina (T) noutra posicdo entre as posicdes 16183 e 16193.
Observou-se a presenca de uma timina (T) nas posicbes 16187, 16188 e 16192
(Tabela 12). O polimorfismo mais comum nesta regido foi uma dupla transicdo, nas
posicOes 16187 de citosina (C) para tiamina (T), e na posicdo 16189, de timina (T)
para citosina (C).

Tabela 12 — Diferentes polimorfismos observados na zona de poli-C da regido HV1 do mtDNA, entre
as posicoes 16183 e 16193 e nimero de sequéncias onde ocorreu heteroplasmia de comprimento

16183 16185 16187 16188 16189 16192 16193.1
rCRS A C C C T C - Amostras
T C 17
C C 10*
3 C C C 1*
g C C T
= C T
g T c 2
E C C 1*
C
T 1

* - Amostras cujas sequéncias apresentam, sempre, heteroplasmia de comprimento na regido HV1
Na regido controlo do mtDNA existem zonas onde o0 numero de alteracdes
polimérficas em relacdo a rCRS é menor. Entre as posi¢des 16400 e 16500 apenas
foram detetadas alteragdes polimérficas em 5 sequéncias, 2 transicdes de uma
citosina (C) para uma timina (T) na posi¢do 16400 e 3 transi¢Ges de uma citosina (C)
para uma timina (T) na posicdo 16465. Entre as posi¢Ges 400 e 500 foram detetados

apenas 14 polimorfismos, distribuidos pelas posicdes 418, 466, 482, 489, 494 e 499.

Nenhuma das sequéncias analisadas apresenta total concordancia de bases
nucleotidicas com a rCRS. O menor nimero de alteracGes polimérficas detetadas
numa sequéncia, em relacdo a rCRS, foi de 9, em 9 das 103 sequéncias analisadas,
enquanto que o maior numero de alteragbes polimorficas encontrado numa
sequéncia, em relacdo a rCRS, foi de 27, ocorrendo em 3 das 103 sequéncias
analisadas. A frequéncia absoluta de cada polimorfismo encontrado nas 103

sequéncias analisadas encontra-se sumarizada na tabela 13.
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Tabela 13 — Frequéncia absoluta de cada nucle6tido na regido controlo do mtDNA, considerando as

alteracgdes polimdrficas relativamente a rCRS

A |

el

A |

Ll

Posi¢do polimérfica | rCRS G Posi¢do polimérfica | rCRS G
16048 G 16259 1
16051 A 6 16261 C 2
16086 T 1 16264 C 20
16093 T 8 16269 A 2
16111 C 13 16270 C 13
16114 C 9 2 16274 G 3
16124 T 20 16278 C 69
16126 T 15 16290 C 1
16129 G | 16 16292 C 1
16145 G 4 16293 A 17
16148 C 1 16294 C 20
16163 A 3 16295 C 2
16169 C 2 16299 A 3
16172 T 6 16304 T 4
16177 A 1 16309 A 14 1
16178 T 1 16311 T 28
16179 C 2 16320 C 10
16183 A 10 16355 C 8
16185 C 1 16360 C 5
16187 C 17 16362 T 20
16188 C 2 15368 T 1
16189 T 35 16380 C 1
16192 C 4 16390 G 36

16193.1 2i 16399 A 4

16209 T 2 16400 C
16212 A 1 16465 C
16213 G 7 16519 T 59
16215 A 1 16527 C 1
16218 C 1 73 A 103
16219 A 3 93 A 10
16221 C 1 95 A 1
16223 C 98 143 G 11
16234 C 3 146 T 37
16239 C 4 150 C 46
16249 T 1 151 C 12
16256 C 2 152 T 75
16257 C 2 182 C 38

(C ontinua na préxima pagina.)

Na tabela: i = Insercéo; d = Delegcdo




Tabela 13 — (continuacgéo)

Posicdo polimdrfica |rCRS| A | G | C | T | Posi¢do polimdrfica |rCRS | A | G | C | T
183 A 2 309.2 1i
185 G 2 13 315.1 103i
186 C 316 G 6
189 A 11 7 325 C 13
195 T 63 356.1 1i
198 C 28 357 A 12
200 A 2 373 A 1
204 T 10 418 C 6
207 G | 13 466 T 1
234 A 1 482 T 2
235 A 3 489 T 1
247 G | 18 494 C 3
249 A | 5d 499 G 1
257 A 3 513 G 3
263 A 103 523 A |78d
264 C 3 524 C 78d
294 T 2 524.1 1i
297 A 1 524.2 1i
309.1 47i 534 C 3
Na tabela: i = Inserc¢do; d = Delecéo

8.2.

Estudo de heteroplasmias

Analisando a totalidade da regido controlo do mtDNA dos 103 individuos

com ascendéncia cabo-verdiana, foi observada uma taxa de heteroplasmia de

comprimento de 13,59% (ocorrendo em 14 das 103 sequéncias obtidas). Todos o0s

casos de heteroplasmia de comprimento encontrados foram confirmados pela

sequenciacao da cadeia leve e da cadeia pesada do mtDNA em duplicado.

Na tabela 14 é apresentada a frequéncia de hapldtipos homoplasmicos e de

haplotipos heteroplasmicos encontrados, com indicacdo da regido hipervariavel onde

ocorreu a heteroplasmia. Entre as 103 sequéncias de mtDNA obtidas, 86,41%

corresponderam a haplétipos homoplasmicos. Em 11 das 103 sequéncias (10,68%)

observou-se a presenca de heteroplasmia de comprimento associada a zona de poli-C

da regido HV1, entre a posicdo 16183 e a posicdo 16193. Em 2 das 103 sequéncias




(1,94%) observou-se a presenca de heteroplasmia de comprimento associada a zona
de poli-C da regido HV2, entre a posicdo 303 e a posi¢ao 315. Em apenas 1 das 103
sequéncias foi observada heteroplasmia de comprimento em ambas as regides
hipervariaveis (HV1 e HV2) em simultaneo.

Tabela 14 — Frequéncia de haplotipos homoplasmicos e heteroplasmicos nas 103 sequéncias
analisadas e regido hipervariavel de ocorréncia

Haplétipos | Regiao hipervariavel | Frequéncia
Homoplasmicos 89
Heteroplasmicos HV1 11
HV2
HV1+HV2 1
Total 14

Em nenhuma das 103 sequéncias de mtDNA analisadas foi observada

heteroplasmia de posicéo.

8.3. Calculo dos parametros de diversidade

O valor da diversidade nucleotidica (m) foi calculado para as sequéncias

obtidas segundo a equacéo proposta por Nei e Tajima (1981):

|7 = (n/n-1) X (/1) X E (1- xi?)!

Na férmula apresentada n representa o numero de individuos estudados, | o
tamanho em pares de bases da sequéncia em estudo e xi® representa a frequéncia
relativa de cada nucle6tido na posi¢do i. Para o célculo proposto sdo, portanto,

necessarios os seguintes dados:

& Tamanho da sequéncia em estudo — 1178 pb;

© Numero de individuos estudados — 103 individuos;

O célculo de xi? foi efetuado calculando a frequéncia relativa para cada
nucleodtido (frequéncia absoluta sobre o tamanho da amostra). Para tal, foi
determinado o numero de vezes que cada nucledtido ocorreu como mutacdo na
amostra populacional (Tabela 13). Por exemplo, a frequéncia absoluta da base

nucleotidica adenina (A) € igual ao namero de vezes que ela ocorreu como insercao,
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delecgdo ou substituicdo, sobre o nimero de haplétipos diferentes encontradas para a

regido controlo total.
@ Namero de sequéncias diferentes — 75 haplétipos diferentes.
F (A) = 221/75 = 2,95
A frequéncia relativa é:
f (A) =2,95/103 = 0,02835

Foi necessario, portanto, calcular a frequéncia relativa (a partir da tabela 13)
para as quatro bases nucleotidicas, calculando-se depois o somatério de 1 - xi.

Tabela 15 — Frequéncia absoluta e frequéncia relativa de cada nucleo6tido nas posi¢des polimorficas da
regido controlo do mtDNA, considerando as alteracdes relativamente a rCRS, apresentadas na tabela 9

Nucleétido A G C T
Frequéncia absoluta 221/75 309/75 645/75 476/75
Frequéncia relativa (xi) 2,95/103  4,12/103 8,6/103 6,35/103
xiZ 0,00082 0,0016 0,00697 0,0038

¥ (1 - xi?) = (1 - 0,00082) + (1 - 0,0016) + (1 - 0,00697) + (1 - 0,0038) =
0,99918 + 0,9984 + 0,99303 + 0,9962 = 3,98618

Por aplicacdo da férmula apresentada, a diversidade nucleotidica (rt) para a

regido controlo total do mtDNA no presente estudo, foi de:
7 = (103/102) x (1/1178) x 3,98618 = 0,003417

Foi também calculado o valor da diversidade de sequéncia (h) de acordo com

a equacdo proposta por Nei e Tajima (1981):

h =(n/n-1) x (1 - Zpi’)

Na férmula apresentada n representa o nimero de individuos estudados e pi?

representa a frequéncia das diferentes sequéncias na populacdo estudada. Como €
possivel verificar na tabela 9, todas as sequéncias analisadas apresentam alterac6es
polimérficas em relacdo a rCRS. Considerando a regido controlo total do mtDNA, 56

sequéncias surgem apenas uma vez, 14 sequéncias surgem, cada uma, 2 vezes, 3
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sequéncias surgem, cada uma, 3 vezes, 1 sequéncia surge 4 vezes e 1 sequéncia surge

6 vezes.

O célculo de pi® foi realizado calculando a frequéncia de cada sequéncia na
amostragem. Por exemplo, a frequéncia de sequéncias Unicas € igual ao niamero de
vezes que ela ocorre, neste caso uma vez, sobre o nimero total de individuos, 103,

vezes 0 total de sequéncias Unicas, 56.

= (frequéncia da sequéncia na amostra/n® total de amostras)® x nimero de

sequéncias com a referida frequéncia)
' pi "—'(I/'la.o,')"x's'e'"o'oBéz?éEi
E i? = (2/103)* x 14 = 0,0052785 |
' pi ? = (3/103)* x 3 = 0,002545

| pi’=(4/103)’x 1 = 0,001508
i_pl (6/103)° x 1=0,003393

i2

Apos o célculo de pi“, calculou-se o seu somatorlo.

Tpi’ = 0,0052785 + 0,0052785 + 0,002525 + 0,001508 + 0,003393 =
0,017983

Por aplicacdo da férmula apresentada, a diversidade de sequéncia (h) para a

regido controlo total, no presente estudo, € de:
h =(103/102) x (1 - 0,017983) = 1,0098 x 0,982017 = 0,99164

Estudos anteriores da populacédo de Cabo Verde, Portugal e de populacdes de
diversos paises africanos, analisaram, principalmente, a regido HV1 do mtDNA. De
forma a ser possivel efetuar uma comparacgéo entre tais estudos e o presente trabalho,
foram calculados os valores de diversidade nucleotidica e de diversidade de
sequéncia apenas para essa regido, das 103 amostras estudadas. Os valores
correspondem a regido HV1 do mtDNA da posicdo 16024 a posicdo 16365 e, exceto

para os valores do presente estudo, ndo tém em conta insercdes (Tabela 16).

De forma a compreender melhor os parametros calculados para a totalidade
da regido controlo, foi efetuada a comparacdo entre os valores de diversidade

nucleotidica e diversidade de sequéncia, obtidos no presente estudo, com os valores
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de diversidade encontrados em estudos de outras populagdes de origem africana nos

quais toda a regido controlo (16024-576) tenha, também, sido analisada (Tabela 17).

Tabela 16 — Parametros de diversidade da regido HV1 do mtDNA de populacdes africanas e portuguesas

Populacdes N
Presente estudo 103
Cabo Verde 78
Cabo Verde (SE e NW) 184; 108

S. Tomé e Principe 16
Angola 62
Mauritanea 64
Senegal 268
Serra Leoa 277
Gana 191
Marrocos 56
Mogambique 308
Portugal (Norte) 100
Portugal (Centro) 82
Portugal (Sul) 59
Madeira 155
Acores 179

0,9839

0,98335

Diversidade de sequéncia

0,984; 0,900

0,912
0,985
0,96
0,99
0,99
0,98
0,95

0,9647
0,9415

0,0

Diversidade nucleotidica

11

0,0078

0,0247
0,13
0,14
0,13

Referéncia bibliografica

Tavares (2007)
Brehm et al. (2002)
Trovoada et al. (2004)
Trovoada et al. (2004)
Gonzalez et al. (2006)
Rando et al. (1998)
Jackson et al. (2005)
Fendt et al. (2012b)
Turchi et al. (2009)
Salas et al. (2003)
Pereira et al. (2000)
Pereira et al. (2000)
Pereira et al. (2000)
Brehm et al. (2003)
Brehm et al. (2003)

Na tabela: N = Tamanho da amostra.

Tabela 17 — Paré@metros de diversidade da regido controlo do mtDNA de populacdes africanas

Populagdes (etnia) N Dl\:;s:éic:?ade r?::;:g:;z Referéncia bibliografica
Presente estudo 103 0,992 0,003
Camardes (Baka) 27 0,855 0,003 Batini et al. (2011)

Camardoes (Bakola) 11 0,909 0,001 Batini et al. (2011)

Gana 191 0,987 - Fendt et al. (2012b)

Gab3o (Baka) 20 0,889 0,001 Batini et al. (2011)

Gab3o (Fang) 17 1 0,004 Batini et al. (2011)

Gab3o (Nzebi) 19 0,977 0,004 Batini et al. (2011)

Republica Central Africana (Biaka) 23 0,968 0,003 Batini et al. (2011)

Repuiblica Central Africana 30 0,954 0,001 Batini et al. (2011)
(Mbenzele)

Republica Democrética do Congo 0,889 0,002 Batini et al. (2011)

(Babinga)
Rl De("“:lcl’:‘:fit)ica R e 21 0,981 0,003 Batini et al. (2011)

Na tabela: N = Tamanho da amostra.
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8.4. Estudo dos haplogrupos representados

No estudo dos 103 individuos, foram obtidos 75 haplétipos diferentes. Os
haplogrupos foram definidos para cada haplétipo a partir das alteracdes polimoérficas
que cada sequéncia apresenta em relacdo a rCRS e da coincidéncia dessas mesmas
variagdes relativamente a classificacdo existente. A classificacdo das 103 amostras
em haplogrupos foi efetuada com recurso aos dados presentes na arvore filogenética
desenhada por van Oven e Kayser (2009). Para uma correta classificacdo, €
necessario que o0s haplotipos possuam todos os polimorfismos especificos do
haplogrupo em questdo, apesar de poderem apresentar outros para além dos
especificos. Como exemplo, os hapl6tipos das amostras com os codigos CBV016 e
CBVO017, apesar de diferentes, possuem ambos os polimorfismos caracteristicos do
haplogrupo L3b (16124C, 16287T e 16362C), dai serem ambos incluidos no mesmo
haplogrupo. O elevado numero de polimorfismos obtidos em cada sequéncia, gracas
a andlise da totalidade da regido controlo do mtDNA, permitiu classificar todos os
haplotipos nos haplogrupos. Como exemplo, o haplétipo da amostra com o codigo
CBV004 apresenta o polimorfismo tipico do macrohaplogrupo L (16223T).
Apresenta ainda um polimorfismo partilhado pelos haplogrupos L3c e L3d (152C). A
presenca do polimorfismo 16124C, presente apenas no haplogrupo L3d, e o
polimorfismo 16111T, caracteristico do haplogrupo L3d2, permitem entdo efetuar a

classificagdo final do haplotipo em questdo no haplogrupo L3d2.

Os haplogrupos representados na tabela 8 apresentam diferente frequéncia na
populacdo em estudo (Figura 13). Apenas 8 das sequéncias ndo foram classificadas
no macrohaplogrupo L caracteristico de linhagens africanas (Behar et al., 2008).
Verificou-se que 95 individuos pertencem ao macrohaplogrupo L, o mais comum,
com uma frequéncia de 92,24%. Entre os diversos haplogrupos do macrohaplogrupo
L, o que teve maior representacdo (42 das 103 sequéncias em estudo) foi o
haplogrupo L3, seguido do haplogrupo L2 (35 das 103 sequéncias em estudo) e do
haplogrupo L1 (18 das 103 sequéncias em estudo). N&o foi encontrada nenhuma
amostra pertencente aos restantes haplogrupos do macrohaplogrupo L (LO, L4, L5 ou
L6).
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Dos haplogrupos representados na populagdo em estudo, o que apresentou
maior expressdo foi o haplogrupo L2ala, atribuido a 13 das 103 amostras em estudo
(12,62%). Os restantes haplogrupos do haplogrupo L2 apresentaram uma expressao
mais reduzida, entre eles o haplogrupo L2c (5,83%) e o haplogrupo L2bla (3,88%).
No que diz respeito ao haplogrupo L1, encontram-se representados em maior
frequéncia nas amostras o shaplogrupo L1bl (4,85%) e o haplogrupo L1bla2
(3,88%). No que diz respeito ao haplogrupo L3, encontram-se representados em
maior frequéncia na populacdo em estudo o haplogrupo L3d (8,74%) e o haplogrupo
L3eda (5,83%).

2,91% 1,94%
2,91%

mLl
mL2
mL3
H U6
EM

Figura 13 — Representacdo esquematica das percentagens observadas por cada haplogrupo para os 103
individuos com ascendéncia cabo-verdiana.

Entre os haplotipos ndo pertencentes ao macrohaplogrupo L, o haplogrupo
U, caracteristico de populacdes do Norte de Africa (Pereira et al., 2003) e definido
pela presenca dos polimorfismos 16172C, 16219G e 16278T, esta representado em 3
das amostras estudadas (2,91%). Para o hapldtipo da sequéncia com o cddigo
CBV029, a presenca dos polimorfismos 16189C e 16278T permitiu a sua
classificagdo no haplogrupo X. Contudo, ndo foi possivel, com base nas restantes
alteracbes polimdrficas, classificar este haplotipo num dos sub-haplogrupos do

haplogrupo X.

O haplétipo da sequéncia com o codigo CBV034 foi classificado no

haplogrupo M e respetivo sub-haplogrupo M1 gracas & presenca dos polimorfimos

61



489C, 195C, 16129A, 16189C, 16249C e 16311C. Para o haplétipo codificado como
CBV028, apesar de possuir os polimorfimos caracteristicos do haplogrupo M62
(16295T e 150T), ndo possui o principal polimorfimo caracteristico do
macrohaplogrupo M (489C). O mesmo se passa com o haplotipo codificado como
CBV047 por ndo possuir os polimorfimos caracteristicos do haplogrupo M30 e
respetivo sub-haplogrupo M30c (195A e 146C).

8.5. Analise filogenética

A analise molecular de variancia (AMOVA) permite estimar a variabilidade
genética entre grupos populacionais. As populagdes selecionadas da literatura,

utilizadas para o estudo filogenético, sdo as constantes da tabela 18.

Tabela 18 — Populacgéo do presente estudo e populacdes selecionadas da literatura, utilizadas no estudo filogenético

Populagdes (etnia) N Referéncia bibliografica
Angola (Khoe-San) 129 Fendt et al. (2012a)
Presente estudo 103
Gana 192 Fendt et al. (2012b)
Somalia 190 Mikkelsen et al. (2012)

Na tabela: N = Tamanho da amostra

A AMOVA foi aplicada a cada par de populacbes, permitindo obter a
distancia genética entre as populacGes (Tabela 19) e os respetivos valores de p
(Tabela 20). A arvore obtida a partir das distancias moleculares esta ilustrada na

Figura 14.

Tabela 19 — Valores de Fs entre as populacdes do estudo de distancias genéticas

Angola Presente Gana Somalia
estudo
Angola 0,00000
Presente 0,30102 0,00000
estudo
Gana 0,27968 0,02067 0,00000
Somalia 0,28884 0,06419 0,05866 0,00000
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Tabela 20 — Valores de p relativos as popula¢es comparadas no estudo

Angola Presente Gana Somadlia
estudo
Angola 0.00000+-
0.0000
Presente 0.00000+- 0.00000+-
estudo 0.0000 0.0000
Gana 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-
0.0000 0.0000 0.0000
Somélia 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Angola Somilia

I—

/’ Gana
Populagao do

presente estudo
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Figura 14 — Arvore resultante da analise das distancias genéticas obtidas entre as populagdes referidas
na tabela 18




9. Discussao

Este estudo traduz a, indiscutivel, aplicabilidade da anélise do mtDNA para a
determinacdo da diversidade genética das populacbes humanas, bem como para o
fornecimento das informacdes acerca da sua origem e evolucéo ao longo dos anos. A
analise do mtDNA de 103 individuos com ascendéncia, quer paterna quer materna,
de Cabo Verde permitiu recolher dados importantes sobre a origem do arquipélago,
complementar outros estudos efetuados anteriormente com o mesmo objetivo e
actualizar o conhecimento da composicdo genética da populacdo de Lisboa. Cerca de
48% da populacédo selecionada corresponde a individuos do sexo feminino, enquanto
que cerca de 52% da populacdo selecionada corresponde a individuos do sexo

masculino.

9.1. Estudo da totalidade da regido controlo do genoma mitocondrial

A utilidade do mtDNA em diversas areas, entre elas a genética forense e a
genética populacional, esta bem documentada. Estudos anteriores baseados na
analise da regido controlo do mtDNA utilizavam primers destinados a analise de
regibes mais reduzidas, entre elas as regides HV1 e HV2, que por si s6 nao
permitiam obter o nivel de discriminacdo que é possivel alcancar nos dias de hoje
com o estudo da totalidade da regido controlo. Diversos autores demonstraram a
possibilidade de utilizar apenas um par de primers mais afastados na amplificacdo do
mtDNA, tornando evidente que se torna mais eficiente amplificar toda a regido
controlo numa Unica PCR. O presente estudo adotou um procedimento recente que se
baseia na utilizacdo de 2 pares de primers para amplificar toda a regido controlo do
mtDNA na mesma PCR em 2 fragmentos em separado, 0 que permite reduzir 0s
custos, rentabilizar o tempo e, com maior eficacia e solidez, obter a informacdo de

toda a regido controlo do DNA mitocondrial (Parson & Bandelt, 2007).

Brehm e colaboradores (2003) estudaram 292 amostras de individuos de 7
ilhas do arquipélago de Cabo Verde e, para alem da analise de 13 posicdes por RFLP
da regido codificante, sequenciaram apenas a regido HV1 do mtDNA, entre as
posicBes 16024 e 16365. Tavares (2007) analisou a regido HV1 do mtDNA de 78
individuos com ascendéncia cabo-verdiana, da posi¢do 16365 até a posicdo 16569, o

que permitiu diferenciar alguns haplétipos idénticos no intervalo 16024-16365.
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O presente estudo confirma que é possivel diferenciar alguns haplétipos
idénticos no intervalo 16024-16365 ao analisar a regido HV1 do mtDNA até a
posicdo 16569, dando como exemplo os haplétipos com os codigos CBV061 e
CBVO066 (diferentes polimorfismos assinalados a negrito):

CBVO061 16114A 16129A 16213A 16223T 16278T 16355T 16362C 16390A
CBV066 16114A 16129A 16213A 16223T 16278T 16355T 16362C 16390A 16465T

O conjunto de alteragdes polimorficas para os haplétipos codificados como
CBV061 e CBV066 é idéntico considerando apenas o intervalo entre as posicdes
16024-16365. Contudo, o presente estudo permitiu detetar variacGes para além desse
intervalo sequenciando até a posicdo 16569. O haplétipo com o codigo CBV066
apresenta uma alteracdo polimoérfica, 16465T, ndo presente no haplotipo com o
cddigo CBV061, ou seja, e tendo em conta apenas a regido HV1, os dois hapldtipos

sdo diferentes.

A analise da regido HV1, sem considerar a restante regido controlo, pode
apresentar uma grande desvantagem na determinagdo dos haplotipos e classificacao
nos respetivos haplogrupos. Individuos que partilhem as mesmas alteracdes
polimdrficas na regido HV1 poderdo apresentar diferencas quando a restante regido
controlo ¢é analisada, permitindo diferenciar sequéncias que antes se julgava serem
iguais e que seriam, de forma errada, agrupadas no mesmo haplotipo e,
consequentemente, no mesmo haplogrupo (Alvarez-lglesias et al., 2007). Como
exemplo, temos os haplétipos CBV005 e CBV006 e os haplotipos CBV036 e

CBV042 (diferentes polimorfismos assinalados a negrito):

CBV005 16223T 16320T 16519C  73G 150T 152C 195C 263G 315.1C
CBV006 16223T 16320T 16519C  73G 150T 195C 200G 263G 315.1C

CBV036 16223T 16278T 16390A  73G 146C 150T 152C 182T 195C
198T 263G 315.1C 3257 523d 524d

CBV042 16223T 16278T 16390A  73G 93G 95C 146C 150T 152C
182T 195C 198T 263G 315.1C  325T7 513A 523d 524d

Considerando apenas as alteracfes polimérficas detetadas na regido HV1, os
haplotipos com os cddigos CBV005 e CBV006 e os haplétipos com os codigos

CBV036 e CBV042 sdo coincidentes. Contudo, a analise da restante regido controlo
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do mtDNA permitiu identificar diferencas em ambos os pares de haplotipos, tendo

em considerancéo as alteracdes polimorficas identificadas em toda a regido estudada.

As diferencas apresentadas poderdo ser cruciais no agrupamento dos
haplétipos nos respetivos haplogrupos, podendo dois haplétipos coincidentes
analisando apenas a regido HV1 e, consequentemente, agrupados no mesmo
haplogrupo, apresentar um conjunto diferente de alteracbes polimdrifcas e serem
agrupados em haplogrupos diferentes ao analisar a totalidade da regido controlo do
MtDNA.

Como primeiro exemplo, os haplétipos codificados como CBV017 e CBV024
sdo idénticos considerando apenas as alteracdes polimérficas da regido HV1. Ambos
sdo agrupados no haplogrupo L3b por apresentarem os trés polimorfismos
caracteristicos desse haplogrupo na regido controlo do mtDNA (16124C, 16278T e
16362C). Contudo, os hapldtipos sdo diferentes ao analisar a totalidade da regido
controlo. O haplétipo com o codigo CBV024 ¢ agrupado no haplogrupo L3blb por
apresentar o polimorfismo 152C, caracteristico desse mesmo haplogrupo, enquanto

que o haplotipo com o codigo CBV017 se mantém agrupado no haplogrupo L3b.

CBVO017 16124C 16223T 16234T 16278T 16362C 16519C  73G 263G 309.1C
315.1C 523DEL 524DEL

CBV024 16124C 16223T 16234T 16278T 16362C 16519C  73G 1517 152C
263G 315.1C 523DEL 524DEL

Como segundo exemplo, os haplotipos com os codigos CBV014 e CBV026
sdo coincidentes considerando apenas as alteracfes polimorficas na regido HV1 do
mtDNA. Ambos os haplétipos sdo agrupados no haplogrupo L3e2b por apresentarem
os dois polimorfismos caracteristicos desse haplogrupo na regido HV1 (16172C e
16189C). Contudo, os hapldtipos sdo diferentes ao analisar a totalidade da regido
controlo. O haplétipo com o codigo CBV026 é agrupado no haplogrupo L3e2b2 por
apresentar o polimorfismo 152C, caracteristico desse mesmo haplogrupo, enquanto o

haplotipo com o codigo CBV014 se mantém agrupado no haplogrupo L3e2b.

CBV014 16172C 16183C 16189C 16223T 16320T 16519C  73G 150T 195C
263G 315.1C

CBV026 16172C 16183C 16189C 16223T 16320T 16519C 73G 150T 152C
195C 263G 309.1C 315.1C
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As regides HV1 e HV2 foram, na década anterior, o principal alvo de
diversos estudos da regido controlo do mtDNA (Alonso et al., 2002; Brandstétter &
Parson, 2003; Carvalho et al., 2003; Nagai et al., 2003). A atual analise da totalidade
da regido controlo permite introduzir o estudo do segmento HV3 e,
consequentemente, a analise de posi¢cGes nucleotidicas caracteristicas de varios
haplogrupos nessa mesma regido. A importancia do estudo dessas mesmas posicoes

foi mais uma vez verificada no presente estudo.

O haplétipo codificado como CBV010 esta agrupado no haplogrupo L3k,
caracterizado por um conjunto de trés alteracfes polimérficas na regido controlo do
mtDNA (152C, 235G e 494T). Sem a analise da totalidade da regido controlo,
incluindo a regido HV3 a qual pertence o polimorfismo 494T foi identificado, ndo
seria possivel agrupar com o mesmo grau de confianca o haplotipo codificado como
CBV010 no haplogrupo L3k. A introducdo do estudo do segmento HV3 permite
aumentar a discriminacdo da andlise da regido controlo do mtDNA.

CBV010 16223T 16390A 73G 1507 152C 235G 263G 309.1C
315.1C 4947

Os exemplos apresentados evidenciam a vantagem e maior poder de
discriminacdo da analise da totalidade da regido controlo efetuada no presente
estudo, em amostras de individuos com ascendéncia cabo-verdiana, em comparagéo
com os estudos anteriormente efetuados, garantindo maior confianga na
determinacdo dos respetivos haplogrupos. Este método tem sido utilizado em estudos
recentes de outras populacGes (Brandstatter et al., 2008; Fendt et al., 2012a; Gomez-
Carballa et al., 2012).

Apesar de a andlise da totalidade da regido controlo ser ainda considerada por
toda a comunidade cientifica como um dos procedimentos mais eficazes na analise
do DNA mitocondrial, a sequéncia da regido controlo pode ndo ser suficiente para
determinar o haplogrupo. A arvore filogenética desenhada por Van Oven e Kayser
(2009) tem em consideracdo alteracGes polimorficas quer da regido controlo quer de

toda a regido codificante do mtDNA, ou seja, determinadas posicdes na regido
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codificante podem ser importantes na analise dos haplétipos obtidos, garantindo uma

total eficacia na determinagdo do haplogrupo. Como exemplo:

O haplétipo com o codigo CBV003 €é agrupado no haplogrupo L3d devido a
presenca dos polimorfismos 152C e 16124C. Contudo, o haplogrupo L3d é também
caracterizado pela presenca dos polimorfismos 5147A, 7424G, 8618C, 13886C
e 14284T, todos eles da regido codificante. A analise da regido codificante e
respetiva detecdo de todas as alteracdes polimorficas apresentadas permitiria agrupar
0 hapl6tipo no haplogrupo L3d com um maior grau de confianca.

CBV003 16086C 16124C 16223T 73G 152C 263G 315.1C 523DEL 524DEL

As alteracBes polimorficas detetadas na regido controlo permitem o
agrupamento do haplétipo com o codigo CBV070 no haplogrupo L2bla, devido a
presenca dos polimorfismos 16114A, 16129A, 16213A, 16355T, 16362C, 198T,
204C e 418T. Contudo, a analise da regido codificante poderia permitir que este
haplotipo fosse agrupado num dos sub-haplogrupos de L2bla. O haplogrupo L2bla2
¢ caracterizado pela presenca do polimorfismo 7569G, o haplogrupo L2bla3 é
caracterizado pela presenca do polimorfismo 8856A e o haplogrupo L2bla4d é

caracterizado pela presenca do polimorfismo 12406A.

CBVO70 16114A 16129A 16213A 16223T 16261T 16278T 16355T 16362C 16390A
16465T 16519C 73G 150T 152C 182T 195C 198T 204C
249DEL 263G 309.1C 315.1C 418T 523DEL 524DEL

Segundo os exemplos apresentados, a aplicacdo da analise da regido
codificante na amostra estudada, para além dos resultados obtidos para a regido
controlo, permitiria maior qualidade e rigor no momento de analisar e agrupar o
conjunto de haplétipos obtidos nos seus respetivos haplogrupos. Apresenta-se como
uma abordagem a aplicar em futuros projetos de estudo do mtDNA da populacdo de
Cabo Verde e da populacdo cabo-verdiana imigrante residente em Lisboa, seja
através do estudo de SNPs por todo o genoma mitocondrial ou da sequenciacdo da
totalidade do genoma mitocondrial, métodos ja utilizados em estudos muito recentes
em outras populacbes (Malyarchuk et al., 2008; Soares et al., 2008; Alvarez-lglesias
et al., 2009; Gomez-Carballa et al., 2012). Ndo obstante os impedimentos das

normativas legais nacionais e internacionais a utilizacdo de regides codificantes no
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ambito de identificagdo humana, no ambito exclusivo de estudos de investigagéo,
quer forenses quer populacionais, nada impede o estudo de todo o genoma

mitocondrial.

9.2. Analise dos resultados obtidos

Os resultados obtidos no presente estudo foram publicados com sucesso, apos
cuidada deliberacdo, na base de dados com maior importancia a nivel mundial, a
EMPOP, o que confirma a viabilidade dos resultados e nos permitir tirar ilaces a

partir dos mesmos.

O estudo da regido controlo do mtDNA de 103 individuos com ascendéncia
cabo-verdiana permitiu a obtencdo de 75 hapldtipos diferentes, entre 0s quais 56
(cerca de 75%) séo unicos. Esta elevada frequéncia de haplétipos unicos ocorre em
populacgdes isoladas, no local onde atualmente habitam ha muito tempo (Batini et al.,
2011; Cardoso et al., 2012), o que se verifica no caso de Cabo Verde ao estarmos na
presenca de um arquipélago que se estabeleceu como colénia do ex-Império Colonial

Portugués ha mais de 500 anos.

O haplétipo mais comum na amostra em estudo (CBV035), constituido pelas
seguintes posicdes polimdrficas - 16111T, 16223T, 16278T, 16294T, 16309G,
16390A, 73G, 143A, 146C, 152C, 195C, 263G, 315.1C, 523DEL, 524DEL - foi
também o mais comum (considerando apenas HV1, correspondendo as posicdes
descritas a negrito) nos estudos anteriormente efetuados para a populacdo cabo-
verdiana, quer por Brehm e seus colaboradores (2003) quer por Tavares (2007).
Apenas a analise da totalidade da regido controlo permitiu agrupar o haplétipo com o
cddigo CBV035 no haplogrupo L2ala, devido a presenca do polimorfismo 143A,
ndo detetavel nos estudos anteriores onde apenas a regido HV1 foi analisada pelo

que, nesses estudos haplétipo foi agrupado no haplogrupo L2a.

A existéncia de hapldtipos coincidentes entre individuos ndo aparentados
demonstra que o mMtDNA ndo é um marcador genético indicado para
individualizacdo. A utilidade do mtDNA para casos forenses dependera da
frequéncia com que os haplotipos obtidos se observam na populacdo em geral.
Alguns haplotipos poderdo ser bastante raros e serem encontrados apenas, por

exemplo, numa determinada familia ou numa determinada regido, o que permite
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restringir a identidade de um individuo de acordo com o hapl6tipo obtido. Bases de
dados, como a EMPOP, sdo de crucial importéncia. O haplétipo com o cddigo
CBV035, apesar de encontrado em 6 das 103 sequéncias analisadas no presente
estudo, apenas coincide com 1 sequéncia entre 25701 dos hapldtipos presentes na
base de dados da EMPOP, o que indica que ndo é um haplétipo frequente.

Quanto as mutagdes observadas, existe uma maior frequéncia de substituicdes
do que de insercOes e delecgOes na regido controlo do mtDNA das 103 amostras em
estudo, 0 que vai de encontro a estudos semelhantes como ja tinha sido demonstrado
por Carvalho e colaboradores (2003). O tipo de polimorfismo predominante na
regido controlo do mtDNA foi a substituicdo por transicdo pirimidinica. O menor
namero de alteracdes polimorficas encontradas, numa sequéncia em relacdo a rCRS
foi de 9 alteragdes polimoérficas, enquanto o maior numero de alteragGes
polimorficas, em relagdo a rCRS, foi de 27 alteragdes polimorficas. A media de
variagdes nucleotidicas foi de 17, o que esta de acordo com os numeros de Budowle
e colaboradores (1999) que determinaram a média caracteristica de variacfes em

populacdes de descendéncia africana em 15.

No estudo efetuado foram detetadas 112 posicGes polimorficas em relacdo a
rCRS, com diferentes frequéncias de ocorréncia na amostra (Tabela 13). Foram
encontradas algumas alteracGes polimorficas com uma frequéncia bastante reduzida
na populacdo em estudo. O polimorfismo (A-G) na posicao 16177 foi encontrado em
apenas uma das sequéncias analisadas no presente estudo mas ja foi descrito
anteriormente por Tavares (2007) em cinco sequéncias e em uma das sequéncias
analisadas por Brehm e colaboradores (2002). O polimorfismo 16114G foi observado
em apenas duas das sequéncias analisadas no presente estudo mas foi descrito por
Tavares (2007) e por Fendt e colaboradores (2012b). O polimorfismo 294C,
caracteristico do haplogrupo L3h1b2, apenas foi encontrado, para além de em 2
sequéncias analisadas no presente estudo, na sequéncia de um individuo de Guiné-
Bissau (Behar et al., 2008) e na sequéncia de um individuo de Marrocos (Harich et
al., 2010). O polimorfismo 494T foi encontrado em 2 das 103 sequéncias analisadas,
tendo sido registado em algumas populacdes africanas, como exemplo na sequéncia

de um individuo do Gana (Fendt et al., 2012b), na sequéncia de um individuo do
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Burkina Faso (Pereira et al., 2010) e na sequéncia de um individuo da Libia (Behar et
al., 2008).

A insercdo de uma citosina na posi¢do 315 ocorreu em todas as sequéncias
analisadas. A insercdo de citosinas (C) na posi¢do 309 e na posicdo 16193 ocorrem
com frequéncia em populacOes africanas (Fendt et al., 2012b; Mikkelsen et al.,
2012), o que também se registou no presente estudo. A inser¢cdo de uma citosina (C)
na posicdo 356 foi detetada em apenas uma das amostras analisadas no presente
estudo. Esta insercdo foi detetada em apenas 3 das 4265 sequéncias analisadas num
estudo recente por Behar e colaboradores (2012). A insercdo de uma repeticdo do
dinucle6tido AC na posicdo 524, detetada em 1 das 103 sequéncias analisadas,
também ja foi referenciada em estudos anteriores (Brandstétter et al., 2004; Fendt et
al., 2012b). A dupla deleccdo (AC) nas posicdes 523 e 524 ocorreu em 78 das 103
sequéncias analisadas. Esta dupla delec¢do tem elevada frequéncia em populagdes
africanas tal como demonstrado em estudos recentes (Fendt et al., 2012b; Mikkelsen
etal., 2012).

A taxa de heteroplasmia de comprimento para a regiao HV1 foi de 11,65% e
para a regido HV2 foi de 2,91%. Analisando a totalidade da regido controlo do
mMtDNA, a taxa de heteroplasmia de comprimento foi de 13,59%. No estudo efetuado
por Tavares (2007), foi observada uma taxa de heteroplasmia de comprimento na
regido HV1 de 11,54%, pelo que os valores encontrados no presente estudo se
enquadram nos anteriormente referenciados. Valores similares foram também
encontradas em estudos realizados para outras populacdes africanas, entre eles por
Fendt e colaboradores (2012b), na populacdo do Gana, onde foi verificada uma taxa
de heteroplasmia de comprimento para a totalidade da regido controlo de cerca de
20%, e também por Mikkelsen e colaboradores (2012), na populacdo da Somalia,
onde foi verificada uma taxa de heteroplasmia de comprimento para a totalidade da
regido controlo de cerca de 26%. Note-se que em ambos os estudos referenciados
anteriormente a taxa de heteroplasmia de comprimento em HV1 foi superior a taxa
de heteroplasmia de comprimento em HV2, o que esta de acordo com os resultados

alcancados no presente trabalho de investigacao.

A ndo presenca de qualquer heteroplasmia de posicdo na populacdo de Cabo

Verde analisada no presente estudo vai de encontro aos estudos anteriores realizados

71



para a populacdo cabo-verdiana, onde apenas um caso foi detetado (16266Y)
(Tavares, 2007).

O célculo dos parametros de diversidade foi efectuado tendo em consideracéao
a totalidade da regido controlo, tendo sido alcangcado um valor de diversidade
nucleotidica elevado, de 0,00341 e um valor de diversidade de sequéncia também
elevado, de 0,99164. Um estudo comparativo entre os valores de diversidade
encontrados no presente trabalho e os valores de diversidade encontrados em estudos
de populacdes de outros paises africanos foi efetuado tendo em conta a totalidade da
regido controlo. A diversidade de sequéncia encontrada na populagéo estudada foi a
mais elevada de entre as popula¢des africanas incluidas na analise (Tabela 17),
encontrado-se proxima dos valores da populacdo do Gana. O valor da diversidade
nucleotidica encontrado na populacdo estudada foi similar aos valores apresentados
por todas as populacbes africanas incluidas na analise (Tabela 17). Os elevados
indices de variabilidade obtidos estdo de acordo com o estado de arte, de acordo com
a qual sdo as populacdes africanas que apresentam maior variabilidade (Chen et al.,
2000).

Ambos os valores de diversidade foram calculados apenas para a regido HV1,
com o objetivo de realizar o estudo comparativo entre os valores de diversidade do
presente trabalho e os valores de diversidade de estudos anteriores da populacdo de
Cabo Verde, nos quais se analisou apenas essa regido hipervariavel. Os valores
encontrados no presente estudo sdo semelhantes aos valores de diversidade ja
publicados (Tabela 16). Os valores de diversidade obtidos podem estar relacionados
com o estabelecimento da ascendéncia materna cabo-verdiana através de escravas
provenientes de diversos territdrios do continente africano e o isolamento geogréafico
do arquipélago que se localiza a mais de 500 km da costa ocidental africana,

permitindo a retencdo da elevada diversidade.

Todos os haplétipos dos 103 individuos, ndo aparentados e com ascendéncia
cabo-verdiana, foram analisados e agrupados nos seus respetivos haplogrupos, sendo
que 92,24% dos hapldtipos pertencentes a haplogrupos caracteristicos do continente
africano (macrohaplogrupo L). Estudos anteriormente realizados a populacdo cabo-
verdiana alcancaram resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo.

Brehm e colaboradores (2002) obtiveram uma percentagem de haplotipos
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pertencentes a haplogrupos caracteristicos da Africa subsariana superior a 93%,
enquanto Tavares (2007) obteve também uma percentagem proxima dos 90%. Estes
valores vdo de encontro aos dados histéricos que atestam que a origem da
composicao genética de Cabo Verde esta, na sua maioria, associada ao contributo de
escravas africanas durante a colonizacdo do arquipélago (Willie, 2001).

Comparando os haplogrupos obtidos com maior frequéncia no presente
estudo com os estudos anteriores do mtDNA de Cabo Verde, Brehm e colaboradores
(2002) obtiveram resultados semelhantes, com predominancia dos haplogrupos L2a
(29,1%), L2c (16,1%), L3e4 (10,9%), L1b (7,8%), L3b (7,2%), L1c (6,8%), L3d
(6,8%), L2b (4,1%) e L3e2 (4,1%). Tavares (2007) por sua vez obteve uma
predominancia dos haplogrupos L2a (19,2%), L2c (14,1%), L1b (11,5%), L3e4
(9%), L3b (6,4%), L3d (3,8%) e Llcl (3,8%). Aparentemente, a composicao
genética da populagdo imigrante de Cabo Verde a residir atualmente em Lisboa é

representativa da composicdo genética do arquipélago de Cabo Verde.

O haplogrupo com maior representacdo na amostra foi o haplogrupo L2ala.
O haplogrupo L2a (e seus respetivos sub-haplogrupos) é o mais frequente e com uma
representacdo em todo o continente africano, 0 que torna a sua origem geogréafica
dificil de identificar. Tem sido encontrado com frequéncia em diversos paises de
Africa, entre eles Senegal, Mocambique, Gana e Soméalia (Rando et al., 1998; Pereira
et al., 2001; Fendt et al., 2012b; Mikkelsen et al., 2012). Estudos anteriores tém
sugerido, contudo, que tenha tido origem no centro de Africa, expandindo-se depois,
quase em simultaneo, para o oeste e para o este africano (Kivisild et al., 2004; Behar
et al., 2008). O haplogrupo L2ala tem sido associado a expansdo de grupos
populacionais ao longo da costa ocidental africana até ao sudeste africano, tal como o
comércio transatlantico de escravos entre o sec. XV e o séc. XIX. Esta teoria é
suportada por estudos que revelaram a presenca do haplogrupo L2ala em sequéncias
de mtDNA do Mali e da Mauritania (Gonzalez et al., 2006) e em popula¢bes do
sudeste de Africa, especialmente em Mocambique (Pereira et al., 2001), uma das

colonias do ex-Império Colonial Portugués.

Segundo os registos historicos, 0 comércio de escravos estabelecido em Cabo
Verde foi efetuado entrando em contacto com postos de comércio espalhados por

paises da costa ocidental do continente africano, especialmente no Senegal, no Gana
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e outras coldnias portuguesas como Sdo Tome e Principe e Angola (Willie, 2001). Os
dados obtidos no presente estudo vao de encontro aos registos histéricos, com uma
elevada frequéncia de haplogrupos com origem na regido oeste de Africa. O
haplogrupo L1b observa-se com elevada frequéncia em populages do oeste de
Africa (Rosa et al., 2004; Gonzalez et al., 2006; Fendt et al., 2012b), especialmente
nos Mandenka e nos Wolof do Senegal (Rando et al., 1998; Jackson et al., 2005). Os
haplogrupos L2b e L2c tém também como origem o oeste de Africa, um pouco por
toda a costa ocidental, com uma expansdo semelhante a dos haplogrupos L1b,
encontrando-se em elevada frequéncia em paises como na Mauritania, Senegal, Serra
Leoa e Gana (Rando et al., 1998; Jackson et al., 2005; Gonzélez et al., 2006; Behar
et al., 2008; Fendt et al., 2012b). Entre o haplogrupo L3, que se encontra disperso
por todo o continente africano, quer os haplogrupos L3b quer os haplogrupos L3d
ocorrem com maior frequéncia no quadrante oeste de Africa subsariana (Rando et
al., 1998; Rosa et al., 2004; Jackson et al., 2005; Gonzalez et al., 2006), com uma
prevaléncia média de 10%, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo
(8,74% para ambos os haplogrupos). O haplogrupo L3e2 encontra-se com moderada
frequéncia no oeste e centro de Africa (Salas et al., 2002; Batini et al., 2011; Fendt et
al., 2012b). O haplogrupo L3e4 estd essencialmente restrito a costa ocidental
africana (Rosa et al., 2004).

Duas das 103 sequéncias de mtDNA foram agrupadas no haplogrupo L3h1lb
(uma delas no sub-haplogrupo L3h1b2). Foi descrito pela primeira vez em 2004
numa populacdo de Guiné-Bissau (Rosa et al., 2004). O haplogrupo L3k, verificado
em trés das 103 sequéncias de mtDNA (duas delas no sub-haplogrupo L3k1), foi
descrito por Behar e colaboradores (2008) em sequéncias de individuos da Tunisia e
Libia. O haplogrupo L3flb, verificado em uma das 103 sequéncias de mtDNA, foi
detetado em varios paises africanos, entre eles Guiné-Bissau, Egito e Etiopia (Behar
et al., 2008).

Entre os haplotipos que ndo pertencem a haplogrupos L, o haplogrupo U6
apresentou uma expressao de 2,91%, com 2 sequéncias agrupadas no haplogrupo
U6al (1,94% da amostra estudada) e 1 sequéncia agrupada no haplogrupo U6ala
(0,98% da amostra estudada). O haplogrupo U6 é caracteristico de popula¢cdes do

norte de Africa (Pereira et al., 2003), sendo o sub-haplogrupo U6a o que apresenta
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maior frequéncia e diversidade no noroeste africano (Rosa & Brehem, 2011). Os
resultados obtidos estdo de acordo com os indicados em estudos anteriores da
populacdo de Cabo Verde, com Tavares (2007) a obter uma percentagem de
haplétipos pertencentes ao haplogrupo U6 de 5,12% e Brehm e colaboradores (2002)
a obter uma percentagem de hapl6tipos pertencentes ao haplogrupo U6 de 3,96%. A
introducdo de linhagens mitocondriais do norte de Africa podera dever-se ao facto de
alguns dos primeiros escravos levados por portugueses para Cabo Verde serem
originarios da costa da Mauritania, teoria avangada por Brehm e colaboradores
(2002) e reforcada no presente estudo. Ndo foram obtidos dados sobre um possivel
contributo de Guanches das Ilhas Canéarias na colonizacdo do arquipélago, devido a
auséncia do haplogrupo U6b, caracteristico desse grupo populacional (Rando et al.,
1998), na amostra em estudo.

Duas das 103 sequéncias de mtDNA analisadas foram agrupadas no
haplogrupo X. Brehm e colaboradores (2003) também agruparam um dos 122
haplotipos da sua amostra de Cabo Verde nesse haplogrupo. O haplogrupo X é
tipicamente encontrado em determinadas populacdes da América do Norte e do
continente europeu (Brown et al., 1998). Este haplogrupo foi também encontrado em
pequena percentagem em grupos populacionais da Peninsula Ibérica (Lima et al.,
2006; Alvarez et al., 2007; Cardoso et al., 2012) e do norte e nordeste de Africa
(Reidla et al., 2003).

Um dos 75 haplotipos obtidos no presente estudo foi agrupado no haplogrupo
M1. E o Gnico haplogrupo M presente em Africa, encontrando-se um pouco por todo
o continente africano, principalmente no nordeste e este de Africa. Existem também,
contudo, ocorréncias ocasionais do haplogrupo M1 no oeste e noroeste de Africa
(Rosa et al., 2004; Ottoni et al., 2009). Gonzélez e colaboradores (2007) propuseram
que o haplogrupo M1 se expandiu principalmente para o noroeste africano e,
inclusivé, até a Peninsula Ibérica, o que podera explicar a ocorréncia do haplotipo na

populacdo estudada.

A obtencdo de uma reduzida frequéncia de haplotipos agrupados em
haplogrupos europeus reflete a pequena contribuicdo europeia de linhagens
femininas, na origem das atuais linhagens maternas de Cabo Verde, durante a

colonizagcdo portuguesa levada a cabo no arquipélago. O mesmo cenario foi
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verificado por Brehm e colaboradores (2002), que obtiveram apenas 7 sequéncias de
mtDNA agrupadas nos haplogrupos N, X, T, pre-HV e pre-V; e por Tavares (2007)
que obteve apenas 3 sequéncias de mtDNA classificadas nos haplogrupos J2, K e V,
caracteristicos de populacGes europeias. Estes resultados estdo de acordo com dados
historicos onde severamente se limitou a participagdo de mulheres europeias entre 0s
colonizadores (Willie, 2001).

Os resultados obtidos apontam, como esperado, para uma elevada
contribuicdo de escravas provenientes da costa ocidental africana na origem da
composicado genética das linhagens maternas atuais do arquipélago de Cabo Verde,
fruto de uma atividade significativa de comércio transtlantico de escravos
protagonizado pelo ex-Império Colonial Portugués do séc. XV ao séc. XIX. O
haplotipo do cromossoma Y da populacdo de Cabo Verde, obtida por Gongalves e
colaboradores (2003), permite confirmar a influéncia paterna europeia e do Médio
Oriente na origem da atual populagdo cabo-verdiana. Estes dados permitem reforcar
0s dados historicos onde se consta que a colonizagdo e povoamento do arquipélago
de Cabo Verde se efectou inicialmente através do cruzamento de homens

provenientes, essencialmente, de territdrio europeu, e de escravas africanas.

A integracdo de linhagens de outros continentes em Lisboa, incluindo as
linhagens L detetadas no presente estudo com origem em Cabo Verde, indicam que a
composicdo genética da capital portuguesa estd a ser alterada, como resultado de
recentes movimentos de imigracio de diversos paises. E necessério, portanto,
atualizar as bases de dados existentes para que possam acompanhar tais eventos e

para que sejam corretamente representativas da populacao atual de Lisboa.

A obtencdo de, na sua maioria, haplogrupos caracteristicos da populacao
africana reforca a ideia de que a origem de linhagens L em territério europeu se deve
a uma chegada recente a partir do continente africano e ndo de uma evolucdo de
haplogrupos L no territério europeu. No estudo atual, a presenca de linhagens L em
Lisboa tera sido provocada pelo aumento significativo do fluxo migatério de Cabo
Verde para varios paises europeus, durante, e especialmente apds, o cessar das

actividades de comércio de escravos na regido no séc. XIX e XX.
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9.3. Significado filogenético

Para o estudo filogenético foram selecionadas populagdes do continente
africano para as quais foi analisada a totalidade da regido controlo do mtDNA. O
nimero reduzido de estudos até hoje para a totalidade da regido controlo em
populacbes do continente africano explica o reduzido nimero de populagdes
consideradas para o estudo comparativo.

A determinacdo da distancia genética interpopulacional foi efetuada para cada
par de populagdes, através da obtencdo da matriz de distancias (Tabela 19) e
respetivos valores de p (Tabela 20). Em relagcdo a matriz de distancias, verificou-se
que a populacdo de Cabo Verde se encontra geneticamente mais proxima da
populacdo do Gana (Figura 14). Em relacdo aos valores de p, valores maiores ou
iguais a 0,05 indicam que nédo existe diferencas significativas entre as populacées.
Segundo os resultados obtidos, verificou-se que a populagdo analisada no presente
estudo apresente valores de p inferiores a 0,05 quando comparada com qualquer uma
das populacdes do estudo, o que significa que Cabo Verde apresenta diferencgas

significativas quando comparada com todos 0s outros grupos populacionais.

Fendt e colaboradores (2012a) analisaram 129 sequéncias de mtDNA de
individuos Khoe-San de Angola, uma populacdo indigena dedicada essencialmente a
agricultura e restritamente associada a territorios do sul de Africa, tais como Angola,
Botswana e Africa do Sul. A populacdo estudada por Fendt e colaboradores foi
agrupada na sua maioria em haplogrupos LOd e LOk, haplogrupos praticamente
restritos da populacdo Khoe-san (Kivisild et al., 2004; Behar et al., 2008), o que

explica a distancia genética encontrada entre esta populacédo e a do presente estudo.

As populacbes do Gana e da Somalia consideradas para o estudo comparativo
sdo compostas por 190 sequéncias de mtDNA de individuos da Somalia (Mikkelsen
et al., 2012) e 192 sequéncias de mtDNA de individuos do Gana (Fendt et al.,
2012b). Entre elas, a amostra da populacdo do Gana, estudada por Fendt e
colaboradores, é a que se encontra geneticamente mais proxima da populacdo do
presente estudo. O Gana é um pais da costa ocidental africana, proximo de Cabo
Verde e com o qual o ex-Império Colonial Portugués estabeleceu contacto no séc.

XVI, proporcionando o comércio de diversas mercadorias, incluindo escravos, com
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outros territorios da costa oeste de Africa (Willie, 2001). Os haplogrupos mais
comuns no estudo efetuado por Fendt e colaboradores sdo caracteristicos do oeste
africano e sdo semelhantes aos obtidos com maior frequéncia, na populagdo de Cabo
Verde em estudo, entre eles os haplogrupos L1bl, L2al, L3b, L3d e L3e2. A
Somalia, por sua vez, é um pais localizado na costa este do continente africano. No
estudo efetuado por Mikkelsen e colaboradores verificou-se uma predominancia de
haplogrupos caracteristicos do este e sudeste africano, entre eles os haplogrupos
LOald, L2alh e L3f, e haplogrupos caracteristicos do nordeste e Médio Oriente,
entre eles os haplogrupos M1 e N1.
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@ Conclusodes

Foi estudada a totalidade da regido controlo do mtDNA de 103 individuos

com ascendéncia cabo-verdiana, ndo aparentados e, atualmente, a viver em Lisboa.

@ A metodologia de estudo do mtDNA consistiu na utilizacdo de dois
pares de primers para amplificacdo da totalidade da regido controlo do mtDNA,
sendo todas as amostras estudadas, numa extenséo de 1178 pb;

@ A sequenciacdo da totalidade da regido controlo demonstrou ser a
metodologia mais adequada na analise de sequéncias de mtDNA, ao permitir um
aumento do poder de discriminacdo entre amostras, quando comparado com

outros estudos;

© 0s resultados obtidos no presente estudo foram integrados com
sucesso, apds cuidada deliberacdo, na base de dados com maior importancia a
nivel mundial, a EMPOP, e estardo, ap0s publicagéo, disponiveis com o nimero
de acesso EMP00616;

© A populagdo apresenta uma grande variabilidade genética
interpopulacional, manifestada pela grande frequéncia de hapl6tipos Unicos, com

75 haplotipos diferentes em 103 sequéncias de mtDNA analisadas;

© O menor nimero de alteragdes polimérficas encontradas numa
sequéncia em relacdo a rCRS foi de 9, enguanto que o maior nimero de

alteracdes polimorficas, em relacdo a rCRS, foi de 27;

© No conjunto de todas as sequéncias analisadas, foram detetadas 112

posicBes polimorficas, com diferentes frequéncias na amostra em estudo;

@ 0 estudo das sequéncias obtidas confirmou a existéncia de uma zona

muito polimoérfica na regido HV1, entre a posicdo 16183 e a posicdo 16193;

@ A taxa de heteroplasmia de comprimento, tendo em conta a totalidade
da regido controlo, foi de 13,59%, com a maioria dos casos de heteroplasmia a

ocorrer na regido HV1;
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@ A diversidade de sequéncia obtida foi de 0,99164 e a diversidade
nucleotidica foi de 0,0034114, valores que demonstram uma grande diversidade
genética associada a amostra em estudo e semelhantes a valores das populacées

africanas;

© Entre os 75 hapl6tipos obtidos, 92,24% foram classificados em
haplogrupos tipicamente africanos L1, L2 e L3. O haplogrupo L2ala foi o que
apresentou maior expressdo na amostra, englobando 12,62% do total das
sequéncias estudadas. Tal facto aponta para uma elevada contribuicdo de
escravas provenientes da costa ocidental africana na origem da composicéo
genética das linhagens maternas atuais do arquipélago de Cabo Verde. Estes
resultados estdo de acordo com estudos anteriores efetuados na populagédo de
Cabo Verde;

© A obtencéo de uma reduzida frequéncia de haplétipos agrupados em
haplogrupos com ocorréncia no norte de Africa e na Europa podera refletir uma
pequena contribuicdo feminina destas populacbes na origem das linhagens
mitocondriais atuais de Cabo Verde durante a colonizacdo portuguesa levada a
cabo no arquipélago, o que estd de acordo com dados histéricos onde
severamente se limitou a participacdo de mulheres europeias entre 0s

colonizadores.

@ 0 estudo filogenético efetuado permitiu observar de forma sucinta as
relacbes filogenéticas entre populacdes selecionadas da bibliografia e a
populacdo de Cabo Verde. Cabo Verde parece estar mais proximo geneticamente
da populacdo do Gana em comparacdo com a populacdo da Somélia e a

populacdo indigena Khoe-San de Angola;

@ 0 presente estudo contribuiu para uma atualizacdo do conhecimento
da composicdo genética da populacdo de Lisboa, com a recente introducdo de
linhagens L, caracteristicas de populagdes africanas, com origem em Cabo Verde
e como resultado do aumento significativo do fluxo migratério do arquipélago
para o territério portugués durante, e especialmente apds, o cessar das actividades

de comércio de escravos na regido de Cabo Verde no séc. XIX e XX.
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