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As Republicas de Angola e da Guiné-Bissau sdao paises de lingua oficial
portuguesa, ou PALOP, localizados na costa ocidental africana. Estes paises foram
alvo de muitas invasdes, movimentos migratérios e rotas comerciais,
principalmente por parte dos navegadores portugueses, o que contribuiu ndao sé
para a diversificacao cultural e religiosa das suas populacdées mas também, para o
aumento da variabilidade genética das mesmas.

Apos a independéncia destas colonias do dominio portugués, alguns dos
seus habitantes imigraram para Portugal, para fugirem a situa¢ées de mudanca e
instabilidade politica e de guerra estando, atualmente, estas nacionalidades
estrangeiras entre as dez mais representadas no nosso pais.

Segundo o Relatério de Imigracao, Fronteiras e Asilo do Servico de
Estrangeiros e Fronteiras, referente ao ano 2015, residiam em Portugal 388 731
imigrantes, dos quais 18 247 e 17 091 correspondiam a individuos angolanos e
guineenses, respetivamente, maioritariamente residentes no sul do pais.

Devido aos fatos referidos anteriormente, este estudo teve como objetivo a
caracterizacao das populacées angolana e guineense, residentes no sul de
Portugal, com recurso a analise de 21 STRs autossomicos do GlobalFiler™ PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems), e a comparacdo destas populacdes com
outras ja publicadas na literatura, nomeadamente a populacao do Sul de Portugal.

Para tal, analisaram-se 153 e 70 amostras de sangue de individuos de
origem angolana e guineense, respetivamente, que se apresentaram no Servico de
Genética e Biologia Forenses do INML, I.P. no ambito de investigacbes de
parentesco biolégico.

O estudo populacional foi realizado com recurso ao software Arlequin
versdo 3.5, com o qual foram calculadas as frequéncias alélicas, o equilibrio de
Hardy-Weinberg e o linkage disequilibrium. Os resultados obtidos indicaram que
todos os loci se encontram em HWE e em LD, para ambas as populacdes estudadas.
A comparacao entre as populacdes foi feita através do calculo das distancias
genéticas e do teste exato de diferenciacdo populacional, usando os softwares
PHYLIP versao 3.695 e Arlequin versao 3.5, respetivamente, o0s quais
demonstraram que as populacdes de Angola e Guiné-Bissau residentes no sul de
Portugal sao muito semelhantes a afro-americana e a sul-africana. Contudo, estas
populacdes sao geneticamente menos relacionadas com as popula¢des europeias,
asiaticas e mexicana. O teste exato de diferenciacao populacional apresentou
diferencas significativas entre os pares de populacdes Africa do Sul/Angola e Africa
do Sul/Guiné-Bissau, para dois loci (D225S1045 e D10S1248) e para um locus
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(D22S1045), respetivamente. Para as restantes populacoes foram observadas
diferencas significativas para multiplos loci.

A heterozigosidade, a homozigosidade e os parametros estatisticos de
interesse forense foram estimados utilizando o software PowerStats versao 1.2.
Todos os marcadores genéticos estudados preenchem os requisitos necessarios
para que possam ser usados em genética forense, porque apesar do D13S317
apresentar valores de heterozigosidade inferiores a 70% para as populacdes
angolana e guineense, todos os STRs analisados exibem resultados superiores a
80% para o poder de discriminacao.

O marcador SE33 mostrou-se o mais informativo para a populacdao angolana.
No entanto, para a populacdao guineense os loci mais informativos sdao o SE33 e o
D21S11. Os resultados obtidos para a populacao de Angola e da Guiné-Bissau
demonstraram que para a primeira existem dois loci menos informativos, o D55818
e 0 D13S317 e para a segunda existe apenas um, o D13S317.

Para o conjunto dos 21 STRs autossdémicos analisados, a probabilidade de
identidade, o poder de discriminacdo e o poder de exclusao apresentaram valores
iguais a 3,8093x107%, 99,9999999999999999999999961907% e
99,9999999837329%, respetivamente, para a populacao imigrante angolana e
2,085x10%, 99,99999999999999999999997915% e 99,9999997871199%,
respetivamente, para a populacdo imigrante guineense.

Os dados referidos permitem concluir que as frequéncias alélicas
determinadas no presente estudo podem constituir uma base de dados de
referéncia, aquando da necessidade do uso de frequéncias populacionais para
individuos de origem angolana ou guineense em casos de investigacdo de
parentesco biologico realizados no Servico de Genética e Biologia Forenses da
Delegacdo Sul do INMLCF, I.P. Este estudo indica, também, que as populacdes

estudadas irdo introduzir variabilidade genética na populacao do Sul de Portugal.

Palavras-Chave: Angola, Guiné-Bissau, Sul de Portugal, STRs autossémicos,

GlobalFiler™ PCR Amplification Kit, Genética Populacional, Genética Forense.
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Angola and Guinea-Bissau are Portuguese-speaking countries (PALOP),
located on the west coast of Africa. These countries were subject to several
invasions, migratory movements and trade networks, especially by the Portuguese
navigators, which contributed not only to the cultural and religious diversity of their
populations but also to increase their genetic variation.

After independence of these Portuguese colonies, some of its inhabitants
migrated to Portugal, to escape to political instability and war. Actually, these
populations are among the ten most represented foreign nationalities in our
country.

According to 2015 Immigration, Frontiers and Asylum Report, from
Portuguese Foreign Affair Services, the total number of foreign residents was 388
731, which 18 247 and 17 091 corresponded to Angolan and Guinean individuals,
respectively, mainly located at the southern region.

Due to facts mentioned above, this study aimed to characterize the Angolan
and Guinean populations inhabiting in southern Portugal, through analysis of 21
autosomal STRs of GlobalFiler ™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems), and
the comparison of these populations with others already published, including
South Portugal population.

In these work, were analyzed 153 and 70 blood samples of Angolan and
Guinea individuals, respectively, who went to Forensic Genetics and Biology
Department of INMLCF, I.P. under biological kinship investigations.

Population study was performed using Arlequin software, version 3.5, which
estimated allelic frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium and linkage
disequilibrium. The results showed that all loci were in HWE and LD for both studied
populations. Comparison between populations was made through the calculation
of genetic distances and the exact test of population differentiation, using PHYLIP,
version 3.695, and Arlequin, version 3.5 softwares, respectively. Their results
demonstrated that Angola and Guinea-Bissau populations inhabiting southern
Portugal, are very similar to African-American and South-African. However, these
populations are genetically less related to the European, Asian and Mexican
populations. The exact test of population differentiation exhibited significant
differences between South Africa/Angola and South Africa/Guinea-Bissau, for two
loci (D22S1045 and D10S1248) and to one locus (D22S1045), respectively.
Remaining populations showed significant differences for multiple loci.

Heterozygosity, homozygosity and statistical parameters with forensic

interest were infered using PowerStats software, version 1.2. All genetic markers
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studied fulfill the requirements to be used in forensic genetics, because despite
the D13S317 present values below 70% for Angolan and Guinean populations, all
STRs analyzed showed power of discrimination greater than 80%.

SE33 marker proved to be the most informative for the Angolan population.
However, for the Guinean population the most informative loci are the SE33 and
D21S11. Results for Angola and Guinea-Bissau populations shown that for the first
one there are two less informative loci, D55818 and D13S317 and for the second
one, only one, D13S317.

For all 21 autosomal STRs analyzed, probability of identity, power of
discrimination and power of exclusion exhibited values equal to 3,8093x10%,
99.9999999999999999999999961907% and 99.9999999837329%, respectively,
for the Angolan immigrant population and 2,085 x10%,
99.99999999999999999999997915% and 99.9999997871199%, respectively, for
the Guinean immigrant population.

Data referred allow conclude that allelic frequencies calculated in this study
can be part of a reference database, when it is necessary to use population
frequencies for individuals with Angolan or Guinean origin attempted to Forensic
Genetics and Biology Department of INMLCF, I.P. under biological kinship
investigations. This work also suggests that populations studied will introduce

genetic variability in native South Portugal population.

Keywords: Angola, Guinea-Bissau, South Portugal, autosomal STRs, GlobalFiler™

PCR Amplification Kit, Populacion Genetics, Forensic Genetics.
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1.1REPUBLICA DE ANGOLA

1.1.1GEOGRAFIA E DEMOGRAFIA
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A Republica de Angola é um pais africano de lingua oficial portuguesa

(PALOP) localizado na costa ocidental de Africa. O seu territdrio ocupa uma area de

1 246 700 km? e é delimitado a norte e a nordeste pela Republica Democratica do

Congo, a leste pela Zambia, a sul pela Namibia e a oeste pelo Oceano Atlantico

(Embaixada da Republica de Angola na Hungria). Esta dividida em 18 provincias:

Bengo, Benguela, Bié,

Cunene, Huambo, Huila, Luanda, Luanda-Norte, Luanda-Sul,

Cabinda, Kuano-Kubango, Kwanza-Norte,

Kwanza-Sul,

Malanje, Moxico,

Namibe, Uige e Zaire, sendo Luanda a sua capital (Figura 1) (Consulado Geral de

Angola no Porto).
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Figura 1: Mapa da Republica de Angola. (Fonte: http://www.africa-

turismo.com/mapas/angola.htm consultado a 03/07/2016)

Caracterizacao dos loci GlobalFiler nas popula¢des Angolana e Guineense, residentes no sul de Portugal| 1



1. INTRODUGAOZo+"" " sy

Segundo os Resultados Definitivos do Censo de 2014, a populacdo angolana
€ composta por 25 789 024 habitantes, dos quais 48,5% sdao do sexo masculino e
51,5% sao do sexo feminino. A provincia de Luanda é a mais povoada com 6 945
386 residentes, representando 27% da populacao total do pais (Ceita et al., 2014).

Angola tem duas estacdes, a estacdao das chuvas, que corresponde ao
periodo mais quente e ocorre de outubro a abril, e a estacdo seca ou do cacimbo,
que comeca em maio e termina em setembro. A sua temperatura média maxima e
minima corresponde a 27°C e 17°C, respetivamente (Embaixada da Republica de
Angola na Austria, Crodcia e Eslovénia).

Por possuir uma situacdao geografica particular, localizar-se numa zona
intertropical e subtropical, estar proximo do mar e pelas especificidades do seu
relevo, o pais divide-se em duas regides climaticas distintas: a regiao litoral e a
regiao do interior. A regiao litoral é relativamente humida com uma temperatura
média acima dos 23°C; a regidao do interior, por sua vez, divide-se em trés zonas:
a zona norte, com elevada pluviometria e temperaturas altas, a zona de altitude,
que abrange as regides planalticas centrais, com pouca humidade e temperaturas
baixas e a zona sudeste, préxima do deserto do Namibe, com baixa humidade,
pouco volume pluviomeétrico e temperaturas baixas durante todo o ano. Devido a
todas estas caracteristicas Angola é um pais riquissimo em fauna e flora

(Embaixada da Republica de Angola na Austria, Crodcia e Eslovénia).

1.1.2HISTORIA

Os primeiros povos a instalarem-se em Angola, foram os bosquimanos,
o6timos cacadores, de baixa estatura e de pele castanho-clara. No entanto, durante
o primeiro milénio d.C. povos mais evoluidos, os Bantu, de cor negra, comecaram
uma das maiores migracdes da Historia. Vindos da regiao dos Camardes, ao
chegarem a Angola, encontraram, nao so6 os bosquimanos, mas também outros
povos menos desenvolvidos, impondo-lhes facilmente a sua tecnologia nos
dominios da metaldrgica, ceramica e agricultura (Embaixada da Republica de
Angola em Washington, DC). Estes povos formaram uma série de reinos
historicamente importantes. O primeiro surgiu no século Xlll e foi designado de
Reino do Congo (Warner, 1991).

Em 1482, chegam ao Congo os portugueses, liderados por Diogo Cao. O
contacto entre o navegador e o rei do Congo, Nzinga Nkuwu, foi cordial,

estabelecendo-se relacées diplomaticas e trocas comerciais. Nzinga Nkuwu
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ofereceu escravos, recursos minerais e marfim, em troca de armas de fogo. Os
portugueses conseguiram também, influenciar o povo e o seu rei, levando-os a
converterem-se ao cristianismo, a aprenderem a lingua portuguesa e a adotarem
costumes europeus (Brito, 2015; Diogo, 2014; Filomena et al., 2008).

A segunda expedicdo, realizada por Paulo Dias de Novais, em 1560,
pretendia expandir as relacbes com os outros reinos, inclusive o reino do Ndongo,
situado a sul do Reino do Congo. Todavia, o rei Ngola Kilwanji ndo se mostrou
interessado nas propostas portuguesas e Novais é preso e feito escravo durante
seis anos, ao fim dos quais é libertado em troca de auxilio contra um reino vizinho.
Em 1576, volta a Angola e funda a cidade de Luanda, dando inicio ao periodo
colonial. Apesar de toda a resisténcia oferecida pelos reis do Ndongo, as
expedicdes militares prosseguiram, levando ao desmoronamento do reino.
Portugal assume entao o reino do Ndongo em 1664 e passa a denomina-lo de Reino
de Angola (Diogo, 2014; Filomena et al., 2008).

Apoés esta conquista, os portugueses intensificaram o comércio de escravos
e 0 processo de colonizacdo. Angola foi um dos maiores exportadores de escravos
dos séculos XVIII e XIX sendo que, a maioria destes individuos, teve como destino
o Brasil, sendo-lhes atribuida a responsabilidade pelo crescimento da economia
deste pais, devido a entrada de mao-de-obra barata (Diogo, 2014).

A crescente repressao ao comércio de escravos fez com que, em 1830, a
economia angolana desse um grande salto em direcao ao desenvolvimento de uma
economia de producdo. A abolicio do trafico de escravos, iniciada em 1836 e
concluida, definitivamente, em 1870, somada a abertura dos portos angolanos as
nacoes estrangeiras, em 1844, fortaleceu o desenvolvimento dos produtos locais
(Filomena et al., 2008).

Com a Conferéncia de Berlim (1884-1885), Portugal efetivou a ocupacao
territorial das suas col6énias. Ap6s uma implantacdao morosa e complicada, no final
do século XIX é estabelecida uma administracdao colonial baseada diretamente no
territério e nos povos a governar (Embaixada da Republica de Angola em
Washington, DC).

A proclamacao da Republica Portuguesa em 1910, seguida do aparecimento
do Estado Novo em 1926, levou a uma modernizacdo da coldnia portuguesa e
consequente evolucdao da economia (Brito, 2015). A situacdo vigente era
aparentemente calma, até a segunda metade do século XX, altura em que
movimentos associativos de grupos nacionalistas enfrentaram o poder instituido.

Iniciou-se a formacdo de organizagdoes politicas, mais explicitas a partir da década
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de cinquenta, que reivindicavam os seus direitos em Angola. Tais organizacoes
promoveram campanhas diplomaticas de apoio a luta pela independéncia do pais,
desencadeando mais tarde conflitos armados diretos contra o poder colonial, uma
vez que 0s seus representantes nao cediam as propostas das forcas nacionalistas.
Depois de muitos anos de conflito, o pais ganhou a sua independéncia a 11 de

novembro de 1975 (Embaixada da Republica de Angola em Washington, DC; Zau,
2002).
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1.2 REPUBLICA DA GUINE-BISSAU

1.2.1 GEOGRAFIA E DEMOGRAFIA

Tal como a Republica de Angola, a Republica da Guiné-Bissau também faz
parte dos PALOP e fica situada na costa ocidental de Africa. E limitada a norte pela
Republica do Senegal, a leste e sul pela Republica da Guiné e a oeste pelo Oceano
Atlantico (Portal Oficial do Governo da Guiné-Bissau).

Este pais é constituido por uma parte continental e outra insular, o
arquipélago dos Bijagds, com cerca de noventa ilhas, das quais apenas dezassete
estdo habitadas. Ocupa uma extensdo de aproximadamente 36 125 km?, sendo
que apenas 27 700 km? constituem a superficie emersa devido a diminuta elevacao

do pais (Benzinho et al., 2015a).
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Figura 2: Mapa da Republica da Guiné-Bissau. (Fonte: http://www.africa-

turismo.com/mapas/quine-bissau.htm consultado a 03/07/2016)
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Administrativamente, o pais esta dividido em oito regides: Bafata, Biombo,
Bolama/Bijagés, Cacheu, Gabu, Oio, Quinara, Tombali, e um sector auténomo,
Bissau, a capital. As regidoes estao por sua vez divididas em sectores e estes em
seccdes, compostas por aldeias (Figura 2) (Portal Oficial do Governo da Guiné-
Bissau).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica da Guiné-Bissau em 2014,
a populacao guineense correspondia a 1 514 451 individuos, dividindo-se em
48,9% de habitantes do sexo masculino e em 51,1% do sexo feminino (Camara et
al., 2014).

A Guiné-Bissau tem um clima predominantemente tropical com
caracteristicas maritimas, sendo muito quente e humido durante todo o ano.
Contudo, tal como em Angola, podem distinguir-se duas estacdes distintas: a
estacdo seca, de novembro a abril, e a estacdao das chuvas, de maio a outubro. A
temperatura média anual no pais € de 26,8°C. Também de modo semelhante,
devido as condicoes ambientais e dos solos, este territério, exibe uma enorme

diversidade de animais e plantas (Benzinho et al., 2015a).

1.2.2HISTORIA

O territério da atual Guiné-Bissau é habitado ha mais de 200 mil anos. No
século Xlll, os Mandingas, povos de etnia muculmana, invadiram a Guiné-Bissau e
fundaram no século XV o Reino de Gabu, conhecido por Império de Kansala, que
era vassalo do Império do Mali (Assembleia Nacional Popular da Republica da
Guiné-Bissau).

Em 1446, Nuno Tristdo, vindo da costa senegalesa, chega a Guiné-Bissau,
sendo posteriormente assassinado por tribos locais que se opunham a sua intrusao
(Augel, 2007; Benzinho et al., 2015b).

Por muito tempo, Portugal serviu-se da regidao, como ponto de apoio para o
comércio esclavagista ao longo da costa africana, vendo-a como um centro de
comércio e ndo como uma colénia prépria para a agricultura, como Angola e
Mocambique. Com as sucessivas viagens dos navegadores portugueses, foram-se
estabelecendo as bases para a expansao mercantil portuguesa na area e, em 1588,
nasce a primeira feitoria fortificada, Cacheu (Augel, 2007).

Durante séculos, o territério guineense foi administrado juntamente com o

arquipélago de Cabo Verde, inicialmente desabitado, que serviu como “armazém
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de deposito de mercadorias”, essencial para o trafico humano e para o
abastecimento da navegacao transatlantica (Augel, 2007).

Em 1879, procede-se a separacdao administrativa de Cabo Verde e a col6nia
recebe o nome de Guiné Portuguesa tendo como primeira capital Bolama (Augel,
2007; Benzinho et al., 2015Db).

Aquando da Conferéncia de Berlim (1884-1885), foram definidas novas
fronteiras e Portugal ficou com os territérios de Angola, Mocambique, Sdo Tomé e
Principe, Cabo Verde e Guiné-Bissau, procedendo a ocupacao imediata destas
colonias (Augel, 2007; Benzinho et al., 2015b).

Em 1951, face a pressao internacional, o estatuto de colonia da Guiné
Portuguesa é substituido pelo de Provincia Ultramarina, que passados quatro anos,
adquire uma constituicao propria e autonomia financeira e administrativa (Augel,
2007; Benzinho et al., 2015Db).

Durante o processo de colonizacdo sempre foram visiveis a resisténcia
guineense e a luta pela autodeterminacao do povo nativo mas, s6 em 1956, é
fundado o PAIGC (Partido Africano para a Independéncia da Guiné e Cabo Verde)
por Amilcar Cabral. A partir desta data o partido deu inicio a atividades politicas
de regulamentacao e consciencializacdao por todo o territério (Assembleia Nacional
Popular da Republica da Guiné-Bissau; Augel, 2007; Benzinho et al., 2015b).

Durante trés anos a resisténcia do PAIGC foi pacifica mas, apds o massacre
dos estivadores em greve em Bissau no porto de Pinjiguiti, a agosto de 1959, onde
as forcas portuguesas da PIDE (Policia Internacional e de Defesa do Estado)
interromperam a manifestacdo matando cerca de 50 pessoas e ferindo outras 100,
o PAIGC decide optar pela luta armada a qual comecou em 1963 (Assembleia
Nacional Popular da Republica da Guiné-Bissau; Benzinho et al., 2015b).

Apesar da resisténcia ardua dos portugueses e do assassinato de Amilcar
Cabral, em Conacri, no inicio de 1973, o PAIGC declara, unilateralmente, a
independéncia da Guiné-Bissau a 24 de setembro de 1973. Somente depois da
queda da ditadura, a 25 de Abril de 1974, Portugal reconhece oficialmente a
independéncia deste pais, a 10 de setembro de 1974, aquando da deliberacdo da
Assembleia Geral das Nagoes Unidas (Assembleia Nacional Popular da Republica da
Guiné-Bissau; Augel, 2007; Benzinho et al., 2015b).

Caracterizacio dos loci GlobalFiler nas populacées Angolana e Guineense, residentes no sul de Portugal| 7






f*?‘“*&ll‘%

1. INTRODUGAOZo+"" " sy

1.3 A MIGRACAO EM PORTUGAL

Até finais do século XX, a estrutura e o crescimento populacional de
Portugal, foram influenciados pela emigracdao de muitos portugueses em busca de
melhores condicdes de vida noutros paises. Os movimentos de saida,
tendencialmente de individuos em idade ativa, tiveram impacto na estrutura etaria
da populacao, contribuindo para o seu envelhecimento e para a escassez de mao-
de-obra em alguns setores da producao industrial em Portugal. Contudo, durante
o Estado Novo sempre se tentou compensar esta situacao através do recrutamento
de forca de trabalho a partir das coldénias africanas que, nesta época, eram
oficialmente territério portugués, sendo este fendomeno denominado de migracao
inter-regional de cidadaos portugueses (Mendes et al., 2012; Pinheiro, 2008).

Com a Revolucao de 1974, e a posterior queda do Império Colonial
Portugués, cerca de meio milhdao de colonos portugueses regressaram a Portugal.
Apesar de ndo serem considerados imigrantes, por causa da sua nacionalidade
portuguesa, o fenémeno dos repatriados - designados retornados - originou, num
curto espaco de tempo, o maior crescimento da populacao residente no pais desde
entdo. Com os retornados vieram, aproximadamente, 28 000 imigrantes africanos,
para escaparem a situacées de mudanca e instabilidade politica e de guerra nas
ex-colonias (Machado, 1997; Pinheiro, 2008).

A integracao de Portugal na Comunidade Europeia provocou um enorme
crescimento econdémico, sendo que o pais passou a atrair um nimero significativo
de imigrantes trabalhadores a partir de 1980. Enquanto, entre 1970 e 1980, a
imigracao esteve restringida a circulacdo a partir das antigas colénias, no final de
1990, houve uma mudanca significativa nos fluxos de imigracao, observando-se
um aumento de individuos oriundos do Brasil. No final do século XX, comecam a
chegar a Portugal cidaddos da Europa de Leste, especialmente da Ucrania (Pinheiro,
2008).

Portugal deixa assim de ser um pais de emigracao e torna-se no destino para
alguns milhares de imigrantes, vindos principalmente da Europa de Leste, Africa e
Brasil (Pinheiro, 2008).

Segundo o Relatorio de Imigracao, Fronteiras e Asilo do Servico de
Estrangeiros e Fronteiras, referente ao ano 2015, residiam em Portugal 383 759
estrangeiros com titulo de residéncia valido, e 4 972 que prorrogaram 0s Seus
vistos de longa duracdo, perfazendo um total de 388 731 individuos (Dias et al.,
2015).
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A Figura 3 mostra quais as nacionalidades de imigrantes mais
representativas em Portugal. Ha que referir que a populacdo mais expressiva é a
brasileira enquanto a angolana e a guineense se encontram em sexto e oitavo
lugar, respetivamente (Dias et al., 2015).

Durante muitos anos, tanto os angolanos como 0s guineenses estiveram
sobre a influéncia de movimentos migratorios, redes de comércio e invasdes que
conduziram ao aparecimento de individuos com carateristicas genéticas
provenientes de diferentes origens. Com a posterior migracdo destas populacoes,
estabeleceram-se relagcdes entre individuos de Angola e Guiné-Bissau e o0s
habitantes nativos de Portugal, o que pode contribuir para o aumento da

variabilidade genética da populacao portuguesa nativa (Alvarez et al., 2009)

82.590
21%
38.674 )
o % 305/23 21.329
’ 0 18247 17230 17.091
% 5y a% a4y 10019 9536
3% 2%
Brasii  Cabo  Ucrania Roménia China  Angola Reino  Guiné Espanha S3o Tomé Outros
Verde Unido  Bissau e Principe

Figura 3: Principais nacionalidades de imigrantes em Portugal. Na parte superior é
possivel verificar o nimero de cidadados de cada nacionalidade bem como a respetiva

percentagem no ano de 2015 (Adaptado de Dias et al., 2015).
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1.4 GENOMA HUMANO

A célula é a unidade basica da vida e como tal, tem capacidade de produzir
0S materiais e energia essenciais a sua manutencao e de eliminar os elementos que
lhe sdo nocivos (Butler, 2010a).

Um ser humano é constituido por, aproximadamente, cem mil milhdes de
células, todas elas originadas a partir de uma uUnica, o zigoto. Este é formado na
fecundacao do 6vulo pelo espermatozoide, onde ocorre a juncao da informacao
genética de ambos os progenitores, sendo posteriormente transmitida a todas as
células do descendente. Em todas elas existe um composto organico, designado
por Acido Desoxirribonucleico (DNA), que contém a informacdo genética
necessaria para o processo de replicacdo e para a producado de proteinas essenciais
ao organismo. A totalidade da informacdo genética existente numa célula é
designada por genoma (Bhatnagar et al., 1999; Butler, 2010a).

O genoma humano € constituido pelo DNA nuclear e pelo DNA mitocondrial
(Figura 4). O DNA nuclear esta organizado em vinte e dois pares de cromossomas
autossomicos, nao sexuais, e um par de cromossomas sexuais, importantes para
a determinacdo do sexo do individuo, designados por X ou Y. Os cromossomas
estdo associados a proteinas denominadas de histonas, que tém a funcao de os
proteger. Os individuos do sexo feminino sao portadores de duas cépias do
cromossoma X enquanto os individuos do sexo masculino possuem uma unica

cbpia de cada um dos cromossomas sexuais, um X e um Y. (Butler, 2010a).

Genoma Humano
23 pares de cromossomas + DNA mitocondrial

Cromossomas
autossomicos
= 3

9 10 11 12

THH aw?

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

DNA | Cromossomas
nuclear sexuais

Figura 4: Organizacao do genoma humano dentro da célula. Dentro do nlcleo da célula

Localizado no
citoplasma

J

@ o

i 8 18]

DNA
mitocondrial

N
< @&n

encontram-se vinte e dois pares de cromossomas autossémicos e um par de cromossomas sexuais;

no citoplasma, o DNA mitocondrial. (Adaptado de Butler, 2010a)
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O DNA é constituido por regides codificantes e ndao codificantes (Figura 5).
Os exo0es, elementos presentes nos genes, correspondem as regioes codificantes,
pois contém a informacao necessaria para a formacao de um produto funcional.
No entanto, estes representam apenas cerca de 5% do genoma humano, sendo que
o restante corresponde a regides nao codificantes, como os intrdes e as regioes
intergénicas, onde estao localizados os marcadores genéticos usados para a
identificacao de individuos na genética forense (abordados com mais pormenor na
secao 1.5.1) (Butler, 2010a; Regateiro, 2007a).

Genes

e T

Gene [N | i |

Bl Gene I Exodes
|  Regido Intergénica [ Introes

Figura 5: Constituicio do DNA e dos genes.
O DNA contém regibes génicas, os genes (a roxo), e regides entre os genes ou intergénicas (@
). Os genes sdo compostos por exdes (a vermelho) e intrdes (a verde). (Adaptado de: Liu,
G. etal.,2014)

Relativamente a posicdo ou localizacao cromossémica de um gene ou de um
marcador genético, esta € comumente referida como locus, no plural loci. Cada
uma das formas génicas localizada num determinado locus é designada por alelo.
Se os dois alelos de determinado /locus forem diferentes, o individuo é denominado
de heterozigético. Por outro lado, se os alelos forem iguais, o individuo é

homozigotico (Butler, 2010a).

1.4.1ESTRUTURA DO DNA

O DNA é formado por duas cadeias helicoidais constituidas por nucleotidos.
Cada nucleétido é formado por uma base azotada, uma molécula de acucar, a
desoxirribose e um grupo fosfato. As diferencas entre os nucleétidos ocorrem
devido a existéncia de quatro bases distintas, a adenina (A) e a guanina (G),
designadas por purinas, e a citosina (C) e a timina (T), designadas por pirimidinas
(Butler, 2010a; Regateiro, 2007a).
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O esqueleto de cada hélice é composto por ligacdes longitudinais entre o
acucar de um nucleétido e o fosfato do nucleétido seguinte, ficando as bases
dispostas para o seu interior. Estas emparelham de modo complementar, sendo
que a adenina se liga a timina por duas pontes de hidrogénio e a citosina a guanina
por trés destas ligacdes. A cada conjunto de duas bases azotadas unidas por
pontes de hidrogénio da-se o nome de par de bases (pb) (Martins et al., 2008;
Regateiro, 2007a).

As duas cadeias de DNA sao antiparalelas, tendo uma delas orientacao 5’ >
3’ e a outra a orientacdo oposta, 3’ > 5’. Esta enumeracao tem em conta a estrutura
quimica do DNA e refere-se a posicao do atomo de carbono na molécula do acucar
(Figura 6) (Butler, 2010a).

Pontes de hidrogénio

H,C O-. H—N

Esqueleto ol
de acucar
e fosfato

Grupo fosfato «——

Agucar «—

\

3 .
NUCLEOTIDO

Figura 6: Estrutura do DNA. Representacdo esquematica do nucleétido, da estrutura helicoidal do

DNA e do esqueleto de cada hélice. (Adaptado de Krebes et al., 2014).

1.4.2 VARIABILIDADE GENETICA

As células humanas dividem-se continuamente, de tal forma que a
probabilidade de ocorrerem erros é elevada. Alguns destes erros sao corrigidos por
mecanismos de reparacdo do DNA. Porém, quando estes mecanismos falham,

algumas das alteracdes persistem no genoma dos individuos, designando-se por
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mutacoes. Assim, as mutacoes sao todas e quaisquer alteracdes permanentes na
sequéncia de pares de bases do DNA e podem ocorrer sob a forma de substituicdes,
insercoes, delecdes, translocacdes ou duplicacées de nucledtidos (Martins et al.,
2008).

As mutacoes por substituicao dividem-se em transicdes, onde ocorre a troca
de uma purina ou pirimidina por outra purina ou pirimidina, respetivamente e em
transversdes, onde ocorre a permutacdao de uma purina por uma pirimidina, ou
vice-versa (Martins et al., 2008).

As alteracdes na sequéncia de DNA podem ser vantajosas, desvantajosas ou
neutras. As mutacdes neutras, apesar de provocarem mudancas na sequéncia, nao
afetam o fenétipo - caracteristicas fisicas, bioquimicas e/ou fisiolégicas
observadas num individuo ou numa célula, resultantes da interacao do meio
ambiente com um gene ou mais genes (Martins et al., 2008; Regateiro, 2007a).

Quando as modificacdes ocorrem nas células somaticas (células nao sexuais)
podem originar um conjunto de células mutantes idénticas entre si, que vao estar
presentes em toda a vida do individuo, mas que nao irdo afetar a da sua
descendéncia. Por outro lado, uma alteracdao nas células germinativas (células que
dardao origem aos espermatozoides ou aos Ovulos) pode ser transmitida aos
descendentes, podendo ficar presente em todas as suas células (Martins et al.,
2008).

As mutacdes podem dar origem a formas génicas alternativas que, quando
se encontrem presentes em pelo menos 1% da populacdo passam a constituir
polimorfismos desses loci, ou variantes alélicas no caso desses loci serem genes
(Strachan et al., 2015).

A grande variabilidade genética entre individuos é, essencialmente,
explicada pelos polimorfismos ocorridos, ao longo do tempo, nas regides nao
codificantes, que por ndao sofrerem pressao seletiva, isto é, ndo darem origem a
alteracdes de fenodtipo, sdao fixados no genoma e passam assim a descendéncia
(Martins et al., 2008; Kiaris, 2012).

Para além das mutagbes, a recombinacdo é outro fator responsavel pela
variabilidade genética na populacao humana. Este processo permite a producao de
novas combinacdes de genes através da troca aleatéria entre segmentos de
cromossomas semelhantes durante a formacdao das células germinativas (Butler,
2010a; Lodish et al.,2013).
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1.5 GENETICA FORENSE

A genética forense pode ser definida como a area da genética que recorre a
analise de amostras biologicas, utilizando técnicas de biologia molecular, com o
objetivo de auxiliar a Justica. Esta ciéncia permite a identificacdao bioldgica dos
individuos sendo, por isso, usada na resolucao de casos de investigacao de
parentesco bioldgico, identificacdo de desconhecidos e criminalistica biologica
(Dario et al., 2016).

A evolucdo da genética forense teve inicio no século passado com a
descoberta dos polimorfismos do sistema ABO e das suas caracteristicas
hereditarias, por Karl Landsteiner (Landsteiner et al., 1928), os quais foram usados
para a realizacao de investigacdes de paternidade, até meados nos anos 80 (Dario
etal., 2016).

Contudo, em 1985, Alec Jeffreys descreve pela primeira vez, uma técnica na
altura conhecida como DNA fingerprinting ou atualmente como DNA typing,
baseada na existéncia de polimorfismos em regides do genoma humano com
sequéncias de DNA repetidas em tandem (Jeffreys et al., 1985), isto é, sequéncias
gue se repetem sucessivamente na mesma regido cromossémica sendo o numero
de repeticoes variavel de individuo para individuo (Carracedo et al., 2000; Goodwin
et al., 2011a). Estas regides, com unidades de repeticao entre 6 a 100 pares de
bases, ficaram conhecidas como minissatélites ou variable number of tandem
repeats (VNTRs). Jeffreys conseguiu aumentar a performance dos testes de
paternidade, utilizando um método de analise de minissatélites designado por
restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Butler, 2010b; Goodwin et al.,
2011a).

Foi no Reino Unido que o DNA fingerprinting foi utilizado pela primeira vez,
em dois casos distintos. O primeiro, um caso de imigracdo, no qual Andrew, um
rapaz nascido no Reino Unido e emigrado no Gana, onde vivia o seu pai, regressou
sozinho a sua terra natal sendo impedido de voltar para a sua mae, Christiana,
irmao e irmas, pelos servicos de migracao que suspeitavam das relacdes de
parentesco. Alec Jeffreys, assumiu o caso e procedeu a recolha de sangue de todos
os intervenientes. De sequida, determinou o perfil de DNA de cada um e comparou-
os entre si. Este procedimento permitiu-lhe concluir que havia cerca de uma
hipétese em mil milhdes de Christiana nao ser mae de Andrew (Jeffreys et al.,
1985). E 0 segundo, um caso de criminalistica, no qual duas raparigas de 15 anos,

Lynda Mann e Dawn Ashworth, foram violadas e assassinadas. Nos locais do crime
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foi recolhido sémen de onde foi extraido o DNA. Durante a investigacao, a criacao
de perfis genéticos nao sé identificou o verdadeiro agressor, como também
permitiu excluir um suspeito inocente, que tinha confessado a autoria dos crimes
(Butler, 2010b). Contudo, a analise de minissatélites apresentava algumas
limitacOes, tais como, a necessidade de utilizar uma grande quantidade de DNA,
muitas vezes indisponivel nas cenas de crime, e ser uma técnica extremamente
laboriosa e morosa (Goodwin et al., 2011b).

Em meados dos anos 80, Kary Mullis e os seus colegas (Mullis et al., 1987)
desenvolveram a técnica de PCR (do inglés, Polimerase Chain Reaction), a qual
tornou possivel a analise do material genético a partir de pequenas quantidades de
amostra bioldégica, impulsionando o desenvolvimento de novos métodos de analise
do DNA (Li, 2015a).

No final dos anos 80, foram descobertas outras regides, semelhantes aos
VNTRs mas com unidades de repeticao mais pequenas, entre 1 a 6 pares de bases,
designadas por microssatélites ou short tandem repeats (STRs) (Figura 7) que
rapidamente se tornaram os marcadores mais utilizados em genética forense
(Butler, 2010b; Goodwin et al., 2011b).

Minissatélite ou VNTR |

{ I I I }

Regido repetitiva
GAGGACCACCAGGAAG

Unidade repetitiva com 16 pb

Microssatélite ou STR ]

— 1 1 1 | [ 1 | 1

Regido repetitiva

Unidade repetitiva com 4 pb

Figura 7: Sequéncias repetidas em tandem. Representacdo esquematica dos minissatélites ou
VNTR e dos microssatélites ou STR. (Adaptado de Butler, 2010c).
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1.5.1 MICROSSATELITES OU SHORT TANDEM REPEATS (STRs)

Para a resolucdao das investigacbes forenses é necessario proceder a
identificacdao genética das amostras biologicas correspondentes. Esta assenta na
caracterizacao de polimorfismos do DNA das regides nao codificantes do genoma
humano, também designados por marcadores genéticos (Pinheiro, 2016).

Os STRs constituem a base da identificacdo genética. Apesar de
apresentarem unidades de repeticbes com tamanho variavel, os mais usados em
genética forense sdo os tri, tetra e pentanucleotidicos, com 3, 4 e 5 nucleétidos
por unidade de repeticao, respetivamente. Estima-se que existam cerca de 500 000
STRs dispersos por todo o genoma, dois quais 6000 a 10000 sao tri ou
tetraméricos (Pinheiro, 2016).

Estes marcadores genéticos sao muito polimorficos e apresentam baixas
taxas de mutacdo na transmissdo a descendéncia; nao sofrem pressao seletiva;
possuem alelos de tamanhos semelhantes, o que possibilita a amplificacao
simultanea de varios loci levando, também, a reducao da ocorréncia do fenémeno
de dropout alélico (amplificacao preferencial dos alelos de tamanho reduzido, que
pode resultar no desaparecimento dos de maior tamanho); formam poucos
produtos stutter (subprodutos da amplificacdo por PCR que diferem do alelo
verdadeiro por apresentarem uma, ou mais, unidades de repeticao a menos e que
levam ao aparecimento de falsos alelos); e permitem a amplificacao por PCR a partir
de amostras com quantidades diminutas de DNA ou com DNA degradado. Os perfis
genéticos obtidos, rapida e economicamente, através da analise de STRs sdo faceis
de interpretar (Butler, 2011a; Corte-Real, A. et al., 2016; Goodwin et al., 2011¢;
Pinheiro, 2016).

Existem STRs autossémicos, STRs no cromossoma Y e STRs no cromossoma
X. Os primeiros, sao usados na resolucdo de todo o tipo de pericias de genética
forense, os segundos e os terceiros, quando se pretende obter informacao
complementar. Os STRs, principalmente os autossémicos, podem existir na forma
de mini-STR, usados quando o material genético se encontra degradado e nao é
possivel a obtencdo de resultados (Pinheiro, 2008).

Em 1997, a Comissao Internacional de DNA da Sociedade Internacional de
Hemogenética Forense propds regras para a nomenclatura dos STRs de modo a
facilitar a comunicacao entre a toda a comunidade forense (Butler, 2010a; Olaisen
etal., 1997).
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A primeira regra estabelece que a leitura das sequéncias de DNA seja feita
da extremidade 5’ para a 3’; a segunda, dita que determinado STR localizado nos
genes codificantes de proteinas tera a abreviatura da proteina codificada, como o
marcador TPOX (situado no gene que codifica para a peroxidase da tiroide humana)
contudo, no caso dos marcadores encontrados nas regides intergénicas o nome é
dado recorrendo a designacao D#S## em que, a seguir a letra D, que indica DNA,
aparece o numero do cromossoma no qual se localiza o STR e, subsequentemente
a letra S, que significa sequéncia Unica, os numeros identificadores, como por
exemplo o marcador D18S51 que se situa no cromossoma 18 e no 51° locus
descrito nesse cromossoma; a terceira regra corresponde a classificacdo da
sequéncia de repeticao, em que o numero de vezes que esta se repete é o nimero

do alelo em questao (Figura 8) (Butler, 2010a; Olaisen et al., 1997).

4 unidades de repeticéo

ALELO4 ——— (T F——

6 unidades de repeticdo

ALELO6 ——— ([ [ T [ | }—r

9 unidades de repeticdo

ALEIOS ———— 7T 1T T T 1 1 | }F—-

[ unidade de repeticio

Figura 8: Classificacao dos alelos. Os alelos 4, 6 e 9 possuem 4, 6 e 9 unidades de repeticao,
respetivamente. (Adaptado de Butler, 2010d)

Nem todos os alelos apresentam unidades de repeticio completas
designando-se de microvariantes, as quais sao classificadas com o nimero de
repeticdes completas seguidas de um ponto decimal e do numero de nucleétidos
da repeticao incompleta (Butler, 2010d). Na figura 9 encontra-se representada a

microvariante 9.3 do marcador THO1.

| AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG |ATG| AATG | AATG | AATG | ALELO 9.3

unidade de unidade de
repeticéo repeticdo
completa incompleta

Figura 9: Estrutura da microvariante 9.3 do marcador THO1. O alelo 9.3 deste marcador é
constituido por 9 unidades de repeticdo completas e uma incompleta, constituida por 3

nucleotidos. (Adaptado de Goodwin et al., 2011c)
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Nos perfis genéticos é esperado, para determinado locus STR, que aparecam
um ou dois alelos para individuos homozigéticos ou heterozigéticos,
respetivamente. Porém, em casos raros, podem observar-se padroes trialélicos, isto
é, trés alelos num uUnico locus (Zamir, A. et al., 2002).

Tim Clayton, prop0s a existéncia de dois tipos de padrdes (Figura 10). O tipo
I, € explicado por uma mutacao somatica num Jlocus heterozigotico, durante o
desenvolvimento do individuo, que resulta numa quimera (fendbmeno no qual
algumas células apresentam o alelo original e outras o alelo mutante). Neste, os 3
alelos apresentam diferentes alturas, sendo a soma das alturas dos dois alelos de
menor tamanho equivale a altura do terceiro. No padrao do tipo Il, resultante de
uma duplicacao pontual num Jocus heterozigotico, ao nivel das células

germinativas, todos os alelos exibem alturas semelhantes (Clayton et al., 2004).

N _JubL_

(a) Tipol (b) Tipon

Figura 10: Tipos de padroes trialélicos. (a) padrdo trialélico tipo | e (b) tipo Il. (Adaptado de Butler,
2010e)

1.5.1.1 METODOLOGIAS PARA A ANALISE DOS STRs

Classicamente, a analise dos STRs engloba trés etapas: extracao do DNA das
amostras em estudo, amplificacao por PCR e eletroforese capilar.

A primeira, tem como objetivo obter DNA a partir de determinada amostra,
em quantidade e pureza suficientes que permitam a aquisicao de um perfil genético
completo. A escolha do método de extracao de DNA depende de varios fatores
incluindo o tipo e a quantidade disponivel de amostra, a taxa de sucesso com
amostras forenses, o tipo de produtos quimicos usados, o custo e a rapidez do
processo e a experiéncia do pessoal do laboratério. Independentemente do
procedimento escolhido, todos sao constituidos por trés fases, (1) disrupcao das

membranas celulares, resultando na lise das células, (2) desnaturacao das
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proteinas e (3) separacdao do DNA das proteinas desnaturadas e de outros
componentes celulares, sendo que as amostras devem ser manipuladas
cuidadosamente para evitar a contaminacao amostra-a-amostra ou a introducao de
DNA exo6geno. O processo de extracdo é provavelmente aquele em que as amostras
estdo mais suscetiveis a contaminacdao nos laboratérios, os quais possuem
diferentes locais, conforme a etapa da analise, para o seu manuseamento (Butler,
2010d; Goodwin et al., 2011d; Li, 2015¢).

O método de Chelex’ 100, desenvolvido por Walsh (Walsh et al., 1991) e,

posteriormente, modificado por Willard (Willard et al., 1998) foi dos primeiros a
ser adotado pela comunidade forense, sendo um dos mais usados atualmente por
possuir vantagens como a rapidez, simplicidade, reduzida possibilidade de

contaminacao das amostras, baixo custo, uso de produtos nao nocivos para a
- . iy ® s
saude e aplicabilidade a uma vasta gama de amostras forenses. O Chelex 100 é

uma resina quelante, que se liga aos ides de magnésio presentes na molécula de
DNA, essenciais para o funcionamento das nucleases que a degradam. Estas
mantém-se inativas deixando de interferir com a integridade do material genético
e com a, posterior reacao de amplificacao (Goodwin et al., 2011d; Li, 2015c).

Usando este método, o primeiro passo consiste na lavagem das amostras
adicionando agua desionizada e incubacao a temperatura ambiente, para remover
possiveis contaminantes ou inibidores da PCR. De seguida, incubam-se os tubos
com as amostras, ja com a resina adicionada anteriormente, a 56°C resultando no
enfraquecimento das membranas celulares e separacdao dos aglomerados de
células. Continuando o procedimento, as amostras sao colocadas em agua a 100°C,
ocorrendo a destruicao das células e libertacao do DNA. Ap6s uma centrifugacao
rapida, a resina e os restos celulares ficam retidos no fundo dos tubos e o
sobrenadante, onde se encontra o DNA, é utilizado para a amplificacdao por PCR
(Figura 11). Deve incluir-se, juntamente com os tubos que contém as amostras a
estudar, um sem material genético designado por controlo negativo para verificar
se ha ou ndo contaminacdo dos reagentes utilizados (Butler, 2010f; Goodwin et al.,
2011d; Li, 2015c; Walsh et al., 1991; Willard et al., 1998).
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Figura 11: Extracdo de DNA com Chelex® 100. (a) Adicdo de dgua a amostra, incubacio a
temperatura ambiente e centrifugacdo. (b) Remocdo do sobrenadante. (c) Adicdo do Chelex,
incubacdo a 56°C e seguidamente, a 100°C e centrifugacdo. (d) O sobrenadante contém o DNA que
sera usado na PCR. (Adaptado de Goodwin et al., 2011d)

A segunda etapa da analise dos STRs, € a amplificacdo por PCR (Mullis et al.,
1987) num instrumento designado por termociclador. Esta baseia-se nos processos
enzimaticos da replicacdo de DNA, possibilitando que uma sequéncia especifica
seja amplificada exponencialmente, dando origem a multiplas cépias da mesma.
Adequa-se a analise de amostras forenses por ser uma técnica sensivel, rapida e
permitir a amplificacido de varias sequéncias numa mesma amostra com
quantidades diminutas de DNA ou DNA degradado (Butler, 2010g; Goodwin et al.,
2011e; Li, 2015d).

Nos dias de hoje, os laboratérios forenses usam, maioritariamente, Kkits
comerciais validados para a amplificacao e caracterizacdo de amostras bioldgicas.
Estes contém todos os componentes necessarios para o procedimento devendo o
material genético ser amplificado de acordo com o descrito no manual do kit
utilizado para o efeito (Pinheiro, 2008).

Na preparacao das amostras & necessario incluir um controlo negativo e
outro positivo de modo a monitorizar a eficacia das condicbes experimentais
escolhidas e/ou a técnica do operador. O controlo negativo contém todos os
componentes necessarios a amplificacdo, com a excecao do DNA que é substituido
por agua, avaliando se algum deles foi ou nao contaminado com o material

genético. O controlo positivo € um indicador da adicao ou nao dos componentes
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as amostras e da eficacia da técnica. Neste é utilizado uma molécula de DNA
padronizada e de boa qualidade, disponivel no kit utilizado (Butler, 2010g).

Classicamente, a amplificacao ocorre em trés fases, (1) desnaturacao, (2)
annealing e (3) extensao. Primeiro, as amostras preparadas previamente, sao
expostas a temperatura de 94°C fazendo com que as cadeias helicoidais da
molécula de DNA se separem formando duas moléculas de cadeia simples. Isto
ocorre devido a rutura das ligacdes de hidrogénio que as mantém unidas.
Posteriormente, a temperatura € reduzida até aos 50-65°C, permitindo o
emparelhamento dos primers, que sao pequenas sequéncias de DNA que precedem
a regido a amplificar de modo a identifica-la, as extremidades 3’ das cadeias
simples. Por fim, a temperatura é aumentada até a temperatura 6tima para o
funcionamento da Taq polimerase que catalisa a sintese de novas cadeias de DNA
usando a original como molde (Figura 12). Estas fases repetem-se, normalmente,
entre 28 a 32 ciclos (Butler, 2010g; Goodwin et al., 201 1e).

TTTTITTTTTTT ®  cadeia dupta
original de DMNA
SERERENERE
] cadeizs 5 .
primers i Desnaturacdo)
] BERRRRREE
| | | | | | | | | | Ligacdodos primers :l
: . f primers
¥ 5 s cadeias
(Annealing)
_|__|_
Frrrn Sintesedenovascadeias | | | | | | | | | |
CLLILLILL] (oensso Ll
L

Figura 12: Amplificacdo do DNA por PCR.
Em cada ciclo, a cadeia dupla de DNA é separada, originando duas cadeias simples, pela exposicdo
a temperaturas elevadas; os primers ligam-se as cadeias simples devido a diminuicao da
temperatura; e, ocorre a sintese de novas cadeias quando as amostras sdo submetidas a

temperatura 6tima de atividade da polimerase. (Adaptado de Butler, 2010g)

Apos a reacdo de PCR é necessario separar os STRs amplificados. Para tal
procede-se a eletroforese capilar (EC) num sequenciador automatico. Antes da EC,
as amostras sao preparadas numa placa multipocos, nos quais se adiciona o

produto amplificado ou o ladder alélico, a formamida, reagente que permite que
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as cadeias de DNA se mantenham desnaturadas, e o marcador interno. De seguida,
a placa é colocada num termociclador para desnaturar as amostras e
posteriormente, no sequenciador onde estas sao injetadas pelo capilar através da
aplicacdo de um campo elétrico, o qual permite que as moléculas negativas, como
o DNA, migrem do polo negativo para o polo positivo. Esta migracdao é feita
consoante o tamanho das moléculas, migrando as mais pequenas mais
rapidamente e mais lentamente as de maiores dimensdes, até atingirem a camara
de passagem do laser onde, estando marcadas com fluoréforos, sao excitadas e
emitem fluorescéncia. Essa fluorescéncia é detetada no sequenciador, sendo a
informacdao armazenada no software do equipamento. Apds a recolha dos dados,
o software remove a sobreposicio dos espetros e calcula o tamanho dos
fragmentos amplificados utilizando o padrao conhecido do marcador interno, o
qual contém fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos e também marcados
com fluoréforos. E entdo feita uma curva de calibracdo que compara os picos das
amostras desconhecidas com os picos do marcador interno. O ultimo passo é a
atribuicao de designacbes aos alelos dos produtos amplificados e para tal é
necessario a presenca, na corrida de eletroforese, do ladder alélico. Assim, os picos
desconhecidos sao comparados com o ladder possibilitando a obtencao de um
perfil genético ou eletroforegrama (Figura 13) (Butler, 2010h; Butler, 2011b;
Goodwin et al., 201 1f).

Esta técnica tem como vantagens, a automatizacao da injecao, da separacao
e da detecdo; necessitar de pouca quantidade de amostra, o que torna possivel
repetir o ensaio; a rapidez de separacao das moléculas; possibilidade de
armazenamento eletronico do resultado; e a analise de varias amostras
simultaneamente quando existem varios capilares no aparelho (Butler, 2010h;
Butler, 2011b; Goodwin et al., 201 1f).
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Figura 13: Representacao esquematica da técnica de eletroforese capilar. (Adaptado de Butler,
2011b; Li, 2015e)

1.5.2 BASES DE DADOS DE PERFIS DE DNA

Com o objetivo de facilitar as investigacbes forenses a nivel nacional e
internacional, tornou-se essencial a criacdo de metodologias que permitam a
comparacao de perfis de DNA e a troca de informacdo entre laboratérios. Para este
efeito, foi necessario estabelecer métodos de trabalho idénticos, uniformizar os
critérios de nomenclatura e de selecao dos STRs e desenvolver bases de dados de
perfis genéticos.

Uma base de dados de perfis de DNA possui um conjunto informatizado e
estruturado de registos de perfis genéticos e ficheiros de dados pessoais.
Geralmente estes perfis sao obtidos de amostras recolhidas no local do crime ou
de pessoas. Assim, as bases de dados permitem a comparacao entre o perfil
genético de uma amostra e os perfis ja ai existentes, sendo muito Uteis na
verificacdo de ligacdes entre crimes, de modo a determinar se o mesmo individuo
esta ou ndo envolvido em diferentes delitos, realizados no pais de residéncia ou
noutros; na resolucdo de casos antigos, arquivados por falta de provas; na
identificacao de pessoas desaparecidas ou vitimas de grandes catastrofes; e de
perpetradores, ndo suspeitos do crime, quando ha correspondéncia entre os perfis,
um originado na analise do vestigio e outro existente na base de dados. (Conselho
de Fiscalizacdo da Base de Dados de Perfis de ADN, 2014; Corte-Real, 2016; Pereira,
2008).
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A primeira base de dados de perfis de DNA nacional, conhecida como
National DNA Database (NDNAD), foi criada no Reino Unido a 10 de abril de 1995.
Esta incluia o estudo de seis STRs autossomicos (FGA, THO1, vWA, D8S1179,
D18S51 e D21S11). A NDNAD tornou-se um modelo para muitos paises em todo o
mundo levando ao desenvolvimento e crescimento de novas bases de dados de
perfis de DNA nacionais (Butler, 2011c).

As bases de dados tém varias estruturas organizacionais, dependendo do
enquadramento regulamentar nacional de cada pais. Todavia, cada um deles possui
um numero definido de STRs, que deve ser estudado rotineiramente para todas as
amostras, de modo a que estas sejam aceites nas bases. Em 1998, ocorre a selecao
destes marcadores baseada nos dados experimentais de exercicios colaborativos
entre diversos grupos de trabalho, como o European DNA Profiling Group (EDNAP),
em pequenos kits comerciais de analise de STRs, originalmente concebidos pelo
extinto Forensic Science Service (Birmingham, Reino Unido), e nas recomendacdes
do grupo de trabalho em DNA da INTERPOL. Um ano mais tarde, a European
Network of Forensic Institutes (ENFSI) designa um conjunto minimo de STRs para
qgue os perfis possam ser inseridos nas bases de dados europeias, designado por
European Standard Set (ESS) (Butler, 201 1c; Pereira, 2008; Schneider, 2009).

O ESS, originalmente constituido por sete marcadores genéticos
autossomicos, os seis pertencentes a NDNAD mais um (D3S1358), pretendia
facilitar a partilha de perfis entre os diversos paises, promovendo a cooperacao
internacional para a resolucdo de investigacdes forenses (Butler, 2011c; Pereira,
2008; Schneider, 2009). Em 2001, este conjunto é legislativamente confirmado
através da Resolucao 2001/C187/01 do Concelho Europeu (Resolucao do Conselho
de 25 de junho de 2001). Contudo, em 2009, considerando que o intercambio de
perfis de DNA entre os Estados Membros progrediu rapidamente e que as bases de
dados nacionais de DNA aumentaram em dimensdao e numero, o ENFSI propée a
adicao de um novo conjunto de marcadores. Assim, o ESS passa a ser constituido
por 12 marcadores autossdémicos, os sete anteriormente referidos e mais cinco
mini-STRs (D1S1656, D2S441, D10S1248, D12S391 e D22S1045), mantendo-se
igual até a atualidade (Resolucdao do Conselho de 30 de novembro de 2009).

Nos Estados Unidos, a base de dados nacional, designada por Combined
DNA Index System (CODIS), foi criada em 1998. No entanto, iniciou-se como um
projeto piloto em 1990, com 14 laboratorios estatais e locais, tornando-se oficial
em 1994, com a lei do “DNA Identification Act’, a qual atribuiu responsabilidades

ao FBI (Federal Bureau of Investigation) para implementar uma base de dados
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(Pereira, 2008). O CODIS inclui o estudo de 13 Joci, sendo que aos sete STRs
autossomicos do ESS original foram adicionados mais seis (TPOX, CSF1PO,
D16S539, D75820, D13S317, D55818) (Butler, 2011a).

Recentemente, o FBI anunciou a expansdao do numero de /oci originais do
CODIS. Portanto, foram selecionados sete STRs adicionais que serdao
implementados até 1 de janeiro de 2017, passando o CODIS a ser constituido por
20 marcadores genéticos autossomicos visto que, aos 13 STRs do CODIS inicial
sera acrescentado um conjunto adicional (D1S1656, D25441, D2S1338,D10S1248,
D12S391, D19S433 e D22S1045). Para permitir a analise destes novos loci, a
Promega Corporation e a Applied Biosystems lancaram novos kits (Hares, 2015).

Em Portugal existe, desde 2008, uma Base de Dados de Perfis de DNA, criada
e regulamentada pela Lei n.° 5/2008. Esta integra STRs autossdmicos de uso
obrigatério e complementar. A escolha dos marcadores obrigatérios deve-se a
Resolugcao 2001/C187/01 do Concelho Europeu e a necessidade de assegurar a
compatibilidade com os marcadores utilizados nos perfis de outras bases de dados
europeias, enquanto os complementares incluem os restantes STRs utilizados pela
INTERPOL e pela comunidade cientifica internacional, permitindo um aumento da
capacidade de discriminacdo e da compatibilizacao com as bases de dados
europeias e evitar situacoes de falsas coincidéncias entre perfis (Lei n.° 5/2008;
Portaria n.° 270/2009).

1.5.3GLOBALFILER™ PCR AMPLIFICATION KIT

O GlobalFiler™ PCR Amplification Kit da Applied Biosystems, permite a
amplificacdo simultanea de 24 marcadores genéticos - 20 STRs autossémicos
correspondentes ao novo CODIS mais o locus SE33 e 3 marcadores identificativos
do sexo do dador da amostra (Amelogenina, Yindel, and DYS391) - utilizando
primers marcados com 6 fluoroforos (Applied Biosystems, 2015). Este apresenta
elevada sensibilidade para amostras com baixa concentracao e/ou na presenca de
inibidores e, por apresentar mini-STRs na sua constituicao, permite a analise de
amostras degradadas. O seu tempo de amplificacdo é reduzido e o poder de
discriminacao superior relativamente a outros kits (Applied Biosystems, 2015;
Hares, 2015; Thermo Fisher Scientific Inc., 2015).

Este kit contém praticamente todos os reagentes necessarios para a analise
dos STRs, tais como a GlobalFiler™ Master Mix, que esta tamponizada e contém

albumina de soro bovino, cloreto de magnésio, nucleotidos, Taq polimerease e
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azida de sodio, o GlobalFiler™ Primer Set, constituido pela mistura de primers
marcados com os diferentes fluoréforos, o DNA Control 007, tamponizado e
formado por DNA gendmico de um individuo do sexo masculino, azida de sédio e
o GlobalFiler™ Allelic Ladder, que possui a maioria dos alelos descritos para cada
um dos marcadores estudados (Applied Biosystems, 2015).

Cada um dos constituintes da master mix apresenta determinada funcao: a
albumina de soro bovino previne ou reduz a inibicao da Taqg polimerase ligando-se
no lugar de alguns inibidores competitivos e podendo assim eliminar ou reduzir a
concentracao dos mesmos; o cloreto de magnésio estabiliza a interacdao dos
primers com a cadeia de DNA; os nucleétidos sdao necessarios para a formacao de
novas cadeias de DNA; a tamponizacao mantém o pH 6timo para a reacao de
amplificacdo; e a azida de sédio é um agente conservante do tampao e do cloreto
de magnésio (Applied Biosystems, 2015; Goodwin et al., 201 1e).

No GlobalFiler™, os produtos amplificados sdao marcados com cinco
fluoréforos diferentes, designados por 6-FAM™, VIC ™, NED™, TAZ™ e SID™. Para
o marcador interno, GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard vZ2.0, é utilizado o
fluoréforo LIZ™ (Applied Biosystems, 2015). O 6-FAM™ ¢ apresentado a azul, o
VIC™ a verde, o NED™ a amarelo, o TAZ™ a vermelho, o SID™ a roxo e o LIZ™ a
laranja. A Tabela | mostra os loci amplificados no kit, quais os fluoréforos que

sinalizam cada loci e os alelos incluidos no ladder alélico e no DNA Control 007.

Tabela I: Loci, alelos e fluoréforos do GlobalFiler™ PCR Ampilification Kit.
(Adaptado de Applied Biosystems, 2015)
ALELOS DO DNA
CONTROL 007

Locus ALELOS DO LADDER ALELICO FLUOROFOROS

9,10,11,12,13,14,15,16, 17,

D3S1358 15,16
18,19, 20
11,12,13,14,15,16,17, 18,19,

VWA 14,16
20, 21, 22, 23, 24 6-FAM™

D16S539 58,9,10,11,12,13, 14,15 9,10

CSF1PO 6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15 11,12

TPOX 5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15 8,8

Amelogenina X, Y X, Y
5,6,7,8,910,11,12,13, 14,15, vIC™

D8S1179 12,13

16,17,18,19

24,24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29,
29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2,

D21S11 28, 31
33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36,

37,38
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ALELOS DO DNA

Locus ALELOS DO LADDER ALELICO FLUOROFOROS
CONTROL 007
7,9,10,10.2,11,12,13,13.2, 14, viIcC™
D18S51 14.2,15,16,17,18, 19, 20, 21, 12,15
22,23, 24, 25, 26, 27
DYS391 7,8,9,10,11,12,13 11
e 8,9,10,11,11.3,12,13, 14,15, 1415
16,17
6,7,8,9,10,11,12,12.2,13,
D19S433 13.2,14,14.2,15,15.2, 16, 16.2, 14,15
17,17.2,18.2,19.2
THO1 4,5,6,7,8,9,9.3,10,11,13.3 NED™ 7,9.3

13,14,15,16,17,18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 26.2, 27, 28,

FGA 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 24, 26
42.2,43.2,44.2,45.2, 46.2, 47.2,
48.2,50.2,51.2
8,9,10,11,12,13,14, 15,16, 17,
D2251045 11,16
18,19
7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16,
D5S818 11,11
17,18
5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15,
D13S317 11,11
16
TAZ™
D75820 6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15 7,12

4.2,6.3,8,9,11,12,13, 14,15,
16,17,18,19, 20, 20.2, 21, 21.2,
SE33 22.2,23.2,24.2,25.2,26.2,27.2, 17,25.2
28.2,29.2,30.2,31.2,32.2,33.2,
34.2, 35, 35.2, 36, 37
8,9,10,11,12,13,14,15,16, 17,

D10S1248 12,15
18,19
9,10,11,12,13,14,14.3, 15,
D1S1656 15.3,16,16.3,17,17.3, 18.3, 13,16
19.3, 20.3 SID™
14,15,16,17,18,19, 19.3, 20,
D12S391 18,19

21,22, 23, 24, 25, 26, 27
11,12,13,14,15,16,17,18, 19,

D2S1338 20, 23
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28
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1.6 GENETICA POPULACIONAL

A genética populacional ocupa-se do estudo das leis da hereditariedade e
das varias forcas que levam a mudancas evolutivas nas espécies ao longo do
tempo. Neste contexto, uma populacao pode ser descrita como um grupo de
organismos, da mesma espécie, que vivem no interior de uma determinada area
geografica suficientemente restrita, pelo que cada membro da populacdo pode
cruzar-se (no sentido reprodutivo) com qualquer outro membro do sexo oposto
desse mesmo grupo (Abrantes, 2010).

Gregor Mendel, “o pai da genética classica”’, descreveu as leis da
hereditariedade (Blumberg, 1997), sendo as mais importantes a lei da segregacao
e a lei da segregacdo independente que sdao a base do Linkage (Dis)Equilibrium e
do Principio de Hardy-Weinberg, ambos usados no estudo forense das populacdes.
A primeira afirma que cada caracteristica é determinada por dois alelos que se
separam na formacao dos gametas e a segunda, refere que os alelos sao herdados
de forma independente devido a recombinacdo genética. De acordo com estas leis
é possivel a existéncia de inumeras combinacdes de pares de alelos (genétipos)

para um determinado locus (Butler, 2010a; Regateiro, 2007b).

1.6.1ESTUDO DAS POPULACOES

Para que seja possivel estudar as populacdes é necessario, (1) escolher qual
a etnia que se pretende analisar e qual o niumero de amostras a utilizar, (2)
proceder a analise dos STRs, que engloba a extracao e amplificacao do DNA e,
posterior, eletroforese capilar para obtencdao de um perfil genético, (3) calcular as
frequéncias alélicas, (4) realizar a analise estatistica dos dados e (5) efetuar o
estudo comparativo entre populagoes (Butler, 2012).

Se as amostras selecionadas forem obtidas de forma aleatéria e
corresponderem a individuos representativos da populacdao de referéncia, nao
relacionados entre si, ndo ha um numero ideal de individuos que se possa
recomendar para a realizacao do estudo das populacoes. Contudo, alguns autores
referem o uso de 100 a 200 individuos como um valor aceitavel (Butler, 2012;
Souto, 2016).

Os dados obtidos sao avaliados recorrendo a analise estatistica de modo a
assegurar que as frequéncias alélicas se encontram de acordo com os principios

de heranca genética. Assim, o Principio de Hardy-Weinberg e o Linkage
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(Dis)Equibilibrium sdao usados para o estudo da independéncia dos alelos dentro

de um determinado locus e entre diferentes loci, respetivamente (Butler, 2012).
1.6.1.1 PRINCIiPIO DE HARDY-WEINBERG

O Principio de Hardy-Weinberg foi descoberto em simultaneo por um
matematico inglés, Godfrey Hardy, e um médico alemao, Wilhelm Weinberg, de
forma independente, em 1908 (Hardy, 1908; Weinberg, 1908). E uma
representacdo matematica simples da relacdo das frequéncias genotipicas e
alélicas dentro de uma populacdo ideal e é fundamental para a genética forense.
Este afirma que dentro de uma populacdo infinita em que os cruzamentos sao
feitos ao acaso as frequéncias alélicas e genotipicas de determinado locus genético
permanecem constantes. Quando uma populacao obedece ao Principio de Hardy-
Weinberg diz-se que esta em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e assim, pode-se
calcular as frequéncias genotipicas esperadas (ou heterozigotia esperada - He) a
partir das frequéncias genotipicas observadas (ou heterozigotia observada - Ho),
tendo como base as frequéncias alélicas (Butler, 2012; Goodwin, 2011g; Souto,
2016). A frequéncia alélica é o quociente entre o numero de cépias de um alelo e
o0 numero total de alelos observados numa populacao. Por outro lado, o quociente
entre o numero de individuos com um genotipo particular e o total dos individuos
analisados é referido por frequéncia genotipica (Butler, 2012).

Para que a previsibilidade e constancia do equilibrio de Hardy-Weinberg se
concretizem ha um conjunto de pressupostos a que as populacdes devem
obedecer. A populacao tem que ser infinitamente grande e pan-mitica, ou seja, 0s
cruzamentos devem ocorrer de forma aleatoria. Mas também, nao deve ocorrer
migracao, selecao natural nem mutacdo. Contudo, as populagdes reais,
geralmente, ndo obedecem ao HWE e as frequéncias alélicas e genotipicas mudam

ao longo do tempo (Butler, 2012; Goodwin, 2011g; Souto, 2016).

1.6.1.2 LINKAGE (DIS)EQUILIBRIUM

A tendéncia que os alelos de dois ou mais loci, que se encontram
suficientemente préximos num determinado cromossoma, tém para serem

transmitidos a descendéncia em bloco é denominada por linkage (Hartl et al.,
2007).
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O linkage equilibrium (LE) ocorre quando os alelos presentes num
determinado locus sao herdados independente dos alelos existentes noutro locus
(segregacao independente). Por outro lado, o linkage disequilibrium (LD)
corresponde a associacao nao aleatoria dos alelos de dois ou mais loci (segregacao
dependente). Este pode dever-se a ndao ocorréncia de recombinacdao, que pode
resultar na heranca em bloco de dois /oci localizados no mesmo cromossoma, a
selecdo natural, que pode conduzir a diminuicao ou ao aumento das frequéncias
dos alelos “desfavoraveis” ou “vantajosos”, respetivamente, numa determinada
populacdo, a migracdo (ou fluxo de genes), que facilita a ocorréncia de
acasalamentos entre nativos de diferentes populacdes levando ao aparecimento de
individuos que possuem alelos representativos de ambas as populacoes, a
mutacado, a qual pode resultar no aparecimento de novos alelos, e a deriva genética,
que ocorre normalmente em pequenas populacoes e que tal como a selecao natural
pode ter como consequéncia o aumento ou a diminuicdo da frequéncia de
determinados alelos no entanto, ocorre por acaso (Hartl et al., 2007; Hedrick
2011a; Hedrick, 2011b; Single et al., 2016). Este conceito foi usado pela primeira
vez em 1960 por Lewontin e Kojima (Lewontin et al., 1960) continuando até a
atualidade. No inicio, existiam poucos dados acerca de como o estudar, e a sua
importancia para a biologia evolutiva e genética humana ndo era reconhecida fora
da genética populacional. No entanto, o interesse pelo linkage disequilibrium
cresceu rapidamente na década de 1980 quando a sua utilidade para o
mapeamento genético se tornou evidente e a realizacao de inumeras pesquisas na

identificacao de loci intimamente ligados se tornou possivel (Slatkin, 2008).
1.6.1.3 DISTANCIA GENETICA ENTRE POPULACOES

A analise estatistica da distancia genética mede o grau de diferenciacao
genética entre populacdes, por comparacao duas a duas. A distancia entre elas é
tanto maior, quanto maior for o valor estatistico. Assim, se este valor for superior
entre duas populacdes A e B do que entre C e D, podemos dizer que C e D estao
mais relacionadas geneticamente do que A e B. Existem varios métodos para a
medicdo da distancia genética entre populacdes, no entanto o mais usado foi
descrito por Wright (Wright, 1951) e é designado por indice de fixacao (Fst). Este
mede as diferencas entre as frequéncias alélicas de duas populacdes variando entre
os valores 0 e 1. Onde 0 corresponde a total similaridade e o 1 a total diferenciacao
(Jobling et al., 2014; Templeton, 2006).
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1.6.1.4 TESTE EXATO DE DIFERENCIACAO POPULACIONAL

Este teste calcula a distribuicio dos alelos de cada loci entre diferentes
populacdes estudadas, segundo descrito por Raymond e Rousset (1995) e por
Goudet et al. (1996) (Excoffier et al., 2010a; Rousset, 2015).

1.6.1.5 HOMOZIGOSIDADE E HETEROZIGOSIDADE

A homozigosidade (h) e a heterozigosidade (H) representam a proporcao de
individuos homozigéticos e heterozigo6ticos para cada locus, respetivamente. A
primeira é calculada pela férmula, h =3}, piz, e a segunda por H=1 - h (Butler,
2005).

1.6.1.6 PARAMETROS ESTATISTICOS DE INTERESSE FORENSE

Normalmente, nas tabelas com as frequéncias alélicas encontradas em
publicacdes acerca do estudo forense das populacdes, aparece uma lista de
parametros que sdao usados para a avaliacao de cada marcador genético estudado
(Butler, 2012). Estes sdao designados por parametros estatisticos de interesse

forense e encontram-se descritos na Tabela Il.

Tabela II: Parametros estatisticos de interesse forense.
(Adaptado de Butler, 2005 e Goodwin et al., 2011h; Huston, 1998)

PARAMETRO . . ]
. DESCRICAO FORMULA MATEMATICA
ESTATISTICO
m
. Probabilidade de dois individuos PM = Z pk®
Probabilidade de &
. . escolhidos aleatoriamente -
identidade ou . o pk representa a frequéncia do
i apresentarem genoétipos idénticos gendtipo k
matching (PM) i clEnaiied s faevs m corresponde ao nimero total de
’ genotipos
Probabilidade de dois individuos
escolhidos aleatoriamente
Poder de ]
L . apresentarem genotipos PD=1-PM
discriminacao (PD)
diferentes num determinado
locus.
n n 2 n
_a 2 -2 -4
Contetdo de Indica o nivel polimoérfico de Ple =1 Zp' (Z pi ) + Zp'
1= 1= =
informacao determinado locus. pi representa a frequéncia do alelo i

polimérfica (PIC) n corresponde ao numero total de alelos
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PARAMETRO
ESTATISTICO

Poder de exclusiao
(PE)

indice de
paternidade (PI)

DESCRICAO

Probabilidade de um locus excluir
determinado individuo de uma

paternidade.

Probabilidade de um individuo,
que esta a ser estudado, ser o pai
biolégico por comparacdao com

um individuo ao acaso.

el
1. INTRODUGAOZo=" " g

FORMULA MATEMATICA

PE = h%(1 - 2hH?)

H e h representam heterozigosidade e
homozigosidade, respetivamente

TPl = (h+H)/2h

H e h representam heterozigosidade e
homozigosidade, respetivamente

Para a avaliacao do conjunto de marcadores estudados sao utilizados, o

poder de exclusao combinado (PE...), o poder de discriminacao combinado

(PDcomb), @ probabilidade de identidade combinada (PMc,..,) € 0 indice de paternidade

combinado (Pl...), que sdo calculados de acordo com as férmulas abaixo referidas,

nas quais PE;, PDi, PM, e Pl representam a probabilidade de exclusao, o poder de

discriminacao, a probabilidade de identidade e o indice de paternidade para o locus

I, respetivamente, o L diz respeito ao numero de loci e o simbolo N significa

multiplicacao (Butler, 2005 e Goodwin et al., 2011h; Huston, 1998).

L
PMComb = H PM|
=1

L

PDcomb = 1 — ]_[(1 ~ PD)

=1

|
—

-
1l ~
=

PEComb =

L
Plcomb = l_[ I,
=1

(1 — PE)
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1.7 OBJETIVOS DO ESTUDO

O principal objetivo deste projeto é a caracterizacao genética das
populacdes imigrantes angolana e guineense, com residéncia no sul de Portugal,
visto serem das nacionalidades estrangeiras mais representadas no pais, por
existirem lacos historicos e linguisticos entre Portugal, Angola e Guiné-Bissau e
devido a inexisténcia de meios suficientes para a realizacao deste tipo de estudos
nos paises mencionados.

Como objetivos especificos sdao identificados: o calculo das frequéncias
alélicas dos 21 STRs autossomicos amplificados pelo GlobalFiler™ PCR
Amplification Kit; a determinacao dos parametros estatisticos populacionais e de
interesse forense, tais como, o Equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigotia
esperada, a heterozigotia observada, o Linkage Disequilibrium, a probabilidade de
identificacdo ou matching (PM), o poder de discriminacdao, o conteiudo de
informacdao polimorfica, o poder de exclusao e o indice de paternidade; e a
comparacao entre as frequéncias alélicas das populacdes angolana e guineense e
as de outras populacdes ja estudadas, inclusive a populacdao portuguesa, para
avaliar a distancia genética entre as mesmas e entender qual a contribuicao
genética dos imigrantes angolanos e guineenses na popula¢dao nativa do Sul de
Portugal.
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2.1 AMOSTRAGEM

Para a realizacao deste estudo foram selecionadas, ao acaso, 223 amostras
de manchas de sangue, obtidas sob consentimento informado de individuos que
recorreram ao Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacao do Sul (SGBF-
S) do Instituto de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. INMLCF) para a realizacao
de pericias de investigacdo biologica de parentesco. Estas corresponderam a casos
estudados no SGBF-S, entre 2000 e 2013, em que os intervenientes, residentes no
sul de Portugal, poderiam ou ndo ser oriundos de Angola e Guiné-Bissau, mas
possuiam ascendéncia materna e paterna proveniente destes paises. Os participes
abrangiam varias faixas etarias e ambos os sexos sendo aparentemente saudaveis
e nao aparentados. Para impossibilitar a identificacio dos mesmos, todas as
amostras utilizadas foram anonimizadas.

Das 223 manchas de sangue estudadas, 153 pertenciam a individuos
angolanos (77 do sexo feminino e 76 do sexo masculino) e 70 a individuos
guineenses (37 do sexo feminino, 33 do sexo masculino).

Neste caso, o termo Sul de Portugal, refere-se a area de atuacdo da

Delegacdo do Sul do INMLCF, a qual esta delimitada a vermelho na Figura 14.

Figura 14: Mapa de Portugal. Area de atuacio da Delegacdo do Sul do Instituto Nacional de

Medicina Legal e Ciéncias Forenses, |.P. (Adaptado de Carvalho, 2015)
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2.2 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As manchas de sangue foram colhidas em cartées Whatman™ (GE
Healthcare), secas a temperatura ambiente durante cerca de 24 horas e,

posteriormente, armazenadas em envelopes de papel, devidamente identificados.
2.3 EXTRACAO DE DNA PELO METODO CHELEX® 100

Procedeu-se ao corte de fragmentos circulares, com cerca de 3 mm de
diametro, de cada uma das amostras de mancha de sangue, os quais foram
colocados em tubos de 1,5 mL devidamente identificados, e incubados em 1000
uL de agua Milli-Q, a temperatura ambiente durante 15 minutos.

ApOs a incubacdo, realizou-se a agitacdo dos tubos no vortex a baixa
rotacdo, durante 10 segundos, e a sua centrifugacao a 14 000 rpm durante 3
minutos, a 20°C, numa centrifuga Eppendorf 5804R. Imediatamente a seguir,
retiraram-se cerca de 980 pL de sobrenadante, sem perturbar o pellet e
adicionaram-se 180 pL da solucao Chelex® 100 (Bio-Rad) a 5%.

Posteriormente, incubaram-se os tubos num banho de agua a 56°C, durante
15 minutos, os quais foram depois agitados no vortex, a alta velocidade, durante
15 segundos e de seguida, colocados em agua em ebulicao, durante 8 minutos.
Por fim, realizou-se a agitacao das amostras no vdrtex, a alta velocidade, durante
alguns segundos, e a sua centrifugacao, a 14 000 rpm, durante 5 minutos, a 20°C.

E de salientar, que para este procedimento foi preparado um controlo
negativo nas mesmas condi¢cbes que as restantes amostras, com a excec¢ao da
adicdo do fragmento circular de mancha de sangue.

A partir deste ultimo passo, procedeu-se a amplificacio das amostras ou
armazenaram-se os tubos a uma temperatura de -20°C para prevenir a acao das

nucleases.

2.4 AMPLIFICACAO DOS MARCADORES GENETICOS

Realizou-se a amplificacdo por PCR dos marcadores genéticos STR,
recorrendo ao GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems), de acordo
as indicacdes do fabricante descritas no respetivo manual de utilizacao (Thermo

Fisher Scientific Inc., 2015). No entanto, o volume total da reacao de amplificacao
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foi reduzido para metade do indicado no manual, passando de 25 pL para 12,5 pL.
Esta reducdo foi obtida diminuindo para metade o volume utilizado de cada um
dos reagentes do respetivo kit, mantendo as suas concentracoes.

Na Tabela lll encontram-se os componentes e respetivos volumes utilizados

para a amplificacdo dos marcadores genéticos para cada uma das amostras.

Tabela Ill: Reagentes e respetivos volumes utilizados para a amplificacdo dos /loci STR de cada uma

das amostras.

REAGENTES VOLUME (pL)
Agua 6,5
GlobalFiler™ Master Mix 3,75
GlobalFiler™ Primer Set 1,25
DNA 1
TOTAL 12,5

Primeiramente, preparou-se uma master mix, a qual continha a quantidade
de cada um dos reagentes, expeto o DNA, necessdrios para amplificar n+1
amostras, sendo n o nimero de amostras a amplificar. De seguida, adicionaram-se
11,5 pL da master mix mais 1 pL de DNA, de cada amostra, a cada um dos tubos
de reacdo de 0,2 mL, perfazendo um volume total, por amostra, de 12,5 pL. Os
controlos positivo e negativo foram preparados segundo a Tabela IV. Todos estes
passos foram realizados na sala pré-PCR, numa camara de fluxo laminar

previamente descontaminada com radiacdo ultravioleta, durante 15 minutos.

Tabela IV: Composicdo dos controlos positivo e negativo.

CONTROLO POSITIVO CONTROLO NEGATIVO
4.5 pL de Agua 7,5 uL de Agua
3,75 pL de GlobalFiler™ Master 3,75 yL de GlobalFiler™ Master
Mix Mix
1,25 pL de GlobalFiler™ Primer 1,25 uL de GlobalFiler™ Primer
Set Set

3 uL de DNA Control 007  —emeeeeeeeeee-
Finalmente, colocaram-se os tubos num termociclador GeneAmpe PCR
System 9700 (Applied Biosystems), o qual foi programado de acordo com as

condicdes apresentadas na Tabela V. Ap6s a amplificacdao, as amostras foram
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armazenadas entre -30°C e -15°C ou submetidas, logo de seguida, a eletroforese

capilar.

Tabela V: Condicdes da amplificacdo por PCR do GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Applied
Biosystems).
29 CICLOS

X EXTENSAO
INCUBACAO INICIAL x ANNEALING |
DESNATURACAO EXTENSAO FINAL
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C o0
(1 minuto) (10 segundos) (90 segundos) (10 minutos)

2.5 ELETROFORESE CAPILAR

Inicialmente, preparou-se uma mix que continha 9,6 pL de formamida Hi-
Di™ (Applied Biosystems) e 0,4 pL do marcador interno GeneScan™ 600 LIZ™ Size
Standard v2.0 por cada n amostras analisadas, sendo n o nimero de amostras a
analisar. No entanto, com a intencao de compensar eventuais erros de pipetagem,
a mix foi feita para n+1 amostras, a qual foi distribuida, em volumes de 10 pL, por
cada poco de uma placa MicroAmp® Optical (Applied Biosystems) de 96 pocos. Apos
a distribuicdao da mix, adicionou-se 1 pL de cada produto amplificado ou 1 pL do
GlobalFiler™ Allelic Ladder (um ladder alélico por cada 15 amostras) aos pocos
correspondentes. Seguidamente, as amostras foram desnaturadas, num
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), a 95°C, durante 3
minutos. Decorrido este tempo, colocou-se a placa no sequenciador automatico
Applied Biosystems Genetic Analyzer 3130xl, no qual ocorreu a eletroforese capilar
de acordo com as condicoes descritas pelo fabricante do GlobalFiler™ PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems).

Por fim, os resultados da eletroforese foram obtidos sobre a forma de

. ® ~
eletroforegrama e analisados com recurso ao software GeneMapper ID-X versao

1.4 (Applied Biosystems).
2.6 ESTUDO DAS POPULACOES
2.6.1 ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS POPULACIONAIS

A analise dos parametros populacionais, como o calculo das frequéncias

alélicas, a heterozigotia esperada e observada, o equilibrio de Hardy-Weinberg e o
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linkage disequilibrium, foi realizada recorrendo ao software Arlequin versao
3.5.2.2 (Excoffier et al., 2010b).

Com o auxilio desta ferramenta, também foi possivel efetuar o teste exato
de diferenciacao populacional entre as populacdes angolana e guineense
residentes no sul de Portugal e as populacoes, ja estudadas para os 21 marcadores
genéticos, do Sul de Portugal (Almeida et al., 2015), de Espanha (Garcia et al.,
2012), da Holanda (Westen et al., 2014), dos EUA (individuos caucasianos e
africanos) (Hill et al., 2013), da Africa do Sul (Ristow et al., 2016), do Libano (Andari
et al., 2013), dos Emirados Arabes Unidos (Alhmoudi et al., 2015), do Afeganistio
(Algenis et al., 2014), da China (Zhang et al., 2016), do México (Ramos-Gonzalez
et al., 2016) e da Coreia (Park et al., 2016).

As distancias genéticas entre as populacoes, anteriormente, referidas foram
calculadas através do software PHYLIP versdao 3.695 (Felsenstein, 2005). Para a
representacdo destes dados, recorreu-se ao software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) versao 6 (Tamura et al., 2013) e ao Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versao 20 (SPSS, 2011), através dos modelos neighbor

joining (NJ) e escala multidimensional (MDS), respetivamente.

2.6.2HETEROZIGOSIDADE, HOMOZIGOSIDADE E ANALISE ESTATISTICA
DOS PARAMETROS DE INTERESSE FORENSE

A heterozigosidade, a homozigosidade e os parametros de interesse
forense, como a probabilidade de identidade ou matching, o poder de
discriminacado, o poder de exclusdao, o conteudo de informacao polimoérfica e o
indice de paternidade, foram determinados através do software PowerStats versao
1.2 (Tereba, 1999).
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3.1 ESTUDO DA POPULACAO ANGOLANA RESIDENTE NO SUL DE PORTUGAL

Do total de amostras analisadas para a populacdao angolana residente no sul
de Portugal, uma delas, correspondente a um individuo do sexo masculino, nao foi
incluida na analise estatistica por apresentar um padrao trialélico do tipo | no
marcador genético D8S1179, o qual era constituido pelos alelos 14, 16 e 17. Este
padrao encontra-se descrito na STRbase pela International Commission on Missing
Persons, Sarajevo, Bosnia and Herzegovina (Short Tandem Repeat DNA Internet
DataBase, 1997a).

Também se pode observar a presenca de alelos raros, 0os quais nao se
encontram no ladder alélico, em trés marcadores distintos e em diferentes
individuos. Os alelos 26.3, 14.1 e 23.3 foram encontrados nos marcadores SE33,
D2S441 e D21S11, respetivamente, sendo que os dois primeiros foram observados
em dois individuos diferentes do sexo feminino e o terceiro num individuo do sexo
masculino. Apenas as microvariantes alélicas 14.1 do marcador D25441 e 23.3 do
marcador D21S11 aparecem descritas na STRbase pelo Belgium National Institute
of Criminalistics and Criminology (Short Tandem Repeat DNA Internet DataBase,
1997b) e pela Delegacao do Sul do Instituto de Medicina Legal e Ciéncias Forense

(Short Tandem Repeat DNA Internet DataBase, 1997c¢), respetivamente.
3.1.1ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS POPULACIONAIS
As frequéncias alélicas calculadas para os 21 marcadores genéticos STR

estao representadas na Tabela VI enquanto os restantes parametros populacionais

se encontram na Tabela VII.
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Tabela VI: Frequéncias alélicas dos 21 STRs autossémicos na populagdao angolana residente no sul de Portugal.

o 3 2 o 2 ~ = = A g ® N o 3 9 3 2
S = g P g 5 - 7 9 3 b s g S % o 3 i N © & m
49 s © e = 2 N 3 ¢ o = 2 < 2 o L w g 0 N @
< fa) fa) v o o o o fa) a o fa) o a fa) fa) fa
5 0,0033
6 0,0033 0,0888 0,1086 0,0099 0,0033
7 0,0263 0,0362 0,3388 0,0329 0,25
8 0,0132 0,0526 0,3388 0,0033 0,2862 0,0691 0,0296 0,1086
9 0,0033 0,2171 0,0329 0,1645 0,0033 0,0033 0,1776 0,0329
9.3 0,0855 0,0263 0,2961 0,0033 0,0132
10 0,1349 0,2895 0,0888 0,0066 0,0033 0,0954 0,023 0,0033 0,0559 0,0428
10.2 0,0066 0,3421 0,2105 0,0395 0,0757
11 0,0329 0,3651 0,25 0,2632 0,0559 0,0099 0,3684 0,0691 0,1776 0,1941 0,0099
11.2
11.3 0,0263 0,352 0,1086 0,2237 0,0822
12 0,0066 0,1447 0,2829 0,0197 0,1447 0,0362 0,1743 0,1151 0,0658 0,375 0,0033
12.1
12.2 0,0395 0,1546 0,0132 0,0099 0,2434 0,0757
13 0,0066 0,0066 0,1086 0,0493 0,1941 0,0395 0,0461 0,2993 0,273 0,0033
13.2 0,0691
13.3 0,0033 0,0625 0,0461 0,2434 0,2434
14 0,0691 0,0822 0,0132 0,0132 0,3454 0,0559 0,2467 0,1809 0,023 0,0099
14.1 0,0033 0,0132
14.2 0,0066 0,0691 0,023
14.3 0,0493 0,148 0,1974 0,1118 0,0066
15 0,3224 0,1842 0,1974 0,2039 0,0362 0,0658 0,2467 | 0,0033 0,0033
15.2 0,0033 0,023 0,0099
15.3 0,0691 0,0691 0,1151 0,0855 0,0691
16 0,2829 0,2401 0,0428 0,1875 0,0197 0,1743 0,0033
16.2 0,023 0,0954
16.3 0,0592 0,023 0,0033 0,1283 0,0954
17 0,2401 0,2039 0,0066 0,1579 0,0033 0,2368 0,0362 0,0033
173 0,1415 0,0066 0,2566 0,0691
18 0,0592 0,1579 0,1316 0,0099 0,0197
18.2 0,0066 0,0263 0,0033
18.3 0,1612 0,1184 0,1743
19 0,0066 0,0822 0,0921 0,0822 0,0033 0,0099
19.3 0,0724 0,125 0,0789
20 0,0099 0,0263 0,0461 0,0033
20.1 0,0263 0,0691 0,1447
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21 0,0329 0,0987 0,0132
21.2 0,0033 0,0395 0,0395 0,1283
22 0,1711 0,0033
22.2 0,0033 0,0296 0,0625
23 0,0033 0,1776 0,0066 0,0033
23.2
23.3 0,0066 0,0164 0,0724
24 0,1546 0,0164
24.2
24.3 0,0033 0,0625
25 0,102 0,0362
25.2 0,023
26 0,0099 0,0461 0,0559
26.2 0,0033
26.3 0,0099
27 0,0757 0,0263 0,0395
27.2
28 0,2434 0,0164 0,0559
28.2
29 0,1546 0,0164 0,0197
29.2
30 0,1711 0,0066 0,0197
30.2 0,023 0,0066
31 0,0855 0,0099
31.2 0,0724 0,0132
32 0,0099 0,0099
32.2 0,0428
33 0,0132
33.2 0,0329
34 0,0164
34.2 0,0099
35 0,0164
36 0,0066
37 0,0066
42.2 0,0033
43.2 0,0033
44.2 0,0099

Caracterizacio dos loci GlobalFiler nas populaces Angolana e Guineense, residentes no sul de Portugal|l 45



s
3. RESULTADOS E DISCUSSAOZoe" " sy

o

Tabela VII: Resultados obtidos para os parametros estatisticos relativos a populacao angolana

residente no sul de Portugal.

MARCADOR " GrcrURDA | ESPERADA  (walores de o
D3S1358 0,80263 0,75243 0,9174
vWa 0,78947 0,82986 0,63819
D16S539 0,78289 0,7708 0,64766
CSF1PO 0,81579 0,76904 0,54736
TPOX 0,77632 0,77397 0,50305
D8S1179 0,79605 0,78064 0,48229
D21S11 0,875 0,86757 0,47956
D18S51 0,88816 0,86738 0,50897
D2S441 0,76974 0,76227 0,69744
D19S433 0,86184 0,84499 0,59528
THO1 0,77632 0,75512 0,96524
FGA 0,86184 0,88529 0,23054
D2251045 0,86184 0,8154 0,01131
D5S818 0,71053 0,74181 0,17013
D13S317 0,67105 0,73102 0,42798
D75820 0,75658 0,78426 0,83577
SE33 0,94737 0,92572 0,15874
D10S1248 0,78289 0,80528 0,45422
D1S1656 0,86184 0,86123 0,57179
D12S391 0,90132 0,86347 0,01104
D2S1338 0,85526 0,89654 0,13634

Como é possivel observar na Tabela VI, apenas os marcadores D2251045 e
D12S391 apresentam valores de Oinferiores ao nivel de significancia 0,05, os quais
se encontram representados a azul. A estes marcadores foi aplicada a correcao de
Bonferroni (Weir, 1996), a qual deve ser usada quando se executam
simultaneamente varios testes estatisticos independentes sendo calculada pela
aplicacdao da expressao 0,05/m, onde m é o nimero de comparacoes efetuadas.
Assim sendo, o nivel de significancia passou a ser 0,00238 (0,05/21). Visto que os
valores de p dos dois marcadores sao superiores ao nivel de significancia corrigido
pode-se afirmar que esta populacdo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na mesma tabela, também estdo disponiveis os valores de heterozigotia
observada e de heterozigotia esperada. Os valores de Ho situam-se entre 0,67105
e 0,94737 e os de He entre 0,73102 e 0,92572, correspondendo os valores mais
baixos ao marcador D13S317 e os mais elevados ao SE33. Através da analise destes
parametros conclui-se que a populacdo angolana residente no sul de Portugal é

maioritariamente heterozigética para todos os marcadores estudados.
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Relativamente aos resultados obtidos para o linkage disequilibrium,
representados na Tabela VIII, observam-se valores de 0O inferiores a 0,05 para 19
pares de loci. No entanto, aplicando a correcao de Bonferroni (Weir, 1996) para
m=210, o nivel de significancia diminui para 0,000238 e os valores de p para todos
os pares de loci passam a ser ndo significativos, isto é, ndo se observa nenhum
valor de O inferior a 0,000238. Posto isto, infere-se que todos os pares de loci se
encontram em linkage equilibrium, ou seja, todos os marcadores analisados sao
herdados independentemente, tal como esperado pelo fato dos marcadores serem

independentes.

Tabela VIII: Tabela representativa dos valores de significancia para o linkage disequilibrium. O sinal
(-) designa “nao significativo” para valores de p superiores a 0,05, o sinal (+) designa “significativo”
para valores de p inferiores a 0,05 e o sinal (+*) designa “nao significativo” para valores de p
superiores a 0,000238.

MARCADOR

D3S1358
vWa
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D18s51
D2S441
D5S818
D13S317
D7S820
SE33
D10S1248
D1S1656
D12S391
D2S1338

D19S433
THO1
FGA
D22S1045

D3S1358
vWa
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11 CO N N A
D18S51
D2S441 N I I I I
D19S433
THO1 S D I I I R
FGA T I I I I [ [
D22S1045 S [ I ) I I i I i
D5S818 sl sl 1=]¢2]|-:=
D13S317 O D I R T D I
D7S820 S I A I R I I T R )
SE33 S e O I e (e I I I I B I
D10S1248 | - | - | - | - | = | = | - - - = - l+F - - -] - |+
D1S1656 S I ) I I T I B N I P
D12S391 S L I I (I I I R I IR R (PN IO I
D2S1338 | - | - | - | - - - - - - - - - - - - - - -
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3.1.2HETEROZIGOSIDADE, HOMOZIGOSIDADE E ANALISE ESTATISTICA
DOS PARAMETROS DE INTERESSE FORENSE

Aquando da analise da Tabela IX, é possivel observar que a probabilidade de
identidade ou matching varia entre 0,0177 e 0,1163, correspondendo o valor mais
baixo ao marcador SE33 e o mais elevado ao marcador D55818. Estes valores
indicam que é mais provavel que dois individuos, selecionados ao acaso,
apresentem o mesmo genoétipo para o marcador D55818 do que para o SE33. A
probabilidade de identidade combinada, representada na Tabela X, foi calculada
segundo a formula demonstrada na secao 1.6.1.6, pela qual se obteve o resultado
3,8093x107?¢. Assim, pode dizer-se que o fendomeno em que dois individuos,
pertencentes a populacao estudada e escolhidos aleatoriamente, possuem o
mesmo genotipo para todos os 21 STRs autossomicos analisados é muito raro, o
qual pode ocorrer num em cada 3,8093x10% individuos.

O poder de discriminacao (Tabela IX), que é o inverso da probabilidade de
identidade, apresenta valores entre 0,8837 e 0,9823, os quais pertencem aos
marcadores D5S818 e SE33, respetivamente. De acordo com estes dados, e
contrariamente a PM, existe uma maior probabilidade de dois individuos,
selecionados ao acaso, exibirem diferentes genotipos para o marcador SE33 do
gue para o D55S818. Para o conjunto dos 21 STRs, foi calculado o valor para o poder
de discriminacao combinado (Tabela X) conforme a férmula apresentada na secao
1.6.1.6, sendo este igual a 0,999999999999999999999999961907. Portanto,
pode afirmar-se que para dois individuos, pertencentes a populacdo angolana
residente no sul de Portugal e selecionados aleatoriamente, existe
99,9999999999999999999999961907% de probabilidade de possuirem
diferentes genétipos para todos os marcadores estudados.

Na anadlise do conteudo de informacao polimérfica, também presente na
Tabela IX, observa-se que o STR autossémico SE33 é o que apresenta maior nivel
de polimorfismo, sendo CIP igual a 0,9179. Todavia, todos os outros marcadores
exibem valores superiores a 0,6846, o qual corresponde ao D13S317.

Os valores minimos observados para o poder de exclusdo e para o indice de
paternidade (Tabela IX) correspondem ao marcador D13S317, sendo 0,3849 e
1,52, respetivamente. Por outro lado, os resultados mais elevados para estes dois
parametros de interesse forense pertencem ao SE33, sendo o poder de exclusao
igual a 0,8928 e o indice de paternidade igual a 9,5. O poder de exclusao e o indice

de paternidade combinados, os quais estao presentes na Tabela X, indicam que,
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para o conjunto dos 21 marcadores presentes no GlobalFiler™ PCR Amplification

Kit (Applied Biosystems), a probabilidade de exclusdo de um individuo de uma
paternidade é de 99,9999999837329% e que é 6,3377x10°vezes mais provavel

que um individuo estudado seja o pai biol6gico em comparacao com uma pessoa

d0 aCaso.

Também foram determinadas as proporcoes de hetero e homozigosidade
(Tabela IX), sendo o marcador SE33 o mais heterozigotico (H=0,9474) e 0 D13S317

o mais homozigotico (h=0,3289).

Tabela IX: Parametros estatisticos de interesse forense, nimero de alelos e genétipos,

heterozigosidade e homozigosidade para cada um dos 21 STRs autossémicos estudados para a

D3S1358
vWa
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D18S51
D2S441
D19S433
THO1
FGA
D2251045
D5S818
D13S317
D7S820
SE33
D1051248
D1S1656
D12S391
D2S1338

© © © g NUMERO DE ALELOS

N j— JE R p—
© N ®o S o, 0 oo N

29

14
14
14

populacdo angolana residente no sul de Portugal.

GENOTIPOS

NUMERO DE

21
30
22
26
23
24
58
52
23
48
15
56
27
22
14
20
89
28
48
43
60

HOMOZIGOSIDADE

0,1974
0,2105
0,2171
0,1842
0,2237
0,2039
0,125
0,1118
0,2303
0,1382
0,2237
0,1382
0,1382
0,2895
0,3289
0,2434
0,0526
0,2171
0,1382
0,0987
0,1447

HETEROZIGOSIDADE

0,8026
0,7895
0,7829
0,8158
0,7763
0,7961
0,875
0,8882
0,7697
0,8618
0,7763
0,8618
0,8618
0,7105
0,6711
0,7566
0,9474
0,7829
0,8618
0,9013
0,8553

PROBABILIDADE DE
IDENTIDADE

0,1144
0,0547
0,0935
0,1046
0,0916
0,0871
0,038
0,0397
0,0901
0,0444
0,1035
0,0287
0,0807
0,1163
0,1055
0,0785
0,0177
0,0724
0,0395
0,0421
0,0263

PODER DE
DISCRIMINACAO

0,8856
0,9453
0,9065
0,8954
0,9084
0,9129
0,962
0,9603
0,9099
0,9556
0,8965
0,9713
0,9193
0,8837
0,8945
0,9215
0,9823
0,9276
0,9605
0,9579
0,9737

CONTEUDO DE
INFORMACAO
POLIMORFICA

0,708
0,8042
0,7355
0,7293

0,738
0,7464
0,8515
0,8501
0,7252
0,8267
0,7125
0,8712
0,7864
0,6982
0,6846
0,7479
0,9179
0,7737
0,8438
0,8465
0,8841

PODER DE EXCLUSAO

0,6039
0,5797
0,5677
0,6287
0,5558
0,5917
0,7447
0,7713
0,5441
0,7183
0,5558
0,7183
0,7183
0,4447
0,3849
0,5211
0,8928
0,5677
0,7183
0,7981
0,7053

INDICE DE
PATERNIDADE

2,5333
2,375
2,303
2,7143
2,2353
2,4516

4,4706
2,1714
3,619
2,2353
3,619
3,619
1,7273
1,52
2,0541
9,5
2,303
3,619
5,0667
3,4545
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Tabela X: Parametros estatisticos de interesse forense para todos os STRs autossémicos estudados

para a populacao angolana residente no sul de Portugal.

PARAMETRO VALOR
Probabilidade de identidade combinada 3,8093x10°°
Poder de discriminacdo combinado 0,999999999999999999999999961907
Poder de exclusao combinado 0,999999999837329
indice de paternidade combinado 6,3377x10°

Segundo Urguhart et al., o primeiro critério para que os STRs possam ser
utilizados na genética forense diz que todos os loci tém de apresentar
heterozigosidade acima de 70% e/ou poder de discriminacao superior a 80%. Como
referido anteriormente, o marcador que apresenta menor valor de
heterozigosidade é o D13S317 (H=0,6711) contudo, e tal como todos os outros
loci, o seu poder de discriminacao é superior a 80% (PD=0,8945). Assim sendo,
verifica-se que todos os marcadores analisados obedecem a este critério de selecao
(Urguhart et al., 1996).

Conforme os resultados apresentados neste estudo, apds a aplicacdo da
correcao de Bonferroni (Weir, 1996), nenhum dos loci estudados demonstrou
desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg e o marcador mais informativo para a
populacao angolana imigrante € o SE33 visto que possui maior Ho, PD, CIP, PE e PI
e menor PM. Contrariamente, o marcador D5S818 apresenta o valor mais baixo,
comparando com os restantes marcadores, para o poder de discriminacao, e o mais
elevado para a probabilidade de identidade todavia, € 0 D13S317 que exibe menor
heterozigotia esperada, contetdo de informacdo polimoérfica, poder de exclusao e
indice de paternidade.

Existem trés estudos acerca da populacao angolana: um relativo a populacao
angolana residente em Lisboa (Santos et al., 2012), outro alusivo a populacgao
angolana habitante em Cabinda (Beleza et al., 2004) e, outro referente a populagao
angolana no Norte, Sul e Centro de Angola (Melo et al., 2010). De acordo com
Santos et al., os marcadores VWA e D2S1339 apresentam valores de p inferiores a
0,05 no entanto, se tivesse sido aplicada a correcao de Bonferroni (Weir, 1996) os
desvios ao HWE nao teriam sido considerados. Estes autores também mencionam
que o marcador menos informativo é o TPOX, o qual apresenta menor Ho, PD, CIP,
PE e Pl e maior PM. Por outro lado, Beleza et al. e Melo et al., referem que todos os
loci estudados estao em HWE e que o marcador D13S317 é o que exibe valores
mais baixos para a heterozigotia observada, poder de discriminacdao e poder de

exclusao. Nenhum dos trabalhos citados inclui o estudo do locus SE33 nem do
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linkage disequilibrium. Relativamente ao HWE, os dados obtidos no presente
estudo sao concordantes com os obtidos por Santos et al., Beleza et al. e Melo et
al. Todavia, no trabalho relativo a populacao angolana residente em Lisboa o TPOX
demonstra ser o STR menos informativo. Tal resultado mostra-se discordante com
0os apresentados neste projeto e nos trabalhos realizados para a populacao
angolana nativa. Apesar de, no presente trabalho, o locus D135317 demonstrar-se
como um dos menos informativos ndo é o marcador que exibe menor poder de
discriminacao, como referido por Beleza et al. e Melo et al, mas sim o locus D5S81 8.
Assim sendo, sera necessario, no futuro, a realizacao de mais estudos acerca desta
populacao, nos quais o numero de individuos devera ser aumentado e o numero

de loci analisados mantido.
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3.2 ESTUDO DA POPULACAO GUINEENSE RESIDENTE NO SUL DE PORTUGAL

Durante a analise dos eletroforegramas, obtidos a partir das amostras
estudadas para a populacdo guineense residente no sul de Portugal, foi encontrado
o alelo raro 17.1 no marcador D18S51 num individuo do sexo masculino, o qual
esta descrito na STRbase pelo Orchid Cellmark Inc Nashville e pelo Swedish

National Forensic Centre (Short Tandem Repeat DNA Internet DataBase, 1997d).
3.2.1ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS POPULACIONAIS
As frequéncias alélicas calculadas para os 21 marcadores genéticos STR

estdo representadas na Tabela Xl enquanto os restantes parametros populacionais

se encontram na Tabela XII.
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Tabela XI: Frequéncias alélicas dos 21 STRs autossdmicos na populacdo guineense residente no sul de Portugal.

9 @ a o 4 = = = m g o N o g Q 5 2
S = g P g 5 = 7 9 3 b s g S % o 3 o N © & ™
= I > < % = 2 N = K < F = R i s R % & 2 8 @
< fa) fa) v a a a a ) a o fa) o a fa) fa) a
5 0,0071

6 0,1214 0,15

7 0,0643 0,0357 0,2357 0,0143

8 0,0357 0,0857 0,1857 0,2286 0,0929 0,0286 0,2214

9 0,0071 0,1929 0,0357 0,2857 0,0071 0,2571 0,05 0,0071 0,0786

9.3 0,1071

10 0,1643 0,2071 0,0786 0,0286 0,1214 0,0143 0,0214 0,0214 0,0571 0,0071 0,3786 0,0071

10.2 0,0071

11 0,2571 0,25 0,2714 0,0286 0,4 0,0786 0,1357 0,1214 0,3571 0,1714 0,0429 0,0214

11.2 0,0071

11.3 0,0214

12 0,0143 0,1786 0,2643 0,0214 0,0643 0,1 0,1429 0,0929 0,0143 0,5286 0,4357 0,1286 0,1214 0,0786

12.2 0,0214

13 0,0357 0,0071 0,1357 0,0929 0,2143 0,0929 0,0929 0,3 0,0071 0,1357 0,1357 0,0071 0,0071 0,2571 0,1286

13.2 0,1 0,0286

14 0,1214 0,1 0,0286 0,3214 0,0643 0,2 0,1857 0,0714 0,0071 0,0214 0,0571 0,3143 0,25

14.2 0,0143 0,1

15 0,2857 0,1929 0,25 0,1286 0,0214 0,0286 0,1929 0,0071 0,0071 0,0429 0,1286 0,2214 0,0357
15.2 0,0714

15.3 0,0071

16 0,3357 0,2071 0,0786 0,1786 0,1429 0,0643 0,1071 0,1143 0,05 0,0214
16.2 0,0071 0,0214

16.3 0,1

17 0,1571 0,2429 0,0143 0,1857 0,3929 0,0643 0,0214 0,0071 0,1857 0,0643
17.1 0,0071

17.2 0,0071

17.3 0,0571 0,0214

18 0,0286 0,1643 0,0929 0,0214 0,1571 0,0071 0,2714 0,05
18.1 0,0071
18.2 0,0071

18.3 0,0071 0,0143

19 0,0143 0,0643 0,0857 0,0571 0,1214 0,1857 0,2
19.3 0,0071
19.4

20 0,0214 0,0357 0,0714 0,0786 0,0929 0,0571
20.2 0,0071
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fa} fa) © o fa) a fa) a fa) fa) [a}
21 0,1 0,0286 0,0571 0,0786
21.2 0,0214
22 0,1643 0,0214 0,0286 @ 0,1429
23 0,0071 0,2071 0,0286 | 0,1071
23.2 0,0214
23.3 0,0143
24 0,1929 0,0071 0,1286
24.2 0,0071 0,0286
25 0,0643 0,0071 0,0929
25.2 0,0214
26 0,0143 0,05 0,05
26.2 0,05
27 0,05 0,0286 0,0071
27.2 0,0357
28 0,1643 0,0143
28.2 0,05
29 0,1857 0,0071 0,0071
29.2 0,0214
30 0,1857 0,0071
30.2 0,0071
31 0,0786
31.2 0,0571 0,0071
32 0,0429
32.2 0,0857 0,0214
33.2 0,0571
34.2 0,0071
35 0,0429
35.1 0,0143
42.2 0,0071
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Tabela XII: Resultados obtidos para os pardmetros estatisticos populacionais relativos a populacao
guineense residente no sul de Portugal.

uARcaDoR  HETEROZICOSDADE HETEROZGOSDADE  we
D3S1358 0,78571 0,76917 0,91984
vWa 0,81429 0,82518 0,0037
D16S539 0,82857 0,82312 0,77915
CSF1PO 0,74286 0,80915 0,728
TPOX 0,78571 0,79322 0,99392
D8S1179 0,78571 0,78171 0,66276
D21S11 0,91429 0,88356 0,78271
D18S51 0,75714 0,88304 0,05811
D2S441 0,77143 0,76074 0,99695
D19S433 0,82857 0,84008 0,87163
THO1 0,81429 0,79733 0,28922
FGA 0,81429 0,87266 0,44536
D22S1045 0,75714 0,76886 0,01644
D5S818 0,64286 0,6778 0,53523
D13S317 0,6 0,66752 0,6703
D7S820 0,72857 0,76074 0,269
SE33 0,88571 0,93546 0,58334
D10S1248 0,74286 0,79568 0,41568
D1S1656 0,88571 0,844381 0,75491
D12S391 0,82857 0,84522 0,88998
D251338 0,9 0,89024 0,65128

De acordo com os dados apresentados na Tabela Xll, apenas os marcadores
vWa e D22S1045 apresentam valores de O inferiores ao nivel de significancia 0,05,
0S quais se encontram representados a azul. A estes foi aplicada a correcdao de
Bonferroni (Weir, 1996), com a qual o nivel de significancia passou a ser 0,00238
(0,05/21). Uma vez que os valores de p para os dois marcadores referidos
anteriormente sao superiores a 0,00238 pode dizer-se que esta populacao se
encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Também foram calculadas a heterozigotia observada e a heterozigotia
esperada para cada um dos marcadores estudados, as quais sao demonstradas na
Tabela XII. A Ho apresenta valores entre os 0,6 e 0,91429 e a He entre 0,66752 e
0,93546, correspondendo os valores mais baixos ao marcador D13S317 e os mais
elevados ao D21S11 e ao SE33, respetivamente. A analise destes parametros
permite concluir que, tal como a populacao angolana residente no sul de Portugal,
a populacdo guineense também residente no sul de Portugal, é maioritariamente

heterozigotica para todos os 21 marcadores estudados.
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Os resultados obtidos para o linkage disequilibrium podem ser vistos na
Tabela XIll. Existem 11 pares de loci com valores de O inferiores a 0,05, todavia
aplicando a correcao de Bonferroni (Weir, 1996) para m=210, o nivel de
significancia reduz para 0,000238. Com esta correcao, todos os valores de O para
estes pares de loci passam a ser nao significativos, ou seja, todos os O sao
superiores a 0,000238. Posto isto, conclui--se que todos os pares de /oci analisados
se encontram em linkage equilibrium, isto é, todos os marcadores analisados sao

herdados independentemente.

Tabela XllI: Tabela representativa dos valores de significancia para o linkage disequilibrium. O sinal
(-) designa “ndo significativo” para valores de p superiores a 0,05, o sinal (+) designa “significativo”
para valores de p inferiores a 0,05 e o sinal (+*) designa “ndo significativo” para valores de p
superiores a 0,000238.

MARCADOR

D3S1358
vWa
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D18S51
D2S441
D19S433
THO1
FGA
D22S1045
D5S818
D13S317
D7S820
SE33
D10S1248
D1S1656
D12S391
D2S1338

D3S1358
vWa -
D16S539 - -
CSF1PO +* - | -
TPOX S T I R
D8S1179 SO T I I
D21S11 - - - -] - -
D18S51 S0 S P | (T R [
D2S441 S0 S S | RS (R [
D19S433 SO S N I I I O IR I
THO1 N e
FGA =l=2ll=ll=l=l=ll=l=l=]=]-
D22S1045 | - | - | - | - | - | - |- |- -}|-|-/|-
D5S818 s ol || ]=]¢=]-=
D13S317 s |2F| s |2 o || s sl allal=]2] 2
D7S820 S R N R I I T T T R T R
SE33 CO T N I T I R I I N R B BN I N
D10S1248 | - | - | - | - | - | - | - |- |- -|-|-]-|-1-1-/-
D1S1656 | +*| - | - | - | - | - | - | - - |- -] -|-|-]-|-1-]1]-+-
D12S391 S I R I T T T I I I T I I I R
D2$1338------_-------______|

3.2.2HETEROZIGOSIDADE, HOMOZIGOSIDADE E ANALISE ESTATISTICA
DOS PARAMETROS DE INTERESSE FORENSE

Através da analise da Tabela XIV, observa-se que a probabilidade de

identidade varia entre 0,0196 e 0,1673, correspondendo o valor mais baixo ao
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marcador SE33 e o mais elevado ao marcador D13S317. Estes valores indicam que
€ mais provavel que dois individuos, selecionados ao acaso, apresentem o mesmo
genotipo para o marcador D13S317 do que para o SE33. Para a probabilidade de
identidade combinada (Tabela XV), obteve-se o resultado 2,085x10%°, ou seja,
apenas um em cada 2,085x10% individuos, pertencentes a populacao estudada e
selecionados aleatoriamente, apresentara genotipos iguais para todos os 21 STRs
autossomicos analisados, relativamente a outro individuo.

O poder de discriminacao (Tabela XIV), apresenta valores entre 0,8327 e
0,9804, que correspondem aos marcadores D13S317 e SE33, respetivamente. De
acordo com estes dados, existe uma maior probabilidade de dois individuos,
selecionados ao acaso, exibirem diferentes genotipos para o marcador SE33 do
que para o D13S317. Para o conjunto dos 21 STRs, foi calculado o valor para o
poder de discriminacdo combinado (Tabela XV), o qual é a igual a
0,9999999999999999999999997915. Assim, pode concluir-se que existe
99,99999999999999999999997915% de probabilidade de dois individuos,
pertencentes a populacao guineense residente no sul de Portugal e selecionados
aleatoriamente, possuirem diferentes genétipos para todos os marcadores
estudados.

Na andlise do conteudo de informacao polimérfica, também presente na
Tabela XIV, observa-se que o STR autossémico SE33 é o que possui maior nivel de
polimorfismo, sendo CIP igual a 0,9246. Contudo, todos os outros marcadores
apresentam valores superiores a 0,6017, valor correspondente ao D13S317.

Para o poder de exclusdao e para o indice de paternidade (Tabela XV) o
marcador D13S317 é o que exibe valores mais baixos, 0,2909 e 1,25,
respetivamente. Por outro lado, os resultados mais elevados para estes dois
parametros pertencem ao D21S11, sendo o poder de exclusao igual a 0,8247 e o
indice de paternidade igual a 5,8333. O poder de exclusdo e o indice de
paternidade combinados, os quais estdo presentes na Tabela X, indicam que a
probabilidade de exclusdo de um individuo de uma paternidade é de
99,9999997871199% e que é 3,8809x108vezes mais provavel que um individuo
estudado seja o pai biolégico em comparacdo com uma pessoa ao acaso,
analisando os 21 marcadores presentes no GlobalFiler™ PCR Amplification Kit
(Applied Biosystems).

Na Tabela XIV, também se encontram as proporcoes de hetero e

homozigosidade, sendo os marcadores D21S11 e D13S317 os que apresentam
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maior numero de individuos heterozigéticos (H=0,9143) e homozigoticos (h=0,4),

respetivamente.

Tabela XIV: Parametros estatisticos de interesse forense, nimero de alelos e genétipos,
heterozigosidade e homozigosidade para cada um dos 21 STRs autossémicos estudados para a

populacdo guineense residente no sul de Portugal.

7] L w
o a =) a
] w < g | w 22 825 =
- ad a = aag w O e =
< - @ 4 << o OUL O o<
w C= o) 0 [afa) x Z 0gx x4 w S
a e b= O ) == s D=0 w2 OZ
o =32 N N =z 0= [EZ: og g%
g 3z N O & ox E£oZ ox 24
w20 = b ga  %a o0z M Tg
S o G & a v~
I
4 T o
D3S1358 9 19 0,2143 0,7857 0,0939 0,9061 0,728 0,5728 2,3333
vWa 8 20 0,1857 0,8143  0,0824 10,9176 0,7942 10,6258 2,6923
D16S539 8 23 0,1714 0,8286 0,0665 0,9335 0,7917 0,6531 2,9167
CSF1PO 7 23 0,2571  0,7429 0,0673 0,9327 0,7755 0,4976 11,9444
TPOX 7 20 0,2143 0,7857 0,0767 0,9233 0,756 0,5728 2,3333
D8S1179 8 19 0,2143  0,7857 0,091 0,909 @ 0,7427 0,5728 2,3333
D21S11 15 41 0,0857 0,9143 0,0388 0,9612 0,8654 0,8247 15,8333
D18S51 13 38 0,2429 0,7571  0,0376 0,9624 0,8643 0,5221 2,0588
D2S441 7 18 0,2286 0,7714 0,0906 0,9094 0,7233 0,5471 2,1875
D19S433 11 31 0,1714 0,8286 0,0518 10,9482 10,8162 10,6531 29167
THO1 6 17 0,1857 0,8143 0,089 0,911 0,7590 0,6258 2,6923
FGA 16 38 0,1857 0,8143 0,0396 0,9604 0,8527 0,6258 2,6923
D2251045 9 18 0,2429 0,7571 0,1016 0,8984 0,7334 0,5221 2,0588
D5S818 8 17 0,3571 | 0,6429 0,14 0,86 0,6447 0,3455 1,4
D13S317 8 14 0,4 0,6 0,1673 0,8327 10,6017 0,2909 1,25
D7S820 7 18 0,2714  0,7286 0,1049 0,8951 0,7195 10,4738 11,8421
SE33 26 59 0,1143 0,8857 0,0196 0,9804 0,9246 0,7663 4,375
D10S1248 8 22 0,2571 | 0,7429 0,0776 0,9224 0,7607 0,4976 11,9444
D1S1656 12 29 0,1143 0,8857 0,0567 0,9433 0,8197 0,7663 4,375
D12S391 15 36 0,1714 0,8286 0,049 0,951 0,8212 0,6531 2,9167
D2S1338 12 37 0,1 0,9 0,0339 0,9661 0,873  0,7954 5

Tabela XV: Parametros estatisticos de interesse forense para todos os STRs autossémicos

estudados para a populacdo guineense residente no sul de Portugal.

PARAMETRO VALOR
Probabilidade de identidade combinada 2,085x10%
Poder de discriminacdo combinado 0,9999999999999999999999997915
Poder de exclusdao combinado 0,999999997871199
indice de paternidade combinado 3,8809x10¢®
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Apesar dos marcadores D13S317 e D5S818 apresentarem valores de
heterozigosidade inferiores a 70%, exibem poder de discriminacdo superior a 80%.
Por isso, tal como na populacdao angolana residente no sul de Portugal, confirma-
se que todos os STRs analisados cumprem o primeiro critério de selecao (Urguhart
et al., 1996).

De acordo com os resultados apresentados anteriormente, apds a aplicacao
da correcdao de Bonferroni (Weir, 1996), nenhum dos /oci estudados demonstrou
desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg e os marcadores mais informativos, para
esta populacao, sao o SE33 e 0 D21S1. O SE33 apresenta o valor mais elevado para
o PD e para o CIP e o mais reduzido para a PM. Ja o D21S11, exibe maior
heterozigotia observada, poder de exclusdao e indice de paternidade. Por outro
lado, o marcador D13S317 possui os valores mais baixos para a Ho, o PD, o CIP, o
PE e o Pl e 0 mais elevado para a PM, sendo o menos informativo.

Os resultados obtidos foram comparados com os dados referentes a
populacao nativa guineense presentes em dois artigos, um publicado em 2002
(Goncalves et al., 2002) e outro em 2005 (Pereira et al., 2005). Segundo estes dois
estudos, todos os STRs analisados se encontram em HWE sendo o marcador
D13S317 aquele que apresenta menor heterozigotia observada, menor poder de
discriminacdo e menor poder de exclusao, tal como verificado no presente
trabalho. Porém, serda fundamental realizar mais estudos com a esta populacao
para se poder comparar os resultados obtidos. Estes deverao analisar um maior
numero de individuos e manter os STRs estudados. Tanto Goncalves et al. como
Pereira et al., ndao incluem a analise do marcador SE33 nem do linkage

disequilibrium.
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Os resultados obtidos para o calculo das distancias genéticas entre as populacdes angolana e guineense, residentes no sul de

Portugal e as populacdes do Sul de Portugal, de Espanha, da Holanda, dos EUA (individuos caucasianos e africanos), da Africa do

Sul, do Libano, dos Emirados Arabes Unidos, do Afeganistdo, da China, do México e da Coreia estdo presentes na Tabela XVI.

Tabela XVI: Distancias genéticas entre as populacdes angolana e guineense residentes no sul de Portugal e as popula¢cdes do Sul de Portugal, de Espanha, da

Holanda, dos EUA (individuos caucasianos e africanos), da Africa do Sul, do Libano, dos Emirados Arabes Unidos, do Afeganistdo, da China, do México e da

Guiné-Bissau
Sul de
Portugal
Espanha
Coreia
Libano
EUA
(caucasianos)
Holanda
EUA
(africanos)
Africa do Sul
China
México
Emirados
Arabes
Unidos

Afeganistao

Angola

0,043300
0,101450

0,111145
0,146409
0,094176

0,115739
0,112929
0,014584

0,033524
0,102373
0,181641

0,088213

0,099368

Guiné-

Bissau

0,133615

0,139807
0,158146
0,121209

0,143967

0,147262

0,039337

0,059113
0,124879
0,227332

0,120263

0,126332
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Sul de
Portugal

0,006803
0,094776
0,020412

0,009428
0,009821
0,081521

0,043186
0,044688
0,096268

0,030285

0,036801

Espanha

0,109137
0,023921

0,013691
0,011980
0,088541

0,050996
0,053520
0,101697

0,033691

0,047380

Coreia

0,087030

0,106627

0,113207

0,137082

0,092208
0,036766
0,145555

0,087220

0,043752

Coreia.

Libano

0,036138

0,033860

0,075000

0,040075
0,043556
0,113755

0,014954

0,033380

EUA

(caucasianos)

0,004732
0,090937

0,050887
0,048082
0,103584

0,039931

0,041564

Holanda

0,089441

0,051912
0,050222
0,105789

0,039263

0,044146

EUA

(africanos)

0,024017
0,086575
0,155401

0,067219

0,083704

Africa do
Sul

0,045843
0,121067

0,032250

0,038557

China

0,108865

0,040614

0,015503

Emirados
México Arabes
Unidos
0,108410
0,102839 0,025873
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Relativamente a populacao de Angola residente no sul de Portugal, verifica-
se que existe maior proximidade genética com a populacdao afro-americana (Fst =
0.014584), seguida das populacdoes sul-africana e guineense, as quais apresentam
valores de indice de fixacao de 0,033524 e 0,043300, respetivamente. Por outro
lado, as populacbes portuguesa, chinesa, espanhola, holandesa, americana
caucasiana, coreana e mexicana sao as que exibem maior diferenciacao genética
em relacao a angolana, com valores de Fst superiores a 0,1.

A populacao guineense imigrante demonstra maior semelhanca com as
populacdes afro-americana (Fst = 0,039337), angolana (Fst = 0,043300) e sul-
africana (Fst = 0,059113). Todavia, encontra-se menos relacionada geneticamente
com as populacdes do Sul de Portugal, de Espanha, caucasiana dos Estados Unidos,
da Holanda, do México e da Coreia, as quais apresentam indices de fixacao
superiores a 0,13.

A populacao do Sul de Portugal encontra-se mais proxima de outras
populacdes europeias estudadas, Espanha (Fst = 0,006803) e Holanda (Fst =
0,009821), e da populacao caucasiana americana (Fst = 0,009428). No entanto,
apresenta menor semelhanca genética com as popula¢gdes coreana, mexicana e
com as populacdes imigrantes guineense e angolana residentes no sul de Portugal

As populacdes chinesa (Fst = 0.036766), afega (Fst = 0,043752), libanesa
(Fst = 0,087030) e emiradense (Fst = 0,087220) apresentam maior similaridade
com a populacao da Coreia, que por sua vez, se encontra geneticamente menos
relacionada com as populacdes mexicana, africanas e europeias.

Estes dados podem ser observados com maior clareza através do grafico
(Figura 15) e da arvore filogenética (Figura 16) obtidos através dos modelos escala
multidimensional (MDS) e neighbor joining (NJ), respetivamente.

Os resultados obtidos sao concordantes com outros estudos populacionais,
onde as populacdes africanas, incluindo a afro-americana, se mostram mais
relacionadas geneticamente entre si do que em relacao as populacdes europeias,
asiaticas e do México (Fernandes et al., 2003; Hong et al., 2013; Juarez-Cedillo et
al., 2008; Kido et al., 2007; Melo et al., 2010).

Através dos estudos efetuados por Fernandes et al. (2003), Garcia et al.
(2012) e Almeida et al. (2015) pode verificar-se a proximidade entre as populacdes
europeias e destas com a populacdao americana caucasiana.

Chouery et al. (2010) demonstra que a populacdo libanesa apresenta maior
similaridade com outras populacdes do Médio Oriente e maior diferenciacdo da

populacdo caucasiana europeia. Algends & Tillmar (2014) confirmam que as
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frequencias alélicas para a populacdao afega sao significativamente diferentes das
obtidas para uma populacdao europeia, a sueca, e muito semelhantes quando
comparadas com outras populacdes do Afeganistdo e da Asia. No estudo realizado
por Zhang et al. (2016), pode observar-se que a populacido dos Emirados Arabes
Unidos é mais relacionada geneticamente com populacdes asiaticas do que com as
populacdes europeias e africanas. Todos estes dados sdo concordantes com os
obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos para populacao da Coreia, sao corroborados atraveés
de um estudo efetuado por Hong et al. (2013) onde esta populacdo mostra maior
afinidade genética com populacdes pertencentes a paises do continente asiatico,
como a China, o Japdo, a Tailandia, india, entre outras, e menor relacio com as

populacbes europeias, nomeadamente a portuguesa e a espanhola, as africanas e

d mexicana.
1.0
México
0,54
Espanha ELA_Africanos
o Holanda Angola
o Sul_Porfugal . \‘O
Africa_do_Sul
lg Libano o Guiné_Bissau
0,04
c EUA_Caucasianos .
E Emirados_~Arabes_Unidos
— Afeganistdo
(] o
-0.57 China
Coreia
1,09
T T T T T
15 =10 =05 0o 0,5 10 1.5
Dimensédo 1l

Figura 15: Grafico MDS. Representacdo obtida a partir das distancias genéticas calculadas entre as
populagdes angolana e guineense, residentes no sul de Portugal e as populagdes do Sul de Portugal,
de Espanha, da Holanda, dos EUA (individuos caucasianos e africanos), da Africa do Sul, do Libano,

dos Emirados Arabes Unidos, do Afeganistdo, da China, do México e da Coreia.
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Figura 16: Arvore filogenética. Representacio grafica obtida a partir das distancias genéticas
calculadas entre as populacdes angolana e guineense, residentes no sul de Portugal e as
populacdes do Sul de Portugal, de Espanha, da Holanda, dos EUA (individuos caucasianos e
africanos), da Africa do Sul, do Libano, dos Emirados Arabes Unidos, do Afeganistdo, da China, do

México e da Coreia.
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3.4 TESTE EXATO DE DIFERENCIACAO POPULACIONAL

Os resultados obtidos para o calculo do teste exato de diferenciacao
populacional entre as populacdes angolana e guineense, residentes no sul de
Portugal e as populacées do Sul de Portugal, de Espanha, da Holanda, dos EUA
(individuos caucasianos e africanos), da Africa do Sul, do Libano, dos Emirados
Arabes Unidos, do Afeganistdo, da China, do México e da Coreia estdo presentes
nas Tabela XVII e XVIII.

Estes dados demonstram que as populacdes que apresentam diferencas
significativas nas frequéncias alélicas apds a aplicacao da correcdo de Bonferroni
(0,05/273=0,00018), relativamente a populacdo angolana, sao a coreana, a
mexicana, a chinesa e a holandesa, em 18 de 21 Joci analisados. Quanto a
populacdo guineense, verifica-se que as populacées da Coreia, do México e da
Holanda exibem diferencas consideraveis em 13, 11 e 9 /oci, respetivamente, dos
21 marcadores genéticos estudados. Por outro lado, as populacées com maior
relacdo genética entre si sao a angolana e guineense, residentes no sul de Portugal,
a afro-americana e a sul africana. Nos pares Guiné-Bissau vs. Angola, e vice-versa,
Angola vs. EUA (africanos) e Guiné-Bissau vs. EUA (africanos) ndo se observaram
quaisquer valores de p significativos. Contudo, os conjuntos Angola vs. Africa do
Sul e Guiné-Bissau vs. Africa do Sul apresentaram valores inferiores a 0,00018 para
dois loci (D2251045 e D10S1248) e um locus (D2251045), respetivamente.
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Tabela XVII: Valores de p para o teste exato de diferenciacdo populacional entre a populacdo angolana residente no sul de Portugal e as populagdes guineense
residente no sul de Portugal, do Sul de Portugal, de Espanha, da Coreia, do Libano, dos EUA (individuos caucasianos e africanos), da Holanda, da Africa do Sul,

da China, do México, dos Emirados Arabes Unidos e do Afeganistdo. Os resultados sombreados a azul sdo significativos valores de p inferiores a 0,00018.

PRGN
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Angola
An\?:la Anvgsc.)la Angola Angola Angola Anvg:la Angola Anvgs?la Anvgs?la Angola Angola £ .vs.c| Ar{/gola
L vs. vs. vs. vs. Afs vs. vs. mirados s.
?3::::1; lerltludgeal Espanha Coreia Libano (caucilié\nos) Holanda (afrlisclﬁos) Afrlscual do China México GLTES: Afeganistao
D351358 0,49245+- 0,03861+- 0,00352+- 0,00828+- 0,01948+- 0,01630+- 0,00062+- 0,83732+- 0,04975+- 0,00504+- 0,01580+- 0,04099+- 0,30290+-
0,0123 0,0049 0,0023 0,0028 0,0041 0,0033 0,0007 0,0077 0,0074 0,0029 0,0049 0,0085 0,0158
VWA 0,91676+- 0,01354+- 0,04941+- 0,00000+- 0,00001+- 0,00541+- 0,00000+- 0,47651+- 0,54025+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00732+- 0,00013+-
0,0053 0,0028 0,0057 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0130 0,0223 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000
D165539 0,66019+- 0,00000+- 0,00000+- 0,02340+- 0,00246+- 0,00000+- 0,00000+- 0,44836+- 0,02054+- 0,02015+- 0,00196+- 0,06375+- 0,22617+-
0,0108 0,0000 0,0000 0,0056 0,0017 0,0000 0,0000 0,0216 0,0034 0,0032 0,0009 0,0065 0,0143
CSE1PO 0,48728+- 0,00132+- 0,01969+- 0,00000+- 0,00022+- 0,00000+- 0,00000+- 0,76666+- 0,53825+- 0,00000+- 0,00306+- 0,00196+- 0,00151+-
0,0052 0,0004 0,0045 0,0000 0,0002 0,0000 0,0000 0,0117 0,0229 0,0000 0,0021 0,0011 0,0010
TPOX 0,21726+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,74952+- 0,01585+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0125 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0147 0,0030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D8S1179 0,44169+- 0,00000+- 0,00113+- 0,00000+- 0,00006+- 0,00000+- 0,00000+- 0,88709+- 0,01669+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0133 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0072 0,0028 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D21S11 0,76664+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,63910+- 0,09776+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0107 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0124 0,0113 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D18S51 0,62009+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00025+- 0,00000+- 0,39900+- 0,00360+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0153 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000 0,0186 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D25441 0,76603+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00002+- 0,00000+- 0,77557+- 0,33372+- 0,00000+- 0,00000+- 0,02035+- 0,00000+-
0,0095 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0127 0,0244 0,0000 0,0000 0,0060 0,0000
D195433 0,75802+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,52827+- 0,00628+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0102 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0146 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
THO1 0,28981+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,33603+- 0,07601+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0086 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0232 0,0101 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
FGA 0,99336+- 0,00000+- 0,00061+- 0,00000+- 0,00162+- 0,00000+- 0,00000+- 0,49448+- 0,00073+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00108+- 0,00163+-
0,0012 0,0000 0,0005 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0197 0,0008 0,0000 0,0000 0,0006 0,0004
D2251045 0,07140+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,50082+- 0,00013+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0053 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0116 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D55818 0,07055+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,71818+- 0,07141+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0042 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0116 0,0082 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D13S317 0,31911+- 0,00076+- 0,00229+- 0,00000+- 0,00023+- 0,00466+- 0,00176+- 0,78188+- 0,09135+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00017+- 0,00000+-
0,0167 0,0003 0,0009 0,0000 0,0001 0,0010 0,0009 0,0103 0,0097 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000
D75820 0,88857+- 0,05537+- 0,07559+- 0,00000+- 0,33987+- 0,04067+- 0,00676+- 0,91433+- 0,61942+- 0,01336+- 0,00006+- 0,43282+- 0,00598+-
0,0039 0,0073 0,0089 0,0000 0,0274 0,0046 0,0017 0,0080 0,0191 0,0028 0,0001 0,0217 0,0015
SE33 0,99928+- 0,00716+- 0,01210+- 0,00000+- 0,00300+- 0,00276+- 0,00000+- 0,99313+- 0,78914+- 0,00000+- 0,00000+- 0,11715+- 0,00100+-
0,0004 0,0023 0,0043 0,0000 0,0032 0,0014 0,0000 0,0021 0,0217 0,0000 0,0000 0,0200 0,0009
D10S1248 0,66177+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,45001+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0142 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0172 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D1S1656 0,67372+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,58480+- 0,11429+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00004+- 0,00000+-
0,0122 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0114 0,0118 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D125391 0,60878+- 0,00000+- 0,00219+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,96393+- 0,00965+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0107 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0028 0,0028 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
D251338 0,59468+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,64391+- 0,07725+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0095 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0099 0,0109 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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Tabela XVIII: Valores de p para o teste exato de diferenciacao populacional entre a populacdo guineense residente no sul de Portugal e as populacdes angolana
residente no sul de Portugal, do Sul de Portugal, de Espanha, da Coreia, do Libano, dos EUA (individuos caucasianos e africanos), da Holanda, da Africa do Sul,

da China, do México, dos Emirados Arabes Unidos e do Afeganistdo. Os resultados sombreados a azul sdo significativos valores de p inferiores a 0,00018.

i L Lo L Guiné-

Guiné- GB::::; Guiné- Guiné- Guiné- g:’s'::l: Guiné- g:'s'gae; GB:‘;Q:; Guiné- Guiné- Bissau Guiné-
Bissau vs Bissau Bissau Bissau vs Bissau vs Vs Bissau Bissau Vs. Bissau

Vs. sul ('16 Vs. vs.. Vs, EUA Vs. EUA Africa. do vs. vs. Emirados vs.

Angola Portugal Espanha Coreia Libano (caucasianos) Holanda (africanos) sul China México GLTZS: Afeganistao

D351358 0,49245+- 0,02025+- 0,00279+- 0,00383+- 0,00030+- 0,00773+- 0,00076+- 0,29368+- 0,01993+- 0,00130+- 0,01207+- 0,00229+- 0,00750+-
0,0123 0,0033 0,0007 0,0009 0,0003 0,0016 0,0002 0,0095 0,0018 0,0004 0,0023 0,0007 0,0021

VWA 0,91676+- 0,90032+- 0,81036+- 0,00002+- 0,33775+- 0,53176+- 0,39134+- 0,98954+- 0,99504+- 0,14007+- 0,01272+- 0,64566+- 0,17013+-
0,0053 0,0058 0,0082 0,0000 0,0126 0,0159 0,0133 0,0015 0,0006 0,0167 0,0015 0,0099 0,0086

D165539 0,66019+- 0,01906+- 0,00314+- 0,08757+- 0,03820+- 0,00584+- 0,00934+- 0,89843+- 0,20971+- 0,74116+- 0,24426+- 0,24794+- 0,76914+-
0,0108 0,0027 0,0011 0,0096 0,0041 0,0010 0,0017 0,0065 0,0089 0,0140 0,0087 0,0109 0,0148

CSF1PO 0,48728+- 0,00016+- 0,00036+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,62295+- 0,04563+- 0,00000+- 0,00004+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0052 0,0002 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0080 0,0046 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

TPOX 0,21726+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,10871+- 0,00042+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0125 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0113 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

D8S1179 0,44169+- 0,00013+- 0,00273+- 0,00710+- 0,14007+- 0,00000+- 0,00000+- 0,81250+- 0,47120+- 0,02884+- 0,00064+- 0,01922+- 0,02623+-
0,0133 0,0001 0,0012 0,0020 0,0064 0,0000 0,0000 0,0071 0,0142 0,0030 0,0006 0,0023 0,0027

D21S11 0,76664+- 0,00059+- 0,00762+- 0,00000+- 0,01876+- 0,00640+- 0,00021+- 0,50891+- 0,54237+- 0,00000+- 0,00116+- 0,01930+- 0,00002+-
0,0107 0,0004 0,0019 0,0000 0,0056 0,0016 0,0002 0,0065 0,0162 0,0000 0,0006 0,0029 0,0000

D18S51 0,62009+- 0,26646+- 0,04738+- 0,00115+- 0,38127+- 0,61699+- 0,02862+- 0,81137+- 0,78124+- 0,00433+- 0,08021+- 0,08950+- 0,00533+-
0,0153 0,0128 0,0057 0,0004 0,0148 0,0173 0,0035 0,0080 0,0038 0,0016 0,0061 0,0051 0,0015

D2S441 0,76603+- 0,00083+- 0,00000+- 0,08779+- 0,00208+- 0,00651+- 0,00063+- 0,63697+- 0,47449+- 0,03052+- 0,00000+- 0,06326+- 0,06174+-
0,0095 0,0002 0,0000 0,0101 0,0006 0,0022 0,0003 0,0141 0,0169 0,0037 0,0000 0,0073 0,0040

D195433 0,75802+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00037+- 0,00000+- 0,00000+- 0,71489+- 0,05212+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00014+- 0,00001+-
0,0102 0,0000 0,0000 0,0000 0,0002 0,0000 0,0000 0,0109 0,0058 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000

THO1 0,28981+- 0,01775+- 0,00204+- 0,00000+- 0,02869+- 0,00000+- 0,00000+- 0,09108+- 0,75566+- 0,04366+- 0,00000+- 0,10828+- 0,06000+-
0,0086 0,0038 0,0009 0,0000 0,0024 0,0000 0,0000 0,0035 0,0081 0,0044 0,0000 0,0096 0,0032

EGA 0,99336+- 0,17801+- 0,17435+- 0,34914+- 0,73967+- 0,06539+- 0,01187+- 0,93903+- 0,71075+- 0,41083+- 0,00000+- 0,75305+- 0,52457+-
0,0012 0,0060 0,0165 0,0185 0,0154 0,0053 0,0023 0,0075 0,0121 0,0279 0,0000 0,0148 0,0123

D2251045 0,07140+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,20008+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+-
0,0053 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0119 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

D55818 0,07055+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00000+- 0,03035+- 0,00034+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00018+- 0,00000+-
0,0042 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0021 0,0002 0,0000 0,0000 0,0002 0,0000

D13S317 0,31911+- 0,00049+- 0,00055+- 0,00000+- 0,00389+- 0,00206+- 0,00054+- 0,54619+- 0,03429+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00237+- 0,00000+-
0,0167 0,0002 0,0004 0,0000 0,0011 0,0014 0,0002 0,0086 0,0032 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000

D75820 0,88857+- 0,22807+- 0,29785+- 0,00014+- 0,73781+- 0,15711+- 0,09233+- 0,86342+- 0,67113+- 0,06845+- 0,01634+- 0,64951+- 0,01364+-
0,0039 0,0106 0,0121 0,0002 0,0100 0,0063 0,0066 0,0066 0,0119 0,0071 0,0021 0,0133 0,0018

SE33 0,99928+- 0,32288+- 0,50900+- 0,00000+- 0,13320+- 0,14652+- 0,02828+- 0,99827+- 0,93991+- 0,13645+- 0,00000+- 0,77487+- 0,19074+-
0,0004 0,0114 0,0183 0,0000 0,0106 0,0143 0,0056 0,0005 0,0074 0,0114 0,0000 0,0248 0,0195

D10S1248 0,66177+- 0,01578+- 0,06776+- 0,02643+- 0,01528+- 0,01281+- 0,00119+- 0,93232+- 0,47116+- 0,03773+- 0,01391+- 0,00761+- 0,01417+-
0,0142 0,0022 0,0090 0,0026 0,0023 0,0018 0,0006 0,0043 0,0180 0,0056 0,0022 0,0016 0,0024

D1S1656 0,67372+- 0,00085+- 0,00129+- 0,00000+- 0,00284+- 0,00000+- 0,00000+- 0,80118+- 0,11498+- 0,00009+- 0,00115+- 0,01297+- 0,00049+-
0,0122 0,0008 0,0006 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0075 0,0096 0,0001 0,0007 0,0036 0,0004

D125391 0,60878+- 0,06668+- 0,05449+- 0,00997+- 0,03922+- 0,08435+- 0,02746+- 0,97952+- 0,68925+- 0,06682+- 0,00338+- 0,03065+- 0,02637+-
0,0107 0,0104 0,0072 0,0038 0,0057 0,0106 0,0053 0,0027 0,0141 0,0072 0,0008 0,0035 0,0058

D251338 0,59468+- 0,00000+- 0,00000+- 0,00015+- 0,00000+- 0,00079+- 0,00002+- 0,31553+- 0,12512+- 0,00687+- 0,00000+- 0,00001+- 0,00029+-
0,0095 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0004 0,0000 0,0096 0,0105 0,0022 0,0000 0,0000 0,0002
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Este estudo teve como principal objetivo a caracterizacdao genética das
populacdes angolana e guineense residentes no sul de Portugal através da analise
de 21 STRs autossomicos, com recurso ao GlobalFiler™ PCR Amplification Kit. Para
tal, foram calculados os parametros estatisticos populacionais e de interesse
forense.

Segundo os resultados obtidos foi possivel concluir que:

‘9§'Para ambas as populacoes, todos os loci se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg e em linkage disequilibrium, apds a aplicacdo da correcao
de Bonferroni.

‘9§’Todos os marcadores genéticos apresentam heterozigosidade superior a
70% com a excecao do D13S317, o qual exibe H=0,6711 para a populacao
angolana e H=0,6 para a populacdao guineense. No entanto, os STRs
autossomicos analisados preenchem os requisitos necessarios para que
possam ser usados em genética forense visto que, para todos eles, o

poder de discriminacao é superior a 80%.

‘980 estudo da populacao angolana revelou a presenca das variantes alélicas
raras 26.3, 14.1 e 23.3, em trés individuos diferentes, nos marcadores
SE33, D2S441 e D21S11, respetivamente. Na populacao guineense foi
detetada a existéncia do alelo raro 17.1, num individuo, no marcador
D18S51.

‘9&0 STR SE33 apresenta os valores mais elevados para o poder de
discriminacao e para o contetido de informacao polimérfica e o valor mais
baixo para a probabilidade de identidade, relativamente as duas
populacdes estudadas. Se por um lado, este marcador também exibe os
resultados mais altos para o poder de exclusdo e para o indice de
paternidade para a populacdao de Angola residente no sul de Portugal, por
outro, no que concerne a populacdao da Guiné-Bissau a residir no sul de
Portugal, ¢ 0 D21S11 que apresenta maior PE e Pl. Pode assim afirmar-se
que para a populacdao angolana o marcador SE33 é o mais informativo e
que a populacao guineense possui dois STRs muito informativos, o SE33
e o D21S11.

'§7§'JPara as duas populacoes estudadas, o locus D13S317 apresentou menor
CIP, PE e PI. Este também exibiu maior PM e menor PD para a populacao
guineense, no entanto, o D55818 demonstrou o valor mais elevado para

a probabilidade de identificacdo e o mais reduzido para o poder de
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discriminacdo na analise dos parametros de interesse forense obtidos
para a populacdao angolana. Pode assim dizer-se, que para a populacao
guineense imigrante no sul de Portugal o marcador D13S317 é o menos
informativo e que para a populacdao angolana imigrante no sul de Portugal

os loci menos informativos sao o D5S818 e 0 D13S317.

@QA probabilidade de identidade, o poder de discriminacao e o poder de
exclusao combinados apresentaram valores iguais a 3,8093x107?,
99,9999999999999999999999961907% e 99,9999999837329%,
respetivamente, para a populacao imigrante angolana e 2,085x10%,
99,99999999999999999999997915% e 99,9999997871199%,

respetivamente, para a populacdao imigrante guineense.

'Q&As frequéncias alélicas determinadas no presente estudo podem
constituir uma base de dados de referéncia, aquando da necessidade do
uso de frequéncias populacionais para individuos de origem angolana ou
guineense em casos de investigacao de parentesco biolégico realizados
no Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacao Sul do INMLCEF,
[.P. Contudo, sera necessaria a realizacao de outros projetos onde seja
estudado um maior numero de individuos angolanos e guineenses para
0s 21 marcadores genéticos autossomicos analisados, neste trabalho, de
modo a corroborar os dados obtidos.

Outro dos objetivos deste projeto era a comparacao das populacdes
estudadas com outras populacées publicadas na literatura, tais como, a do Sul de
Portugal, a de Espanha, a da Holanda, a dos EUA (individuos caucasianos e
africanos), a da Africa do Sul, a do Libano, a dos Emirados Arabes Unidos, a do
Afeganistdao, a da China, a do México e a da Coreia. Para tal, calcularam-se as
distancias genéticas entre todas elas e o teste exato de diferenciacao populacional
entre as populacdes presentemente analisadas e as 12 restantes.

De acordo com os dados obtidos pode concluir-se que:

'§7§'IA5 populacdes de Angola e Guiné-Bissau residentes no sul de Portugal,
apresentam maior semelhanca genética entre si e relativamente a outras
populacdes africanas, como a afro-americana e a sul-africana. No entanto,
demonstram-se mais afastadas geneticamente das populacdes europeias,
nomeadamente da populacao do Sul de Portugal, asiaticas e mexicana.

Devido a distancia genética existente entre as populacdes estudadas e a
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populacdo do Sul de Portugal, pode afirmar-se que as populacdes
angolana e guineense introduzirao variabilidade genética na populacao

portuguesa nativa.

'9§"O teste exato de diferenciacdo populacional demonstrou que nao existem
diferencas significativas entre as frequéncias alélicas obtidas para as
populacdes estudadas e para a afro-americana. No entanto, relativamente
a populacdo da Africa do Sul foram observadas diferencas significativas,
apo6s a correcao de Bonferroni, em dois loci (D225S1045 e D10S1248),
quando comparada com a populacdao angolana e num locus (D2251045),
quando comparada com a populagdo guineense. Para as restantes

populacdes foram encontradas diferencas significativas em multiplos /oci.
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Anexo I: Artigo “Characterization of GlobalFiler loci in Angolan and Guinean
populations inhabiting Southern Portugal’ publicado na revista cientifica

internacional Internacional Journal of Legal Medicine
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Arenicai-Caucasian), ad Maddle Eastem populabons.

Kevwords GlobalFiler™ PCR Amplification it - Angola -
Guanea-Busan - Population genetics

Angola and Guinea-Bissan are pan of the Poruguese-
speaking African countries {PALOP) and are located in West
Africa The inlabitants of these countries have been under the
influence of numensis migratory movements, rade networks,
arel conseculive mvasions over the years that kave resuliad in
the mix of people from differest origing we see inday. The
miadn ethiic groups were already settled in the ffteenth cen-
nary when the Poruguese ammived to these regions brifging
culural, religiows, and genetic variation to the ndigenous
populations [1, 2].

However, during the penod of post-colonization and
independence, Portugal ceased to be a source of met
etmigration o West Afrca and mstead became the des-
tination for several thousands of migrants, which may in
torn have contributed to the genetic variability of the

ﬂﬁprinu!r
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native population [3]. According to the 2015
Immmigration, Frontiers, and Asylum Repost, from the
Fortuguese Foreign Affairs Service, the total number
of foreign residents was 385,731, Angolan and
Guimean nationals are among the most represented in
Fomugal with 18,247 and 17041 immigrants, respective-
ly: the majority of whom are located in the southem
region [4].

The azms of this stedy, were o characterize the genolypes
of Angolan and Guinean mmmdgram popalatnons inhabitng
Southerm Portugal and estimate the statistical parameters with
forensic and population relevance along with comparison to
other populations. Furthernmore, if is the miention of the au-
thars to mvestigate the genetie contribution of these ime-
grant populations on maive Poruguese residents,

I order to satisfy the aforementioned goals, 232 bloodstain
samples from wirelated Angolan (152 and Guisean (7)) -
dividuals wene studied. These were obtaimed during pabemity
testing casework from 2002 w 20013 at the Poruguese
Mational Instmuse of Legal Madicine and Forersie Sciences
(IMNMLCF), and sample collection was performed under in-
formed consent. DNA was extracted using the Chelex® 100
method [3], and PCR amplification was performed in
GeneAmp® PCR sysiem 9700 ( Applied Biosysiens) using
CilobalFiler™ PCR Amplification Eit {Applied Biosyssems).
This kit meludes 21 autosomal short tandem repeat (STR)
logi—20 expanded CODIS loci (TPOX, D3S1358,
CEFIPD, DIER1E, FGA, DES1IT9, DTSEX0, THO1, vWa,
DI35317, D16%339, DIE33] and D251, D195433,
D2S441, D2IS1045, DI0S1248, D1S1656, DI2539], and
D251338) and SE33 locus—and theee gender determinstion
markers (Amelogenin, Yindel, and DY5391) [6]. Amplifiad
products were separated and detected by capillary electropho-
resis i an Applied Biosysiems® Genetic Analyzer 3130x],
aid allele calling was conducted using GeneMapper® [D-X
1.4 analysis software { Applied Biogystems).

Allel: frequiencies, observed heterozygosity (Hi), expected
beterozyzosity (He), Handy—Weinberg equilibrum (HWE),
and linkage disequilibrium (LD} were calculated wsing
Aflequin 3.5 [7]. Mawch probability (MP), diserimination
power {PD), polymsorphic information coatent (PIC), power
of exchsion (FE). and typical paternaty index (TP were o-
tirmated using PowerStas w12 [E]. The exact wsis of popula-
tion differentiation amd gesetc distances were performed be-
tween Angodan and Guinean inmmigrants compared with other
populations previously reporied, such as South Portugal
Spain, Dutch, USA (Caoncasian and African individuals),
South Afriea Lebanon, United Arab Emirates, Afghanistan,
China, Mexico, and Korea, using Arlequin v3.% [7] and
FHYLIF v3.695 [9]. Resulis were analyzed by multidi-
mensional scaling plot (MDS) using SPSS 20 [10],
and a neighbor-joining tree was constructed using
Mega 6 software [11].

ﬂ Sprins-lr

For bath populations, the exact test of HWE within loci and
LDy between all pairs of STR Loci showed no significant devi-
ations after Bonfermoni comection (p = (0052 1) = (002381
for HWE and g = (0.057210) = 0.0002381 for LD) (see
Table 51 and 52).

Allele frequencies and forensic statistical parameters of 21
awtosonsal STHs can be observed in Table 51, The most in-
formative marker for the mmigrant Angolan populstion is
SE33 whach presented the highest values for Ho, PD, PIC,
PE. and TPI, and the lowest resuli for MP. In contrast,
DESR18 revealed the bowest and highest valwes for power of
discrimination and matching probability, respectively, while
135317 exhibited the lowest resulis for expecied beterozy-
gogity, PIC, PE, aind TPL SE33 and D2151 are the ot in-
formative Loe for the Guinean population inhabiting Sowthem
Portagal. SE33 presented the highest results for FD asd FIC
ard the lowest for PM, and D21511 displayed the highest
observed heterozygosity, PE, and TPl Genetic marker
135317, which revealed the lowest values for Ho, PD,
FIC, FE, and TP] and the highest result for FM, is the least
informative locus.,

Orverall MP for the Angolan and Guinean populations was
38003 % 107" and 2,085 = 1077, respectively. Combined
power of discrimination and combined PE were
0.999999990909999090900909061907 and
0 90PH9FEEITIZ0. for the Angolan immigrant population,
and 0.9999999009909999999999907913% and
O 90PH9aTETI 190 for the Guinean mmigrant population,
respectively.

Afier Borferroni correction (p = (U0E273 = 0.00018), ex-
act test of population differentiation shows mo significant dif-
ferences betwemn allele frequencies of Angolan and Cudiea-
Bissavan pepulations and an African-American one.
However, comparisons between AngolaSouth Africa and
Guinea-Bissauw/South Africa revealed p values below
0.00018 for D2251045 and DI0S1248, respectively.
Regarding the Angolan population, Korean, Mexican,
Chinese, and Dutech populations displayed meaningful differ-
ences in 18 out of 21 amalyzed loci Korean, Mexican, and
Drutch also exhibited considerable differences in 13, 11, and
nine loci, respectively, when compared to the Guinea-
Bissawan popalation (see details in Table 53)

Genetic distances were estinsated based on allele fre-
quencies of 21 STR loci between the aforementioned
populations, The resulis, presented in Table 54 and
displayed in MDS plot (Fig. 1) and neighbor-joining
tree (Fig. 2). show that Angola and Guinea-Bissan are
genetically close to Afro-American and South African
populations, and genetically different from Kofean,
Mexican, Evropean (including American-Caucasian),
and Middle Eastern populations.

The obtainad resulis provide a helpful tool for forensic
purpies invelving mdividuals from the stodied populations.
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