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RESUMO

A andlise dos polimorfismos do DNA é a melhor ferramenta encontrada
para resolucdo de casos de identificacdo humana, sendo os marcadores STR
(Short Tandem Repeat) localizados em regibes autossdomicas 0s principais e
mais utilizados para esta finalidade. Os marcadores genéticos presentes nos
cromossomos sexuais (X e Y) e no DNA mitocondrial podem auxiliar as
analises de forma eficiente. A analise de Y-STRs € uma ferramenta importante,
sendo empregada em casos criminais, principalmente os que envolvem crimes
sexuais, quando ocorre mistura das amostras do agressor com a da vitima.
Sao também uteis na determinacdo da ancestralidade biogeografica paterna,
além de permitirem inferir relacdes de parentesco, principalmente em casos de
reconstrucdo genética (com auséncia do suposto pai) e, como uma alternativa
confirmatoéria em casos de exclusdo. Mutacdes espontdneas podem ocorrer em
células germinativas paternas, podendo ser transmitidas para os filhos. Com
isso, 0 estudo aprofundado das taxas de mutacdo para os Y-STRs €& muito
importante, quer do ponto de vista antropoldgico, pois permite efetuar a
datacéo das linhagens do cromossomo Y, quer do ponto de vista forense para
a interpretacao correta dos resultados destes marcadores quando aplicados em
processos de investigacdo de parentesco ou de criminalistica bioldgica. Neste
contexto, o uso de um banco de dados da populacéo local pode ser essencial
para o calculo adequado do indice de parentesco e andlises forenses. No
presente trabalho, foram analisados 23 Y-STRs por meio do kit comercial
PowerPlex®Y23 (Promega Corporation, USA) em 401 casos de investigacao
de paternidade, das popula¢des dos estados de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro.
Foram observadas 38 mutacfes em 9.897 transferéncias alélicas, obtendo-se
uma taxa de mutac&o global de 3,84X107° (95% IC, 2,72X107° a 5,27X10®%). Em
todos os casos foram observados ganho ou perda de apenas 1 unidade de
repeticdo. Avaliou-se também as frequéncias alélicas e haplotipicas, bem como
0S parametros estatisticos forenses, para os 23 loci do cromossomo Y. A maior
diversidade génica foi observada no locus duplo DYS385 (0,9165) e no
DYS481 (0,7940). A diversidade haplotipica se mostrou maior para a
populacdo de Sao Paulo (1,0000 +/- 0,0005) que para a do Rio de Janeiro

(0,99995 +/- 0,0005), e este conjunto de marcadores se mostrou com alto



poder de discriminagcdo para ambas as popula¢des (Sao Paulo - 1,0000; Rio de
Janeiro - 0,99502). No estudo comparativo entre as populagdes, ambas
mostraram-se muito proximas geneticamente as populagfes europeias. A
previsdo dos haplogrupos confirmou os resultados obtidos entre as distancias
genéticas e a forte influéncia europeia na linhagem patrilinea de ambas as

populacdes, quando comparada com as africanas e nativo-americana.

Palavras-chave: Y-STR. Taxas de mutacdo. Sdo Paulo. Rio de Janeiro.

Identificacdo Humana.



ABSTRACT

The DNA polymorphisms analysis is the best tool for solving cases of
human identification, and STR (Short Tandem Repeat) markers in autosomal
chromosomes are the most used for this purpose. Genetic markers present on
the sex chromosomes (X and Y) and mitochondrial DNA can efficiently assist
analyzes. Y-STR analysis is an important tool used in criminal cases, especially
those involving sexual crimes, when a sample of offender occurs with the victim,
paternal biogeographic ancestry, and kinship inference relations, especially
cases with alleged father absence, and alternative cases of exclusion as a
confirmatory. Spontaneous mutations can occur in the germ cells of parents and
can be transmitted for descendants. Thus, in-depth Y-STRs mutation rates
studies is important both from the anthropological point of view, since it allows
dating the Y chromosome lineages, or in forensic point of view for results
correct interpretation these markers when applied in kinship investigation
processes or biological criminalistics. In addition, in order to determine the
profile probability found to belong to the individual tested, it would be necessary
to use a local population database to calculate paternity index and forensic
analysis. In this study, we analyzed 401 cases related to paternity research with
23 Y-STRs panel, from Sao Paulo and Rio de Janeiro population. A total of 38
mutations were identified in 9,897 father-son allelic transfers, obtaining an
overall mutation rate of 3.84x10-3 (95% CI, 2.72x10-3 to 5.27x10-3). In all
cases there was only one locus mutated with gain/loss and one repeat was
observed. We evaluated haplotype and allele frequencies, as well as statistical
forensic parameters, for 23 Y-STR of PowerPlex®Y23 loci. The highest gene
diversity was observed for double locus DYS385 (0.9165) and single locus
DYS481 (0.7940). The haplotype diversity was higher for S&o Paulo population
(1.0000 +/- 0.0005) than for Rio de Janeiro (0.99995 +/- 0.0005), and this set of
markers showed a high power of discrimination in both populations (Sao Paulo -
1.0000; Rio de Janeiro - 0.99502). In the comparative study between
populations, both were very genetically close to European populations. The
haplogroup prediction confirmed the results obtained between genetic distances
and the strong European influence on the patrilineal lineage of both populations,

when compared with to Africans and Native Americans.



Keywords: Y-STR. Mutation Rates. Sdo Paulo. Rio de Janeiro. Human
Identification.
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A identificacdo humana (Human IDentification — HID) € o0 processo
cientifico pelo qual se determina a identidade de uma pessoa, por meio do
estabelecimento de um conjunto de caracteres que a individualize, fazendo-a
igual apenas a si mesma (FRANCA, 2011). A Genética Forense € um ramo
dedicado a identificacdo de individuos ou amostras biolégicas, por meio da
analise de DNA (acido desoxirribonucleico), para fins juridicos, tanto no ambito
do Direito civil quanto no criminal. Para esses fins, sdo realizados exames
periciais em amostras com origem conhecida, que consistem na determinacéo
de um perfil genético, contribuindo para o esclarecimento de relacbes
biolégicas de parentesco, identificacdo de desconhecidos, ou para identificacdo
dos contribuintes de amostras bioldgicas, relacionadas a processos de
natureza criminal, confrontando-as com o suspeito. Desde a sua primeira
utilizacdo em um caso de imigracdo no Reino Unido (JEFFREYS et al., 1985b),
as tecnologias de identificacdo por perfis genéticos tém sofrido grande avanco.
Atualmente constitui uma ferramenta indispensavel na investigacdo criminal,
sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo o mundo.

Na espécie humana, a composicao genética de cada individuo resulta da
contribuicdo de 50% do genoma materno e 50% do paterno. Na composi¢ao do
genoma apenas 0,1% pode variar, sendo o restante exatamente igual entre
todos os individuos (KARKI et al., 2005). Nessas regides variaveis do DNA,
denominadas polimorficas, estdo presentes sequéncias nucleotidicas utilizadas
pela Genética Forense como marcadores moleculares (BUTLER, 2005;
HOLMES; RUSSELL; WALLEY, 2003).
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2.1 Marcadores genéticos na ldentificacdo Humana

Até 1985, a identificagdo humana era baseada em analises de grupos
sanguineos do sistema ABO (JORDE; WATKINS; BAMSHAD, 2001),
verificacdo de enzimas e pelo complexo do Antigeno Leucocitario Humano -
HLA (Histocompatibility Leucocyte Antigen) (CALABREZ, 1999). No entanto,
estes sistemas proteicos apresentavam baixo nivel discriminativo entre os
individuos apresentando certas limitacbes tanto na quantidade e tipo de
amostra biolégica utilizada, bem como na precisdo dos resultados (WEEDN,;
SWARNEN, 1998).

O avancgo em biologia molecular iniciou-se em 1985 com o geneticista
inglés Alec Jeffreys e seus colaboradores. Este grupo identificou a existéncia
de um padréo aleatério de determinadas regides de DNA, que diferiam entre os
individuos, localizadas na regido ndo codificante.

Este padrdo € composto por sequéncias de DNA que se repetem em
tandem, ou seja, a mesma sequéncia repete-se um numero variavel de vezes
na mesma regido cromossOmica e 0 numero dessas repeticdes varia entre 0s
individuos, o que ficou conhecido como DNA “fingerprinting” ou impressdes
digitais do DNA (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985), porém para a aplicacdo
de tal técnica, era necessaria uma quantidade satisfatoria de DNA disponivel, o
gue nem sempre ocorre na area de genética forense.

Juntamente a esta descoberta surgiu uma nova metodologia laboratorial,
designada por PCR (Polymerase Chain Reaction), técnica que permite a
multiplicacdo exponencial do nimero de copias de uma unica molécula de DNA
(SAIKI et al., 1988), contribuindo para a realizacdo de analises em todo o tipo
de amostras bioldgicas, mesmo com quantidades minimas de material
bioldgico disponivel. O momento do desenvolvimento da PCR (MULLIS et al,
1987) marcou uma grande transicdo na area da genética forense, permitindo
uma ampliacdo do uso do DNA. Estas caracteristicas técnicas contribuiram
para o desenvolvimento de metodologias inovadoras fundamentais na genética
forense e, atualmente, permitem a utilizagdo de reagdes em multiplex, que é a
amplificagéo simultanea de multiplas regides do DNA, adicionando mais de um

par de iniciadores na reacéo de PCR.



23

O genoma humano € um conjunto de toda a informagcdo genética
existente nas células do organismo. E constituido pelo DNA nuclear (nDNA) e
DNA mitocondrial (mtDNA). O nDNA é composto por 46 cromossomos (22
pares de cromossomos homodlogos e 1 par de cromossomos sexuais X/Y),
sendo biparental, ou seja, € resultado da contribuicdo de 50% do genoma
materno e 50% paterno, estando localizado no interior do nucleo de células
somaticas, com apenas uma copia por célula. O mtDNA esta localizado no
interior da organela celular mitocondria em forma de dupla fita e apresenta
heranca exclusivamente materna (BUTLER, 2005).

Em todos os cromossomos existem sequéncias com fungéo codificante e
outras sequéncias com funcdo n&o codificante. As regides codificantes,
correspondentes a 5% do genoma nuclear total e contém a informacédo
necessaria para a sintese de proteinas (SAFERSTEIN, 2006). As regides nao
codificantes correspondentes a 90-95% do genoma nuclear, e é a regido que
mais apresenta variabilidade entre os individuos, exceto no caso de gémeos
monozigoticos (KAYSHYAP et al.,, 2004) e, consequentemente, um elevado
nivel de polimorfismo, sendo por esse motivo muito Uteis na identificacao
genética dos individuos e consequentemente em aplicacdes forenses.

A palavra “polimorfismo” tem origem grega e significa “muitas formas”,
Polimorfismos genéticos séo variacdes nas sequéncias de DNA que ocorrem
na populacdo de forma estavel. Se a variacdo é encontrada em uma frequéncia
superior a 1% da populacdo denomina-se polimorfismo. S&o classificados de
acordo com as alteragbes ocorridas na sequéncia de DNA, podendo ser
polimorfismos de sequéncia ou de comprimento (BEIGUELMAN, 1996).

Polimorfismos de sequéncia consistem na substituicdo de um ou mais
nucleotideos na sequéncia de DNA. Dentre esses polimorfismos, os Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sdo a forma mais frequente de variacao
genética. Os polimorfismos de comprimento sdo originados por insercdes ou
dele¢bes de um ou mais nucleotideos ao longo da sequéncia, resultando em
variacbes no comprimento. Nesse grupo, além das inser¢cdes ou delecbes
(InDel) de alguns pares de bases (pb), também deve-se destacar as repeticdes
consecutivas, como os Short Tandem Repeats (STR) (BUTLER, 2005). Todos

os polimorfismos mencionados estéo representados na figura 1.
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Figura 1: Tipos de polimorfismos que sé&o utilizados na HID.

SNP STR

ACRAGTTT ACCACACACACATT (CA).

GCAAGTTT ACCACACACA--TT (CA),

ATGAATCT ACCACACA--==TT (CA),

ACGARACCT ACCACA-————— TT (CA),

ACGGGTCC ACCA-—————=—= TT (CA),
InDels

Sequéncia Ancestral

ATCTTCAGCCATAAAAGATGAAGTT

3 pb Delegdo
ATCTTCAGCCARAGATGAAGTT

4 pb Insergio
ATCTTCAGCCATATGTGAAAGATGAAGTT

Fonte: adaptado de www.wiki.uiowa.edu e https://hackbrightacademy.com

2.1.1. Short Tandem Repeats (STRS)

STRs ou Microssatélites sédo formados pela repeticdo de unidades com 2
a 7pb que se repetem geralmente de 5 a 30 vezes, definindo as formas
variantes dos alelos presentes na populacdo (Figura 1). Essas variagcdes séo
decorrentes de mutacBes que favorecem pequenas mudancas, geralmente de
uma unidade de repeticdo, em decorréncia de erros de polimerizacdo durante a
replicacéo do DNA, provocados pela enzima DNA polimerase (BUTLER, 2007).

Os STRs estéo localizados no nDNA, tanto nos autoSsomos como nos
cromossomos sexuais (X e Y). As sequéncias de repeticdo dos STRs séo
nomeadas pelo comprimento da unidade de repeti¢éo, por exemplo, di-, tri- e
tetranucleotideos. Esses trés exemplos sdo mais comuns que penta ou

hexanucleotideos no genoma humano. Os tetranucleotideos sdo os mais
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utilizados para identificacdo humana, pois apresentam em meédia 15% de
stutter (produtos de amplificacdo que apresentam uma unidade de repeticdo a
mais ou a menos do que um alelo verdadeiro, que ocorre devido a erro da DNA
polimerase durante a PCR). J& os di- e trinucleotideos apresentam 30% de
stutter ou mais, o que acaba dificultando a interpretacdo de perfis genéticos,
principalmente em casos de misturas. Além de que o0s heterozigotos que
apresentam alelos distintos de comprimento muito proximos, sdo melhor
discriminados na eletroforese capilar em comparacéo aos di- e trinucleotideos
(BUTLER, 2011).

Os STRs tornaram-se marcadores de DNA muito utilizados na
identificacdo humana, pois apresentam facilidade de amplificacdo dessas
pequenas regides ao longo do genoma, podendo ser realizadas em multiplex,
devido ao fragmento apresentar tamanho reduzido (~100pb a 400pb). Além de
apresentar numero variavel de repeti¢cdes entre os individuos (BUTLER, 2011),
ja que sdo marcadores multialélicos. A interpretacdo dos dados obtidos para
estes marcadores é simples, e a deteccdo (sistemas de eletroforese) é
automatizada, fazendo deste um método rapido (BUTLER, 2005).

O carater multialélico e a heranca biparental, a qual permite
recombinacao alélica entre o par de cromossomos homaologos, conferem maior
poder de discriminacdo aos marcadores STR autossémicos (AS-STR) e,
portanto, estes sdo os mais utilizados na rotina forense (BODNER et al., 2016;
ROEWER, 2013, LIN; LI; IP, 2017). No entanto, em casos especificos,
marcadores STR dos cromossomos Y (Y-STR) e X (X-STR) sao utilizados
como ferramentas complementares as analises devido ao seu padrdo de

heranca.

2.1.2. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

Os SNPs consistem na substituicdo de uma Unica base localizada em
um determinado fragmento de DNA (Figura 1), sendo a forma mais simples e
comum de variagdo genética (DAWSON et al., 2001). Podem estar localizados
no nDNA, tanto nos autossomos COmMO NOS CromosSsSOmoOs Ssexuais ou no
MtDNA.
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Normalmente apresentam-se como marcadores bialélicos (ancestral e
derivado), e podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcao
regulatéria, porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espacos
intergénicos, sem funcdo determinada. E o polimorfismo mais estudado do
DNA podendo ter grande impacto sobre a forma como os seres humanos
respondem as doencas, fatores ambientais, drogas e outras terapias.
(SOBRINO; BRION; CARRACEDO, 2005).

Os SNPs estao distribuidos abundantemente no genoma ocorrendo em
média entre 1-2Kb (CLIFFORD et al., 2000). Por serem marcadores bialélicos,
sdo0 mais estaveis que os STRs, apresentando baixa taxa de mutacao;
geralmente sdo os marcadores de escolha em estudos de origem ancestral
(JOBLING; GILL, 2004), evolucdo e historia das populagcbes humanas em
escalas de tempo mais profundas (JAKOBSSON et al., 2008).

Na area forense, apesar de apresentarem uma diversidade genética
menor que os STRs, os SNPs tém varias caracteristicas desejaveis como
marcadores: podem ser analisados em fragmentos muito curtos, o que €
importante para melhorar o sucesso de amplificacdo em DNA altamente
degradado, e por apresentarem baixa taxa de mutacdo, tornam-se
interessantes em testes de parentesco complexos, com participacdo de
parentes mais distantes, relacionados por via paterna.

A anadlise desses marcadores pode ser facilmente automatizada e
realizada em multiplex. Seu protocolo de amplificacdo e analise pode ser mais
complexo, envolvendo passos de purificacdo e reacéo de single-base extension
(SBE) (PEREIRA; GUSMAO, 2012), porém atualmente podem ser detectados
por diferentes técnicas como Next Generation Sequencing (NGS),

sequenciamento direto, PCR em tempo real, dentre outras.

2.1.3. Insertion/Deletion Polymorphisms (InDels)

Os polimorfismos de insercédo/delecédo (InDel) sao polimorfismos de
comprimento, caracterizados pela insercdo ou delecdo de um ou mais
nucleotideos em uma determinada regido do genoma (Figura 1). A utilizacao

desses marcadores ¢é relativamente recente, sendo identificados e
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caracterizados em 2002 por Weber e colaboradores (2002), e entdo
destacados em estudos genéticos (PEREIRA, GUSMAQ, 2012).

Estdo presentes tanto nos cromossomos autossémicos quanto nos
cromossomos sexuais (X e Y), aléem de também serem encontrados no DNA
mitocondrial. Amplamente distribuidos no genoma, representam 20% de todos
os polimorfismos do genoma humano (WEBER, et al., 2002), podendo ser
encontrados em média a cada 7,2kb (MILLS, 2006).

Esses marcadores apresentam baixa taxa de mutacdo em comparacao
com os STRs, e por isso, sdo potenciais marcadores para estudo de
ancestralidade (YANG et al.,, 2005, BRAGANHOLI, 2016). O tamanho do
fragmento a ser amplificado na PCR é pequeno (50 a 150pb) o que facilita a
analise em amostras degradadas (ZIDKOVA et al., 2011). Também podem ser
analisados em multiplex, sendo as reacgOes tdo simples quanto aquelas dos
STRs (TORRES et al., 2014).

Todas essas caracteristicas vém atraindo cada vez mais a atencéo dos
cientistas da area de identificacdo humana, pois torna a analise desses
polimorfismos uma ferramenta complementar importante, acrescentando
robustez em analises forenses, principalmente em amostras degradadas ou
casos com resultado inconclusivo, além de se mostrarem eficientes em
avaliacdes de ancestralidade (BRAGANHOLI, 2016).

2.2. CromossomoY

O cromossomo Y, exclusivo do sexo masculino, € um dos menores
cromossomos do genoma humano, representando aproximadamente 2% do
material nuclear (CORACH; PENACINO; SALA, 1999). Com cerca de 68
milhdes de pares de bases, € consideravelmente menor que o cromossomo X
(~155Mb). Sua estrutura esta dividida em duas regibes pseudoautossémicas
(Pseudoautosomal region — PAR1 e 2; ~3Mb) e uma regido masculino-
especifica do cromossomo Y (Male-Specific region of the Y chromosome —
MSY; ~65Mb) (Figura 2).

As regibes PAR1 e PAR2 estdo localizadas nas extremidades dos
bragcos curto e longo do cromossomo e sdo homodlogas as regibes do

cromossomo X e, portanto, participam na recombinacdo destes cromossomos
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na meiose. Correspondem a aproximadamente 5% da sequéncia total do
cromossomo Y (ROEWER et al., 2001; XUE et al., 2009).

A regido MSY é assim denominada por ser a parte do cromossomo Y
que exibe heranca paterna classica, e nela estéo localizados os marcadores de
interesse em estudos de patrilinhagem. A MSY representa a maior parte do
cromossomo Y (95% da sequéncia total), e ndo recombina com nenhum outro
cromossomo (SKALETSKY et al., 2003).

Figura 2: Representacdo esquematica dos cromossomos sexuais X e Y.

Cromossomo

Cromossomo X

Y [

|-Amel-X

1~
* —Amel-Y

I Regi20 Maculino-aspacifica (M3Y)

' Regido Pseudoautossomica

Fonte: adaptado de Butler (2012).

A auséncia de recombinacdo genética deste cromossomo implica que
todas as sequéncias localizadas fora das regides PAR1 e PAR2 sejam
transmitidas as geracdes seguintes como um bloco, ou seja, na forma de
haplétipos, sem alteragbes genéticas a ndo ser que ocorra alguma mutacao
(CORACH; PENACINO; SALA, 1999, GUSMAO; BRION; GONZALEZ-NEIRA,
2000). Desta forma, € possivel afirmar que este cromossomo é o Unico nos
individuos do sexo masculino, que € hapléide, por so existir um alelo em cada
locus, salvo em situacbes de duplicacdo no mesmo locus com heranca
uniparental paterna, transmitido de pai para filho. Estas caracteristicas sao

importantes na area de genética forense, pois permite identificar linhagens
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paternas, fazendo deste cromossomo uma poderosa ferramenta de rastreio,
tracando a histdria, movimentos e ancestralidade de popula¢cdes humanas de
forma semelhante ao mtDNA, que é utilizado para estudar linhagens maternas
(BOSCH, 1999, KAYSER, 2017).

A MSY humana é constituida por sequéncias altamente repetitivas, nas
quais se localizam diversos Y-STRs. Deste modo, a diversidade genética desta
regido torna a utilizagcdo do cromossomo Y de extrema utilidade na area de
identificacdo humana, sendo utilizada quando a analise de AS-STR nao for

suficiente para obter conclusdes adequadas.

2.2.1 Aplicagdo dos marcadores genéticos do cromossomo Y

O cromossomo Y, tal como o0s restantes cromossomos nucleares,
apresenta sequéncias polimérficas diferenciadas, podendo agrupar-se em duas
categorias principais: loci bialélico, o qual exibe dois possiveis alelos, e loci
multialélico.

Marcadores bialélicos sdo constituidos por variantes de sequéncia, e sao
classificados em haplogrupos (KAYSER; de KNIJFF, 2011). Neles estéo
constituidos 0s Y-SNPs, que apresentam baixas taxas de mutac&o (2x10°® por
base por geracdo) (CORACH; PENACINO; SALA, 1999), e permitem a
construcdo de uma arvore filogenética Unica (GUSMAO; BRION; GONZALEZ-
NEIRA, 2000).

Os marcadores multialélicos incluem 2 minissatélites (Variable Number
Tandem Repeat - VNTR) e vérias centenas de marcadores de regibes de
repeticbes consecutivas curtas, as variantes de comprimento designadas por
Y-STR (Y-Chromosome Short Tandem Repeats) (KAYSER et al., 2004;
BUTLER, 2005). Esses loci multialélicos sédo caracterizados como haplétipos, e
podem ser usados para diferenciar os cromossomos Y com alta resolucdo
devido a sua alta taxa de mutacao (KAYSER et al., 2000).

A utilizagdo destes marcadores pode ser particularmente util em casos
de paternidade complexos. Os exames de parentesco mais simples envolvem o
estudo do trio Suposto Pai/Mae/Filho; no entanto, existem muitos processos de
parentesco que recorrem aos familiares dos supostos progenitores,

nomeadamente meios irmaos, supostos avlos ou tios paternos, identificando
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relacbes de homens com mesma origem patrilinear (FRANCEZ et al., 2012).
Nesse contexto, os laboratérios forenses tém adotado Y-STR para auxiliar em
investigagbes de parentesco, pois apesar de nao permitir diferenciar os
individuos masculinos relacionados por via paterna, € uma ferramenta muito
interessante que permite excluir uma relacdo de paternidade quando o filho
envolvido € do género masculino (THOMSEN et al, 2009).

A aplicacdo dos marcadores especificos do cromossomo Y na area
forense tem crescido significativamente nas ultimas décadas com a descoberta
e validacdo de novos marcadores. O seu valor nesta area é apoiado ao fato de
grande parte dos crimes violentos serem efetivamente provocados por um ou

varios individuos do sexo masculino (JARRETA, 1999).

2.2.2 Utilizacdo de marcadores Y-STR

Os estudos iniciais com estes Y-STR foram efetuados com um STR
designado por DYS19 (ROEWER, et al., 1993), e desde entdo foram
descobertos e validados para a area forense um grande nimero de sequéncias
polimorficas importantes, ndo s6 para esta area, mas também para estudos
populacionais (CORACH; PENACINO; SALA, 1999). O primeiro conjunto de
marcadores recomendados para utilizacdo forense ficou conhecido como
“haplotipo minimo”, sendo composto por sete loci de cépia Unica — DYS19,
DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393 — e um locus
altamente polimorfico, de multiplas copias — o DYS385a/b (PASCALLI et al.,
1999; ROEWER et al.,, 2001) Com o objetivo de incrementar o poder
discriminativo destes marcadores genéticos, em janeiro de 2003, o grupo
americano Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM)
recomendou a utilizacdo dos marcadores DYS437, DYS438 e DYS439
(BUTLER, 2003, MULERO, et al, 2006, GUSMAO et al., 2006); este conjunto
ficou denominado de “haplétipo estendido”. Posteriormente a estes 12
marcadores, foram adicionados DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 e GATA
H4, para garantir um maior poder discriminativo entre as linhagens paternas
(GUSMAO; SILVA, 2010). Subsequentemente, foram reportados diversos loci
adicionais que, combinados com os do haplétipo minimo, aumentaram o poder

de discriminagao dos marcadores Y-STR.
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Figura 3: Esquema representativo da estrutura do cromossomo Y e a
localizag&o dos Y-STR utilizados em HID.
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Nota: A letra p indica o brago curto do cromossomo e g o longo. Em amarelo

destacam-se as regides de recombinacdo genética (PAR1 e PAR2). Em azul
destacam-se os marcadores que englobam o conjunto "haplétipo minimo" e em
vermelhos os marcadores adicionais que em conjunto formam o haplétipo estendido.
Fonte: adaptado de https://strbase.nist.gov//ystrposl.htm

Com o grande numero de polimorfismos Y-STRs que vem sendo
descrito, bem como o desenvolvimento de novos kits multiplex incorporando
um ndmero crescente destes marcadores, como é 0 caso do kit comercial
Powerplex®Y 23, o qual analisa 22 marcadores, totalizando 23 loci. A
distribuicdo destes marcadores no cromossomo Y esta indicada na figura 4.

Em todos os marcadores, com excecdo do marcador DYS385, ha um
anico alelo, excluindo casos em que ocorre duplicagdo. O locus DYS385 esta
localizado em uma sequéncia palindrémica no braco longo do cromossomo Y,
sendo constituida por duas regides de DNA (denominadas de “a” e “b”)
separadas entre si por 40.000pb. Para a amplificacdo dos alelos de ambas as
regides sdo utilizados os mesmos pares de primers tendo como resultado um
conjunto de dois alelos e sua analise é realizada em um UuUnico bloco
(NIEDERSTATTER, 2004).


https://strbase.nist.gov/ystrpos1.htm
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Figura 4: Distribuicdo dos 23 Y-STR presentes no kit comercial Powerplex®Y
23.
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Fonte: Figura adaptada de www.promega.com.br.
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Nota: A regido destacada em vermelho indica uma regido que pode ser excluida em
alguns individuos, fazendo com que marcadores presentes nessas regides estejam
ausentes em um perfil Y-STR. Em verde, destaca o marcador que nesses casos é
utilizado como indicador de sexo.

Espera-se que num futuro proximo os laboratdrios forenses sejam
capazes de usar conjuntos de Y-STRs altamente discriminativos,
principalmente por serem descritos cada vez mais marcadores considerados
Rapidly Mutating (RM) (BALLANTYNE, et al, 2012), que apresentam alta taxa
mutacional, aumentando cada vez mais o0 potencial para distinguir entre
parentes masculinos que pertencem a mesma linhagem paterna.

Os marcadores Y-STRs, por apresentarem heranca paterna exclusiva,
podem ser utilizados também em outros tipos de estudo, como na
determinacao do sexo, em estudos de genética de populacbes e de evolucdo
humana, bem como nas analises de fluxo migratério diferencial (PENA et al.,
2000; TARAZONA-SANTOS et al., 2001; MARTINEZ et al., 2007; WATKINS et
al., 2008). No entanto, devido a existéncia de variagcdes nas frequéncias
alélicas entre diferentes grupos étnicos e populacionais, é importante
determinar as frequéncias dos marcadores Y-STRs nas diferentes populacdes
(PARRA et al., 2003; CORACH et al., 2010; BRENNER, 2013).
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Em casos forenses, sua principal aplicacéo esta relacionada a casos de
violéncia sexual, quando existe mistura de material celular da vitima e do
suspeito, em quantidades desproporcionais, na grande maioria dos casos com
quantidade de material celular feminino consideravelmente superior a do
suspeito. Nessas situacfes, a analise de marcadores AS-STR torna-se
complexa, pois o componente majoritario € mais favoravel a amplificacéo,
podendo mascarar o perfil genético minoritario ou até suprimir a sua
amplificacdo. Além disso, a presenca de mais de um agressor também dificulta
a individualizacao do perfil genético de cada um deles. Nesses casos, a analise
de Y-STR é eficaz na identificacdo do perfil masculino, pois apenas o agressor
possui 0 cromossomo Y, e a presenca de mais de um alelo em cada marcador
auxilia na identificacdo da quantidade de agressores envolvido naquele caso
(SILVA et al, 2006).

Os Y-STRs constituem um haplétipo Unico cujos loci estdo em forte
desequilibrio de ligacdo (Linkage Disequilibrium, LD), desse modo nao € valida
a utilizacdo de calculos estatisticos baseando-se em frequéncias alélicas, como
para marcadores AS-STR, herdados independentemente. Assim, para o
cromossomo Y, torna-se necessario obter a frequéncia de um perfil haplotipico
na populacao referéncia da amostra em questédo, que representa o numero de
vezes que um determinado perfil ocorre na populacdo. Para isso, € necessario
um amplo banco de dados, representativo da populacdo em questdo e com
controle de qualidade dos haplétipos depositados. (ROEWER; WILLUWEIT,
2018, KRAWCZAK, 2001).

Um perfil genético do cromossomo Y € coincidente com o perfil da
linhagem paterna se existir coincidéncia entre todos os alelos das amostras
que estdo sendo comparadas. Nos casos de investigacdo de parentesco, 0S
marcadores masculinos sdo analisados em individuos relacionados por via
paterna, como por exemplo, num caso em que 0 pai esteja desaparecido. Se
existir uma coincidéncia, entre o perfil masculino dos intervenientes sugere-se
existir entdo um lago de parentesco entre eles pela via paterna. Se nao existir
essa coincidéncia, sera necessario avaliar quais os marcadores em que foi
detectada alguma incompatibilidade, considerando a possibilidade de a mesma
ser devida a mutacdo genética. Vale salientar nestes casos que a distancia

7

entre geracbes de individuos é um fator que contribui para aumentar a
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probabilidade de ocorréncia de diferencas alélicas entre os individuos. Deste
modo, essas incompatibilidades podem ser resultados de mutacdes, e por isso
ndo devem ser avaliadas necessariamente como exclusdes de lacos de
parentesco entre o0s individuos. Assim, as taxas de mutacdo sao
particularmente importantes e devem ser obtidas para utilizacdo na rotina dos

casos forenses.

2.2.3. Mutagao no cromossomo Y

Uma mutacao € considerada se existirem incompatibilidades em poucos
loci envolvendo uma ou duas unidades de repeticdo na transmisséo hereditaria
das caracteristicas genéticas. Nestes casos a coincidéncia de perfis genéticos
de dois individuos alegadamente pertencentes a mesma linhagem paterna
deve ser reconsiderada, dada a informacdo existente relativa as taxas de
mutacao (KAYSER, 2000). As mutacdes em AS-STR ou Y-STR s&o o resultado
de erros no DNA durante a fase da replicacdo, que normalmente implicam no
ganho ou perda de uma unidade de repeticdo, sendo assim transmitidos a
geracao seguinte.

Em testes de paternidade, a observacéo de trés incompatibilidades pode
ser considerada como exclusdo de parentesco (GJERTSON et al., 2007),
porém com utilizacdo de Kits comerciais contendo maior numero de
marcadores, a observacao destas diferencas pode ser maior.

Para a aplicacdo de marcadores Y-STRs em paternidade e teste de
identidade incluindo parentes do sexo masculino, € necessario levar-se em
conta as taxas de mutacdo. Com base em uma taxa média de mutacdo de
2,8x103, na comparacdo de haplétipos incluindo nove Y-STRs, por exemplo,
que é o haplétipo minimo, pode ocorrer pelo menos um alelo incompativel entre
pai e filho, em cerca de 1 em 40 pares analisados. Este valor aumenta para 1
em cada 20 pares pai/filno quando 18-19 STRs s&do analisados. Uma grande
quantidade de dados é necessaria para estimar as taxas de mutagdo, 0 que
pode ser crucial para a interpretacdo dos resultados genéticos em
determinadas situacfes. Portanto, além dos esforcos que estdo sendo feitos

em publicagcbes de dados populacionais, a publicacado de dados de mutagcao de
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pares paif/filhno com a paternidade confirmada deve ser incentivada (PINTO,
GUSMAO, AMORIM et al., 2014).

Em genética populacional, a estimativa aproximada das taxas de
mutacdo dos marcadores de cromossomo Y é particularmente importante para
a datacdo da origem das linhagens paternas, com importancia em estudos
antropologicos. Em termos forenses, o conhecimento das taxas de mutagéo é
necessario para a interpretacdo mais correta dos dados relativos aos Y-STR,
sobretudo nos testes de investigacdo de parentesco (KAYSER, 2000, VIEIRA-
SILVA et al, 2009).

2.3 Bases de dados

Quando identificado um haplétipo, seja para uso em area criminal,
relacbes de parentesco, ou estudos antropol6gicos, é necessario estimar a
frequéncia com que este haplétipo ocorre na populacdo de referéncia.
(VELDMAN, 2007). Esta frequéncia é calculada usando bancos de dados
populacionais forenses, sendo um pré-requisito para a quantificacdo do valor
probatorio da correspondéncia entre os perfis Y-STRs (ROEWER, 2018).

Em nivel internacional existe um repositorio relativo a marcadores do
cromossomo Y (Y-STR ou Y-SNPs), aplicados na area forense, o YHRD (Y-
Chromosome STR Haplotype Reference Database), criado por Lutz Roewer
juntamente com Sascha Willuweit, no ano de 2000 (https://.yhrd.org);
atualmente, dispdem de 284.406 haplétipos referentes ao conjunto de haplotipo
minimo, sendo que 11.398 sdo referentes a populagdo brasileira. Este
repositério reune informacdo de todos os laboratérios associados que tém
contribuido com os seus dados, inclusive com informacao relativa as taxas de
mutac&o. No entanto, tratam-se de taxas de mutagdes conjuntas, e a aplicacéo
de uma mesma frequéncia haplotipica ou de taxa de mutacdo de um
determinado marcador, para diferentes regides, sO é valida se ndo houver sub-
estruturacdo da populacdo, ou seja, diferencas estatisticamente significativas
entre as distribuicbes de haplétipos Y-STR nas populacdes. Essa informacgéo
pode ser obtida de laboratorio recorrendo a estudos de pares paiffilno com
paternidade confirmada (KAYSER et al., 2000).
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No caso das populacdes brasileiras, as analises moleculares vém
demonstrando que a maior parte da variabilidade genética ocorre dentro das
populagcdes, tendo menor influéncia as diferengas inter-populacionais
(BARCELOS et al., 2006; GODINHO et al., 2008, PALHA et al., 2012, RESQUE
et al., 2016). Esta diversidade genética existente em individuos de um mesmo
grupo e entre diferentes grupos populacionais, pode ser avaliada a partir da
distribuicdo das frequéncias alélicas de marcadores moleculares. As variacdes
observadas nestas frequéncias permitem estimar o grau de divergéncia entre
populacdes, cuja variabilidade pode ser decorrente de diversos fatores,
destacando-se a migragao, como um dos mais impactantes (DALTON, 2010).
Outro importante fator neste cenario consiste nas variagbes possivelmente
decorrentes das taxas de mutacdes que favorecem pequenas mudancas nas
frequéncias alélicas de uma populacéo (GOES et al., 2005; SOARES VIEIRA et
al., 2009; DE ANDRADE et al., 2009).

Com a publicagdo da Lei 12.654/12 (BRASIL, 2012), o Brasil foi um dos
paises que mais recentemente aderiu ao projeto de criacdo de um banco de
perfis genéticos, porém, utilizado apenas para fins criminais. De acordo com o
Ministério da Justica, atualmente, o Banco Nacional de Perfis Genéticos
brasileiro (BNPG) contém aproximadamente 17.361 perfis genéticos de
condenados, 545 de investigados e 9.111 de vestigios de local de crime. No
Brasil, até o0 momento, 559 investigacdes foram auxiliadas por essa ferramenta
(https://lwww.justica.gov.br/sua-seguranca/seguranca-publica/ribpg/relatorio,
acessado em agosto de 2019).

Assim, para melhor aproveitamento, estudos populacionais referentes a
populacdo brasileira, que permita um incremento em bancos de dados
genéticos, se tornam ainda mais importantes, pois estes dados podem ser
aplicados para obtencéo das frequéncias dos perfis depositados no BNPG em

nossa populacdo, cooperando ainda mais com a Justica brasileira.

2.4 Aspectos histéricos do povoamento do Brasil

Do ponto de vista genético, a populacdo brasileira é considerada uma
das mais heterogéneas do mundo (PALHA, et al.,, 2012), com importante
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contribuicdo de trés grandes grupos populacionais: Europeus, Africanos e
Nativo Americanos.

Os portugueses foram o0s primeiros estrangeiros a chegar ao pais, em
meados de 1500, na regido Nordeste. Nesta época, houve uma grande
diminuicdo da populacdo indigena da regido, devido a resisténcia aos
portugueses, além da ocorréncia de epidemias que dizimaram aldeias, as quais
0S nativos néo tinham anticorpos naturais. Na regido Norte, a localizacdo das
aldeias em areas mais afastadas dos nucleos coloniais, dificultou o
apresamento de indigenas e o alastramento de doencas, contribuindo para que
o “despovoamento” ali fosse menos tragico do que fora no litoral (IBGE).

No final do século XVI, iniciaram-se as viagens de reconhecimento do
interior do pais, conhecidas como “entradas” ou “bandeiras” dos sertanistas,
em busca de metais e indigenas escravos (BUENO, 2009). Ao longo do século
XVI e XVII, as atividades econdmicas dos colonos da regido eram realizadas
basicamente por escravos indigenas, que foram aprisionados ao longo das
expedicdes pelo sertdo. No final do século XVIII, a economia acucareira passa
a ter grande importancia, obrigando os colonos a intensificar a importacao de
escravos africanos (MONTEIRO, 1994). Os portugueses foram os responséaveis
por trazerem em torno de 3,6 milhdes de africanos de forma compulsoria,
sendo o pais do continente americano que mais importou escravos africanos.
(RIBEIRO, 1995).

A partir de 1882, as plantagbes de cana de acucar foram substituidas
pelas plantacdes de café, que se mostraram mais promissoras; com iSso
iniciou-se a imigracdo de europeus com a finalidade de prover a mao-de-obra
nas lavouras de café. Assim, iniciaram-se construcdes de estradas de ferro,
expandindo a ligag&o do interior com o litoral, o que acelerou significativamente
a imigracdo em massa de italianos, espanhodis e mais tarde japoneses, que se
dirigiram principalmente para as regides Sudeste e Sul do pais. O numero de
individuos que chegaram foi de aproximadamente 6 milhdes.

O inicio do periodo republicano (1889) e o surto de industrializacdo
trouxeram a modernizacdo aos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro, sendo
marcada pela elevacdo da concentracdo populacional. A imigracdo de
estrangeiros foi um grande contribuinte para esse aumento, especialmente de

italianos, sirios, judeus e libaneses, com dados indicando que, entre 1908 e
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1920, chegaram em Santos 190 mil imigrantes subvencionados e 340 mil
espontaneos (MOTA, 2003).

Ao mesmo tempo em que pessoas de diversos paises e continentes
estavam chegando a diferentes regibes do Brasil, movimentos migratérios
importantes estavam ocorrendo dentro do territorio, principalmente devido a
interesses econdmicos.

Com isso, a historia de povoamento do pais se mostrou heterogénea
nas diferentes regides geopoliticas do pais (Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul), e a forma de distribuicdo desses grupos populacionais, variou
muito conforme a regido, o que €& demonstrado em diversos estudos
(FIGUEIREDO, et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2014, RESQUE et al., 2016), fato
este que se da pelo grande tamanho territorial (mais de 8,5 milhdes de km?).
Como resultado, a regido Norte abriga individuos com maior ascendéncia dos
nativo-americanos; a regido Nordeste apresenta maior contribuicdo africana; o
Sudeste e 0 Sul sdo as regides onde a contribuicdo europeia é mais
predominante e a regido Centro-Oeste recebeu individuos provenientes de
todas as outras regides brasileiras, principalmente do Nordeste e Sudeste,
sendo a ultima regido colonizada do Brasil (PALHA et al., 2012). Todos esses
fatos devem ser refletidos na composicdo de bases de dados brasileiros,
ressalvando a importancia de estudos populacionais direcionados para as

populacdes de cada regido do pais.
2.5 Justificativa

O estudo genético das populacdes humanas tem interesse ndo s6 do
ponto de vista forense como do ponto de vista antropoldgico. Na genética
forense, os calculos para a valorizacao da prova s6 podem ser realizados apés
o estudo das caracteristicas e frequéncias genéticas da populacdo a qual
pertencem os intervenientes, designada como populagéo de referéncia.

Até agora, mais de 200 polimorfismos Y-STR tém sido descritos, mas
estudos sobre suas taxas de mutacao ainda sao insuficientes, uma vez que séo
considerados apenas um numero restrito de marcadores (RESQUE et al.,
2016).
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As taxas podem ser estimadas pela aplicacdo de modelos estatisticos,
porém estimativas obtidas a partir da observacdo direta em casos de
investigacdo de parentesco produzem resultados mais fidedignos (KAYSER et
al., 2000).

A guantidade de estudos realizados com marcadores autossémicos,
apresentam grande contraste com os poucos dados disponiveis de alguns
marcadores presentes no painel de marcadores do cromossomo Y
(Powerplex®Y 23 - Promega Corporation, USA), como por exemplo o DYS576
e 0 DYS570, que séo considerados RM, por apresentarem taxa de mutacao na
ordem de grandeza de 102 (BALLANTYNE et al, 2012); tais marcadores, por
apresentarem esta caracteristica, estdo presentes também no kit comercial de
AS-STR PowerPlex® Fusion 6C System (Powerplex®Y 23 - Promega
Corporation, USA), utilizados por inimeros laboratérios de genética forense.
Por essa razédo, estudos referentes a esses marcadores para diferentes
populactes se fazem necessarios.

Por meio da anadlise de 23 Y-STR, este trabalho teve como objetivo
principal verificar dados mutacionais a partir da transmisséo de pais para filhos
nas populacoes brasileiras dos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, bem
como caracterizar geneticamente estas populacdes, avaliando a relacdo entre
elas comparando com diferentes regifes do Brasil e do mundo.

Os dados obtidos também poderao ser aplicados na rotina do laboratério
de Investigacdo de Paternidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
UNESP - Araraquara — SP, principalmente para solucionar casos de
investigacdes de paternidade envolvendo individuos do sexo masculino na
auséncia do suposto pai, sendo necessdaria uma reconstrucdo genética. Além
de que estudos de taxas de mutacdo Y-STR para alguns marcadores ainda sé&o

escassos na literatura.



3. OBJETIVOS
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Avaliar a ocorréncia de mutacbes em 23 marcadores STRs do
cromossomo Y, em casos de incluséo de paternidade, bem como caracterizar
as populacdes dos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, pela analise desses

marcadores para utilizacdo em identificagcdo humana.

3.1 Objetivos especificos:

e Avaliar 23 Y-STR em 401 casos de investigacao de paternidade, com
paternidade confirmada, de individuos residentes nos estados de Sao
Paulo (n=200) e Rio de Janeiro (n=201) e avaliar os marcadores que

apresentaram mutacoes;

e Comparar os dados mutacionais obtidos entre as populacfes estudadas

e aqueles disponiveis no YHRD;

e Estimar as frequéncias haplotipicas e alélicas, além da diversidade
génica do conjunto de 23 microssatélites do cromossomo Y (DYS19,
DYS385a, DYS385b, DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS576, DYS570, DYS448,
DYS533, DYS481, DYS549, DYS635, DYS643, DYS458, DYS456 e Y-

GATA-H4) das popula¢des dos estados de Séao Paulo e Rio de Janeiro;

e Avaliar a eficiéncia forense dos 23 marcadores do cromossomo Y para
ambas as populacdes, e comparar com o0s dados disponiveis na

literatura para outras populagdes brasileiras;

e Verificar a relacdo genética das populacbes estudadas com outras do

Brasil e do mundo, por meio da diferenciacédo genética (Fst);

e Identificar os diferentes haplotipos encontrados na populacdo dos
estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro e submeté-los ao YHRD
auxiliando na caracterizagcdo destas populagbes, ampliando assim a
divulgacdo dos dados obtidos e fornecendo uma ferramenta Gtil para a

investigacéo forense,;
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e Classificar as populacdes de Sao Paulo e Rio de Janeiro conforme a
ancestralidade, por meio da previsdo dos haplogrupos obtidos com a

ferramenta online Nevgen.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara com o codigo:
CAAE 88408218.0.0000.5426.

4.2 Casuistica

Com o objetivo de avaliar ocorréncias de muta¢cdes no cromossomo Y,
foram utilizadas amostras sanguineas de individuos oriundos dos estados de
Séo Paulo e Rio de Janeiro.

As amostras da populacdo do estado de Sdo Paulo foram coletadas no
Laboratério de Investigacdo de Paternidade da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Araraquara — SP, de individuos que recorreram ao
laboratorio para realizagdo de exame de parentesco. As amostras coletadas
envolveram duos de pais e filhos, e casos de reconstrucbes genéticas
envolvendo individuos do sexo masculino. Os casos selecionados tiveram as
relacbes de paternidade confirmadas previamente por painéis de STR
autossdmicos, em um principio de razdo de verossimilhanca que geraram valor
de indice de paternidade (IP) = 10.000.

Para a populacéo do estado de Sao Paulo foram analisados 200 casos,

com um total de 409 amostras. Os casos estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Descricdo dos casos com relacbes de parentesco confirmadas
utilizados nas andlises de mutac¢des da populacédo do Estado de Sdo Paulo.

Amostras da populagcéo de Sao Paulo

Casos Reconstrucao Descricao Total de
analisados Genética dos casos Amostras
186 néao 1P+1F 372
5 néao 1P + 2F 15
3 sim 1IP +1F 6
3 sim 2IP+ 1F
2 sim 1FB+1F
1 sim 2FB+1F
Total 200 409

P, pai; F, filho; ISP, irm&o do pai; FB, filho biolégico.
Fonte: Este trabalho.

As amostras da populacdo do estado do Rio de Janeiro foram cedidas
gentilmente pelo Prof. Elizeu F. Carvalho, sendo provenientes de individuos
que recorreram ao Laboratério de Diagnéstico por DNA da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ) para realizacdo de exames de parentesco.
Foram analisados 201 casos, com um total de 407 amostras. Os casos estao

descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Descricdo dos casos com relacBes de parentesco confirmadas
utilizados nas analises de muta¢des da populacdo do estado do Rio de Janeiro.

Amostras da populacédo do Rio de Janeiro

Casos Reconstrucao Descricao Total de

analisados genética dos casos amostras
198 nao 1P+1F 396
2 nao 1P + 2F 6
1 nao 1P + 4F 5
Total 201 407
P, pai; F, filho.

Fonte: Este trabalho.
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Para todos os casos que envolveram pais com mais de um filho foram
realizadas analises independentes para cada filho, pois em todos os casos 0s
filhos apresentaram idades diferentes e, portanto concebidos em diferentes

gestacoes.

4.3 Coletas das amostras bioldgicas e extragdo do DNA

As amostras de sangue foram coletadas em papel FTA® (Whatman®
GE) utilizando caneta lancetadora (G.Tech), e devidamente armazenados até
momento da extracdo do DNA, que foi realizada conforme adaptacédo das
metodologias propostas por Singer-Sam, Tanguay e Riggs (1989), com auxilio
da resina Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories).

Para a extracdo do DNA, 1 disco de 3mm de papel de filtro FTA®
(Whatman® GE), contendo a amostra sanguinea do individuo, foi cortado com
0 auxilio da caneta Harris Micro Punch® (Whatman® GE) e depositado em
tubo de 0,2ml. Os discos foram agitados por 5 segundos em 50uL de agua
ultrapura (Milli-Q ® - Milipore Corporation). O sobrenadante foi descartado e os
discos incubados com 50uL de agua ultrapura (Milli-Q ® - Milipore Corporation)
por 30 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e os
discos foram incubados em 100uL de Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories) na
concentracdo de 5% por pelo menos 1 hora a 56°C. Apds esse periodo, a
solucdo foi agitada e incubada por 8 minutos a 100°C. A solucédo foi
centrifugada a 13.000 rpm por 3 minutos e transferiu-se o sobrenadante para
novo microtubo, o qual foi armazenado a 4°C.

As amostras da populacdo do Rio de Janeiro nos foram cedidas como
DNA ja extraido, sendo a extracdo realizada previamente no Laboratério de
Diagnéstico de DNA- EURJ, com auxilio da resina Chelex 100 ou por extracdo

com Fenol-Cloroférmio.

4.4 Anélises dos 23Y-STRs

4.4.1 Reacado de PCR
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Neste trabalho foi utilizado o Kit comercial Powerplex®Y 23 (Promega
Corporation, USA; PPY23 — 23 marcadores) para amplificagdo dos marcadores
(Tabela 4).

A reacdo de amplificacdo por PCR para todas as amostras de DNA foi
realizada em um sistema unico em multiplex. Neste trabalho, as reacfes foram
preparadas com adaptacdes que reduzem o volume final da reagao para 5uL
por amostra, porém mantendo a proporcdo estabelecida pelo fabricante
(Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo da utilizagdo dos reagentes na reacdo de PCR
seguindo recomendacdes do fabricante e protocolo adaptado.

RecomendacBes  Protocolo

do fabricante adaptado
Water,
Amplification g.s.p. 25 2,7
Grade (ul)
PowerPlex® Y23
5X Master Mix (pl) !
PowerPlex® Y23
10X Primer Pair 2,5 0,5
Mix (ul)
~0,5ng/ul (DNA
DNA extraido (ng) _ ~0,2-4ng/pul
comercial)
Volume Final (ul) 25 5

Fonte: Este trabalho.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems® — Thermo Fischer Scientific), nas seguintes

condigbes:



96°C - 2 min
94°C - 10 seg

61°C - 1 min 28 ciclos

72°C - 30 seg
60°C - 20 min
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Tabela 4: Marcadores Y-STRs analisados com o kit Powerplex®Y 23 e

sequéncia repetitiva do polimorfismo.

Sequéncia Repetitiva

STR
5->3
DYS576 AAAG
DYS3891/1I (TCTG) (TCTA)
DYS448 AGAGAT
DYS19 TAGA
DYS391 TCTA
DYS481 CTT
DYS549 GATA
DYS533 ATCT
DYS438 TTTTC
DYS437 TCTA
DYS570 TTTC
DYS635 TSTA composto
DYS390 (TCTA) (TCTG)
DYS439 AGAT
DYS392 TAT
DYS643 CTTTT
DYS393 AGAT
DYS458 GAAA
DYS385a/b GAAA
DYS456 AGAT
Y-GATA-
Ha TAGA

Fonte: Powerplex®Y 23 (Promega Corporation, USA) manual.
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4.4.2 Analise dos produtos amplificados

A separacao e deteccéo dos produtos amplificados foram realizadas por
eletroforese capilar, no analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems® —
Thermo Fischer Scientific), utilizando o polimero POP-4 (Applied Biosystems®
— Thermo Fischer Scientific) e capilar de 36 cm (Applied Biosystems® -—
Thermo Fischer Scientific). Cada eletroforese foi acompanhada com uma
amostra de um ladder. As amostras foram preparadas em placa de 96 poc¢os
conforme recomendacdes do fabricante, sendo da seguinte forma:

- 1 puL do produto de PCR
- 9,5 uL de formamida HI-DI (Applied Biosystems® — Thermo Fischer

Scientific)

- 0,5 uL de WEN ILS500 (Promega Corporation, USA)

Os resultados da eletroforese capilar, foram analisados em
eletroferogramas no software Gene Mapper v ID-X-1.2 (Applied Biosystems® —
Thermo Fischer Scientific). A tipagem ou classificacdo dos alelos foi efetuada
por comparagao com o Allelic Ladder fornecido com o kit e a sua nomenclatura
¢ feita de acordo com as recomendacBes da DNA Comission of the
International Society of Forensic Genetics (ISFG) (GUSMAO et al, 2006)

4 5. Andlises estatisticas

4.5.1 Avaliagdo de mutagdes

As mutacbes foram identificadas por observacdo direta dos Y-STRs
obtidos dos casos analisados, por meio da deteccdo de diferencas alélicas
entre os individuos referentes a cada caso, conforme recomendado por outros
autores (KAYSER, 2000).

Na generalidade dos casos, a mutacdo genética é caracterizada pela
diferenca do numero de unidades de repeticdo entre o perfil do pai e do filho,
num anico marcador, devido a delecéo ou insercdo de uma ou mais unidades

de repeticdo. O reconhecimento de uma mutacao € admitido sempre que existe
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uma incompatibilidade entre pai e o filho. Nas amostras em que isso ocorreu, a
andlise foi repetida desde inicio do processo de extracdo de DNA para
confirmacéo dos resultados.

As taxas de mutacdes por marcador foram calculadas dividindo o
namero de mutacdes encontradas para um determinado locus pelo nimero de
transferéncias alélicas, e a taxa geral de mutacdo foi calculada dividindo o
ndamero total de mutacdes observadas pelo ndimero total de transferéncias
alélicas. Os numeros de transferéncias alélicas referente a cada marcador
analisado estdo disponiveis na tabela 5. Intervalos de confianca (IC) para taxas
de mutacao (global e por marcador) foram estimados, assumindo um intervalo

de confianca de 95%.

Tabela 5: Informacéo relativa ao numero de transferéncias alélicas analisadas

por marcador referente a cada populacéo estudada.

Rio de Janeiro Sao Paulo Total

DYS576 206 223 429
DYS389 | 206 225 431
DYS448 207 224 431
DYS389 206 224 430
DYS19 206 228 434
DYS391 206 224 430
DYS481 206 224 430
DYS549 206 224 430
DYS533 206 224 430
DYS438 206 224 430
DYS437 206 224 430
DYS570 206 224 430
DYS635 206 224 430
DYS390 206 224 430
DYS439 209 224 433
DYS392 205 224 429
DYS643 206 224 430

DYS393 206 224 430



51

DYS458 206 224 430
DYS385 412 448 860
DYS456 206 224 430
YGATAH4 206 224 430
Total 4741 5156 9897

Nota: O numero de meioses por marcador variou devido a delecbes,
duplicacbes e triplicacdes de alelos.
Fonte: Este trabalho.

4.5.2 Diversidade genética e de relevancia forense

Para os célculos estatisticos dos parametros forenses, foi selecionado
apenas um haplétipo correspondente a cada caso analisado, ja que para tais
calculos ndo deve haver parentesco entre os individuos analisados. O numero
total de hapldtipos utilizados foi de 401.

A diversidade haplotipica, definida como a probabilidade de encontrar
dois perfis genéticos masculinos diferentes na populacédo (EXCOFFIER, 2005),
bem como desvio padréo, foi estimada de acordo com Nei, utilizando a formula:
HD = (n/(n-1)) (1-Zpi®), sendo n o nimero de amostras e pi a frequéncia
haplotipica.

Com a utilizagdo do software Arlequin v 3.5.1.2, foram realizadas as
seguintes abordagens: a) frequéncias alélicas e diversidade génica de cada
marcador analisado b) n° de coincidéncia entre os perfis genéticos; c)
distancias genéticas (Fst) entre pares de populacbes (populacdo estudada e
outras descritas na literatura — tabela 6). Os valores de P foram obtidos apos
50.000 permutacBes. A correcao para multiplos testes proposta por Bonferroni
foi utilizada (BONFERRONI, 1936) para reduzir as chances de se obter um
resultado falso-positivo quando muitas comparacdes sao realizadas em um
anico conjunto de dados. Esse método consiste na divisdo do nivel de
significancia estipulado (em nosso caso, 0,05) pelo nimero de testes que foram
executados.

Utilizou-se o software STATISTICA ver.8.0 (StatSoft) para a obtencéo da
escala multidimensional (MDS) plot baseada nas distancias genéticas obtidas
pelo calculo de Fst, que foi plotado em um grafico de 2 dimensodes.
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A probabilidade de coincidéncia entre os haplotipos foi calculada como a
soma do quadrado das frequéncias haplotipicas (PURPS et al., 2014). A
Capacidade de discriminacado (CD) do conjunto de marcadores utilizado para
cada populacdo foi feita utilizando a formula: CD = N° de haplotipos
diferentes/N° total de individuos.

Para todos os parametros estatisticos o nudmero de repeticdbes em
DYS389ll foi subtraido de DYS389l. Alelos nulos, intermediarios e duplicado
ndo foram desconsiderados. DYS385a/b foi considerado como um bloco, a
ordem dos alelos foi referente ao tamanho dos fragmentos (menor para o
maior) conforme indicados nos eletroferogramas.

Para avaliar a relacdo genética das populacdes estudadas com outras
do Brasil e do mundo, foram utilizadas populacdes referéncias que se
mostraram com grande influéncia na historia de povoamento do Brasil, além da

proximidade geografica (Tabela 6).
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Tabela 6: Amostras utilizadas para comparacao entre as populacdes, numero

de haplotipos analisados (N), origem ancestral da populagdo e respectivas

referéncias.

Populacéo N Origem Referéncia
Brasil
Sao Paulo 1 200 Mistura Este trabalho
Rio de Janeiro 1 201 Mistura Este trabalho
PURPS et al.
ao Paulo 2 12 Mist
Séao Paulo 0 istura (2014)
. . . PURPS et al.
Rio de Janeiro 2 123 Mistura (2014)
Manaus 204 Mistura Dadog
colaborativos
. ) FERREIRA et al.
Brasilia 410 Mistura (2015)
Sao Gabriel da 61 Nativo PURPS et al.
Cachoeira Americana (2014)
América do Sul
L. Nativo PURPS et al.
Bolivia >0 Americana (2014)
L. ) PURPS et al
Bolivia 44 Mistura (2014)
) ) PURPS et al.
Argentina 257 Mistura (2014)
) PURPS et al.
Peru 83 Mistura (2014)
. TOSCANINI et al.
Equador 270 Mistura (2018)
) ) RIBEIRO et al.
Paraguai 537 Mistura (2018)
América Central
; . PURPS et al.
Panama 100 Mistura (2014)
) . PURPS et al.
Costa Rica 166 Mistura (2014)
Europa
) PURPS et al.
Espanha 706 Europeia (2014)
. PURPS et al.
Portugal 248 Europeia (2014)
. . PURP l.
Italia 550 Europeia URPS eta

(2014)
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. PURPS et al.
Alemanha 634 Europeia (2014)
Africa
. . PURPS et al.
Zimbabue 55 Africana (2014)
Populacdes Norte Americanas
. . PURPS et al.
Africanos 509 Africana (2014)
. PURPS et al.
Europeus 534 Europeia (2014)
. . PURPS et
Asiaticos 96 Asiatica al.(2014)
A . PURPS et al.
Hispanicos 403 Europeia (2014)

Fonte: Este trabalho.

Apesar da forma mais precisa em classificar uma amostra em sua
respectiva origem ancestral seja através de haplogrupos, pela tipagem de
SNPs, foi realizada uma previsdo dos respectivos haplogrupos de cada
haplétipos obtido neste trabalho, utilizando a ferramenta online Y-DNA
Haplogroup Predictor - Nevgen (http://nevgen.org), sendo classificadas
conforme sua origem ancestral (ATHEY, 2005, ATHEY, 2006).

Todos haplétipos obtidos neste trabalho foram submetidos ao banco de
dados YHRD (www.yhrd.org) sob numero de acesso: YA004619 (Rio de
Janeiro) e YA004620 (S&o Paulo).
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5.1 Padronizacédo da utilizacao do Kit Powerplex®Y 23

Com a atual economia que estamos vivenciando e a dificuldade de
levantar recursos para desenvolver pesquisas, inicialmente foi realizada uma
padronizacdo do uso do kit comercial utilizado neste projeto para a analise dos
23 Y-STR. Conforme recomendac¢do do fabricante € necessaria a utilizacao de
um volume final de 25ul do mix utilizado na reacdo de PCR. Tendo em vista a
importancia da otimizacdo de custos dos métodos realizados na rotina dos
laboratorios, sem afetar sua sensibilidade, especificidade, facil execucéao e
interpretacédo dos dados, testou-se a redugédo do volume final da reacao para
5uL, mantendo a proporcédo da concentracdo recomendada pelo fabricante dos
componentes do Kit (Master Mix e Pair Primers), ou seja uma reducao de 15
no volume final do Kit comercial.

No laboratério, para os exames de investigacdo de paternidade ja se
utilizava uma adaptacdo do protocolo original do Kit comercial, com uma
reducdo para 1/2 do volume final do mix, porém ndo havia padronizacdo do
mesmo kit com reducéo do volume para 1/5.

Além da economia feita na utilizacdo do Kit, o volume de DNA utilizado
também foi menor, uma vez que a reacdo padronizada no laborat6rio utilizava
entre 1 e 1,5ul (+/- 0,5-5ng/ul) de DNA extraido com o mesmo protocolo de
extracdo de DNA; a partir desta reducdo, passou-se a utilizar um volume de
0,8ul (0,2-4ng/ul) (Tabela 3).

Para a comparacao dos resultados, foram realizadas concomitantemente
reacdes seguindo o protocolo previamente estabelecido pelo laboratério e o
adaptado, utilizando, em ambas, amostras do DNA comercial 2800 (Promega
Corporation, USA) como controle positivo.

Observando os eletroferogramas do controle positivo (Figura 5) seguindo
o protocolo estabelecido no laboratdrio e 0 com as adaptacdes realizadas neste
trabalho (Figura 6), foi possivel notar que, apesar da redugédo de RFU (unidade
de fluorescéncia relativa), houve adequada amplificacdo de todos os

marcadores nas amostras com volume reduzido.
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Figura 5. Eletroferograma do perfil alélico do DNA comercial obtido com o Powerplex®Y 23, seguindo protocolo estabelecido no

laboratério. RFU, unidade de fluorescéncia relativa. Fonte: Este trabalho.
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Figura 6: Eletroferograma do perfil alélico do DNA comercial 2800 obtido com o Powerplex®Y 23 seguindo protocolo adaptado.
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5.2 Anélises de mutacdes

Em 401 casos com paternidade confirmada, totalizando 9.897
transferéncias alélicas, foram identificadas 38 mutacbes (Tabela 7). As
mutacdes foram observadas em 15 dos 23 loci avaliados, sendo que em 5 dos
15 marcadores mutados foi observada apenas uma mutagao.

A maioria das mutacdes foi observada na populacdo de Sao Paulo, em
um total de 24 (Tabela 7), resultando em uma taxa de mutacdo geral de
4,65x102 (95% IC, 2,98x10 a 6,92x10%). Enquanto que na populacdo do Rio
de Janeiro foram observadas 14, das 38 muta¢gOes encontradas, resultando em
uma taxa geral de 2,95x10™ (95% IC, 1,62x10™ a 4,95x10™).

Tabela 7: Numero de mutacdes observadas para as populacdes de Sao Paulo

e Rio de Janeiro separadamente.

. Transferéncias ~ .L|m|.te L|m|§e
N°meioses -1 +1 Total alélicas Taxa de mutagdo inferior superior
(95%) (95%)
Rio de Janeiro 206 5 9 14 4741 2,95X10°° 1,62X10°  4,95x10°
S&o Paulo 224 17 7 24 5156 4,65X10° 2,98x10°  6,92x10°
Total 430 22 16 38 9897 3,84x10° 2,72x10°  5,27x10°

Fonte: Este trabalho.

Para os marcadores em que foram observadas mutacoes, as taxas de
mutacdo obtidas neste trabalho (Tabela 8), ndo se mostraram diferentes das ja
relatadas no banco de dados YHRD, ja que a taxa de mutacdo de um marcador
pode variar até um fator 10 (*10), diferentemente de taxas de mutacao de
populacdes subestruturadas as quais podem apresentar grandes variacdes
(ANTAO-SOUZA et al., 2017). A taxa de mutacdes de todos os marcadores
variou de 0,00232 a 0,01150.
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Tabela 8: Dados relativos as mutacdes observadas nas populacbes de Sé&o
Paulo e Rio de Janeiro, respectivos intervalos de confiangca (95%), dados
disponiveis no YHRD e valores obtidos neste trabalho combinados com os

disponiveis no YHRD, referentes a cada marcador Y-STR analisado.

Este trabalho IC95% YHRD YHRD + Este
trabalho
Taxa de Limite Limite Taxa de . Taxa de lel_te L|m|t'e
Total Mutacdes Inferior  Superior

mutacéo Inferior  Superior mutacéo mutacéao

(IC95%)  (IC95%)

DYS576 4 9,32X10-3 2,50X10-3 2,40X10-2 1,26X10-2 37 em 2944 1,22X10-2 8,74X10-3 1,65X10-2
DYS389 1 1 2,32X10-3 5,90X10-5 1,30X10-2 2,72X10-3 41 em 15050 2,71X10-3 1,96X10-3 3,67X10-3
DYS448 1 2,32X10-3 5,90X10-5 1,30X10-2 1,39X10-3 11em 7940 1,43X10-3 7,41X10-4 2,50X10-3

DYS389
Il

3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 4,33X10-3 65em 15021 4,40X10-3 3,42X10-3 5,58X10-3
DYS19 0 0 0 0 2,20X10-3 37 em 16801 2,15X10-3 1,51X10-3 2,96X10-3
DYS391 1 2,33X10-3 5,90X10-5 1,30X10-2 2,53X10-3 41 em 16197 2,53X10-3 1,82X10-3 3,41X10-3
DYS481 3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 4,88X10-3 12em 2460 5,19X10-3 2,91X10-3 8,55X10-3
DYS549 3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 3,33X10-3 8em 2400 3,89X10-3 1,94X10-3 6,94X10-3
DYS533 0 0 0 0 3,68X10-3 9em 2446 3,13X10-3 1,43X10-3 5,93X10-3
DYS438 0 0 0 0 3,51X10-4 4em 11384 3,39X10-4 9,23X10-5 8,67X10-4
DYS437 1 2,33X10-3 5,90X10-5 1,30X10-2 1,32X10-3 15em 11363 1,36X10-3 7,76X10-4 2,20X10-3
DYS570 3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 1,14X10-2 30em 2643 1,07X10-2 7,40X10-3 1,50X10-2
DYS635 1 2,33X10-3 5,90X10-5 1,30X10-2 4,21X10-3 37 em 8787 4,12X10-3 2,92X10-3 5,65X10-3

DYS390 4 9,30X10-3 2,50X10-3 2,40X10-2 2,08X10-3 34 em 16323 2,27X10-3 1,61X10-3 3,11X10-3

DYS439 5 1,15X10-2 3,80X10-3 2,70X10-2 5,46X10-3 62 em 11358 5,68X10-3 4,41X10-3 7,21X10-3

DYS392 0 0 0 0 4,96X10-4 8em 16129 4,83X10-4 2,09X10-4 9,52X10-4
DYS643 0 0 0 0 1,21X10-3 3 em 2489 1,03X10-3 2,12X10-4 3,00X10-3
DYS393 0 0 0 0 1,07X10-3 16 em 14975 1,04X10-3 5,94X10-4 1,69X10-3

DYS458 3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 6,17X10-3 49em 7939 6,21X10-3 4,64X10-3 8,14X10-3
DYS385 2 2,33X10-3 2,80X10-4 8,40X10-3 2,51X10-3 70em 27911 2,50X10-3 1,96X10-3 3,15X10-3

DYS456 3 6,98X10-3 1,40X10-3 2,00X10-2 4,41X10-3 35em 7940 4,54X10-3 3,21X10-3 6,23X10-3

YGA;‘TAH 0 0 0 0 3,01X10-3 27em 8971 2,87X10-3 1,89X10-3 4,18X10-3
Total 38 3,84X10-3 2,72X10-3 5,27X10-3

Fonte: Este trabalho.
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O marcador que apresentou maior nimero de mutacdes foi o DYS439,
com taxa de 1,15X107% (95% IC, 3,80x107° a 2,70x10-%), que apesar de ndo ser
considerado um marcador RM, resultado similar foi encontrado em um trabalho
realizado com a populagédo da Coréia (OH et a., 2015), seguido pelo marcador
RM DYS576 com taxa de 9,32x107 (95% IC 2,50x102 a 2,40x10). Ambos os
marcadores apresentaram taxa de mutacéo acima do IC estimado para a taxa
global de mutacdo de Y-STRs obtida neste trabalho. A variagdo do IC do
marcador DYS390 apresentou-se acima do valor da taxa de mutacdo
disponivel no YHRD para este marcador.

A taxa de mutacdo geral para os 22 marcadores analisados foi de
3,84x10° (95% IC, 2,72x10° a 5,27x10°), mostrando semelhanca com
trabalhos realizados na populagdo Sul do Brasil (Da FRE et al., 2015) e da
Itdlia (TURRINA, et al., 2015). Porém, este trabalho mostrou uma grande
heterogeneidade dos valores de taxas de mutacdo para os marcadores
analisados, portanto, ndo sendo correta a aplicagdo de uma taxa geral para
diferentes marcadores Y-STR, mas levar em consideracdo quais 0s
marcadores estdo sendo avaliados e quantas transferéncias alélicas ocorreram
nas andlises de parentesco em questdo (BALLANTYNE et al, 2012).

Com relacéo aos dados disponiveis no YHRD referentes a mutagéo por
marcador, nota-se que os marcadores utilizados mais recentemente na rotina
forense mundial apresentam quantidades de dados bem inferiores quando
comparados a marcadores mais antigos (Tabela 8). Como é o caso do
marcador DYS19, que foi o primeiro Y-STR identificado para utilizagdo na
rotina forense, e que apresenta um valor de taxa de mutacdo bem
estabelecida, apresentando dados de 16801 andlises meidticas. Ja os dois
marcadores RM presentes no PPY23 (DYS576 e DYS570) apresentam
quantidade de dados disponiveis bem inferiores, com 2944 e 2643 analises
meidticas respectivamente. Entretanto, estes marcadores estdo entre os que
apresentam maiores taxas mutacionais dentre os disponiveis no YHRD. Além
disso, por estarem presentem no Kit comercial pelo potencial poder de
discriminagéo entre linhagens patrilineas, deve haver disponiveis dados de
taxa de mutacdo mais fidedignos, e para isso, dados contendo maiores

nameros de andlises devem ser disponibilizados para estes marcadores.
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Os valores das taxas de mutacbes disponiveis atualmente no YHRD
para os marcadores avaliados foram atualizados, juntando-os aos deste
trabalho e estéo disponiveis na tabela 8.

Todos os dados referentes as mutacdes observadas nas populacdes

estudadas estao disponiveis na tabela 9.

Tabela 9: Dados de todas as mutacdes observadas nas populacdes de S&o

Paulo e Rio de Janeiro.

Marcador Alelo do pai Alelo do filho Tipo de mutagéo
DYS385 13,18 14,18 +1
DYS385 16 15 -1
DYS389 | 13 12 -1
DYS389 I 32 33 +1
DYS389 I 30 29 -1
DYS389 I 31 30 -1
DYS390 23 24 +1
DYS390 24 23 -1
DYS390 24 23 -1
DYS390 21 22 +1
DYS391 16 15 -1
DYS437 15 14 -1
DYS439 11 12 +1
DYS439 13 14 +1
DYS439 12 13 +1
DYS439 11 10 -1
DYS439 14 13 -1
DYS448 21 20 -1
DYS456 15 16 +1
DYS456 16 15 -1
DYS456 17 16 -1
DYS458 20 19 -1
DYS458 16 17 +1
DYS458 21 20 -1
DYS481 24 25 +1
DYS481 28 27 -1
DYS481 23 24 +1
DYS549 13 12 -1
DYS549 12 11 -1
DYS549 12 13 +1
DYS570 17 18 +1
DYS570 18 17 -1
DYS570 22 23 +1

DYS576 18 17 -1
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DYS576 17 18 +1
DYS576 19 18 -1
DYS576 17 18 +1
DYS635 23 22 -1

+1, ganho de 1 unidade de repeticdo; -1, perda de 1 unidade de repeticdo.
Fonte: Este trabalho.

Todas as mutacdes observadas neste estudo ocorreram em alelos com
sequéncias idénticas repetitivas 211 (Tabela 10), estando em acordo com
estudos (BRINKMANN et al., 1998; GUSMAO et al., 2005; FAN & CHU 2007;
MARTINEZ et al., 2017) realizados em STR autossdmicos, 0s quais indicam
maior possibilidade de mutacdo em sequéncia repetitiva de comprimento maior

qgue 10 repeticdbes homogéneas.

Tabela 10: Tipos de mutacdo observadas nos alelos presentes na populagéo

estudada para o Powerplex®Y 23.

Alelo Mutacao +1 -1
7-10 0 0 0
11-15 12 6 6
16-20 12 4 8
21-25 10 5 5
26-30 2 0 2
31-33 2 1 1
Total 38 16 22

+1, ganho de 1 unidade de repeti¢cdo; -1, perda de 1 unidade de repeticao.

Fonte: Este trabalho.

Das 38 mutagOes observadas, 12 ocorreram em alelos de comprimento
de 11 a 15 unidades de repeticdo, e 12 mutacbes entre os alelos com
comprimento de 16 a 20 unidades de repeticdo. Ndo foram observadas
mutacBes em alelos menores que 10 unidades de repeticdo. O estudo de
Ballantyne e colaboradores (2010) mostrou que quanto maior o tamanho do
fragmento, maior a chance de ocorrer mutacdo, aléem de que quanto maior
namero de alelos, ou seja, quanto mais repeticdes possiveis dentro do locus,
maior a chance de muta¢gdes. O numero de repeticdes presentes no alelo mais
longo do locus pode ser usado para prever a mutabilidade, ou seja, se este
locus apresentar alelos muito longos pode ter maior chance de sofrer mutacao

gue outros com alelos mais curtos. Porém, se outro locus apresentar alelos
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mais curtos, mas que a soma de todas as repeticdes presentes dentro deste
locus seja maior, este passa a apresentar maior chance de sofrer mutacao.

Em relagdo ao tipo de mutagdo, 22 das mutagdes observadas
apresentaram perda de uma unidade de repeticdo e 16 apresentaram ganhos
de uma unidade de repeticdo (Tabela 10). Ndo foram encontradas mutacdes
com ganhos ou perdas de 2 ou mais unidade de repeticdo. Estudos né&o
mostram haver diferengas significativas entre ganhos ou perdas de unidades
de repeticdo (BALLANTYNE et al., 2010), porém mostram que quanto maior o
comprimento do alelo mutado, maior a chance da mutacao resultar na perda de
repeticdo (encurtamento do alelo:-1), enquanto que os alelos mais curtos
tendem a apresentar ganhos de repeticdes (expansao do alelo:+1) com uma
frequéncia significativamente maior. No grafico (Figura 7), podemos notar que a
linha de frequéncia relativa de mutacdes com perdas de unidades de repeticao,
se mantém proxima da linha da frequéncia relativa de mutagdes conforme o
comprimento dos alelos vai aumentando, enquanto que a linha referente a
mutacBes de ganhos de unidades de repeticdo sofre uma queda abrupta
conforme aumento do comprimento dos alelos, confirmando dados de outros
estudos (GUSMAO et al., 2005; BALLANTYNE et al., 2010).

Foi realizada a correlacdo baseada nos comprimentos dos alelos
encontrados em todos os marcadores (com excecdo do DYS385a/b), com a
frequéncias relativas (Tabela 11) dos alelos, das mutacbes, e tipos de

mutacdes observadas (ganhos:+1 e perdas:-1)

Tabela 11: Frequéncias relativas das mutacdes, alelos, e tipos de mutacdes

observadas nas populacdes de Séo Paulo e Rio de Janeiro.

Alelo Mutacédo Frequéncia Alélica +1 -1

7-10 0 0,0858 0 0

11-15 0,3158 0,5136 0,3750 0,2727
16-20 0,3158 0,1969 0,2500 0,3636
21-25 0,2632 0,1474 0,3125 0,2273
26-30 0,0526 0,0494 0 0,0909
31-33 0,0526 0,0069 0,0625 0,0455

Fonte: Este trabalho.
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Os dados da tabela 11 foram representados em forma de grafico (Figura

7) para permitir a correlagdo dos dados.

Figura 7: Correlacdo entre o comprimento dos alelos presentes na populacdo

estudada para o Powerplex®Y 23 e as muta¢des observadas.
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Fonte: Este trabalho.

No grafico (Figura 7), ao compararmos a linha da frequéncia relativa do
comprimento dos alelos, com a de mutacdes, é possivel notar que a linha de
mutacdes se mantém abaixo da frequéncia relativa de alelos de comprimento
de até 15 unidades de repeticdo, porém, acima de alelos com comprimento de
16 unidades de repeticdo, esta linha se mantém sempre acima. ISsoO nos
mostra que mesmo com menor frequéncia relativa da ocorréncia de alelos mais
longos que 15 unidades de repeticdo nas populacdes de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, as mutacdes foram relativamente maiores para alelos de maior
comprimento, confirmando os dados do outros estudos (GUSMAO et al., 2005;
BALLANTYNE et al.,, 2010) que indicam que alelos de maior comprimento
tendem a sofrer mais mutacdes que alelos mais curtos.

O estudo de Ballantyne e colaboradores (2010) também mostrou que
marcadores que apresentam sequéncia repetitiva complexa, ou seja, que sao

compostos por mais de um trecho de repeticdo, tendem a ocorrer mais
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mutacBes que 0s com sequéncia repetitiva simples (apenas 1 Unica sequéncia
de repeticdo homogénea ininterrupta). Curiosamente em todos os marcadores
do painel utilizado que apresentam sequéncia complexa (DYS389l/Il, DYS635

e DYS390) foi encontrada pelo menos 1 mutacao.

5.3 Variantes Alélicas

Durante a analise dos 401 haplétipos, foram encontradas algumas
variantes alélicas incomuns para este painel de marcadores. Foi realizado um
levantamento no YHRD para identificar a ancestralidade das populacdes
predominantes em que essas variantes sao observadas. Estes dados estéo
representadas na tabela 12. Em todos os casos em que foram observadas

variantes alélicas nos pais, as mesmas foram transmitidas para os filhos.

Tabela 12: Numero (N) de variantes alélicas observadas nas populacdes de
Séo Paulo e Rio de Janeiro e respectiva predominancia ancestral referente aos
23 Y-STRs analisados.

Sao Paulo Rio de Janeiro YHRD

Marcador N Variante N Variante Total Ancestralidade
DYS570 1 21.2 1 21.2 2 Europeu

DYS19 1 Triplicagéo (14, 15,17) 0 1 Africano
DYS3891 1 Duplicagéo (29,31) 0 1 Asiatico
DYS458 6 15.2/17.2/18.2/19.2/20.2 4 17.2/18.2/20.2/21.2 10 Africano/Asidtico
DYS576 1 Alelo nulo 0 1 Europeu/Asiatico
DYS385 1 12.3 1 12.2 2 Europeu/Asiatico
DYS392 O 1 Alelo nulo 1 Africano
DYS448 0 1 Duplicagéo (20,21) 1 Africano

Duplicacado (10,11; 10,12;
DYS439 0 3 12,13) 3 Europeu/Asiatico
11 11 22

Fonte: Este trabalho.

Foram encontradas 22 variantes alélicas em 9 marcadores dos 23 Y-
STR analisados. A maioria das variantes observadas foram alelos
intermediarios, sendo observados 14, que ocorreram em 3 marcadores
diferentes (DYS570, DYS458 e DYS385). O marcador DYS458 foi o que

concentrou maior ocorréncia de alelos intermediarios (10), 0 mesmo também
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foi observado por PURPS e colaboradores (2014). Ao avaliar a ocorréncia
dessas variantes no YHRD, observamos que todos os alelos intermediérios
observados para o locus DYS458 sao tipicas de populacdes Afro asidticas. Os
alelos intermediarios observados no locus DYS570 sdo predominantemente
observados em populacdes europeias, e os observados no DYS385 séo
predominantemente encontrados em populacbes Euro asidticas. A
classificacdo das amostras em que essas variantes foram observadas
confirmaram estes dados.

Um total de 6 variantes em nameros de copias foram encontradas em 4
diferentes marcadores. Dessas variantes, 5 foram observadas duplicagbes de
alelos, que ocorreram nos marcadores: DYS389 |, DYS448 e DYS439. Mais da
metade das duplicacdes observadas foi vista ho marcador DYS439, sendo 3
variantes no total, e todas essas variantes foram predominantemente
observadas em populac6es de origem Euro asiaticas. A duplicacdo observada
no locus DYS389 |, apresenta maior frequéncia em populacfes asiéticas e a
duplicacdo no DYS448 em populacdes africanas. Uma variante de nimero de
copia apresentou amplificacdo de 3 alelos, e ocorreu em um caso em que havia
um pai e dois filhos. Esta triplicacdo de alelos ocorreu no marcador DYS19
obtendo a amplificacdo dos alelos 14, 15 e 17. No trabalho de Purps e
colaboradores (2019) também foi encontrado um caso de triplicacdo de alelos
para este mesmo marcador, sendo encontrado em uma amostra afro-
americana. Esta variante foi transmitida para os dois filhos, como mostrado na

figura 8.
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Figura 8: Eletroferogramas parciais de perfis alélicos de trés amostras obtidos

com o Powerplex®Y 23 da triplicacdo no locus DYS19.
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Nota: O marcador destacado em vermelho € o DYS19, o qual apresenta a amplificacéo

de trés alelos em todas as amostras (F1, F2 e P). Fonte: Este trabalho.

Segundo dados obtidos no YHRD, esta triplicacdo contendo os alelos
14, 15 e 17 apresenta frequéncia de 0,0003498%, ou seja, um tipo de variante
extremamente rara. Ja que foi relatado ao YHRD apenas uma Unica ocorréncia.
Existem muitos estudos que relatam a ocorréncia de amplificacdes duplicadas
no marcador DYS19 (PURPS et al., 2014, FIGUEIREDO et al., 2015), sendo
geralmente o marcador que apresenta maiores variantes de numeros de
cOpias, porém mais de duas duplicacdes sao raras, mas também observadas
para outros marcadores (DECKER et al., 2008).

O estudo da frequéncia de amplificacdo de mais de um alelo por
marcador no cromossomo Y é de extrema importancia (DECKER et al., 2008),
pois a analise do cromossomo Y € muito utilizada em investigacdes de crimes
sexuais, 0s quais utilizam-se amostras de misturas, e esta duplicacdo e ou
triplicagdo pode interferir na andlise dos resultados, podendo ser mal

interpretada durante a analise.
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Encontramos também 2 ocorréncias de alelos nulo (Figura 9), ou seja,
nao houve amplificagdo de nenhum alelo, o que pode ter ocorrido devido a
mutacles presentes na regido de anelamento do primer que amplifica estas
regides (GUSMAO et al., 2006). Essas variantes ocorreram nos marcadores
DYS576 e DYS392, respectivamente. Foram relatados ao YHRD 26 casos de
alelo nulo para o marcador DYS576, e foi mais frequentemente observado em
populacées de origem Euro asiaticas e 34 para o DYS392, visto com maior

frequéncia em populacdes africanas.

Figura 9: Eletroferogramas parciais de perfis alélicos de duas amostras obtidos
com o Powerplex®Y 23 do alelo nulo encontrado no locus DYS576.
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Nota: O marcador destacado em vermelho é o DYS576, onde em ambas as amostra ndo
houve amplificacdo de nenhum alelo para este marcador, sendo considerado como alelo nulo.

Fonte: Este trabalho.

No geral, as duas populacdes estudadas apresentaram mesmo numero
de variantes alélicas, sendo encontradas 11 variantes em cada populacéo, e
nas duas populacdes foram observados os diferentes tipos de variantes (alelos
intermeédios, variantes de niamero de copias e alelos nulo).

Foram obtidas as frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) dos 23

marcadores Y-STR das popula¢gbes de Sdo Paulo e Rio de Janeiro e os dados
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encontram-se na tabela 13. Foi verificada a distancia genética entre as duas
populacdes apos o célculo de Fst, que ndo mostrou haver diferencas
significativas entre essas populacdes (Fst = 0,0011), por isso, estabeleceu-se
entdo uma Uunica tabela de frequéncias alélicas para as duas populacdes

estudadas.
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Tabela 13: Frequéncias alélicas, numero de alelos e diversidade génica (DG) dos 23 marcadores Y-STR obtidos com o
Powerplex®Y 23 nas populacdes de Sao Paulo e Rio de Janeiro.

DYS576 DYS3891 DYS448 DYS3891l DYS19 DYS391 DYS481 DYS549 DYS533 DYS438 DYS437 DYS570 DYS635 DYS390 DYS439 DYS392 DYS643 DYS393 DYS458 DYS456 YGATAH4  DYS385 F’i?é’“éc”a“a DYS385 F’i?gf’c":ia
Alelo Nulo  0,00249 0,00249 10,13 0,00499 16,19 0,01746
7 0,00249 0,00249 10,14 0,00249 1717 0,01247
8 0,00249 0,00499  0,00998 0,01496 10,15 0,00249 17,18 0,01746
9 0,05985 002244 010973 0,00998 0,09476 0,00499 11,11 0,02244 17,19 0,01247
10 0,53616 001995 006234 0,28678 0,08728 0,00499  0,42643 0,03491 11,12 0,00998 18,18 0,00998
10,11 0,00249 11,13 0,02494 18,19 0,00499
10,12 0,00249 11,14 0,25436 18,2 0,00748
11 0,01247 0,39401 0,20449 030673 0,18703 0,30673 050374 011222  0,00499 0,3616 11,15 0,04489 9,17 0,00249
12 0,202 0,00499  0,00748 036409 052618 0,38155 0,00249  0,00249 043641 004239 018454 0,1596  0,00249 0,53117 12,12 0,01995
1213 0,00249 1213 0,00249
13 000998 0,601 014214 032668 005736 002244 0,00249 0,00499 0,13466 0,38903 0,10973  0,68828 002244  0,06733 12,14 0,06234
14 0,00998  0,17955 0,46384 006983  0,01995 04389  0,00499 001496 004489 005237 0,10973 002244 0,10973 12,15 0,01746
14,1517 0,00249 12,16 0,00998
15 0,05736  0,00499 0,26683 0,01496 04414 002743 0,00249 001247 000249 0,02993 0,10723  0,42893 12,17 0,00499
15,2 0,00249 12,19 0,00748
16 0,16209 0,08229 010973 011721 000748 031172  0,30673 122,14 0,00249
17 0,31671 0,00748 0,03491 0,00249 0,37905  0,00998 0,32018  0,11471 13,13 0,01746
17,2 0,00499 13,14 0,06484
18 0,28429 0,05237 0,00249 0,00249 0,9202 0,00499  0,00249 0,14464  0,01746 13,15 0,03242
18,2 0,00499 13,16 0,02244
19 0,12219 0,41397 0,00499 0,09975  0,01247 0,04239 1317 0,02494
19,2 0,00499 13,18 0,01746
20 0,02743 0,27431 0,00748 0,05985  0,05237 0,01247 13,19 0,00499
20,2 0,00499 14,14 0,02743
20,21 0,00249 14,15 0,01746
21 0,00748 0,20698 0,07731 003491 023441 012718 0,00249 14,16 0,00998
21,2 0,00748 0,00249 1417 0,01995
22 0,0399 0,38155 005736 0,13466  0,1197 14,18 0,00249

23 0,17207 0,00998 0,40648 0,21197 14,19 0,00249
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24 0,00249 0,09476 0,00249 0,13466 0,44389 14,20 0,00499
25 0,09227 0,00998 0,08229 14,21 0,00249
26 0,00499 0,04489 0,00998 15,15 0,02743
27 0,07731 0,00249 15,16 0,01746
28 0,14963 0,02993 15,17 0,01746
29 0,41397 0,01746 15,18 0,00748
29,31 0,00249 15,19 0,00249
30 0,28429 15,20 0,00249
31 0,11222 16,16 0,02494
32 0,02494 16,17 0,02494
33 0,00748 16,18 0,02494
N° Alelos 10 5 8 8 8 5 11 6 7 7 7 14 9 8 10 7 9 6 15 6 5 48
DG 0,77530 0,56700 0,70791 0,71390 0,68713 0,55502 0,79405 0,71519 0,62249 0,72636 0,60197 0,78867 0,74228 0,72244 0,69108 0,59238 0,74938 0,48900 0,76137 0,69767 0,58278 0,91651
Fonte: Este Trabalho.
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A diversidade génica é a probabilidade de que dois individuos escolhidos
ao acaso na populagao tenham alelos distintos. Os valores de DG obtidos para
as populacdes estudadas variaram de 0,4890 a 0,9165. Dos 23 Y-STR
analisados neste trabalho o que apresentou maior diversidade génica foi o
DYS385 (0,9165). De certa forma este resultado ja era esperado, uma vez que
0 DYS385 representa a amplificagdo simultanea de duas regides idénticas do
cromossomo Y, que sao consideradas em forma de um bloco, ou seja, dois
alelos para um unico marcador. Este resultado se repete em varios estudos,
sendo este marcador o que apresenta DG em diferentes populacdes
provenientes de todos os continentes (PURPS et al., 2014).

O marcador DYS481 foi o que apresentou segundo maior valor (0,7940)
de DG neste estudo, seguidos pelos dois marcadores RM DYS570 (0,78867) e
DYS576 (0,77530). O marcador que apresentou menor valor de DG foi o
DYS393 (0,4890) (Figura 10).

Figura 10: Valores das diversidades génicas entre os 23 Y-STR obtidas com o

Powerplex®Y 23 nas populacdes de Sdo Paulo e Rio de Janeiro.
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Fonte: Este Trabalho.
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5.4 Anélises haplotipicas

Na presenca de perfis haploides & importante estimar a diversidade
haplotipica, definida como a probabilidade de dois individuos selecionados ao
acaso em uma populacéo apresentarem haplotipos diferentes para um conjunto
de marcadores (EXCOFFIER, 2005).

A diversidade haplotipica foi calculada para cada populagéo estudada, e
entdo juntou-se com outras populacbes brasileiras retiradas da literatura
(Tabela 6), considerando uma Unica populacdo (Brasil), e calculou-se a
diversidade haplotipica da populacao brasileira.

Ao analisar 200 haplétipos de individuos nascidos no estado de S&o
Paulo, a diversidade haplotipica foi igual a 1,0000 +/- 0,0005, ou seja, dentre 0s
haplétipos encontrados ndo houve nenhum igual ao outro, o que significa que
para esse conjunto de marcadores hd uma probabilidade baixa de dois
individuos apresentarem o mesmo hapl6tipo nesta populacdo. Cada haplétipo
apresentou frequéncia haplotipica de 0,005. A capacidade de discriminacao
deste conjunto de marcadores para a populacdo de Sado Paulo foi de 1,000
(Tabela 14).

Para a populacédo do Rio de Janeiro foram considerados 201 haplétipos.
A diversidade haplotipica foi de 0,99995 +/- 0,0005. Dentre os 201 haplétipos
encontrados, 2 foram idénticos, sendo a frequéncia haplotipica desses
haplétipos de 0,00995, enquanto os hapl6tipos Unicos apresentaram frequéncia
haplotipica de 0,00498. A capacidade de discriminacdo deste conjunto de
marcadores para a populacédo do Rio de Janeiro foi de 0,99502 (Tabela 13).

Estes valores mostram uma grande diversidade genética para as duas

populacdes estudadas quando utilizado este conjunto de marcadores.
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Tabela 14: Diversidade haplotipica e capacidade de discriminacdo das

populacdes estudadas e em conjunto com populagdes de outras regides do

Brasil.
o
~ N ,d.e Diversidade A Capacidade de
Populacéo N haplétipos P Referéncia L ~
. haplotipica discriminagéo
diferentes
Séo Paulo 1 200 200 1,0000 +/- 0,0005 Este trabalho 1,00000
Rio de Janeiro1 201 200 0,99995 +/- 0,0005 Este trabalho 0,99502
Manaus 204 203 0,99995 +/- 0,0005 Dados colaborativos 0,99510
Brasilia 410 327 0,9987 +/- 0,0003 Ferreira et al (2015) 0,79756
Rio de Janeiro 2 123 123 1,0000 +/- 0,0010 PURPS et al (2014) 1,00000
Séao Gabriel da
] 61 58 0,9984 +/- 0,0033 PURPS et al (2014) 0,95082
Cachoeira
Séo Paulo 2 120 120 1,0000 +/- 0,0011 PURPS et al (2014) 1,00000
Este trabalho +
Séao Paulo total 320 319 0,99998 +/- 0,0005 0,99688
PURPS et al (2014)
Rio de Janeiro Este trabalho +
324 323 0,99998 +/- 0,0005 0,99691
total PURPS et al (2014)
Brasil 1319 1214 0,99984 +/- 0,0005 0,92039

Fonte: Este trabalho.

Ao juntarmos as populacbes de Sao Paulo e Rio de Janeiro deste
trabalho com as de PURPS e colaboradores (2014), obteve-se diversidade
haplotipica de 0,99998 +/- 0,0005 para ambas populacdes, com capacidade de
discriminagédo de 0,99688 e 0,99691 para Sao Paulo e Rio de Janeiro
respectivamente. Quando englobamos todas as populacdes, em uma Unica,
denominada de Brasil, temos no total 1.319 haplétipos, sendo que 1.214 foram
anicos. Esta populacédo obteve diversidade haplotipica de 0,99984 +/- 0,0005,
com capacidade de discriminacao de 0,92039 para o PPY23. O haplétipo mais
frequente foi compartilhado por 5 individuos.

Foi calculado o valor correspondente de probabilidade de match entre os
haplétipos da populacao brasileira para este conjunto de marcadores, e obteve-
se um valor de 9,18x10™, sendo a probabilidade de match de 1 em cada 1089
haplétipos avaliados. Este valor se assemelha ao estudo de PURPS et al.
(2014), em que se obteve uma probabilidade de match de 1 a cada 1086

haplotipos para populacdes da América Latina, mostrando que os dados aqui
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obtidos se encontram em conformidade com os da literatura para este mesmo
painel de marcadores.

Em relacdo a coincidéncia dos haplétipos avaliados da populagéo
brasileira (Tabela 15), a que apresentou maior coincidéncia de perfis foi a
populacao de Brasilia com ela mesma (62), seguida por Brasilia com Manaus
(4), Brasilia com Rio de Janeiro e com S&o Paulo (3). Sendo assim a
populacdo de Brasilia além de apresentar maior coincidéncia de perfis,
haplotipicos com as outras populacfes avaliadas, ou seja, inter-populacional,

foi a que apresentou também maior coincidéncia de perfis intra-populacional.

Tabela 15: Coincidéncia entre os perfis haplotipicos dentre as populacdes

estudadas.

Rio de
Jan?iro

. Séao
Sao Plaulo Gabriel da

Mar;aus Brasilia Rio de
1

Séo Paulo
Janeiro 2* 4

2

1 Cachoeira®

S&o Paulo 1* -

Rio de Janeiro
ll

Manaus? -

Brasilia® 3

Rio de Janeiro
24

Sao Gabriel da
Cachoeira4

S&o Paulo 2* 1 - - 2 - - -

', Este Trabalho; °, Dados colaborativos; °, Ferreira et al (2015); *, PURPS et al (2014).
Fonte: Este trabalho.

O grande numero de coincidéncias de haplétipos da populacdo de
Brasilia com outras popula¢cbes do Brasil se mostra em conformidade com a
histéria da cidade, que foi criada para ser a capital do Brasil, recebendo
individuos de todas as partes do pais (IBGE). A populacdo do Rio de Janeiro
deste estudo apenas apresentou uma Unica coincidéncia de perfil, sendo essa
com outro perfil da prépria populacéo.

Todos os haplétipos da populacdo de Sdo Paulo e Rio de Janeiro deste
estudo foram confrontados com os haplétipos incluidos no YHRD para busca
de possiveis coincidéncias haplotipicas. Esta busca primeiramente foi realizada
com o painel de marcadores PPY23. Para a populacdo de Séo Paulo, e a
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meédia de coincidéncia com os haplétipos depositados no YHRD foi de 0,08.
Dos 200 haplétipos de Séo Paulo, 16 apresentaram match, sendo que destes,
6 foram com haplétipos provenientes de populacdes brasileiras.

Para a populacdo do Rio de Janeiro, a média de coincidéncia foi de
0,085. Dos 201 haplétipos, 17 apresentaram match com outros depositados no
YHRD, sendo que desses, 6 foram coincidentes com haplétipos de populagfes
brasileiras.

ApoOs esta andlise, para averiguar a coincidéncia entre os haplétipos
deste estudo com os depositados no YHRD para outros painéis de Y-STR
retirou-se alguns marcadores que nao estdo contidos nesses outros painéis de
marcadores: AMpFLSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems®
— Thermo Fischer Scientific - YFiler) que possui 17 Y-STR; PowerPlex® Y
System (Promega Corporation, USA - PPY) que possui 12 Y-STR; e o conjunto
de haplotipo minimo com 9 marcadores Y-STR. A figura 11 mostra a média de
coincidéncias de haplétipos da populacdo de Sdo Paulo para os conjuntos de

Y-STR citados acima.

Figura 11: Média de coincidéncia entre os haplétipos da populacdo de Séo
Paulo quando confrontados com dados do YHRD para diferentes conjuntos de
marcadores Y-STR (Powerplex®Y 23, YFiler®, PowerPlex® Y System e

Haplotipo minimo).

500
450

400 /
350

300 /

250

200 /

150

100 /

50 /

0

PPY23 Yfiler PPY Haplotipo minimo

Fonte: Este trabalho.
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Os resultados mostram um elevado aumento da média de coincidéncia
entre haplétipos quando se diminui a quantidade de marcadores analisados,
Resultados semelhantes ocorreram para a populagéo do Rio de Janeiro (Figura
12).

Figura 12: Média de coincidéncia entre os haplétipos da populacdo do Rio de
Janeiro quando confrontados com dados do YHRD para diferentes conjuntos
de marcadores Y-STR (Powerplex®Y 23, YFiler®, PowerPlex® Y System e

Haplotipo minimo).
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Fonte: Este trabalho.

Estes resultados ja eram esperados, pois quanto menos marcadores
analisados em conjunto, menor serd o poder de discriminar um individuo, e
consequentemente maior a chance de coincidéncia entre haplétipos (BUTLER,
2005). Um estudo colaborativo (PURPS et al.,, 2014) que analisou 19.630
haplétipos Y-STR com populacdes oriundas de todos os continentes obteve
valores de capacidade de discriminagdo para 0S mesmos conjuntos de
marcadores citados acima, o que também foi calculado para as populacdes

deste estudo, e estao indicados na tabela 16.
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Tabela 16: Capacidade de discriminacéo de diferentes conjuntos de Y-STR da

populacdo estudada em comparacao com dados da literatura.

Powerplex®Y PowerPlex® Haplétipo

Referéncia 23 YFiler® Y System minimo
Sao Paulo + Rio
de Janeiro Este Trabalho 0,9975 0,9550 0,8117 0,6532
Populacao PURPS et al. (2014) 0,9608 0,8569 0,5831 0,4304
Global

Fonte: Este trabalho

Todos esses dados confirmam grande diversidade genética, baseada
em linhagens patrilineas, tanto das populagbes estudadas, quanto da
populacao brasileira como um todo, além de que este painel de marcadores
(PPY23) se mostrou altamente discriminativo para as populacfes estudadas,
obtendo valores de capacidade de discriminagcdo acima dos obtidos para a
populacao global pelo estudo de PURPS e colaboradores (2014).

Foram incluidos no total 368 novos perfis haplotipicos para o conjunto de
marcadores de 23 Y-STR. Sendo 188 perfis referentes a cada uma das
populacdes estudadas.

Todos os dados obtidos no YHRD se referem a verséo 61.

5.5 Comparacdes genéticas entre as populacdes

Baseando-se na comparacdo de Y-STR entre duas ou mais populagdes
€ possivel estimar a distancia genética (Fst) entre elas. Isto é util para
esclarecer as relacbes evolutivas entre populacdes (TAKEZAKI, 1996). Fst é
uma medida de distdncia genética, e quanto menor o seu valor maior a
similaridade entre as populagoes.

Com os dados obtidos utilizando o PPY23, foi realizada a analise da
distancia genética entre as populacdes dos estados de Sao Paulo e Rio de
Janeiro deste trabalho. Além disso, as mesmas foram comparadas com dados
de outras populacdes brasileiras e estrangeiras disponivel na literatura para o
mesmo painel de marcadores. Como a populacdo do Brasil € altamente
miscigenada, a escolha dessas populacdes se deu pela influéncia das mesmas

na formacdo da populacdo brasileira baseando-se em dados historicos, além
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da escolha por populacées que apresentam proximidade geogréafica. Para esta
analise (Fst) utilizou-se um total de 22 populacdes, e o valor de p como teste
de significancia foi baseado em 50.000 permutagoes.

Inicialmente, analisou-se a relacdo genética entre a populacdo de Sé&o
Paulo deste estudo, com a populacdo de S&o Paulo de PURPS e
colaboradores (2014). O mesmo foi feito com a populagéo do Rio de Janeiro. O
resultado obtido das populagbes de Sao Paulo e Rio de Janeiro deste estudo
foram unidas as de PURPS e colaboradores (2014), pois averiguou-se nao
haver diferenciacdo genética entre estas populacbes com o calculo (Tabela
17), formando uma popula¢gbes Unicas para Sao Paulo (N=320) e Rio de
Janeiro (N=324).

Tabela 17: Distancias genéticas (Fst) e valor de p correspondente entre as
populacdes de S&do Paulo 1 e Rio de Janeiro 1 deste trabalho com a populacao
de S&o Paulo 2 e Rio de Janeiro 2.

Valores de P considerados significantes apods corregdo de Bonferroni: <0,008333, considerando

as comparaces entre as 4 populagdes.

S3o Paulo! X S&o Paulo? Rio de Janeiro® X Rio de Janeiro?

Valor Fst 0,00000 (p= 0,50905) 0,00419 (p= 0,03019)

" Este trabalho, “PURPS, et al. (2014).
Fonte: Este trabalho.

Os valores de Fst e os respectivos valores de p estdo apresentados na
tabela 18.
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Tabela 18: Distancias genéticas (Fst) entre populacdes (abaixo da diagonal) e valor de p correspondente (acima da diagonal).*
Valores de P considerados significantes apos corregdo de Bonferroni: <0,00022.

5 Rio de . Séo . p
Saol Janeiro Manzaus Braasllla Gabriel da  Argentina®  Bolivia® BOIN'%— Paraguai® Peru’ Equador® CQS‘? PanAama Alemanha*  Italia* Espanha®* Portugal®  Zimbé&bue* EUA_ 4 EUA_ 4 EUA— 4 . EEJA— 4
Paulo 1 Cachoeira® NAM' Rica’ Africanos Europeus’ Asiéticos’ Hispanicos
S#o Paulo * 036091 002641 01967  0,00000* 003gs 000000 000000 455058 000000 05000+ 007657 0,00289  0,00000 000034 000000+ 000923 000000  0,00000+ 000000+  0,00000* 0,00417
o de, 0,0001 * 001138 00401 000000 000283 00000 000000 4 40500x  0.00000 00000+ 004604 000181 000000+ 009022 000000 000339 000000+ 000000+  0,00000¢  0,00000* 0,00034
Manaus’  0,00265  0,00345 . 00008 000000+ 007535 200000 000000 4445 000000 405000« 004466 0,0011  0,00000¢ 0,00026 0,00000+ 000371  0,00000* 000000 000000  0,00000¢ 002414
Brasilia® 0,00052  0,00162  0,00349 * 000000+ 001126 00000 000000 4 a5005. 000000 6600005 03751 000078 000000+ 099908 600000 0,00706  0,00000¢  0,00000  0,00000  0,00000% 0,00056
Séo Gabriel 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000  0,00000 0,00000
da 0,06581 006624 0,05549  0,0691 * 0,00000+ %09 00! 0,00000+  2:00 0,00000¢ 200 00 0,00000+ 209 0,00000*  0,00000*  0,00000*  0,00000*  0,00000*  0,00000% 0,00000*
Cachoeira*
Argentina®  0,00204 000441 000171 0,003  0,05954 * 000000 000000 75 000000 400005 21251 %90908  go0000* 00003 000002+  0,05481  0,00000¢  0,00000  0,00000  0,00000% 0,01935
Bolivia® 007634 007837 006902 00778  0,06144 0,07047 * 003589 000000 000426 000008¢ 200000 000000 4a5500x  0.00000 445000« 0,00000+  0,00000+  0,00000+  0,00000%  0,00000% 0,00000*
Bolivia NAM 11496 011642 00765 01176  0,08265 011216  0,0108 * 000000« 200000 4 gppgpx 000000 0,00000 50000« 000000 00000« 0,00000*  0,00000*  0,00000¢  0,00000¢  0,00000¢ 0,00000*
Paraguai® 000674 000763 0,00797 0,0067  0,07553 00023 00875 0,13615 * 000000 550000+ 000777 299900 gooooox 00000 00367 005674  0,00000*  0,00000  0,00004*  0,00000% 0,00000*
Peru’ 003742 004047 0,03354 00364  0,04938 003046 0019 004571  0,0451 * 001212 000000 000000 4 a5g00x  0.00000 455000« 0,00000+  0,00000+  0,00000+  0,00000%  0,00000% 0,00000*
Equador® 001622 00185 001405 00156  0,03887 001298 00263 005863 0,023 000616 * 000002 000014 ¢ g9« 000000 690000« 0,00000  0,00000  0,00000%  0,00000*  0,00000% 0,00008
CostaRica® 000187 000245 000281 00026  0,06063 00008 00696 011342 00043 003083  0,01336 * 0,00147  0,00000  0,00147  0,00006* 002439 000000  0,00000  0,00006*  0,00000* 0,06045
Panama® 000798 000902 000969 00102 005257 001503 0051 007905 0025 002838 001031  0,01095 * 000000+ 290902 600000+ 000000+  0,00000*  0,00000  0,00000  0,00000* 0,00108
Alemanha® 001482 001395 001912 0014 008125 001619 00837 011866 00238 004497 002765 001565 0,02364 * 000000 400000 000000+ 000000+ 000000+  0,00000¢  0,00000* 0,00000*
Italia® 0,00482  0,00487 0,00664 0,005  0,07057 000535 00866 012224 00097 004196 002264 000562 001474  0,0148 * 0,00000*  0,00012*  0,00000+  0,00000*  0,00000*  0,00000* 0,00000*
Espanha® 001384 001489 001453 00113  0,09046 000769 01044 015991 00022 005746 003347 00102 003733 00314 001602 * 0,00255  0,00000  0,00000+  0,00006*  0,00000* 0,00000*
Portugal® 000354 000466 000526 00036  0,08196 000195 00947 014274 00015 004892 002571 000369 002229 00186  0,00635  0,00381 * 0,00000  0,00000+  0,00022*  0,00000* 0,00000*
Zimbabue* 0175 017242 019516 0,1833  0,24748 021409 02472 023561 02298 021871 018575 0,20128 014914  0,1975  0,19396 025671  0,22496 * 0,00000+  0,00000*  0,00000* 0,00000*
Afﬁé’;ﬁJSA 005793 005651 007134 00622  0,11606 008323 0115 012549 00966 008785 006889 007256 004138 00719 007189 011516 008946  0,04802 * 0,00000  0,00000* 0,00000*
EuIrE(:JpAe_u G 001637 001494 001512 00132 009398 001023 01089 016143 00054 006025 0,03888 001012 003959 00251 001542 000477 000636 025789 0,11407 * 0,00000* 0,00000*
Aslizégﬁ:ss" 006891 006845 007617 00702  0,12019 00789 01207 012977 00944 009158 006934 007551 005745 00803 006842 011213 008983  0,16965  0,07601  0,11674 * 0,00000*
Hisp%‘;fc st 000323 000489 000232 00043  0,04948 000227 0052 009016 00089 002309 000629 000189 0,008 00184 000925 001535 000868  0,18603 006681 001946  0,06635 *
T Este Trabalho; °, Dados colaborativos; °, Ferreira et al (2015); °, PURPS et al (2014), °, RIBEIRO et al. (2018), °, TOSCANINI et al. (2018). Fonte: Este trabalho.
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A fim de melhorar a visualizacdo dos resultados, com os valores de
distancia genética realizou-se uma anélise em escalonamento multidimensional
(MDS), disponibilizado em grafico de 2 dimensfes (Figura 13). A adicdo de
uma terceira dimensdo ao grafico MDS nao revelou diferencas importantes
(dados ndo mostrados) e o valor de stress (0,076) foi pouco menor que o obtido
para duas dimensdes (0,036). Cada ponto neste grafico refere-se a uma
populacdo. A interpretacdo é feita pela distancia entre os pontos, quanto mais
préximo um ponto do outro maior a proximidade genética. O grafico possui
quatro quadrantes e a intersec¢ao entre 0s eixos corresponde ao ponto zero.

Ao visualizar o grafico, podemos notar a proximidade entre S&o
Paulo e Rio de Janeiro (Fst= 0,0001; p= 0,36091), mostrando ndo haver
diferenca genética significativa entre as mesmas, e que dentre todas as
comparacoes realizadas, foi a que apresentou menor valor de Fst. A segunda
menor distancia foi entre Sdo Paulo e Brasilia (Fst= 0,00052; p= 0,1967).
Brasilia também ndo mostrou haver diferenca significativa com a populagéo do
Rio de Janeiro (Fst= 0,0016; p= 0,0401). Manaus também se mostrou bem
proxima a essas 3 populacdes brasileiras. No geral, todas as populacdes
brasileiras que apresentam caracteristicas de misturas, ou seja, com
miscigenagdo genética, se mostraram proximas entre si, e proximas
principalmente de populacdes europeias e da América do Sul que também
apresentam forte influéncia europeia (RIBEIRO et al., 2018, TOSCANINI et al.,
2018).

Dentre as populagfes europeias, Sao Paulo mostrou-se mais proxima de
hispanicos residentes na América do Norte (Fst= 0,00323; p= 0,00417) e
Portugal (Fst= 0,00354; p= 0,00923) e Italia (Fst= 0,00482; p= 0,00034), O
mesmo foi visto para a populacdo do Rio de Janeiro (Portugal: Fst= 0,00466;
p= 0,00339; Italia: Fst= 0,00487; p= 0,00022; Hispanicos: Fst= 0,00489; p=
0,00034) confirmando a grande influéncia europeia na formacdo do Brasil,
principalmente na regido Sudeste, como mostra 0s dados historicos,
relacionados principalmente a imigracdo destas populacbes. Dentre as
populacdes europeias, a que se mostrou menos proxima as populacdes

estudadas foi a populacdo da Alemanha.
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Figura 13: Grafico MDS bidimensional elaborado a partir das distancias genéticas (Fst) entre as populacées estudadas (S&o Paulo e Rio de Janeiro) com
populacbes de outras regifes brasileiras e provenientes de outros paises. Fonte: Este trabalho.
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Dentre as populacdes europeias, Sdo Paulo mostrou-se mais proxima de
hispanicos residentes na América do Norte (Fst= 0,00323; p= 0,00417) e
Portugal (Fst= 0,00354; p= 0,00923) e Italia (Fst= 0,00482; p= 0,00034), O
mesmo foi visto para a populacdo do Rio de Janeiro (Portugal: Fst= 0,00466;
p= 0,00339; Italia: Fst= 0,00487; p= 0,00022; Hispanicos: Fst= 0,00489; p=
0,00034) confirmando a grande influéncia europeia na formag¢do do Brasil,
principalmente na regi@o Sudeste, como mostra o0s dados historicos,
relacionados principalmente a imigracdo destas populacdes. Dentre as
populacdes europeias, a que se mostrou menos proxima as populacdes
estudadas foi a populacdo da Alemanha.

A populagdo nativo-americana de S&o Gabriel da Cachoeira foi a
populacdo brasileira que se mostrou mais distante das demais, pelo fato de
apresentar ancestralidade nativo americana, mostrando ser mais proxima de
outras populacbes nativas (Bolivia_NAM) e sul americanas (Bolivia e Peru).
Sabe-se que a populacao indigena € a mais antiga a habitar o Brasil, entretanto
tratando-se de linhagens masculinas, ndo apresentam forte influéncia genética
na populacdo brasileira, jA que diversos estudos mostram a grande influéncia
europeia em todo territorio brasileiro, porém em diferentes proporcbes (de
AZEVEDO et al, 2009, PALHA et al., 2014, OLIVEIRA et al., 2014,
FIGUEIREDO et al., 2015, RESQUE et al.,, 2016, STANGE, et al.,, 2019).
Essas caracteristicas se mostram em acordo com a histéria de povoamento do
Brasil, que apos o descobrimento pelos portugueses, em 1500, houve um
grande declinio do nimero de nativo-americanos, devido a doencas e trazidas
pelos portugueses, além da forte resisténcia aos mesmos (IBGE).

A populacdo africana de Zimbabue foi a que mais se dispersou no
grafico perante as demais populacdes, sendo a que apresentou maiores
valores de diferencas genéticas, comparada as demais. O maior valor de Fst
encontrado foi entre a populacdo de Zimbabue e de europeus residentes na
Ameérica do Norte (Fst=0,25789; p=0,00000)

A populagédo de asiaticos residentes na América do Norte mostrou ser
pouco mais distante de popula¢cdes com maior ancestralidade europeia, sendo
gue a menor distancia genética encontrada para esta populagcéo foi com a do
Panama (Fst= 0,05745; p=0,00000). Historicamente sabe-se que populacbes

asidticas, principalmente japonesas apresentam influéncia na populagéo
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brasileira, porém pequena, principalmente ao comprar com populacdes
europeias.

Esse padrdo de ancestralidade da populacao brasileira (predominante
influéncia europeia), se mostra um pouco diferente ao serem avaliados mtDNA
€ Cromossomos autossémicos, que mostram maior variacdo na ancestralidade
da populacao de acordo com a localizacdo geografica da mesma (RESQUE et
al.,, 2010, MOURA et al., 2015). No Sudeste, apesar da maior influéncia
ancestral ser europeia, estudos envolvendo cromossomos autossOmicos,
mostraram maior miscigenacao desta populacdo, apresentando maiores
propor¢cdes da contribuicAo africana e nativo-americana, quando s&o
analisadas apenas linhagens patrilineas (MOURA, et al., 2015, BRAGANHOLI,
2016). Além de que ao analisar dados de mtDNA que avaliam linhagens
maternas, a influéncia de nativo-americanos e africanos se mostrou maior em
relacdo aos obtidos em europeus (SANCHES, 2014, BERNARDO, et al., 2014,
BRAGANHOLI, 2016).

5.6 Ancestralidades dos haplogrupos

Com auxilio da ferramenta online Nevgen, foi realizada a inferéncia dos
haplogrupos de cada amostra das populacées de Sao Paulo e Rio de Janeiro,
com base em seus haplétipos Y-STR. Apesar desta ndo ser a forma mais
precisa para classificar uma amostra em haplogrupo, baseando-se apenas em
seu haplotipo, esta ferramenta permite prever qual o haplogrupo pertencente a
amostra em questdo. Cada uma das amostras foi classificada em seu
respectivo haplogrupo, e a partir dos dados referentes a principal ocorréncia de
cada haplogrupo e a classificacdo de outros estudos que também realizaram a
distingdo dos haplogrupos por ancestralidade (BRION et al., 2005a; SILVA et
al., 2006; DE AZEVEDO et al., 2009; SAO BENTO et al., 2009), foi realizada
uma estimativa da contribuicdo continental paterna nas populacdes de Sao
Paulo e Rio de Janeiro.

Foram identificados 28 haplogrupos diferentes na populacdo de Sao
Paulo (Tabela 18) e 25 na populag¢ao do Rio de Janeiro (Tabela 19).
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Tabela 19: Frequéncia dos haplogrupos na populacdo de Séo Paulo (N=200)

baseada nos resultados obtidos pelo Nevgen.

Haplogrupos Origem dos Haplogrupos Frequéncia
R1b Europeu 43,00%
Elbla Africano/Europeu 13,50%
Elblb Africano 13,00%
J2al Europeu 8,00%
I2ala Europeu 3,00%
Jla2ala2 Europeu 3,00%
11 Europeu 1,50%
G2a2b2alc Europeu 0,02
E2 Africano 1,00%
Gl Asiético 1,00%
Gzal Europeu 1,00%
J2h2a Europeu 1,00%
Qla3a Nativo Americano 1,00%
Rla Europeu 1,00%
T Europeu 1,00%
Dib Asiético 0,50%
G2a2a Europeu 0,50%
G2azbl Europeu 0,50%
G2a2b2 Europeu 0,50%
G2azb2ala Europeu 0,50%
Hlala Asiatico 0,50%
12al Europeu 0,50%
Jla3 Europeu 0,50%
L Europeu 0,50%
L1b Asiatico 0,50%
01b2 Asiético 0,50%
Qlal Asiatico 0,50%
12a2a Europeu 0,50%

Fonte: Este trabalho.

Em ambas as populagbes o haplogrupo mais frequentemente
encontrado foi o R1b, de origem europeia que também é o haplogrupo mais
frequente no continente europeu conforme dados do YHRD, além de também
ser o haplogrupo mais observado em estudos realizados com populagbes de
outras regibes do pais que apresentaram predominante influéncia europeia
(PALHA et al 2012; OLIVEIRA et al, 2014; FIGUEIREDO, et al.,, 2015,
RESQUE et al.,, 2016,). O segundo haplogrupo mais encontrado para a

populacao de Sao Paulo foi o E1bla (13,5%) e na populacdo do Rio de Janeiro
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foi o E1blb (13,43%). Ambos haplogrupos s&do encontrados mais

frequentemente em populacdes africanas.

Tabela 20: Frequéncia dos haplogrupos na populacdo do Rio de Janeiro

(N=201) baseada nos resultados obtidos pelo Nevgen.

Haplogrupos Origem dos Haplogrupos Frequéncia
R1b Europeu 40,80%
Elblb Africano 13,43%
Elbla Africano 11,94%
J2al Europeu 5,47%
11 Europeu 3,48%
J2b2a Europeu 3,48%
G2a2bl Europeu 2,99%
I2ala Europeu 2,99%
B2al Africano 1,49%
12a2a Europeu 1,49%
Qla3a Nativo Americano 1,49%
T Europeu 1,49%
R1la Europeu 1,49%
G2azb2alb Europeu 1,00%
Hlala Asiatico 1,00%
Jla3 Europeu 1,00%
E2 Africano 1,00%
Ela Africano 0,50%
G2a Europeu 0,50%
G2a2 Europeu 0,50%
G2a2a Europeu 0,50%
G2azbl Europeu 0,50%
G2a2b2alc Europeu 0,50%
I2clal Europeu 0,50%
Jla2ala? Europeu 0,50%

Fonte: Este trabalho.

O haplogrupo Qla3a € a maior linhagem dentre os nativo americanos
(BRION et al, 2005, UNDERHILL; KIVISILD, 2007), sendo quase
completamente restrito as Américas (ZEGURA et al.,, 2004), e foi o Unico
haplogrupo proveniente dessas populacbes observado neste estudo,
mostrando a presenca da ancestralidade nativo americana na populagao
estudada.

Haplogrupos europeus foram o0s que mais se diversificaram perante

haplogrupos originarios da Africa e de populacdes nativo americanas, sendo o
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continente que mais apresentou contribuicdo na ancestralidade das duas
populacdes deste estudo.

Assim, as linhagens paternas da populacdo de Sao Paulo obtidas neste
estudo foram consideradas: 68,0 % com origem europeia, 27,5% origem

africana, 3,5% origem asiatica e 1,0% de origem nativa americana (Figura 14).

Figura 14: Classificacdo das amostras de Sao Paulo segundo a ancestralidade

dos haplogrupos.

Ancestralidade dos haplogrupos

3,50%

_\1,00%

M Europeu
W Africano
Asiatico

W Nativo Americanos

Fonte: Este trabalho.

A populagdo do Rio de Janeiro foi considerada: 69,15% de origem
europeia, 28,36% de origem africana, 1,49% de origem nativa americana e 1%
de origem asiatica (Figura 15). A ordem de predominancia da origem ancestral
entre as duas populacdes se mostrou bastante semelhante. A populagéo de
Sé&o Paulo apresentou contribuicdo asiatica pouco maior que a populacdo do
Rio de Janeiro, o que € explicado historicamente, jA que com o inicio do
periodo republicano, o Brasil recebeu grande imigracdo em massa e 0S
japoneses fizeram parte desse movimento, e sua grande maioria deslocou-se
para a regidao de Sado Paulo, sendo o estado que mais recebeu imigrantes
japoneses (IBGE), com numeros que ultrapassaram 250 mil entre os anos de
1940 e 1950.
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Figura 15: Classificacdo das amostras do Rio de Janeiro segundo a

ancestralidade dos haplogrupos.

Ancestralidade dos haplogrupos

1,49%__1,00%

M Europeu
W Africano
M Nativo Americano

W Asiatico

Fonte: Este trabalho.

Esta classificacdo confirmou a proximidade entre as duas populacdes
estudadas, bem como as aproximou geneticamente das populacdes europeias,
tal como observado no calculo de distancia genética. Os dados referentes a
ancestralidade dos haplogrupos encontrados em nossa populacéo, juntamente
com a comparagdo realizada entre diversas populacdes, se mostram em
acordo com a histéria da formacéo da populacéo brasileira resultante de cinco
séculos de misturas inter-étnica entre, principalmente, nativo americanos,

europeus e africanos (PENA et al., 2009).



6. CONCLUSOES
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- Este estudo analisou taxas de mutacédo de 23 Y-STR nas populacdes
de S&o Paulo e Rio de Janeiro, e comparou-as com dados disponiveis no
YHRD, confirmando que essas taxas variam entre os marcadores, sendo
necessaria a aplicacdo de taxas de mutacdo precisas referentes a cada
marcador nos calculos estatisticos. Para isso, ha a necessidade de estudos
com quantidades volumosas de amostras, 0 que ainda carece na literatura para

alguns marcadores que sé&o utilizados na rotina forense;

- Os dados obtidos neste estudo ajudardo a compreender melhor as
ocorréncias de mutagdo nos marcadores Y-STR por meio das caracteristicas

observadas;

- As caracteristicas das mutacbes observadas neste trabalho se
mostraram semelhantes aquelas de estudos realizados com Y-STRs,
confirmando que alelos de maiores comprimentos tendem a sofrer mais

mutacéo que alelos curtos;

- O painel de marcadores utilizado neste estudo mostrou conter alto
valor mutacional, podendo haver uma ou mais nao coincidéncias ao avaliar
relacbes de parentesco, e por isso ao utiliza-lo na rotina forense é necessario
levar em consideracdo as frequéncias alélicas, taxas de mutagéo, e o grau de

parentesco;

- Foram estabelecidas as frequéncias alélicas e haplotipicas para os 23
marcadores Y-STRs na populacdo brasileira dos Estados de Séo Paulo e Rio
de Janeiro, e a utilizacdo deste painel parece ser uma ferramenta muito
interessante para aplicagdo na rotina de casos forenses da populacdo
brasileira, pois esse sistema se mostrou altamente discriminativo nas

populacdes estudadas;
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- Por meio da verificacdo das distancias genéticas entre as populacoes,
podemos notar a semelhanca genética entre algumas populacfes brasileiras
que apresentam caracteristica de miscigenacao nas linhagens patrilineas. Esse
fato permite unirmos dados dessas populacdes disponiveis em bancos de
dados para fins de comparacdo genética com populacdes estrangeiras,
aumentando o ndmero amostral e com isso obter valores cada vez mais

precisos;

- A partir da previsdo dos haplogrupos, os resultados confirmaram os
dados disponiveis na literatura, comprovando a forte influéncia do cromossomo

Y de europeus nas populacdes estudadas.
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(I3 13, 1D 98, amd T 1460, cominins the come sat of allels dat
wis previonsly desaribed having o decmasing W-E gradient
in Exmope, with s highest freqoency in the Therian Panimmola

El-

Pairwise Fer ganetic disance analy sis perfommad baean
admived popoleion samples fimm the five gaopo litical s
Erming the 5ontheastam wgion in Bl [3, 5] showed non-
differntiation p valoes hetween Espimin 5an i mnd Sio Paako
(00001 &), Mimas Gerais (000014) and Ria d= Janedra
L0024, for o significance levd of (UO0EY, obtained afer
appl ying the Bonfamoni's commection. Therefiome, the Espiriin
Hamin sampls was addad o dhe S oothesstern mgrion and onm -
pred with popal stiore from o ther Bmzlion regions, aoess-
bl drongh the YHRD [§f Morfdern (YPOMISTL, w=200),
Homheastern (YPOOO&SE, m=205), Central-Westem
(YPO0O0TSY, m=d45 and YPOMITS, m=50), and 5oothan
(YPOOITS9, =243 ond YPOOITSET, m=TT). The resolis
showed no signifiont diffesentiation fr Yo5TR hapltvpe
data beiwesn Souiheastern and all the other regions
(Tahle 53)

The fraquendies of the 12 Y-SNF haplogroops identified in
the 253 BHrazilian male individmals im thiz stody
(Table 51) am presemied inm Fig. 31. As expecied for
m admized popolition, high haplogroop diversity was
oteerved (LT E=000FES). This valos was grester than
those observed in Bramlian popobtiors from Algoas
[2] and Rio d= Jomeira [1, 5]

Among the Eoropean haplo grooaps, R1b1-F25 was the
miest fraqoendly detecied haplogerop in oor sample, 6l lowed
by hiaplogronp M1 N=(xM26) (Fig. 51). These haplkagronps,
inpether with Imenges within paragroops T8 170 and 11 32,
are the mest comenon in Borope and i the Baziha popala-
tiors from Rio de Janeim [1, 5] and Alagoas [Z]. Eight sam-
ples were classified i the haplogroop R1-MI173 This
Emmpmn haplogroop was identified for the fist time i a

The Afian haplogroops E la3433, EX-MES, Elbla-
Wi191, and Elb] M54 wem also detecied in oor sample
(Fig. 1) Ome sample was dassified os YA d*, the miost hasal
clade of the Y chromeeome p by panetic tee, wihidh i almees
msinicied fo the African continend

A low freqoency of the maim Amerindion hapho groop
() 1a2-M3 was datecisd in dis sndy (Fig. 51; Table 51}

£l springar

Hased om the detecded YoSNT haplogsoops, we aonclode
the Foope is the main somce of peamal inmges of e
present-day popuolation in the Siate of Espirito Santo
(E5EE %) Affon and Amesindin somces only aocoomt for
1137 and 275 % of the Imeages, respactivaly.

Haplogromap feguon ces ware msad 4o calemlade popolst on
parwise genaic disances (Fpo) bawesn dhe sindied
sample and other 15 popolaions from Rio de Jansim,
HBrazil [1], Alsgoas, Bredl [2], Colambia [9], Argentin
[3]. Spain (3], Pormgal [5], Germany [3], Desmark [9],
Trkey [9]. Mozambigqoe [9], Somalia [9], Japan [9],
Thailand [%], China [%¥], and Greenland [9]
(Sopplamentey Tabhle 54 The resolis e nepmes anted
in a MDA plat {(Fig. 52 This figne shows that the
popubation frmm Espirito Samto is more smmilar to other
HBrazmilian popolitions, and i popoltons from Therian
Pemirsola (Spain and Porogal) and Latin Amenica.
Somth American popolations tend o closter together
with Emopean popolsons, which i i accordance with
the kmoemn sex-biased fmmion of tese popolaions, in
which Emropeans has the grendest contribation to pafer-
ml lineages
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Allele frequencies of three forensic STR markers (D2251045, D25441 and
D1051248) in the population from Siao Paulo, Brazil

L.B. Ambrosio®, D.F. Braganholi, J. Martinez, F.S. Polverari, R.M.B. Cicarelli
Lsharaucry of Paserndty Jevea i, Eio Paslo Saxe Undverdry, Amraguara, Bras!

ARTICLE INFO ABSTRACT

R ywords: 530 Paulo state & one of the Brazilian states with the highest cultural and ethnic miscegenation, mainly of Ialian
5T and Portuguese descendants, but ako strongly influenced by Amerindians, Africamns, Spamish, Germans, Ambs

DEEE10ES and Japanese, 2 well as the high number of immigrants from the northeast region. In this work we analyzed

E]‘;':;w statitical data of three STRs markers (DZ2S1045, DZ5441 and DLOS1248) that are used in our labaratary's

S forensic routine for pateTnity investigations. The use of these data will be extremely impartant for the bbaiony

— i perfomm statistical analyzes for the conclusion of the reparts. We analyzed 221 samples obtainesd from un-
related individuak bom in the 550 Paulo state, which the allele frequencies and statistical parameters were
estimated with FowerStats version 12 (Fromega Comp ). The power of discimination (PIY) and power of ex-
dhsion (PE) far the D1081248 marker were (L914 and (.57 respectively and the allele 14 showed the highest
frequency (0.294) and 8, 14, 18 and 19 alleles presented the lowest frequency (00021 PDY and PE of the [25441
marker were {907 and {L55] respedtively; the highest frequency allele wes 11 (0.312]) and the lowest fequency
alleles were 9 and 123 (0.002). The marker D225 1045 showed PD 0890 and PE 0.489 with 3 higher fequency
allele 16 (0. 373) and lowest fraquency allele 8§ (0,002 Also, significant differences wene found betwesn the 530
Paula papulation and the other populations for the three markers analyzed.

1. Introductdon Z Materials and methods

Short Tandem Repeat (STR) polymorphims are widely wed in A total of 221 samples obtained from unrelated individuak bom in

forensle analysls. Common cases of patemity are analyzed by com-
merctally avallable multiplex systems, however, for more complex
cases, such as comples kinship analysk, additonal STRs are required
fix best results [1].

In order to increae the amount o frequency data and genete
parameters of the Brazilian population, three STRs (D2ZE5104 5, DZ5441
and D1051248) were aalyzed and wed in the forenslc routine of our
labomtory for paternity investigation. The majority individuals of these
cates come from the S0 Paule' state, Brazll which b considered the
Brazilian state with the most culiural and ethnle miscegenat on, mainly
comprising of Ialians and Portuguese descendants, but also with strong
infeence of Amerindians, Afrcans, Spanidh, Gemmans, Arabs and
Japanese populations, a8 well asa high number of immigrants from the
northeast reglon [2]. Consdening this parteularity, the use of regional
frequency data will be extremely important for the bbomtory, facik
itating the conclusion of the reports.

* Conesponding @ thor.
E-mugll adress baboruned Hfhomna ll com (B Ambrcdo)
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the S0 Paulo state were collected on FTA” classle cards (GE Healthears,
Life Sciences). Samples were amplifiad with the PowerPlex” Fusion 6C
System (Promega), following the User Guide [3]. Capillary electm-
phoress and detection were pedormed on the 3500 Genetle Analyzer
wing POP-4" polymer (Appliad Blosystems). Genotypes were asigned
using the GeneMapper [D v1. 2.1 software {Applied Blosystems). Allele
frequencies and gatistieal parameters were estimated with PowerStats
versdon 12 (Promega Corp.) [4]. Allelie frequencies for each locus in
S0 Paulo (Southeast Brazil) population weme compared with other
populations: Ewropean, Afdean [5], Colomblan reglon [6] and the po-
pulation of the Rio Grande do Sul’ gate (Southern Brazll) [7]. Palrwise
genetlc distances wem caleulated betwean populations wsing Ardequin
vi5 [E] software Our labomtory swecesfully partcipated in profi
cleney testing provided by the GEP-ISHG Working Growp.
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Table 1

Allele and fonenie of the giee 5TR kol for 530 Panlo populaton, Soutwast Brazil
Alelke DEIF1045 D441 TIOE1248
a8 0003 [l k]
L] T
m [T} k] [T T
11 auTs 032 amiz
113 056
12 amss [T nEEE
123 000z
12 000sE o0Ee2 02579
14 Q0362 03009 02941
15 0zaEs 00z 0198
15 03733 00045 01471
7 01267 00249
18 oa13 [l k]
19 nEE
N a2z 442 442
HD 02632 0z 0z
HE a7 [ikrp ) 77
I L] OIS Lkl
] DER 0907 a4
FE 0459 0551 Lo

N o e of e hromosomes; Hee aleerved heanorygosin; He: expected hewrorygosin; FIC polym anph bem indemation eomtent;

FI peoves of E: peovier o

Table 2

Comvparison of the allele freguencie: for D254 1, DI0G1248 and D225 045 ol benesen e 5o Paolo Sae popolaten and cther popolators

Mioocaeliine maskers Soutern Brell x 5o Faoko Fompe x 5o Faoko Africa x 5o Paolo hodombian x 5o Faala
prii=t DR ATER naTas -
D0 248 LD n133ss DA0TIE Lk
D2E04S a1z 1233 0T 015853
-modan available
3. Resulis and discussion Acknowled gements

The power of discmination (PD) and power of exclusion (PE) for
the marker DI0S1248 were (U914 and 0576 respectively; the highest
frequency allele was 14 (0.294) and the lowest frequency were &, 10, 18
and 19 (0.002) {Table 11 PD and PE of the marker DZS441 were 0907
and 0.551, respeciively; the allele with the highest frequency was 11
(0.312) and the lowest frequency were 9 and 123 (0.002). The
D2251045 marker showed PD 0SS0 and PE 0,489, highest frequency in
16 allele (0.373) and lowest allele & (0UD02).

The analysis of genetle distance showed significant differences be
tween 540 Paule populaton from Ewrope, Afriea, Colombia and
Southern Brazilian region. The marker that presented the greatest ge-
netie distance among the populatons was DES441 (Table 20

4, Conclusion

These 3 5TR: loc merease the disciminatory power of brense
analysis and are very useful for forensic purposes. Among the analyzed,
the marker with the greatest power of discrimination for the population
of Sho Paulo was D1 051248,

ol
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500 years later:
brazil

D.F. Braganholi®, LB. Ambrosio, F.S. Polverari, J. Martinez, R.M.B. Cicarelli
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Understanding the genetic ancestry of the southeast region,

ARTICLE INFO ABSTRACT

The Southeast region of Braxil & the main economic region, the most populous and with the major cultural and
genetic misesgenation of the country. Due to dts historical coned, it mainly inchides desendantss of Poruguese
and Italians, but also has strong influence of Native ameriaims, Africans, Spaniards and Germans. The influsnae
af Arabe and Asians is very small In this work, the ancestral proportions of the population of the Southesst
megion were svaluated through 2 genetic data compilation with diverse markers (¥-8NPs, AIM-TNDELs, mtDNA
and X-ANDELs) in indivicuak from the st of S30 Paula, Rio de Jansiro, Minas Geraic and Espirito Santo,
which form this region. The proportin of patemnal linssges (¥-5NPs) with Furopsan arigin i much higher
{86574, being 10.86% of African arigin and 1.98% native American. hstesd, the propartion of African arigin
{44.1%) predominaies in the metemal inesges (mtDNA), ollowed by Native American with 29.2%, European
with 26.2% and only 0.5% for Asian. With the subsomal AM-INDELs the ancestral propartion obiained was
59.12% European, 28 12% African and 12.76% Nathve Amerian The autosomal chromosomes tend to reflect an
average between the anes iy propartions of the Y chromosome and miDNA No Asian ancestry was ddenti fisd
with these markers. In preliminary analymes with X-INDELs in samples from 530 Faulo, we found the fallowing
ancestral proportions: 29.4% African, 4% 7% Ewropean and 20.9% Native American. This genetic miscegenation
oooured singe the formation of this region, when Portuguese col onizers mavied wi th native women and later with
slaves brought from Africa

e povork:
Ancegry
Smbeat regon
Brazl
Gened c markes

1. Introduction

The fmst inhabitants of the Southeast region of Southeast regon
were the Mative americans belonging o the mosro-& and sl groups.
From the year 1500, the Portugiese settles began to ardve [1].

The setilement of Southesstern Brazil began in 1532 with the
foundation of the village of 530 Vieente by the Poruguese Jesulis,
suppaorted by the production of sugarcanse. From the 17th century,
began the phenomenon of “flags®, which were exped itions through the
interior of Brazil in search of new rehes and indigenous 1o be enslaved
21

At the end of 17th century, the expeditionary found precious stones
in the reglon currently known of Minas Gerals, beginning the gold
cycle

With mining, the attention of the Pormeguess Crown turned 1o the
Southeastern reglon, considering that sugarcane plantations in the
HNortheast were in full decay. There has been a great movement of
penple o the Minas reglon [2].

In 1763 the capital of the colony is transferred to Mo de Janeiro. In

" Cormaponding ando.
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1508, leeing from the Napoleon e invasion, a Poriuguese Royal Family
settled in Rio de Janeim. The em was marked by seveml ecmomic
changes in the region, with an opening of the ports to friendly matons
in 1810 and & rise from Brazil 1o the United Kingdom of Pormugal and
the Algarve in 1816 [1].

From the 18405, coffes plantations spread thmoughout the regon
and became the basis of the Brazilian economy. It was initally wed for
dave labor but, with the abolition of davery in 1888, the lack of labor
was filled with the arrival of a large mass of Eumpean, mainly Italian,
immigrants [1].

Today, the Southeast eglon & composed of four states Esplrito
Sanio, Minas Gemais, Rio de Janeiro and 580 Paulo 11 s the most de
veloped region in Brazil, responsible for approcdmately 80% of the
Brae lian Gmas Domestic Product (GDF). In it are the most populoss
mundetpalities, the highest populadon density. The Southeast regon
has a population of approximately 85 millon inhabitants, so that 44%
of the Brazilian population lives in the Southesmt reglon.

In this work, the ancestral proportions of the population of the
Sputheast megion were evaluated through a genetic data compilaton



¥-5NPs
miDNA
Uninarental fuerags
AIMINDELS

X-INDELs

with diverse markers (Y-5NPs, AIM-INDELs, miDNA and X-INDELz) in
i beicdueals from the fowr states which form this regiomn.

2. Meathodology

The compllation was realized from data obtained fom seveml scb
entific works [4-7] (4, 5, & and 7) by the analysk of Y-SNPs, miDNA
contra region, AIM-INDELs, and X-INDELs These markers were ans-
lyzed by capillary elecirophoresis in samples from abowt 1000 in-
dividials from the Southeast reglon.

3. Results and discussion

The coast of 550 Paulo had already been visited by Portugnese and
French navigators in the early 16th century, but iis colonization began
only i 1532, when Martim Afonse de Souza founded the Vila de Sao
Vicente, located in the present Santos Bay, marking the beginning of the
setilement of the Portuguese on the Brazilian coast.

Here itis important tonote that there are no reconds of Porteguess
women in Brazll at this time, the Native amercans being the fst ma
triarch, which made the predominantly mestizo population of lusos and
Mative americans (Mameluco). By these chamectersties, during the frst
thee centuries of colmization, the number of MNathve americans and
Mameluen surpased that of Europeans. Siee the siaesnth cennery,
there las alo been the constant presence of black people, slaves at the
time.

The high frequencies of mates among Eumpean men with
Indigenos and Black women are recognized.

The end of the colonial period and the beginning of the empire in
the 1&th century was marked by the replacement of sugarcane by eoffee
plantatons and by occurred the mas immigration of ltalans,

Germans and later Japonese
All this hstorical context means that the Southeastern region, as
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well as the whole of Brazil presenis a great genetic mEcegenation as
shown in Fig. 1.

4. Conclusion

The genetic data observed are in agreement with the historical
knowledge about the formation of the southeastern region of Brazll,
wheme there is great miscegenation. The ancesiry of European origin is
predominant in the patemal pathway, whereas Native American and
African origing in the maternal pathway are predominant. In geneml,
European ancesry & predominant.
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Mutation rates for 20 STR loci in a population from Sao Paulo state,

Southeast, Brazil
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ABSTRACT

Short tandem repeats (STRs) are genetic markers largely employed in forensic analysis and patemity
investigation cases. When an inconsistency between the parent and child is considered as a posible
mutation, the mutation rate should be incorporated into patemity index calculations to give a robust
result and to reduce the chance of misinterpretation. The aim of this study was to estimate the muta-
tion rates of 20 autosomal STRs loci used for patemity tests. In these loci we analysed 29,831 parent-
child allelic transfers from 929 duo or trio patemity tests camied out during 2012-2016 from Sao Paulo
State, Brazil We identified 35 mutations in 16 loci. and they were more frequent in the patemal germ-
line compared to the matemal germline. The lod with the highest rate were vWA and FGA and the
ones with the lowest rate were PENTA E, PENTA D, D21511, D75820 and DE51043. We did not identi-
fied any mutation in D251328, THO1, TPOX and D165539 loci. All mutations consisted of losses or gains
of one repeat unit Mutation rates found in the Sac Paulo population have peculiarities, which justifies
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the use of regional databases in laboratories.

Intreduction

Short tandem repeats (STH are the genetic markers most
often used in human identification and patemity tests. In
parentage cases, the analysis of 16-20 autosomal STRs @an
provide a conclusive result in the majority of cases (Ge
et al, 2012). To confirm a patemity exclusion, it is necessary
to identify at least three inconsistencies between parent
and child in the marker set (Gjertson et al, 2007), but
sometimes one or two inconsistencies can be identified
and, in additon to other factors, mutation should be
considered.

Mutation is considered an important evolutionary force
and it can be identified by comparison of genotypes
between offspring and their parents (Henke & Henke, 2005;
Keightley, 2007). If a mutation is identified in paternity tests,
the mutation rate should be used in the paternity index
calculations.

It is known that the mutation rate can vary among popu-
lations, being influenced by their ancestral origin. Brazilian
populations present three main ancestral contributions from
Mative Americans, Europeans and Africans and the proportion
of each group may vary among country regions. The ancestry
proportion presented by the population of the Sio Paulo
state is ~25% from Africans, 61% from Europeans and 14%
from Native Americans. Other Brazilian populations in the
Narth of the country, for example, present a different ances-
try proportion of these three groups (Ambrosio et al, 2015;

Figueiredo et al, 2015 Manta et al, 2013). Therefore, it is
important to know the mutation rates in different Brazilian
populations.

Materials and methods

Blood samples from paternity investigation cases were
obtained from the Laboratory of Patemity Investigation
(UMESP — Armraquara, Brazil) (Martins et al, 2013) during the
years 2012 to October 2016

The participants of this study live in different cities of the
S30 Paulo state and selection criteria, like the ancestry, skin
colour, age, diseases and lifestyle, were not used.

The samples were collected in Whatman FTA™ Cards (GE
Healthcare, Litte Chalfont UK) and the STR amplifications
were pedformed using the PowerPlex 16™, PowerPlex
1BD™, PowerPlex 21™ and PowerPlex Fusion™ (Promega
'Eorporationm, Madison, WI), following the manufacturers
instructions. Capillary electrophoresis was done using ABI
3500 Genetic Analyzer™ (Life Technologies, Carlsbad, CA)
The genotypes were analysed using GeneMapper ID-¥™ soft-
ware [Life Technologies).

The mutations were investigated in 29,831 allelic transmis-
sions (17097 matemal and 12734 patemal) from 592 trios
(father-motherchildl, 58 father/child duos and 281
mother/child duos, totalling 931 cases. Null alleles were
assumed when a single discepancy between a homozygous

CONTACT Juiiana Martinez () jumnzshotmailem () Labomtoy of Patemity investgation, S5 Pauly Staie University (UNESPL School of Pharmaceutical

Seiences, 550 Paula, Bras
*These authors contfbuted equally to this work
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Table 1. Genstic inconsistencies observed at ST lod in 530 Paulo populaBon,
Brasl

Genatyps

Loaus Mamer hikd Father Mutation
vk 11-14 12-14 11-14 ra
0135317 a-11 1-12 11-13 "
0135317 11-13 10-13 11 Paemal
Pents £ 7-15 15-15 17 Paemal
D18s51 15-21 16-20 16-20 Maternsl
DEss1 1419 15-19 1416 Paemal
018551 1421 21-28 15-27 Paemal
CSF1PO 1112 123 Matennal
fa-all] 10-12 10-11 10-12 "
Pents D 9-12 n-12 10-13 Paemal
WA 16 16-18 16-17 Paemal
VWA 15417 17-13 16-13 Paemal
WA 17 17 17-20 Paemal
VWA 1415 14-15 17-13 Paemal
D215 24330 20-30 -3 Paemal
75820 10-11 1-13 12 Paemal
55818 12413 13-14 11-13 "
DE5R18 n 1214 12-14 Matennal
DEs1179 13-14 13-15 14-14 Paemal
DEs1179 13-14 13-15 13-14 "
0125391 16-183 18-183 19-20 Paemal
0125391 17-23 17-21 18-22 Paemal
D13 1921 19-21 N-B Paemal
D195453 4 14142 13132 Paemal
0195433 122416 15-162 153-162 Matermal
FGA 21-23 21-2% -5 Paemal
FGA 2330 2031 Maternsl
FGA 22325 -2 22 Ea

FGA 20-21 20-28 - Paemal
0351358 1417 14-17 15-20 Paemal
D351358 15 15-18 1512 "
DI151656 14-173 17-173 16-18 Paemal
DI1S1656 173183 12-173 11-173 Paemal
D151655 12-14 14-17 1416 Paemal
51043 12-223 13-223 12-20 paemnal

Sindicates that it & not passible 1o identify the osgin of he mutation.

parent and homozygous child were found Mutations were
counted after excluding null alleles. Biostatistical analysis was
carried out using the Familias software version 3.0 (Egeland
et al, 2000) and all cases presented a likelihood ratio favour-
able to family relationship (LR > 10,000).

The maternal, paternal and total mutation rates were cal
culated with a 95% confidence limit A statistical hypothesis
test was proposed to identify if the mutation rates from
ather populations were divergent from the confidence limit
abtained for Sao Paulo

To maintain the quality control of results, the laboratory
paticipated in collaborative studies of the Spanish and
Partuguese Speaking Group of the International Society for
Faorensic Genetics (GHEP-ISFG) and Genes (Colombia) owver
several years.

Results and discussion

In this study, 35 mutations in 16 loci were observed, of
which 23 were paternal, five maternal and seven paternal or
matemal mutations. In 17 mutations gains of one step were
observed, in 11 there were losses of one step and in seven
there were gains or losses of one step. Mutations with gains
or losses of two or more steps were not found (Table 1L

In cases where mutation was observed, the paternal
mean age at the conception of the child was 34 years old

Table 2. Mutation rate observed at 20 5TH loci in the 580 Paula population, Be sl

Total

Maemal

Paternal

Mutatian
rate 95% 01
D-0.0042
a-0

Mo af
mutations

.ol
5

Ha.
gl

Ma_al
mutations

Patennal/Mate=n sl
Ma of
o tations Mutation rate 95% 1

Mo af

e

95% C1
O-0.0044
-0

Mutation
rae

Ma af
mutatans

Ma of
i "

Laaus

Q-0 52
0-00013

a-0

Q00000052

a-00013
000042
O-0.00%1
-0

0-00019
0-00013
D-00031
D-00031
D-0.0047
O-0.005%
O-0.00%1

a-0
D-0.0047
0-0.0022

QU0E 0
E5TE-04
1.97E-05
131E-05
QU0E +00
G57E-4
253E-03
G57E-4
QU0E 00
G57E-4
131E-03
131E-03
221E-03
137E-05
QU0E 00

=03
131E-05
221E-03
TITE-04

1.97E-03

=T i R e s R N - R

EEERPEEERREREEEEEEEE

NoOoDoO-o0DoOOo-~—ooo——o0

a-000%4
a-a00%8
0-000%8

a-0
a-0
a-000%5

a-0
a-a
a-a
a-0
a-0
a-0
a-0
a-a
a-0
a-a
a-000%5
a-a
a-0
a-0

00E+ D0
O0E -+ a0
O0E -+ a0
11E-03

11E-03

00E+ 00
00E+ 00
00E+ 00
00E+ 00
O0E+ a0
00E+ 00
1.1E-03

00E+ 00
00E+ D0
12E-03

O0E -+ a0
11E-03

O0E+ a0
00E+ 00
00E+ D0

ooo-——oooooo-—oo-—o-—oo0

873
v
v
v
v
873
873
873

BEEEERERBREE

O-0.0046
O-0.007 %
-0

-0
O-0.0044
O -0 22
O-0.0044
-0
O-0.0044
-0
O-0.0044
o-0.01a
O-0.0045
-0
O-0.007 %
O-0.0046
o=0.01a
0-0.1051

15E-03
Q0E -+ 00
1.58-03
Z1E-03
Q0E -+ 00
QOE+ 00
15E-03
G2E-03
15E-03
Q0E -+ 00
15E-03
QOE+ 00
15E-03
S2E-03
16E-03
Q0E -+ 00
Z1E-03
1.58-03
S2E-03
1.7E-03

—FO N O O DM DN -

650
a50
a50
a50
a50
650
650
650
650
a50
650
650
650
580
622
62
a50
a50
580
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DT
DES53
Penta E
OEsS
CSFIPO
THN
Penta D
WA
o21ENn
TPOK
D7s820
DEs818
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D138
FGA
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51656
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range = 18-56) and matermal mean age was 24years old
(range = 17-37). Kong et al. (2012) propose that patemal age
explains ~94% of the mutations identified in a population.
Studies have confirmed that age may cause mutations in
allelic transfer, espedally from ~.30 years of age, given that
there is an increase of one to two mutations per year per
paternal age (Francioli et al, 2015; Kong et al, 2012).

The highest mutation rate was observed for VWA and FGA
markers (26 » 1073, PENTA E, PENTA [, D21511, D75820 and
D651043 presented the lowest mutation rate (6.6 = 107%. At
the lod D251338, THO1, TPOX and D165539 no mutations
were found (Table 2).

The vWA and FGA markers also had the highest mutation
rate in another study from a Sao Pade population (Sun
et al, 2014) and in a Brazilian mixed population (Whittle
et al, 2004); however, this was not found in Portugal (Geada
et al, 2003).

There are few studies in the literature about Brazilian
mutation rates. Data from the S3o Paulo population obtained
in this study were compared with other Brazilian populations.
Similarities between seweral rates were observed (eg.
D135357, D18551, CSFIPO, vWA, D21511, D75820 and
D851179), but akse some divergences were confirmed by the
hypothesis test (eq. D165539, THO1 and TPOX) (Andrade
et al, 2009 Chula et al, 2009; Mardini et al, 2013; Sun et al,
2014 Whittle et al, 2004).

For data reported in the STR DNA Intemet DataBase
(Butler & Reeder, 2017) and in Portugal (Geada et al, 2003),
Nigeria (Hohoff et al, 2009) and China (Sun et al, 2014}, sew-
eral values were also in agreement with the 530 Paulo data,
while others were not (e.g. D165539, PENTA E, D251338).

One factor that influences the mutation on STR markers is
the number of unit repeats, suggesting that the mutation
rate increases in longer alleles (Brinkmann et al, 1998 Fan &
Chu, 2007). Considering that allele frequencies can vary
amang populations, it is expected that populations with a
high occurrence of longer alleles will have a different muta-
tion rate from those with low occurrence. Thus, the mutation
rate for the same marker can vary among populations with
different allele frequendes.

Conclusions

For some loci there are discrepancies in the mutation rates
amang populations, which justifies the use of regional data
in laboratories. Thus, the results of this study are important
to obtain a comect likelihood ratio in the 530 Pado populs-
tion if the mutation rates need to be used.
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20.1 INTRODUCAO

A identificacio humana é o processo cientifico por meio do gual se deter-
mina a identidade de uma pessoa, através de um conjunto de caracteres que
a individualize, fazendo-a igual apenas 2 si mesma®. Esta identificacio por
meio do DNA consritni um dos produtos mais revoluciondrios da genética
moderna.

A genética forense, também conhecida como DNA Forense, € a drea que
utiliza os conhecimentos e técnicas de genética e de biologia molecular no
auxilio 4 justica, sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo
o mundo.

Apesar de ser a identificacdo humana pelo DNA o ramo mais desenvol-
vido da genética forense, bem como suz aplicacio mais popular ser o teste
de paternidade, ela nio se limita a isso, e pode ser aplicada na identificacio
ou individualizacio de animais, plantas e micro-organismos.
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A genética forense iniciou-se quando foram utilizadas pela primeira vez
caracteristicas genéticas para a definicdo de paternidade, ajudando a justica
na solucdo de um caso criminal®®. Sua fase moderna teve inicio na década
de 1980, quando pesquisadores descobriram regides altamente varidveis do
DNA, capazes de individualizar uma pessoa®™® % Em 1983, sir Alec Jeffreys®
apelidou as caracteristicas dnicas do DINA de uma pessoa de “impressdes
digitais do DINA®. O perfil genérico de um individuo, comumente utilizado na
identificacio humana, é baseado na combinacio de diversos marcadores que
sdo herdados de seus progenitores. Esses marcadores referem-se geralmente
a diferencas nas sequéncias de DINA entre os individuos (polimorfismos).

Os marcadores genéticos utilizados em identificacdo humana podem ser
biparentais (merade dos cromossomos herdados da mie e a outra merade
herdada do pai) ou wniparentais (cromossomo Y herdado apenas do pai em
individuos do sexo masculino e DNA mitocondrial herdado apenas da mie
em todos os individuos). Os marcadores biparentais autossémicos permitem
uma identificacio individual porque um determinado perfil genético é espe-
cifico de um sb individuo, sendo apenas partilhado por gémeos monozigs-
ticos. Os marcadores uniparentais nio permitem a identificacio individual,
prois todos os individuos aparentados por via mascualina partilhardo a mesma
linhagem de cromossomo Y, enquanto todos os individuos aparentados por
via feminina partilhardo a mesma linhagem de DINA mitocondrial, salve nos
casos de ocorréncia de mutacdes durante a transmissdo.

20.2 POLIMORFISMOS STRS (AUTOSSOMICOS
E DOS CROMOS50MOS SEXUAIS, XE Y)

Desde gue se desenvolven a tecnologia do DNA recombinante, em 1973,
dividindo em pedacos o DINA gendmico para estudar os genes, houve um
avango na biologia molecular, e diversos genes foram descritos e isolados,
muitos deles relacionados com a identificacdo humana®, Com o uso de enzi-
mas de restricdo e sondas de DNA, foram exploradas 2s variabilidades ou
polimorfismos do DNA gque variavam de individuo para individuo. Desco-
briram-se, também, regides constituidas por virios pares de bases, reperi-
das intimeras vezes, com alelos variando quanto ao nimero de sequéncias,
denominados minissatélites (variable number tandem repears - VNTR). Ini-
cialmente, os VNTRs foram utilizados como marcadores genéticos infor-
mativos, pois estes sdo compostos por cem ou mais alelos com diferentes
comprimentos na populacio humana
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Outros marcadores zltamente polimorficos foram encontrados no
genoma humano: os microssatélites (short tandem repeats, STR) (Figura
20.1). Os 5TRs sdo repeti¢hes curtas de 1 a 3 pares de bases encontrados
em eucariotos. Tais repeticdes sdo encontradas tanto em regides codificantes
quanto ndo codificantes do DNA, cuja fungio ainda é desconhecida®.

STRs

]
Individuo 1 GCTAAG

4 repetigbes

Individuo 2 GCTAT G|TG&|TG§]TG&[] Gg][GA|

5 repeticbes

Individuo 3 GCTATG [TGAITGA TGAITGA[TGA[TGA|TGA)
7 repetigbes

Figura 20.1 Esquema representando variacdes dos polimarfismos shorf fondem repeats (STRs). O ndmera de repetices dos
pegquenas sequéncios configuram um clzlo que pode vorior entre individues.

Inovacio tecnolégica revoluciondria na biologia molecular surgida em
19835, a reacdo da polimerase em cadeia ou polymerase chain reaction (PCR),
tornou-se de uso universal. Por meio dessa reacdo, quantidades muito peque-
nas de DNA podem ser amplificadas para obtencio de praticamente gual-
quer quantidade desejada® "% A técnica utiliza 0 mesmo principio pelo qual
o DINA & normalmente copiado na célula, exceto pelo fato de que somente
um pequenc segmento do DNA no cromossomo serd amplificado. Isso possi-
bilitou processar quantidades muito pequenas de DNA frequentemente dei-
xadas como evidéneia de um crime e aumentou enormemente a sensibilidade
dos sistemas disponiveis usados nas andlises forenses, auxiliando o sistema
judiciirio no julgamento de crimes. Gracas a PCR, diminutas quantidades de
DNA podem ser extraidas de fios de cabelo, selos postais, pontas de cigarro,
xicaras de café e outras fontes de DNA.

Os STRs substituiram os polimorfismos de comprimento dos fragmentos
de restricdo (do inglés, restriction fragment length polymoaorphisms — RFLPs)
como principal método de identificacido gendmica e tornaram-se popular na
tipagem de DINA para andlises forenses. S3o sequéncias curtas gue variam de
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duas a quatro bases, podendo repetir-se até dezessete vezes (de sete a quinze
alelos por lécus), comumente amplificadas por PCR. Os métodos para tipa-
gem de STRs estdo atualmente automarizados, com detecgdo envolvendo
fluordforos?.

Com o desenvolvimento de reacdes da PCR em multiplex (Figura 20.2),
ou seja, amplificacdo de virias regides do DNA em um Gnico tubo, empre-
sas internacionais iniciaram a comercializacio de kits contendo um mix ou
mistura com diversos iniciadores (prémers), que permitem amplificar até 24
regides do DINA gendmico, sendo 23 loci STR mais a amelogenina para
determinacdo do sexo. Entretanto, para aplicacio e uso nos diferentes labo-
ratdrios forenses, hd a necessidade de se conhecer as frequéncias dos res-
pectivos alelos presentes na populacio daquela regido geogrifica em que
0s testes estio sendo realizados. Tais frequéncias devem ser publicadas em
revistas indexadas para que possam ser utilizadas nas andlises estatisticas
dos resultados dos perfis que fardo parte da conclusio do laudo pericial.

DNA

Regido 1 Regido 2 Regido 3 Regiso 4

PCR em Multiplex

;_

Figura 20.2 Esquema representonca uma rzogfo da PCR mulfiplex, ro quo! sBo omalificodes diferentes regifies co DA em umo dnico

m-—

—

|“‘ 1
Af—

“‘I 1

reacdo.
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Tratando-se de amostras obtidas em cenas de crimes, casos de violagédo
sexual {estupro), desastres em massa ou de restos mortais de exumacio de
caddver, uma questio fundamental, concernente ao uso do DNA como evi-
déncia, estd na validacio cientifica dos métodos de anidlise dos STRs. Em
outras palavras, é preciso ter garantias cientificas de que os testes podem,
inequivocamente, identificar coincidéncias on ndo coincidéncias para cada
marcador genético utilizado, na comparacdo das amostras questionada e de
referéncia. Inicialmente, a credibilidade dos testes deve partir da natureza
das amostras bioldgicas urilizadas®. Muito frequentemente as amostras sio
encontradas em superficies ndo esterilizadas, podendo sofrer danos apds
contato com a luz solar, micro-organismos e solventes. Existem procedi-
mentos que podem minimizar a acdo desses fatores de degradacio do DNA.
Entretanto, muitos cuidados devem ser tomados para evitar equivocos na
interpretzcdo dos resultados dos perfis alélicos. Ressalte-se que a cadeia de
custddia das amostras deve ser manrida até o momento de serem processa-
das no laboratério.

A amplificacdo por PCR pode produzir falhas e artefatos devido & baixa
qualidade do marterial bioldgico. Amostras de DA parcialmente degradadas
podem proporcionar, por exemplo, a amplificacio preferencial de alguns ale-
los efou o surgimento das bandas fantasmas (stutter bands) (Figura 20.3)%
No primeiro caso, pode-se ter a amplificacdo de um alelo em detrimento
do outro, o que pode gerar a falsa impressdo de se tratar de um individuo
homozigoto em vez de heterozigoto para o lécus em estudo. As bandas fan-
tasmas ocorrem em virtude de falhas no processo de amplificacdo, gerando
handas com uma unidade de repeticdo a menos que a do alelo original.
Desse modo, pode-se equivocadamente interpretar o resultado como am
falso heterozigoto ou identificar um alelo erroneamente.

Apesar dessas dificuldades, a genética é a drea da ciéncia forense que mais
tem avancado na atualidade. H4 alguns anos, a Secretaria Nacional de Segu-
ranga Pablica do Brasil estd implementando o Banco de Dados Nacional
Criminal de Perfis Genéticos, similarmente ao americana CODIS {Combined
DMNA Index System), que armazena dados de criminosos condenados, e o
europen Fenik, que contém o perfil genético de milhares de pessoas desa-
parecidas. Tais ferramentas tornam mais dgil a troca de informacdes entre
as institnicbes espalhadas pelo vasto territério no pais, como no caso do
CODIS nos Estados Unidos da América??, facilitando a resolucio de diversos
casos.

Mo Brasil, a implementacdo desse banco de dados trouxe o aumento da
demanda nos laboratérios de pericia, uma vez que ele permite, por exemplo,
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Stutter [

s

Figura 20.3 Esquemo rapresentonda um olzle & um shtter. A sefo indicn o stufer. Notose o grande diferenco entre as infensidadas

de sinais entre sfufizr e olelo verdadsirn.

identificar o criminoso pela anilise de uma dnica gotz de sangue encontrada
1o local do crime.

Em 2006, alguns peritos judiciais publicaram artigos'®*? revelando as
possibilidades de erros em exames de DNA, o que acarretou um convite da
revista Scientific American Brasil para escrever um artigo sobre o estado
da arte da genética forense no Brasil*®. Em decorréncia dessas publicacdes,
virios laboratérios brasileiros comegaram a ser condenados por erros em
exames de DNA.

MNa falta de um 6rgdo nacional credenciado para promover a acreditacio

de laboratérios de DNA forense no Brasil, como € o caso, por exemplo,
da American Association of Blood Banks [AAPBB) nos Estados Unidos, o
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Ministério da Justica solicitou que o Instituto Nacional de Metrologia, Qua-
lidade e Tecnologia (INMETRO) viesse a padronizar os exames de DNA rea-
lizados por laboratérios da policia cientifica®. Mais recentemente, a Agéneia
Nacional de Vigilincia Sanitdria {ANVISA) publicon a2 Resolucdo RDC n.
11, de 16 de fevereiro de 2012, estabelecendo normas para o funcionamento
de laboratérios que realizam testes e andlises técnicas, o que abrange tam-
bém os laboratérios que realizam investizacdo de paternidade.

Em associacdo aos 5TRs autossdmicos, que muito contribuem para a
identificacdo do individuo tanto quanto para 2 investigacio de paternidade,
os Y-5TRs relacionados com o cromossomo Y, bem como os X-5TRs do
cromossomo X, sio também ferramentas importantes na elucidacio das ana-
lises de DNA forense ou casos de relagio bioldgica. Os primeiros sio impor-
tantes na determinacdo de linhagem patrilinear, mas ndo servem para incluir
o individuo como o suposto pai da crianca do sexo masculino, uma vez que
o cromossomo Y é transmitido de pai para filho e deste para seu filho de
maneira haplotipica, 4 semelhanca da transmissdo do DNA mitocondrial
(heranca materna), levando a que toda 2 descendéncia do sexo masculine,
daquele primeiro individuo compartilhe 0s mesmos haplotipos Y-5TRs; ou
seja, todos os descendentes do sexo masculino apresentardo o mesmo padrio
haplotipico do seu ancestral. Por essa razdo, ndo se pode associar {ou mul-
tiplicar) os valores obtidos a parrtir das frequéncias dos alelos do perfil dos
S5TRs autossdmicos, denominados de indice de verossimilhanca, com agquele
da frequéncia do haplotipo dos Y-5TRs. Entretanto, da andlise do perfil
Y-STR é possivel excluir um individuo como pai bioldgico de uma crianca
do sexo masculino ou como doador de uma mancha de sangue ou sémen.

Em relacdo ao cromossomo X (X-5TRs), este & rransmitido pelo pai para
todas as filhas do sexo feminino, que recebem o outro cromossomo X da
mie biolédgica. Como neste caso o padrio de transmissio é muito seme-
lhante aos STRs autossdmicos, em geral os indices obtidos através de cal-
culos estatisticos utilizando as respectivas frequéncias dos alelos de ambos,
STRs e X-5TRs, podem ser multiplicados, aumentando, assim, as chances
de favorecimento de paternidade, quando se trata de filha questionada na
auséncia do suposto pai, por exemplo (Figura 20.4).

A egquipe da autora deste capitulo elaborou um banco de dados muito
interessante e bastante completo para estudo de virios pardmerros de andlise
do cromossomo X, os guais foram obtidos a partir das publicacdes nacio-
nais sobre esse tema e de dados do proprio laboratério. Esforgos estdo sendo

*  Ver hetpel/bgbx.com. br. Niémero de registro de programa de software: 12166-1.
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STRs autossdmicos
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 71,79757%

X

X-STRs
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 99,9813421%

!

STRs autossémicos e X-STRs
Probabilidade de Relagao Biologica: 99,9926702 %

Figuro 20.4 Heredogroma de um cose ce investigecBa de poternidade em que foi utilizada o andlise de ¥-STRs. Os individuos em preto
nto foram anclisadas. Foi utilizaca neste cose o onélise do m@e biolégice da supeste pai, uma vaz que estz estave cuserte. O esquemo
mastra ¢ prebabilidade de relacdo bioldgica com os STRs cufessimicos 2 ¥-STRs; o multipficagde dos indices oumenta o prebobifidode
de relacdo hiclégico enre os individuos araliscdes.

investidos no sentido de disponibilizar também as férmulas para realizar os
calculos estatisticos mais importantes a serem incluidos nos landos periciais
em que hd a necessidade da associacio dos STRs autossémicos e X-STRs,
garantindo, desse modo, um indice de paternidade ou de verossimilhanca
mais robusto.

A utilizacio das anidlises dos marcadores de Y e X-STRs € importante em
casos de confirmacio de exclusdo de paternidade e, especialmente, em casos
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de reconstrucio, quando o suposto pai estd ausente. Em casos criminais,
estas também sdo ferramentas importantes para elucidar a origem de man-
chas de sangue efou sémen.

A técnica de amplificacio de STRs (autossdmicos, ¥ e X) baseiz-se na
realizacio de uma reacio da PCR multiplex, isto &, na qual virios primers
sdo adicionados a um mesmo tubo de 0,2 ml contendo um mix da PCR
(tampdo, cloreto de magnésio, dNTPs e enzima Tag polimerase) e acrescen-
tando-se 4 mistura o0 DNA em estudo.

Duas reagdes para controle das condicdes de amplificacio sdo necessirias
e imprescindiveis: um controle positivo, contendo DNA humano conhecido e
convenientemente diluido (concentracio de uso 0,3 ng/ul), e outro negativo,
geralmente realizado com dgua destilada esterilizada. Os tubos sdo levados
an termociclador para a amplificacio em ciclagem adequada e comparivel
com a reacdo multiplex.

Atualmente, o uso de kits comerciais sdo os mais recomenddveis para as
andlises forenses e de paternidade por serem validados nacional e internacio-
nalmente. A seguir, a Figura 20.5 apresenta um esquema dos procedimentos
hdsicos para a reacio.

O sucesso da andlise dos STRs estd diretamente relacionado com a qua-
lidade do DNA obtido. O DNA estd presente em todas as células nucleadas
g, portanto, pode ser extraido de diferentes materiais bioldgicos deixados na
cena de um crime. Em geral, as amostras testadas nos laboratdrios foren-
ses 540 tipicamente sangue e manchas de sémen, mas podem existir muitas
outras fontes de DINA.

Para a comparacio dos perfis de DINA, sempre hé a necessidade de amos-
tras de referéncia (sangue ou siwab oral). Todas as amostras devem ser cuai-
dadosamente manuseadas para a extracdo de DINA, de modo a evitar qual-
quer tipo de contaminacio. Por essa razio, muitos laboratérios processam
as amostras de evidéncia (aquelas obtidas na cena do crime) em momentos
diferentes ou mesmo em locais diferentes das amostras de referéncia. Exis-
tem diversos métodos de extracio de DNA; entretanto, os mais utilizados
atnalmente sdo orginico, Chelex e papel FTA. Todos eles permitem a obten-
¢io de DNA de boa gualidade para andlise de STRs. A Figura 20.6 ilustra
um perfil alélico amplificado a partir de uma amostra de DNA humano.
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Master Mix (MgCl:
ANTPs, Taqpolimerase)

=

Ressuspender produto de PCRem |
formaméda (HIDI - Applied Biosystems) +
ILS (Internal lane standard)

Agitacho e pulso (centrifugar 1000g/10-12seg)
Desnaturaglo (95°C/Imin), gelo [2min) D

Eletroforese Capilar (EC) em Anaksador Genético
(ABI 3500 - Applied Biosystems)

Figure 20.5 Esquema ilustrotivo da reacto de PCR multiplex paro omplificocBo de STRs (cutosstmicos, ¥ ou X-STRs).

|~ ~ i.‘ X T T X
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- |
: |
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== - — : :

Figura 20.6 Eletroferogroma obtido no analisadar genética (4B 3500 — Applied Biosystems) e onoliscde na GeneMopper 10-4 apresen-
tondo os olelos emplificodas na reacio mulfiplex de 21 regides do DNA humene (STRs outassémicas). A omashre perfence o um individue
do sexo mosculing (%/Y). Os picos representam os alzles obtidos em codo marcadr, que e rapeticdes de pequenas sequéncics de
boses, come mostrede ne Figura 20.1.
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20.3 POLIMORFISMOS DE INSERCAO/
DELECAO (INDELS) E SUAS APLICACOES

O estudo das variaches genéricas, utilizando os polimorfismos do DNA,
permite uma melhor compreensdo da histéria e da diversidade das popula-
¢hes humanas, além de proporcionar um sistema para a identificacdo gené-
tica de individuos. A aplicacdo do DNA decorre do seu alto poder de dis-
criminacdo gerado por seus polimorfismos, e além dos STRs jd estudados
anteriormente, destacam-se outros dois: single sucleatide polyvmorphisms
(SNPs) e insertion-deletion polymarphisms (INDELs)'.

Weber e colaboradores (2002) foram pioneiros, pois identificaram e
caracterizaram aproximadamente 2 mil INDELs no genoma humano, com
diferentes tamanhos e frequéncias alélicas em europeus, africanos, japoneses
e nativo-americanos, e devido 4 abundincia e facilidade de andlise, destaca-
ram a sua utilidade para estudos genéticos. INDELs chegam a representar
cerca de 16% de todos os polimorfismos do DNA humano e se apresentam
muito distribuidos pelo genoma, em média, am INDEL a cada 7,2 Kb'7.

INDELs sdo polimorfismos de comprimento, caracterizados pela inser-
¢do ou delecdo de um ou mais nucleotideos em uma determinada regido do
genoma; por exemplo, o polimorfismo rs16363 é identificado pela delecio da
sequéncia “TGTTIT” na localizacdo cromossdmica 22g13.1. O polimorfismo
ao ser inserido no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
recebe um cddigo Gnico descrito com as letras rs (reference sequencel,
seguido da numeracdo especifica para sua identificacio correspondente
sua posicio no genoma. Na localizacio cromossémica, o primeiro ndmero
refere-se ao cromossomo; no exemplo citado acima, o polimorfismo esta
localizado no cromossomo 22; a letra refere-se aos bracos do cromossomo; a
letra p indica o braco curto e g o braco longo; o nimero seguinte representa
a posicdo no brago do cromossomo, no exemplo, banda 13, sub-banda 1.

A Figura 20.7 a seguir ilustra a identificacdo do INDEL *ATCG” no
eletroferograma.

20.4 UTILIZACAO DOS INDELS NA
ANALISE DE DNA DEGRADADO

O DNA pode ser danificado ou destruido devido 2 condighes ambien-
tais adversas. A exposicdo ac ambiente degrada as moléculas de DINA, divi-
dindo-o aleatorizmente em pequenos pedacos. Agua, oxigénio, radiacio
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IN/DEL

DEL

Delecdo: TTAGATG GTCGAA
Inser¢ao: TTAGATGATCGGTCGAA

Figure 207 Elefraferogroma iczrtificenca ¢ INDEL {In/Del} com o olela curto (elesio-Del) € o alele lorge (inserge-ln-ATCE).

ultravioleta e enzimas nucleases sio alguns dos agentes naturais que atuam
nessa degradacdo®s.

A habilidade de recuperar e analisar sequéncias de DNA de amostras
como 0ss0s e dentes, expostos 20 longo do tempo a uma variedade de con-
digbes ambientais, tornou-se uma ferramenta valiosa para a identificacio de
individuos ou amostras desconhecidas®.

Pouco DNA enddgeno, ag¢do do meio ambiente, micro-organismos e
presenca de inibidores s3o os principais fatores que fazem com que a
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recuperacdo e andlise do DINA deste tipo de amostra sejam um desafio na
drea de identificacdo humana®.

Ainda que a andlise de STR (shorr tandem repeats) seja o principal poli-
morfismo utilizado como marcador genético em identificacio humanals,
conforme ji foi mencionado anteriormente, apresenta dificuldades quando
as amostras possuem DNA degradado efou em pouca quantidade, devido ao
tamanho relativamente grande dos fragmentos a serem amplificados (150
pba 300 pb)*.

Por essa razdo, aumentou de modo considerdvel recentemente o interesse
na utilizacdo de INDELs como marcadores genéricos nas dreas de identifica-
¢do humana e genética forense, devido & facilidade de anilise, ampla distri-
buicdo no genoma, por apresentarem fragmento de pequeno tamanho, cerca
de 100 pb e poderem ser detectados por diferentes téenicas. As frequéncias
alélicas apresentam diferencas significarivas entre populacdes geografica-
mente distintas, sendo potenciais marcadores para estudo de ancestralidade.
Apresentam menor taxa de mutagdo em comparacdo com os STRs (Figura
20.8)%.

Tamanho

STR CATATGCAATC ATCGATCGATCG TTGATAGTGCC  100-400 pb

INSERCAO CATATGCAATC GCTATTGATAGTGCC
= ¢ 50.150 pb

INDEL ~
DELECACQ CATATGCAATCTTGATAGTGCC

Figura 20.8 Esquema comgarande STRs com INDELs & mastrarda os respeciives tomanbas em pores de boses (ph) obfides no
amplficagt.

O fato de o fragmento de DNA amplificado ser pequeno € muito interes-
sante, facilitando a andlise em amostras hioldgicas ndo mantidas em boas
condiches de preservacio, por exemplo, ossos e dentes coletados em casos
de exumagio de caddveres ou de acidentes em massa. Nessas situacdes, a
alternativa € a combinacio de marcadores STRs e INDELs para a obtencio
de uma andlise mais conclusiva e robusta.

Em testes de paternidade ou outra relacdo biolégica, a maioria dos labo-
rathrios uriliza um conjunto de dezesseis marcadores STRs que oferecem um
poder discriminatdrio alto e geram um resultado de exclusdo de paternidade
(entre 0,9999583 e 0,9999998) ou fortemente indicativo de probabilidade
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de inclusio {indices de paternidade entre 522.000 e 4.110.000). No entanto,
alguns casos apresentam resultados ambiguos ou inconclusivos, em que a
telagio reivindicada ndo pode ser confirmada por uma probabilidade sufi-
cientemente alta, ou uma exclusido € sugerida por incompatibilidade alélica
em apenas am ou dois destes marcadores, sendo que para uma andlise resul-
tar em exclusio de paternidade hd a necessidade de nio coincidéncia entre o
alelo paterno obrigatério (filhofa) e o alelo presente no suposto pai em, no
minimo, trés marcadores autossGmicos®®. Na Figura 20.9, estdo representa-
dos os eletroferogramas parciais de trés regides de STRs autossdmicos, mos-
rrando duas exclusdes. E importante notar que incompatibilidades podem
também ser identificadas por agido de mutacdes, uma vez que os STRs apre-
sentam elevada taxa de mutacio (cerca de 2 = 107%).

Resultados ambiguos surgem frequentemente, quando, por exemplo, o
irmdo bioldgico de primeiro grau do pai biolégico é indicado como suposto
pai de uma crianga, de modo que 2 taxa de exclusio torna-se muito reduzida
(poucas nio coincidéncias nos alelos) e o indice de paternidade, usando uma
razio de probabilidade de um homem aleatério na populacio, ndo se aplica;
estes resultados sdo dificeis de serem interpretados. Um recurso encontrado
€ a andlise de STRs adicionais para melhorar a probabilidade ou fornecer
claras e inequivocas excluses; no entanto, além dagqueles que j4 sdo utili-
zados nos kits comerciais, poucos STRs sdo validados para que possam ser
aplicdveis™.

Estes resultados também sio observados nos casos em que o suposto pai
¢ falecido e hd a necessidade de analisar amostras provenientes de exuma-
cio, como ossos e dentes, uma vez gue esse tipo de amostra pode apresentar
baixa quantidade de DINA e alto nivel de degradacio e contaminacio, o que
na grande maioria das vezes dificulta a andlise de um ntmero adequado
de STRs. Nesses casos, analisando-se um nimero relativamente grande de
INDELs (de 30 a 40), que apresentam menor taxa de mutacio em compara-
¢do aos STRs, pode-se encontrar novas incompatibilidades, o que favorece 2
hipdtese de exclusdo, ou, ao contririo, caso ndo sejam encontradas incom-
patibilidades, aumenrar o indice de paternidade a valores que suportem a
confirmacio de uma relacio bioldgica.

20.5 TECNICAS PARA ANALISE DE INDELS AUTOSSOMICOS

A técnica para anidlise de INDELs também é uma reacido da PCR em
multiplex, conforme mencionado anteriormente para amplificacio de STRs.
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Figure 20.9 ComparesBo de frés elefroferagromas parcicis ne soffware GenneMapoer D-X para verificer comootiilidode ce aleles em
um casa dz investigedo de paternidode. SP, suposte pai; M, mi; F, filhe. As setos indicam dois marcodores ondz ndo houve compofi-
bilidode, ou sejo, o F ndo herdou o olelo chrigatdrio do SP.
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Podem ser analisados trinta marcadores utilizando-se o kit
InvestigatorDIPplex (QIAGEN), que também amplifica a amelogenina em
uma anica reacdo multiplex® (Figura 20.10).

Figuro 20.10° Eletroferagrema da reacio com o kit MvestigeforiFplex (QI4GEN). (Trof-se de uma amestra femining.) Os picos repre-
senfom o5 oleles obfidos par coda marcadar, sende o olela turta o que apresenta o delagBo e o olela longo o que coreserta a insercho,
conforme exemplficodo no Figuro 20.3. Neste elztraferogrome, os alekos sGo encontrodos em regides saparadas, sendo divididos ente
a5 quatra cores de fluoréfores. Estie identificados dois clelos de um mesma marcadar, separcdos no eletofzrngrome.

Devido ao fato de que os INDELs apresentam menor taxa de recombina-
¢do em comparacio com os STRs, o ntmero de INDELs analisados deverd
ser maior para atingir um poder de discriminacdo aceitdvel; neste caso, os
trinta polimorfismos sdo suficientes segundo o fabricante.

Qutra reacio foi padronizada por Persira e colaboradores {2009)% ¢
permite analisar 38 INDELs autossdmicos em multiplex (Figura 20.11).
Segundo os autores, esses 38 polimorfismos sio suficientes para aringir um
poder de descriminacio aceitavel.

Comparando-se as duas reacbes, verifica-se que a reacio de Pereira e
colaboradores (2009)% apresenta oito politorfismos a mais do gue aquela
do kit InvestigatorDIPplex (QIAGEN), ndo havendo nenhuam polimorfismo
em comum. Em contraparrida, a reacdo de Pereira e colaboradores (2009)Y
nio amplifica a amelogenina.

Qutrz avaliacdo interessante nos eletroferogramas demonstra que, nos
38-INDELs, os marcadores podem apresentar os alelos na mesma regido,
enquanto no InvestigatorDIPplex (QIAGEN), os alelos dos marcadores se
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Figura 20.11 Elefroferagroma da recia pedronizada per Persire & coloboradores (20090, (Amastra diferente do apresentoda ne
Figuro 20.10.) Os picas representom a5 alelos obtidas pare code morcoder, sendo o alele curto o que opresento o delecdo e o clela
argo o que corasarto o insercta, conforme exemplificodo na Figure 20.3. Ao confrdrio do Figura 20.10, neste elefroferagroma a5 olelos

podem ser identificodos no mesmo regigo.

intercalam na mesma cor de fluordforo. Isto dificulta a andlise e 2 compa-
racdo entre os alelos de um mesmo marcador. A andlise de amostras € reali-
zada pelo software GeneMapper.

Como apresentado na Figura 20,12, os mesmos passos sio realizados
para andlise de INDELs por ambas as reacdes multiplex, sendo que o passo
de purificacdo pode ser opcional conforme a necessidade (quando o eletro-
ferograma ndo discrimina adequadamente os alelos). De maneira geral, a
metodologia para andlise de INDELs é pritica e rdpida e muito similar i
metodologia para anidlise de STRs, o que agrega praticidade ao trabalho em
laboratérios de identificacdo humana.

20.6 APLICACOES DO DNA MITOCONDRIAL

As mitocéndrias sio organelas citoplasmdricas que apresentam em sua
composicido um genoma extracromossdmico separado e distinto do genoma
nuclear, 0 DNA mitocondrial (DNAmt), composto por 16.56% nucleotideos
e apresentando-se como uma dupla fita circular. Sua composicio gquimica
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Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Figure 20.12 Fluograme poro ardlise de INDELs par ambas oz reagfes. {0 possa de pwificogBa € opeional.)

em nada difere da composicdo do DNA nuclear; entretanto, ele possui um
codigo genético proprio.

O DNAmt evoluiu pelo actimulo de mutagdes nas linhagens marternas
e acredita-se fixar novas mutacbes dez vezes mais rdpido do que o DNA
nuclear®. Este fato ocorre devido 3 baixa fidelidade da DNA polimerase
mitocondrizl, juntamente com a falta de mecanismos de reparo durante sua
replicacdo, o que acaba sendo de grande interesse no campo forense.

Em alguns casos pode ndo ser possivel a andlise do DNA nuclear de
algumas amostras (casos em que o DINA apresente degradacdes ou quando
o material bioldgico nio apresentar DNA nuclear), e entido a2 melhor alter-
nativa € a andlise do DINA mitocondrial. Assim, o DNAm¢t € utilizado na
rotina forense para analisar ossos, dentes, fios de cabelos e outros tipos de
amostras bioldgicas, sempre que se necessite identificar o individuo.

A principal vantagem do DNAmt € que ele estd presente em uma média
de gquinhentas a 2 mil cdpias por célula. Esta abundincia aumenta signi-
ficantemente as chances de que algumas cépias de DNAmt permanecerio
estdveis em ambientes que apresentam condices ndo favoriveis 4 sua con-
servacdo, além do que a natureza circular do DNAmTt o torna menos susce-
tivel 4 degradacio por exonucleases™.

O genoma mitocondrial possui heranca estritamente materna, permitindo
investigar relacdes de parentesco nesta linhagem, sendo, portanto, haploide
e, por isso, ndo € submetido a processos de recombinacio. Por essas duas
razdes, o DNAmt ndo pode ser urilizado na investigacdo de paternidade.
WVale ressaltar que tanto os filhos como as filhas compartilham o DNAmt da
mie bioldgica.

Este genoma possui natureza monoclonal, ou seja, todo o DNAmt de um
individuo apresenta a mesma sequéncia, o que simplifica a interpretacdo
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dos resultados durante o sequenciamento do DNAmt. Porém, em alguns
casos pode haver individuos que apresentam uma condicdo denominada de
heteroplasmia, na qual uma mesma pessoz apresenta mais de um tipo de
DNAmt, podendo ser heteroplasmia de sequéneia, quande hd diferenca em
apenas um nucleotideo, ou heteroplasmia de comprimento, quando hd dele-
¢do ou insercdo de uma citosina em regides com repeticdes mononucleotidi-
cas (conhecidas como poli-C). Nos dois casos, as anilises devem ser muito
cuidadosas para a interpretacio da heteroplasmia. Portanto, hd necessidade
de treinamento do perito para andlise do DINAmt em casos forenses,

20.7 UTILIZACAO DO DNA MITOCONDRIAL
EM ANALISES FORENSES

O genoma mitocondrial é composto de duas regides (Figura 20.13): a
regido codificadora e a regido controle, esta também conhecida como regifo
nio codificadora, regido hipervaridvel ou D-loop, que controla a replica-
¢do e transcricdo do DNAmt, a qual, devido ao acimulo de muracées pon-
tuais, apresenta uma maior taxa de mufacio quando comparada 2 regido
codificadora.

A regido controle é formada por aproximadamente 1.200 pares de base e,
por ser altamente polimérfica, € muito urilizada para o propésito da genética
forense, Esta regido do DNAmt inclai trés sub-regides denominadas HV1
(formada por 342 pb), HV2 (268 pb) e HV3 (137 pb), sendo esta tltima
regido um segmento que pode apresentar um tamanho varidvel de pares de
hase, pelo fato de conter repeticdes dinucleotidicas “CA”, cujo namero pode
variar de um individuo para outro®. Entre essas regides existem outras duas
denominadas inter-regides, a primeira entre HV1 e HVZ e a segunda entre
HV2 e HV3. A maior parte da variacdo de sequéncia entre individuos é
encontrada nos segmentos HV1 e HV2. Por isso, estes sdo os mais utilizados
na rotina forense para anilise do DNAmt. Entretanto, a regido HV3 também
pode auxiliar as andlises™,

A identificacdo baseia-se na andlise dos polimorfismos presentes nesses
segmentos (SNPs, insercdes e deleces/indels), que sdo comparados a uma
sequéncia de referéncia (revised Cambridge Reference Sequence — rCRS),
sequenciada em 1981 por Anderson e colaboradores®™, reanalisada e revi-
sada por Andrews e colaboradores em 1999, No entanto, tais regifes ofe-
recem um limitado poder de discriminacio em um contexto forense®?, Assim,
a regiao HV3, junto com as inter-regides, vem sendo explorada nos altimos
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anos, pois apesar de apresentarem bhaixos niimeros de polimorfismos, infor-
maches complementares sdo obtidas guando adicionadas s regides HV1 e
HV2, aumentandn o poder discriminarivo, o que é importante na solucdo de
casos forenses e, principalmente, em estudos de frequéncia populacional®®
3% 33 Essas caracteristicas fazem com que o sequenciamento completo da
regido ndo codificadora do DNAmt seja mais adequado ranto para testes de
identidade forense como para estudos evolucionérios.

O sequenciamento da regido controle do DNAmt pode ser feito a partir
de DNA obtido de diversos materiais bioldgicos, como ossos, dentes, tecidos,
sangue, sémen & fins de cabelo. A partir do DNA extraido, realiza-se uma
PCR utilizando os primers (forward e reverse) que flanqueiam as regides de
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interesse, podendo ser toda a regido nio codificadora ou cada uma das suas
sub-regides.

Os produtos da PCR sédo, entio, purificados para retirada do excesso
de primers e nucleotideos que nio foram incorporados durante a PCR, e
submetidos i reacdo de sequenciamento. Os produtos obtidos a partir do
sequenciamento também deverdo ser purificados previamente 4 eletroforese
capilar realizada em analisador genético (ABI3500 — Applied Biosystems). A
andlise dos resultados é realizada com a ajuda de softwares de bioinforma-
tica, e as sequéncias obtidas sio comparadas com a rCRS.

Outra técnica de andlise do DNAmt € a técnica de SNaPshot. Essa reacdo
baseia-se na andlise de polimorfimos de base dnica (SNPs), que representam
a maior classe de polimorfismos humanos. Essa técnica estd em uso cres-
cente devido 4 deteccdo rdpida de virios polimorfismos em um (inico ensaio.
A capacidade multiplex é particularmente importante, especialmente no que
diz respeito 4 andlise de DINA forense, uma vez que pode reduzir o consumo
de amostras, enquanto aumenta o rendimento do processamento das amos-
tras e andlise de dados. Esta técnica € realizada a partir da utilizacio de um
kit comercial {ABI PRISM SNaPshot multiplex kit — Applied Biosystems)
produzido pela empresa Life Technologies. A andlise de SNFs do DNAmt,
tanto da regiio ndo codificadora como da regiio codificadora, permite a
classificacio de amostras em haplogrupos.

20.8 APLICACOES DO SEQUENCIAMENTO DO DNAMT

Alguns fatos importantes comprovam como 2 andlise do DNAmt é de
grande importincia no contexto forense: foi a primeira ferramenta utilizada
na identificacio de ossadas de soldados americanos que lutaram na Guerra
do Viernd®* e na identificacido das vitimas da tragédia de 11 de setembro de
2001 no World Trade Center (EUA].

Qutro exernplo interessante da utilizacio do DINA mitocondrial foi rea-
lizado na década de 1990 em um estudo de parentesco, no gqual cientistas
ameticanos foram convidados a examinar ossos e dentes de oito esqueletos
de uma wvala na Sibéria, onde se acreditava estar enterrada a familia real
russa Romanow, que fora executada pelos bolcheviques. Neste caso, os resul-
tados do sequenciamento do DNAmt elucidou que havia vinculo genérico
entre as ossadas®,

A utilizacdo do DNAmt estendeun-se para estudos da evolucio humana,
migracies e formacdo da histdria de diversas populacées, ndo permanecendo
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apenas na rotina forense. O emprego do DNAmt como ferramenta para
investigaches desta natureza surgiu com 05 estudos pioneiros do grupo lide-
rado por Allan Wilson nos anos 1980%,

20.9 BANCO DE DADOS

A anilise do DNAmt é rotineiramente utilizada em diversos laboratérios
como ferramenta em andlises forenses e estudos genéricos evolutivos. No
entanto, é preciso um conhecimento aprofundado das varias caracteristicas
do DNAmt a fim de znalisar e interpretar corretamente os resultados. A
forma correta de interpretar um resultado de DINAmt ainda nio foi padro-
nizada, existindo apenas recomendacdes, como, pot exemplo, aquelas ado-
tadas pelo Federal Bureau of Investigation (FBI)*® ou publicadas pelo Grupo
de Habla Espafiola v Portuguesa — International Sociery for Forensic Gene-
tics (GHEP-ISFG)'.

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do DNAmt baseiam-
-se nos polimorfismos (SNPs, delecdes e insercbes) presentes na sequéncia
de nucleotideos nas regides HV1 e HV2, comparando a amostra questio-
nada com a sequéncia referéncia {rCRS) para a anotacio das diferencas
(polimorfismos)®.

De acordo com o FBI, se essas sequéncias diferirem em dois ou mais
polimorfismos, uma exclusio inequivoca pode ser feita. Se as sequéncias
corresponderem uma 4 outra, existe a possibilidade da amostra questionada
pertencer ao individuo analisade ou demonstrar vinculo materno, podendo,
no entanto, pertencer a outro individuo ndo aparentado; por isso, torna-
-se necessario verificar a frequéncia com que um conjunto de polimorfismo
ocorte em uma populagdo (frequéneia do hapldtipo), gerando 2 necessidade
da criacio de um banco de dados populacional de DINAmt.

O termo “haplogrupo™ refere-se an conjunto de haplétipos (conjunto de
alelos), que sdo designados por letras do alfabeto e derivados por descendén-
cia de uma mesma molécula ancestral, as quais apresentam um padrio basal
de mutacdes. Os haplozrupos sdo definidos por um conjunto de haplétipos
que sdo constituidos de nucleotideos particulares presentes nas regifes con-
trole e codificadora do DINAmt. A relacdo entre haplétipos e haplogrupos
do DINAmt humano nos fornece informacdes mais detalhadas sobre a estru-
tura da variacdo genética. No site PhyloTree”” encontra-se a drvore filogené-

* Ver hotpffwww, q:_:i-i.sfg.orr_.',.

= Ver www.phylotres.org.
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tica mitocondrial humana que estd representada de modo simplificado na
Figura 20.14.
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Figura 20.14 Arvere flogenétics humena simplificedn do DNA mitocondrinl, mosronda o3 principeis haplogrupos.

A criacdo de banco de dados de DNAm¢t para estimar a frequéncia dos
haplétipos em determinada populacio € indispensivel para permitir sua uti-
lizagdo. Entretanto, pode estar sujeito a varios tipos de erros, principalmente
humanos (na leitura e digitacdo de dados, por exemplo), havendo a necessi-
dade de se estabelecerem regras de controle de qualidade tanto na geracio
quanto na compilacio de resultados®™. Atualmente, existem ferramentas que
podem ser utilizadas para que esses erros humanos sejam evitados como, por
exemplo, MITOMAP (miDNA control region sequence polimorphisms)
e [AN LOGAN", as quais permitem comparar se todos os polimorfismos
encontrados jd foram descritos na literatara.

Diversos pesquisadores geram milhares de dados de genomas mitocon-
driais completos de seres humanos em todos os continentes, bem como uma
nomenclatura detalhada dos tipos de DINAmt ou haplogrupos em todo o
mundo e uma enorme irvore filogenética dos haplogrupos observados, sub-
-haplogrupos e macro-haplogrupos*®. No campo da identificacdo humana,

*

Ver hitprifwwwianlogan.conk/mtDINA him.
#* Ver hrrpwww.ianlogan.co.nk/mtDINA hrm.
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as revistas cientificas de maior impacto ji exigem gque os dados de trabalhos
envolvendo andlises de DNAmt ou outros tipos de anidlises gerado por pes-
quisadores sejam adicionadas aos bancos de dados para serem publicados.

Um exemplo de banco de dados que foi desenvolvido com rigorosos pari-
metros de qualidade € o banco de dados mundial de DNAmt denominado
EMPOP. Para manter um padrio de gualidade, € necessdrio ter uma padroni-
zacdo da geracio, anilise e transferéncia de dados, além do uso de soffwares
para a visualizacio de dados, interpretacio e deteccio de erros.

20.10 TECNICA PASSO A PASSO

Protocolo para a andlise de 38 INDELs autossémicos

Extracdo de DNA

A extracio do DNA do interior das células é o primeiro passo para sua
anilise. Descreveremos a seguir um protocolo®! para a extracio de DNA de
sangue armazenado em papel de filero FTA (Whatman), utilizando a resina
Chelex 100 (Biorad) a 5%:

B

1) Colocar em um tubo de 1,5 mL 2 discos (3 mm cada) de papel de filero
COMm sangue.
Adicionar 50 pL. de H,O, vortexar rapidamente e descartar a H,O.
Adicionar 50 pl. de H,O e incubar a temperatura ambiente por 30
minutos.
Descartar a H)O ¢ adicionar 100 pL. da solugao homogeneizada da resina
chelex 100 (Biorad) a 3%.
5) Incubar por 1 hora a 36 °C.
&) Vortexar rapidamente e incubar por 8 minnutos a 100 °C.,
7) Centrifugar a 14.000 RPM por 3 minutos.
Armazenar o sobrenadante.

d

d

4

B

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Segue a descricdo do preparo da PCR para amplificacdo dos 38 INDELs
padronizado por Pereira et al. (2009)%, utilizando o Mulriplex PCR kit
(QIAGEN):

H,0 3 pl
Qiagen Multiplex PCR smaster mix (2x) 5pl
Primier mix (10x) 1 pL
DNAO3aSng/plL 1 pL
Volume total 10 pL.

Em seguida, é utilizada a ciclagem em termociclador:

55 "C - 15 min.

94 °C - 30 seg.
60 °C - 90 seg. 10 ciclos
72 °C - 60 seg.
94 °C - 30 seg.
38 °C - 90 seg. 20 ciclos
72 °C - 60 seg.

72 °C — 60 min.
4 °C - até a refirada do termociclador.

Observacdo: um passo adicional de purificacio do produto da reacdo de
PCR pode ser atilizado se necessirio.

Analise do produto da reacio de PCR

O produto da FCR deve ser preparado para eletroforese capilar pela
adigao de 1 pl. do produto amplificado em 9,7 pl. de formamida HI-DI
(Applied Biosystems) e 0,3 pl. de GeneScan 600 LIZ [Applied Biosystems).
A separacdo e detectcdo sdo realizadas por eletroforese capilar.

20.11 CONCLUSOES

As ferramentas para identificacio humana utilizando o DNA sio, atual-
mente, bastante eficazes na discriminacio entre individuos efou vestigios
e na investigacio de paternidade, gerando indices de verossimilhanca bas-
tante elevados. Entretanto, cabe ressaltar que o exame de DNA na genética
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forense constitui-se em uma evidéncia a mais na elucidacio dos casos do
Poder Judiciirio, favorecendo ou ndo a hipdtese de acusacdo ou de defesa.
O perito deve analisar os resultados obtidos de maneira cuidadosa, isenta
e ética, relatando as evidéncias cientificas encontradas através das andlises
dos perfis genéticos de maneira clara e objetiva, valorando os dados com os
cileulos estatisticos adequados, mas deixando ao juiz 2 tarefa de avaliacio
final da importincia de tais evidéncias no julgamento do referido caso.
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20.1 INTRODUCAO

A identificacio humana é o processo cientifico por meio do gual se deter-
mina a identidade de uma pessoa, através de um conjunto de caracteres que
a individualize, fazendo-a igual apenas 2 si mesma®. Esta identificacio por
meio do DNA consritni um dos produtos mais revoluciondrios da genética
moderna.

A genética forense, também conhecida como DNA Forense, € a drea que
utiliza os conhecimentos e técnicas de genética e de biologia molecular no
auxilio 4 justica, sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo
o mundo.

Apesar de ser a identificacdo humana pelo DNA o ramo mais desenvol-
vido da genética forense, bem como suz aplicacio mais popular ser o teste
de paternidade, ela nio se limita a isso, e pode ser aplicada na identificacio
ou individualizacio de animais, plantas e micro-organismos.
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A genética forense iniciou-se quando foram utilizadas pela primeira vez
caracteristicas genéticas para a definicdo de paternidade, ajudando a justica
na solucdo de um caso criminal®®. Sua fase moderna teve inicio na década
de 1980, quando pesquisadores descobriram regides altamente varidveis do
DNA, capazes de individualizar uma pessoa®™® % Em 1983, sir Alec Jeffreys®
apelidou as caracteristicas dnicas do DINA de uma pessoa de “impressdes
digitais do DINA®. O perfil genérico de um individuo, comumente utilizado na
identificacio humana, é baseado na combinacio de diversos marcadores que
sdo herdados de seus progenitores. Esses marcadores referem-se geralmente
a diferencas nas sequéncias de DINA entre os individuos (polimorfismos).

Os marcadores genéticos utilizados em identificacdo humana podem ser
biparentais (merade dos cromossomos herdados da mie e a outra merade
herdada do pai) ou wniparentais (cromossomo Y herdado apenas do pai em
individuos do sexo masculino e DNA mitocondrial herdado apenas da mie
em todos os individuos). Os marcadores biparentais autossémicos permitem
uma identificacio individual porque um determinado perfil genético é espe-
cifico de um sb individuo, sendo apenas partilhado por gémeos monozigs-
ticos. Os marcadores uniparentais nio permitem a identificacio individual,
prois todos os individuos aparentados por via mascualina partilhardo a mesma
linhagem de cromossomo Y, enquanto todos os individuos aparentados por
via feminina partilhardo a mesma linhagem de DINA mitocondrial, salve nos
casos de ocorréncia de mutacdes durante a transmissdo.

20.2 POLIMORFISMOS STRS (AUTOSSOMICOS
E DOS CROMOS50MOS SEXUAIS, XE Y)

Desde gue se desenvolven a tecnologia do DNA recombinante, em 1973,
dividindo em pedacos o DINA gendmico para estudar os genes, houve um
avango na biologia molecular, e diversos genes foram descritos e isolados,
muitos deles relacionados com a identificacdo humana®, Com o uso de enzi-
mas de restricdo e sondas de DNA, foram exploradas 2s variabilidades ou
polimorfismos do DNA gque variavam de individuo para individuo. Desco-
briram-se, também, regides constituidas por virios pares de bases, reperi-
das intimeras vezes, com alelos variando quanto ao nimero de sequéncias,
denominados minissatélites (variable number tandem repears - VNTR). Ini-
cialmente, os VNTRs foram utilizados como marcadores genéticos infor-
mativos, pois estes sdo compostos por cem ou mais alelos com diferentes
comprimentos na populacio humana
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Outros marcadores zltamente polimorficos foram encontrados no
genoma humano: os microssatélites (short tandem repeats, STR) (Figura
20.1). Os 5TRs sdo repeti¢hes curtas de 1 a 3 pares de bases encontrados
em eucariotos. Tais repeticdes sdo encontradas tanto em regides codificantes
quanto ndo codificantes do DNA, cuja fungio ainda é desconhecida®.

STRs

]
Individuo 1 GCTAAG

4 repetigbes

Individuo 2 GCTAT G|TG&|TG§]TG&[] Gg][GA|

5 repeticbes

Individuo 3 GCTATG [TGAITGA TGAITGA[TGA[TGA|TGA)
7 repetigbes

Figura 20.1 Esquema representando variacdes dos polimarfismos shorf fondem repeats (STRs). O ndmera de repetices dos
pegquenas sequéncios configuram um clzlo que pode vorior entre individues.

Inovacio tecnolégica revoluciondria na biologia molecular surgida em
19835, a reacdo da polimerase em cadeia ou polymerase chain reaction (PCR),
tornou-se de uso universal. Por meio dessa reacdo, quantidades muito peque-
nas de DNA podem ser amplificadas para obtencio de praticamente gual-
quer quantidade desejada® "% A técnica utiliza 0 mesmo principio pelo qual
o DINA & normalmente copiado na célula, exceto pelo fato de que somente
um pequenc segmento do DNA no cromossomo serd amplificado. Isso possi-
bilitou processar quantidades muito pequenas de DNA frequentemente dei-
xadas como evidéneia de um crime e aumentou enormemente a sensibilidade
dos sistemas disponiveis usados nas andlises forenses, auxiliando o sistema
judiciirio no julgamento de crimes. Gracas a PCR, diminutas quantidades de
DNA podem ser extraidas de fios de cabelo, selos postais, pontas de cigarro,
xicaras de café e outras fontes de DNA.

Os STRs substituiram os polimorfismos de comprimento dos fragmentos
de restricdo (do inglés, restriction fragment length polymoaorphisms — RFLPs)
como principal método de identificacido gendmica e tornaram-se popular na
tipagem de DINA para andlises forenses. S3o sequéncias curtas gue variam de
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duas a quatro bases, podendo repetir-se até dezessete vezes (de sete a quinze
alelos por lécus), comumente amplificadas por PCR. Os métodos para tipa-
gem de STRs estdo atualmente automarizados, com detecgdo envolvendo
fluordforos?.

Com o desenvolvimento de reacdes da PCR em multiplex (Figura 20.2),
ou seja, amplificacdo de virias regides do DNA em um Gnico tubo, empre-
sas internacionais iniciaram a comercializacio de kits contendo um mix ou
mistura com diversos iniciadores (prémers), que permitem amplificar até 24
regides do DINA gendmico, sendo 23 loci STR mais a amelogenina para
determinacdo do sexo. Entretanto, para aplicacio e uso nos diferentes labo-
ratdrios forenses, hd a necessidade de se conhecer as frequéncias dos res-
pectivos alelos presentes na populacio daquela regido geogrifica em que
0s testes estio sendo realizados. Tais frequéncias devem ser publicadas em
revistas indexadas para que possam ser utilizadas nas andlises estatisticas
dos resultados dos perfis que fardo parte da conclusio do laudo pericial.

DNA

Regido 1 Regido 2 Regido 3 Regiso 4

PCR em Multiplex

;_

Figura 20.2 Esquema representonca uma rzogfo da PCR mulfiplex, ro quo! sBo omalificodes diferentes regifies co DA em umo dnico

m-—

—

|“‘ 1
Af—

“‘I 1

reacdo.



152

Aplicagaes Fornzes do Dra: Fundomentas, Métodes & Limitagdes 849

Tratando-se de amostras obtidas em cenas de crimes, casos de violagédo
sexual {estupro), desastres em massa ou de restos mortais de exumacio de
caddver, uma questio fundamental, concernente ao uso do DNA como evi-
déncia, estd na validacio cientifica dos métodos de anidlise dos STRs. Em
outras palavras, é preciso ter garantias cientificas de que os testes podem,
inequivocamente, identificar coincidéncias on ndo coincidéncias para cada
marcador genético utilizado, na comparacdo das amostras questionada e de
referéncia. Inicialmente, a credibilidade dos testes deve partir da natureza
das amostras bioldgicas urilizadas®. Muito frequentemente as amostras sio
encontradas em superficies ndo esterilizadas, podendo sofrer danos apds
contato com a luz solar, micro-organismos e solventes. Existem procedi-
mentos que podem minimizar a acdo desses fatores de degradacio do DNA.
Entretanto, muitos cuidados devem ser tomados para evitar equivocos na
interpretzcdo dos resultados dos perfis alélicos. Ressalte-se que a cadeia de
custddia das amostras deve ser manrida até o momento de serem processa-
das no laboratério.

A amplificacdo por PCR pode produzir falhas e artefatos devido & baixa
qualidade do marterial bioldgico. Amostras de DA parcialmente degradadas
podem proporcionar, por exemplo, a amplificacio preferencial de alguns ale-
los efou o surgimento das bandas fantasmas (stutter bands) (Figura 20.3)%
No primeiro caso, pode-se ter a amplificacdo de um alelo em detrimento
do outro, o que pode gerar a falsa impressdo de se tratar de um individuo
homozigoto em vez de heterozigoto para o lécus em estudo. As bandas fan-
tasmas ocorrem em virtude de falhas no processo de amplificacdo, gerando
handas com uma unidade de repeticdo a menos que a do alelo original.
Desse modo, pode-se equivocadamente interpretar o resultado como am
falso heterozigoto ou identificar um alelo erroneamente.

Apesar dessas dificuldades, a genética é a drea da ciéncia forense que mais
tem avancado na atualidade. H4 alguns anos, a Secretaria Nacional de Segu-
ranga Pablica do Brasil estd implementando o Banco de Dados Nacional
Criminal de Perfis Genéticos, similarmente ao americana CODIS {Combined
DMNA Index System), que armazena dados de criminosos condenados, e o
europen Fenik, que contém o perfil genético de milhares de pessoas desa-
parecidas. Tais ferramentas tornam mais dgil a troca de informacdes entre
as institnicbes espalhadas pelo vasto territério no pais, como no caso do
CODIS nos Estados Unidos da América??, facilitando a resolucio de diversos
casos.

Mo Brasil, a implementacdo desse banco de dados trouxe o aumento da
demanda nos laboratérios de pericia, uma vez que ele permite, por exemplo,
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Stutter [

s

Figura 20.3 Esquemo rapresentonda um olzle & um shtter. A sefo indicn o stufer. Notose o grande diferenco entre as infensidadas

de sinais entre sfufizr e olelo verdadsirn.

identificar o criminoso pela anilise de uma dnica gotz de sangue encontrada
1o local do crime.

Em 2006, alguns peritos judiciais publicaram artigos'®*? revelando as
possibilidades de erros em exames de DNA, o que acarretou um convite da
revista Scientific American Brasil para escrever um artigo sobre o estado
da arte da genética forense no Brasil*®. Em decorréncia dessas publicacdes,
virios laboratérios brasileiros comegaram a ser condenados por erros em
exames de DNA.

MNa falta de um 6rgdo nacional credenciado para promover a acreditacio

de laboratérios de DNA forense no Brasil, como € o caso, por exemplo,
da American Association of Blood Banks [AAPBB) nos Estados Unidos, o
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Ministério da Justica solicitou que o Instituto Nacional de Metrologia, Qua-
lidade e Tecnologia (INMETRO) viesse a padronizar os exames de DNA rea-
lizados por laboratérios da policia cientifica®. Mais recentemente, a Agéneia
Nacional de Vigilincia Sanitdria {ANVISA) publicon a2 Resolucdo RDC n.
11, de 16 de fevereiro de 2012, estabelecendo normas para o funcionamento
de laboratérios que realizam testes e andlises técnicas, o que abrange tam-
bém os laboratérios que realizam investizacdo de paternidade.

Em associacdo aos 5TRs autossdmicos, que muito contribuem para a
identificacdo do individuo tanto quanto para 2 investigacio de paternidade,
os Y-5TRs relacionados com o cromossomo Y, bem como os X-5TRs do
cromossomo X, sio também ferramentas importantes na elucidacio das ana-
lises de DNA forense ou casos de relagio bioldgica. Os primeiros sio impor-
tantes na determinacdo de linhagem patrilinear, mas ndo servem para incluir
o individuo como o suposto pai da crianca do sexo masculino, uma vez que
o cromossomo Y é transmitido de pai para filho e deste para seu filho de
maneira haplotipica, 4 semelhanca da transmissdo do DNA mitocondrial
(heranca materna), levando a que toda 2 descendéncia do sexo masculine,
daquele primeiro individuo compartilhe 0s mesmos haplotipos Y-5TRs; ou
seja, todos os descendentes do sexo masculino apresentardo o mesmo padrio
haplotipico do seu ancestral. Por essa razdo, ndo se pode associar {ou mul-
tiplicar) os valores obtidos a parrtir das frequéncias dos alelos do perfil dos
S5TRs autossdmicos, denominados de indice de verossimilhanca, com agquele
da frequéncia do haplotipo dos Y-5TRs. Entretanto, da andlise do perfil
Y-STR é possivel excluir um individuo como pai bioldgico de uma crianca
do sexo masculino ou como doador de uma mancha de sangue ou sémen.

Em relacdo ao cromossomo X (X-5TRs), este & rransmitido pelo pai para
todas as filhas do sexo feminino, que recebem o outro cromossomo X da
mie biolédgica. Como neste caso o padrio de transmissio é muito seme-
lhante aos STRs autossdmicos, em geral os indices obtidos através de cal-
culos estatisticos utilizando as respectivas frequéncias dos alelos de ambos,
STRs e X-5TRs, podem ser multiplicados, aumentando, assim, as chances
de favorecimento de paternidade, quando se trata de filha questionada na
auséncia do suposto pai, por exemplo (Figura 20.4).

A egquipe da autora deste capitulo elaborou um banco de dados muito
interessante e bastante completo para estudo de virios pardmerros de andlise
do cromossomo X, os guais foram obtidos a partir das publicacdes nacio-
nais sobre esse tema e de dados do proprio laboratério. Esforgos estdo sendo

*  Ver hetpel/bgbx.com. br. Niémero de registro de programa de software: 12166-1.
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STRs autossdmicos
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 71,79757%

X

X-STRs
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 99,9813421%

!

STRs autossémicos e X-STRs
Probabilidade de Relagao Biologica: 99,9926702 %

Figuro 20.4 Heredogroma de um cose ce investigecBa de poternidade em que foi utilizada o andlise de ¥-STRs. Os individuos em preto
nto foram anclisadas. Foi utilizaca neste cose o onélise do m@e biolégice da supeste pai, uma vaz que estz estave cuserte. O esquemo
mastra ¢ prebabilidade de relacdo bioldgica com os STRs cufessimicos 2 ¥-STRs; o multipficagde dos indices oumenta o prebobifidode
de relacdo hiclégico enre os individuos araliscdes.

investidos no sentido de disponibilizar também as férmulas para realizar os
calculos estatisticos mais importantes a serem incluidos nos landos periciais
em que hd a necessidade da associacio dos STRs autossémicos e X-STRs,
garantindo, desse modo, um indice de paternidade ou de verossimilhanca
mais robusto.

A utilizacio das anidlises dos marcadores de Y e X-STRs € importante em
casos de confirmacio de exclusdo de paternidade e, especialmente, em casos
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de reconstrucio, quando o suposto pai estd ausente. Em casos criminais,
estas também sdo ferramentas importantes para elucidar a origem de man-
chas de sangue efou sémen.

A técnica de amplificacio de STRs (autossdmicos, ¥ e X) baseiz-se na
realizacio de uma reacio da PCR multiplex, isto &, na qual virios primers
sdo adicionados a um mesmo tubo de 0,2 ml contendo um mix da PCR
(tampdo, cloreto de magnésio, dNTPs e enzima Tag polimerase) e acrescen-
tando-se 4 mistura o0 DNA em estudo.

Duas reagdes para controle das condicdes de amplificacio sdo necessirias
e imprescindiveis: um controle positivo, contendo DNA humano conhecido e
convenientemente diluido (concentracio de uso 0,3 ng/ul), e outro negativo,
geralmente realizado com dgua destilada esterilizada. Os tubos sdo levados
an termociclador para a amplificacio em ciclagem adequada e comparivel
com a reacdo multiplex.

Atualmente, o uso de kits comerciais sdo os mais recomenddveis para as
andlises forenses e de paternidade por serem validados nacional e internacio-
nalmente. A seguir, a Figura 20.5 apresenta um esquema dos procedimentos
hdsicos para a reacio.

O sucesso da andlise dos STRs estd diretamente relacionado com a qua-
lidade do DNA obtido. O DNA estd presente em todas as células nucleadas
g, portanto, pode ser extraido de diferentes materiais bioldgicos deixados na
cena de um crime. Em geral, as amostras testadas nos laboratdrios foren-
ses 540 tipicamente sangue e manchas de sémen, mas podem existir muitas
outras fontes de DINA.

Para a comparacio dos perfis de DINA, sempre hé a necessidade de amos-
tras de referéncia (sangue ou siwab oral). Todas as amostras devem ser cuai-
dadosamente manuseadas para a extracdo de DINA, de modo a evitar qual-
quer tipo de contaminacio. Por essa razio, muitos laboratérios processam
as amostras de evidéncia (aquelas obtidas na cena do crime) em momentos
diferentes ou mesmo em locais diferentes das amostras de referéncia. Exis-
tem diversos métodos de extracio de DNA; entretanto, os mais utilizados
atnalmente sdo orginico, Chelex e papel FTA. Todos eles permitem a obten-
¢io de DNA de boa gualidade para andlise de STRs. A Figura 20.6 ilustra
um perfil alélico amplificado a partir de uma amostra de DNA humano.



157

854 Biatecnolegin Apficeda 3 Sodde

Master Mix (MgCl:
ANTPs, Taqpolimerase)

=

Ressuspender produto de PCRem |
formaméda (HIDI - Applied Biosystems) +
ILS (Internal lane standard)

Agitacho e pulso (centrifugar 1000g/10-12seg)
Desnaturaglo (95°C/Imin), gelo [2min) D

Eletroforese Capilar (EC) em Anaksador Genético
(ABI 3500 - Applied Biosystems)

Figure 20.5 Esquema ilustrotivo da reacto de PCR multiplex paro omplificocBo de STRs (cutosstmicos, ¥ ou X-STRs).
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Figura 20.6 Eletroferogroma obtido no analisadar genética (4B 3500 — Applied Biosystems) e onoliscde na GeneMopper 10-4 apresen-
tondo os olelos emplificodas na reacio mulfiplex de 21 regides do DNA humene (STRs outassémicas). A omashre perfence o um individue
do sexo mosculing (%/Y). Os picos representam os alzles obtidos em codo marcadr, que e rapeticdes de pequenas sequéncics de
boses, come mostrede ne Figura 20.1.
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20.3 POLIMORFISMOS DE INSERCAO/
DELECAO (INDELS) E SUAS APLICACOES

O estudo das variaches genéricas, utilizando os polimorfismos do DNA,
permite uma melhor compreensdo da histéria e da diversidade das popula-
¢hes humanas, além de proporcionar um sistema para a identificacdo gené-
tica de individuos. A aplicacdo do DNA decorre do seu alto poder de dis-
criminacdo gerado por seus polimorfismos, e além dos STRs jd estudados
anteriormente, destacam-se outros dois: single sucleatide polyvmorphisms
(SNPs) e insertion-deletion polymarphisms (INDELs)'.

Weber e colaboradores (2002) foram pioneiros, pois identificaram e
caracterizaram aproximadamente 2 mil INDELs no genoma humano, com
diferentes tamanhos e frequéncias alélicas em europeus, africanos, japoneses
e nativo-americanos, e devido 4 abundincia e facilidade de andlise, destaca-
ram a sua utilidade para estudos genéticos. INDELs chegam a representar
cerca de 16% de todos os polimorfismos do DNA humano e se apresentam
muito distribuidos pelo genoma, em média, am INDEL a cada 7,2 Kb'7.

INDELs sdo polimorfismos de comprimento, caracterizados pela inser-
¢do ou delecdo de um ou mais nucleotideos em uma determinada regido do
genoma; por exemplo, o polimorfismo rs16363 é identificado pela delecio da
sequéncia “TGTTIT” na localizacdo cromossdmica 22g13.1. O polimorfismo
ao ser inserido no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
recebe um cddigo Gnico descrito com as letras rs (reference sequencel,
seguido da numeracdo especifica para sua identificacio correspondente
sua posicio no genoma. Na localizacio cromossémica, o primeiro ndmero
refere-se ao cromossomo; no exemplo citado acima, o polimorfismo esta
localizado no cromossomo 22; a letra refere-se aos bracos do cromossomo; a
letra p indica o braco curto e g o braco longo; o nimero seguinte representa
a posicdo no brago do cromossomo, no exemplo, banda 13, sub-banda 1.

A Figura 20.7 a seguir ilustra a identificacdo do INDEL *ATCG” no
eletroferograma.

20.4 UTILIZACAO DOS INDELS NA
ANALISE DE DNA DEGRADADO

O DNA pode ser danificado ou destruido devido 2 condighes ambien-
tais adversas. A exposicdo ac ambiente degrada as moléculas de DINA, divi-
dindo-o aleatorizmente em pequenos pedacos. Agua, oxigénio, radiacio
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IN/DEL

DEL

Delecdo: TTAGATG GTCGAA
Inser¢ao: TTAGATGATCGGTCGAA

Figure 207 Elefraferogroma iczrtificenca ¢ INDEL {In/Del} com o olela curto (elesio-Del) € o alele lorge (inserge-ln-ATCE).

ultravioleta e enzimas nucleases sio alguns dos agentes naturais que atuam
nessa degradacdo®s.

A habilidade de recuperar e analisar sequéncias de DNA de amostras
como 0ss0s e dentes, expostos 20 longo do tempo a uma variedade de con-
digbes ambientais, tornou-se uma ferramenta valiosa para a identificacio de
individuos ou amostras desconhecidas®.

Pouco DNA enddgeno, ag¢do do meio ambiente, micro-organismos e
presenca de inibidores s3o os principais fatores que fazem com que a
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recuperacdo e andlise do DINA deste tipo de amostra sejam um desafio na
drea de identificacdo humana®.

Ainda que a andlise de STR (shorr tandem repeats) seja o principal poli-
morfismo utilizado como marcador genético em identificacio humanals,
conforme ji foi mencionado anteriormente, apresenta dificuldades quando
as amostras possuem DNA degradado efou em pouca quantidade, devido ao
tamanho relativamente grande dos fragmentos a serem amplificados (150
pba 300 pb)*.

Por essa razdo, aumentou de modo considerdvel recentemente o interesse
na utilizacdo de INDELs como marcadores genéricos nas dreas de identifica-
¢do humana e genética forense, devido & facilidade de anilise, ampla distri-
buicdo no genoma, por apresentarem fragmento de pequeno tamanho, cerca
de 100 pb e poderem ser detectados por diferentes téenicas. As frequéncias
alélicas apresentam diferencas significarivas entre populacdes geografica-
mente distintas, sendo potenciais marcadores para estudo de ancestralidade.
Apresentam menor taxa de mutagdo em comparacdo com os STRs (Figura
20.8)%.

Tamanho

STR CATATGCAATC ATCGATCGATCG TTGATAGTGCC  100-400 pb

INSERCAO CATATGCAATC GCTATTGATAGTGCC
= ¢ 50.150 pb

INDEL ~
DELECACQ CATATGCAATCTTGATAGTGCC

Figura 20.8 Esquema comgarande STRs com INDELs & mastrarda os respeciives tomanbas em pores de boses (ph) obfides no
amplficagt.

O fato de o fragmento de DNA amplificado ser pequeno € muito interes-
sante, facilitando a andlise em amostras hioldgicas ndo mantidas em boas
condiches de preservacio, por exemplo, ossos e dentes coletados em casos
de exumagio de caddveres ou de acidentes em massa. Nessas situacdes, a
alternativa € a combinacio de marcadores STRs e INDELs para a obtencio
de uma andlise mais conclusiva e robusta.

Em testes de paternidade ou outra relacdo biolégica, a maioria dos labo-
rathrios uriliza um conjunto de dezesseis marcadores STRs que oferecem um
poder discriminatdrio alto e geram um resultado de exclusdo de paternidade
(entre 0,9999583 e 0,9999998) ou fortemente indicativo de probabilidade
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de inclusio {indices de paternidade entre 522.000 e 4.110.000). No entanto,
alguns casos apresentam resultados ambiguos ou inconclusivos, em que a
telagio reivindicada ndo pode ser confirmada por uma probabilidade sufi-
cientemente alta, ou uma exclusido € sugerida por incompatibilidade alélica
em apenas am ou dois destes marcadores, sendo que para uma andlise resul-
tar em exclusio de paternidade hd a necessidade de nio coincidéncia entre o
alelo paterno obrigatério (filhofa) e o alelo presente no suposto pai em, no
minimo, trés marcadores autossGmicos®®. Na Figura 20.9, estdo representa-
dos os eletroferogramas parciais de trés regides de STRs autossdmicos, mos-
rrando duas exclusdes. E importante notar que incompatibilidades podem
também ser identificadas por agido de mutacdes, uma vez que os STRs apre-
sentam elevada taxa de mutacio (cerca de 2 = 107%).

Resultados ambiguos surgem frequentemente, quando, por exemplo, o
irmdo bioldgico de primeiro grau do pai biolégico é indicado como suposto
pai de uma crianga, de modo que 2 taxa de exclusio torna-se muito reduzida
(poucas nio coincidéncias nos alelos) e o indice de paternidade, usando uma
razio de probabilidade de um homem aleatério na populacio, ndo se aplica;
estes resultados sdo dificeis de serem interpretados. Um recurso encontrado
€ a andlise de STRs adicionais para melhorar a probabilidade ou fornecer
claras e inequivocas excluses; no entanto, além dagqueles que j4 sdo utili-
zados nos kits comerciais, poucos STRs sdo validados para que possam ser
aplicdveis™.

Estes resultados também sio observados nos casos em que o suposto pai
¢ falecido e hd a necessidade de analisar amostras provenientes de exuma-
cio, como ossos e dentes, uma vez gue esse tipo de amostra pode apresentar
baixa quantidade de DINA e alto nivel de degradacio e contaminacio, o que
na grande maioria das vezes dificulta a andlise de um ntmero adequado
de STRs. Nesses casos, analisando-se um nimero relativamente grande de
INDELs (de 30 a 40), que apresentam menor taxa de mutacio em compara-
¢do aos STRs, pode-se encontrar novas incompatibilidades, o que favorece 2
hipdtese de exclusdo, ou, ao contririo, caso ndo sejam encontradas incom-
patibilidades, aumenrar o indice de paternidade a valores que suportem a
confirmacio de uma relacio bioldgica.

20.5 TECNICAS PARA ANALISE DE INDELS AUTOSSOMICOS

A técnica para anidlise de INDELs também é uma reacido da PCR em
multiplex, conforme mencionado anteriormente para amplificacio de STRs.
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Figure 20.9 ComparesBo de frés elefroferagromas parcicis ne soffware GenneMapoer D-X para verificer comootiilidode ce aleles em
um casa dz investigedo de paternidode. SP, suposte pai; M, mi; F, filhe. As setos indicam dois marcodores ondz ndo houve compofi-
bilidode, ou sejo, o F ndo herdou o olelo chrigatdrio do SP.
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Podem ser analisados trinta marcadores utilizando-se o kit
InvestigatorDIPplex (QIAGEN), que também amplifica a amelogenina em
uma anica reacdo multiplex® (Figura 20.10).

Figuro 20.10° Eletroferagrema da reacio com o kit MvestigeforiFplex (QI4GEN). (Trof-se de uma amestra femining.) Os picos repre-
senfom o5 oleles obfidos par coda marcadar, sende o olela turta o que apresenta o delagBo e o olela longo o que coreserta a insercho,
conforme exemplficodo no Figuro 20.3. Neste elztraferogrome, os alekos sGo encontrodos em regides saparadas, sendo divididos ente
a5 quatra cores de fluoréfores. Estie identificados dois clelos de um mesma marcadar, separcdos no eletofzrngrome.

Devido ao fato de que os INDELs apresentam menor taxa de recombina-
¢do em comparacio com os STRs, o ntmero de INDELs analisados deverd
ser maior para atingir um poder de discriminacdo aceitdvel; neste caso, os
trinta polimorfismos sdo suficientes segundo o fabricante.

Qutra reacio foi padronizada por Persira e colaboradores {2009)% ¢
permite analisar 38 INDELs autossdmicos em multiplex (Figura 20.11).
Segundo os autores, esses 38 polimorfismos sio suficientes para aringir um
poder de descriminacio aceitavel.

Comparando-se as duas reacbes, verifica-se que a reacio de Pereira e
colaboradores (2009)% apresenta oito politorfismos a mais do gue aquela
do kit InvestigatorDIPplex (QIAGEN), ndo havendo nenhuam polimorfismo
em comum. Em contraparrida, a reacdo de Pereira e colaboradores (2009)Y
nio amplifica a amelogenina.

Qutrz avaliacdo interessante nos eletroferogramas demonstra que, nos
38-INDELs, os marcadores podem apresentar os alelos na mesma regido,
enquanto no InvestigatorDIPplex (QIAGEN), os alelos dos marcadores se
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Figura 20.11 Elefroferagroma da recia pedronizada per Persire & coloboradores (20090, (Amastra diferente do apresentoda ne
Figuro 20.10.) Os picas representom a5 alelos obtidas pare code morcoder, sendo o alele curto o que opresento o delecdo e o clela
argo o que corasarto o insercta, conforme exemplificodo na Figure 20.3. Ao confrdrio do Figura 20.10, neste elefroferagroma a5 olelos

podem ser identificodos no mesmo regigo.

intercalam na mesma cor de fluordforo. Isto dificulta a andlise e 2 compa-
racdo entre os alelos de um mesmo marcador. A andlise de amostras € reali-
zada pelo software GeneMapper.

Como apresentado na Figura 20,12, os mesmos passos sio realizados
para andlise de INDELs por ambas as reacdes multiplex, sendo que o passo
de purificacdo pode ser opcional conforme a necessidade (quando o eletro-
ferograma ndo discrimina adequadamente os alelos). De maneira geral, a
metodologia para andlise de INDELs é pritica e rdpida e muito similar i
metodologia para anidlise de STRs, o que agrega praticidade ao trabalho em
laboratérios de identificacdo humana.

20.6 APLICACOES DO DNA MITOCONDRIAL

As mitocéndrias sio organelas citoplasmdricas que apresentam em sua
composicido um genoma extracromossdmico separado e distinto do genoma
nuclear, 0 DNA mitocondrial (DNAmt), composto por 16.56% nucleotideos
e apresentando-se como uma dupla fita circular. Sua composicio gquimica
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Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Figure 20.12 Fluograme poro ardlise de INDELs par ambas oz reagfes. {0 possa de pwificogBa € opeional.)

em nada difere da composicdo do DNA nuclear; entretanto, ele possui um
codigo genético proprio.

O DNAmt evoluiu pelo actimulo de mutagdes nas linhagens marternas
e acredita-se fixar novas mutacbes dez vezes mais rdpido do que o DNA
nuclear®. Este fato ocorre devido 3 baixa fidelidade da DNA polimerase
mitocondrizl, juntamente com a falta de mecanismos de reparo durante sua
replicacdo, o que acaba sendo de grande interesse no campo forense.

Em alguns casos pode ndo ser possivel a andlise do DNA nuclear de
algumas amostras (casos em que o DINA apresente degradacdes ou quando
o material bioldgico nio apresentar DNA nuclear), e entido a2 melhor alter-
nativa € a andlise do DINA mitocondrial. Assim, o DNAm¢t € utilizado na
rotina forense para analisar ossos, dentes, fios de cabelos e outros tipos de
amostras bioldgicas, sempre que se necessite identificar o individuo.

A principal vantagem do DNAmt € que ele estd presente em uma média
de gquinhentas a 2 mil cdpias por célula. Esta abundincia aumenta signi-
ficantemente as chances de que algumas cépias de DNAmt permanecerio
estdveis em ambientes que apresentam condices ndo favoriveis 4 sua con-
servacdo, além do que a natureza circular do DNAmTt o torna menos susce-
tivel 4 degradacio por exonucleases™.

O genoma mitocondrial possui heranca estritamente materna, permitindo
investigar relacdes de parentesco nesta linhagem, sendo, portanto, haploide
e, por isso, ndo € submetido a processos de recombinacio. Por essas duas
razdes, o DNAmt ndo pode ser urilizado na investigacdo de paternidade.
WVale ressaltar que tanto os filhos como as filhas compartilham o DNAmt da
mie bioldgica.

Este genoma possui natureza monoclonal, ou seja, todo o DNAmt de um
individuo apresenta a mesma sequéncia, o que simplifica a interpretacdo
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dos resultados durante o sequenciamento do DNAmt. Porém, em alguns
casos pode haver individuos que apresentam uma condicdo denominada de
heteroplasmia, na qual uma mesma pessoz apresenta mais de um tipo de
DNAmt, podendo ser heteroplasmia de sequéneia, quande hd diferenca em
apenas um nucleotideo, ou heteroplasmia de comprimento, quando hd dele-
¢do ou insercdo de uma citosina em regides com repeticdes mononucleotidi-
cas (conhecidas como poli-C). Nos dois casos, as anilises devem ser muito
cuidadosas para a interpretacio da heteroplasmia. Portanto, hd necessidade
de treinamento do perito para andlise do DINAmt em casos forenses,

20.7 UTILIZACAO DO DNA MITOCONDRIAL
EM ANALISES FORENSES

O genoma mitocondrial é composto de duas regides (Figura 20.13): a
regido codificadora e a regido controle, esta também conhecida como regifo
nio codificadora, regido hipervaridvel ou D-loop, que controla a replica-
¢do e transcricdo do DNAmt, a qual, devido ao acimulo de muracées pon-
tuais, apresenta uma maior taxa de mufacio quando comparada 2 regido
codificadora.

A regido controle é formada por aproximadamente 1.200 pares de base e,
por ser altamente polimérfica, € muito urilizada para o propésito da genética
forense, Esta regido do DNAmt inclai trés sub-regides denominadas HV1
(formada por 342 pb), HV2 (268 pb) e HV3 (137 pb), sendo esta tltima
regido um segmento que pode apresentar um tamanho varidvel de pares de
hase, pelo fato de conter repeticdes dinucleotidicas “CA”, cujo namero pode
variar de um individuo para outro®. Entre essas regides existem outras duas
denominadas inter-regides, a primeira entre HV1 e HVZ e a segunda entre
HV2 e HV3. A maior parte da variacdo de sequéncia entre individuos é
encontrada nos segmentos HV1 e HV2. Por isso, estes sdo os mais utilizados
na rotina forense para anilise do DNAmt. Entretanto, a regido HV3 também
pode auxiliar as andlises™,

A identificacdo baseia-se na andlise dos polimorfismos presentes nesses
segmentos (SNPs, insercdes e deleces/indels), que sdo comparados a uma
sequéncia de referéncia (revised Cambridge Reference Sequence — rCRS),
sequenciada em 1981 por Anderson e colaboradores®™, reanalisada e revi-
sada por Andrews e colaboradores em 1999, No entanto, tais regifes ofe-
recem um limitado poder de discriminacio em um contexto forense®?, Assim,
a regiao HV3, junto com as inter-regides, vem sendo explorada nos altimos
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anos, pois apesar de apresentarem bhaixos niimeros de polimorfismos, infor-
maches complementares sdo obtidas guando adicionadas s regides HV1 e
HV2, aumentandn o poder discriminarivo, o que é importante na solucdo de
casos forenses e, principalmente, em estudos de frequéncia populacional®®
3% 33 Essas caracteristicas fazem com que o sequenciamento completo da
regido ndo codificadora do DNAmt seja mais adequado ranto para testes de
identidade forense como para estudos evolucionérios.

O sequenciamento da regido controle do DNAmt pode ser feito a partir
de DNA obtido de diversos materiais bioldgicos, como ossos, dentes, tecidos,
sangue, sémen & fins de cabelo. A partir do DNA extraido, realiza-se uma
PCR utilizando os primers (forward e reverse) que flanqueiam as regides de
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interesse, podendo ser toda a regido nio codificadora ou cada uma das suas
sub-regides.

Os produtos da PCR sédo, entio, purificados para retirada do excesso
de primers e nucleotideos que nio foram incorporados durante a PCR, e
submetidos i reacdo de sequenciamento. Os produtos obtidos a partir do
sequenciamento também deverdo ser purificados previamente 4 eletroforese
capilar realizada em analisador genético (ABI3500 — Applied Biosystems). A
andlise dos resultados é realizada com a ajuda de softwares de bioinforma-
tica, e as sequéncias obtidas sio comparadas com a rCRS.

Outra técnica de andlise do DNAmt € a técnica de SNaPshot. Essa reacdo
baseia-se na andlise de polimorfimos de base dnica (SNPs), que representam
a maior classe de polimorfismos humanos. Essa técnica estd em uso cres-
cente devido 4 deteccdo rdpida de virios polimorfismos em um (inico ensaio.
A capacidade multiplex é particularmente importante, especialmente no que
diz respeito 4 andlise de DINA forense, uma vez que pode reduzir o consumo
de amostras, enquanto aumenta o rendimento do processamento das amos-
tras e andlise de dados. Esta técnica € realizada a partir da utilizacio de um
kit comercial {ABI PRISM SNaPshot multiplex kit — Applied Biosystems)
produzido pela empresa Life Technologies. A andlise de SNFs do DNAmt,
tanto da regiio ndo codificadora como da regiio codificadora, permite a
classificacio de amostras em haplogrupos.

20.8 APLICACOES DO SEQUENCIAMENTO DO DNAMT

Alguns fatos importantes comprovam como 2 andlise do DNAmt é de
grande importincia no contexto forense: foi a primeira ferramenta utilizada
na identificacio de ossadas de soldados americanos que lutaram na Guerra
do Viernd®* e na identificacido das vitimas da tragédia de 11 de setembro de
2001 no World Trade Center (EUA].

Qutro exernplo interessante da utilizacio do DINA mitocondrial foi rea-
lizado na década de 1990 em um estudo de parentesco, no gqual cientistas
ameticanos foram convidados a examinar ossos e dentes de oito esqueletos
de uma wvala na Sibéria, onde se acreditava estar enterrada a familia real
russa Romanow, que fora executada pelos bolcheviques. Neste caso, os resul-
tados do sequenciamento do DNAmt elucidou que havia vinculo genérico
entre as ossadas®,

A utilizacdo do DNAmt estendeun-se para estudos da evolucio humana,
migracies e formacdo da histdria de diversas populacées, ndo permanecendo
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apenas na rotina forense. O emprego do DNAmt como ferramenta para
investigaches desta natureza surgiu com 05 estudos pioneiros do grupo lide-
rado por Allan Wilson nos anos 1980%,

20.9 BANCO DE DADOS

A anilise do DNAmt é rotineiramente utilizada em diversos laboratérios
como ferramenta em andlises forenses e estudos genéricos evolutivos. No
entanto, é preciso um conhecimento aprofundado das varias caracteristicas
do DNAmt a fim de znalisar e interpretar corretamente os resultados. A
forma correta de interpretar um resultado de DINAmt ainda nio foi padro-
nizada, existindo apenas recomendacdes, como, pot exemplo, aquelas ado-
tadas pelo Federal Bureau of Investigation (FBI)*® ou publicadas pelo Grupo
de Habla Espafiola v Portuguesa — International Sociery for Forensic Gene-
tics (GHEP-ISFG)'.

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do DNAmt baseiam-
-se nos polimorfismos (SNPs, delecdes e insercbes) presentes na sequéncia
de nucleotideos nas regides HV1 e HV2, comparando a amostra questio-
nada com a sequéncia referéncia {rCRS) para a anotacio das diferencas
(polimorfismos)®.

De acordo com o FBI, se essas sequéncias diferirem em dois ou mais
polimorfismos, uma exclusio inequivoca pode ser feita. Se as sequéncias
corresponderem uma 4 outra, existe a possibilidade da amostra questionada
pertencer ao individuo analisade ou demonstrar vinculo materno, podendo,
no entanto, pertencer a outro individuo ndo aparentado; por isso, torna-
-se necessario verificar a frequéncia com que um conjunto de polimorfismo
ocorte em uma populagdo (frequéneia do hapldtipo), gerando 2 necessidade
da criacio de um banco de dados populacional de DINAmt.

O termo “haplogrupo™ refere-se an conjunto de haplétipos (conjunto de
alelos), que sdo designados por letras do alfabeto e derivados por descendén-
cia de uma mesma molécula ancestral, as quais apresentam um padrio basal
de mutacdes. Os haplozrupos sdo definidos por um conjunto de haplétipos
que sdo constituidos de nucleotideos particulares presentes nas regifes con-
trole e codificadora do DINAmt. A relacdo entre haplétipos e haplogrupos
do DINAmt humano nos fornece informacdes mais detalhadas sobre a estru-
tura da variacdo genética. No site PhyloTree”” encontra-se a drvore filogené-

* Ver hotpffwww, q:_:i-i.sfg.orr_.',.

= Ver www.phylotres.org.
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tica mitocondrial humana que estd representada de modo simplificado na
Figura 20.14.
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Figura 20.14 Arvere flogenétics humena simplificedn do DNA mitocondrinl, mosronda o3 principeis haplogrupos.

A criacdo de banco de dados de DNAm¢t para estimar a frequéncia dos
haplétipos em determinada populacio € indispensivel para permitir sua uti-
lizagdo. Entretanto, pode estar sujeito a varios tipos de erros, principalmente
humanos (na leitura e digitacdo de dados, por exemplo), havendo a necessi-
dade de se estabelecerem regras de controle de qualidade tanto na geracio
quanto na compilacio de resultados®™. Atualmente, existem ferramentas que
podem ser utilizadas para que esses erros humanos sejam evitados como, por
exemplo, MITOMAP (miDNA control region sequence polimorphisms)
e [AN LOGAN", as quais permitem comparar se todos os polimorfismos
encontrados jd foram descritos na literatara.

Diversos pesquisadores geram milhares de dados de genomas mitocon-
driais completos de seres humanos em todos os continentes, bem como uma
nomenclatura detalhada dos tipos de DINAmt ou haplogrupos em todo o
mundo e uma enorme irvore filogenética dos haplogrupos observados, sub-
-haplogrupos e macro-haplogrupos*®. No campo da identificacdo humana,

*

Ver hitprifwwwianlogan.conk/mtDINA him.
#* Ver hrrpwww.ianlogan.co.nk/mtDINA hrm.
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as revistas cientificas de maior impacto ji exigem gque os dados de trabalhos
envolvendo andlises de DNAmt ou outros tipos de anidlises gerado por pes-
quisadores sejam adicionadas aos bancos de dados para serem publicados.

Um exemplo de banco de dados que foi desenvolvido com rigorosos pari-
metros de qualidade € o banco de dados mundial de DNAmt denominado
EMPOP. Para manter um padrio de gualidade, € necessdrio ter uma padroni-
zacdo da geracio, anilise e transferéncia de dados, além do uso de soffwares
para a visualizacio de dados, interpretacio e deteccio de erros.

20.10 TECNICA PASSO A PASSO

Protocolo para a andlise de 38 INDELs autossémicos

Extracdo de DNA

A extracio do DNA do interior das células é o primeiro passo para sua
anilise. Descreveremos a seguir um protocolo®! para a extracio de DNA de
sangue armazenado em papel de filero FTA (Whatman), utilizando a resina
Chelex 100 (Biorad) a 5%:

B

1) Colocar em um tubo de 1,5 mL 2 discos (3 mm cada) de papel de filero
COMm sangue.
Adicionar 50 pL. de H,O, vortexar rapidamente e descartar a H,O.
Adicionar 50 pl. de H,O e incubar a temperatura ambiente por 30
minutos.
Descartar a H)O ¢ adicionar 100 pL. da solugao homogeneizada da resina
chelex 100 (Biorad) a 3%.
5) Incubar por 1 hora a 36 °C.
&) Vortexar rapidamente e incubar por 8 minnutos a 100 °C.,
7) Centrifugar a 14.000 RPM por 3 minutos.
Armazenar o sobrenadante.

d

d

4

B

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Segue a descricdo do preparo da PCR para amplificacdo dos 38 INDELs
padronizado por Pereira et al. (2009)%, utilizando o Mulriplex PCR kit
(QIAGEN):

H,0 3 pl
Qiagen Multiplex PCR smaster mix (2x) 5pl
Primier mix (10x) 1 pL
DNAO3aSng/plL 1 pL
Volume total 10 pL.

Em seguida, é utilizada a ciclagem em termociclador:

55 "C - 15 min.

94 °C - 30 seg.
60 °C - 90 seg. 10 ciclos
72 °C - 60 seg.
94 °C - 30 seg.
38 °C - 90 seg. 20 ciclos
72 °C - 60 seg.

72 °C — 60 min.
4 °C - até a refirada do termociclador.

Observacdo: um passo adicional de purificacio do produto da reacdo de
PCR pode ser atilizado se necessirio.

Analise do produto da reacio de PCR

O produto da FCR deve ser preparado para eletroforese capilar pela
adigao de 1 pl. do produto amplificado em 9,7 pl. de formamida HI-DI
(Applied Biosystems) e 0,3 pl. de GeneScan 600 LIZ [Applied Biosystems).
A separacdo e detectcdo sdo realizadas por eletroforese capilar.

20.11 CONCLUSOES

As ferramentas para identificacio humana utilizando o DNA sio, atual-
mente, bastante eficazes na discriminacio entre individuos efou vestigios
e na investigacio de paternidade, gerando indices de verossimilhanca bas-
tante elevados. Entretanto, cabe ressaltar que o exame de DNA na genética
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forense constitui-se em uma evidéncia a mais na elucidacio dos casos do
Poder Judiciirio, favorecendo ou ndo a hipdtese de acusacdo ou de defesa.
O perito deve analisar os resultados obtidos de maneira cuidadosa, isenta
e ética, relatando as evidéncias cientificas encontradas através das andlises
dos perfis genéticos de maneira clara e objetiva, valorando os dados com os
cileulos estatisticos adequados, mas deixando ao juiz 2 tarefa de avaliacio
final da importincia de tais evidéncias no julgamento do referido caso.
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