UFAM

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PPGBIOTEC
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX Mini-STR DE CROMOSSOMO
Y e ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULACAO DA CIDADE

DE MANAUS

LARISSA BARROS MUNIZ ORLANDO

MANAUS, 2015



LARISSA BARROS MUNIZ ORLANDO

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX Mini-STR DE CROMOSSOMO
Y e ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULACAO DA CIDADE

DE MANAUS

Documento apresentado ao Programa Multi-
Institucional de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Amazonas, para a obtencao
de titulo de Doutor em Biotecnologia, area de

concentracdo biotecnologia para saude.

ORIENTADOR: Dr. SPARTACO ASTOLFI FILHO
CO-ORIENTADORAS: Dra. ISABEL DA MOTA PONTES

Dra. DAYSE APARECIDA DA SILVA



MANAUS, 2015

A Ugo Souto Orlando Filho. Meu filho, meu amor e
meu maior presente.Enviado de Deus no inicio do
Doutorado me acompanhando e me dando for¢a nesta

Jornada e sempre !



AGRADECIMENTOS

% Ao meu querido orientador, professor Dr. Spartaco Astolfi Filho
por toda orientagdo, paciéncia, apoio, amizade, e pela enorme
importdncia que exerceu (e exerce) na minha formagdo.

* A minha querida e mais que Co-Orientadora, Dra. Dayse Aparecida
da Silva por toda atengdo, orientagdo, oportunidade de aprendizado e
desenvolvmento, pela disponibilidade, paciéncia, amizade e co-
orientag¢do neste trabalho.

* A querida Co-Orientadora Isabel da Mota Pontes, pela confianga
depositada em mim, acreditando e me incentivando bastante, para o
desenvolvimento deste trabalho. Obrigada por tudo.

%  Aos meus queridos Pais e irmds pelo grande incentivo e confianga
depositada em mim.

#* Ao meu querido Esposo Ugo Souto Orlando, por toda paciéncia e
confianga em acreditar que mais este sonho seria realizado.

%  Aos meus tios, tias, que mesmo distantes, sempre deram o
incentivo e carinho necessdrio.

* A querida Regina Cardoso Dantas, companheira mais que

fundamental cuidando do meu filho e nos acompanhando sempre .



*  As Colegas do Laboratério de Diaghéstico por DNA da Uerj, Oly e
Silvia, pela grande atengdo e apoio dado a mim durante os experimentos
realizados neste Laboratério.

#*  Aos Colegas do Laboratério de Genética Forense Da Policia Civl do
Estado do Amazonas, pela compreensdo da minha auséncia por diversas
vezes deste local de trabalho.

*  As minhas queridas amigas Daniela, Maryellen, Laura, pela
compreensdo quando muitas vezes estive ausente.

% A fodos que de uma forma ou de outra colaboraram para a

realiza¢do deste trabalho.



"HA UMA FORCA MOTRIZ MAILS PODEROSA QUE O
VAPOR, A ELETRICIDADE E A ENERGIA ATOMICA: A
VONTADE”

Alebert Enstein



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO GERAL

Figura 1. Esquema ilustrativo do ideograma do cromossomo Y humano com as duas
regides PAR 1 e PAR 2.

Figura 2. Esquema ilustrativo demonstrando a diferenca entre primers de STR
convencionais e de Mini-YSTRs.

CAPITULO |: DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX DO TIPO MINI-
YSTR

Figura 1. Ideograma dos marcadores YSTR no cromossomo Y. A linha horizontal de
coloracdo cinza sobre cada um, indica a regido em que estéd localizada o YSTR
selecionado. Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2011.

Figura 2. Eletroferograma dos marcadores DYS442, DYS444, DYS445 e DYS448. A

escala na lateral esquerda da figura demonstra a RFU referente ao marcador

analisado.

Figura 3. Continuacdo do eletroferograma dos marcadores DYS461 e DYS447. A
escala na lateral esquerda da figura demonstra a RFU referente ao marcador

analisado.

Figura 4. Analise do eletroferograma do Mutliplex Mini YSTR09. Os picos azul, verde,

vermelho e preto identificados, referem-se a cada locos do multiplex.

Figura 5. Eletroferograma de uma amostra de DNA degradado (osso humano)
amplificada com o multiplex Mini YSTRO09.

Figura 6. Grafico demonstra em porcentagem, a amplificagdo total dos 09 locos do
multiplex Mini YSTRO9 para as quatro amostras analisadas, com exce¢éo do valor de

0,031ng, o qual ndo houve amplificacdo total para todas as quatro amostras.

Figura 7. Gréafico do perfil de mistura homem/homem, nas concentracdes relativas de
19:1 a 1:19. As barras verticais referem-se as médias (em porcentagem) dos locos
amplificados entre as amostras da mistura, H1:H2 em azul e H2:H3 em vermelho.

26

31

46

54

55

55

56

58

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Figura 8. O grafico demonstra a amplificacéo total dos 09 locus do multiplex, quando
no sistema existe de 10 a 200ng de DNA femnino. Em 400ng de DNA feminino, a

amplificacdo torna-se parcial. 60

Figura 9. O grafico demonstra a amplificagdo de DNA masculino quando na presenca
de DNA feminino em 400ng. 61



LISTA DE TABELAS

CAPITULO I: DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX DO TIPO MINI-YSTR

CAPITULO II: ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULAGAO DA

Tabela 1. Caracteristicas dos Mini- YSTR utilizados neste trabalho

Tabela 2. Caracteristicas dos RM- YSTR utilizados neste trabalho

Tabela 3. Definicbes das condi¢c6es da PCR para os marcadores Mini Y-STR monoplex.
Tabela 4. Definicbes das condi¢cbes da PCR para teste de temperatura de anelamento.

Tabela 5. Comparacédo das médias dos resultados de amplificacdo obtido nos trés sistemas.

CIDADE DE MANAUS

Tabela 1. Informagdes dos locos presentes no kit comercial PowerPlex® Y23 System (Promega).

Tabela 2. Definicbes das condi¢cfes da PCR para o multiplex comercial PowerPlex® Y23 System.

Tabela 3. Definicbes das condi¢ces da PCR para o multiplex Mini YSTRO09.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) para os locos do Multiplex Mini YSTRO09.

Tabela 5.Frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) para os 23 YSTRs do kit comercial
PowerPlex® Y23 System.

Tabela 6. Frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) para o conjunto de locos de YSTRs do
kit comercial PowerPlex® Y23 System mais 0 Mini YSTRO09.

Tabela 7. Resumo da diversidade génica dos locos mais informativos presentes nos grupos |, Il e

Il analisados.

Tabela 8. Parametros genéticos obtidos nos individuos selecionados na populacado de Manaus-AM.

47

48

47

49

62

72

75

75

78

87

89



Tabela 9. Parametros genéticos obtidos com os locos DYS447, DYS626 nos individuos
selecionados na populacdo de Manaus-AM.

Tabela 10. Pardmetros genéticos obtidos com os locos DYS447, DYS626 nos individuos

selecionados na populacdao de Manaus-AM

91

92



ANEXOS

CAPITULO |I: DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX DO TIPO MINI-
YSTR

Anexo I. Amostras de DNA de osso humano amplificadas com o multiplex Mini YSTR09

Anexo Il. Amostras de DNA de 0sso humano com o nimero de locos amplificados para o
sistema I: Multiplex Mini YSTR09 mais o kit comercial AmpFISTR® Minifiler™.,

Anexo Ill. Amostras de DNA de osso humano com o nimero de locos amplificados para
o sistema ll:Multiplex Mini YSTR09 mais o kit comercial AmpFISTR® Identifiler ™(em
azul) e sistema lll: Multiplex Mini YSTR09 mais o kit comercial AmpFISTRYfiler™

(em vermelho)®

ANEXO IV: BONE DNA TYPING USING A NEW mini YSTR MULTIPLEX. Forensic

Science International

CAPITULO II: ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULACAO DA
CIDADE DE MANAUS

ANEXO V. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE

ANEXO VI. Frequéncia haplotipica e hapl6tipos incluidos neste estudo considerando os
9 Mini-YSTRs em 189 hapl6tipos analisados, sendo 181 Uunicos (0,00529) e 8
compartilhados ( 0,0106; 0,0212; 0,0159)

ANEXO VII. Frequéncia haplotipica e hapl6tipos incluidos neste estudo considerando os
23 Y-STRs em 204 haplétipos analisados, sendo 202 unicos (0,0049) e 2 compartilhados
(0,0098)

ANEXO VIII. Frequéncia haplotipica e hapl6tipos incluidos neste estudo considerando os
29 Y-STRs e Mini YSTR em 168 hapl6tipos Unicos analisados (0,00595).

ANEXO IX. Frequéncia haplotipica e haplétipos incluidos neste estudo considerando os
17 Y-STRs presentes no kit AmpFISTR®Yfiler™ em 168 haplétipos, sendo 167 Gnicos
(0,00595) e 1 compartilhado (0,0119).

117

118

119

120

123

127

134

141

148



AENXO X. Frequéncia haplotipica e hapl6tipos incluidos neste estudo considerando 25
marcadores, sendo 17 presentes no kit AmpFISTR®Yfiler ™ mais 08 marcadores do Mini
YSTRO09. Houve a ocorréncia de 168 hapl6tipos Unicos, (0,00595).

ANEXO XI. Artgo a ser publicado: Desenvolvimento e Validagdo de nove miniSTRs do
cromossomo Y para identificagdo de DNA de amostras degradadas de casos forense.

ANEXO XIl. Diversidade haplotipica de 29 Y-STRs, em homens da populacdo de
Manaus-Norte do Brasil.

154

160



SUMARIO

RESUMO GERAL
ABSTRACT

1. INTRODUCAO GERAL
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O DNA e genoma humano
2.2 A ldentifcagdo humana por DNA.

2.2.1 Marcadores moleculares para a dentficacdo humana.

2.3.Cromossomo Y.
2.3.1 Os STRs do cromossomo Y
2.3.1.1Y-STR
2.3.1.2 Mini- YSTR
2.3.1.3. (RM)-YSTR
2.4. Marcadores simples e multicépia
2.5. Aplicagdes forenses do YSTRs

2.6 Parametros populacionais relativos aos Y-STRs

2.6.1 Determinacéao das frequéncias dos alelos e haplétipos

2.6.2 Diversidade génica
2.6.3 Diversidade haplotipica
2.6.4 Capacidade ou poder de discrimnacgéo (CD)

2.7 Da analise de Y-STR e bases de dados genéticos

CAPITULO I: DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX DO TIPO MINI-YSTR

RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras bioldgicas
2.2 Construcdes dos Locos de MiniY- STR

16
18

19
21
21
22
22
25
27
27
30
32
33
34
36
37
37
38
38
38

41

42
43
45
45
45



2.2.1 Selecao dos locos de Y-STR
2.2.2 Desenho dos inciadores (primers)
2.3 Amplificacao através da reacdo em cadeia de polimerase-PCR
2.3.1 Para o Mini Y-STR em sistemas monoplex
2.3.2 Para o sistema multiplex Mini-YSTR, Mini YSTR09
2.4 Teste de temperatura de anelamento dos primers
2.5 Preparacédo das amostras (produto da PCR) e deteccéo por eletroforese capilar
2.5.1 Analise dos produtos de PCR
2.6 Construcéo dos bins
2.7 Etapas de validagéo
2.7.1 Teste de sensibilidade
2.7.2 Teste de mistura
2.7.3 Teste em amostras de DNA degradado
3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Desenvolvimento do sistema Multiplex
3.1.1 Desenho dos primers, amplificagdo do monoplex e multiplex e eletroforese
capilar
3.1.2 Desenho dos primers e andlise do multiplex Mini YSTR09
3.1.3 Estratégias de validacao
3.1.3.1. Teste de sensibilidade
3.1.3.2. Teste de mistura
3.1.4 Teste em amostras biolégicas
4,.CONCLUSAO

CAPITULO II: ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULACAO DA
CIDADE DE MANAUS

RESUMO

ABSTRACT
1.INTRODUCAO

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras bioldgicas

45
46
48
48
49
49
49
50
50
50
50
51
51
53
53

57
56

57
57
58
61
65

66
67

68
70
70



2.2 Coleta das amostras 70

2.2.1 Extragéo de DNA 70
2.2.2.Determinagéo da concentragéo de DNA 70
2.3 Amplificacdo das regibes STR do cromossomo Y 71
2.3.1 Sistemas de amplificagdo multiplex utilizados 71
2.3.2 Reacédo de amplificacdo dos sistemas multiplexs 72

2.4 Preparacdo das Amostras (Produto de PCR) e deteccdo por eletroforese

Capilar 73
2.5 Anédlise dos produtos de PCR 73
2.6 Anédlises estatisticas 72

3. RESULTADOS 75
3.1 Determinacgao das frequéncias dos alelos e da diversidade génica 75
3.2 Determinacdo das frequéncias de haplétipos do cromossomo Y na amostra

populacional estudada. 80
3.3 Diversidade haplotipica 82
3.4 Capacidade de discriminagéo 83

4 DISCUSSAO 84
4.1 Estudo da Populagdo da Cidade de Manaus 84
4.2 Andlises estatiticas 84

4.2.1 Frequéncia Alélica e diversidade génica 84
4.2.2 Diversidade e frequéncia haplotipica 88
4.2.3 Capacidade de discriminacao 88

5. CONCLUSAO 93

6. CONSDERAQOES FINAS 95

7. PERSPECTIVAS 96

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 97

ANEXOS 116






16

RESUMO GERAL

Metodologias para analise molecular relacionadas com estudos populacional e forense,
tém sido desenvolvidas a partir de marcadores de microssatélites (STRs) e as aplicacbes
desses marcadores, potencialzam os sistemas de amplificacdo por PCR, seja utilizando
apenas um par de STRs (monoplex) ou varios STRs (multiplex). Para a identificacdo humana
por DNA, os primeiros sistemas multiplex foram estabelecidos com STRs de cromossomos
autossomodmicos, seguidos do uso de STRs de tamanho reduzido, conhecidos como Mini-
STRs. Posteriormente, para o cromossomo Y, foram desenvolvidos os Y-STRs, 0s Mini-YSTRs
e mais recentemente o uso dos YSTR de mutacéo rapida (RM)-YSTR. E por ndo existirem
dados com STRs do cromossomo Y na populacdo da Cidade de Manaus, o estudo com tais
marcadores torna-se relevante. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram desenvolver um
sistema multiplex do tipo MiniY-STR para avaliar a eficiéncia na amplificacdo de amostras de
casos forenses (DNA degradado) e além disso, em conjunto com o Kit comercial
PowerPlex®Y23 System (Promega), determinar a frequéncia haplotipica da populacdo da
cidade de Manaus. Para tanto, foi construido um sistema multiplex “in house” denominado Mini
YSTRO9, contendo 9 locos de Mini-YSTR e (RM)-YSTR (Capitulo I).Para a validagéo,foram
realizados testes de sensibilidade, de deteccdo em amostras com misturas e testes em
amostras de DNA degradado (98 amostras de osso humano), conforme recomendacdo do
SWGDAM. O multiplex foi capaz de amplificar todos os 09 (100%) locos nos sistemas de
mistura de DNA e nos sistemas com amostras de DNA degradado (69,4%). Para o estudo
populacional (capitulo 1l), as 214 amostras de sangue coletadas de individuos do sexo
masculino nao relacionados geneticamente, foram extraidas com kits comerciais e os produtos
amplificados por PCR (31 Y-STRs em trés grupos), foram submetidos a eletroforese capilar no
sequenciador ABI 3500 e analisados no software Genemapper v. 4,1. 204 amostras foram
tipadas com o kit comercial (grupo 1), 189 com o Mini YSTRO09 (grupo Il) e 168 com o conjunto
desses dois multiplexs, Kit comercial mais o Mini YSTRO09 (grupo Ill). A presenc¢a de haplétipos
Gnicos nos grupos |, 1l e lll foi de 202, 181 e 168, respectivamente. A maior diversidade génica
foi dos DYS626, DYS570, DYS576 e DYS447, para o grupo |; dos DYS385, DYS570, DYS458,
DYS481 e DYS456 para o grupo Il e DYS385, DYS461, DYS626, DYS458, DYS576, DYS447 e
DYS456 para o grupo lll, sendo o DYS447, dentre os mais polimérficos quando das andlises
no grupo | e lll. Portanto, a aplicacdo do multiplex Mini YSTRO09 aqui desenvolvido, possibiltou

a amplificacdo desse DNA em quantidades minimas e degradado e além disso, para as
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andlises populaconais proporcionou uma maior capacidade de discriminacdo quando foi
utilizado em conjunto com o kit comercial PowerPlex® Y23 System, destacando-se os locos
DYS447, DYS570, DYS576 e DYS626.

Palavras-chave: Mini —YSTR; DNA degradado; Haplotipos
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ABSTRACT

Methodologies for molecular analysis population and forensic studies, have been
developed based on microsatellites or STRs. The application of the markers, enhance the PCR
amplification system, utilizing only one pair of primers (monoplex), or several pairs (multiplex).
For human identification by using DNA techniques, the first multiplex system were stabilished
with STRs on autossomal chromosomes followed by using of reduced-size STRs (Mini-STRs).
Then to the Y chromosome, have been developed the Y-STRs, mini-YSTRs and more recently
the rapidly mutating (RM)-YSTRs. However, there are no studies using STRs on Y chromosome
for the population of Manaus city, the objective of this study was developed a multiplex system
Mini-YSTR to evaluate the amplification efficiency of degraded forensic DNA samples. In
addtion, to determine haplotype frequency of the population in Manaus, a commercial Kit
PowerPlex ® Y23 System (Promega) was used. Therefore, was developed a multiplex system
denominated Mini YSTR09, combining nine mini-YSTR markers and (RM)-YSTR (Chapter I).
For validation, tests to evaluate sensbilty, tests of detection sample containing mixtures and
tests of degraded forensic DNA samples (98 samples of bones human) were conducted, by
SWGDAM procedures.The multiplex was able to amplified 09 (100%) in a DNA mixture system
and in 64,4% of degraded forensic DNA samples. For the population studies (chapter 1), 214
blood samples were collected of male people, not correlated genetically. All de samples were
extracted by using commercial kits and the amplified PCR products (31 Y-STRs in three dferent
groups) and they are subjected to capillary electrophoresis in ABI 3500, automatic DNA
sequence and analyzing in Genemapper v.4.1 software. 204 DNA samples were typed with the
commercial kit (group 1),189 with the Mini YSTRO09 (group Il) and 168 with the set (Mini YSTR09
more commercial Kit PowerPlex ® Y23 System),(group lll). Results demonstrated the existing
unique haplotypes in group I, 1l e lll of the 202, 181 e 168, respectively.The greatest genetic
diversity was found in locos DYS626, DYS570, DYS576, DYS447 (group 1); DYS385, DYS570,
DYS458, DYS481 e DYS456 (group Il) e DYS385, DYS461, DYS626, DYS458, DYS576,
DYS447 e DYS456 (group III).The locos DYS447, is was most polymorphic of group | and Ill.
Therefore, the use of multiplex Mini YSTRO9 developed made possible the forensic DNA
samples amplification and for population analysis, provided a higher capacity of discrimination,
when it was used in addition with the commercial kit PowerPlex ® Y23 System, highlighting the
locos DYS447, DYS570, DYS576, DYS626.
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1. INTRODUGAO GERAL

Em 1909, Landsteiner descreveu o primeiro antigeno do grupo ABO. A partir dai, outros
tipos de grupos sanguineos foram sendo descobertos, como os sistemas MN e Rh e passaram a
ser utilizado em andlise genética juntamente com o sistema ABO (LANDSTEINER e WIENER,
1940; LEWIS MOURANT,1946 e ANDRESEN, 1947). Porém, tais sistemas apresentavam baixa
capacidade de individualizacdo, em razéo de seu reduzido grau de variabilidade.

Entretanto, a partir da década de 80 a identificacdo humana teve um avanc¢o, com relacéo
as metodologias utilizadas, tendo sua capacidade de individualizagdo ampliada. Este marco
histérico proporcionado pelo trabalho de Jeffreys e colaboradores (1985a), fazendo uso de
sondas multilocais, denominadas de VNTR — Variable Number of Tandem Repeats - ou
minissatélites, relatou que certas regides produziam uma espécie de “impresséao digital” do DNA.
Desde este importante fato, a Ciéncia Forense tem sido beneficiada cada vez mais com a
tecnologia de andlise do DNA solucionando questées cruciais.

Para os casos de identificagdo humana através da molécula de acido desoxirribonucleico -
DNA, sdo empregados atualmente marcadores polimorficos de DNA, conhecidos como
marcadores de microssatélites. Tais marcadores, apresentam ampla distribuicdo pelo genoma e
sdo analisados através da amplificacé@o a partir da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
seguido de eletroforese capilar (BENNET, 2000).

No entanto, para a aplicagdo dos microssatélites em casos forense é necessaria a
realizacdo de estudos populacionais prévios, como por exemplo, o estudo da frequéncia de seus
alelos (variaveis) na populacdo (Lincoln e Thomson, 1998). Tal estudo é relevante, pois em
muitos casos forenses é necessario fazer a comparacdo de DNA de um determinado individuo
com o de supostos parentes, ja que um individuo tem o seu perfil genético definido a partir do
DNA de seus genitores constituindo-se de 50% de alelos maternos e 50% de alelos paternos.

A frequéncia na qual cada alelo de um microssatélite se encontra na populagéo, deve ser
calculada com a finalidade de se determinar a probabilidade de ao acaso, um determinado alelo
estar presente em duas amostras diferentes e esta probabilidade sera elevada quando o alelo
apresentar-se em grande frequéncia na populacéo e baixa quando se tratar de alelos mais raros.

Estudos demonstram que existem variacdes nas frequéncias alélicas entre diferentes

populacdes (GUSMAO et al., 2001). Por isso é importante a realizacdo de estudos para que 0s
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calculos estatisticos obtidos a partir das analises da amostra de DNA de um individuo, apresente
um maior indice de confiabilidade nos resultados. O numero de alelos que determinada regido de
microssatélite apresenta, juntamente com a frequéncia na qual estes alelos sdo encontrados, irdo
determinar o grau de polimorfismo do marcador. Logo, nos estudos de identificagdo de
individuos, o ideal é que sejam utilizados marcadores altamente polimorficos.

Outro motivo pelo qual é necessario o estudo da frequéncia dos alelos é que na maioria
das vezes o DNA encontra-se degradado e com isso a amplificacdo desse material genético com
todo o conjunto de marcadores de microssatélites, torna-se prejudicada. Dai a necessidade de se
conhecer quais marcadores sdo mais informativos para que a tipagem destes forneca uma
correta interpretacdo dos resultados.

Atualmente sdo empregados nos casos forenses marcadores presentes tanto nos
cromossomos autossémicos, como nos sexuais, dependendo da particularidade do caso. Os
microssatélites do cromossomo Y, os Y-STRs, tém sido empregados em investiga¢des de crimes
sexuais (BETZ et al., 2001; PRINZ et al., 2001) e de parentesco, quando o suposto pai ndo esta
disponivel para o exame, mas existem outros parentes de linhagem paterna (KAYSER et. al,
1997). Os Y-STRs, por apresentarem heranga paterna, podem ser utilizados também em estudos
de genéticas de populacdes e de evolucdo humana. (HENKE et al., 2001; KAYSER et al., 1997)

Além dos Y-STRs, os marcadores do tipo Mini-YSTR tém sido bastante utilizados como
uma abordagem alternativa para a andlise de DNA em amostras degradadas, assim como para
estudo nas mais diversas populacdes demonstrando-se eficientes e relevantes quando utilizados
em ambas situacoes.

Assim, tendo em vista a variedade de aplicacbes, bem como a necessidade de estudos
prévios dos marcadores do cromossomo Y nas diferentes populacbes em que serdo
empregados, este trabalho tem como objetivo analisar 09 novos marcadores do tipo Mini-YSTR
desenvolvidos “in house” (em laboratério de pesquisa) em amostras forenses e juntamente com
os 23 YSTRs presentes no Kit comercial Powerplex Y23 systems (Promega), analisar as

frequéncias haplotipicas e outros parametros estatisticos na populagéo da cidade de Manaus.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O DNA e genoma humano

O DNA, a molécula de acido desoxirribonucléico, € o material genético de todos os
seres vivos, com excecdo de alguns tipos de virus cujo material genético € o acido
ribonucléico-RNA. A molécula foi caracterizada pela primeira vez em 1944 por Avery e
colaboradores, como sendo a responsavel por conter e transmitir a informacéo genética. Em
1953, Watson e Crick estabeleceram a estrutura tridimensional do DNA contendo duas cadeias
de helicoidais que se enrolam em volta do mesmo eixo com as bases para dentro da hélice e
os fosfatos para o lado de fora.

Nos seres humanos o DNA estd organizado em um genoma complexo chamado de
genoma nucelar e em um mais simples, o genoma mitocondrial (STRACHAN e READ, 2002). O
genoma nuclear esta distribuido em unidades denominadas cromossomos (22 pares
autossémicos e um par sexual, cromossomo X e Y) e o genoma mitocondrial esta distribuido na
matriz das mitocéndrias de forma pequena e circular e com linhagem exclusivamente materna.

No genoma humano, cuja versao hapléide tem pouco mais de trés bilhdes de pares de
bases encontram-se inuUmeras regibes de DNA responsaveis pela formacdo dos genes
(SALZANO, 1983). Este genoma pode ser dividido em regides funcionais ou codificantes e em
regides extra génicas ou ndo codificantes. Representando cerca de 30% do genoma, estdo as
regioes codificantes sendo compostas por genes e sequéncias relacionadas com genes (como
pseudogenes e fragmentos de genes) além de regides promotoras e introns com funcao
estrutural e reguladora. Este DNA codificante sofre grande presséao seletiva e conservadora
sendo pouco polimérfico, apresentando escassa variedade entre os individuos. E
representando cerca de 70% do genoma, estéo as regides nao codificantes que se manifestam
em sequéncias repetitivas, apresentando alto grau de polimorfismo (WATSON et al., 2006).
Sendo asim, constituem uma grande fonte de marcadores genéticos, assumindo grande
importancia na genética forense e populacional (PRAK e KAZAZIAN, 2002). As sequéncias
repetitivas que se manifestam nessas regides ndo codificantes podem ser do tipo longas
(satélites), curtas (minissatélites) ou muito curtas (microssatélites) (JEFFREY et al., 1985;
HANSSEN et al., 1999).

Quando ocorre algum erro durante a formacdo da copia do DNA, dizemos que ocorreu

algum processo mutacional. Essas mutacdes podem ser do tipo que alteram segmentos longos
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de DNA ou do tipo pontual, que altera uma Unica base da molécula (DE ROBERTIS e DE
ROBERTIS, 1993). Quando estas mutacfes ocorrem em locais onde ndo resultam em
alteracdes sérias, como no caso das regides nao-codificantes, as quais ndo sofrem grande
pressao seletiva elas tornam-se estaveis e sdo transmitidas para geragfes futuras tornando o
DNA polimérfico. Logo, estas regifes tornam-se extremamente Uteis para a identificagdo
humana (MUCKSICK, 1999).

2.2 A identificagdo humana por DNA

Nos ultimos 20 anos as metodologias empregadas na identificagdo humana passaram
por um grande avanco técnico-cientifico, devido ao grande desenvolvimento cientifico e a
descoberta de caracteristicas especiais nas sequéncias de DNA, designadas de polimorfismos
genéticos. Até 1985, predominavam técnicas baseadas na variabilidade de grupos protéicos
tendo destague o0 grupo sanguineo ABO e marcadores genéticos do complexo de
histocompatibilidade (sistema HLA) e dos sistemas MN e RH (RODENBUSH, 2008;
LANDSTEINER e WIENER, 1940).

Allec Jeffreys (1985), descobriu regides de grande variabilidade no DNA entre os
individuos designadas por DNA fingerprinting, ou impresséao digital por DNA, sendo Unica para
cada individuo, exceto em gémeos (GILL et al., 1985; NORDGREN, 2008).

Mullis e colaboradores (1987), desenvolveram uma nova metodologia de analise que
revolucionou a biologia molecular e as ciéncias forenses devido a capacidade de amplificacédo
de milhdes de cépias de regides especificas da molécula de DNA em poucas horas. Esta
metodologia ficou designada como polymerase chain reaction - reacdo em cadeia da
polimerase - PCR. O método da PCR é baseado na replicacdo do DNA e reproduz “in vitro” o
fendmeno que acontece no interior das células. Devido a amplificagdo por PCR, amostras
exiguas de tecidos ou fluidos corporais originados na maioria das vezes de casos forenses
passaram a ser utilizadas como fonte de DNA, tornando essa metodologia uma importante
ferramenta para os estudos identificagdo humana por DNA (DOLINSKY e PEREIRA, 2007
JEFFREYS et al., 1988).

2.2.1 Marcadores moleculares para identificacdo humana
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Os marcadores moleculares de DNA estdo inseridos em dois grupos: os de
polimorfismos de sequéncia e os de polimorfismos de comprimento. Os marcadores
moleculares de polimorfismos de sequéncia sdo gerados por substituicdo de uma base ou por
pequenos eventos de insercdo e delecdo (DOLINSKY e PEREIRA, 2007). Os polimorfismos de
comprimento, correspondem a regides no DNA que variam, entre os individuos em tamanho.
Neste ultimo grupo estdo incluidas as regibes repetitivas de DNA tais como, as regides
“‘minissatélites” (VNTRs) e “microssatélites” (STR’s).

Os VNTRs (variable number of tandem repeats ou numero variavel de repeticdes in
tandem) abrangem sequéncias de DNA altamente polimorficas, repetidas in tandem, podendo
ser encontradas ao longo do genoma nuclear humano, organizados em blocos de 8 a 100 pb
(JEFFREY et al.,, 1985). Por serem individuo-especificos, proporcionam um conjunto de
marcadores genéticos denominados de “impressao digital de DNA” (DNA fingerprint) capazes
de discriminar espécies e individuos dentro de grupos complexos (BRASILEIRO et al., 2004;
RUAS et al., 2003).

A metodologia de andlise est4 baseada no uso de sondas moleculares (processo de
hibridizacdo) capazes de detectar sequéncias VNTR no genoma humano (JEFFREY et al.,
1987). A andlise dessas regides ja foi empregada para resolver problemas de emigracdo, no
esclarecimento de um duplo homicidio na Inglaterra e para resolver problemas de relacdes
extraconjugais nos Estados Unidos (BUTLER, 2005). Essa metodologia porém, apresenta
desvantagem pois, para a tipagem de alelos requer DNA integro e em grande quantidade (100
a 500 ng), tornando praticamente inviavel a tipagem de amostras biol6gicas antigas,
degradadas ou com pouca quantidade de DNA, sendo portanto pouquissimo utilizada
atualmente em investigacées genéticas (GOES, 2010).

Os microssatélites ou Short Tandem Repeats (STR) constituem uma versao reduzida dos
VNTRs. Sao regides de DNA com unidades de repeticdo contendo de 1-6 pares de bases (pb)
de comprimento que se repetem um apos 0 outro até algumas dezenas de vezes. Acredita-se
gue o surgimento dos microssatélites assim como das variacdes apresentadas por estes
marcadores, estejam relacionados a falhas durante o processo de replicagdo do DNA, que
causam 0 aumento ou diminuicdo do niumero de unidades de repeticdo. Estas falhas podem
ocorrem devido ao processo conhecido como “escorregao” da polimerase (polymerase
slippage) que é a enzima que promove a duplicacdo do DNA através da adi¢do de nucleotideos

complementares as fitas da molécula originais previamente separadas. Desta forma, ocorre a
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adicdo ou perda de uma ou mais unidades de repeticdo, devido a formacéo de al¢as durante a
replicacdo na fita de DNA que esta sendo sintetizada ou na fita molde, respectivamente.
(BENNET, 2000)

O numero de vezes em que a unidade de repeticdo se apresenta, varia muito entre os
individuos. Podem ser classificados de acordo com o tipo de sequéncia que se repete em: a)
simples: a sequéncia das bases se repete e ndo ocorre interrup¢ao; b) misto: ha a presenca de
nucleotideo diferente da estrutura repetitiva; ¢) composto: pelo menos uma das repeticées
apresenta nucleotideos intercalados; d) complexo: apresenta mais de um tipo de repeticdo em
série adjacente (BHARGAVA e FUENTES , 2010)

Os STRs estéo dispersos por todo 0 genoma humano, tanto nos autossomos como nos
cromossomos sexuais, ocupando aproximadamente 3% de sua totalidade e ocorrendo, em
média, a cada 10.000 nucleotideos (COLLINS et al., 2003; EDWARDS et al.,, 1991,
SUBRAMANIAN et al.,, 2003). Sdo marcadores altamente polimérficos, co-dominantes,
presentes em abundéancia no genoma e diferentemente dos minissatélites, podem ser avaliados
mesmo com baixa quantidade de DNA a partir da técnica de PCR. Além disso, sdo passiveis
de automatizacao através de processos envolvendo deteccao dos amplicons por fluorescéncia.
Esse conjunto de caracteristicas os tornam altamente eficientes para fins de identificacao
genética humana, sendo Uteis em estudos de mapeamento genético, de evolucdo e em
investigacdes forenses (BUDOWLE et al., 2000; KAYSER et al., 2004). Por isso, a partir dos
anos 90, a técnica de identificagdo humana através de marcadores VNTRs foi substituida por
um novo sistema de tipagem de alelos baseado na analise de regibes de microssatélites, via
amplificacdo por PCR.

Para a identificacdo humana, os microssatélites de grande importancia sao aqueles que
apresentam maior polimorfismo (maior nimero de alelos), menor tamanho, uma elevada
frequéncia de heterozigotos e baixa frequéncia de mutagbes (JOBIM e BRENNER, 1999). No
inicio dos anos 90, ocorreram as primeiras aplicacdes destes marcadores no ambito forense.
No caso das tipagem dos restos cadavéricos de uma vitima de homicidio (HAGELBERG et al.,
1991), seguida da tipagem dos restos cadavéricos de Josef Mengele, o “Anjo da Morte” de
Auschwitz (JEFFREYS et al., 1992).Também na década de 90 os STRs foram utilizados na
pesquisa e no diagnostico de doencas na é&rea do cancer,fribose cistica (MORRAL e
ESTIVILL,1992) e outras doencas (WEBER et al., 1992).
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Entretanto, apesar de todas as vantagens dos STRs, a analise individual de um unico
loco, ndo fornece um poder de discriminacdo adequado para as andlises forenses. Este fato,
aliado a quantidade de amostra de DNA utilizada nas analises, que na maioria dos casos é
limitada (principalmente em casos forenses), levou ao desenvolvimento de sistemas de
amplificagdo em multiplex, tornando possivel a genotipagem simultanea de um grande nimero
de STRs em uma sé reacdo de PCR (BUDOWLE et al., 2000). Esses sistemas, além de
diminuir o tempo de analise, necessitam de uma menor quantidade de DNA para as analises
genéticas (BUTLER, 2003 ; GUSMAO et al., 1999).

Os primeiros sistemas multiplex para identificacdo humana por DNA foram elaborados
com STR localizados nos cromossomos autossdmicos e a maioria dos laboratdrios de genética
forense recorre a utilizacdo de kits comerciais, através dos quais se consegue proceder a
amplificacdo simultdnea de até 15 locos STR, 0 que proporciona um excelente poder de
discriminacdo com baixo consumo de amostra.

Apoés os estudos pioneiros com STRs, variacdes de tais marcadores foram sendo
identificadas e reconhecidas como novas alternativas para a ciéncia. Foram entdo surgindo os
marcadores de STR de tamanho reduzido, conhecidos como Mini — STRs e os marcadores do
cromossomo Y(Y-STR), seguidos dos Mini-YSTR e recentemente, os marcadores de rapida
mutacgédo, os (RM)-YSTR.

Aliados a descoberta de novos sistemas multiplex comercias, diversos grupos de
pesquisas vém desenvolvendo os seus préprios sistemas multiplexes (BUTLER et al., 2002;
HANSON e BALLANTYNE, 2004). O desenvolvimento de tais sistemas representa uma
economia consideravel para laboratérios de pesquisa e de diagndstico molecular, ja que a
maioria dos kits utilizados na rotina € produzida por empresas multinacionais que detém a

comercializacdo de tais sistemas, com elevado custo (MANTA, 2008).

2.3 Cromossomo Y
O cromossomo Y representa um dos cromossomos sexuais do cariétipo humano. E
especifico do sexo masculino. Classifica-se como cromossomo acrocéntrico, apresentando um
braco curto (p) e um braco longo (g), como segue demonstrado na Figura 01. Representa
apenas 2% do genoma, contendo aproximadamente 6x10"pb (60Mb), sendo o terceiro menor
dos cromossomos humanos (cromossomas 21 com 47Mb e o cromossomo 22 com 49Mb)
A heterocromatina, localizada no brago longo do cromossomo Y, abrange uma grande

parte do cromossomo. E composta por regides altamente repetitivas, assim como a regiao
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pericentromérica, constituindo 70% do DNA deste cromossomo (ROEWER et al.,1996). A
eucromatina possui tamanho constante e possui sequéncias homélogas ao cromossoma X,
sequéncia repetitivas Y-especificas e alguns genes funcionais (Figura 01) (BACHTROG e
CHARLESWORTH, 2001; GUSMAO et al., 1999).
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NYR

PAR 1

Figura 1. Esquema ilustrativo do Ideograma do cromossomo Y humano com as duas regifes PAR assinaladas
com setas nas laterais direita e esquerda da figura. .

Por ndo haver um elemento homélogo, 95% do cromossomo Y ndo recombina durante
a meiose. Essa regido denomina-se de regido nio-recombinante do cromossoma Y ou NYR. E
a fracdo exclusivamente masculina do genoma humano sendo herdada como um bloco
(haplétipos). Assim, a informagdo passa de pai para filho sem que haja variacdes ou
alteracbes, exceto aquelas que sejam criadas pela ocorréncia de mutagbes quando da
formagao dos gametas.

Somente em duas pequenas regides pseudoautossdémicas denominadas PAR1 e PAR2,
localizadas nos extremos do cromossomo € que existe recombinagdo com partes homoélogas
do cromossomo X (Figura 01) (JOBLING et al.,1997).

Por serem herdados apenas de um dos genitores (0 pai) na forma de hapl6tipo, os
marcadores do cromossomo Y sao conhecidos como “marcadores de linhagem”. Dessa
maneira € possivel a identificagdo de diversos locos de STRs em um homem sendo os
mesmos alelos encontrados em seu pai, irmaos, tios, primos, avd e demais antepassados
masculinos. Estudos apontam um baixo indice de mutacdo, podendo os mesmos haplétipos
serem encontrados em varias geracdes de homens alcancando talvez varias centenas de anos
(GILL et al., 1997).

Portanto, o cromossomo Y pode ser utilizado para estudos de vinculo de parentesco,
para andlises forenses como testes de identificagdo humana que evidenciam abuso sexual,
identificacdo de pessoas desaparecidas e testes de paternidade (LIMA, 2010), além de
contribuir com pesquisas sobre mecanismos da evolucdo e migracdo do ser humano ao redor
do planeta (MAGALHAES; SILVA, 2006). Mas, para a utilizagéo deste cromossomo no contexto

da criminalistica biologica existem algumas limita¢cdes. Devido ao compartilhamento da mesma
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informac@o genética por todos os individuos do sexo masculino pertencentes a mesma
linhagem paterna, existem concordancia entre dois perfis genéticos. Portanto, a caracterizagao
de marcadores do cromossomo Y, pode ser altamente esclarecedora em casos de excluséo

mas, tem um valor probatdério limitado em casos de concordancia de perfis genéticos.

2.3.1 Os STRS do cromossomo Y

2.3.1.1Y-STR

Quando o STR localiza-se no cromossomo Y é denominado de Y-STR. Devido a
auséncia de recombinacdo, os Y-STRs sdo herdados de forma haplotipica ao longo das
geragOes. Logo, sua analise ndo identifica o individuo, apenas aponta sua linhagem paterna
sem alteracdes, exceto em casos de mutagédo (BUTTLER et al., 2005).

Os Y-STRs foram desenvolvidos como uma abordagem para o estudo na area da
genética forense. Tornaram-se marcadores por exceléncia, pois dentre muitas vantagens
oferecidas destacam-se as de: (1) identificacdo de DNA masculino em casos envolvendo
crimes sexuais, em que geralmente ocorre mistura de material genético masculino e feminino
na amostra biolégica coletada para analise; (2) a determinagdo do numero de contribuintes da
mistura, em caso de crime sexual com mais de um criminoso; (3) a determinagéo de haplétipos
de pessoas desaparecidas através da comparacao de parentes de mesma linhagem paterna, e
(4) em testes de vinculo genético, mais utilizado quando o alegado pai ja é falecido (JOBLING
et al.,1997; KAYSER et al.,1997). Sao utilizados também em pesquisas genealdgicas e em
estudos de evolugcdo como investigagOes historicas e em estudos de migragdes (JOBLING,
2001; JOBLING e TYLER-SMITH, 2003; Kayser et al., 2001).

Inicialmente o niumero de Y-STRs caraterizados era limitado, apenas 20 (BUTLER et al.,
2002). Nos anos 90, apenas uma pequena porcao de locos de Y-STR estavam caracterizados
e disponiveis para serem usados em testes de identificacdo genética humana. O primeiro
microssatélite descrito no cromossomo Y foi o DYS19, originalmente denominado DY-27H39
(ROEWER e EPPLEN, 1992) e também conhecido como Y-H39 (BUTLER, 2003). Até a metade
da década de 90, apenas cinco microssatélites haviam sido descritos: os dinucleotideos YCAI,
YCAII, YCAIII ; o trinucleotideo DYS19 ou 27H39; e o pentanucleotideo DXYS156Y, sendo que
somente o DYS19 era utilizado na rotina forense (KAYSER et al.,1997). Apés o

sequenciamento do genoma humano, os Y-STR desenvolvidos para a analise genética



29

sofreram um elevado crescimento no decorrer dos ultimos 20 anos. Até 2002, foram publicados
aproximadamente 50 marcadores de microssatélites, compreendendo de di a hexanucleotideos
(REDD et al., 2002). Entretanto, alguns dos microssatélites descritos, ndo sdo recomendados
para a andlise forense (KAYSER et al., 1997).

Desde 0 ano 2000 é possivel acessar dados sobre YSTRs no maior banco de dados de
haplétipos do cromossomo Y online, o qual é um banco de dados europeu designado de
YHRD- Y chromossome haplotype reference database (ROWER et al., 2000). Este banco de
dados estabeleceu a utilizacdo de um conjunto de Y-STR para serem utilizados nos casos de
identificacdo humana, constituido por nove STR e que ficou conhecido como haplétipo minimo.
Este é composto por sete de coépia Unica: DYS19, DYS389l, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393 e um loco altamente polimérfico, de mudltiplas cépias, o DYS385a/b
(SCHNEIDER et al., 1999). Em Janeiro de 2003 o0 SWGDAM (U.S. Scientific Working Group on
DNA Analysis Methods) grupo de estudo americano, recomendou a expansao do Haplétipo
Minimo com o acréscimo de dois novos marcadores de coOpia Unica: DYS438 e DYS439
(BUTLER et al., 2003), que haviam sido descritos trés anos antes por Ayub e colaboradores
(2000), formando assim o haplétipo estendido. Subsequentemente, foram sendo descritos
diversos adicionais que, combinados com os do hapl6tipo estendido, aumentavam o poder de
discriminacdo do conjunto haplotipico (HANSON et al., 2004; KAYSER et al., 2004; REDD et
al., 2002).

Apos 2002, dezenas de microssatélites do cromossomo Y foram sendo identificados e
caracterizados. Hanson e Ballantyne (2006), referiam-se a mais de 400 de Y-STR localizados
nas regides Yql11.221 (25,3%), Yq11.222, (16,6%) e Yql1.223 (18,4%) no bracgo longo e
Ypll.2 (22,1%) no bragco curto do cromossomo Y. Cento e vinte destes YSTRs s&o
suficientemente polimorficos para serem Uteis nas analises forenses e genealdgicas.

O primeiro kit comercial de Y-STR foi disponibilizado no mercado em janeiro de 2001 e
incluia seis marcadores: DYS19, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS393 e DYS385a/b.
Posteriormente foram lancados diversos outros e até 2011, encontravam-se disponiveis no
mercado distintos kits j& validados para a casuistica forense, sendo que a maioria incorporava
entre 12 e 17 em um Unico sistema multiplex. A partir de 2012, novos kits comerciais tornaram-
se disponiveis no mercado, apresentando um nimero maior de marcadores o qual varia de 21

a 24 locos de STRs ou de Y-STRs, dependendo do fabricante.
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Tais kits englobam todos os marcadores recomendados pelo SWGDAM. Mas, apesar
da robustez e capacidade demonstrada para diferenciar dois individuos, nas andlises genéticas
utilizando-se de Y-STRs podem existir, mesmo que em menor quantidade quando comparados
com STRs autossdmicos, as probabilidades de coincidéncia (matching probabilities), ou seja,
concordancia entre perfis de Y-STR de diferentes individuos envolvidos em determinado caso
em estudo. Portanto, continua existindo a necessidade de se desenvolver novos sistemas
multiplex para complementar os ja existentes (busca de um poder de discriminacdo adicional)
(PASCALI et al., 1998).

Em diferentes popula¢fes, diversos estudos relativos a frequéncias de microssatélites
do cromossomo Y vém sendo realizados. Treze Y-STRs foram caracterizados em uma amostra
de 3825 homens ndo aparentados, pertencentes a 48 diferentes grupos populacionais,
procedentes de cinco continentes (KAYSER et al., 1997b). Estudos recentes também vém
sendo realizados com a populacdo da Ucrania (MIELNIK-SIKORSKA et al., 2013), da China
(BAI et al., 2013) e do Paquistdo, sendo utilizados neste trabalho 22 marcadores de YSTR,
onde seis destes foram desenvolvidos “in house” (LEE et al., 2014).

No Brasil, inimeros trabalhos também vém sendo publicados. Na populacdo do Rio de
Janeiro foram realizados dois estudos com YSTR. O primeiro, analisado por Costa Silva e
Moura-Neto(2002), com 109 individuos contendo sete marcadores de YSTR, observando no
total 97 hapl6tipos diferentes. E o segundo, onde Gées e colaboradores (2005) analisaram uma
amostra de 126 individuos utilizando 17 YSTR, sendo nesse caso observado um maior poder
de discriminacdo do que quando se utilizou sete YSTR.

Cainé e colaboradores (2005) estudaram oito YSTR (DYS19, DYS385, DYS389l,
DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393) em uma amostra de 109 individuos da
populacdo de Santa Catarina. Grattapaglia e colaboradores (2005) estudaram o haplotipo
minimo na populagéo brasileira e demonstraram que os DYS 3851/ll e DYS389Il apresentaram
diversidade génica de 70% e 90,5% respectivamente, sendo os mais informativos para a
populacdo brasileira, enquanto os DYS389I, DYS391 e DYS393, demonstraram-se menos
informativos. Ainda houve estudos de anélise populacional em S&do Paulo (GOIS et al., 2008),
no Rio Grande do Sul, (SCHWENGBER et al., 2009) e em Rondénia (TUCUNDUVA-NETO et
al., 2008)

Assim, observa-se que a descricdo de dados populacionais sobre Y-STRs no Brasil &

relativamente frequente e diversos Estados tiveram suas populagfes estudadas. Porém, as
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informagdes sobre os Y-STRs utilizados para fins forenses, ainda sdo limitadas, devido a um
namero relativamente baixo de amostras analisadas para um grupo limitado de marcadores. A
grande maioria desses estudos incluem de nove Y-STRs preconizados pelo YHRD a 17 Y-
STRs, do conjunto presente no kit comercial YFiler (ThermoFisher). Logo € evidente que o
poder de discriminacdo destes marcadores ndo sao suficientes para evitar uma significativa
proporcéo de alelos compartilhados dentro das populacdes estudadas (GRATTAPAGLIA et al.,
2005; GOIS et al., 2008: PEREIRA et al., 2007; SCHWENGBER et al., 2009;: WOLFGRAMM et
al., 2011).

Somente em 2011 é que Teresinha e colaboradores e em 2013 Chianca e
colaboradores, analisaram a populagdo da cidade de Belém e a populacdo de Brasilia,
respectivamente com um total 23 YSTRs, ambos distribuidos em mais de um multiplex. E mais
recentemente, Da Fré realizou um estudo com o Kit comercial PowerplexY23 Systems
(Promega) na populagéo do Rio Grande do Sul.

Apesar de diversas regides do Brasil terem suas popula¢des estudadas, a regido Norte
apresenta poucos estudos voltados para esse fim e consequentemente poucos trabalhos foram
publicados até o momento (FRANCEZ et al., 2012; PALHA et al., 2011; PALHA et al., 2012).
Dentre esses trabalhos, o Unico que relata estudos com YSTRs em amostras da populacédo de
Manaus, inclue somente 75 amostras de DNA dessa populagéo e ainda assim, trata-se de um
estudo em conjunto com diversas cidades da Amazébnia Brasileira como Belém, Santarém,
Macapa, Palmas, Rio Branco, Porto Velho (PALHA et al., 2012).

E mesmo diante de uma menor eficacia em relagdo aos genoétipos obtidos dos STRs
autossbmicos (os quais segregam independentemente de geracdo em geracao), os haplotipos
obtidos dos Y-STRs (marcadores de linhagens), constituem um valioso acréscimo ao conjunto
de ferramentas dos cientistas forenses e, quanto mais Y-STR forem estudados, maior sera o
poder de distinguir linhagens (MARTINS, 2008)

2.3.1.2 Mini-YSTR

Os marcadores do tipo Mini-STR foram desenvolvidos como uma abordagem alternativa
para tentar recuperar o maximo de informag&o possivel em amostras degradadas, uma vez que
em termos praticos, esta degradacdo podera manifestar-se em uma redugéo da sensibilidade

de deteccao dos produtos amplificados, ou até mesmo, em casos mais criticos, em uma nao
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amplificacédo, principalmente para os marcadores de peso molecular mais elevados em torno de
200 a 250pb (ALVARES, 1996; BAR et al., 1988; PFEIFFER et al., 1999; SCHNEIDER PM et
al., 2004; WHITAKER, 1995).

A técnica utilizada para a construgdo desses marcadores consiste em reduzir o
tamanho dos fragmentos de amplificacdo, desenhando primers que se liguem o mais proximo

possivel da zona de repeticdo, como segue demonstrado na Figura 02 (WIEGAND et al., 2001).

Primer mini STR Primer mini STR
—> <
I [ [ [ | '
Primer STR (regido de DNA repetitiva) Primer

Convencional Convencional

Figura 2. Esquema ilustrativo demonstando a diferenca entre primers de STR convencionais e de Mini-
STRs.

A andlise de produtos de PCR de menor tamanho demonstrou uma taxa de
amplificacdo de sucesso mais elevada em amostras com DNA degradado.Tal analise foi
empregada pela primeira , para a identificacdo das vitimas do fogo da Waco Branch Davidian,
no Texas (WHITAKER et al.,, 1995). Diversos resultados foram confirmados por um vasto
namero de novos trabalhos desenvolvidos com diversos marcadores autossémicos, quer em
sistemas singleplex, quer em multiplexes (WIEGAND et al.,, 2001, HOLLAND et al., 2003;
BIESECKER et al., 2005; BUTLER et al., 2003; COBLE et al.,, 2005; CHUNG et al., 2004;
DIXON et al., 2006; GRUBWIESER et al., 2006; HELLMANN et al., 2001; TSUKADA et al.,
2002; WIEGAND et. al., 2006).

Da mesma maneira que os Mini-STRs foram desenvolvidos para os cromossomos
autossdmicos, também foram desenvolvidos para o cromossomo Y (MiniY-STRs). E assim
como para os Y-STRs comerciais e 0s desenvolvidos “in house”, os MiniY-STR também tém
sido empregados para estudo nas mais diversas popula¢gdes. Tais marcadores demonstram
gue além de relevantes para estudo populacional, séo eficientes quando utilizados para analise

de amostras degradadas.
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Asamura e colaboradores (2007), desenvolveram oito locos de MiniY-STR, 0s quais
foram utilizados juntamente com YSTR comerciais, para analise da populacdo do Japao e para
andlise de amostras de DNA degradadas. Park e colaboradores (2007), estudaram a populacéo
da Coréia com 21 YSTRs sendo que nove locos foram redesenhados para MiniY-STR. Em
2008, Asamura e colaboradores desenvolveram trés sistemas de multiplex com MiniY-STR, no
total de 16, para estudos da populacdo do Japdo e para analise de DNA de amostras
degradadas. Gayanayaka e colaboradores (2010), desenvolveram trés locos de MiniY-STR
para estudos de amostras degradadas provenientes de crime sexual.

Mas, apesar dos Mini-YSTRs mostrarem-se relevantes nos estudos acima citados,
apresentam-se limitados em relagcdo ao numero de locos em um sistema multiplex quando
comparados com o ndimero de locos dos kits constituidos por STRs. Isto porque, com o
reduzido intervalo de tamanhos dos fragmentos, torna-se mais dificil poder analisar em uma
mesma reacdo e com o mesmo fluorocromo, diversos polimorfismos. Assim, na maioria das
vezes, torna-se possivel co-amplificar entre quatro a oito mini-STR em uma sé reagéo.
Consequentemente, para a obtencdo de um mesmo poder de discriminacdo igual ao obtido
com os STR € necessario proceder com varias amplificacbes em diferentes sistemas
multiplexes, implicando assim em utilizacdo de uma maior quantidade de amostra que nem
sempre esta disponivel (MARTINS, 2008).

2.3.1.3 RM-YSTR

Como citado anteriormente, os YSTRs sdo bastante utilizados para estudos
populacionais e de genética forense. Porém, tais YSTRs atualmente disponiveis e em sua
grande maioria presente em kits comerciais, apresentam-se limitados para analise de linhagens
paternas quando em uma determinada populacdo existe baixa diversidade de haplotipos. Além
disso, néo sao eficazes em distinguir membros de uma mesma linhagem, como por exemplo,
pai e filho ou dois irmé&os (nos casos de paternidade ou nos casos de identificacdo através de
familiares, respectivamente) (LEAT et al., 2007; WEI et al., 2013). Isto ocorre porque entre os
perfis genéticos de um presumivel pai e filho investigado, por exemplo, podem surgir
diferencas, as quais sdo provenientes de mutacdes espontdneas na linha germinativa do
progenitor. E necessario, portanto, conhecer as taxas de mutacéo dos diferentes Y-STRs para

se proceder a uma correta interpretacdo dos perfis genéticos.
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Para evitar essas limitacOes, tem sido sugerido a utilizacdo de Y-STRs que apresentem
uma elevada taxa de mutacdo (Ballantyne et al., 2010). Recentemente, Ballantyne e
colaboradores (2012), investigaram a taxa de mutagdo de um grupo de 186 Y-STRs
conhecidos (incluindo aqueles marcadores comumente utilizados na préatica forense) em
aproximadamente 2000 amostras de DNA de individuos masculinos relacionados
geneticamente (pais e filhos). Tais marcadores, exibiram taxas de mutacdo entre 1 x 10* e 1 x
103, Entretanto, treze desses Y-STRs apresentaram taxas médias de mutacdo em torno de
1x102, ou seja, acima da observadas anteriormente. A partir dessa observacdo,os
pesquisadores homearam tais marcadores como “Y-STRs de mutacéo rapida” (rapdly mutating
Y-STR; ou (RM) Y-STR). Diferentemente dos ja existentes, esses 13 locos altamente mutaveis,
podem fornecer um aumento do poder de identificacdo masculina relativa, podendo até mesmo
identificar um individuo masculino, mesmo que esteja correlacionado. Mas, ainda que
apresentem um alto poder discriminatério os (RM) Y-STR, somente ficaram disponiveis
comercialmente recentemente, quando do lancamento do kit comercial PowerPlex® Y23
System (Promega) (DAVIS et al., 2012). A partir desta data é que o grande valor dos (RM)-
YSTR em diferenciar individuos relacionados e néo relacionados, tém sido explorado em
recentes estudos ao redor do mundo, como no caso do International RM-YSTR Study Group
(BALLANTYNE et al., 2014) e no Italian Working Group da International Society for Forensic
Genetics (ROBINO et al., 2013), além de estudos para o desenvolvimento de novos multiplexes
baseados nos RM-YSTR. (ALGHAFRI et. al 2015; ROGALLA et al., 2015 ). Portanto, ndo se
pode concluir que o vinculo genético entre os dois individuos ndo exista, tendo em vista as
mutagbes em mais de um Y-STR na mesma linhagem germinativa (DUPUY et al. 2004,
KAYSER et al., 2000). E importante que em estudos populacionais e de genética forense,
sejam aplicados os RM-YSTR, o qual fornecem uma solucéo para as diversas limitacdes dos

marcadores do cromossomo Y com relagéo as mutages (BALLANTYNE et al., 2012).

2.4 Marcadores simples e multicépia

A maioria dos Y-STRs utilizados pelos laboratérios forenses e até mesmo o Y-STRs
presentes nos kit comerciais, sao de copia simples e possuem apenas um alelo. No entanto,
devido as regifes duplicadas e palindrbmicas, alguns ocorrem mais de uma vez e portanto, sdo
conhecidos como marcadores multicépias. Quando amplificados com iniciadores de PCR —

especificos produzem mais de um produto de PCR, ja que, um Unico par de “primers” pode
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produzir dois amplicons. Os marcadores muticopias ja descritos na literatura e utilizados, séo
0s DYS385 e 0 DYS389 (BUTLER et al.,2005); (GUSMAO et al. 2006).

O marcador DYS385 esta presente em duas regides no brago longo do cromossomo Y,
gue se localizam a 40.000 pares de base uma da outra e suas analises podem gerar dois alelos
distintos. Sendo assim, para a analise haplotipica (estimativa de Y-STRs que compde um
haplétipo em estudo), considera-se cada alelo para cada marcador, ou seja, alelo A, para o
marcador DYS385] e alelo B, para o marcador DYS385ll. No entanto, para o céalculo de
frequéncia haplotipica, ambos alelos séo considerados para o marcador DYS385 e por isso, 0
resultado se assemelha a um gendtipo (BUTLER et al.,2005).

O marcador DYS389, outro marcador multicopia, pode gerar também dois produtos de
PCR com um Unico par de primers. Entretanto, diferentemente do que acontece com o DYS385
o produto de PCR DYS389 | é parte do produto de PCR do DYS389 Il porque o primer forward
€ complementar a duas regibes separadas por 120 pares de bases e 0 primer reverse possuli
um udnico sitio de ligagédo. Assim, sdo gerados dois produtos de PCR e, como ambas as regides
amplificadas possuem sequéncias polimérficas diferentes, considera-se o DYS389 como dois
Y-STRs (DYS389I e DYS389Il) (BUTLER et al.,2005).

Além disso, alguns marcadores considerados copia simples podem gerar resultados
multicépia pelo fato do individuo estudado apresentar duplicacdo que nao € observada para a
maioria da populacdo (GUSMAO et al.,2006).

2.5. AplicagOes Forenses dos YSTRs

O valor do cromossomo Y nas andlises forenses esta relacionado com as evidéncias
encontradas somente nos individuos do sexo masculino. Uma vez que a grande maioria dos
crimes, particularmente os crimes de natureza sexual, envolve individuos do sexo masculino
como perpetradores, os testes de DNA especificos para examinar a porcdo masculina da
amostra podem tornar-se extremamente valiosos.

Misturas de fluidos corporais provenientes de diferentes individuos séo situacdes
frequentes na casuistica forense, particularmente no que se refere aos crimes de natureza
sexual. Nestes casos, muitas amostras biolégicas encaminhadas ao laboratério para analise
genética contém uma mistura de células masculinas e células femininas. Assim, o processo de

extracdo de DNA baseia-se na lise diferencial, onde é obtido separadamente a fracdo
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espermatica (FE) e a fracdo ndo espermatica (FNE), composta em sua maioria, por células
epiteliais (GIL et al.,1985). Rotineiramente, apds a extracdo, procede-se a amplificacdo e
andlise destas amostras, recorrendo primeiramente aos STRs autossémicos, resultando em
duas situagfes: 1) na obtencdo de mistura de perfis (vitima + agressor), nem sempre de facil
interpretacdo e 2) na obtencado somente do perfil genético da vitima, sendo nesse caso, devido
a quantidade de material masculino que encontra-se em pequena propor¢cdo quando
comparado com a quantidade de material feminino e/ou porque nem sempre se consegue uma
separacdo de DNA total, pode haver a perda de parte da fracdo masculina o que pode ser
problematico, principalmente quando se trata de amostras com muito pouco DNA masculino.

Nos ultimos anos foram publicados diversos estudos demonstrando a aplicabilidade e
eficacia dos Y-STR nestas situagbes, sem que seja necessario recorrer a lise diferencial
(CERRI et al., 2003; DELFIN et al., 2005; HALL et al., 2003; PARSON et al., 2003; SIBILLE et
al.,, 2002). Estudos demonstraram também que em casos de mistura de dois ou mais
contribuintes do sexo masculino, a andlise com Y-STR também é eficiente, uma vez que para
cada marcador analisado, cada individuo apresenta um Unico alelo (em oposicdo as
complicadas misturas obtidas com o estudo de marcadores autossémicos) (BETZ et al., 2001,
PRINZ et al).

No entanto, h& que se levar em consideracéo, os marcadores de STRs multicopias que,
guando amplificados com um par de primers especifico para aquele, originam mais do que um
fragmento de amplificacdo e, consequentemente, levam a presenc¢a de mais do que um pico no
eletroferograma. Este fato pode gerar incertezas ao se determinar o nimero de contribuidores
do material biolégico para determinada amostra, uma vez que um s par de primers pode
produzir dois ou mais produtos de amplificacdo que podem ser erroneamente interpretados
como pertencentes a mais de um individuos.

Além das analises acima citadas, os Y-STRs ainda sdo capazes de analisar amostras
sem espermatozéides, resultantes de ejaculados de individuos azoospérmicos ou
vasectomizados, ou de situagdes em que ndo houve ejaculacdo. Nestes casos, o material
masculino presente na amostra provém unicamente de células epiteliais resultantes do
processo de descamacéao celular (PRINZ et al., 1997).

Portanto, pode-se dizer que a tipagem de Y-STR sera especialmente Gtil na analise de
amostras de misturas envolvendo: (1) um ou mais contribuidores de sémen, (2) homens

azoospérmicos ou vasectomizados e (3) na presenca de mistura de outros fluidos corporais
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(ex.: saliva-pele ou pele-suor) de vitimas femininas e suspeitos de sexo masculino (BETZ et al.,
2001; KAYSER et al., 1997; PRINZ et al., 1997; 2001).

Outra aplicacdo de Y-STR, esta relacionada com a questdo de investigacbes de
paternidade de filhos do sexo masculino, bem como na identificagdo de restos cadavéricos
através de familiares masculino (CHAKRABORTY et al., 1985; FOSTER et al., 1998; KAYSER
et al., 1998; KISHIDA et al., 1996). Um estudo recente e de repercussao foi a identificacdo de
Sadam Hussein, realizada pela comparacdo de um conjunto de haplétipos do cromossomo Y,
entre ele e 0 DNA extraido dos corpos dos seus filhos mortos em combate.

Em situacBes em que o suposto pai faleceu ou ndo esta disponivel para andlise é
possivel determinar o hapl6tipo completo do cromossomo Y analisando qualquer parente do
sexo masculino, pertencente a sua linhagem paterna. Assim, o desgaste com uma eventual
exumacao pode ser evitada por uma analise detalhada do cromossomo Y proveniente de
irmaos reconhecidos, tios ou avds paternos do suposto filho. Contudo, um resultado baseado
exclusivamente nos Y-STR ndo exclui como pai biol6gico qualquer outro homem dessa mesma
linhagem e a aplicabilidade destes marcadores esté limitada a aproximadamente metade dos
casos de investigacao de paternidade, aqueles em que o descendente € do sexo masculino.
(FOSTER et al., 1998)

Os Y-STR ainda séo utilizados também para andlise de DNA de material arqueoldgico,
como descrito no trabalho de Schultes e colaboradores em 1999, em que foi feita as tipagem
de quatro microssatélites de cromossomo Y em 0ssos e dentes com idade variando de 250 a
3.000 anos.

Diversos estudos reportam os marcadores Y-STR como sendo mais sensiveis do que
0s STR autossdmicos, pois por diversas vezes, se conseguiu resultados confiaveis com Y-STR
em amostras nas quais quando analisadas com kits de STR autoss6micos, ndo haviam
produzido resultados consistentes (BETZ et al., 2001; DELFIN et al., 2005; DEKAIRELLE et al.,
2001; PARSO et al., 2001; Paula, 2012).

Segundo Parson e colaboradores (2001), o DNA masculino s6 é detectado e
interpretrado corretamente por meio de microssatélites autossdbmicos quando presente em
propor¢cdo maior que 5% e em muitos casos a propor¢do masculina em relagdo a feminina é
inferior a este valor. Cerri e colaboradores (2003) analisaram amostras com mistura de material
feminino e masculino e também demonstraram que quando o material masculino esté presente

em pequena quantidade, é necessario realizar analise com Y-STR.
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Portanto, a capacidade de detectar e discriminar DNA masculino, possibilita aos
marcadores STRs do cromossomo Y um vantajoso acréscimo aos ja bem estabelecidos STRs

autossomicos.

2.6. Parametros populacionais relativos aos Y-STRs

O estudo genético das popula¢gbes humanas séo de interesse ndo somente do ponto de
vista forense, mas também do ponto de vista antropolédgico. Para os trabalhos com genética
forense, a valorizagdo dos resultados somente é obtida mediante calculos estatisticos
aplicados sobre o resultado das analises nas amostras de DNA e tais calculos, s6 podem ser
realizados, ap6s estudos das caracteristicas genéticas de uma populacdo designada como
populacao de referéncia. Como na pratica, o tamanho populacional € infinito (a ndo ser que se
trabalhe com popula¢cdes muito pequenas e confinadas num determinado espacgo geogréfico)
nao sendo possivel o estudo de uma populacdo completa, esta populacdo de referéncia é
composta por amostras de individuos selecionados aleatoriamente (WEI et al., 1996).

Nesse trabalho, os estudos populacionais referidos, consistirdo na caracterizacdo dos
alelos e qual a sua respectiva proporcdo em amostras pertencentes a individuos do sexo
masculino e ndo aparentados entre si, residentes ou naturais da cidade de Manaus. No caso
dos Y-STRs, devido as caracteristicas de transmissdo genética do cromossomo Y, sera
necessario caracterizar os haplétipos populacionais e a respectiva propor¢gdo populacional a
partir do calculo da frequéncia haplotipica, bem como de outros parametros estatisticos

populacionais relevantes para o estudo, como segue descrito:
2.6.1 Determinacao das frequéncias dos alelos e hapl6tipos

A determinacdo das frequéncias dos alelos ou haplétipos, refere-se a frequéncia
relativa de um alelo ou haplétipo em uma populagdo. Expressa o numero de vezes em que
estes sdo observados relativamente ao numero total de alelos ou haplétipos em cada regiao
Y-STR analisada. Séo calculadas usando o método de contagem direta, dividindo o namero

de cépias de um alelo ou haplétipo na populacdo estudada sobre o total de alelo ou haplétipo

encontrados, segundo a formula: fij:ni,- /n,-, onde:
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fij = frequéncia do alelo/haplétipo i na populacao j;
nij = numero de ocorréncia do alelo/haplétipo i na populacéo j;

nj = nUmero total de alelos/haplétipo encontrados na amostra da populacao j.

2.6.2 Diversidade génica

Os estudos relacionados aos cromossomos sexuais, neste caso o cromossomo Y, devem
ser acompanhados da analise da diversidade dos hapl6tipos e para isto € necessario calcular a
medida da Diversidade Génica (DG) (WEIR et al., 1996).Tal célculo esta relacionado com a
probabilidade de que dois individuos escolhidos ao acaso em uma mesma populagéo tenham
alelos distintos para cada loco (BALDING et al., 2001; JOBLING et al., 2004). E
equivalentemente a heterozigosidade esperada para os STRs autossémicos, significa que
guanto mais diverso (polimérfico) for o marcador analisado, mais informativo ele é (BUTLER et
al., 2005; NEI et al., 2005).

A Diversidade Genética num determinado |, é dada pela seguinte expressao matematica:

D ou DG= 1- X (frequéncia de cada alelo)?

O somatério de todas as frequéncias alélicas ao quadrado representa a chance

combinada para todos os alelos possiveis (Z Freq. Alélicas?), para determinado locos.

2.6.3 Diversidade haplotipica

A diversidade haplotipica é o principal parametro analitico de um conjunto de Y-STRs,
pelo fato de ndo haver recombinagdo no cromossomo Y e os marcadores serem transmitidos
na forma de hapl6tipo. Trata-se da probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso
possuam haplétipos distintos (NEI et al., 2005). O calculo é idéntico ao da diversidade génica
descrito anteriormente. No entanto, usa-se a frequéncia haplotipica em substituicdo as
frequéncias alélicas. A diversidade haplotipica foi estimada de acordo com Nei e colaboradores
em 1973.
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2.6.4 Capacidade ou Poder de discriminacdo (CD)

E a capacidade de discriminar um individuo do outro. E determinada dividindo o nimero
total de haplétipos diferentes pelo niumero total de individuos analisados (PIGLIONICA et al.,
2013). Este valor quanto mais proximo de “1”, maior a quantidade de haplétipos distintos,
consequentemente, maior a capacidade de diferenciar individuos. Espera-se obter maior CD ao
aumentar o numero de Y-STRs analisados, ao utilizar Y-STRs com maior diversidade génica ou
ambos (BUTLER et al., 2005; PIGLIONICA et al., 2013).

2.7 Da analise de Y-STR e bases de dados genéticos

Como ja foi dito, grande parte do cromossomo Y é transferida diretamente de pai para
filho sem que haja recombinagéo, fazendo com que as muta¢gbes sejam a Unica maneira de
gerar variabilidade ao longo do tempo entre individuos relacionados por via paterna. Assim,
enguanto um resultado de “exclusdo” obtido ao analisar marcadores do cromossomo Y pode
ser decisivo na investigagdo forense, uma “concordancia” entre suspeito e evidéncia, ou seja,
um resultado de “inclusdo”, apenas indica que o individuo em questéo pode ter contribuido para
a amostra, tal como podem ter feito um irmao, pai, avo, tio ou primo paternos, ou mesmo
gualquer outro familiar da linha paterna, mesmo que distante nessa linhagem. Apenas em
circunstancias muito especificas é que a concordancia entre dois perfis genéticos do
cromossomo Y pode ser vista como inequivoca. Tal situacdo sé é possivel, quando se
comparam amostras de uma populacdo fechada como, por exemplo, a analise de vestigios de
uma catastrofe em que se conhece a identidade de todos os individuos envolvidos (queda de
um avido, entre outras). Mas, ainda assim, os Y-STRs constituem um valioso acréscimo ao
conjunto de ferramentas de pesquisadores forenses e, quantos mais Y-STRs forem estudados
maior sera o poder de distinguir linhagens.

Uma vez que os marcadores do cromossomo Y ndo gozam de independéncia entre si e
sdo transmitidos em bloco, ndo podem ser analisados do ponto de vista estatistico ou de valor
probatério, da mesma forma que os STR autossdmicos. Assim sendo, as frequéncias
haplotipicas ndo podem ser extrapoladas a partir das frequéncias alélicas por simples

multiplicacéo.
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Os resultados obtidos da andlise de Y-STR tém que ser combinados na forma de um
hapl6tipo, para comparacdo com bases de dados de hapl6tipos disponiveis, para que se possa
estimar a raridade de um perfil haplotipico em particular (GUSMAO et al., 2006).

Desde o0 ano 2000, a maior e mais usada base de dados de haplétipos do cromossomo
Y, a YHRD (Y Chromosome Haplotype Reference Database), estéa disponivel online. Foi criada
por Lutz Roewer e colaboradores, na Universidade de Humbolt e teve origem a partir de um
trabalho Kayser e colaboradores (1997), no qual foram analisadas cerca de 4.000 amostras de
individuos do sexo masculino, pertencentes a 48 populactes diferentes. Atualmente esta base
de dados conta com mais de 70.000 haplétipos depositados (YHRD database). Na YHRD é
possivel pesquisar haplotipos com até 16 locos: DYS19, DYS389l, DYS389ll, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385a/b (haplétipo minimo), acrescidos dos marcadores
DYS438 e DYS439 (haplétipo “expandido” recomendado pelo SWGDAM) e ainda os DYS437,
DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 e YGATAHA4.

Apesar do tamanho da base de dados ser extremamente importante para a
confiabilidade de uma estimativa da frequéncia de qualquer haplétipo (ROLF et al., 2001), mais
importante ainda é que estas bases de dados contemplem o maior nimero possivel de de Y-
STR, uma vez que quanto mais extenso for o hapl6tipo, maior serd a capacidade de
discriminacdo (PASCALI et al., 1998).

Existem muitas outras bases de dados de hapl6tipos Y-STR com acesso online como,
por exemplo, as das empresas ReliaGene, Promega e Applied Biosystems (Reliagene
database; Promega Corporation database; Applied Biosystem database), sendo diferentes
apenas quanto ao numero de marcadores Y-STR e de individuos representados apesar de
todas conterem o conjunto de recomendados pelo SWGDAM. Segundo Gusméo e
colaboradores (2003), essas bases de dados ndo sao apenas importantes para estimarem
frequéncias haplotipicas (para subsequente calculo de probabilidades de matching em estudos

forenses), mas também para a analise comparativa de populacdes.
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CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX DO TIPO MINI-YSTR

Resumo

Nesse trabalho foi construido um sistema multiplex YSTR denominado de Mini YSTR09
contendo nove marcadores. Seis deles (DYS442, DYS444, DYS445, DYS447, DYS448 e
DYS461) do tipo miniY-STR, ainda néo incluidos em sistemas comerciais, onde sequéncias de
primers foram redesenhadas para obtencéo de amplicons em torno de 120 a 230pb. Os outros
03 marcadores (DYS570, DYS576, DYS626) do tipo (RM)-YSTR, altamente discriminativos e
caracterizados como marcadores de rapida mutacdo, ndo tiveram primers redesenhados, pois
ja amplificam fragmentos de tamanho reduzido (em torno de 160 a 270pb). Com o0 objetivo de
investigar a eficiéncia do referido sistema multiplex na amplificacdo de amostras de casos
forenses, foram realizados testes de sensibilidade, de deteccdo em amostras com misturas e
teste em amostras de DNA degradado conforme recomendados pelo SWGDAM. Os resultados
demonstraram que o multiplex foi capaz de amplificar todos 0os nove marcadores em até 62.5
pg de DNA masculino e quando em situagfes de mistura de DNA contendo dois doadores
masculinos, havendo DNA na proporcao de até 3x mais DNA de um doador do que do outro e
também, no sistema de mistura quando foram adicionados até 200ng de DNA feminino. Nos
testes com amostra de DNA degradada, de noventa e oito amostras de 0sso humano em que o
multiplex foi testado, em sessenta e oito houve amplificacdo, sendo que em quarenta e oito foi
total e nas outras vinte foi amplificagdo parcial, variando de cinco a oito marcadores. Além
disso, tais amostras foram submetidas a amplificacdo com trés kits comerciais,
AmpFISTRYfiler™,  AmpFIST®  MiniFiler™ e AmpFLST® Identifiler™(ThermoFisher).Foi
demonstrado aqui que o multiplex Mini YSTRO9 foi capaz de amplificar amostras de DNA, que
haviam sido somente amplificadas parcialmente ou que n&o tinham sido amplificadas com os
tais kits. Portanto, este novo multiplex contribui para estudos de casos forense, aumentando o
namero de amplificados com Y-STRs, possibilitando um aumento do poder de discrminacéo

desses marcadores.

Palavras- chave: Mini-YSTR, Multiplex, DNA degradado.
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ABSTRACT:

In this study was developed a multiplex system denominated Mini YSTR YSTRO09
containing nine markers. Six of them (DYS442, DYS444, DYS445, DYS447, DYS448 and
DYS461) of type mini YSTR, yet not included in commercial systems, where sequences of
primers were redesigned to produce amplicons of 120 to around 230pb. The other 03 markers
(DYS570, DYS576, DYS626) of type (RM)-YSTR, highly discriminatory and characterized as
rapidly changing markers, not have redesigned, primers amplify fragments of small size (around
160 to 270pb). In order to investigate the efficiency of this system multiplex additional
recommended tests (SWGDAM) were performed in degraded forensic DNA samples.The
results showed that the multiplex was able to amplify all nine markers up to 62.5 pg of male
DNA and when in situations of mixture of DNA, containing two males, with DNA at a rate of up
to 3 x more DNA from a donor than the other. Also in the mix were added until 200ng of female
DNA. In testing with DNA degraded sample of 98 samples of human bone in 68 there was
amplification. In 48 sampes has been a total amplicaton and in 20 twenty has been partial
amplification. In addition, such samples were subjected to amplification with three commercial
kits AmpFISTRYfiler™, AmpFIST® MiniFiler™ and AmpFLST" Identifiler™(ThermoFisher). The
9948 DNA sample was used for the multiplex system optimization tests It was apparent that the
Mini YSTR09 amplified samples that, when tested with commercial kits, were only partially or
not amplified at all. Therefore, this new multiplex can contribute to studies of forensic cases,
increasing the number of locos amplified for the Y chromosome, thus increasing the power of

discrimination of Y-STRs.

Keywords: Mini-YSTR, Multiplex, Degraded DNA
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1. INTRODUCAO

Os YSTR, marcadores moleculares de microssatélites para o cromossomo Y, séo
utilizados com frequéncia para identificar individuos do sexo masculino em estudos de casos
forenses de: crimes sexuais, onde ocorre mistura de material genético feminino e masculino; de
testes de paternidade na auséncia do pai; de identificacdo de restos mortais (CERRI et
al.,2003; JOBLNG et al.,1997; KAYSER et al., 1997; SIBILE et al., 2002. Porém, para analise
de DNA onde tais moléculas encontram-se degradadas e/ou com contaminantes do meio
ambiente ou ainda em menor quantidade (no caso de mistura de material genético feminino e
masculino), sua eficiéncia pode ser reduzida. Como alternativa para tentar recuperar 0 maximo
de informacao possivel em amostras degradadas é sugerido o uso de marcadores do tipo mini
STR, os quais apresentam o tamanho dos fragmentos de amplificacdo reduzidos, devido a
utilizagdo de iniciadores (primers) que se ligam o mais proximo possivel da zona de repeti¢céo
(WIEGAND et al., 2001). Vérios estudos vém demonstrando a eficiéncia desses marcadores de
cromossomos autossomicos e de cromossomo Y em diferentes aplicagbes (ASAMURA et
al.,2006,2008; PARK et al.,2007). Por esse motivo, nds desenvolvemos neste trabalho um multiplex
denominado de Mini YSTRO09, reunindo nove marcadores de mini YSTR. Seis deles (DYS442, DYS444,
DYS445, DYS447, DYS448 e DYS461) foram selecionados por apresentarem um elevado poder de
discriminacdo nas populacbes em que foram estudados e por terem uma grande aplicabilidade em
estudos forenses [10-13]. Suas sequéncias de primers foram redesenhadas (novos primers) visando a
obtencdo de amplicons em torno de 120 a 230pb. Os outros trés marcadores (DYS570, DYS576 e
DYS626) altamente discriminativos e caracterizados como marcadores do cromossomo Y de rapida
mutacdo (RM) Y-STR, ndo tiveram primers redesenhados, pois ja amplificam fragmentos de tamanho
reduzido (em torno de 160 a 280pb) e estdo presentes também nos Kits comerciais Powerplex®Y23
System da Promega e o YFiler®plus™ da ThermoFisher, [14-15]. (KAYSER et al., 2012). O sistema
multiplex construido foi denominado de Mini YSTRO09 e é um sistema formado por quatro cores.
Os mini-YSTR DYS444, DYS461, assim como 0s DYS576, DYS626 sédo os que fluorescem na
cor azul, (fluoréforo 6-FAM). Os mini-YSTR DYS442 e DYS448 na cor vermelha (fluoréforo
PET). O mini-YSTR DYS445 na cor verde (fluor6foro VIC) e 0 mini-YSTR DYS447 e o DYS570
na cor amarela (fluoréforo NED). As condigBes de amplificacdo do multiplex construido foram
otimizadas com amplificacbes de amostras de DNA de sangue humano e amostras de DNA
padrédo. Testes recomendados pelo SWGDAM, como os de sensibilidade, de mistura e testes
em amostras de casos forense, foram realizados para verificar a eficacia do sistema. Além de

testes, foi realizado também, testes comparativos de amplificagcdo do Mini YSTR09 com outros trés kits
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comerciais MiniFiler™; AmpFLSTR®IdentifiIerT"’I e AmpFISTR®YfiIerT"’I . As amostras de 0sso
humano foram as escolhidas para todos os testes, tendo em vista que tais amostras podem
apresentar substancias contaminantes, além de ndo apresentarem bom estado de
conservacdo. Com o uso desse sistema multiplex temos a perspectiva de gerar um produto que
possibilite a analise com qualidade de marcadores YSTR a partir de amostras forense com
DNA degradado ou em quantidades minimas. O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver
um sistema multiplex do tipo mini-STR de regides do cromossoma Y (MiniY-STR) para a
investigacdo de amostras forenses com DNA degradado e os objetivos especificos foram:
sintetizar novos primers de MiniY-STR, para que originem fragmentos de amplificacdo com
tamanho de até 230pb; marcar os primers por fluorescéncia; otimizar as condi¢cbes de
amplificacdo e genotipagem para o multiplex; construir os sistemas multiplex; validar o sistema
multiplex realizando testes de sensibilidade, de mistura e testes em amostras de DNA

degradada e estimar a eficiéncia desses marcadores na pratica forense.
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2. MATERIAL E METODOS:
2.1 Amostras bioldgicas

Trés amostras masculinas na concentracdo de 5ng/uL, do banco de DNAs do
Laboratorio de Diagnéstico por DNA da UERJ, foram escolhidas aleatoriamente. Essas
amostras aqui denominadas de H1, H2 e H3 foram utilizadas para os testes de sensibilidade e
de mistura. Duas amostras de DNA controle foram também utilizadas. A amostra masculina
2800, denominada aqui de H4 e a feminina K562, denominada de M1 ambas pertencentes a
Promega. Para o teste em amostras de casos forense, foram utilizadas 98 amostras de DNA de
0sso humano, provenientes da base de dados de exames de identificacéo civis, criminais e de
vinculo genético do Laboratério de Diagnéstico por DNA da UERJ.

2.2 Construgado dos de MiniY-STR
2.2.1 Selecdo dos de Y-STR

Primeiramente foi realizada a escolha dos de Y-STR, a qual foi baseada em
marcadores ja conhecidos e descritos na literatura. Tais marcadores apresentaram alto indice
de diversidade genética nas populacdes em que eles foram estudadas, bem como uma grande
aplicabilidade em estudos de investigacfes forenses. Portanto, sdo reconhecidos como de
grande importancia para a construcdo de um multiplex para analise de identificacdo humana
por DNA.

Todos os seis escolhidos, estdo localizados na por¢cdo Yq (brago longo do

cromossomo) como demonstra a Figura 01 a seguir:
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DYS 442 DYS 444 DYS 445 DYS 447

Ideogran Ideogran Ideogran Ideogran

Wpll.3 _- Vpll.3 _- VEll.3 _- Ypllad _-

Yell.z2 Yrll.2 Wpll.2 Yell.2
i = e g o

Yaqll.2 Wall.2 - Yall.2 Wall.2 —

_ _ _ _

DYS 448 DYS 461

Ideogran Ideogran

Vpll.3 _- Wplled _-

Wrll.2 — Yeplla2
W - L5 B

Wall.2 — YWall.z

_ _

Figura 01. Ideograma dos marcadores YSTR no cromossomo Y. A linha horizontal de coloracéo cinza sobre cada

um, indica a regido em que esta localizada o YSTR selecionado. Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2011.

2.2.2 Desenho dos iniciadores (“primers”)

A partir da escolha dos Y-STR acima demonstrados, foram construidos novos
iniciadores, os quais se ligam o mais préximo da zona de repeticdo de microssatélite, a fim de
se obter marcadores do tipo miniY-STR. Para gerar amplicons em torno de 120 a 230 pb, os
novos primers foram desenhados usando o programa Primer 3 v.4.0, baseado nos seguintes
parametros: (1)Tamanho de primers, variando de 17 a 27 nucleotideos, sendo 20 o tamanho

ideal; (2)Tm, variando de 57° a 63°C, sendo 60°C a temperatura ideal; (3) porcentagem de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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bases GC%, variando de 20 a 80%. A possibilidade de formacéo de estruturas secundarias ou
dimers entre os iniciadores, foi testada usando o programa Autodimer (VALONE et al., 2004).
Os primers forward foram marcados com fluoréforos. Essas e outras informacdes seguem

descritas na Tabela 01.

Ao conjunto de seis de MiniY-STR, foi adicionado também os trés do tipo (RM)-YSTR,
0s quais ja amplificam fragmentos de tamanho reduzido, variando de 160 até 280pb.Tais
marcadores e suas caracteristicas, seguem demonstradas na Tabela 2.

Tabela 1: Caracteristicas dos Mini- YSTR utilizados neste trabalho

Mini YSTRO9 Repeticao Tamanho do produto Tamanho reduzido Fluoréforo | Sequéncia dos primers 5°-3’
de amplificacéo (pb) * do produto de
amplificacdo (pb) ** do presente trabalho
F: caatctcatccaagccactg
DYS442 (TATC)X(TGTC)s 305 201 PET
R: cataattgcaaaatcacggaacc
Y F: gcaatagatatataggtaggtaag
DYS444 (TAGA)X 308 ¢ 127 6-FAM
R: Ctcacgttgttcaagggtca
® F:gcacttgggtagttggg
DYS445 (TTTA)X 264 195 VIC
R:cagggagctgagattatgcc
. F: gcttggttttatacattttaggg
(TAATA)X(TAAAA), 211 @ 199 NED
DYS447 R: ggcttgctttgcgttatctc
® F: gagatcgcgagacagaaagg
DYS448 (AGAGAT)x Nx 294 232 PET
R: ggccggtctggaaatttatc
. F: ggatagatgatatggatagacag
DYS461 (TAGA)xNy 224 @ 160 6-FAM
R:ccagtagtgatgctgtgt

*Tamanho dos produtos de amplificagdo, conforme citados na literatura: (1) IIDA et al., 2001,(2) REDD .et al., 2002 , (3)
GUSMAQO et al.,2002;(4) Kayser M. et al., 2012.

*Tamanho dos produtos de amplificacdo obtidos com primers redesenhados no presente trabalho.
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Sequéncia dos primers 5’-3’

. . Prod. de Tamanho .
RM-YSTR Repeticdo amplificagéo(pb) Reduzido(pb)* Fluoroforo (‘seq. utilizadas em trab.
anteriores)
F: gaactgtctacaatggctcacg
DYS570 (TTTC)14:24 (246-286) - NED R: tgtctggtttcttgactatgctga
F: gttgggctgaggagticaatc
DYS576 (AAAG)13.22 (170-210) ¥ - 6-FAM R: ctccaggaaatgagactgec
(GAAA)14.23N24 F: gcaagaccccatagcaaaag
DYS626 (GAAA);NG(GAAA)s (221-269) ¥ - 6-FAM
(AAA), R:aaactgtcccaaaattcttctt

2.3 Amplificagdo através dareacdo em cadeia da polimerase- PCR

2.3.1 Para o MiniY-STR em sistemas monoplex (teste de eficiéncia dos novos primers).

Uma reacdo de amplificacdo monoplex, com primers marcados com fluorescéncia foi
realizada para os marcadores DYS442, DYS444, DYS445, DYS447, DYS448, DYS461. Para a
reagdo a um volume final de 10uL, foi utilizado: 5uL do tamp&o Qiagen multiplex PCR master
mix 2x, 1uL de DNA (2ng/uL), 2uL de agua e primer mix MiniYSTR 09 a 10pmol/uL. As

condi¢cbes termociclicas utilizadas no termociclador Veriti (ThermoFisher) estdo representada

listada na Tabela 3 a seguir: (N&o foi necessario realizar o teste com a PCR monoplex para os

RM-YSTR, tendo em vista que ja foram utilizados com sucesso em trabalhos anteriores.

Temperatura Tempo Referéncia
1. 95°C 15 min
2. 94°C 01 min
3. 62°C 02min 30 ciclos AmpFISTR'Y Filer User’'s Manual
4, 72°C 01min
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Tabela 3. Definicdes das condi¢cdes da PCR para os marcadores Mini Y-STR monoplex.
6. 10°C For ever

2.3.2 Para o sistema multiplex Mini-YSTR, Mini YSTR09

Apos a amplificacdo monoplex, foi realizada a amplificacdo do sistema multiplex. Para
tanto, a reacdo no volume final de 10uL, continha: 5uL do tampdo Qiagen multiplex PCR
master mix 2x; 1uL de primer mix a 5pmol/uL; 1uL de DNA (2ng/uL) e &gua. As condi¢cbes
termociclicas utilizadas no termociclador Veriti (ThermoFisher) foram as mesmas citadas na
Tabela 3 do item anterior (2.3.1).

2.4 Teste de temperatura de anelamento dos primers

O sistema multiplex MiniYSTR 09 foi desenvolvido com a temperatura 6tima de
anelamento de 62°C, (Tabela 3). Porém, testes adicionais com a amostra de DNA 9948,
variando a temperatura de 60°C a 65°C foram realizados, a fim de avaliar a amplificacdo de
cada marcador deste multiplex. Para o teste utilizando o termociclador Veriti (ThermoFisher) foi
realizada uma Unica reac¢do de PCR, nas condi¢des a seguir:

Tabela 4. Definicdes das condi¢cdes da PCR para teste de temperatura de anelamento.

Temperatura Tempo Referéncia
1. 95°C 15 min (step 1l/stage 1)
2. 94°C 30 seg 05 ciclos (stepl/stage2)
3. 65°%C 30seg ® (step 2) Thermo Veriti User’'s Manual
4. 72°C 0lmin  (step 3)
5. 94°C 30seg 30 ciclos (stepl /stage 3)
6. 60°C 30seg (step 2)
7. 72°C 0lmin  (step 3)
8. 60°C 45min

9. 15°C For ever
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2.5 Preparacao das Amostras (produtos da PCR) e deteccdo por eletroforese capilar

Para a separacdo dos produtos da PCR, aliquotas de 1uL foram adicionadas a mistura
contendo 8,8uL do desnaturante formamida (Hi-Di Formamide, ThermoFisher) e 0,2uL de LIZ
500 Size Standard (ThermoFisher). Em seguida, as amostras foram desnaturadas por
3min®/95°C e 3 min em banho de gelo. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese capilar, no sequenciador automético de DNA ABI PRISM® 3500 (ThermoFisher) e

utilizando-se de polimero POP-7 em capilar de 50cm, por 3Kv/ 5s.

2.5.1 Andlise dos Produtos da PCR

Para andlise dos fragmentos e tipagem dos alelos, foi utilizado o programa GeneMapper
v. 4.01 (ThermoFisher). O tamanho dos fragmentos considerados foram os que apresentavam-

se com RFU a partir de 100.

2.6 Construcéo dos Bins

Os bins do sistema Multiplex Mini YSTRO09, foram desenvolvidos para a genotipagem
automatica dos alelos no programa GeneMapper. Foram desenvolvidos contendo informacdes
referentes a cada Y-STR, suas respectivas faixas de alelos e tamanho em pares de bases.
Tais informagdes foram primeiramente determinadas utilizando-se a amostra de DNA controle
9948. Um valor médio foi calculado para cada alelo, com um desvio padrdo de 0,5. Arquivos
em formato de bloco de notas foram criados contendo informacdes dos bins referente a cada
alelo, seus respectivos tamanhos em pb, fluoréforo e unidades de repeticdo (tetra ou
pentanucleotidicas). Por fim, os arquivos foram importados para o programa GeneMapper, para

0 processamento das analises.

2.7 Etapas de validagéo

2.7.1 Teste de sensibilidade
Este teste de sensibilidade objetivou a andlise da quantidade minima de DNA necesséria

para a amplificagcdo e tipagem dos alelos referentes aos nove de mini -YSTR e do multiplex
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Mini-YSTROQ9. Para a determinacdo de tais parametros, foram utilizadas quatro amostras de
DNA, j& descritas no item 2.1. Trés amostras de DNA masculino (H1, H2 e H3) na
concentracdo estoque de 5ng/uL e uma amostra (controle positivo) do Kit Powerplex®Y23
System da Promega (H4) na concentracdo estoque de 2ng/uL. O teste foi realizado em
triplicata, em seis sistemas que variavam a quantidade de DNA em: 1ng, 500pg, 250pg, 125pg,
62.5pg e 31.25pg. As reacdes de PCR foram realizadas nas mesmas condi¢cdes descritas no
subitem 3.3.1.

2.7.2 Teste de Mistura

O teste de mistura foi realizado utilizando-se trés amostras masculinas (H1, H2 e H3)
das quatro amostras citadas no subitem 3.2.1 e uma (M1) amostra feminina. As reacoes de
PCR foram realizadas nas mesmas condi¢cbes descritas no subitem 3.3.1 e tais testes foram
subdivididos em dois sistemas, descritos a seguir:

v" Sistema |: Mistura homem/homem

Somente mistura de DNA masculino, para determinar em que fragéo ficaria evidenciado
a presenca de de ambas as amostras de DNA. Foi realizada em dois sistemas: H1/H2 e
H2/H3, na concentracao final no sistema de 500pg/uL e foram testadas nas seguintes diluigdes:
19:1; 9:1; 3:1; 1:1; 1:3; 1:9; 1:19.

v' Sistema II: Mistura Homem/mulher

Mistura de DNA masculino com DNA feminino, para determinar a influéncia do DNA
feminino na amplificacdo de amostras masculinas. A amostra masculina foi a H4 e a feminina a
M1. Esse sistema foi subdividido em duas etapas. A etapa | apresentava-se com mistura de
DNA masculino, com concentracdo final fixa de 500pg/uL, na presenca de DNA feminino,
variando nas diluicbes de: 400ng, 200ng, 100ng, 50ng e 10ng. A etapa Il apresentava-se com
mistura de DNA feminino com concentragéo fixa de 400ng/uL, na presenca de DNA masculino,

gue variava nas diluicbes de: 500pg, 250pg, 125pg, 62.5pg e 31.25pg.

2.7.3 Teste em amostras de DNA degradado
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Para o teste em amostras de DNA masculino, previamente extraidas de restos mortais
(osso humano), foram selecionadas 98 amostras de DNA do Laboratério de Diagndstico por
DNA da UERJ, as quais foram amplificadas por PCR com trés sistemas de amplificacdo: No
sistema multiplex Mini YSTRO09, desenvolvido neste trabalho e com os dois kits comerciais, o
AmpFISTR®MiniFiler™ e AmpFLSTR® Identifiler™ da ThermoFisher. Além disso, oito dessas
amostras também foram testadas como kit comercial, AmpFISTR®YfiIer”", da ThermoFisher.
As reacbes de amplificacdo foram realizadas nas mesmas condi¢cdes descritas no subitem
3.3.1, com excecédo do volume e da concentracdo da amostra de DNA passou a ser de 4uL e

200-500pg/ul, respectivamente.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do sistema multiplex

3.1.1 Desenho dos primers, amplificacdo do monoplex e multiplex e

eletroforese capilar

Os 06 primers redesenhados estdo dispersos no cromossomo Y. O DYS442 esta
localizado no Yq11.1; o DYS444 no Yq11.21; 0o DYS445 no Yq11.22; o DYS447 no Yql11.111; 0
DYS448 no Y(q11.222 e 0 DYS461 no Yql1.22. Para gerar amplicons de tamanho reduzido, as
regides 3" tanto do primer “foward” quanto do “reverse” dos marcadores DYS442, DYS445 e
DYS461 ficaram distante da regido de repeticdo entre 28 a 60 bases de DNA, enquanto que
para os DYS444, DYS445 e DYS447 ficaram distantes entre 5 a 28 bases.

Para a andlise do monoplex, a amplificacdo utilizando a temperatura de anelamento de
62°C, foi adequada para a amplificacdo de todos os seis marcadores. A andlise dos
eletroferogramas apresentou a leitura dos com a altura dos picos variando de 24.000 a 33.000
RFU. Picos "stutters" e alguns de artefatos foram encontrados. (Figura 2 e 3).

Para a andlise do multiplex, o resultado da amplificacdo utilizando a amostra de DNA
controle 9948, com a temperatura de anelamento de 62°C foi adequada para a amplificacdo de
todos os nove marcadores. A andlise dos eletroferogramas apresentou a leitura dos com a
altura dos picos variando de 2.400 a 3.300 RFU. Picos "stutters" e alguns de artefatos, também
foram encontrados. Apresentavam-se com a base mais larga, variando de 50 a 100 RFU, mas
nao interferiram na tipagem dos alelos. (Figura 4). Os RM-YSTRs nédo foram testados nesses
sistemas de amplificacdo, tendo em vista que ja foram padronizados em trabalhos ja descritos

na literatura.

Na Figura 5 € demonstrado um eletrofegrama relativo & amplificacdo de 2ng de DNA de
uma amostra de 0sso humano. Os bins desenvolvidos para o sistema Mini YSTRO9 (ver item
2.6), referentes ao alelos de cada do multiplex, sdo representados pelas barras verticais na cor

cinza.
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Figura 2. Eletroferograma dos marcadores DYS442 em vermelho, DYS444 em azul, DYS445 em verde e
DYS448 em vermelho. A escala na lateral esquerda da figura demonstra a RFU referente ao marcador

analisado.
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Figura 5.Eletroferograma de uma amostra de DNA degradado (osso humano) amplificada com o multiplex

B Y5P¥8enho dos primers e andlise do Multiplex MiniYSTR09

O sistema multiplex MiniYSTR 09 foi desenvolvido com a temperatura 6tima de
anelamento 62°C. Porém, testes adicionais com a amostra de DNA 9948, variando a
temperatura de 60° a 65°C, demonstraram que houve amplificacdo dos nove marcadores até a
temperatura de 64°C. Entretanto, tais variacfes de temperatura ndo sdo recomendaveis, tendo
em vista que nas temperaturas acima de 62°C as amplificacbes apresentaram alteragbes entre
a altura dos picos, conforme analise pelo eletroferograma. Em 62°C a menor altura detectada
foi de 6.000 RFU e a maior foi de 18.000 RFU, engquanto que com 64 °C, a menor foi de 2.000
e a maior foi de 10.000. Em 65°C, ainda houve amplificagdo de oito dos nove marcadores,

variando de 2.000 a 10.000 RFU. O unico marcador que ndo amplificou foi o DYS 444.
3.1.3 Estratégias de validacao
3.1.3.1 Teste de sensibilidade

Os testes demonstraram que houve amplificagcéo total, ou seja, em todos 0os nove locos
do multiplex MiniYSTR 09 nas variaces de 1ng a 0,062ng para as quatro amostras de DNA
masculino (H1 a H4) analisadas (Figura 6). Resultados estes similares aos obtidos em
trabalhos ja descritos na literatura (Asamura et al., 2006; Butler et al., 2002; Decorte et al.,
2008; Park et al., 2007. A analise dos eletroferogramas, considerando como altura minima dos
picos 100 RFU, demonstrou que a altura dos picos excedia 2000 RFU para todas as amostras
em até 62.5pg de DNA. Em 31.25pg de DNA, foi obtida amplificagdo parcial, variando de 07 a
08 (77,8% a 88,9%) amplificados, dependendo da amostra analisada.
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teste de sensibilidade
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DNA masculino nas variag¢ées de 1ng a 0,031ng

Figura 6. O Gréfico demonstra em porcentagem a amplificagdo total dos 09 loci do multiplex Mini
YSTRO09, para as quatro amostras analisadas, com excecao do valor de 0,031ng, o qual ndo houve

amplificac@o desses loci para todas as quatro amostras.

Os nove marcadores DYS444, DYS442, DYS445, DYS447 DYS448 e DYS461,
DYS570, DYS576 e DYS626 (sendo que 0s seis primeiros tiveram as sequéncias de primers
redesenhadas neste trabalho), foram amplificados em todas as amostras, nas dluicdes de 1 a
0,062ng de DNA. Porém, na menor diluicdo que é a de 0,031 ng (ou 31,25 pg) de DNA, houve
amplificacdo de oito marcadores nas amostras H1 e H3 e de sete marcadores nas amostras H2
e H4. Portanto, com o limite de detec¢édo variando de 1 a 0,062ng de DNA, tais resultados
apresentaram-se eficientes e satisfatorios, quando comparados aqueles obtidos na amplificdo
de amostras de DNA forense com kits de multiplexs comerciais disponiveis no mercado
(contendo STRs e ou X-STRs e Y- STRs).

Para que ocorra a amplificacdo total dos locos nas amostras com 0,031ng de DNA,
testes adicionais podem ser realizados aumentando o niumero de ciclos da PCR para até 32
ciclos (ASAMURA et al., 2008).

3.1.3.2 Teste de mistura

Misturas de DNA estdo presentes na maioria das amostras de casos forenses. A
presenca de multiplos alelos em varios locos-monoclonais de Y-STR, indica a presenca de

mistura € o numero de contribuintes € determinado pelo méximo de numero de alelos
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encontrados em um ou mais desses monoclonais. (BALLANTYNE e MAYNTZ-PRESS et al.,
2007). Contudo, as misturas encontradas em amostras forenses ndo consistem exclusivamente
de misturas na propor¢cdo 1:1 e € importante que seja determinado em que menor proporgcao
um dos contribuintes da mistura pode ser detectado. Portanto, para a verificagdo da eficiéncia
do Mini YSTR0O9 em discriminar perfis genéticos em misturas formadas por diferentes
proporcdes de DNA masculino e/ou de DNA masculino e feminino, os testes abaixo foram
realizados. Para as misturas Homem/Homem e Homem/Mulher, houve amplificacdo dos em

todas as diluicdes, sejam elas totais e parciais, como segue descrito abaixo:

v Mistura Homem/Homem:

O resultado do teste para os dois sistemas H1:H2 e H2:H3, demonstrou que houve
amplificacdo total dos nove marcadores do Mini YSTRO09 nas diluicbes em que as taxas dos
contribuintes estavam em propor¢des iguais, ou seja 1:1 ou quando apresentavam-se na
propor¢ao de trés vezes mais um do que o outro contribuinte (3:1 e 1:3). Para as outras
diluicbes, em que no sistema de mistura havia nove vezes ou dezenove vezes mais um
contribuinte do que outro, o de maior concentragdo apresentava amplificacdo total, enquanto o
outro apresentava-se com amplificacdo parcial. Portanto, nas diluicbes 19:1 e 9:1 e em 1.9 e
1:19, a amplificagdo parcial foi de quatro locos para o sistema H1:H2 e de dois para o sistema
H2:H3. A Figura 7 demonstra o percentual médio da amplificagdo do multiplex nos dois
sistemas e em cada diluicdo testada. A média de locos minimo amplificado em cada um variou
de 5,5 a 6,5. A analise individual dos marcadores demonstrou que os que amplificaram em
todas as diluigcBes (totais e/ou parciais) foram os marcadores: DYS445, DYS442, DYS444 e
DYS576, sendo que os trés primeiros tiveram as sequéncias de primers redesenhadas neste

trabalho.
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Mistura homem/homem
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Figura 7. Gréfico do perfil de mistura homem/homem, nas concentracgdes relativas de 19:1
a 1:19. As barras verticais referem-se as médias (em porcentagem) dos locos amplificados
entre as amostras da mistura, H1:H2 em azul e H2:H3 em vermelho.

v Mistura homem/mulher: Foi realizada em dois sistemas. No sistema |, com

DNA masculino constante em 500pg/uL, houve a amplificacdo total dos 09 marcadores,
guando no sistema a presenca de DNA feminino era de 10 a 200ng. Quando no sistema havia
400ng de DNA feminino, foi obtida apenas amplificagdo parcial, dos quatro marcadores,
DYS442, DYS448, DYS570 e DYS576, sendo que os dois primeros tiveram suas sequéncias

de primers redesenhadas neste trabalho (Figura 8).

Sistema | (homem/mulher)
DNA masculino constante 500pg /uL
120%
8 100%
B
= 80%
=
£ 60%
8
2 40% B H4AM1
S
e 20%
0%
10ng 50ng 100ng 200ng 400ng
Concentragdo variavel de DNA feminino

Figura 8. O grafico demonstra a amplificacéo total dos 09 locus do multiplex, quando no sistema existe
de 10 a 200ng de DNA femnino. Em 400ng de DNA feminino, a amplificacéo torna-se parcial.
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No sistema Il, com DNA feminino constante em 400ng e DNA masculino variando de
31,25pg a 500pg, ndo foi obtido amplificagdo total dos 09 marcadores. Houve somente
amplificacdo parcial, de: 01 marcador (11,1%) em 31.25pg e 62,2pg; de 04 marcadores (44,4%)
em 125pg; de 06 marcadores (66,7%) em 250pg e de 08 marcadores (88,9%) em 500pg
(Figura 9). Os marcadores que foram amplificados em até 125pg de DNA masculino foram os
marcadores DYS442, DYS448, DYS570, DYS576, sendo os dois primeiros com sequéncias de
primers redesenhadas neste trabalho. Portanto, para essas amostras testadas, fica
comprometida a deteccdo do DNA masculino nas concentracdes de 31,25pg até 250pg,
guando se tem no sistema 400ng de DNA.

Sistema Il (homem /mulher)
DNA feminino constante em 400ng/ulL

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00% I
o.00% | I

31.25pg 62.5pg 125pg 250pg 500pg
DNA masculino variando de 31,25 a 500pg

% de marcadores amplificados

Figura 9. O gréafico demonstra a amplificagdo de DNA masculino quando na presenca de
DNA feminino em 400ng.

3.1.4 Teste em amostras bioldgicas

As noventa e oito amostras de DNA de osso humano foram amplificadas com o
multiplex Mini YSTRO09. Os resultados das tipagens dos alelos foram eficientes e satisfatorios,
demonstrando que oitenta e oito amostras foram amplificadas,sendo trinta e nove amplificacbes
totais e quarenta e nove parciais. O nimero de locos amplificados variou de 01 a 09 (sendo 01
loco amplificado em apenas quatro amostras) e a média de locos amplificados foi de 6,08

(66,9%), como demonstra o0 anexo I.
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Além dessa andlise, as amostras amplificadas com o Mini YSTRO09 foram submetidas a
trés testes comparativos de amplificacdo com kit comerciais da Thermofisher, os quais foram
organizados em trés sistemas: Sistema |- Mini-YSTR09 mais o kit AmpFISTR®MiniFiler™:;
Sistema Il- Mini-YSTRO09 mais o kit AmpFLSTR®Identifiler™ e Sistema Ill- Mini-YSTRO09 mais
o kit AmpFISTR®Yfiler™. Do total de noventa e oito amostras de DNA analisadas com o Mini
YSTRO09, foram utilizadas setenta e cinco para amplificacdo no sistema I; vinte e cinco para o
sistema Il e sete amostras para o sistema Ill. O resultado também demonstrou que houve
amplificacfes totais e parciais em todos os multiplexs dos trés sistemas testados e os anexos |
e lll, respectivamente demonstram o numero de amplificado para cada sistema. A média de
amplificados para cada multiplex do sistema assim como a média total, seguem descritos na

Tabela 5 abaixo.

Tabela 5. Comparacgao das médias dos resultados de amplificagdo obtidos nos trés sistemas

Médias de locos Sistemal | Sitema ll Sistemal lll

amplificados (Mini-YSTRO9 mais o kit | (Mini-YSTRO9 mais o kit | (Mini-YSTRO9 mais o kit

AmpFISTR®MiniFiler™) AmpFLSTR®Identifiler ™) AmpFISTR®Yfiler™)

Para cada Multiplex do * 6,25 (69,4%) Mini YSTRO9 | * 6,6 (73,4%) para o Mini *7,7 (85,6%) para o Mini

Sistema (média parcial) YSTRO09 YSTRO09
* 7,4 (92,5%) para o

AmpFISTR®MiniFiIerTM * 8,28 (55,2%) para o *11,28 (70,5%) para o
AmpFLSTR®Identifiler™, | AmpFISTR®Yfiler™,

Do conjunto multiplex | * 13,6 (79,4%) * 14,8 (61,7%) * 19 (76%)
(média total)

Segundo Matsuki e colaboradores (2002), existem diversos kit comerciais de STRs e Y-
STRs disponiveis no mercado, os quais amplificam entre 100 a 450 pb e DNA. E mesmo que
nao sejam desenvolvidos especificamente para andlise de amostras de DNA degradadas, sédo
bastante utilizados para esse fim. Porém, os resultados obtidos ndo sao tao satisfatérios, tendo
em vista que a amplificacdo desse DNA torna-se prejudicada com STRs que amplificam

fragmentos acima de 200 pb.
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Nesse trabalho, os resultados das amplificacbes obtidas com os kits comerciais
AmpFLSTR®ldentifiler™(55,2%) do sistema | e AmpFISTR®Yfiler™(70,5%) do sistema II,
ambos constituidos por STRs, confirmaram tal afirmacdo, quando comparados com 0s
resultados obtidos com a amplificagdo dos Mini YSTR09 em ambos os sistemas e com o
resultado da AmpFISTR®MiniFiler™(92,5%) do sistema |.

Nos ultimos anos tém sido demonstrado que os Mini-STRs representam a melhor
solucdo para analise de DNA degradado (BAR et al., 1988; COBLE et al.,2005; WIEGAND et
al.,2001; WITAKER et al., 1995). Resultado também demonstrado neste trabalho, a partir dos
testes de amplificacdo com o multiplex Mini YSTR0O9 e com o kit comercial
AmpFLSTR®Minifiler™(Ver sistemas 1, Il e Ill). O Mini YSTR09 demonstrou resultados
eficientes e satisfatérios nos trés sistemas e a média total de amplificados foi maior no sistema
I (79,4%), quando na presenca dos dois multiplex constituidos de Mini STRs. Analisando
individualmente, cada loco deste multiplex, os DYS461, DYS576, DYS442, DYS448, DYS445,
DYS444 destacaram-se por amplificarem quase todas as amostras. Com excec¢do do DYS576,

todos os outros foram redesenhados neste trabalho.

Todos os locos detectados com sucesso e considerados para todas as analises foram
0s que apresentaram no eletroferograma, picos com altura a partir de 100 RFU. Porém, tais
locos, apresentaram desequilibrio em relagdo a altura dos picos, quando comparados com o
resultado das andlises da amostra de DNA controle, a qual variava de 2.400 a 3.300 RFU. Isto
pode ser explicado pelo fato de a amostra de DNA controle apresentar-se integra, pura,
enguanto que as amostras de DNA de 0sso humano podem nado apresentar-se em bom estado
de conservacado, além de apresentarem, na maioria das vezes, substancias contaminantes.
Como consequéncia, essas amostras amplificam com um baixo nimero de copias de DNA.
Metodologicamente, aumentando o numero de ciclos da PCR e adicionando mais DNA
polimerase ao sistema, existe a possibilidade de se elevar a quantidade de DNA amplificada e
consequentemente balancear a altura dos picos (SCHINEIDER et al., 2004). Porém, tais
metodologias, aumentam também o numero de alelos drop-out e alelos drop-in e com isso a

possibilidade de interpretacédo errbnea dos dados genéticos gerados (PFEIFFER et al., 1999).

Nas analises com YSTRs em amostras de baixo nimero de copias de DNA, os alelos
drop-out ndo fornecem nenhuma informag&o. Contudo € importante observar o aumento dos

alelos drop-in, bem como a presenca de DNA contaminantes e de falsos alelos (sttuters)
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(SCHINEIDER et al., 2004). Para os locos analisados, foi detectada também a presenca de
picos e de artefatos. Porém, podem ser considerados como sendo residuos ou “bolhas” de
molécula de corante e que podem ser removidos em processo de filtracdo em colunas. Sabe-se
gue na amplificacdo de DNA de amostras degradadas a qual ocorre em pequenos fragmentos,
a proporcao desses residuos no produto amplificado é maior e portanto, o impacto dessas

impurezas no eletroferograma é mais relevante (WHITAKER et al., 1999).
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4. CONCLUSAO

Pode-se concluir com este estudo que o multiplex Mini YSTR09 aqui desenvolvido,
dispde de marcadores eficientes, capazes de amplificar DNA masculino em até 0,062ng. Nos
casos dos testes de mistura de DNA contedo amostras de dois homens, a amplificacéo total &
evidenciada para ambas as amostras quando no sistema, existem até trés vezes mais DNA de
uma amostra do que do outro. No teste de mistura na presenca de 200ng DNA feminino, o DNA
masculino na concentracdo de 0,5ng/uL, pode ainda ser detectado com amplificacéo total dos

09 marcadores.

Nos estudos em amostras forenses (0sso humano), o multiplex Mini YSTR09 também
demonstrou bons resultados, apresentando amplificag&o total ou parcial em 66,9% em oitenta e
oito das noventa e oito amostras analisadas. Quando tais amostras foram comparadas com o0s
kits comerciais, amplificou mais de 75% das amostras analisadas, incluindo nessa estatistica
amostras de DNA gue ao serem testadas com tais kits, ndo haviam sido amplificadas e/ou
havia sido de forma parcial. Resultados similares, porém com oito amostras, foi publicado em
artigo cientifico como demonstra o anexo IV.Dentre os de Mini YSTR09 que foram amplificados
na maioria das amostras destacam-se cinco deles; os DYS461, DYS442, DYS448, DYS445 e
DYS444, que nado estao incluidos em sistemas comerciais e que para este trabalho suas
sequéncias de primers foram redesenhadas. Dentre os 03 marcadores do tipo RM-YSTR,
destacou-se o0 DYS576, o qual também amplificou a maioria das amostras analisadas.Portanto,
este novo multiplex, pode contribuir para estudos de amostras de DNA de caso forense e em amostras
de DNA masculino como um todo. Pois, além de mostrar eficiéncia nas andlises com DNA degradado
(amplificam fragmentos de DNA em torno de 120 a 280pb) pode mostrar-se eficente em diferenciar
linhagens masculinas em amostras com baixa diversidade de haplétipos, como por exemplo, entre
amostras de pai e filhos e entre irméaos, visto que nesse sistema multiplex existe a presenca de 03 loci do
tipo (RM) Y-STRs, além dos Mini YSTRs.
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CAPITULO II

ANALISE DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS NA POPULACAO DA CIDADE DE
MANAUS

RESUMO

Neste trabalho, foram avaliadas as frequéncias alélicas e haplotipicas, bem como os
parametros estatisticos forenses, para 23 de STRs de cromossomo Y presentes no kit
comercial PowerPlex®Y23 system (DYS19, DYS385a/b, DYS389l/l, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635, Y-
GATA-H4, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576, DYS643) e para 09 locos de Mini-
YSTR (DYS442, DYS444, DYS445, DYS447, DYS448, DYS461, DYS 570, DYS576, DYS626),
presentes no multiplex desenvolvido “in house” e denominado de Mini YSTR09, em uma
amostra de 214 homens nado relacionados, residentes na cidade de Manaus, Norte do Brasil.
Com o objetivo de analisar um maior nimero de locos possivel, as andlises das frequéncias
alélicas e haplotipicas, foram realizadas em trés grupos, os quais se diferenciavam pelo
namero de locos em cada grupo. Um total de 189, 204 e 168 haplotipos foram identificados
(grupo |, grupo Il e grupo Il, respectivamente). O loco que apresentou microvariancia foi o
DYS458. E a maior diversidade génica foi dos locos DYS626, DYS570, DYS576 e DYS447 no
grupo |; DYS385, DYS570, DYS458, DYS481 e DYS456 no grupo Il; e DYS385, DYS461,
DYS626, DYS458, DYS576, DYS447 e DYS456 no grupo lll. O DYS447, apresentou-se dentre
0s mais polimoérficos quando das analises no grupo | e lll. A capacidade de discriminacdo
aumentou progressivamente com o numero de Y-STRs incluidos na analise (95,76%, 99,40% e
100% para 9, 23, 29 Y-STRs, respectivamente). Portanto, o multiplex Mini YSTR09 contribuiu

de forma relevante para o estudo populacional da Cidade de Manaus.

Palavras- Chave: Y- STR; Haplotipos; genética de populacao
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ABSTRACT

In this study, we evaluated the allele frequencies and haplotypic, as well as the statistical
parameters, for 23 locos of STRs of Y chromosome present in commercial PowerPlex ® Y23
system kit (DYS19, DYS385a/b, DYS389l/ll, DYS390, DYS392 DYS391,DYS437,DYS438,
DYS393, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635, Y-GATA-H4, DYS481, DYS533,
DYS549, DYS570, DYS576, DYS643) and for 09 loci of Mini-YSTR (DYS442 , DYS444,
DYS445, DYS447, DYS448, DYS461, DYS576, DYS626, 570 DYS), present in the multiplex
developed in capter | and denominated the Mini YSTRO09, in a sample of 214 men not related,
residents in the Manaus city, northern Brazil. To analyze a larger number of locus as possible,
thereby increasing the ability of discrimination, the analyses of allele frequencies and
haplotypic, were carried out in five groups, which differed by the number of locus. A total of
189, 204 and 168 haplotypes were identified, depending on the group. Of the total number of
locus examined, the who presented microvariancy was the DYS458. The largest gene diversity
in Group | was of locus, DYS626, DYS570, DYS576 and DYS447; in Group Il, went to the
locos, DYS570, DYS458 DYS385, DYS481 and DYS456 and the Group Il was for DYS385,
DYS461 locos, DYS626, DYS458, DYS576, DYS447 and DYS456. The DYS447, among the
most polymorphic when analyses in Group | and Ill. The ability of discrimination has increased
progressively with the number of Y-STRs included in the analysis (95.76%, 99.40% and 100%
for 9, 23, 29 Y-STRs, respectively) so the multiplex Mini YSTRO09 contributed relevantly to the
study of the city of Manaus.

Keywords: Y- STR; Haplotypes; Population genetics
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1 INTRODUCAO

Marcadores de microssatélites, STRs em geral apresentam elevado poder de
discriminacdo em nivel de individuo e portanto, tém sido amplamente utilizados nas analises
forense em humanos. Embora os STRs de cromossomos autossdmicos tenham sido muito
empregados neste tipo de analise, os Y-STRs se destacam quando a andlise forense
direciona-se para a deteccdo do DNA masculino, principalmente nos casos que envolvem:
crimes com violéncia sexual em que geralmente ocorre mistura de material genético masculino
e feminino; determinacdo do ndimero de contribuintes da mistura, em caso de crime sexual
perpetrado por mais de um criminoso; identificacdo de pessoas desaparecidas e também em
casos de teste de paternidade em situacbes que o alegado pai ja € falecido. (HANSON e
BALLATYNE , 2006).

Em 1997, foi realizado um estudo contendo todos os Y-STRs disponiveis e os esultados
demonstraram que o conjunto formado na época, por nove Y-STRs (haplétipo minimo), era
capaz de discriminar a maioria dos individuos da populacdo (KAYSER et al., 1997). Porém,
devido a capacidade de discriminacdo relativamente baixa desses YSTRs, diversos novos
YSTRs vém sendo identificados e caracterizados para utilizacdo em estudos forense e de
andlise populacional, todos com o objetivo de aumentar esse poder de discriminagdo entre
haplétipos de Y-DNA (HANSON e BALLATYNE , 2006; REDD et al., 2002).

Atualmente é possivel acessar dados populacionais de Y-STRs e fazer buscas por
compartilhamento de haplétipos no maior banco de dados de haplétipos do cromossomo Y,
designado de YHRD. Mas, apesar do tamanho da base de dados ser extremamente importante
para a confiabilidade de uma estimativa da frequéncia de qualquer haplétipo (ROLF et al.,
2001), mais importante ainda é que estas bases de dados contemplem o maior nimero
possivel de locos Y-STR, uma vez que quanto mais extenso for o haplétipo, maior sera a
capacidade de discriminacdo (PASCALI et al., 1998). Além disso, é necessario e essencial 0
uso de um banco de dados da populacdo local para o calculo do indice de paternidade e
probabilidades forenses, para se determinar a probabilidade do perfil encontrado, pertencer ao

individuo testado.
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No presente trabalho sera avaliado o polimorfismo genético utilizando-se de 23 Y-STRs
na populacdo de Manaus, 0s quais estdo presentes no kit comercial kit PowerPlex® Y23
System (Promega) e também de 09 MiniY-STRs desenvolvidos neste trabalho e j& descritos no
capitulo I. Para este estudo populacional, a populacdo de referéncia utilizada baseou-se na
escolha aleatéria de um total de 214 individuos do sexo masculino e ndo aparentados entre si,
0s quais residem ou sdo naturais da cidade de Manaus.

Espera-se que os dados populacionais analisados, sejam ainda superados pelos dados
do conjunto formado por o Mini YSTR09 mais o kit PowerPlex® Y23 System, totalizando 29
marcadores de cromossomo Y analisados.

Este trabalho é de grande importancia, pois ndo existe um estudo populacional com
somente amostras de Manaus e com esta quantidade de marcadores. Portanto, o objetivo geral
deste trabalho é analisar o polimorfismo genético de um conjunto de 32 marcadores de
microssatélites, sendo 23 destes presentes no kit comercial PowerPlex® Y23 System e 09
marcadores de microssatélites de MiniY-STR, do multiplex desenvolvido “in house”; Determinar
as frequéncias alélicas e haplotipicas desse conjunto de 32 marcadores de microssatélites.
Como objetivo especifico, pretende-se: Descrever as frequéncias haplotipicas e alélicas dos
marcadores Y (DYS576, DYS389I, DYS448, DYS389Il, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549,
DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393,
DYS458, DYS385a/b, DYS456 e Y-GATA-H4 do kit PowerPlex® Y23 System e dos marcadores
DYS442, DYS444, DYS445, DYS447 e DYS461 do multiplex desenvolvido “in house”, em uma
amostra populacional de Manaus; descrever a diversidade haplotipica, a diversidade génica e a

capacidade de discriminacéo, para os locos analisados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras bioldgicas

Foram selecionadas para o estudo 214 amostras biolégicas existentes no Laboratério
de Diagnostico Molecular da Universidade Federal do Amazonas, sob a responsabilidade do
Professor Doutor Spartaco Astolfi Filho. As amostras foram originadas da Tese de Doutorado
da Dra. Isabel da Mota Pontes, proveniente do programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia.
As amostras selecionadas pertencem a individuos somente do sexo masculino, geneticamente
nao relacionados, com idades iguais ou superiores a 18 anos, residentes na cidade de Manaus,
Amazonas. Aos doadores foram entregues o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), (Anexo V), no qual cada individuo expressou sua vontade em participar deste projeto,

e também de preencher um questionario, de acordo com a Resolugdo CNS 196/96.
2.2 Coleta das amostras

Foram coletadas dos doadores cerca de 2 mL de sangue, utilizando-se seringas e
agulhas descartaveis, por meio de sistema vacuntainer contendo EDTA. Apds a coleta, os
tubos foram codificados e armazenados a 4 °C até a extracdo dos DNAs. A coleta do material
biologico e a extragdo do DNA foram realizadas no Laboratério de Diagnostico Molecular do
Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM.

2.2.1 Extracdo de DNA
O procedimento adotado na extracdo de DNA de 100 amostras foi 0 mesmo descrito no
protocolo do Kit Wizard Genomic DNA Purification, da Promega. As outras 100 ja haviam sido

previamente extraidas adotando-se o procedimento de extracdo descrito no Kit QIAMP DNA

mini e Blood Mini Handbook, da Qiagen.

2.2.2 Determinacéo da concentragcdo de DNA
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A concentragcdo de DNA das amostras biologicas aqui utilizadas foram determinadas por
espectrofotometria. O equipamento utilizado para a leitura foi o espectrofotbmetro modelo
NanoDrop 2000 (Thermo scientific), que utiliza um sistema de retengcédo e medi¢cdo do volume
da amostra diretamente em um pedestal 6ptico com um espectro de 190 a 840 nm.

2.3 Amplificagéo das regides STR do cromossomo Y

2.3.1 Sistemas de amplificacdo multiplex utilizados

Para a amplificacdo de regifes polimoérficas STRs do cromossomo Y, foram utilizados
primeiramente o sistema multiplex PowerPlex® Y23 System da Promega, seguido do multiplex
“in house” Mini YSTRO09, desenvolvido neste trabalho. O kit comercial apresenta iniciadores
para a co-amplificacdo de 23 locos de YSTR, como seguem descritos na tabela 1. O Mini
YSTRO09, descritos nas Tabelas 1 e 2 do capitulo I, co-amplifica 09 locos de miniY-STR.

Tabela 1. informagdes dos locus presentes no kit comercial PowerPlex® Y23 System (Promega)

YSTR Repeticdo 5 — 37 Fluoréforo
DYS576 AAAG Fluorescein
DYS389l/l (TCTG) (TCTA) Fluorescein
DYS448 AGAGAT Fluorescein
DYS19 TAGA Fluorescein
DYS391 TCTA JOE
DYS481 CTT JOE
DYS549 GATA JOE
DYS533 ATCT JOE
DYS438 TTTTC JOE
DYS437 TCTA JOE
DYS570 TTTCT TMR-ET
DYS635 TSTA composto TMR-ET
DYS390 (TCTA) (TCTG) TMR-ET
DYS439 AGAT TMR-ET
DYS392 TAT TMR-ET

DYS643 CTTTT TMR-ET
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DYS393 AGAT CXR-ET
DYS458 GAAA CXR-ET
DYS385a/b GAAA CXR-ET
DYS456 AGAT CXR-ET
Y-GATA-H4 TAGA CXR-ET

2.3.2 Reacdao de amplificagdo dos sistemas multiplexes

A reacdo de amplificacdo por PCR com o kit PowerPlex® Y23 System, com um volume
final de 10uL, continha: 2uL de master mix (5x),luL de primer pair mix(10x),luL de DNA

(2ng/uL) e &gua. As condigbes termociclicas utilizadas seguem descritas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Definigbes das condi¢cdes da PCR para o multiplex PowerPlex® Y23 System.

Temperatura Tempo Referéncia
1. 96°C 02 min
2. 94°C 10 seg \
3. 61°C 01lmin }30 ciclos Manual do Kit PowerPlex® Y23 System
4. 72°C 30 seg
5. 60°C 20 min }
6. 4°C FOR EVER

Para a amplificagdo do multiplex “in house”, Mini YSTR09 a reacdo de PCR com um
volume final de 10uL, continha: 5uL do tamp&o Qiagen multiplex PCR master mix 2x; 1uL de
primer mix a 5pmol/uL; 1uL de DNA (2ng/uL) e 4gua. As condi¢des termociclicas utilizadas no

termociclador Veriti (ThermoFisher) seguem descritas na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Definigcbes das condi¢cdes da PCR para o multiplex Mini YSTRO09.

Temperatura Tempo Referéncia

1. 95°C 15 min
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2. 94°C 01 min
3. 60°C 02min 30 ciclos AmpFISTR Y Filer User's Manual
4. 72°C 01min
5. 62°C 80min
6. 10°C For ever

2.4 Preparacdo das Amostras (Produto de PCR) e deteccao por eletroforese Capilar

Para o processo de denaturacdo, aliquotas de 1luL das amostras de PCR foram
adicionadas a mistura contendo 8,6uL do desnaturante formamida (Hi-Di Formamide, Applied
Biosystems) e 0,4uL de CC5 ILS 500 (internal Size Standand da Promega). Em seguida, foram
submetidas por 3min®/95°C e 3 min em banho de gelo. Por eletroforese capilar no ABI PRISM
®3500, as amostras foram separadas, usando o polimero POP-7 em capilar de 50cm, por 3Kv
por 5s.

2.5 Andlise dos Produtos da PCR

A analise dos fragmentos e tipagem dos alelos foram realizadas a partir programa
GeneMapper v. 4.01 (ThermoFisher). O tamanho dos fragmentos considerados para esta

analise foram somente 0s que apresentavam- se com RFU a partir de 100.

2.6. Andlises estatisticas

A determinacdo das frequéncia alélica ou genotipica (no caso do loco DYS385) e a
diversidade génica (DG) foram calculadas por meio da contagem direta. Foram calculadas
também as frequéncias haplotipicas e a capacidade de discriminacao (CD), utilizando-se
software Arlequin,v. 3.5.1.2 (EXCOFFIER et al., 2005). Os célculos foram realizadas com trés
grupos que se diferenciavam quanto ao numero de marcadores genéticos analisados, sendo:
09 do multiplex Mini YSTRO9 para o grupo I; 23 do Kit comercial PowerPlex® Y23 System para

o grupo Il e a somatdria dos presente em ambos multiplexes, para o grupo .
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Para a obtencao do numero de haplétipos e diversidade haplotipica, as analises foram
realizadas para esses trés grupos citados e também, para o conjunto de 17 microssatélites
(DYS19, DYS385a, DYS385b, DYS3891, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635, Y GATA H4). Esses 17 de
Y-STRs, sdo os mais comumente utilizado por geneticistas forenses, pois além de serem os
mesmos 17 presentes no kit comercial AmpFISTR Yfiler (Thermofisher), estéo incluidos entre
os 23 do kit comercial PowerPlex® Y23 System (Promega). Portanto, dois novos grupos foram
analisados, sendo o grupo IV somente com os 17 locos acima citados e o grupo V, com a
somatéria dos locos presentes neste Kit comercial e no multiplex Mini YSTRQ9.

Desta maneira, pretende-se demonstrar que o aumento do numero de marcadores

genéticos deve contribuir para o aumento do poder discriminativo dos Y-STRs.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacéao das frequéncias dos alelos e da diversidade génica
As frequéncias alélicas foram utilizadas para este trabalho como base para os dados
estatisticos em geral. Seguem descritas para os trés grupos (I, Il e Ill), separados pela

guantidade de locos analisados.

v Fequéncia alélica para os locos do multiplex Mini YSTR09 (Grupo 1): As

frequéncias alélicas foram determinadas a partir da tipagem da amostra populacional
constituida de 189 individuos néo relacionados geneticamente. A Tabela 4 descreve para cada
locos, as frequéncias alélicas e a diversidade génica dos Y-STRs (Min Y-STRS e RM-YSTRS)
avaliados neste grupo. Os mais polimérfico foram: DYS626 (0,8121), DYS570 (0,8086),
DYS576 (0,7711) e DYS447 (0,7299). O locu menos polimorfico foi o DYS442 (0,4718). O
namero de alelos encontrados para os 9 YSTRs, variou entre 6 a 29 e nessa mesma Tabela 4,
o alelo mais frequente segue juntamente com o valor respectivo de frequéncia alélica

sublinhado e destacado em cinza.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) para os do Multiplex Mini YSTR09
Alelo DYS442 DYS444 DYS445 DYS447 DYS448 DYS461 DYS570 DYS576 DYS626

6 0,01587

7

8

9 0,04233
10 0,02116 0,07407 0,11111
11 0,16931 0,08995  0,19577 0,63492 0,05291
12 0,69841 0,65608  0,63492 0,1746 0,03704
13 0,10582 0,16931  0,07937 0,03704 0,00529  0,02116
14 0,00529 0,08466 0,01058 0,01058  0,01587
15 0,05291 0,02646  0,1164
16 0,00529 0,14815 0,09524  0,34921
17 0,02116 031217 0,25926  0,17989
18 0,08466 0,2381 0,32804  0,08995
19 0,48148 0,11111  0,20106  0,08466
20 0,25926 0,0582 0,0582 0,03704
21 0,12698 0,03175 0,01587  0,01587
22 0,01587  0,01587 0,03175
23 0,11111  0,00529 0,00529
24 0,16931
25 0,44974
26 0,14286
27 0,06878
28 0,03704
29 0,00529

DG 0,471883 0,525635 0,546513 0,729931 0,676914 0,550882 0,808653 0,771199 0,812014
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v" Fequéncia alélica para os locos do kit comercial PowerPlex® Y23 System (Grupo

1n):

Para este grupo, as frequéncias foram determinadas a partir da tipagem da amostra

populacional constituida de 204 individuos néo relacionados geneticamente.

A Tabela 5 descreve para cada genético, as frequéncias alélicas e a diversidade génica
(DG) para os 23 Y-STRs avaliados neste grupo. Os mais polimérficos foram: DYS385 (0,9950),
DYS570 (0,7980), DYS458 (0,7947), DYS481(0,7506) e DYS456 (0,7367). Os menos
polimoérficos foram o DYS393 (0,4889) e DYS533 (0,3760). O numero de alelos encontrados
variou entre 9 a 26. Essa mesma Tabela 5, o alelo mais frequente segue juntamente com o

valor respectivo de frequéncia alélica, segue sublinhado e destacado em cinza.

Tabela 5. Frequéncias alélicas e diversidade génica (DG) para os 23 YSTRs do kit comercial PowerPlex® Y23

System
Alelo DYS576 DYS3891 DYS448 DYS 389l DYS19 DYS391 DYS481 DYS549
9 0,0049

10 0,02941 0,52941 0,0098
11 0,03922 0,35784 0,17157
12 0,22549 0,0049 0,03922 0,37745
13 10,0049 0,54902 0,0049 0,20588  0,07353 0,34804
14 0,0098 0,12745  0,0049 0,01961 0,53431 0,07353
15 0,03922 0,01961 0,06373 0,20588 0,01471
16 0,10294 0,0098 0,0098 0,48529 0,02941
17 0,25 0,02451  0,27941 0,02451
18 0,34314 0,08333  0,08824
19 0,17157 0,47059  0,03922 0,0098
20 0,05882 0,25 0,0049 0,0049
21 0,01961 0,3725 0,0049 0,06373
22 0,01471  0,0049 0,43137
23 0,0049 0,13235
24 0,16667
25 0,10784
26 0,01961
27 0,03431
28 0,02451
29 0,0049

DG 0,77422 0,628604 0,569384 0,672533  0,628274 0,584731 0,750627  0,70122




Alelo DYS533 DYS438 DYS437 DYS570 DYS635 DYS390 DYS439 DYS392
9 0,0098 0,12255 0,0098 0,0098
10 0,0049  0,23529 0,06863 0,06863
11 0.,76471 0,20098 0,33824 0,33824 0,33824
12 0,19608 0,42647 0,41176 0,41176 0,07353
13 0,02451 0,0049 0,15196 0,15196 0,42647
14 0,43627 0,01471 0,0098 0,0098 0,12255
15 0,47059 0,04412 0,0098 0,0098 0,03431
16 0,09314 0,08824
17 0,30882
18 0,26961
19 0,13235 0,01471
20 0,05392 0,02451 0,0049
21 0,03922 0,21569  0,05392
22 0,04412 0,18137  0,06863
23 0,0049 0,45588  0,33333
24 0,08333  0,46078
25 0,02451  0,07843
26 0,0049
DG 0,37605 0,707326 0,579538 0,7980587 0,704394 0,687957 0,68795737 0,682115
Alelo DYS643 DYS393 DYS458 DYS456 YGATAH4 DYS385
5 0,0049 Genotipo
8 0,01961 0,01961 10-13 14-14
9 0,08824 10-14 14-15
10 0,5098 0,01471 10-15 14-16
11 0,15686 0,02941 0,41667 11-11 14-17
12 0,16667 0,16176 0,51471 11-12 14-18
13 0,04412 0,68627 0,05392 0,02941 11-13 14-19
14 0,0049 0,11275 0,01961 0,09804 11-14 14-21
15 0,0049 0,03431 0,14216 0,39706 11-15 15-15
16 0,0049 0,27451 0,31373 0,0049 11-16 15-16
16,2 0,0049 12-12 15-17
17 0,23529 0,08333 12-14 15-18
17,2 0,0098 12-15 15-19
18 0,22059 0,01471 12-16 16-16
19 0,06863 12-17 16-17
20 0,01961 0,0049 12-18 16-18
20,2 0,0049 13-13 17-17
21 13-14 17-18
22 13-15 17-19
23 0,0049 13-16 17-20
24 13-17 18-19
25 13-18 19-20
26 13-19
DG 0,67753 0,488953 0,79479 0,7367086 0,560354 0,99501

79
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v" Fequéncia alélica para os locos do kit comercial PowerPlex® Y23 System
mais os _do Mini YSTRO09 (Grupo llI):

Para este grupo, as frequéncias foram determinadas a partir da tipagem da amostra
populacional constituida de 168 individuos nao relacionados geneticamente.

A Tabela 6 descreve para cada genético, as frequéncias alélicas e a diversidade génica
para os 29 Y-STRs avaliados neste grupo. Os mais polimorficos foram o DYS385 (0,9285),
DYS626 (0,8128), DYS458 (0,7986), DYS576 (0,7721), DYS447(0,7326), DYS456 (0,7245). Os
menos polimdrficos foram o DYS533 (0,4180), DYS393 (0,4830), DYS442 (0,4802). O numero
de alelos encontrados variou entre 9 a 29 e nessa mesma tabela, o alelo mais frequente segue
juntamente com o valor respectivo de frequéncia alélica, segue sublinhado e destacado em

cinza.

Tabela 6. Frequéncia alélica e diversidade génica (DG) para o conjunto de de YSTRs do kit comercial PowerPlex®
Y23 System mais Mini YSTR09

Alelo DYS576 DYS389I DYS448 DYS 3891l DYS19 DYS391 DYS481 DYS549
9 0,07143
10 0,02976 0,53571 0,0119
11 0,04167 0,35714 0,15476
12 0,22619 0,03571 0,39286
13 0,00595 0,54167 0,21429 0,34524
14 0,0119 0,125 0,55952 0,07738
15 0,02976 0,02381 0,17857 0,01786
16 0,10714 0,0119 0,0119 0,02381
17 0,2381 0,02381 0,02381
18 0,34524 0,08929 0,00559
19 0,19048 0.49405 0,00559 0,00595
20 0,05357 0,23214 0,01676 0,00595
21 0,01786 0,13095 0,06145 0,06548
22 0,0119 0,46927 0,43452
23 0,00595 0,31285 0,14286
24 0,07821 0,16667
25 0,02793 0,08929
26 0,01117 0,01786
27 0,00559 0,03571
28 0,00559 0,02976
29 0,00595

DG 0,772105 0,636476 0,676019 0,670707 0,607996  0,579088 0,748158 0,696071
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Alelo DYS533  DYS438  DYS437  DYS570  DYS635 DYS390  DYS439  DYS392
9 0,119 0,1131 0,0119
10 0,00595  0,22024 0,07143
11 072619  0,22024 0,31548  0,33929
12 023214  0,44048 042857  0,05357
13 0,02381  0,00595 0,14881  0.43452
14 0,44643  0,01786 0,0119 0,125
15 047024  0,04167 0,0119 0,04167
16 0,08333  0,10119
17 0,32738
18 0,2381
19 0,13095  0,0119
20 0,05357  0,02381 0,00595
21 0,04167  0,20833 0,05952
22 0,04167  0,17262 0,07143
23 0,00595  0,47024 0,32738
24 0,08333 0,45833
25 0,02976 0,07738
26 0,00595

DG 0418015 0,696139 0,572631 0,80031 0,697137 0,668088 0,689129 0,675808

Alelo DYS643 DYS393 DYS458 DYS456 YGATAH4 DYS385 |
8 0,02381 0,01786 Genotipo
9 0,10119 10-13 13-15 17-17
10 0,51786 0,00595 10-14 13-16 17-18
11 0,1369 0,02976 0,42262 10-15 13-17 17-19
12 0,17262 0,15476 0,50595 11-11 13-18 17-20
13 0,03571 0,69048 0,05952 0,04167 11-13 13-19 18-19
14 0,00595 0,125 0,01786 0,09524 11-14 14-14 19-20
15 0,00595 0,02381 0,1369 0,39286 11-15 14-15
16 0,00595 0,2619 0,31548 0,00595 11-16 14-16
16,2 0,00595 12-12 14-17
17 0,25 0,08929 12-14 14-18
17,2 0,0119 12-15 14-19
18 0,21429 0,0119 12-16 14-21
19 0,07143 12-17 15-15
20 0,02381 0,00595 12-18 15-16
20,2 0,00595 13-13 15-17

21 13-14 15-18
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DG 0,671129 0,483059 0,798648 0,72452 0,563245 0,9285
Alelo DYS442 DYS444 DYS445 DYS447 DYS461 DYS626
6 0,01786
7
8
9 0,04167
10 0,01786 0,06548 0,1131
11 0,17262 0,08333 0,18452 0,61905 0,05952
12 0,69048 0,66667 0.65476 0,18452 0,03571
13 0,1131 0,16667 0,07738 0,04167 0,01786
14 0,00595 0,08333 0,01786
15 0,10714
16 0.35119
17 0,16667
18 0,09524
19 0,08929
20 0,04167
21 0,01786
22 0,01786
23 0,11905
24 0,16667
25 0.44048
26 0,1369
27 0,07738
28 0,03571
29 0,00595
DG 0,480294 0,513884 0,526647 0,737667 0,566465 0,812853

3.2 Determinacdo das Frequéncias de Hapl6tipos do cromossomo Y na amostra

populacional estudada.
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Foram utilizadas para o estudo amostras de DNA de 214 individuos masculinos, ndo
correlacionados geneticamente. Porém, a obtencdo do numero de haplétipos completos foi
inferior ao nimero de individuos estudados, pois algumas regiées de Y-STR e/ou mini-YSTR
nao foram amplificadas em todas as 214 amostras de DNA. E os haplétipos incompletos ndo
foram utilizados nas determinacdes das frequéncias dos alelos em cada regido dos Y-STR e/ou
mini-YSTR, nos grupos de haplétipos analisados.

Os resultados da frequéncias haplotipicas seguem divididos em cinco grupos de

analises, como citado anteriormente no item 2.7.

v Para o grupo |, utilizando o multiplex Mini YSTRO09:

Do total de 214 amostras de DNA, 189 foram tipadas em todas as 09 regiées de miniY-
STR. Nessas 189 amostras, o resultado demonstrou a ocorréncia de 181 haplétipos Unicos e
de 08 haplétipos compartilhados por até quatro individuos. As frequéncias dos haplétipos
variaram de 5,29 x 103, 1,06 x102, 1,59 x10? a 2,12 x102. No anexo VI, estéo apresentados os

diferentes hapl6tipos e tais frequéncias haplotipicas resultantes dessa analise.

v Para o grupo ll, utilizando o kit PowerPlex® Y23 System:

Do total de 214 amostras de DNA, 204 foram tipadas em todas as 23 regides de Y-STR.
Nessas 204 amostras, o resultado demonstrou a ocorréncia de 202 hapl6tipos Unicos e de 02
haplétipos compartilhados por até dois individuos. As frequéncias dos hapl6tipos variaram de
4,90 x 10° a 9,80 x10°. No anexo VIl sdo apresentados os diferentes haplétipos e tais

frequéncias haplotipicas resultantes dessa analise.

v Para o grupo Ill, utilizando o conjunto multiplex: Kit comercial PowerPlex®
Y23 System mais 0 Mini YSTR09:

O numero total de marcadores de microssatélites nos dois multiplex analisados é 32,
sendo que 23 YSTR estdo presentes no Kit comercial PowerPlex® Y23 System e 09 MiniY-
STR, estéo presentes no multiplex Mini YSTR09. Porém 03 marcadores do tipo Mini-YSTR s&o

compativeis com os existentes no Kit comercial. Portanto, o polimorfismo estudado € o mesmo,
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variando simplesmente o tamanho do fragmento por deslocamento dos primers para um local
mais proximo da zona de repeticdo. Sendo assim, para o estudo da fequéncia haplotipica sera
considerado para este grupo lll, um total de 29 marcadores, sendo 23 do kit comercial e 06 do
multiplex Mini-YSTRO9.

Do total de 214 amostras de DNA 168 foram tipadas nas 29 regides de YSTR/Mini-
YSTR. O resultado demonstrou a ocorréncia de 168 haplétipos Unicos. A frequéncia haplotipica
foi de 5,95 x 10°. No anexo VIII sdo apresentados os diferentes haplétipos resultantes dessa
andlise.

As 168 amostras tipadas no grupo lll, foram as utilizadas para a andlise dos grupos IV e

V, como seguem descritas abaixo.

v Para o grupo 1V: 17 Marcadores presentes também no Kit comercial
AmpFISTR®Yfiler ™ (ThermoFisher)

O resultado demonstrou para as 168 amostras tipadas no grupo IV, a ocorréncia de
167 haplétipos unicos e de 01 haplétipo compartilhado por dois individuos com a frequéncia
haplotipica foi de 5,95 x 10 e de 1,19 x 10% No anexo IX sdo apresentados os diferentes

haplétipos resultantes dessa analise.

v Para grupo V: Conjunto de 25 marcadores, sendo 17 presentes no kit
AmpFISTR®Yfiler ™ mais 08 marcadores do Mini YSTRO9.

O grupo V é composto por esses 17 e mais os 09 marcadores do Mini YSTR09
totalizando 26 marcadores analisados. O locos DYS448 esta presente tanto neste kit comercial
guanto no Mini YSTRO09, Portanto, a analise desse grupo sera composta de 25 marcadores no
total.

Para o grupo V, o resultado demonstrou a ocorréncia de 168 haplotipos unicos. A
frequéncia haplotipica foi de 5,95 x 10, No anexo X s&o apresentados os diferentes hapl6tipos

resultantes dessa analise.

3.3 Diversidade Haplotipica
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Visando avaliar a importédncia do nimero e do polimorfismo de regides de Y-STR
reunidas em um haplétipo para estudo de heranca patrilinea, a diversidade haplotipica foi
calculada com base nas frequéncias haplotipicas encontradas em cada grupo e subgrupo
anteriormente citado.

Considerando-se o grupo I, com haplétipo baseado em 09 Mini Y-STRs, dentre as 189
amostras avaliadas, 181 eram diferentes e oito haplétipos foram encontrados por 13 vezes;
para o grupo |l das 204 amostras avaliadas, 202 eram diferentes e 02 foram compartilhadas por

dois individuos. Para o grupo lll e grupo V, houve somente haplétipos Unicos no total de 168;

para o grupo 1V, houve 167 haplotipos Unicos e um compartilhado por dois individuos.

3.4 Capacidade de discriminagdo

A capacidade de discriminagdo, ou seja, a probabilidade dos dois individuos testados
serem diferenciados, para cada grupo analisado, foi respectivamente de: 0,9576 (99,3%) para o
grupo I; 0,9901 (99,01%) para o grupo Il; 1,000 (100%) para o grupo Il e grupo V e 0,9994
(99,04%) para o grupo IV.



86

4. DISCUSSAO

4.1 Estudo da populacédo da Cidade de Manaus

Nas andlises forenses e de estudos populacionais em geral, a partir da utilizacdo de
marcadores do cromossomo Y, sejam eles Y-STRs ou Mini - YSTRs é necessario conhecer a
distribuicdo das caracteristicas alélicas dos marcadores na populagéo de referéncia, investigar
quais apresentam maior diversidade, isto €, maior poder de discrimina¢do, bem como quais os
haplotipos mais frequentes, para que seja garantida uma correta interpretacdo dos resultados.
Portanto, para as 214 amostras de DNA masculina da populagéo de Manaus, foram utilizados
nove Mini Y-STR do multiplex Mini YSTRO09, (desenvolvido neste trabalho os quais, ap6s
otimizacdo dos procedimentos de validacdo e genotipagem em amostras degradadas,
demonstraram-se Uteis e eficientes para aplicacdo na prética forense), além dos 23 marcadores
de Y-STRs provenientes do kit comercial kit PowerPlex Y23 (Promega). Os dados estatisticos

estdo descritos nos tépicos a seguir.

4.2 Andlises estatisticas

4.2.1 Frequéncia alélica e diversidade génica

v Para o Grupo |: Mini YSTR09

Dos 09 mini Y-STRs analisados, os que apresentaram maior diversidade génica foram
os: DYS626 (0,8121), DYS570 (0,8086), DYS576 (0,7711) e DYS447 (0,7299). Desses quatro
marcadores, trés (DYS570, DYS576 e DYS447) apresentaram resultados coincidentes quando
comparados com os resultados de Palha e colaboradores (2012), o qual analisou uma
populacdo do Norte do Brasil (com 14 YSTRS), incluindo nesse estudo 75 amostras da cidade

de Manaus.
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O Marcador DYS447, que neste trabalho foi redesenhado com a finalidade de
construcdo de um Mini-YSTR, para obtencdo de melhores resultados em amostras com DNA
degradado, nédo faz parte de nenhum kit comercial. Foi identificado e caracterizado por Redd e
colaboradores (2002) como Y-STR, demonstrando-se com diversidade génica elevada na
populacdo estudada. Este marcador, diferentemente de todos os outros marcadores é do tipo
pentanucleotideo, igual aos conhecidos e altamente polimérficos marcadores PENTA D e
PENTA E do kit PowerPLex 16 (Pormega). As repeticbes de penta e hexanucleotideos
apresentam, aproximadamente, duas vezes menos repeticdes e S40 menos comuns que as
repeticdes tri e tetranucleotideos. Assim, os Y-STRs com unidades de repeticdo mais longas
sd0 mais robustos em distinguir os haplogrupos do cromossomo Y, sendo considerados como
uma classe atrativa de YSTRs para estudos de populacdes e analises forenses (JARVE et al.,
2009).

Os marcadores DYS626, DYS570 e DYS576, 0os quais apresentaram-se dentre aqueles
citados com maior diversidade génica do conjunto de 09 MinY-STR analisados, estdo entre os
23 Y-STRs contemplados pelo recém-lancado Powerplex Y23 (Promega), o kit comercial com
maior nimero de marcadores na atualidade (DAVIS et al., 2012). Portanto, fica evidenciada a
importancia de que haplétipos sejam compostos por novos marcadores com a finalidade de
aumentar a capacidade discriminatéria e consequentemente, diminuir a probabilidade de
coincidéncia haplotipica devido ao acaso (SHI et al., 2009).

O DYS442 marcador que também foi redesenhado neste trabalho, diferentemente do
gue ja havia sido descrito por lida e colaboradores (2001), onde na populacdo estudada
demonstrou-se (til para analises forenses, aqui foi 0 que apresentou a menor diversidade
génica (0,4718).

v Para o Grupo ll: Powerplex Y23

Para os 23 YSTRs presentes nesse Kit, os marcadores que apresentaram maior
diversidade génica foram os: DYS385 (0,9950),DYS570 (0,7980), DYS458 (0,7947), DYS481
(0,7506) e DYS456 (0,7367). Em relacdo ao resultado obtido com o DYS385, de certa forma ja
era esperado, uma vez que o DYS385 representa a amplificacdo simultdnea de duas regibes
idénticas do cromossomo Y separadas por 40.000 pares de base e que mutam de forma

independente. Resultados semelhantes s&o observado por todos os outros estudos envolvendo
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este marcador (CAINE et al., 2005, CHEMALE et al, 2013; GOIS et al, 2008;
GRATTAPAGLIA et al., 2005; LEITE, FP et al., 2008; PALHA et al., 2007; PEREIRA et al.,
2007; SCHWENGBER et al, 2009; WOLFGRAMM et al., 2011)

Diferentemente dos resultados também ja observados, o marcador DYS389Il ndo esta
entre os mais polimoérficos (0,6725) nesta analise da populacdo de Manaus, lembrando que
este marcador também é multicopia e contém o DYS389l (0,6285). Portanto, mesmo 0s
marcadores DYS385 e o DYS3891/ll sendo mantidos nos kits comerciais devido a sua elevada
diversidade génica e, consequentemente, maior capacidade de discriminar individuos, faz-se
necessario destacar neste trabalho, a diversidade génica dos marcadores ndo duplicados. Até
mesmo porque, esta diversidade elevada é consequéncia do maior ndmero de alelos
apresentado por estes marcadores para a populacdo estudada.

Interessantemente, trés dos cinco marcadores mais polimoérficos deste estudo o
DYS570 (0,7980), DYS456 (0,7367) e DYS481 (0,7506) ndo fazem parte do grupo de
marcadores que constituem o YHRD e consequentemente, ndo participam do conjunto de
marcadores mais comumente utilizados em casos forenses (usados com o popular kit
comercial Y-Filer da Thermofisher). Estdo entre seis novos Y-STRs altamente discriminatorios
do kit PowerPlex® Y23 System, os quais tiveram uma tipagem bem sucedida em 951 amostras
do estudo citado (DAVIS et al., 2012), o que demonstra o grande beneficio do uso desse Kkit,
devido a presenca de adicionais que aumentam o poder e a discriminacdo da tipagem dos Y-
STRs. Tais marcadores, mesmo sendo simples cépia, apresentam DG mais elevada do que os
DYS389l/1l e foram de fundamental importancia para a maior capacidade de discriminacdo do
haplétipo 23 Y-STRs. Isto é reflexo dos avancos ocorridos na area nos Ultimos anos e justifica a
tendéncia de inclusdo de marcadores novos recém caracterizados.

Verificando os resultados obtidos com o Mini YSTR09 (multiplex desenvolvido “in
house”), observa-se que também o marcador DYS570 apresenta-se como um dos marcadores
com maior diversidade génica (sub-item 4.2.2.1). Resultado obtido também nos trabalhos com
a populacéo do Rio Grande do Sul e a de Brasilia (CHIANCA, 2013; Da FRE, 2014)

Os marcadores que apresentaram menor diversidade génica foram os: DYS437
(0,5795), DYS448 (0,5693), YGATAH4 (0,5603), DYS393 (0,4889) e DYS533 (0,3760). Com
excecdo do DYS533, todos os outros quatro marcadores fazem parte do grupo de marcadores
gue estdo presentes no kit comercial Y-Filer. A menor DG destes marcadores também foi
observada em outros estudos (CAINE et al.,2010; GOIS et al., 2008;: GRATTAPAGLIA et al.,
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2005; WOLFGRAMM et al., 2011). Porém, mesmo com baixa DG, dificilmente um marcador ja
incluido em um kit comercial ser& substituido, pelo fato das bases de dados de haplétipos ja o
conterem. Dai a necessidade de pesquisadores descreverem conjuntos de Y-STRs
complementares aos kits comercias (DAVIS et al., 2012; VERMEULEN et al., 2009; SHI et., al
2009).

v Para o grupo llI: kit comercial PowerPlex® Y23 System mais os locos do Mini

YSTRO9

Neste grupo, a frequéncia alélica baseou-se no conjunto de 29 marcadores. Sete
marcadores apresentaram-se com a DG mais elevada, dentre eles: DYS385 (0,9285), DYS461
(0,8172), DYS626 (0,8127), DYS458 (0,7942), DYS570 (0,7912), DYS576 (0,7816),
DYS447(0,7326), DYS456 (07207) .

Dos sete marcadores mais polimérficos destacam-se dois novos marcadores, o DYS461
(0,8179) que apresentou maior diversidade génica do que todos os outros sete e o DYS447
(0,7326), que também apresentou DG elevada quando da andlise somente com o Mini
YSTRO09. Estes marcadores fazem parte do multiplex Mini YSTR09 desenvolvido neste trabalho
e ndo estao presentes em kits comerciais. Ja foram identificados e caracterizados por Redd e
colaboradores (2002) e por White e colaboradores (1999), respectivamente. Porém, nos
trabalhos anteriores apresentam-se como YSTRs e neste trabalho apresentam-se como Mini -
YSTR.

Os marcadores DYS626 e DYS576, fazem parte do Multiplex Mini YSTROQ9,
desenvolvido neste trabalho, além de fazerem parte do marcadores do kit comercial
PowerplexY23, assim como 0s DYS458 e DYS456 e DYS385.

Somente nesta analise com 29 marcadores é que 0s marcadores DYS458 e DYS385
também presentes no kit Yfiler, ficaram entre os que obtiveram maior DG.

Os marcadores menos polimérficos DYS533(0,2016), DYS393 (0,4799) e DYS442
(0,4716) sao constituintes do kit Powerplex Y23, Yfiler e Mini STR09, respectivamente.

A determinacdo das frequéncias alélicas para Y-STRs € realizada para se estimar a
diversidade génica, pois, devido a auséncia de recombinacédo, as inferéncias forenses devem
ser feitas considerando o hapl6tipo. Porém, com o calculo da diversidade génica pode se

conhecer quais 0os Y-STRs sdo mais informativos e assim, compor um conjunto com maior
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capacidade de discriminagdo. Portanto, a Tabela 7 demonstra um resumo dos mais
informtativos, ou seja com maior diversidade génica, nos grupos, I, Il e lll analisados.
Tabela 7. Resumo da diversidade génica dos Loci mais informativos presentes nos grupos
Sistemas | DYS626 | DYS570 | DYS576 | DYS447 | DYS458 | DYS385 | DYS481 | DYS456
Grupo | 0,8121 0,8086 0,7711 0,7299 - - - -
Grupo Il - 0,7980 | 0,7742 - 0,7947 | 0,9950 0,7506 | 0,7367
Grupo Il | 0,8128 0,8003 0,7721 0,7326 | 0,7980 | 0,9285 0,7481 0,7376

Estes marcadores ja foram testados em outras popula¢gées do mundo e recentemente
na populagdo do Para, apresentando-se com elevada diversidade genética. O DYS447,
DYS570, DYS576 tém sido comumente adicionados a conjuntos de YSTRS, inclusive ja
incluidos em kits comerciais, como no caso do DYS570, DYS576 presentes no kit comercial
Powerplex23 aqui utilizado (Grupo 1ll). Além disso, possuem estrutura de repeticdo simples
além de ndo apresentarem ainda a presenca de eventos de mutacdo do tipo duplicagdo.
Portanto, tais resultados permitem sugerir, a inclusdo do multiplex Mini YSTR09 aqui
desenvolvido, nas analises populacionas e forenses da Populacdo de Manaus estudada. Pois,
dentre os nove presente neste multiplex, quatro se destacam com elevado poder de
DYS570, DYS576, DYS447 e DYS626, podem

também (com execdo dos marcaodres DYS570 e DYS576 em conjunto o kit PowerPlex Y23),

discrminac@o. Além disso, esses quatro

ser analiasado em conjunto com kits comerciais.

4.2.2 Diversidade e Frequéncia haplotipica

A diversidade haplotipica é o principal parametro analitico de um conjunto de Y-STRs.
Trata-se da probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso possuam haplétipos
distintos. Este parametro resume o desempenho analitico de um conjunto e é calculado a partir
das frequéncias haplétipicas, como citado anteriormente na introducao.

As andlises de diversidade e frequéncia haplotipica foram também realizadas em
grupos, com numero variado de diferentes STRs do cromossomo Y, como nas analises das
frequéncia alélicas. Porém, como ja citado no item 2.6 e baseados nas informacdes de locos

mais polimérficos anteriormente descritas, neste topico, foram feitas analises em mais dois
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novos grupos (IV e V). O grupo IV foi constituido de 17 marcadores que além de presentes no
kit PowerPlex® Y23 System estdo presentes no kit AmpFISTR Yfiler (da Thermofisher), o kit
comercial mais utilizado em analises forense e populacional. O grupo V foi constituido pelo
conjunto dos presentes neste Kit comercial e no multiplex Mini YSTRO09.

As analises em cada grupo revelaram, hapl6tipos Unicos e/ou compartilhados. Para os
grupos I, Il e IV, os quais envolveram individuos com compartilhamento de haplétipos, a
diversidade haplotipica foi de 0,9993 (93%); 0,9999 (99,99%); 0,9999 (99,99%),
respctivamente. Reanalisando a cadeia de custddia, ndo foi revelada evidéncia de parentesco
entre tais individuos. Portanto, a coincidéncia haplotipica foi independente e aleatoéria.
Entretanto, este achado indica que pertencem a mesma linhagem patrilinear. As analises para
os grupos Il e IV, demonstraram somente a ocorréncia de haplétpos Unicos sendo a
diversidade haplotipica de 1,0000 (100%)

Como o esperado, a diversidade haplétipica, variou proporcionalmente de acordo com o
namero de analisados em cada grupo, sendo dependente portanto, do nimero de Y-STRs
considerados (9, 23, 29, 25, 17, respectivamente). Embora os valores das diversidades
haplotipcas sejam préximos, comparar haplotipos mais extensos na rotina laboratorial agrega
maior qualidade aos exames e, consequentemente, aumenta a forca da evidéncia genética
(ASAMURA et al., 2007). E importante ressaltar que apenas dois trabalhos brasileiros recentes
(CHIANCA, 2013 e DA FRE,2014), analisaram hapl6tipos com tantos marcadores quanto este,
sendo esta uma de suas principais relevancias. As comparagfes com outros paises sao
impossibilitadas por nenhum outro estudo incluir os mesmos conjuntos de marcadores (23 kit
PowerPlex Y23 Promega mais 9 Mini Y-STRs, desenvolvidos neste trabalho).

A Tabela 8 apresenta um resumo dos parametros genéticos obtidos com essas

analises.

Tabela 8.Parametros genéticos obtidos nos individuos selecionados na populacdo de Manaus-AM

Multiplex de Y-STRs N. De Haplotipos N. De Haploétipos Diversidade
total Unicos Haplotipica

Grupo I:

(Mini YSTRO09) 9 Y-STRs 189 181 0,9993

Grupo Il

(PPY23/promega) 23 Y-STRs 204 202 0,9999
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Grupo I
(Mini YSTRO9 + PPY23/promega) 29 Y-STRs 168 168 1,0000

Grupo IV
(Y Filer) 17 Y-STRs 168 167 0,9999
Grupo V
(Y filer + Mini YSTRO09) 25 YSTRs 168 168 1,0000
25 Y-STRs

4.2.3 Capacidade de discriminagéo (CD)

A capacidade de discriminagdo aumentou progressivamente com o numero de Y-STRs
incluidos na andlise, (95,76%, 99,4%, 99,01%, 100% e 100% para 9, 17, 23, 25 e 29 Y-STRs,
respectivamente). Este resultado demonstra que o grupo | (com haplétipo constituido de 09
Mini YSTR do multiplex Mini YSTR09); o grupo Il, (constituido de 23 marcadores do Kit
Powerplex Y23) e o grupo IV, (constituido de 17 marcadores presentes também no Kkit
comercial Y filer), ndo sdo suficientes para a individualizacdo da populagdo de Manaus quando
analisados separadamente. Pois, dentre as 189 amostras analisadas do grupo I, em 08
ocasibes o mesmo haplétipo foi encontrado em um outro indviduo; no grupo Il, das 204
amostras, em 02 ocasifes 0 mesmo haplétipo foi encontrado em um outro indviduo e das 168
amostras do subgrupo |, em 01 ocasido o mesmo haplétipo foi encontrado em um outro
indviduo (Tabela 13). Nestas situagfes, tais individuos seriam considerados da mesma
linhagem paterna em uma investigacdo de vinculo genético (irméo, filhos, tios, primos, ou
netos).

Porém é interesante observar que apesar de o grupo |, apresentar apenas 09 , ou seja,
uma quantidade bem menor em relacdo aos outros dois grupos, o valor da CD néo foi tdo mais
baixo quando comparado ao valor da CD do grupo IV, que contém 17 (Tabela 9). E este
resultado confirma o que ja se esperava em muitas popula¢cdes humanas: que um numero
relativamente pequeno de Y-STRs (de 9 a 17) produza uma percentagem de mais de 90% de
haplotipos diferentes em populacdes com amostras de individuos n&o relacionados
(CARVALHO-SILVA et al., 2006; GOIS et al., 2008; PALHA et al., 2011; PEREIRA et al., 2007).

Quando da analise do grupo Il e grupo V, ambos contendo um maior nimero de (29 e 25

respectivamente), o valor da CD obtido nas andlises foi igual a 1 ou 100%, o que significa dizer
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gue nao foi encontrado o mesmo haplétipo em mais de um individuo. Diversos pesquisadores
tém analisado esses mesmos parametros, adicionando e/ou substituindo marcadores de Y-
STRs nos conjuntos previamentes definidos ou formando conjuntos novos (HANSON e
BALLANTYNE, 2004;REDD etal., 2002), sempre em busca de sistemas genéticos do
cromossomo Y que apresentem valores elevados de diversidade genética. Portanto, tais
resultados demonstraram que a andlise populacional com multiplexs mais polimérficos, fez uma
diferenca significante nos pardmetros genéticos. Portanto, para a popula¢do de Manaus, o ideal
€ que os kits comerciais sejam utlizados em conjunto, seja este conjunto formado pelo Mini
YSTRO09 mais Y Filer ou pelo Mini YSTR09 mais o Powerplex Y23.

De acordo com Butler e colaboradores (2005) e Piglionica e colaboradores (2013) espera-
se obter maior CD aumentando o nimero de Y-STRs analisados, e/ou utilizando Y-STRs com
maior diversidade génica.

Recentemente, Rodig e colaboradores (2008) avaliaram o poder de discriminacdo de
trinta e cinco Y-STRs em diversas popula¢cdes da Alemanha, com o objetivo de selecionar
marcadores mais polimorficos e avaliar se a adicao desses sistemas aos conjuntos ja definidos,
era vantajoso ou ndo para andlises populaconais. Os resultados obtidos foram bastantes
satisfatérios e os autores recomendam a adi¢cdo de novos marcadores com elevados valores de
diversidade genética pela vantagem que oferecem em aumentar os valores de diversidade
haplotipica e os valores de capacidade de discriminagéo.

Portanto, seguindo estas recomendagfes, dentre os marcadores que obtiveram maior
DG, foram escolhidos apenas os dois, DYS447 e DYS626 para um segundo estudo da
populacdo de Manaus, juntamente com os kit comercial PPY23 e com os locos pesentes no kit
Y Filer. Essa escolha basesou-se no fato de estes marcadores estarem presentes somente no

multiplex desenvolvido neste trabalho.

Tabela 9. Pardmetros genéticos obtidos com os locus DYS447 e DYS626 nos individuos selecionados na
populagéo de Manaus-AM

Multiplex de Y-STRs N. de N. De Capacidade de
Haplétipos Haplétipos discriminacéo

total Unicos
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PPY23/promega + DYS447, DYS626
Total : 25 marcadores 168 168 1,0000

Y Filer + DYS447, DYS626
Total: 19 marcadores 168 168 1,0000

Para 168 amostras, houve 168 hapl6tipos Unicos.Este resultado foi eficiente e satisfatorio
para a confirmacdo de que em estudos utilizando Y-STRs com maior diversidade génica,
também se obtém valores de elevada capacidade de discriminacdo (BUTLER et.,al 2005).
Portanto, tais marcadores podem ser adicionados aos ja existentes e conhecidos marcadores
dos kits comerciais Powerplex Y23 e Y Filer para diferenciar os individuos nas anélises
populacionais e forenses da Cidade de Manaus.

E interessante observar que o marcador DYS447, do tipo mini - YSTR, foi desenvolvido
neste trabalho e demonstrou-se tao eficiente e capaz de diferenciar os individuos quanto os
marcadores DYS570, DYS576, e DYS626, j& conhecidos e inseridos em kits, como por
exemplo o kit comercial PPY23. Portanto, por se tratar de um novo marcador, com elevada
diversidade génica, optou-se por analisar as mesmas amostras populacionais adicionando ao
conjunto de multiplexs dos kits analisados, somente o marcador DYS447, como cita a Tabela
10. até mesmo porque com a retiradas do marcador DYS626 das andlises, o tamanho do

haplétipo formado n&o seria tao inferior aos ja analisados.

Tabela 10. Pardmetros genéticos obtidos com os locus DYS447 e DYS626 nos individuos
selecionados na nooulacdo de Manaus-AM

Multiplex de Y-STRs N. De N. De Capacidade de
Haplétipos Haplétipos discriminacéo
total Unicos (CD)

2. PPY23/promega + DYS447
Total: 24 marcadores 168 168 1,0000

Y Filer + DYS447
Total: 18 marcadores 168 168 1,0000

Os resultados demonstraram que somente com o marcador DYS447, um alto nivel de

CD ainda foi encontrado. Portanto, o Mini-YSTR DYS447 mostrou-se eficiente para analises
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neste trabalho, quando em conjunto com outros marcadores ja existentes nos kit comerciais
aqui analisados. Dai a importancia de estudos com novos marcadores genéticos, para estudo

populacionais.

5. CONCLUSAO

v'O densevolvimento do sistema Multiplex Mini YSTR09 possibilitou a amplificacéo
eficiente de 09 marcadores de Y-STR em uma Unica reacao de PCR, permitindo a genotipagem

e caraterizacdo genética de uma forma rapida e utilizando um baixo volume de amostras.

v Os marcadores DYS447, DYS570, DYS576 e DYS626, dentre os 09 do Multiplex Mini
YSTR09, mostraram-se altamente polimérficos na amostra populacional estudada,
apresentando elevada diversidade genética. Destaca-se aqui o marcador DYS447, que para
este trabalho as sequéncias de primers foram redesenhadas para a obtencédo de marcador do
tipo mini-YSTR, ndo estando desta forma, incluidos em sistemas comerciais. Os outros trés
(DYS570, DYS576 e DYS 626), por serem do tipo RM-YSTR, possibilitam a discriminacdo entre

individuos relacionados geneticamente.



96

v' O marcador multicépia DYS385 e os marcadores de copia Unica DYS570, DYS458,
DYS481 e DYS45, dentre os 23 do kit comercial PowerPlex® Y23 System ,destacam-se por
apresentarem maior polimorfismo genético. Os marcadores DYS458 e o DYS481, sdo novos
YSTRS, 0s quais estdo presentes somente nesse kit comercial

v' Os marcadores DYS447 e DYS626, se destacaram como 0s mais polimérficos,dentre
0 conjunto formado por 29 marcadores (sendo 23 do kit comercial PowerPlex® Y23 System
mais, 06 do multiplex Mini YSTR09).

v' Os valores de diversidade haplotipica (DH) e de capacidade de discriminacdo (CD)
obtidos nas andlises desse trabalho, sofreram influéncia ndo sé pela quantidade de YSTRs
analisados, mas também pela diversidade génica dos marcadores presentes no multiplex Mini
YSTRO9.

v' A escolha de novos marcadores de Y-STRs para a andlise em conjunto com o kit
comercial PPY23 e até mesmo com o kit mais comumente utilizado pelos geneticistas
forenses (17 Y-STRs do Kit Y-Filer), apresentou resultados satisfatérios e foi decisivo para o
aumento da capacidade discrminatéria do conjunto. Portanto, este trabalho incentiva ainda
mais as pesquisas e as buscas por novos marcadores que apresentem estrutura de repeticéo
simples, capacidade de amplificagdo simultinea e parametros confiaveis de diversidade

haplotipica e capacidade de discrminacéo para utilizacdo em identficagcdo humana.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi desenvolvido o estudo com novos marcadores do tipo Mini-YSTRs
para a aplicacdo em analises forenses (principalmente para analise de amostras degradadas) e
juntamente com o kit PowerPlex® Y23 systems foi realizado também o estudo populacional,
com a finalidade de prover informacfes confidveis préprias da populacdo de Manaus relativas
aos marcadores moleculares STRs de cromossomo Y. Os resultados deste estudo dever&o
permitir a sua utilizacéo para fins de emisséo de laudos periciais, sejam eles criminais ou civeis,
bem como contribuir com a formagéo do banco de dados desta cidade e com o aprimoramento
de bancos de dados de Y-STRs do Brasil e do mundo.
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7. PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos, pretende-se:

v' Inserir o Multiplex Mini YSTRO09 nas andlises forenses do Laboratorio de Genética

Forense da Policia Civil do Estado do Amazonas;

v' Realizar novos estudos populacionais entre individuos relacionados geneticamente,
com a finalidade de se estudar as taxas de mutagdo na populacdo de Manaus, pars
poder se realizar analise de dierenciacdo entre individuos de mesma linhagem patrilinea
com mais precisao.

v" Realizar estudos comparartivos com outras populagées

v" Inserir o resultado no banco de dados de YSTRs, o YHRD.

v' Submeter os artigos cientificos em anexo Xl e XII.
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