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1. RESUMO
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Um total de 240 individuos ndo relacionados da populacdo do Estado de
Pernambuco (Nordeste do Brasil) foram estudados quanto ao polimorfismo dos
locos de STRs (Short Tandem Repeats) ligadas ao cromossomo Y DYSI19,
DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393 para constru¢ao de haplétipos. O DNA foi
amplificado com a utilizagdo de primers especificos e os genoétipos identificados
através de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante, seguida de
coloragdo com nitrato de prata. Os alelos mais freqiientes foram DYS19*14 (0,629),
DYS390*24 (0,513), DYS391*10 (0,575), DYS392*13 (0,413) e DYS393*13
(0,758). Foram observados 150 hapldtipos diferentes, dos quais 110 apareceram
apenas uma vez. O haplétipo mais comum (DYS19*14, DYS390*24, DYS391*10,
DYS392*13, DYS393*13) teve freqiiéncia de 9% na amostra. As diversidades
alélicas variaram entre 0,401 para DYS393 e 0,696 para DYS392 e a capacidade de
discriminagdo foi de 98%. Os resultados mostram que esses locos sdo adequados

para analise forense e investigagao de paternidade no Estado de Pernambuco.
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2. INTRODUCAO
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A caracterizacdo genética das populagdes humanas conta atualmente com
ferramentas poderosas, dentre as quais destacam-se marcadores genéticos
constituidos por seqiiéncias repetitivas em tandem de DNA. Estes marcadores sdo
atualmente classificadas em 4 divisdes principais: a) Seqiiéncias Satélites Maiores,
nas quais uma unica familia de seqiiéncias repetitivas pode constituir varios
percentuais do genoma total, ¢ podem ocorrer em seqiiéncia repetitiva individual
tdo grande quanto SMB (Nelleman et al, 1994); b) Minissatélites, também
chamadas VNTRs (Variable Number Tandem Repeats), podem estar presentes em
centenas ou milhares de locos por genoma (Nelleman et al, 1994). Neste caso a
seqiiéncia repetitiva ¢ longa o bastante (>10pb) sendo o loco especifico repetido
para dar blocos de tamanho entre (0,5 e 30Kb); c) Microssatélites, ou STRs (Short
Tandem Repeats), abundantes em todo o genoma, sdo pequenas seqiliéncias
repetitivas em tandem, com até 6pb, agrupadas para dar seqiiéncias curtas de até
350pb por loco (Armour et al., 2000); d) e grupos haplotipicos, que sdo constituidos
por STRs, formando um conjunto que ¢ passado como uma unidade para a geragao
seguinte, tornando-se uma excelente ferramenta para estudos evolutivos e genéticos
(Quintana-Murci et al., 2001).

Os microssatélites sdo uma fonte proficua de marcadores genéticos para
estudos evolutivos e antropologicos (Butler et al., 1995; Takahashi et al., 1997,
Drmic et al., 1998), e para aplicagdo em testes de paternidade, diagndstico médico,
identificacdo de pessoas em ciéncias forense (Busque et al., 1997), verificagao do
sucesso de transplantes de medula 6ssea (Lins ef al., 1996), predicdo de parentesco
evolutivo entre populagdes e investigagdo do grau de diversidade genética das
diferentes populagdes do mundo (Frégeau et al, 1998). Este alto polimorfismo ¢
predominantemente devido as mudancas no numero de coOpias da repeticdao
principal. Estudos indicam que esta variagdo ¢ causada principalmente por elevadas
taxas de erros durante a replicagdao (Eisen, 2000). O alto grau de polimorfismo das
STRs € a caracteristica que as torna particularmente uteis em estudos genéticos das
populacdes humanas atuais.

A estrutura étnica das populagdes do Nordeste brasileiro € essencialmente

heterogénea. Brancos europeus, negros africanos e indios nativos contribuiram para

9




Maciel, E.M.B.B. Determinagdo do Polimorfismo...

a formacao das atuais populagdes nordestinas, sendo muito interessante e Uteis 0s
estudos genéticos que visem esclarecer a contribuicao dos seus diferentes grupos
ancestrais. Existem poucos trabalhos na literatura especializada sobre a estrutura
genética de populagdes do Nordeste do Brasil baseados no polimorfismo de STRs e
grupos haplotipicos. Portanto, sera de grande valia o estudo sobre a populacdo do
Estado de Pernambuco. Neste contexto, realizamos o presente trabalho que teve

como objetivos especificos:

1. Caracterizar a populacao do Estado de Pernambuco quanto ao polimorfismo
das STRs DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 ¢ DYS393, constituindo

haplétipos do cromossomo Y;

2. Comparar com outras populacdoes do mundo quanto ao grau de variabilidade

genética;

3. Fornecer dados para validacdo dos testes de investigagdo de paternidade e
identificagdo de individuos realizados pelo Laboratorio de Genética

Molecular Humana (LGMH) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) para a populacao do Nordeste Brasileiro.

4. Criacdo de um banco de dados do Nordeste Brasileiro com freqiiéncias

haplotipicas das STRs ligadas ao cromossomo Y (Y-STR).

10
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3. REVISAO DA LITERATURA
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3.1. Polimorfismo de DNA

Uma definicao mais acurada de polimorfismo afirma a necessidade de pelo
menos dois alelos no loco e que o mais raro deles encontre-se na populagdo com
uma freqiiéncia que ndo possa ser explicada por mutacdo recorrente (Morton,
1967).

O termo polimorfismo genético ¢ empregado para definir a existéncia de
fenotipos distintos, determinados por dois ou mais alelos de um dado loco génico,
os quais sdo relativamente comuns numa determinada populacao (Harris, 1980).

A variagdo genética entre os individuos, analisada ao nivel de DNA, tem sido
amplamente utilizada no estudo da extensa diversidade genética de diferentes
populacdes mundiais. Tanto o DNA mitocondrial quanto o DNA nuclear exibem
uma grande variedade de polimorfismos os quais sdo utilizados para comparar
variagOes genéticas entre as populacdes e discutir problemas evolutivos. Entre as
variagdes de DNA nuclear estdo as mutacdes de ponto detectadas através de
digestdo com enzimas de restricdo ou por seqiienciamento, variagdes estruturais
como grandes delegdes, grupos haplotipicos e variagdes alélicas no numero de
segmentos repetitivos em tandem, de seqliéncias de DNA, os quais apresentam um
grande nimero de alelos e alta heterogeneidade para cada loco (Zago et al., 1996;

Innis et al., 1990).

3.2. Polimorfismo de STRs

Wyman e White (1980) relataram a descoberta de regides hipervaridveis de
DNA e posteriormente Nakamura (1987) introduziram o conceito de VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeats). Estes segmentos sdao atualmente
classificados em minissatélites e microssatélites, dependendo da extensdo da

unidade repetitiva. Os locos minissatélite ou VNTRs sao compostos de 6-100pb

12




Maciel, E.M.B.B. Determinagdo do Polimorfismo...

repetidas e os locos microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats) consistem de
seqliéncias repetidas em tandem, tipicamente de 2-6pb de comprimento e estdo
dispersos por todo o genoma humano (Tautz 1993). A unidade repetitiva
corresponde a seqiiéncia, cujo nimero de nucleotideos pode variar de acordo com a
VNTR ou com a STR. Assim a VNTR ou a STR sera considerada dimérica quando
a unidade repetitiva possuir dois pares de bases(pb), trimérica quando possui trés pb
e assim por diante. O nome dos alelos das VNTRs e das STRs ¢ dado pelo niimero
de copias da unidade repetitiva, o qual corresponde a identificagdo do alelo, ou seja,
o alelo 5 tem cinco copias da unidade repetitiva, o alelo 6 tem seis cOpias € assim
por diante.

Os locos STRs estdao difundidos pelo genoma, ocorrendo com uma
freqliéncia de um loco a cada 10Kb (Edwards ef al. 1991), levando-nos a uma
estimativa de cerca de 300 mil STRs em nosso genoma. Normalmente apresentam
diversos alelos menores que 350pb de comprimento (Robertson et al., 1995) e, ao
contrario de outros tipos de polimorfismo de tamanho do fragmento, podem ser
amplificados, com sucesso, a partir de DNA degrado e de baixo peso molecular
(Lareu et al., 1994). Sua andlise tem sido muito utilizada para aplicagdes forenses ¢
mapeamento genético (Gao et al, 1999), reconstru¢dao da filogenia humana
(Bowcock et al., 1994; Jorde et al., 1995), estudos populacionais (Gusmao et al.,
1997; Iwasa et al., 1997, Fiiredi et al., 1997, Sebetan et al., 1998), diagndstico de
doengas (Sheffield et al, 1995; Vanagaite et al, 1994; Rothschild et al,, 1993),
entre outras.

De acordo com Edwards ef al., (1991), as STRs triméricas e tetraméricas do
genoma humano sdo altamente varidveis, podendo ser amplificadas com maior
fidelidade do que as repetigdes diméricas. A precisdo, sensibilidade e a velocidade
de detecgdo dos alelos de STRs através da Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)
sdo as caracteristicas que levam a utilizagdo destes locos em estudos forenses e
populacionais. Uma outra caracteristica importante das STRs ¢ o fato de serem
sistemas genéticos que segregam mendelianamente. Isto significa que, apds a
eletroforese realizada com os produtos da PCR, o gendtipo de cada individuo pode

ser determinado com exatiddo, tornando possivel a aplicacdo dos principios da
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genética de populagdes para analise das freqiiéncias alélicas das STRs e das
freqiiéncias haplotipicas.

Através da utilizacdo da PCR, as STRs podem ser co-amplificadas em grupos de
trés ou até mais que sete locos em um tubo de reagdo pelo desenvolvimento de
sistemas de amplificagdo denominados multiplexes (Puers et al., 1993), o que da
maior agilidade na deteccao de alelos nos locos polimérficos. Os fragmentos
amplificados podem ser separados por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida, seguida por revelagdo com nitrato de prata, sendo a tipificagao
dos genotipos dada de maneira simples, pois os homozigotos apresentam uma

banda e os heterozigotos apresentam duas.

Um grande nimero de micro e minissatélite t€ém sido detectados no genoma

humano e novos locos hipervaridveis continuam a ser descritos (Wong et al., 1986).

3.3 Haplétipo

O haplotipo € um grupo de alelos de locos estreitamente ligados, em geral
herdados como uma unidade e raramente o processo de recombinacdo ird separar
dois locos que se situam muito proximos entre si, N0 MESMO Cromossomo, porque
sO um crossing-over situado exatamente no pequeno espacgo entre eles resultara em
alelos recombinantes (Quintana-Murci et al., 2001). Desta forma, os conjuntos de
alelos situados num dado segmento cromossdmico tendem a ser transmitidos em
bloco na genealogia. Este bloco de alelos ¢ conhecido como haplétipo. Os
haplétipos marcam segmentos cromossdmicos reconheciveis, que podem ser
estudados através de genealogias segundo os principios da genética de populagdes.
Enquanto nao-desfeitos por recombinagdo, os haplotipos podem ser tratados, para

fins de mapeamento, como se fossem um s6 loco altamente polimorfico.
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Como no cromossomo Y os locos de STRs ndo sofrem recombinacdo por
estarem localizados numa area que nao sofre crossing-over, os haplotipos de STRs
ligados ao cromossomo Y sdo bastante utilizados em estudos populacionais,

genética forense e investigagdo de paternidade (Nata ef al., 1999).

3.4. O cromossomo Y e Y-STRs para construcao de haplétipos

O cromossomo Y humano representa apenas 2% do genoma humano e o seu
comprimento ¢ de aproximadamente 60Mb. H4 duas regides pseudoautossomicas
(PAR1 e PAR?2) localizadas nas porcoes distais do brago longo e do brago curto do
cromossomo Y, respectivamente. Estas regides sao homologas a seqiiéncias do
cromossomo X e sdo responsaveis pelo pareamento correto entre os dois
cromossomos durante a meiose. A maior parte do cromossomo Y (95%) ¢
constituida pela regido nao-recombinante (NRY), ou seja, que nao sofre
recombinagdo durante a meiose. O cromossomo Y tem uma importante funcao
biologica com conseqiiéncias diretas na determinacdo do sexo e na fertilidade
masculina. Os diferentes genes e os fenotipos associados na regido NRY e as duas
regides pseudoautossdmicas estdo na Figura 1. Na regido NRY estdo localizadas
varias STRs que estdo na Figura 2 e sdo consideradas marcadores. Como estao
localizadas numa regido que ndo sofre recombinacgdo, as variagdes destas STRs
podem ser combinadas como um haplotipo, que € transmitido de pai para filho
(Wolf et al. 1992). Dessa forma o alelo de cada marcador individual, assim como o
haplotipo formado, se conservam tanto nos ascendentes como nos descendentes e
na linha colateral dos individuos do sexo masculino. O cromossomo Y estd sempre
em estado haplodide e, portanto, ¢ transmitido intacto através da linhagem paterna.
Estas caracteristicas fazem o estudo do polimorfismo do cromossomo Y muito util
em diferentes niveis, incluindo a deducdo de historias populacionais, aplicagdes

forenses e analise de paternidade (Quintana-Murci ef al., 2001).
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Figura 1. Representacdo esquematica do cromossomo Y humano. PAR1 ¢ PAR2 ¢ a
regido de heterocromatina estdo indicadas, bem como as diferentes fungdes biologicas
associadas como este cromossomo. O cromossomo Y ¢ dividido em uma série de intervalos de
delecdes (AZFa, AZFb e AZFc) as quais estdo indicadas. As trés regides AZF estdo
associadas com falhas na espermatogénese. As posi¢des dos genes dentro de cada uma dessas

regides estdo também indicadas (Ouintana-Murci ef al.. 2001).

O polimorfismo das STRs do cromossomo Y dos individuos ¢ cada vez mais

utilizado para estudar a evolugdo genética do sexo masculino (Kayser ef al., 1997,

de Knijff et al., 1997, Rolf et al., 1998, Rossi et al, 1999), bem como para

aplicagdes forenses (Jobling ef al., 1997). Desde o primeiro Workshop realizado em

1996 sobre marcadores do cromossomo Y em Berlim, varios dados de tipagens

destes marcadores em populacdes de todo o mundo té€m sido relatados (Nata et al.,
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1999). Contudo, a aplicagdo forense destes marcadores ligados ao cromossomo Y

requer conhecimento das freqiiéncias haplotipicas de cada populagdo estudada.
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Figura 2. O cromossomo Y e as Y-STRs. Em vermelho as STRs utilizadas nesse
estudo para construgdo de haplétipos (http: //ystr.charite.de).

A primeira STR do cromossomo Y (Y-STR) descrita foi Y27H39 conhecida
no presente como DYS19 segundo Roewer e Epplen (1992). Logo depois, varias
Y-STRs (DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393) foram descritas. A aplicabilidade
destes marcadores foi demonstrada em diversos casos forenses, tais como: testes de
paternidade com determinadas particularidades, por exemplo, casos em que o
suposto pai ¢ falecido, com possibilidade de estudo do DNA dos supostos filhos do
sexo masculino (Roewer et al., 1992), identificagdo humana em desastres com
grande
numero de vitimas (Corach et al, 1995 e Corach et al., 1997) e identificacao
humana em um crime (Honda ef al., 1999).

Embora 25 STRs ligadas ao cromossomo Y ja tenham sido descritas (Jobling
et al., 1997) um conjunto basico de 8 locos (DYS19, DYS389I, DYS389II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385), chamado haplétipo minimo, e
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um conjunto constituido de 9 locos (DYS19, DYS3891, DYS3891I, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS385 e YCA), chamado haplotipo estendido,
foram minuciosamente investigados e disponibilizados num banco de dados on-line
(http: //ystr.charite.de) com referéncias e freqiiéncias sobre os haplotipos.

A padronizagdo de protocolos tem sido atingida pela intensa colaboragdo
entre varios laboratorios (Kayser et al, 1997). Diferentes técnicas foram
empregadas para tipagem destes haplotipos, incluindo incorporagdo radioativa,
coloragdo com nitrato de prata e deteccdo com fluorescéncia em seqiienciadores
automaticos. Diferentes sistemas de multiplexe foram desenvolvidos (Corach et al.,
1995) e alguns deles empregados com €xito em casos forenses (Gusmao et al., 1997
e Prinz et al., 2000). A aplicabilidade e eficacia de sistemas de multiplexes de Y-
STRs na rotina forense foram comprovadas (Corach et al., 2001). Entretanto, no
presente nenhum kit est4 disponivel, limitando uma extensa rotina forense.

Tanto o cromossomo Y quanto o DNA mitocondrial mostram uma heranga
uniparental. Estes sdo particularmente tteis para tracar a ancestralidade da linhagem
paterna e materna na populagdo humana, e podem ser utilizados para dar
informagdes do padrdo especifico das migragdes ocorridas no passado e sobre a
origem ¢ a diversidade de populacdes especificas. Os hapldtipos baseados no
polimorfismo destes marcadores sdo facilmente construidos por causa da auséncia
de recombinacao nesta regido gendmica.

Estes marcadores do cromossomo Y sdo utilizados principalmente por causa
de duas caracteristicas, um alto nivel de polimorfismo na populacdo e baixa
incidéncia de mutacdes recorrentes (taxa de muta¢io 5.4 x 10” - 1.9 x 10” por sitio

por ano), segundo Semino et al., (2000).

3.5 O uso das variacoes de haplétipos do cromossomo Y

A regido NRY do cromossomo Y ndo sofre recombina¢do e fornece muitas
vantagens, por exemplo, para constru¢dao de hapldtipos individuais, para uma

deducao simples da ancestralidade paterna e para facil estimacdo de eventos de
18
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ramificacdo em arvores de filogenética. Os marcadores polimorficos ligados ao
cromossomo Y estdo sendo utilizados em estudos populacionais e forenses através
do polimorfismo de substituicdes base-especifica, eventos de inserg¢des/delecgoes,
microssatélites e minissatélites (Jobling e Tyler-Smith, 1995, Santos et al., 1996, de
Knijff et al., 1997, Underhill ef al., 1997, Jobling et al., 1998, Thomas et al., 1999 e
Bao et al, 2000). As variacoes de substituigdes e o polimorfismo de
delegdes/inser¢des certamente representam evento molecular unico na evolugao
humana. Contudo, em alguns casos elas podem ser encontradas em pequenos
grupos, ou em um unico individuo, e podem definir filogeneticamente haplogrupos
com uma certa distribuicdo mundial ou, em alguns casos, agrupamentos
regionalizados. Os microssatélites (STRs) definem haplotipos dentro de
haplogrupos, e permitem a separagdo de populagdes humanas por serem avaliadas
mais precisamente. Do mesmo modo o tempo de unido de haplogrupos, bem
definidos, podem ser estimados. Em paralelo, estas aplicagdes no esclarecimento do
processo de migragdo e o processo de evolucdo da espécie humana sdo ilustrados
por um grande nimero de estudos feitos nesses ultimos cinco anos (Quintana-Murci
et al., 2001). Desse modo, o potencial do cromossomo Y tanto para identificar
quanto para discriminar o DNA de um individuo através de haplotipos foi
comprovado e estd sendo utilizado extensivamente na pratica forense (Roewer et

al., 1996, de Knijff et al., 1997, Kayser et al., 1997, Jobling et al., 1997).

3.6 Analise forense utilizando haplétipos do cromossomo Y

A andlise dos hapldtipos do cromossomo Y pode ser extensivamente
utilizada em aplicagdes forenses, assim como na identificacio de DNA masculino
em casos de estupro e teste de paternidade, especialmente em casos deficientes, nos

quais o pai alegado ¢ falecido (Kayser et al., 1997 e Jobling et al., 1997). Os
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marcadores de STRs apresentam um alto de nivel de polimorfismo e
conseqiientemente, oferecem um significativo grau de discriminacdo entre os
individuos. Por exemplo, um estudo feito na populacio da Alemanha usando 9
locos ligados ao cromossomo Y demonstrou uma capacidade de discriminacdao de
100% entre os haplotipos do cromossomo Y (Kayser et al., 1997 e Roewer et al.,
1996). Contudo, este pode ndo ser o caso em outras populacdes com diferentes
antecedentes genéticos e diferentes histérias populacionais. O polimorfismo destes
microssatélites pode ser usado com muita especificidade para tragcar a genealogia
paterna e, por exemplo, em casos de investigacdo de paternidade deficiente com
auséncia do pai alegado, que pode ser resolvido pela analise de alguns familiares da
parte questionada. Contudo, a subestrutura da populagdo pode causar problemas
significantes para este tipo de andlise. Por exemplo, processo de migragdo
especifica de homens, o efeito do fundador e a deriva genética podem induzir a
super-representacdo de um determinado haplotipo especifico em uma dada
populacdo. Outra importante aplicacdo genealdgica do cromossomo Y ¢ a
associacao entre sobrenomes ou grupos fechados e haplotipos do cromossomo Y. O
haplotipo mais freqiiente entre os judeus caracteristico do Cohanim (Thomas et al.,
1998), e o haplotipo associado com o sobrenome Inglés “Sykes” segundo Sykes e
Irven (2000) sdo dois exemplos do potencial impacto social destes estudos na
identificacdo de amostras de DNA utilizando-se marcadores do cromossomo Y.

A anélise de 5 marcadores ligados ao cromossomo Y (Y-STRs) através de
sistemas combinados, gerando um triplex (DYS19, DYS390 ¢ DYS391) e um
duplex (DYS392 e DYS393), podem ser amplificados com as mesmas condigdes
que aquelas requeridas pelos multiplexes formados com STRs de autossomos. A
Figura 3 mostra um eletroferograma dos amplificados de uma mistura de um
triplex e de um duplex, mostrando que os alelos podem ser visualizados e tipados
com toda clareza, e que todos os alelos sdo identificados, reduzindo com isso

possiveis erros e tempo para andlise de uma rotina forense (Corach et al., 2001).
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Figura 3. Eletroferograma de uma co-aplicagdo de um duplex e um triplex de Y-STRs
amplificadas mostrando a percepcao das 5 STRs quando sao amplificadas juntas numa mesma
reagdo de PCR (Corach ef al., 2001).

De uma amostra de 360 individuos da Argentina, 152 (42%) diferentes
haplotipos foram encontrados, 92 (25%) haplotipos foram Ginicos nessa populagao.
O haplotipo DYS19* (14), DYS390* (24), DYS391* (11), DYS392* (13) e
DYS393* (13), identificado na literatura como (14-24-11-13-13) foi1 o mais
freqiiente (0,140) e o haplotipo (14-24-10-13-13) foi o segundo mais freqiiente
(0,052) segundo Corach et al., (2001). Esses haplotipos também sdao encontrados
em populagdes européias com freqiiéncias (0,078 e 0,041) respectivamente, quando
comparados com o banco de dados europeu YHRD (Y-STR Haplotype Reference

Database) disponivel no site http://ystr.charite.de. Esses dados com 5 Y-STRs

combinadas em sistemas multiplexe sdao de grande importancia e eficacia, quando
aplicados numa rotina forense como em casos de estupro, de identificacdo de
corpos ¢ de investigacdo de homicidio (Corach et al., 1998).

Dessa maneira, quanto maior o nimero de Y-STRs, menor sera a freqiiéncia

haplotipica e conseqiientemente maior o poder de descriminagao.
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3.7 Os marcadores genéticos do cromossomo Y

3.7.1 DYS19

A STR DYS19, também denominada DY-27H39, esta localizada no
cromossomo Y, na regido constituida por DNA repetitivo (DNA satélite), com
unidade de repeticdo [GATA]n segundo (Roewer e Epplen (1992). As seqiiéncias
do par de primer ja descrito estdo na Tabela 1 e os alelos com seus respectivos

comprimentos (pb) estdo na Tabela 2.

Tabela 1. Seqiiéncia do par de primer para a amplificacao do loco DYSI19.

Amplimero Referéncia Seqiiéncia do primer para PCR

Set 1 Gene Bank Acesso X77751 5’- CTACTGAGTTTCTGTTATAGT - 3°
5’- ATGGCATGTAGTGAGGACA- 3’

Tabela 2. Alelos do loco DYS19 e seus respectivos comprimentos.

Alelo’ Comprimento (pb)”
10 174 pb
11 178 pb
12 182 pb
13 186 pb
14 190 pb
15 194 pb
16 198 pb
17 202 pb
18 206 pb
19 210 pb

* de Knijff e al., 1997

Diferentes populacdes mundiais foram estudadas quanto ao polimorfismo do
loco DYS19 e varias delas estdo referenciadas na Tabela 3. Santos et al., (1996)
analisaram populacdes brasileiras e verificaram que o alelo 14 foi o mais freqiiente,
apresentando freqliéncia de 0,540. Observaram também que as populagdes
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brasileiras estudadas nao diferiam significantemente de varias populagdes

européias, mas diferencas significantes foram observadas quando as populagdes

européias foram comparadas com populagdes nao-européias, como, por exemplo,

populagdes africanas e populagdes asiaticas. Como pode ser verificado na Tabela 3

o alelo 14 ¢é o mais freqiiente nas populacdes do Continente Europeu, com

freqiiéncias variando de 0,516 a 0,800. No entanto, para populagdes africanas e

asiaticas (Sudeste e Nordeste) o alelo 15 ¢ o mais freqliente com freqiiéncia

variando entre 0,409 e 0,472. Os alelos 15 e 13 s@o os mais freqiientes na maior

parte das populacdes indigenas americanas, sugerindo que o alelo 15 pode ser

utilizado como marcador de populacdes ndo-caucasoides.

Tabela 3. Freqiiéncias alélicas do loco DYS19 em diferentes populagdes.

POPULACAO ALELO MAIS ALELO MENOS FONTE
FREQUENTE FREQUENTE
EUROPA
Andaluzia 14 (0,571) 16 (0,089) Gonzalez-Neira et al.,2000
Aragon 14 (0,600) 12e17(0,013) Palacio et al., 1999
Catalunha 14 (0,800) 13 (0,040) Perez-Lezaun et al., 1997
Galicia 14 (0,623) 17 (0,010) Pestoni et al., 1999
Espanhdis (Bascos) 14 (0,759) 17 (0,034) Gonzalez-Neira e al.,2000
Espanhois (Autoctones Bascos) 14 (0,900) 17 (0,070) Perez-Lezaun et al., 1997
Espanhois (Autoctones Bascos) 14 (0,789) 17 (0,038) Perez-Lezaun et al., 1997
Valéncia 14 (0,614) 12 (0,007) Aler et al., 2000
Valéncia 14 (0,516) 13 (0,065) Gonzalez-Neira et al.,2000
Acgores (Portugal) 14 (0,540) 12,16 ¢ 17 (0,016) Carvalho et al., 2000
Portugal (area Central) 14 (0,580) 17 (0,012) Carvalho et al., 2000
Portugal (Norte) 14 (0,691) 16 (0,054) Gonzalez-Neira et al., 2000
Europa (em geral) 14 (0,499) 12 (0,002) de Knijff et al., 1997
AMERINDIOS
Amerindios (Suriname) 15 (0,500) 12 (0,020) 17(0,040) Santos et al., 1996
Amerindios (USA) 13 (0,950) 14 (0,050) Kayser et al., 1997
Amerindios Mapuches (Argentina) 15 (0,380) 14 (0,180) Kayser et al., 1997
Amerindios Tehuelches (Argentina) 14 e 15 (0,420) 13 (0,160) Kayser et al., 1997
Amerindios Wichis (Argentina) 13 (1,000) -- Kayser et al., 1997
Amerindios Yanomami (Venezuela) 13 (0,810) 14 (0,180) Santos et al., 1996
Amerindios (em geral) 13 (0,375) 12 (0,009) de Knijff et al., 1997
AMERICA
Brasil 14 (0,540) 17 (0,010) Santos et al., 1996
Buenos Aires (Argentina) 14 (0,560) 16 (0,030) Kayser et al., 1997
Colombia (Populagdo Negra) 15 (0,325) 13 (0,073) Yunis et al., 2000
AFRICA
Africanos (em geral) 15 (0,409) 13 (0,034) de Knijff et al., 1997
ASIA
Asiaticos (Sudeste) 15 (0,472) 13 (0,015) de Knijff et al., 1997
Asiaticos (Nordeste) 15 (0,455) 14 (0,062) 13(0,073) de Knijff e al., 1997
OCEANIA
Australia 15 (0,541) 17 ¢ 18 (0,007) de Knijff et al., 1997
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3.7.2 DYS390

A STR DYS390 esté localizada na regido constituida por DNA repetitivo
(DNA satélite), cuja seqiiéncia repetitiva é:
. [TCTG], [TCTA], [TCTG], [TCTA],
As seqliéncias do par de primer ja descrito estdo na Tabela 4 e os alelos com

seus respectivos comprimentos (pb) estdo na Tabela 5.

Tabela 4. Seqiiéncia do par de primer para a amplifica¢do do loco DY S390.

Amplimero Referéncia Seqiiéncia do primer para PCR

Set 1 Gene Bank Acesso G09611 5°- TATATTTTACACATTTTTGGGCC-3°
5’- TGACAGTAAAATGAACACATTGC- 3’

Tabela 5. Alelos do loco DYS390 e seus respectivos comprimentos.

Alelos™ Comprimento (pb)*
18 191 pb
19 195 pb
20 199 pb
21 203 pb
22 207 pb
23 211 pb
24 215 pb
25 219 pb
26 223 pb
27 227 pb

* de Knijff et al., 1997

Diferentes populagdes mundiais foram estudadas quanto ao polimorfismo do
loco DYS390 e algumas delas estdo relacionadas na Tabela 6. Como pode ser
observado, nesta tabela, na maior parte das populagdes o alelo mais freqiiente foi o
24 com freqiiéncia média igual a 0,600. No entanto, em populagdes de negros
africanos e de americanos (Colombia) o alelo mais freqiiente foi o 21 com
freqiiéncia média de 0,497, o que indicaria uma possivel diferenca marcante entre
as populagdes. J& nas populagdes asidticas ocorreu uma diferenga marcante entre o
Sudeste e o Nordeste. Nos asidticos do Sudeste o alelo mais freqiiente foi o 23
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(0,470) e nos do nordeste o alelo mais freqiliente foi o 25 (0,333) como descrito por

de Knijff et al,, 1997.

Tabela 6. Freqiiéncias alélicas do loco DY S390 em diferentes populagoes.

POPULACOES ALELO MAIS ALELO MENOS FONTE
FREQUENTE FREQUENTE
EUROPA
Andaluzia 24 (0,464) 22 (0,018) Gonzalez-Neira et al.,2000
Catalunha 24 (0,690) 22 ¢25(0,069) Perez-Lezaun et al., 1997
Galicia 24 (0,534) 21 (0,025) Pestoni ez al., 1999
Espanhdis (Bascos) 24 (0,621) 23 (0,172) Gonzalez-Neira e al.,2000
Espanhdis (Autoctones Bascos) 24 (0,730) 25 (0,100) Perez-Lezaun et al., 1997
Espanhois (Autoctones Bascos) 24 (0,773) 25 (0,057) Perez-Lezaun et al., 1997
Valéncia 24 (0,500) 21 €26 (0,007) Aler et al., 2000
Valéncia 24 (0,419) 22 (0,065) Gonzalez-Neira et al., 2000
Acores (Portugal) 24 (0,492) 21 (0,016) Carvalho et al., 2000
Portugal (4rea Central) 24 (0,512) 27 (0,0006) Carvalho et al., 2000
Portugal (Norte) 24 (0,691) 21e26(0,018) Gonzalez-Neira et al., 2000
Europa (em geral) 24 (0,377) 27 (0,003) de Knijff et al., 1997
AMERINDIOS
Amerindios (Suriname) 23 (0,300) 24 (0,130) Santos et al., 1996
Amerindios Mapuches (Argentina) 24 (0,630) 23 (0,370) Kayser et al., 1997
Amerindios Tehuelches (Argentina) 24 (0,580) 21(0,170) Kayser et al., 1997
Amerindios Wichis (Argentina) 24 (0,830) 23 (0,170) Kayser et al., 1997
Amerindios Yanomami (Venezuela) 22 (0,850) 23 e 24 (0,080) Santos et al., 1996
Amerindios (em geral) 24 (0,298) 23 (0,267) 25(0,079) de Knijff et al., 1997
AMERICA
Buenos Aires (Argentina) 24 (0,540) 21 (0,020) Kayser et al., 1997
Colombia (populagdo Negra) 21 (0,463) 19 €20 (0,002) Yunis et al., 2000
AFRICA
Africanos (em geral) 21 (0,531) 20 (0,007) de Knijff et al., 1997
ASIA
Asiaticos (Sudeste) 23 (0,470) 21 (0,062) de Knijff et al., 1997
Asiaticos (Nordeste) 25(0,333) 27 (0,005) de Knijff et al., 1997
OCEANIA
Australia 24 (0,464) 21 (0,007) de Knijff ez al., 1997
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3.7.3. DYS391

A STR DYS391 estd localizada na regido constituida por DNA repetitivo
(DNA satélite), cuja seqiiéncia repetitiva ¢ (TCTA),. As seqiiéncias do par de
primer ja descrito estdo na Tabela 7 e os alelos com seus respectivos comprimentos

(pb) estdo na Tabela 8.

Tabela 7. Seqiiéncia do par de primer para a amplificacdo do loco DYS391.

Amplimero Referéncia Seqiiéncia do primer para PCR

Set 1 Gene Bank Acesso G09613 5’- CTATTCATTCAATCATACACCCA-3’
5’- GATTCTTTGTGGTGGGTCTG- 3’

Tabele 8. Alelos do loco DY S391 e seus respectivos comprimentos.

Alelos Comprimento (pb)
8 275 pb
9 279 pb
10 283 pb
11 287 pb
12 291 pb
13 295 pb

* de Knijff et al., 1997

Diferentes populagdes mundiais foram estudadas quanto ao polimorfismo do
loco DYS391 e algumas delas estdo descritas na Tabela 9. Como pode ser
concluido observando-se esta tabela, a maior parte das populagdes européias
apresenta uma distribuicdo bimodal com dois alelos mais freqiientes o 10 e 0 11 e
em algumas populagdes a diferenca de freqiiéncia entre esses dois alelos ¢ quase
insignificante como, por exemplo, nas populagdes da Espanha (Valéncia) e de
Portugal (Acores) onde os alelos 10 e 11 apresentam as seguintes freqiiéncias 0,471
e 0,457 ¢ 0,460 e 0,413 respectivamente.

Ja entre os Amerindios esta diferenca ¢ marcante. Em amerindios da
Argentina (Tehuelches) o alelo 11 foi o mais freqiiente (0,670) e nos amerindios da
Venezuela (Yanomami) o alelo 10 foi mais freqiiente (0,920).

Entre as populacdes africanas e asiaticas ndo ocorreu uma distribuicao

bimodal como na populacio européia e o alelo 10 foi o mais freqliente com 0,452
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nas populacdes africanas, 0,696 nos asiaticos do sudeste e 0,675 nos asiaticos do

nordeste.

Tabela 9. Freqiiéncias alélicas do loco DY S391 em diferentes populagoes.

POPULACOES ALELO MAIS ALELO MENOS FONTE
FREQUENTE FREQUENTE
EUROPA
Andaluzia 10 (0,554) 12 (0,018) Gonzalez-Neira et al,2000
Catalunha 11 (0,567) 9(0,033) Perez-Lezaun et al., 1997
Galicia 11(0,491) 9(0,132) Pestoni et al., 1999

Espanhois (Bascos) 11 (0,552) 12 (0,069) Gonzalez-Neira e al.,2000
Espanhdis (Autoctones Bascos) 11 (0,600) 9¢e 12 (0,030) Perez-Lezaun et al., 1997
Espanhdis (Autoctones Bascos) 11 (0,530) 9¢e12(0,039) Perez-Lezaun et al., 1997

Valéncia
Valéncia
Acores (Portugal)
Portugal (Area Norte)
Portugal (Norte)
Europa (em geral)

Amerindios (Suriname)
Amerindios Mapuches (Argentina)
Amerindios Tehuelches (Argentina)

Amerindios Wichis (Argentina)
Amerindios Yanomami (Venezuela)
Amerindios (em geral)

Buenos Aires
Coldémbia (populagdo Negra)

Africanos (em geral)

Asiaticos (Sudeste)
Asiaticos (Nordeste)

Australia

10 (0,471) e 11 (0,457)
10e 11 (0,452)
10 (0,460) e 11 (0,413)
10 (0,494) e 11 (0,407)
10 (0,527) e 11 (0,412)
10 (0,552) e 11 (0,403)
AMERINDIOS

10 (0,680)

10 (0,440)

11 (0,670)

10 (1,000)

10 (0,920)

10 (0,643)

AMERICA

10 (0,550)

10 (0,683)

AFRICA

10 (0,452)

ASIA

10 (0,696)

10 (0,675)

OCEANIA

10 (0,825)
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12 (0,014)
9 (0,097)
12 (0,032)
12 (0,019)
13 (0,007)
12 (0,020)

12 (0,020)
12 (0,060)
9 (0,080)

11 (0,080)
12 (0,020)

12 (0,020)
8 e 12 (0,008)

8 e 12(0,032)

12 (0,018)
9 (0,150)

9 (0,047)

Aler et al., 2000
Gonzalez-Neira et al,2000
Carvalho et al., 2000
Carvalho et al., 2000
Gonzalez-Neira et a.,2000
de Knijff et al., 1997

Santos et al., 1996

Kayser et al., 1997

Kayser et al., 1997

Kayser et al., 1997

Santos et al., 1996
de Knijff et al., 1997

Kayser et al., 1997
Yunis et al., 2000

de Knijff ef al.,1997

de Knijff et al.,1997
de Knijff et al., 1997

de Knijff et al., 1997
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3.7.4 DYS392

A STR DYS392 esta localizada na regido constituida por DNA repetitivo
(DNA satélite), cuja seqiiéncia repetitiva ¢ (TAT),. As seqiiéncias do par de primer
jé descrito estdo na Tabela 10 e os alelos com seus respectivos comprimentos (pb)

estao na Tabela 11.

Tabela 10. Seqiiéncia do par de primer para a amplificacao do loco DY S392.

Amplimero  Referéncia Seqiiéncia do primer para PCR

Set 1 Gene Bank Acesso G09867 5’- TCATTAATCTAGCTTTTAAAAACAA-3’
5’- AGACCCAGTTGATGCAATGT- 3’

Tabela 11. Alelos do loco DYS392 e seus respectivos comprimentos.

Alelos” Comprimento (pb)*
7 236 pb
10 245 pb
11 248 pb
12 251 pb
13 254 pb
14 257 pb
15 260 pb
16 263 pb

* de Knijff et al., 1997

Diferentes populagdes mundiais foram estudadas quanto ao polimorfismo do
loco DYS392 e algumas delas estdo na tabela 12. Como pode ser observado, nesta
tabela, na maior parte das populagdes estudadas, o alelo mais freqiiente foi o 13
com freqiiéncia média igual a 0,600. No entanto, em populacdes européias tanto o
alelo 13 quanto o alelo 11 apresentaram uma freqiiéncia relativamente elevada. Na
populag¢do da Andaluzia houve uma distribui¢do bimodal entre o alelo 13 (0,446) e
alelo 11 (0,446), ja na populacdo da Catalunha (Espanha), o alelo 11 foi o mais
freqiiente (0,563), e no pais Basco (Espanha), o alelo 13 foi o mais freqiiente com

freqiiéncia média de 0,824.
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Entre os amerindios americanos dos Estados Unidos o alelo 14 foi o mais

freqiiente com freqiiéncia média de 0,615. Em populagdes africanas e asidticas do

nordeste o alelo 11 foi o mais freqiiente (0,819 e 0,725, respectivamente).

Tabela 12. Freqiiéncias alélicas do loco DYS392 em diferentes populagdes.

POPULACOES

Andaluzia
Catalunha
Galicia
Espanhois (Bascos)
Espanhois (Autdctones Bascos)
Espanhois (Autdctones Bascos)
Valéncia
Valéncia
Acores (Portugal)
Portugal (4rea Central)
Portugal (Norte)

Amerindios (Suriname)
Amerindios Mapuches (Argentina)
Amerindios Tehuelches (Argentina)
Amerindios Wichis (Argentina)
Amerindios Yanomami (Venezuela)

Buenos Aires (Argentina)
Colombia (populagdo Negra)

Africanos (em geral)

Asiaticos (Sudeste)
Asiaticos (Nordeste)

Australia

ALELO MAIS ALELO MENOS
FREQUENTE FREQUENTE
EUROPA
11 e 13 (0,446) 12 (0,018)

11 (0,563) 12 e 14 (0,031)

13 (0,553) 14 (0,021)

13 (0,793) 14 (0,034)

13 (0,930) 11 (0,07)

13 (0,750) 11 (0,250)

13 (0,585) 10 (0,007)

13 (0,581) 15 (0,032)

13 (0,540) 12 (0,048) ¢ 14 (0,032)

13 (0,451) 15 (0,006)

13 (0,600) 12 e 14 (0,055)

AMERINDIOS

11 (0,630) 12 (0,020) e 14 (0,040)

14 (0,560) 11 (0,060)

14 (0,420) 15 (0,080)

14 (0,660) 11 e 15 (0,170)

14 (0,820) 15 (0,180)
AMERICA

13 (0,450) 12 e 14 (0,03) 10(0,05)

11 (0,731) 15 (0,008)
AFRICA

11 (0,819) 10 e 13 (0,066)

ASIA

13 (0,380) 16 (0,017)

11 (0,725) 12 e 16 (0,025)
OCEANIA

13 (0,512) 15 (0,047)
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FONTE

Gonzalez-Neira et al.,2000
Perez-Lezaun et al., 1997
Pestoni et al., 1999
Gonzalez-Neira e al.,2000
Perez-Lezaun et al., 1997
Perez-Lezaun et al., 1997
Aler et al., 2000
Gonzalez-Neira et al., 2000
Carvalho et al., 2000
Carvalho et al., 2000
Gonzalez-Neira et al., 2000

1996
1997
1997
1997
1996

Santos et al.,
Kayser et al.,
Kayser et al.,
Kayser et al.,
Santos et al.,

Kayser et al., 1997
Yunis et al., 2000

de Knijff ez al., 1997

de Knijff ez al., 1997
de Knijff et al., 1997

de Knijff ez al., 1997




Maciel, E.M.B.B. Determinagdo do Polimorfismo...

3.7.5DYS393

A STR DYS393 estd localizada na regido constituida por DNA
repetitivo (DNA satélite), cuja seqiiéncia repetitiva ¢ (AGAT),. As seqliéncias do
par de primer ja descrito estdo na Tabela 13 e os alelos com seus respectivos

comprimentos (pb) estdo na Tabela 14.

Tabela 13. Seqiiéncia do par de primer para a amplificacdo do loco DY S393

Amplimero Referéncia Seqiiéncia do primer para PCR

Set 1 Gene Bank Acesso G09601 5’- GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC-3’
5’- AACTCAAGTCCAAAAAATGAGG- 3’

Tabela 14. Alelos do loco DYS393 e seus respectivos comprimentos.

Alelos Comprimento (pb)*
11 115 pb
12 119 pb
13 123 pb
14 127 pb
15 131 pb

* de Knijff et al., 1997

Diferentes populagdes mundiais foram estudadas quanto ao polimorfismo do
loco DYS393 e algumas delas estdo descritas na Tabela 15. Como pode ser
observado, nesta tabela, a maior parte das populagdes apresenta o alelo 13 como o
mais freqiiente para o loco DYS393. E interessante notar que em populacdes do
Nordeste da Asia o alelo 13 também foi o mais freqiiente (0,625), em contraste com

a regido Sudeste onde o alelo mais freqiiente foi 0 12 com freqiiéncia (0,464).
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Tabela 15. Freqiiéncias alélicas do loco DYS393 em diferentes populagdes.

POPULACOES ALELO MAIS ALELO MENOS FONTE
FREQUENTE FREQUENTE
EUROPA
Andaluzia 13 (0,696) 11e15(0,018) Gonzalez-Neira et al.,2000
Aragon 10 (0,847) 12 (0,017) Perez-Lezaun et al., 1997
Catalunha 13 (0,812) 12 (0,063) Pestoni et al., 1999
Galicia 13 (0,732) 11 (0,008) Gonzalez-Neira e al.,2000
Espanhois (Bascos) 13 (0,690) 14 (0,069) Perez-Lezaun et al., 1997
Espanhdis (Autdctones Bascos) 13 (0,834) 12 (0,071) Perez-Lezaun et al., 1997
Espanhois (Autoctones Bascos) 13 (0,830) 14 (0,070) Aler et al., 2000
Valéncia 13 (0,750) 15 (0,007) Gonzalez-Neira et al., 2000
Valéncia 13 (0,742) 14 (0,065) Carvalho et al., 2000
Acores (Portugal) 13 (0,746) 15 (0,016) Carvalho et al., 2000
Portugal (area Central) 13 (0,679) 15 (0,006) Gonzalez-Neira et al., 2000
Portugal (Norte) 13 (0,782) 15 (0,018) Gonzalez-Neira et al.,2000
Europa (em geral) 13 (0,701) 15 (0,003) de Knijff et al., 1997
AMERINDIOS
Amerindios (Suriname) 13 (0,460) 15 (0,040) Santos et al., 1996
Amerindios Mapuches (Argentina) 13 (0,870) 14 (0,130) Kayser et al., 1997
Amerindios Tehuelches (Argentina) 13 (0,750) 12 (0,080) Kayser et al., 1997
Amerindios Wichis (Argentina) 13 (1,000) - Kayser et al., 1997
Amerindios Yanomami (Venezuela) 13 (1,000) -- Santos et al., 1996
Amerindios (em geral) 13 (0,567) 15 (0,003) de Knijff e al., 1997
AMERICA
Buenos Aires (Argentina) 13 (0,660) 9e 15 (0,020) Kayser et al., 1997
Colombia (populagido Negra) 13 (0,479) 11 (0,008) Yunis et al., 2000
AFRICA
Africanos (em geral) 13 (0,419) 12 (0,065) de Knijff et al., 1997
ASIA
Asiaticos (Sudeste) 12 (0,464) 11(0,018) de Knijff et al., 1997
Asiaticos (Nordeste) 13 (0,625) 14 (0,150) de Knijff et al., 1997
OCEANIA
Austrélia 13 (0,779) 12 (0,012) de Knijff et al., 1997
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RESUMO

Um total de 240 individuos nao relacionados da populacdo do Estado de
Pernambuco (Nordeste do Brasil) foram estudados quanto ao polimorfismo dos
locos de STRs (Short tandem Repeats) ligadas ao cromossomo Y DYS19, DY S390,
DYS391, DYS392 e DYS393 para construgdo de haplétipos. O DNA foi
amplificado com a utilizagdo de primers especificos e os genoétipos identificados
através de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante, seguida de
coloragao com nitrato de prata. Os alelos mais freqiientes foram DYS19*14 (0,629),
DYS390*24 (0,513), DYS391*10 (0,575), DYS392*13 (0,413) e DYS393*13
(0,758). Foram observados 150 haplotipos diferentes, dos quais 110 apareceram
apenas uma vez. O haplétipo mais comum (DYS19*14, DY S390%24, DYS391*10,
DYS392*13, DYS393*13) teve freqiiéncia de 9% na amostra. As diversidades
alélicas foram entre 0,401 para DYS393 e 0,696 para DYS392 e a capacidade de
discriminagdo foi de 98%. Os resultados mostram que esses locos sdo adequados

para analise forense e investigacao de paternidade no Estado de Pernambuco.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo, Y-STRs, haplotipos e analise forense.
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INTRODUCAO

A variagdo genética entre os individuos, analisada ao nivel de DNA, tem
sido amplamente utilizada no estudo da extensa diversidade genética de
diferentes populagdes mundiais. Tanto o DNA mitocondrial quanto o nuclear
exibem uma grande variedade de polimorfismos, os quais sdo utilizados para
comparar variacdes genéticas entre as populagdes e discutir problemas
evolutivos. Entre as variagoes de DNA nuclear estdo as variacoes alélicas no
numero de segmentos repetitivos em tandem e os grupos haplotipicos [1].
Atualmente o polimorfismo de STRs tem sido muito utilizado para identificagao
de seres humanos em ciéncia forense [2-4] e também para inferir sobre a historia
evolutiva [5], estudos populacionais [5, 6], mapeamento do genoma humano [3,

7], diagnostico de doengas e teste de paternidade [4, 7].

Neste estudo utilizamos os sistemas polimérficos DYS19, DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393, localizados no cromossomo Y de heranga paterna onde,
com excecao da regido pseudo-autossdmica, ndo ha recombinagdo génica [8]. As
variacdes destas STRs podem ser combinadas como um haplotipo, que ¢
transmitido de pai para filho. Nota-se que o alelo de cada marcador individual,
assim como o haplétipo formado, se conserva tanto nos ascendentes como nos

descendentes assim como na linha colateral dos individuos do sexo masculino.

Os polimorfismos das STRs, da regido nao-recombinante do cromossomoY, sao
cada vez mais utilizados para estudar a evolucdo genética do sexo masculino,
bem como para aplicacdes forenses [9-12]. Contudo, a aplicagdo forense destes
marcadores ligados ao cromossomo Y requer conhecimento das freqiiéncias

alélicas e haplotipicas de cada populagao [13].
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MATERIAL E METODOS

PREPARACAO DAS AMOSTRAS: Foram coletadas amostras de sangue venoso,
utilizando ACD (&cido citrico 0,038M; citrato de sdédio tribasico 0,075M; dextrose
0,133M) como anticoagulante, de 240 individuos do sexo masculino, nao
aparentados, da populagdo do Estado Pernambuco (Brasil). O DNA foi extraido

pelo método rapido Mini Salting Out e digestao com proteinase K [14].

TIPAGEM DAS STRs: As STRs foram coamplificadas usando-se a seguinte
mistura: 2,5ul de tampao 10X de PCR (KCI 500mM, Tris-HCI 200mM ), 2,5ul de
MgCl, 50mM, 0,62ul de cada ANTP 10mM, 2ul de cada primer 25pmol/pl, 0,2l
de tag DNA polimerase 5u/pl, 3ul de DNA gendmico 100ng/pl e H,O gsp 25ul,
para o triplex (DYS19, DYS392 e DYS393) e o duplex (DYS390 e DYS393). A
PCR foi realizada em um termociclador Perkin-Elmer 2400, nas seguintes
condigdes: 94°C por 2 minutos na desnaturagdo inicial; 30 ciclos: 94°C por 30
segundos, 55° C por 30 segundos no pareamento, 72° C por 30 segundos e 72° C
por 7 minutos (extensao final).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida desnaturante (5%, uréia 7M) com aplicagdo de 2000V durante 2
horas, no seqiienciador Hoefer SQ3 sequencer. Apos a corrida eletroforética o gel
foi corado por impregnacdo de nitrato de prata. A identificacao dos alelos foi feita
utilizando um controle positivo K562 fornecido pela Promega Corporation,
Madison, WI aplicado na mesma corrida eletroforética e por comparacdo com um

marcador de peso molecular.

ANALISE ESTATISTICA: A determinacio dos gendtipos foi feita por
contagem direta dos alelos para determinar as freqii€ncias alélicas e haplotipicas e

com isso calculada a diversidade alélica e a capacidade de discriminagao [15].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro trabalho com dados populacionais e freqiiéncias
haplotipicas sobre STRs com os locos DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 ¢
DYS393 de uma grande amostra do Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.
Foram observados 6, 8, 5, 4, 4 alelos, respectivamente para os 5 locos, ndo tendo

sido encontrado novos alelos em relagao a literatura.

Freqiiéncias alélicas

Para todos os locos estudados do cromossomo Y os alelos mais freqiientes
conferem com os dados obtidos em outras populagdes brasileiras [16] e com
aquelas encontradas em populagdes caucasianas européias [10]. As freqiiéncias

alélicas sdo mostradas na Tabela 1.

Freqiiéncias haplotipicas

As freqiiéncias haplotipicas destas 5 STRs foram determinadas a partir de
uma amostra de 240 individuos do Estado de Pernambuco. Entre os 240 individuos
analisados, 150 haplotipos diferentes foram observados e 110 haploétipos
apareceram apenas uma vez. O haplétipo mais comum (DYS19*14, DY S390%24,
DYS391*10, DYS392*13, DYS393*13) foi compartilhado por 9% da amostra com
uma freqiiéncia (0,092), sendo ele também um dos mais freqiientes entre os
europeus. A capacidade de discriminagao foi estimada em 0,98. A Tabela 2 mostra
uma comparacao entre a populacdo do Estado de Pernambuco e o maior banco de
dados com as freqiiéncias referidas sobre haplotipos do cromossomo Y, no banco
de dados Y-STR haplotypes reference database (YHRD) (http://ystr.charite.de)
[17] e a Tabela 3 mostra uma comparacdo da capacidade de discrimina¢do do
haplotipo com 5 STRs do cromossomo Y aqui analisados e outras STRs localizadas
em autossomos na populacdo do Estado de Pernambuco [18], demonstrando uma

grande eficdcia na utilizagdo das freqii€ncias haplotipicas em aplicacdes forenses.
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Os estudos demonstraram que a populacdo pernambucana ¢ geneticamente
similar as populagdes européias e esta geneticamente mais distante das populagdes
asiaticas. Este resultado pode ser explicado pela histéria da colonizacdo ocorrida
nesta regido do Brasil, periodo em que numerosos grupos de europeus
(principalmente portugueses, espanhois e holandeses) aqui se instalaram e viveram
por um longo periodo de tempo, mantendo o contingente negro € o indio sob forte
segregacdo. Embora a populacio do Estado de Pernambuco seja resultante da
miscigenacdo entre brancos europeus, negros africanos e indios americanos, parece
estar mais proxima geneticamente dos caucasianos europeus.

Os dados obtidos ja fazem parte do banco de dados sobre polimorfismo de
DNA da populacdo estudada, para que possa ser utilizado em testes de paternidade,
genética forense e estudos evolutivos. Com isso desenvolvemos um software
(HAPLONE) com todos os dados sobre hapldtipos do cromossomo Y que esta a

disposicao em http://www.nlink.com.br/mauricio/ystr-ne.
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Tabela 1. Freqiiéncias alélicas das STRs DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 ¢
DYS393 na populacdo do Estado de Pernambuco.

Alelo DYS19 DYS390 DYS391 DYS392 DYS393
(n=24)  (1=240)  (n=240) (n=240)  (n=240)
- - 0,004 - -
9 - - 0,058 - -
10 - - 0,575 - -
11 - - 0,350 0,304 -
12 ; , 0,013 0,167 0,096
13 0,121 - - 0,413 0,758
14 0,629 - - 0,117 0,117
15 0,188 - - - 0,029
16 0,054 - - - -
17 0,004 - - - -
18 0,004 - - - -
19 - 0,004 - - -
20 - 0,004 - - -
21 - 0,071 - - -
22 - 0,133 - - -
23 - 0,167 - - -
24 - 0,513 - - -
25 - 0,096 - - -
26 - 0,013 - - -
Diversidade 0,551 0,677 0,543 0,696 0,401

Tabela 2. Haplotipos mais freqiientes na populagdo do Estado de Pernambuco dos
seguintesmarcadores (DYS19-DYS390-DYS391-DYS392-DYS393), respectivamente,
comparados com referéncias do Y-STR Haplotype reference database (YHRD).

Haplotipos (n) freqiiéncias YHRD'
(14-24-10-13-13) 22 0,092 0,041
(14-24-11-13-13) 20 0,083 0,078
(14-24-10-11-13) 9 0,038 0,020
(14-24-10-12-13) 6 0,025 0,018

* http://ystr.charite.de
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Tabela 3. Comparacdo da capacidade de discriminacdo entre Y-haplotipos e algumas
STRs localizadas em autossomos na populacdo do Estado de Pernambuco.

Y- Haplotipos e STRs autossomicas Capacidade de discriminacao

(%)
DYS19, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 98.00
FGA 97.10
D18S51 96.80
DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 96.18
D21S11 95.30
D8S1179 94.40
DYS19, DYS390, DYS391 93.99
D7S820 93.00
VWA 93.20
THO1 93.30
D16S539 92.70
D13S317 91.60
CSF1PO 88.60
D3S1358 88.20
DYS19, DYS390 87.25
TPOX 85.10
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5. ABSTRACT
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We present a Y-chromosome short tandem repeat (STR)-haplotype database
consisting of the loci DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 and DYS393. Short
tandem repeat (STR) polymorphism from male specific part of the Y-chromosome
are increasingly being used for the study of male specific lineage evolution as well
as for forensic applications. The most frequent alleles were DYS19* 14 (0,629),
DYS390* 24 (0,513), DYS391* 10 (0,543), DYS392* 13 (0,413) e DYS393* 13
(0,758). 150 haplotypes were observed in 240 unrelated people from the state of
Pernambuco, 110 haplotypes were unique. The most common haplotype was shared
by 9% of the sample. The allelic diversities were between 0,401 for DYS393 and
0,696 for DYS392 and the power of discrimination is 98%. The results show that
these loci are suitable for forensic analysis and paternity investigation and for
historical purpose in the population from the state of Pernambuco and Northeast of

Brazil.
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