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Resumo

O uso de marcadores genéticos conhecidos como STRs (do inglés Short Tandem
Repeats) transformou-se em uma ferramenta central na genética forense, permitindo a
identificagao individual a partir de amostras biologicas recolhidas de diferentes cenarios.
O sucesso na sua aplicabilidade resulta da heterogeneidade associada ao numero de
repeticdes entre individuos, que uma vez combinados para diferentes STRs, gera perfis

genéticos distintivos e confiaveis.

Neste estudo, realizou-se uma analise multipopulacional baseada em uma revisao da
literatura com o objetivo principal de descrever a diversidade e estrutura populacional
de STRs autossémicos, STRs do cromossoma X (X-STRs) e STRs do cromossoma Y
(Y-STRs). A analise focou em indicadores essenciais, como frequéncias alélicas,
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), contetudo de informacéao polimérfica (PIC), poder
de discriminacao (PD) e diversidade haplotipica (HD).

Os resultados indicam que os painéis de STRs dos kits Investigator Argus X-12 (X-
STRs) e do kit PowerPlex Y23 (Y-STRs), apresentam alto grau de polimorfismo e alto
poder discriminativo. A analise dos X-STRs apresentou um Poder Combinado de
Discriminagéao (CPD) superior a 0,9999999983 enquanto os Y-STRs mostraram maior
variagao entre populagdes, mantendo altos niveis de poder de discriminagao em grupos
asiaticos, mas revelando valores mais reduzidos em comunidades geneticamente
isoladas, como os Yakuts. Estes dados mostram que os X-STRs oferecem um
desempenho uniformemente elevado, enquanto os Y-STRs sdo mais sensiveis a

histéria demografica e a subestrutura populacional.

Os dados analisados demonstram que a variabilidade genética é fortemente
influenciada pela histéria demografica e geografica de cada populagdo. Também
ressaltam a importancia de utilizar dados populacionais especificos, garantindo
resultados estatisticos precisos e confiaveis em genética forense. Por fim, este estudo
evidencia a relevancia dos STRs como ferramentas essenciais, enquanto aponta a

necessidade de expandir pesquisas para populagdes menos estudadas.

Palavras-chave: STRs, Y-STR, X-STR, STRs autossdmicos, Marcadores Genéticos,

Genética Forense, Genética Populacional
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Abstract

The use of genetic markers known as Short Tandem Repeats (STRs) has become a
central tool in forensic genetics, enabling individual identification from biological samples
collected in different scenarios. The success of their applicability derives from the
heterogeneity associated with the number of repeat units among individuals, which,

when combined across different STR loci, generates distinct and reliable genetic profiles.

In this study, a multipopulation analysis was conducted based on a literature review, with
the primary objective of describing the diversity and population structure of autosomal
STRs, X chromosome STRs (X-STRs), and Y chromosome STRs (Y-STRs). The
analysis focused on essential indicators such as allele frequencies, Hardy—\Weinberg
equilibrium (HWE), polymorphic information content (PIC), power of discrimination (PD),

and haplotype diversity (HD).

The results indicate that the STR panels of the Investigator Argus X-12 kit (X-STRs) and
the PowerPlex Y23 kit (Y-STRs) exhibit a high degree of polymorphism and strong
discriminatory power. The X-STR analysis revealed a Combined Power of Discrimination
(CPD) exceeding 0.9999999983, whereas Y-STRs showed greater variation among
populations, maintaining high levels of discriminatory power in Asian groups but
exhibiting reduced values in genetically isolated communities such as the Yakuts. These
findings demonstrate that X-STRs provide consistently high performance, while Y-STRs

are more sensitive to demographic history and population substructure.

The analyzed data demonstrate that genetic variability is strongly influenced by the
demographic and geographic history of each population. It also highlight the importance
of using population-specific data to ensure accurate and reliable statistical results in
forensic genetics. Finally, this study underscores the relevance of STRs as essential

tools while emphasizing the need to expand research on understudied populations.

Keywords: STRs, Y-STR, X-STR, Autosomal STRs, Genetic Markers, Forensic

Genetics, Population Genetics.
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Introducao

1. Marcadores genéticos

O genoma humano é constituido por aproximadamente 3,08 x 10° de pares de bases,
distribuidos em autossomas, cromossomas sexuais e em DNA mitocondrial, sendo que
a maior parte ndo é codificante, e difere menos de 0.1% entre individuos [1]. E
precisamente nesta pequena parte variavel que se encontra a chave para a
individualidade bioldgica e a compreensao da variabilidade populacional. No sentido da
identificagcdo dessa variagao inter-individual sdo usados marcadores genéticos, que sao
sequéncias de DNA que variam em sequéncia ou numero de repeti¢cdes, ou seja, podem
ocorrer por substituicdes de bases, ou por inser¢des ou delegcdes de conjunto de bases
que levam a alteragées no numero de repeticdoes de uma sequéncia especifica de DNA.
Os marcadores genéticos sdo amplamente utilizados na identificacdo bioldgica,
definicao de relacbes de parentesco, reconstrucdo de relagbes evolutivas e

mapeamento de genes associadas a doengas [2].

Entre os marcadores genéticos mais utlizados estao os Short Tandem Repeats (STRs)
descritas na tabela 1. Estes marcadores sao repeticoes de pequenas sequéncias de
DNA cujo numero de repeticdes varia entre individuos e pode ser determinado a nivel
molecular via Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e eletroforese capilar [3]. A
elevada heterozigotia faz com que valores do conteudo informativo polimérfico (PIC)
frequentemente excedam 0.5, caracterizando-os como altamente informativos dado o

elevado poder discriminatério [4].

Um outro tipo de marcador usado em genética forense sao os Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) que sdo marcadores bialélicos na maioria dos casos, que
apresentam apenas duas variantes possiveis em uma dada posicdo cromossomica,
tendo por isso um menor poder discriminatério (tabela 1) [5]. Ainda assim, a sua
utilizagao é importante em estudos de genética forense e populacional, pois, aplicam-
se na andlise de DNA degradado ou altamente fragmentado. Em contextos forenses,
esses dados podem orientar investigagdes iniciais quando ndo ha correspondéncia
direta nas bases de dados, fornecendo pistas sobre a provavel origem populacional do
doador. Além disso, em analises populacionais, permitem estimativas robustas da

composigao ancestral do individuo examinado [4].
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Embora os dois tipos de marcadores referidos acima sejam os mais usados, existem

outros marcadores que sédo importantes nos estudos moleculares em genética forense

e populacional que também se encontram discriminados na tabela 1.

Tabela 1. Tipos de marcadores genéticos

Marcadores
Repeticoes em
Tandem de Numero
Variavel (VNTRs)

[6]

Repeti¢coes Curtas
em Tandem (STRs)

(7], (8]

Polimorfismo de
Nucleotideo Unico
(SNP)

[4]

Insergao ou
Delecéao (INDELs)

(9]

Principio
Unidades de repeticdo que
variam tipicamente de 10 a

100 pares de bases

Unidades de repetigcéo
tipicamente de 2 a 6 pares

de bases

Variagdo em uma Unica
posi¢cado nucleotidica numa

sequéncia de DNA

Insercdo ou delegdo de
uma pequena sequéncia
de DNA

Vantagens
Elevada diversidade
alélica, elevada
heterozigosidade
observada em muitos loci
e elevado poder de
discriminacao
Elevadas taxas de
mutacdo e facilidade de
detegdo por meio de
amplificacdo baseada em
PCR,
Andlise simultdnea de

muitos loci informativos a

partir de quantidades
minimas de  material
biolégico

Facilidade na

amplificagdo usando PCR
multiplex,

Baixa taxa de mutagdo
(10°®)

Amplificados em multiplex
com fragmentos de PCR
muito curto, Uuteis para
DNA

altamente degradado

amostras de

Desvantagens
Relativamente escassos no
genoma e exigem grandes

quantidades de DNA intacto

Elevadas taxas de mutagdo por
geragao, o que resulta no surgimento

de novas variantes alélicas

Caracter bialélico sendo menos
informativos

E necessario um numero elevado
para atingir probabilidades
combinadas equivalentes as obtidas
com STRs [4]
Poder de

relativamente baixo em comparagao

discriminagao

com os STRs
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1.1. Critérios de escolha de marcadores para aplicacoes

forenses

A selecdo dos marcadores genéticos para aplicagao forense depende de um conjunto
complexo de fatores técnicos, estatisticos e populacionais, de forma a garantir que o
perfil obtido seja altamente discriminatorio e robusto no contexto especifico da

investigagao.

¢ Grau de polimorfismo
Medido pelo conteldo informativo polimérfico (PIC) e pela heterozigosidade
observada (Ho). Marcadores com valores elevados nestes indices oferecem
maior capacidade de distinguir individuos ndo aparentados, reduzindo a
probabilidade de coincidéncias [10]. Essa propriedade é essencial quando se
pretende alcancar probabilidades combinadas de discriminagao (CPD) ou
exclusao (CPE) proximas a 1, que é a condigao fundamental para fortalecer a
evidéncia em tribunal [10].

¢ Representatividade populacional das frequéncias alélicas
A estimativa das frequéncias deve fundamentar-se em amostras populacionais
de dimensao adequada, preferencialmente com pelo menos 1000 individuos, a
fim de assegurar robustez estatistica, minimizando erros amostrais e identificar
eventuais desequilibrios de ligacao (LD) entre loci altamente polimorficos [11].

o Condicoes da amostra
Muitos casos forenses envolvem material degradado ou em quantidade
reduzida. Nesse cenario, marcadores com regides alvo curtas tém vantagem
técnica devido a maior eficiéncia na amplificacao por PCR, o que explica a

preferéncia por STRs curtos ou SNPs quando o DNA esta degradado [12].

2.Repeticoes curtas em tandem-Short
Tandem Repeats (STRs)

As repeticdes curtas em tandem (STR) ou microssatélites, tém geralmente 2 a 6 pares
de bases que se repetem em tandem em locais especificos do genoma, ocupando cerca
de 3% de todo o genoma [13,14,15].

3
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Sao altamente polimorficos, pois ha uma variacdo no numero de repeticbes entre os
individuos, tornando-se uma ferramenta valiosa para estudos forenses, como testes de
paternidade e identificacdo humana [16,14]. Essa elevada variabilidade decorre,
principalmente do fenédmeno de deslizamento durante a replicagdo. Um mecanismo no
qual a DNA polimerase pode adicionar ou remover repeticbes completas de forma

relativamente frequente, aumentando a diversidade alélica na populagao [17].

As atuais aplicagbes praticas exploram esse elevado grau de variabilidade pois do ponto
de vista estatistico, muitos loci STR frequentemente exibem valores elevados de PIC,

frequentemente superiores a 0.6, o que indica elevado poder discriminatério [18].

Loci STR estao incorporados em sistemas multiplex comerciais que tipicamente
analisam de 15 a 23 loci autossémicos em simultdneo e permitem calculos robustos do
CPD e do CPE. Em muitos kits validados esses parametros atingem valores proximos
de 1, indicando uma baixissima probabilidade tedrica de perfis idénticos entre individuos

nao aparentados [17].

Além dos marcadores autossOmicos classicos presentes nas bases de dados como o
CODIS (Combined DNA Index System) e reconhecidos internacionalmente, esses
painéis podem incluir STRs localizados nos cromossomas sexuais. Os X-STR (STR
associadas ao cromossoma X) oferecem vantagens especificas para a resolu¢ao de
relacdes bioldgicas envolvendo hereditariedade paterna em filhas [18], enquanto os Y-
STR (STR associadas ao cromossoma Y) sdo usados para rastrear linhagens
masculinas diretas e resolver casos com predominancia ou exclusividade de DNA

masculino, como o caso de abuso sexual em que o agressor € do sexo masculino [19].

2.1. Estrutura e Nomenclatura

A estrutura molecular dos STRs consiste em unidades curtas de sequéncia nucleotidica
repetidas em tandem. O motivo basico, como por exemplo a sequéncia GATA, define
cada repeticdo, e o numero de repeticdes determina o alelo observado num individuo,

refletindo a contribuicdo haploide herdada de cada progenitor [2].

A International Society for Forensic Genetics (ISFG) recomenda que o motivo repetitivo
seja definido a partir dos primeiros nucleotideos na dire¢ao 5 da cadeia direta no
GenBank. Esta padronizagdo evita ambiguidades relacionadas a orientagcdo da
sequéncia e assegura comparabilidade internacional dos resultados entre laboratérios
[20].

4
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A nomenclatura dos STRs segue convengdes internacionais, como os sistemas CODIS
e ESS (European Standard Set), nos quais os loci STR sdo organizados em painéis
multiplex validados, contendo um conjunto fixo de marcadores centrais. Cada locus
possui um identificador alfanumérico sistematico que reflete sua localizacio

cromossomica. Por exemplo, no locus DXS10135:

o D refere-se ao DNA
o Xrepresenta o cromossoma X
e Srepresenta STR

e 10135° marcador identificado no cromossoma X

Analiticamente, cada alelo € numerado conforme o numero integral de repetigcbes
detetadas no produto amplificado por PCR. O tamanho do fragmento € inferido por
eletroforese capilar e calibrado com padrées internos. E importante notar que o tamanho
aparente obtido pode diferir ligeiramente do real devido a propriedades fisico-quimicas
do marcador e do corante fluorescente [20], exigindo atencao especial em comparagdes

internacionais ou interlaboratoriais.

A designacao alélica é tradicionalmente baseada na contagem do numero total de
repeticbes completas presentes em cada alelo [5]. Por exemplo, um alelo designado “4”
em um Jocus com motivo tetranucleotidico GATA, indica que o motivo se encontra
repetido 4 vezes consecutivas. O numero de repeticbes desse motivo pode variar de
pessoa para pessoa, como ilustrado na Figura 1 [21]. Em alguns casos, podem existir
repeticdes parciais adicionais, indicadas por sufixos décimais (por exemplo, 12.2 = doze
repeticdes completas + duas bases adicionais) [20]. Essa nomenclatura uniforme é

essencial para assegurar consisténcia em bases de dados forenses e populacionais.
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3 repeticbes |

Individuo 1 CTAGAGATAGATAGATAGATGCTA

Individuo 2 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATGCTA
Individuo 3 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATGCTA
Individuo 4 CTAG#GATAGATAGATAGAT#’GATAGATGCTA

4 repeticbes

5 repeticbes

Figura 1. Imagem ilustrativa de STRs com unidade repetitiva GATA

As regides flanqueadoras também influenciam a nomenclatura, pois mutacdes nestas
regides podem alterar o tamanho aparente dos fragmentos obtidos por eletroforese
capilar. Em certos sistemas comerciais, utilizam-se modificadores de mobilidade para
ajustar a migracao dos fragmentos, garantindo correspondéncia com as tabelas alélicas
oficiais [20]. E importante, ainda, referir que mutagdes nas sequéncias onde hibridam
os oligonucleotideos iniciadores (primers) durante as reagdes de PCR podem gerar
alelos nulos por falha de amplificagcéo, fendmeno que deve ser considerado em analises

forenses [20].

A estrutura interna dos STRs pode ser simples ou complexa.

¢ STRs simples: apresentam uma Unica unidade repetitiva continua, tornando a
contagem previsivel e a interpretagao eletroforética mais direta.

o STRs complexos: possuem interrupgdes, motivos imperfeitos ou blocos
adjacentes distintos. Essa diversidade aumenta a heterozigotia e requer maior

cuidado no desenho de primers para evitar amplificagéo inespecifica [22].

A variabilidade entre individuos decorre, principalmente, do numero distinto de
repeticbes do motivo central, mas também pode resultar de mutagdes intra repetitivas

ou em regides adjacentes, detetaveis por métodos de elevada resolugdo, como a
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sequenciagao massiva em paralelo (do inglés Massive Parallel Sequencing, MPS) [5].
Além disso, a estrutura repetitiva pode originar variantes atipicas, como os alelos
trialélicos, decorrentes de duplicagbes intracromossémicas ou mosaicismo germinativo
[20].

Do ponto de vista funcional, os STRs classificam-se segundo o tipo e tamanho dos
motivos repetitivos: dinucleotideos (2 nucleotideos), trinucleotideos (3 nucleotideos),
tetranucleotideos (4 nucleotideos), pentanucleotideos (5 nucleotideos) ou
hexanucleotideos (6 nucleotideos). Em contexto forense, predominam os
tetranucleotideos, devido ao equilibrio entre elevada variabilidade alélica e menor

incidéncia de artefactos de amplificagdo, como os picos stutter [5].

A interpretacio estatistica baseia-se em bases de dados alélicos de referéncia e na
independéncia entre os loci analisados, validada por estudos de desequilibrio de

ligacdo, permitindo estimativas robustas de coincidéncia [23, 24].

2.2. Mutacgao

Os STRs possuem elevadas taxa de mutagdo em relagdo a outros marcadores
genéticos, situando-se na ordem de 1073, 10™ por geragdo. Essa taxa é influenciada
pela idade e sexo dos individuos, pelo aumento do numero de repeticdes e pela unidade
de repeticdo e sua composicao. Apesar das elevadas taxas de mutacgao, estas ndo sao
uniformes entre os loci. Os STRs tetranucleotideos apresentam uma taxa de mutagao
cerca de 50% inferior em relagdo aos dinucleotideos em loci STR humanos néo
patogénicos, sendo que, em STR associados a doenca, a taxa de mutagdo dos

tetranucleotideos € de quatro a sete vezes maior [15].

A variabilidade no numero de copias repetidas é devida ao mecanismo mutacional
deslizamento da fita durante a replicagéo (Strand-slippage replication) [15, 20], o qual
foi proposto por Kornberg et al. em 1964, diz que, durante a replicagao do DNA ocorre
um deslizamento entre a cadeia molde e a cadeia nova tal como mostra a Figura 2 [15].
Esse desalinhamento leva a insercéo ou delecdo de uma ou mais unidades de repetigao
no produto final da sintese. A consequéncia molecular imediata € uma variagédo no
numero total de repeticbes no locus afetado, originando os diferentes alelos detetaveis

nas analises forenses.
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Figura 2. llustragdo esquematica de deslizamento da fita durante a replicagéo

2.3. Tipos de STRs: caracteristicas e localizagao

STRs autossomicos

Os STRs autossomicos estdo localizados nos cromossomos autossémicos, € cada
individuo carrega dois alelos (um materno e um paterno) para cada locus, 0 que
aumenta substancialmente a variabilidade a nivel populacional e potencializa o poder

discriminatorio [25].

Apresenta uma elevada taxa de polimorfismo, o que significa que num determinado
locus, individuos diferentes podem ter diferentes nimeros de repeticbes, permitindo
comparar diretamente perfis genéticos completos de individuos e calcular

probabilidades combinadas de coincidéncia [17].

Sao amplamente aplicados em estudos forenses para identificar individuos, a partir de
amostras biolégicas, como cabelo ou sangue, em analises de paternidade e em
investigagdo onde a comparagao de perfis de DNA pode revelar relagdes biolégicas.
Para quantificar a eficacia dos STRs em testes de parentesco sao utilizadas métricas
como poder de exclusao (PE) e o indice de paternidade (IP) [20]. A aplicabilidade pratica
dos STRs autossémicos ¢é favorecida pelo tamanho reduzido das regides amplificadas
por PCR, com elevada taxa de sucesso mesmo em DNA degradado ou fragmentado,

com tamanho inferior a 400 pb [7].
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A caracteristica codominante destes marcadores assegura que ambos os alelos de um
locus heterozigético sejam detetados, garantindo clareza na distingdo entre diferentes
genaotipos. Do ponto de vista molecular, a maior parte dos sistemas comerciais utilizados
para analise forense de STRs autossémicos envolve motivos tetranucledtidos ou

pentanucletidicas devido ao seu alto polimorfismo e variabilidade alélica [21, 26].

A estabilidade dos STRs autossémicos face a eventos mutacionais também influencia
a sua utilizagao. As taxas médias de mutacao dos STRs autossémicos situam-se entre
1073 a 10~*por geragdo, valores suficientemente elevados para manter diversidade

significativa na populacao [20].

A combinagéo de multiplos loci STR aumenta significativamente o poder discriminatério,
e a escolha dos Jloci para um painel forense autossémico tem em consideracdo a
frequéncia alélica esperada nas principais populag¢des alvo. Para otimizar este aspeto,
estudos populacionais prévios geram estimativas confiaveis usadas tanto nos célculos
individualizados quanto na composig¢ao das bases estatisticas internas dos laboratoérios
[27]. Consequentemente, torna-se necessario a criagao constante de bases de dados
populacionais amplas que registam as frequéncias alélicas, considerando a distribui¢do

geografica e a composicao étnica relevante [28].

Os STRs autossomicos sao analisados em sistema multiplex. Os kits comerciais incluem
primers otimizados e fluorocromos distintos para permitir leitura simultdnea por
eletroforese capilar. Tal como referido anteriormente, a padronizagao da nomenclatura
assegura comparabilidade internacional, classificando cada alelo pelo nimero exato (ou
decimal em caso de repeti¢cdes parciais) das unidades repetitivas detetadas [5]. Alguns
kits presentes no mercado sao: kit PowerPlex System (Promega, EUA), kit GlobalFiler
(Thermo Fisher Scientific, Reino Unido), kit Aggun expressmarker (AGCU ScienTech
Incorporation, China), kit goldeneye (Peoplespot Corporation, China), kit AmpFISTR®
IdentifilerTM (Thermo Fisher Scientific, EUA).

STRs do Cromossoma X (X-STRs)

Os X-STRs sédo marcadores genéticos localizados no cromossoma X, possuem um
padrao de hereditariedade Unico, diferente dos autossémicos e dos Y-STRs, onde os
individuos do sexo masculino herdam apenas uma copia da mae e os individuos do
sexo feminino herdam as duas copias, uma de cada progenitor [18, 29, 30]. Devido a

esse padrdao de hereditariedade, é bastante utilizado em andlises forenses
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especialmente em testes de parentesco mae-filho, em meias-irmas na auséncia do

material genético do progenitor e também avos e neta[18, 31].

A analise de X-STRs requer ajustes especificos devido ao potencial desequilibrio de
ligacdo significativo entre os loci, que resulta da auséncia de recombinacdo em
individuos do sexo masculino. Por se encontrarem fisicamente préximos, estes loci

podem manter associagoes alélicas detetaveis [23].

A localizagdo dos STRs no cromossoma X também tem implicagbes no contexto
forense. Eles sao, particularmente, valiosos quando combinados com dados
autossomicos e Y-STRs para resolver casos complexos envolvendo multiplos
relacionamentos familiares simultdneos ou suspeitos relacionados parcialmente a vitima
[8, 32].

Estudos populacionais para estes marcadores sdo imprescindiveis, uma vez que as
frequéncias alélicas e haplotipicas variam entre diferentes regides e podem afetar

significativamente parametros forenses como o CPD e o CPE [26, 33].

Os painéis de X-STR atualmente descritos na literatura apresentam elevada diversidade
génica (DG) e elevado conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC), com valores

frequentemente comparaveis aos dos marcadores autossdmicos mais informativos [34].

Tal como acontece nos STRs autossdmicos, os kits comerciais disponiveis permitem
multiplexar uma duzia ou mais destes /oci num unico ensaio PCR. Essa configuragao
possibilita a leitura simultanea dos marcadores, aumentando eficiéncia na rotina forense
[34, 35].

Aplicacbes praticas mostram que estes marcadores sao Uteis ndo s6 na identificagao
humana direta, mas também complementam investigacdes forenses sensiveis com viés
sexual claro nos vinculos investigados. Por exemplo, em casos onde o material genético
disponivel provém, predominantemente, da vitima feminina e ha necessidade de
investigar o parentesco entre suspeitos do sexo masculino vinculados por via paterna
indireta, os marcadores X-STR podem elucidar ambiguidades que os marcadores

autossémicos, isoladamente, ndo conseguem resolver [35].

STRs do Cromossoma Y (Y-STRs)
Os Y-STRs estao localizadas no cromossoma Y e sdo transmitidos exclusivamente de

pai para filho, refletindo sua caracteristica haploide. Isso implica auséncia de
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recombinagao meidtica na maior parte da extensao do cromossoma, com exce¢ao das
regides pseudoautossomicas [14, 36, 37]. Essa caracteristica permite tragar a linhagem
masculina direta, de um individuo, o que se revela particularmente valiosos em
contextos de investigacao forense. Em casos que envolvem apenas DNA masculino ou
vestigios compostos por grandes quantidades de DNA feminino misturado com
contribuigdes masculinas minimas. Como por exemplo em casos de agressao sexual,
0s kits comerciais validados de Y-STR demonstraram capacidade de detetar perfis
masculinos mesmo quando o DNA proveniente do homem esta presente em proporcoes
infimas relativamente ao material feminino [38]. Essa auséncia de separacao meiodtica
implica que o poder discriminatério dos Y-STRs seja menor para distinguir individuos
nao aparentados dentro de populagdes pequenas ou isoladas com niveis elevados de

endogamia.

Devido ao padrao de hereditariedade, formam haplotipos estaveis transmitidos intactos
ao longo das geragbes. Esta caracteristica torna-os muito uteis em investigacdes
genealdgicas, anadlise de origem ancestral e identificacdo de misturas de DNA
masculino/feminino e na genética populacional é utilizada para estudar padrbes

evolutivos e de fluxo genético devido a diversidade dos haplétipos [14].

Com base nas taxas de mutacao os Y-STR sao classificados como Y-STRs de mutagao
rapida (RM) e Y-STRs de mutagéo lenta (SM). Sendo que nos RM Y-STR a taxa de
mutagdo encontra-se na ordem de 10?2 por geragdo, fazendo com que, sejam mais
indicados para identificacdo forense de linhagem paterna ou outra identificacdo
complexa de parentesco, estes marcadores introduzem variagdo suficiente para
diferenciar inclusive irmaos ou primos paternos proximos. Os SM Y-STRs séao
marcadores mais estaveis, com uma taxa de mutagdo de aproximadamente 1073,
preservando melhor a assinatura genética ao longo das geragdes e tomando-se, mais

adequados para estudos genealogicos [13].

Os parametros forenses associados aos Y-STRs incluem a diversidade haplotipica e a
capacidade de discriminagao (DC). Estudos populacionais, como os realizados na
populagao Lisu na China, identificaram centenas de haplétipos distintos a partir destes
loci, com valores de diversidade haplotipica superiores a 0,99 em determinadas
populagbes. Esses resultados evidenciam elevada variabilidade genética, mesmo

considerando a transmisséo uniparental do cromossoma Y [39].
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Os kits amplamente usados combinam conjuntos “core” herdados do sistema Yfiler (17
loci tradicionais), loci altamente discriminantes adicionais e RM Y-STRs para maximizar

eficiéncia tanto em contexto internacional quanto regional [13].

2.4. Técnicas de detecao e analise

Embora sejam utilizadas muitas técnicas de detecdo, a combinacdo do PCR multiplex
com detegao por eletroforese capilar € a espinha dorsal da genética forense e
populacional devido a sua eficiéncia, sensibilidade, robustez e padronizacao, permitindo

a genotipagem simultanea de dezenas de marcadores STR de forma rapida e confiavel

[7].

PCR multiplex
A reagido em cadeia da polimerase (PCR) € a técnica primordial para a detecdo e
analise dos STRs, permitindo a cépia seletiva de regides gendmicas especificas a
partir de quantidades minimas de DNA. O processo envolve trés fases ciclicas

principais [8]:

o Desnaturagdo da dupla hélice
o Ligacéao dos primers as sequéncias flanqueadoras

o Extenséo catalisada pela DNA polimerase

O desenvolvimento do PCR multiplex permitiu com que multiplos loci STRs fossem
amplificados, simultaneamente, numa mesma reacao, com elevada eficiéncia, permitido
que mesmo pequenas quantidades de amostra sejam suficientes para gerar
informagbes genéticas em menor tempo, simplificando o processamento laboratorial
[40]. Para isso, € necessario um desenho criterioso dos primers para evitar formacao de
dimeros e sobreposicao de fragmentos no mesmo espectro de detecdo, além da
combinagéo estratégica de marcadores com tamanhos e fluorocromos distintos para

otimizar a resolucao eletroforética [20, 40].

Eletroforese capilar
A eletroforese capilar consolidou-se como a principal técnica para analise de STRs em

genética forense, substituindo métodos anteriores como a eletroforese em gel de
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poliacrilamida. O principio fundamental baseia-se na migragéo diferencial de fragmentos
de DNA carregados negativamente através de um capilar com polimero sob a agdo de
um campo elétrico. O tamanho do fragmento é inversamente proporcional a sua
mobilidade: moléculas menores migram mais rapidamente que moléculas maiores,

permitindo inferir o nimero de repeticdes no locus STR a partir da distancia migrada [5].

No contexto forense, essa separacgao € associada a detecao por fluorescéncia induzida
a laser. Cada fragmento recebe um fluoréforo especifico durante a PCR multiplex, e
sistemas multicanais, permitem leitura simultanea em diferentes comprimentos de onda,

facilitando a interpretacéo de multiplos loci amplificados numa unica corrida [20].

A precisao da técnica decorre ndo apenas da fisica da migragao eletroforética, mas
também da quimica do polimero e do controlo experimental. A matriz capilar, geralmente
composta por um polimero liquido substituivel, cria um ambiente viscoso que discrimina
diferencgas inferiores a um par de base, 0 que € essencial para distinguir alelos que
diferem por apenas uma repeticao [5]. A estabilidade térmica, garantida por sistemas de

controle ativo de temperatura, reduz variacbes de mobilidade entre corridas.
O processo envolve trés etapas principais:

¢ Injecdo da amostra — eletrocinética (sensivel a forga idnica) ou hidrodinamica
(mais uniforme, exige calibragéo).

o Detecao — lasers excitam os fluoréforos e detetores captam a fluorescéncia de
cada canal.

e Processamento — softwares como GeneMapper ID-X geram eletroferogramas,

calibrados com marcadores internos.

Laboratérios forenses adotam controlos internos rigorosos, incluindo negativos e
positivos calibrados, com protocolos corretivos em caso de divergéncias [20]. Apesar da
elevada resolucéo, rapidez e compatibilidade com multiplex complexos, a técnica tem
custos elevados e exige manutengao frequente. Alternativas existem, mas nenhuma

iguala a sensibilidade e padronizagao internacional da eletroforese capilar [5, 20, 41].

2.5. Kits comerciais

Atualmente, a amplificacdo dos STRs é realizada utilizando diversos kits comerciais, de

acordo com o tipo de marcador e o objetivo da analise. Por exemplo, o kit PowerPlex
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Y23 é amplamente utilizado para Y-STRs [42, 43], o Investigator® Argus X-12 para X-
STRs [11], e o AmpFISTR Identifiler Plus ou o PowerPlex 21/23 para STRs

autossomicos [44, 45, 46].

Investigator Argus X-12

O kit Investigator Argus X-12, desenvolvido pela QIAGEN, é um dos kits mais utilizados
para analise de X-STRs e inclui 12 marcadores X-STR (DXS10074, DXS10079,
DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148, DXS7132,
DXS7423, DXS8378, HPRTB) e o locus da amelogenina. [31], [47].

De acordo com a localizagdo no cromossoma X, os 12 marcadores X-STR estao

associados em quatro grupo de ligagao [47]:

o LG1 (Xp22): Composto pelos marcadores DXS8378, DXS10135 e DXS10148.
o LG2 (Xqg11): Abrange os marcadores DXS7132, DXS10074 e DXS10079.

o LG3 (Xg26): Inclui os marcadores DXS10101, DXS10103 e HPRTB.

o LG4 (Xg28): Contém os marcadores DXS7423, DXS10134 e DXS10146

Possui marcadores altamente polimérficos que podem ser usados para identificagédo
individual, testes de paternidade e analise de estrutura populacional. A combinagao
destes marcadores oferece uma ferramenta poderosa para estudos forenses e
genéticos, especialmente em casos onde a informagédo dos marcadores autossémicos

ou do cromossomo Y pode ser insuficiente [18, 48].

Kit PowerPlex Y23

O kit PowerPlex Y23, desenvolvido pela Promega Corporation, permite co-amplificar 23
loci de Y-STR em uma unica reacao multiplex. Este kit inclui 17 loci Y-STR tipicos do kit
Y Filer, além de quatro Y-STRs altamente discriminantes e dois Y-STRs com elevadas
taxas de mutagcdo. A combinagdo destes marcadores permite uma analise mais
abrangente e discriminativa das linhagens paternas, sendo amplamente utilizado em

estudos populacionais, forenses e de histéria evolutiva [49].

Os loci incluidos no kit PowerPlex Y23 sao: DYS533, DYS438, DYS437, DYS570,
DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS576, DYS389I, DYS448, DYS389ll,
DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS393, DYS458, DYS385a/b, DYS456 e GATA-

H4. Esses marcadores foram selecionados pela elevada variabilidade genética e
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capacidade de discriminacéo entre individuos e populagdes, tornando o kit mais eficaz

para analises de paternidade, estudos populacionais e investigagdes forenses.

2.6. Banco de dados STRs

As bases de dados de STRs sdo cruciais tanto na genética forense quanto na
populacional. No contexto forense, eles organizam perfis genéticos individuais como se
cada amostra contasse sua prépria histéria, permitindo calcular parametros estatisticos,
como PD e CPD e garantindo que as evidéncias nao se percam no mar de informacgdes
[20]. Ferramentas como STRBase, CODIS e YHRD permitem que um perfil de DNA
possa ser rastreado, comparado e analisado, até mesmo em casos complexos de

misturas genéticas [27, 50].

Estas bases de dados permitem estudar a variabilidade genética, estrutura de
populacbes, diferenciagdo populacional e trajetérias migratérias. Os dados de
marcadores autossomicos, X e Y funcionam como mapas secretos, mostrando
afinidades e distancias entre diferentes grupos [20]. Contudo, sem representatividade e
atualizagdo continua, estas bases podem se tornar espelhos distorcidos da realidade,
comprometendo analises e inferéncias. Por isso, a manutengdo e expansao destes
repositérios ndo so fortalecem a genética forense, como também contribuem para o

conhecimento da diversidade genética humana [51].

3. Genética populacional

A genética populacional é o ramo da biologia que mostra como as forgas evolutivas
como mutacado, selecdo, deriva e migracdo moldam a distribuicdo dos alelos nas
populagdes ao longo do tempo, fornecendo informagdes valiosas sobre a diversidade

genetica, a variabilidade e a estrutura de populagdes [52].

3.1. Frequéncia alélica
Estimar as frequéncias alélicas compde uma etapa fundamental em analises genéticas
populacionais com relevancia forense direta, visto que esses valores sustentam calculos

de probabilidades de correspondéncia, razdes de verossimilhanca e estatisticas
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relacionadas. As frequéncias alélicas representam a proporcao relativa de cada alelo

observada num determinado /ocus dentro de uma populacéao [53].

Esse conceito é essencial para estimar a distribuigdo genotipica esperada segundo as
premissas do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), que estabelece que, numa
populacido panmitica sem influéncias de selegcéo, migragdo ou mutacao, as frequéncias
alélicas permanecem constantes ao longo das geracbes e as frequéncias genotipicas

podem ser determinadas diretamente a partir delas [5, 52].

3.2. Principio de Hardy-Weinberg
Em 1908, o matematico Godfrey H. Hardy e o médico alemao Wilhelm Weinberg
formularam, independentemente, um principio que se tornou a base de toda a genética
populacional. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) estabelece que, na auséncia de
fatores evolutivos, as frequéncias alélicas e genotipicas numa populagdo mantém-se
constantes ao longo das geracbes. Matematicamente € ilustrado pela equacao

p 2 +2pg+q 2 =1, onde p e q representam a frequéncia dos alelos [52, 54] .
Os pressupostos inerentes ao HWE sao os seguintes [23, 31, 55]:

¢ O acasalamento ocorre aleatoriamente (panmixia)

¢ Populagao infinitamente grande, elimina os efeitos da deriva genética aleatéria

e Auséncia de mutacgdo, ndo surgindo novos alelos

e Auséncia de migracao (fluxo génico), ou seja, ndo ha entrada ou saida de
individuos da populacéo

e Auséncia de selegao natural, isso €, todos os genes tém igual probabilidade de

serem passados a descendéncia

O teste do desvio do HWE é feito usando o teste de Qui-quadrado, cuja férmula é y? =

0,-E;)?
2z (E—)

STRAF [56].

, ou pelo teste exato podendo utilizar ferramentas como Arlequin v3.5 ou o

Desvio de HWE, feito com recurso, por exemplo, ao teste do Qui-quadrado, pode indicar
erros de genotipagem, subestrutura populacional ou ocorréncia de selecdo natural e
também é usado para calcular a variabilidade. Subestrutura populacional (o chamado

principio de Wahlund) leva frequentemente a excesso de homozigoticos e défice relativo
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de heterozigdticos quando subgrupos com estruturas genéticas distintas s&o tratados

como uma unica populagao [22].

3.3. Diversidade e estrutura populacional

A diversidade genética humana resulta de processos histéricos e demograficos que
moldam a distribuicdo e a frequéncia dos alelos, sendo a deriva, a migracdo e o

isolamento geograficos fatores-chave na configuracao atual [52].

O termo “estrutura populacional” traduz precisamente as correlagdes entre frequéncias
alélicas, decorrentes da organizagao nao aleatdria dos individuos no espaco fisico ou
social [57]. Medidas como Fsr (indice de Diferenciagdo Populacional) quantificam quanto
da variancia total pode ser atribuida a diferenciacido entre subpopulacdes; valores
préximos de zero indicam elevada homogeneidade genética, enquanto valores altos

refletem segregacado marcada [58].

De forma complementar, o coeficiente de endogamia total (Fsr- Mede a reducdo da
heterozigosidade na populacao total) resume a reducdo da heterozigosidade total,
enquanto o coeficiente de endogamia Intra populacional (Fis- Mede o desvio da
heterozigosidade dentro de subpopulagdes) foca no desvio dentro de subpopulagdes
especificas. A relagdo entre estes coeficientes €& expressa matematicamente
como:1-Fir=(1-Fis) (1-Fst) ou, Fir =1 = (Hi /Hr), onde H, representa a heterozigosidade
média observada nos individuos e Hr a heterozigosidade esperada calculada

considerando toda a populagdo como panmitica unica.

Essa equacéao destaca que a endogamia local e a diferenciagéo populacional nao séo
independentes, mas sim forgas que atuam em conjunto modulando a diversidade
observada [33].

Atualmente, a estimativa de Fsr, Fis e Fir baseia-se em métodos estatisticos derivados
de heterozigosidade esperada e observada, ajustados por amostras multilocus.
Ferramentas como AMOVA (Analysis of Molecular Variance) permitem decompor a
variancia genética em niveis hierarquicos (individuos, subpopulag¢des, populagao total),

obtendo valores consistentes com diferentes modelos mutacionais [57].

No contexto forense, valores empiricos de Fsr sdo aplicados como fatores de corregao
probabilistica, ajustando a estimativa de raridade de perfis em populagdes estruturadas.
Assim, o uso adequado destes coeficientes evita superestimacoes e fortalece a robustez

estatistica em analises periciais e populacionais [17, 20, 57].
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4. Genética forense

4.1. Evolucdo metodoldgica e integragcdo de marcadores

A evolugdo da genética forense reflete uma confluéncia de avancos cientificos,
mudancas legais e necessidades crescentes do sistema de justi¢a criminal [2]. Desde a
introducéo inicial do uso do DNA como ferramenta de identificagdo humana na década
de 1980, houve um progresso notavel tanto nas metodologias laboratoriais quanto nos

modelos estatisticos empregados para interpretacao dos resultados [59, 60].

As primeiras aplicagdes ocorreram com técnicas baseadas em RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), que exigiam quantidades consideraveis de DNA nao
degradado e o processamento era demorado [2, 60]. Foi precisamente esta limitagcéo
que impulsionou o desenvolvimento do PCR. Essa técnica, permitiu a amplificagdo de

regides curtas do genoma e abriu caminho para a aplicagéo usual dos STRs [8].

A consolidacdo dos STRs coincidiu com a criacdo das primeiras bases de dados
geneéticos criminais, que reuniam perfis obtidos a partir de amostras conhecidas e
evidencias recolhidas em cenas de crime. Nos Estados Unidos, a década de 1990
presenciou o surgimento do CODIS, cujo crescimento foi impulsionado pela legislagdo
que expandiu gradualmente as categorias de crimes para os quais era obrigatéria a
recolha de amostra de DNA. Em 1999, nos EUA, havia apenas um Estado que exigia a
recolha, mas esse numero aumentou para 32 em 2014, acompanhado por investimentos
federais substanciais que possibilitaram processar cerca de 1,5 milhdes de amostras

anuais [34].

A incorporacdo dos STRs autossbmicos nos perfis forenses constitui um avanco
significativo, revolucionando ndo apenas as investigagdes criminais, mas também
outras areas, como a identificagao de vitimas em desastres e a resolugao de casos civis
[34, 8].

Atualmente, os STRs autossémico constituem a espinha dorsal da identificagéo
individual. A elevada heterozigotia e ampla distribuicdo nas populagdes garantem
fiabilidade, sustentam a sua aplicagéo no contexto de genética forense. Mesmo assim,
os STRs autossémicos apresentam limitagdbes em cenarios especificos. Em amostras
com misturas onde ha predominancia de material feminino face a fragdo masculina, a

identificagdo pode ser desafiadora. Situagdes de vinculos biolégicos especificos como
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irmaos com o mesmo pai ou reconstrucdo genealdgica de linhas maternas, também

podem carecer de resolugdo adequada apenas com dados biparentais [8].

E justamente para preencher essas lacunas que entram os marcadores sexuais. Os Y-
STRs permitem rastear linhagens patrilineares mesmo diante de grande quantidade de
DNA feminino, enquanto os X-STRs oferecem uma perspetiva complementar em

analises de vinculos familiares [26].

Do ponto de vista interpretativo, a analise qualitativa baseada em limiares fixos deu lugar
a razao de verossimilhanga (LR), que quantifica a probabilidade relativa dos dados sob
hipoteses alternativas e reduz a arbitrariedade de limites rigidos [32]. Em paralelo,
protocolos rigorosos contra contaminagao e transferéncia secundaria foram instituidos

apos evidéncias de que tarefas laboratoriais rotineiras podem introduzir DNA indesejado

[8].

A evolugdo tecnoldgica trouxe consigo debates éticos. Estudos relacionados com
procura familiar ampliam a capacidade de investigagdo, mas levantam algumas
preocupacoes [34]. Da mesma forma, predi¢gdes fenotipicas permanecem confiaveis
apenas para poucas caracteristicas, como cor dos olhos ou cabelo, ndo sendo

adequadas para tracos complexos, como altura, indice de massa corporal [20, 61].

Em sintese, a trajetéria da genética forense desde primeiros perfis RFLP até os painéis
de multiplex atuais, revela um equilibrio continuo entre ganhos técnicos e desafios
legais, acompanhado pela expanséo das redes de dados nacionais e internacionais que

potencializam sua aplicagao investigativa.

A genética forense tem como objetivo gerar e interpretar perfis de DNA para
identificagdo humana ou elucidagéo de relagdes biolégicas em investigagdes criminais
e civis, traduzindo vestigios biolégicos em informagdes comparaveis a suspeitos,
vitimas, familiares ou bases de dados, mediante protocolos padronizados que previnem
erros e contaminacao [8]. Apos recolha e transporte adequados, realiza-se identificacao
presuntiva e confirmatéria do vestigio [59], seguida da extragcédo e quantificagdo do DNA

por gPCR, que avalia quantidade e qualidade, orientando o uso de miniSTRs ou SNPs

[8].

A amplificagdo multiplex por PCR com STRs autossomicos, Y-STRs ou X-STRs,
conforme o caso gera fragmentos separados por eletroforese capilar, interpretados por

softwares que auxiliam na andlise de perfis simples, mistos ou degradados [26, 32, 34].
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Os gendtipos sao avaliados estatisticamente pelo Likelihood Ratio (LR), que compara
hipéteses concorrentes considerando frequéncias alélicas populacionais [33] . Em perfis
complexos, oriundos de multiplos dadores, de amostras degradadas ou com baixo
conteudo de DNA, os valores de Combined Probability of Inclusion (CPIl) tornam-se
limitados, pois ignoram variagdes na altura dos picos e contribuicdes minoritarias.
Modelos probabilisticos continuos superam essas limitagdes ao integrar intensidades
relativas, proporgdes de DNA, artefatos como stutter, taxas de drop-out (falha na
detecdo de um alelo que esta presente) /drop-in (inclusdo de um alelo estranho na
amostra) e a presenca ou auséncia do perfil da vitima, permitindo LR mais informativos
e robustos [32, 62]. A repeticao experimental e o uso de softwares validados aumentam
a estabilidade metodoldgica, assegurando interpretagao probabilistica equilibrada entre
pratica laboratorial e inferéncia estatistica, essencial na analise de misturas
heterogéneas [32, 34, 62].

5. Objetivos

A genética populacional e a genética forense tém beneficiado significativamente dos
avancgos na analise de marcadores moleculares, especialmente os STRs. Este trabalho
propde como objetivo central analisar a literatura existente no sentido de identificar e
analisar marcadores STRs relevantes, com foco na sua aplicabilidade em diferentes

contextos populacionais e forenses.
Os objetivos especificos do trabalho sao:

e Analisar a variabilidade genética de diferentes populagbes por meio de
marcadores STR

e Examinar a variagao genética entre distintos grupos populacionais

o Estudar a aplicabilidade dos diferentes tipos de marcadores STR em diferentes

populacdes

6. Metodologia

A pesquisa e selecao dos artigos foi realizada usando exclusivamente o base de dados
PubMed. Para o presente estudo a pesquisa dos artigos foi feita utilizando a combinagao

de palavras-chaves com operadores booleanos e ternos da pesquisa. Para a primeira
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triagem a combinacéo foi feita usando palavras-chaves:“STR”, “population genetic” e
“human” com o operador booleano AND e o termo de pesquisa usado foi Title/Abstract,
com “publication date: 10 years” e “free full text’ como critérios de inclusdo. No total
foram encontrados 88 artigos. Apoés a leitura dos titulos e resumos foram selecionados
artigos relevantes para o estudo e foram excluidos artigos que ndo tém foco em
marcadores geneéticos, artigos de revisdo, estudos em animais, plantas e outras
espécies, e artigos sem acesso ao texto integral. Apds esta filtragem, ficaram 41 artigos

no total para analise (tabela em anexo).

Da analise dos 41 artigos, verificamos se cada um dos estudos se enquadrava no ambito
deste projeto, nomeadamente em relacdo a compreender estudo de genética
populacional, identificagdo pessoal, teste de paternidade, estrutura populacional e

parametros forenses.

x * ndo tem como foco STR
+ estudos em animais e outras espéces
* Sem acesso ao texto
¢ artigo de revisdo

Genética

Populacional | S5

88 41
artiges artigos
Humano
STR

Filtros V/

+ Data de publicacio:
10 ancs

+ Texto completo
gratuito

Figura 3. Esquema ilustrativo da metodologia utilizada neste trabalho
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7. Caracterizacao dos estudos incluidos

A analise das populagdes investigadas nos 41 artigos revelou forte concentracao de
estudos em populacdes asiaticas (30 artigos, 73%), sendo a populagédo chinesa
responsavel por 49% destes estudos. A populagédo do Médio Oriente aparece em seis
artigos (15%), e a populagédo europeia esta representada por sete trabalhos (17%). A
populacéo africana encontra-se representada em apenas dois estudos e a populagao
da Oceénia foi estudada em apenas um artigo. As populagdes americanas estao
representadas num unico estudo, mas também estao referidas de forma pontual e em
contextos comparativos. Essa distribuigdo demonstra uma forte concentragéo regional,
indicando lacunas de investigacbes em populac¢des africanos e latino-americanos, que

permanecem sub-representados em estudos de validagao forense.

7.1. STRs autossomicos

Os artigos que utilizaram STRs autossémicos confirmam seu papel central na
identificagao individual e em testes de paternidade, além de contribuirem para estudos
de genética populacional. Kits como o SurelD PanGlobal (HEALTH Gene Technology
Co, China), SurelD 27comp e o AGCU Expressmarker 22 foram aplicados em
populacdes da Europa (Inglaterra, Irlanda, Roménia) e da Asia (diferentes regides da
China). Esses estudos destacaram parametros forenses como poder de discriminagao,
probabilidade de exclusao (PE) e equilibrio de Hardy-Weinberg, confirmando a elevada
eficiéncia destes painéis e a importancia da validagao local das frequéncias alélicas para

assegurar a robustez probatéria em cada populacao analisada.

7.2. X-STRs

Os X-STRs mostraram relevancia especial em investigagdes de parentesco envolvendo
vinculos maternos e em cenarios de complexidade genealdgica. Populagbes como a da
Eslovaquia e da China foram analisadas com kits como o Investigator Argus X-12 e o
Goldeneye 17X, evidenciando seu valor tanto em aplicagdes forenses familiares quanto
em caracterizagdes populacionais. Esses marcadores ampliam a resolugao em casos

onde os marcadores autossémicos nao sio suficientes.

7.3. Y-STRs

Os Y-STRs tiveram papel destacado em estudos de estrutura populacional masculina,
fluxo génico e genealogia patrilinear, além de aplica¢des forenses em crimes sexuais,
nos quais o DNA masculino esta em baixa propor¢ao. Populagdes como a de Qatar,

China (Lisu, Dong, Uygur, Han) e Cazaquistdo foram investigadas com kits como o
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PowerPlex® Y23 e o Goldeneye Y Plus, que demonstraram elevado poder de resolugao.

No Médio Oriente, casos como o da populacido do Qatar e Iraque revelaram a utilidade

do Y-STR na compreensao de padrées migratorios e na diferenciagao intra-regional.

Tabela 2. Caracterizagdo dos estudos e a sua aplicagédo

Doi

https://doi.org/10.1080/03014460.2

023.2265814

https://doi.org/10.1080/03014460.2

023.2264769

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/37

780380/

https://doi.org/10.1080/03014460.2

023.2213478

https://doi.org/10.1080/03014460.2

023.2213478

N° e
tipos
STR
44
STR

12 X-
STR

4 Y
STR

16 X
STR

23 Y-
STR

Kit utilizado no estudo

SurelD® PanGlobal
Human DNA
Identification Kit and
SurelD® 27comp
Human DNA

Identification Kit

Investigator Argus X-12
STR kit

Goldeneye DNA
Identification System Y
Plus kit

Goldeneye 17X kit

PowerPlex Y23 kit

Nameros de @ Aplicagao

alelos

178

393

149

Teste de

Paternidade

Identificagao

Pessoal

Genética

populacional

Analises
forenses
Teste de

Paternidade

Analises

forenses

Analises

forenses

Genética

populacional

Analises
forenses
Estrutura

populacional

Genética

populational
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https://doi.org/10.1080/03014460.2 | 23 Y- PowerPlex® Y23 PCR 189 Andlises
023.2224972 STR amplification kit forenses
Estrutura
populacional
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/37 21 A- AGCU Expressmarker 333 Teste de
10323/ STR 22kt Paternidade
Identificacao
Pessoal

Limitag6es metodoldgicas

E fundamental reconhecer que os valores usados no presente estudo provém de
estatisticas e pardmetros ja reportados em artigos cientificos, e ndo de dados brutos
individuais. Uma limitagéo adicional reside no facto de nem todos os artigos consultados
reportarem a totalidade dos parédmetros genéticos essenciais, sendo frequente a
omissao de indicadores cruciais como HD ou DC em estudos focados em populagdes

isoladas ou especificas.

8. Marcadores X-STR

Tal como ja foi referido anteriormente, os X-STRs tém sido amplamente utilizados em
estudos forenses e populacional devido a elevada variabilidade e capacidade de
fornecer informagdes sobre relacbes de parentesco complexas. Por apresentarem um
padrao de hereditariedade unico, onde o individuo do sexo masculino tem apenas uma
cépia herdada da mae e o individuo do sexo feminino tem duas cépias, torna-se uma
ferramenta 0til e mais preciso para analise de paternidade envolvendo filhas,

estabelecer relacionamentos mae-filho e relacionamentos avo-neta.

Nas secgdes seguintes analisaremos seis estudos sobre os X-STRs de diferentes
populagdes, que utilizam o mesmo Kit Investigator Argus X-12, com o objetivo de fazer
uma analise comparativa entre eles, extraindo conclusdes sobre a diversidade e

estrutura populacional.
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8.1. Populagdes e Amostragem

Para uma analise mais detalhada dos marcadores X-STR, as populacdes estudadas
encontram-se representadas na Figura 4. Na Europa foram analisadas as populagdes
da Eslovaquia, Noruega e Suica [11, 18, 63]. Na Asia, no Paquistéo foram estudadas
as populagdes Punjabi e Kashmiri das regides Punjabi e Azad Jammu e Caxemira [47].
Na China, popula¢des Mongol e Han Chines oriental da Mongdlia Interior e do leste da
China [31]. E por fim, oito grupos étnicos Eritreus (Afar-Cushitic, Bilen-Cushitic,
Hedareb-Cushitic, Kunama Nilo-Saharan, Nara Nilo-Saharan, Saho-Cushitic, Tigre-

Semitic e Tigrinya-Semitic), que pertencem a Eritreia, Africa [64].

Noruega
. Eslovaquia MongOILq Interior,
Suica China
Jammu e Caxemira
_India
Punjab Shanghai
Paquistdo China
Eritreia

Figura 4. llustragédo geografica das populagdes estudadas na analise dos marcadores X-STRs

As amostras coletadas variam dependendo da populagao e do estudo de referéncia. O
numero de individuos analisados também apresentou grande variagao, de 125 a 1.198
participantes, permitindo uma cobertura representativa para analise genética

comparativa (tabela 3).
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Tabela 3. Amostras das popula¢des estudadas; NR: ndo relacionados; AN: anénimos

Populacéao

Punjabi e Caxemira

Eritreia

Mongol e Han Oriental

Eslovaca
Suicos

Noruegueses

Numeros de individuos

1198 individuos

631 homens NR

125 doadores voluntarios
255 individuos NR
541 individuos NR
378 individuos AN

Material recolhido = Ref.

Sangue [47]
DNA [64]
Sangue [31]
Esfregaco bucal  [18]
DNA [63]

Esfregago bocal  [11]

8.2. Metodologias usadas pelos artigos

Os X-STR foram amplificados com o kit Investigator Argus X-12 (Qiagen) e genotipados
por eletroforese capilar em sequenciadores ABI, utilizando o software GeneMapper para

designacéao de alelos (tabela 4).

Tabela 4. Metodologia utilizada nos estudos analisados

Populagao
Punjabi e
Caxemira
Eritreia
Mongol e

Han Oriental

Eslovaquia

Suica

Amplificagao
Kit Investigator Argus X-
12 (Qiagen), GeneAmp
PCR System 9700
Kit Investigator Argus X-
12 (Qiagen)

Kit Investigator Argus X-
12 (Qiagen) GeneAmp
PCR System 9700

Kit Investigator Argus X-
12 (Qiagen)

Genotipagem
ABI  3500;
GeneMapper

Eletroforese capilar
genotipagem  por
v4.0, seguindo protocolo ISFG

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer;
alelos designados no GeneMapper
IDv3.2

Eletroforese capilar ABI PRISM
3130XL; designacdo de alelos
Genemapper ID v3.2.1

Analisador 3500 (ThermoFisher);

genotipagem GeneMapper ID-X
v1.4
Eletroforese capilar 3500xl;

interpretacdo Genemapper® ID-X
v1.4

Ref.

[47]

[64]

[31]

[18]

[63]
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Noruega kit Investigator Argus X- Eletroforese capilar em 3500xI [11]
12 QS (Qiagen) (Thermo  Scientific). ~ Genotipos
analisados no GeneMapper ID-X
1.4, RFU =100

8.3. Analise estatistica

8.3.1. Equilibrio de Hardy Weinberg e desequilibrio de ligagao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) numa analise comparativa destes estudos
mostraram resultados distintos. Na populagdo Punjabi e Caxemira, nove e sete /oci,
respetivamente, mostraram desvios de HWE, no entanto, apds a correcao de Benferroni
apenas HPRTB e DXS10148 na populacdo Caxemira, e DXS10079, DXS10103 e
DXS10134 na populagéo Punjabi revelaram desvio ao HWE. Ja na populagao Mongol e
Han oriental, com excecdo do locus DXS10134, nao foi observado nenhum desvio
estatisticamente significativo do HWE. Na populagédo norueguesa, eslovaca e Suiga ndo

foram observados desvios estatisticamente significativos relativos ao HWE.

8.4. Parametros forenses

8.4.1. Conteudo de Informacao de Polimorfismo (PIC)
A Tabela 5 mostra os valores de PIC obtidos para 12 loci X-STR, para as populacdes
da Mongdlia e Han Oriental, Eslovaquia, Punjabi e Caxemira. E também na populagao

Eritreia os valores do PIC estdo apresentados em grupos de ligagao.

O locus DXS10135 foi 0 mais polimdrfico para a populagédo Caxemira, Mongol e Han
Oriental e Eslovaca, com valores mais proximos da unidade. Na Eritreia o LG1
apresentou valores de PIC mais elevados, com o Jlocus DXS10135 sendo mais
polimérfico com um valor de PIC de 0,94, indicando uma maior variabilidade genética e
na populagao norueguesa o LG1 mostrou maior diversidade genética. Em contrapartida,
o locus DXS7423 apresentou menor informagao forense para a maioria das populagdes
analisadas, refletida por um valor de PIC de 0.4597 na populagédo Mongol e Han
Oriental, indicando poder discriminatério reduzido, o que reflete menor utilidade forense

quando analisado isoladamente.
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Tabela 5. Valores de PIC das populagbes analisadas com 12 X-STRs

Locus Mongédlia Eslovaquia Punjabi Caxemira Eritreia
Han Oriental

DXS8378 0,5558 0,6293 0,7289 0,7055 LG1 0,9936
DXS10135 0,9070 0,9274 0,9151  0,9267 LG2 0,9881
DXS10148 0,9043 0,8633 0,9377 0,9192 LG3 0,9901
DXS7132 0,6975 0,6892 0,7671  0,7267 LG4 0,9928
DXS10074 0,7444 0,8230 0,8505 0,8381

DXS10079 0,8032 0,7954 0,8573 0,8418

DXS10101 0,8889 0,8902 0,9179  0,9006

DXS10103 0,7496 0,7100 0,7708 0,8165

HPRTB 0,6594 0,7133 0,7984 0,7526

DXS7423 0,4597 0,6699 0,8097 0,6938

DXS10134 0,8323 0,8556 0,9240 0,8969

DXS10146 0,8670 0,8797 0,8705 0,8460

8.4.2. Poder de Discriminagdo (PD) e Poder Combinado de
Discriminagao (CPD)

Os painéis de 12 X-STRs mostraram um alto polimorfismo e elevado poder

discriminatdrio nas populagbes abordadas (figura 5). Na populagao Mongol, Eslovaca,

Punjabi e Caxemira, o poder combinado de discriminagdo para individuos do sexo

masculino foi >0.9999999983, 0.999999983, 0.9999999984256, 0.99999999992276,

respetivamente. O poder combinado de discriminagéo para individuos do sexo feminino

é ligeiramente superior, refletindo o facto de possuirem duas copias do cromossoma X.
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Figura 5. Poder de discriminagao dos 12X-STRs populagdes analisadas. A) Poder de discriminagdo dos 12X-STRs em
amostras de mulheres das populagdes analisadas; B) Poder de discriminagéo de LG1-LG4 em mulheres da Eritreia e
Noruega; C) Poder de discriminagéo dos 12X-STRs em homens das populagdes analisadas; D) Poder de discriminagao
de LG1-LG4 em homens da Eritreia e Noruega.

Os figuras de PDF e PDM demonstram que os loci X-STRs apresentam elevada
capacidade discriminatéria em todas as populag¢des avaliadas, com valores préximos de
1,0. A analise por grupos de ligacao (Eritreia e Noruega) reforgca essa tendéncia,
destacando o LG1 como o mais informativo. O locus DXS10135 mostrou-se o mais
polimdrfico, enquanto o DXS7423 apresentou os menores valores de PDM. De forma
geral, observa-se que, apesar de pequenas variagdes entre populagbes e loci, o
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conjunto dos 12 X-STRs garante alto poder de individualizacdo, consolidando sua

relevancia em estudos forenses e de genética populacional.

8.4.3. Diversidade Haplotipicas (HD)
A diversidade haplotipica dos X-STRs foi elevada em todas as populacdes analisadas,
confirmando a utilidade destes marcadores em estudos forenses e populacionais. As
populacbes asiaticas, como Mongdlia e Han Oriental, apresentaram os valores mais
altos (>0,99), refletindo elevada variabilidade genética. Em contraste, a populacédo da
Caxemira exibiu os menores valores (~0,96). As populagbes europeias (Eslovaquia,
Noruega e Suiga) mostraram valores homogéneos e elevados (>0,98), consistentes com
uma estrutura genética estavel. Ja a FEritreia apresentou diversidade comparavel a

europeia, indicando a influéncia de fluxos génicos regionais.

o 0
| Diversidade Haplotipica dos 12 xSTRs)
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w » 3 o
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Figura 6. Diversidade haplotipica dos 12 X-STRs das populagbes analisadas

A distribuicdo da diversidade haplotipica (figura 6) evidencia de forma clara as
diferengas entre as populagdes. Observa-se que o LG1 apresenta consistentemente os
valores mais elevados de diversidade, confirmando ser o grupo de ligagdo mais
polimorfico entre todos os analisados. Esses resultados reforgam a utilidade dos X-STRs
como marcadores altamente informativos, capazes de refletir tanto a variabilidade

genética quanto os processos histéricos e demograficas que moldaram cada populacao.
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8.4.4. Anadlise de Estrutura Populacional e diferenciagao populacional
A estrutura genética mostra como padrées genéticos refletem a histéria e geografia das
populagbes. Para a andlise de estrutura genética utilizam a analise de componentes
principais (PCA) e STRUCTURE.

Populagdes europeias, como Suica e Eslovaquia, mostraram elevada homogeneidade
genética, sem sinais de estratificacdo relevante. Em contraste, populacdées do Sul da
Asia (Punjabi e Caxemira) apresentaram divergéncias mais marcantes. J& entre os
grupos chineses (Mongol e Han), observou-se uma proximidade genética consistente,
mas com diferenciagdes sutis. Esses resultados evidenciam que, embora algumas
populagbes sejam geneticamente homogéneas, os X-STRs permitem detetar
subestruturas relevantes em contextos mais complexos, reforcando sua aplicabilidade

tanto em estudos forenses quanto em genética populacional.

8.5. Conclusao
Os resultados obtidos a partir da analise dos marcadores X-STRs confirmam a sua
elevada utilidade em estudos de genética forense e populacional. A avaliagao do poder
de discriminacdo (PDM e PDF) evidenciou valores consistentemente altos nas
diferentes populag¢des analisadas, refletindo a capacidade destes loci em distinguir
individuos nao relacionados, tanto em contextos de identificacdo quanto em testes de

parentesco.

A andlise dos parametros forenses (PIC, PDM, PDF e CPD) mostrou que loci como
DXS10135 e DXS10148 apresentam elevado polimorfismo, sendo os mais informativos

para a maioria das populacdes.

Em conjunto, os resultados confirmam que os X-STRs constituem um painel altamente
informativo, com aplicabilidade robusta tanto para identificacido individual como para a
compreensao da estrutura genética das populagdes. Para a pratica forense, a elevada
capacidade de exclusao e o poder discriminatorio observados tornam esses marcadores
ferramentas indispensaveis, devendo sua interpretagéo ser sempre contextualizada de

acordo com as caracteristicas especificas de cada populagao estudada.
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9. Marcadores Y-STR

Os marcadores Y-STR s&o particularmente Uteis para estudos forenses e analise de
genealogias paternas, pois permitem tragar linhagens masculinas e identificar relagées

de parentesco paterno e também identificar individuos do sexo masculinos.

A utilizagdo de sistemas abrangentes, como o kit PowerPlex Y23 tem sido fundamental
para o enriguecimento das bases de dados de referéncia de haplétipos de cromossoma
Y, como a YHRD, essenciais para a interpretagcao de perfis de DNA e para estudos

geneéticos em diversas populagoes.

Nas secgdes seguintes mostra-se a analise de sete estudos com populacoes diferentes
a fim de comparar a diversidade genética, relagdes populacionais e outros parametros

forenses.

9.1. Populagdo e amostragem

Os setes estudos abrangem distintas populagdes a nivel mundial (figura 7): na Sibéria
Oriental os Yakuts, no Sudeste da China, a populacao VA e o grupo étnicos Lisu, ambos
da provincia de Yunnan, ainda no sudeste da China, grupos étnicos da provincia de
Guizhou, Hans de Zunyi, Miaos de Qiandongnan e Bouyeis de Qiannan [10, 13, 39, 65].
Na Europa, em particular na Roménia, um grupo étnico Székelys. No Médio Oriente

foram analisadas populagbes do Iraqi e Qatar [66, 67, 68].
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Figura 7. llustragédo geografica das populagdes estudadas na analise dos marcadores do Y-STRs

A maioria dos estudos recolheram amostras de sangue, tendo também estudos com

esfregaco bucal e restos esqueléticos. O numero de individuos analisados variou de 92

até 423 individuos, permitindo uma analise comparativa.

Tabela 6. Amostras das populagdes analisadas com 23 Y-STRs

Populacgao N° de individuos Material recolhido Ref.
Yakuts 130 Restos esqueléticos [65]
Székely 92 Esfregaco bucal [66]
Va (Yunnan) 368 Sangue [69]
Lisu (Yunnan) 423 Sangue [39]
Guizhou (Bouyei, Han e Miao) 308 Sangue [4]

Qatar 379 Saliva [68]
Iraque 254 Sangue [67]
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9.2. Metodologias usada nos artigos

As populagdes foram analisadas com amplificacao pelo kit Powerplex Y23 (Promega) e

genotipagem em sequenciadores automaticos (ABI 3130, 3130XL e 3500 Genetic

Analyser), garantindo dados comparaveis entre os estudos (tabela 7).

Tabela 7. Metodologia usada para amplificagéo e genotipagem dos Y-STRs

Populagao
Yakuts

Székely

Va (Yunnan)

Lisu (Yunnan)

Guizhou (Bouyei,
Han e Miao)
Qatar
Iraque
9.3.

Amplificagado

Powerplex Y23 System

(Promega)
Powerplex
(Promega)
Kit
(Promega)

Powerplex

Powerplex
(Promega)
Kit
(Promega)
Kit
(Promega)

Powerplex

Powerplex

Y23

Y23

Y23

Y23

Y23

Powerplex Y23 System

(Promega)

9.3.1. Diversidade genética (GD)

A diversidade genética variou de forma significativa entre os loci analisados. O locus
DYS385a/b foi consistentemente o mais informativo, atingindo valores de GD de 0,9520
nos Bouyei e 0,9468 nos Miao. Em contraste, loci como DYS391 e DYS392
apresentaram baixa variabilidade, refletindo menor poder discriminatério. Esses

resultados encontram-se resumidos na Tabela 8 e na Figura 8, que apresentam os

Genotipagem

3100 ou 3500 genetic analyser
(Life Technologies)

ABI 3130 Genetic Analyser

ABI 3130XL Genetic Analyser

ABI 3130XL Genetic Analyser

3500
(Applied Biosystems)
ABI 3500 Genetic Analyser
(Thermo Fisher)

ABI 3500 Genetic Analyser
(Thermo Fisher)

Genetic  Analyser

Analise estatistica dos Y-STRs

valores minimos e maximos de GD por populagao.

Ref.

[65]

[66]

[69]

[39]

[4]

[68]

[67]
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Tabela 8. Locus mais e menos polimorfico das popula¢des analisadas

Populagao Locus mais polimérfico Locus menos polimorfico
(Maior GD) (Menor GD)
Va (Yunnan) DYS385a/b DYS19
Guizhou - DYS385a/b DYS391
Bouyei
Guizhou-Han DYS385a/b DYS438
Guizhou — Miao DYS385a/b DYS391
Lisu DYS385a/b DYS438
Iraque DYS385 DYS392
Qatar DYS458 DYS392
Diversidade genética
0,9520  0,9654 0 9468 0,9300

1,0000 0,8945 0.8500

0,9000 0,7868

0,8000

0,7000

0,6000

0,5000 0,40

04000 0,30 0,35 ot . 0,34 0,34

0,3000 ' ’

0,2000

0,1000

0,0000

Va Bouyei Han Miao Lisu Iraque Qatar

B GD Min B GD Max

Figura 8. Diversidade genética das populagdes analisadas no estudo de marcadores do Y-STRs
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9.3.2. Diversidade de Haplétipos (HD) e Capacidade Discriminatéria

(DC)

A diversidade haplotipica foi elevada em praticamente todas as populagbes (Tabela 9).

Valores proximos de 1, como encontrados nos Han (0,9999), Miao (0,99983) e Bouyei

(0,99979), confirmam a variabilidade intra-populacional. A Unica excec¢ao relevante foi

observada nos Yakuts, cujo HD mais baixo (0,7726 + 0,0548) sugere o impacto de

gargalos demograficos e de deriva genética, de acordo com a histéria populacional da

Sibéria. Essa diferenca ressalta como fatores demograficos e histéricos moldam

diretamente a diversidade genética, influenciando a utilidade dos Y-STRs em diferentes

contextos [65].

Tabela 9. Diversidade haplotipica (HD), capacidade de discriminagdo (DC) e nimero de haplétipos observados em

populagdes analisadas por Y-STR

Populagao HD
Yakuts 0,7726 + 0,0548
Székely 0,9995

Va (Yunnan) 0,9852
Catari 0,998924
Lisu 0,9977
Han 0,9999
Miao 0,99983
Bouyei 0,99979
Iraque -

DC

0,978
0,5543
86,20%
0,7636
0,9902
0,9908
0,97959

96%

Haplétipos observados

19 haplétipos
72 haplétipos
204 haplétipos; 144 unicos
327 haplétipos unicos
323 haplétipos; 271 unicos
101 haplétipos; 100 unicos
108 haploétipos; 106 unicos
96 haplétipos diferentes

244 haplétipos distintos

A capacidade de discriminagdo acompanhou, em grande parte, os padrées de HD,

confirmando a elevada eficacia de painéis Y-STR em diferenciar individuos na maioria

das populagoes.
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9.4. Conclusao
De forma geral, os resultados confirmam que os Y-STRs s&o ferramentas altamente
informativas para estudos forenses e de genética populacional, especialmente em
contextos de elevada diversidade haplotipica, como observado em varias populagdes
asiaticas [38]. Esses padrdes refletem a influéncia combinada de fatores historicos,
geograficas e demograficas na configuracdo do perfil genético masculino, revelando
tanto efeitos de deriva e isolamento como sinais de fluxos génicos regionais [26]. Para
a aplicacao forense, tais evidéncias reforcam a importancia de considerar as
especificidades de cada populagdo, uma vez que a sobreposi¢cao de haplétipos em
determinados grupos pode reduzir o poder de discriminagdo, ao passo que, em outros,

a elevada variabilidade maximiza a aplicabilidade pratica.

Apesar das vantagens, é importante destacar que, os Y-STRs descrevem apenas a
linhagem paterna, restringindo interpretagdes quando ndo combinados a dados

autossomicos.

Assim, a interpretacao de dados baseados em Y-STRs deve ser sempre contextualizada
e integrativa, incorporando informagdes autossémicas e demograficas. Essa abordagem
aumenta a robustez analitica e garante maior confiabilidade nas aplicagdes forenses e

populacionais.

37



FCUP
Marcadores genéticos STRs: Uma abordagem multipopulacional
da diversidade e estrutura genética

10. Conclusoes

A analise integrada dos marcadores genéticos, especialmente os STRs autossémicos,
do cromossoma X e do cromossoma Y, revela a complexidade e a riqueza das
ferramentas disponiveis para a genética forense e populacional. A diversidade estrutural
e funcional dos marcadores STRs, somada a sua distribuicdo no genoma e a taxa
mutacional, permite aplica¢cdes que vao da individualizacéo de perfis a reconstrucéo de
linhagens e a inferéncia de parentesco. Com bases de dados populacionais amplas e
atualizadas, asseguram a confiabilidade estatistica necesséaria para a interpretacao

forense e populacional.

A analise de varias populagbes permitiu ressaltar a importancia dos STRs autossémicos
para a distincdo entre individuos, e a utilidade dos X-STRs e Y-STRs em situagdes mais
complexas. As revisdes bibliograficas dos estudos selecionados demonstraram as
variacbes significativas na diversidade entre as populacdes, ativadas por fatores

histéricos, geograficas e demograficos.
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