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Resumo

Resumo

O estudo de STRs do cromossoma Y, devido a sua especificidade masculina é,
actualmente, muito usado no 4mbito da Genética e Biologia Forense, fundamentalmente
na resolucdo de casos do dmbito criminal e de investigagdo de filiagdo, para além de
apresentar interesse noutros campos, nomeadamente em estudos de evolugido humana.
Apesar destas potenciais utilizagdes, também existem sérias limitagdes que decorrem
das propriedades especificas do cromossoma Y, nomeadamente o facto de todos os
individuos do sexo masculino familiares de um suposto pai/suspeito partilharem a
mesma informac¢3o relativamente a este cromossoma. Por isso, na conclusdo das
pericias médico-legais os marcadores deste cromossoma ndo devem ser utilizados
isoladamente, mas em conjunto com outros polimorfismos autossémicos.

Este trabalho consistiu em efectuar o estudo populacional (Norte de Portugal) de loci
STR e marcadores bialélicos do cromossoma Y, tendo em vista a sua aplicagdo a
resolucdo de pericias médico-legais do ambito da Genética e Biologia Forense,
particularmente nos casos de filiagdo, casos criminais ¢ identificagdo genética
individual. Os polimorfismos analisados foram oito “Short Tandem Repeats” do
cromossoma Y ( Y-STRs): DYS19, DYS389V/11, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393
e DYS385I/1 e sete marcadores bialélicos, seis “ Single Nucleotide Polimorphisms”
(SNPs): sY81, SRY-8299, M9, DYS257, SRY-2627, SRY-1358 € uma inser¢do Alu, o
YAP, na populagido do Norte de Portugal. Os primeiros demonstraram ser os mais uteis
em Genética e Biologia Forense, devido aos seus elevados Indices de Diversidade e
Poder de Discriminagdo, a sua relativamente baixa taxa de mutagdo e a simplicidade
técnica de caracterizagdo dos respectivos alelos.

As comparagdes populacionais realizadas, permitiram inferir que partilhamos varios
haplétipos (Y-STRs) com as restantes populagdes da Peninsula Ibérica e que, por sua
vez, a referida partilha decresce progressivamente em relagdo a outras populagdes
europeias. Nao hé haplotipos comuns entre a nossa populagdo e as populagdes da india,
China, Japao e Coreia. Relativamente aos haplogrupos aqui encontrados (marcadores
bialélicos), as comparagdes populacionais efectuadas permite-nos agrupar a nossa
populagdo com as restantes populagdes Ibéricas e algumas populagSes europeias,
confirmando a existéncia de uma origem comum das linhagens das popula¢des do

Ocidente da Europa.
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Para futuro deve-se investir na analise de um maior nimero de marcadores em
simultineo e, se possivel, acrescentar novos sistemas, de modo que numa tnica andlise
se obtenha a maior informagdo possivel, obviando-se tempo despendido na andlise e
quantidade de amostra consumida. Seria conveniente também aliar o estudo dos
marcadores bialélicos ao dos Y-STRs pois deste modo discriminava-se melhor as

linhagens de cromossomas Y da nossa populagao.

Abstract

The interest in Y chromosome polymorphisms has continuously increased, not only in
evolutionary and genealogical studies, but also in forensics. Having in mind this
multidisciplinary view, we have studied the loci DYSI19, DYS3891, DYS389II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 and DYS385VII in a population sample of 122
individuals, from the North of Portugal, involved in paternity testing and some biallelic
markers in 99 individuals from the same population: sY81, SRY-8299, M9, DYS257,
SRY-2627, SRY-1358 and the Alu insertion.

Haplotypes and haplogroups were determined and several statistic parameters were
calculated using Arlequin software ver. 2000: gene diversity, Fst values and genetic
differentiation. Genetic distances were also calculated and the -correspondent
dendrograms and the MDS graphics debugged.

The analysis of these Y-STR markers showed 111 unique haplotypes. The two most
frequent haplotypes were repeated three times and seven others only two times.
Consequently, the value of the accumulated haplotypic diversity was 0,998+0,001,
meaning that the probability that two individuals taken randomly from this population
share the same haplotype is 0,002. The Y-STRs are the best markers for discriminate
individuals.

Comparisons of our population with others from Iberia, Europe and Asia, showed that
we share many haplotypes with Iberia and the number of shared haplotypes decreases
progressively with other European populations. None of the haplotypes is shared by
North of Portugal and India, China or Japan. AMOVA analysis shows that the biggest

percentage of variance occurs within populations.
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We can conclude from the data obtained with the Y-STRs and Biallelic markers studied
that our population can be phylogeneticaly included in the Y chromosome lineages of
Europe. Additionally we can reinforce the forensic utility of these markers, namely in
sexual assaults.

In the future we pretend to combine the information obtained with the study of Y- STRs
and biallelic markers and perhaps use some high throughput technologies for typing
SNPs more efficiently like Real Time PCR, in order to achieve a more effective

discrimination between male individuals.

Résumeé

L’intérét sur le chromosome Y a augmenté dans les dernieres années, a cause de ces
caractéristiques de transmission, dans les études anthropologiques et dans la médecine
Iégale. En regardant ¢a, on a étudié les loci DYS19, DYS3891, DYS3891I, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 et DYS385I/I et les marqueurs biallelics sY81, SRY-
8299, M9, DYS257, SRY-2627, SRY-1358 et la insertion Alu, sur deux groups distincts
de personnes du Nord du Portugal, impliqués en cas de paternité.

L’analyse des haplotypes et des haplogroups obtenus, a permis de déterminer quelques
parametres statistiques qu’on a calculés avec le Arlequin software ver. 2000: « gene
diversity », valeurs de Fst et la différentiation génétique. Les distances Génétiques ont

¢té calculées pour dessiner le dendrograms correspondant et les « MDS » graphiques.

Avec I’analyse de ces Y-STR marqueurs dans 122 individus on a trouvés 111 unique
haplotypes. Le plus fréquent haplotype a apparu trois fois et les autres sept n’ont apparu
que deux fois. Comme, la valeur de la diversité haplotypique est de 0,998+0,001 ; la
probabilité que deux hommes de la population du Nord du Portugal aient le méme
haplotype est de 0,002. Les Y-STRs sont les meilleurs marqueurs pour distinguer les
individus.

En comparant notre population avec des autres de la Péninsule Ibérique, de I’Europe et
d’autres populations on conclut que, nous partagions les haplotypes et les haplogroupes
avec les populations européennes. Nous pouvons alors conclure qu’on appartient aux

lignages des chromosomes Y du reste de I’Europe. En plus, nous pouvons observer

I
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’utilité de ces marqueurs dans le monde criminel, surtout dans le cas des agressions
sexuelles.
Pour I’avenir on prétende combiner 1’information obtenue avec I’étude de Y-STRs et les

biallelic marqueurs, pour permettre de discriminer plus efficacement les individus.

v
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Objectivos

Neste trabalho analisaram-se as linhagens paternas do cromossoma Y e, posteriormente,
comparam-se com outras popula¢Ses para determinacdo de ancestrais comuns. As
linhagens paternas foram estudadas mediante analise dos polimorfismos bial€licos e
microsatélite (STRs) da regido ndo recombinante do cromossoma Y, de heranca
masculina. Este estudo permitiu sobretudo calcular o poder de discriminagdo dos
referidos polimorfismos, com vista & sua aplicagdo na area da Genética e Biologia

Forense.

1. Objectivos do trabalho:

O principal objectivo deste trabalho consistiu em efectuar o estudo populacional (Norte
de Portugal) de loci STR e marcadores bialélicos do cromossoma Y, tendo em vista a
sua aplicagfo a resolugdo de pericias médico-legais do ambito da Genética e Biologia
Forense, particularmente nos casos de filiagdo, casos criminais e identificagdo genética
individual. Os polimorfismos analisados foram oito “Short Tandem Repeats” do
cromossoma Y ( Y-STRs): DYS19, DYS389V/1L, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393
e DYS385U/1I e sete marcadores bialélicos, seis “ Single Nucleotide Polimorphisms”
(SNPs): sY81, SRY-8299, M9, DYS257, SRY-2627, SRY-1358 e uma inser¢io Alu, o
YAP, na populagdo do Norte de Portugal.

O estudo de STRs do cromossoma Y, devido a sua especificidade masculina, tem-se
revelado de grande importincia nesta area, para além de apresentar interesse noutros

campos, nomeadamente em estudos de evolucdo humana.

No admbito da investigagdo de paternidade, nos casos em que o filho € do sexo
masculino, permite excluir a paternidade de um individuo falsamente acusado de ser o
pai bioldgico, mesmo nos casos em que este esta ausente. Nesta situagdo, pode-se
analisar individuos do sexo masculino, com ele aparentados pela linha paterna como,
por exemplo, um irmfo, um tio ou mesmo o avd (Kayser e col., 1997; Jobling e col.,

1997; Roewer e col., 1996).

Relativamente a criminalistica bioldgica, o estudo dos STRs deste cromossoma reveste-
se de grande importancia, porque os autores de crimes violentos, na grande maioria dos

casos, sdo individuos do sexo masculino (Roewer, 1998). Nos crimes sexuais, quando

2
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h4a mistura de células masculinas e femininas, a analise dos polimorfismos deste
cromossoma proporciona informagfio acrescida em relacdo aos polimorfismos dos
autossomas, porque fornece dados especificos do agressor, sem ser necessario proceder
a separagdo das fases vaginal e espermatica (método de lise diferencial); para além de
que, quando a agress3o sexual tiver sido praticada por varios individuos, esta analise
permite determinar o nimero de contribuidores na mistura de células analisada. Outra
aplicagdo, € a possibilidade de se detectar células epiteliais masculinas em ejaculados de

individuos vasectomizados.

No que respeita a identificagdo bioldgica individual, a caracteriza¢do dos Y-STRs tem
um interesse consideravel, podendo-se determinar de imediato 0 sexo e, nos casos em
que o investigado ndo esteja disponivel e possua ascendéncia e/ou descendéncia
masculina, seguir-se a sua linhagem, sendo possivel, coadjuvado com outros dados,

fazer-se uma identificagdo positiva.

Para alcangar o objectivo proposto, seguiu-se a seguinte estratégia:

1- Estudaram-se amostras da populacdo do Norte de Portugal, na qual se efectuaram
testes de filiagdo, tendo-se incluido apenas individuos fenotipicamente sdos € nio

aparentados.

2- Caracterizaram-se as linhagens do cromossoma Y, tanto Y-STRs como marcadores
bialélicos, Y-SNPs ¢ a inser¢do Y AP, tendo-se usado diferentes metodologias para
os distintos marcadores analisados. Assim, a metodologia utilizada para o estudo
dos Y-STRs, envolveu o uso de varias técnicas de extraccdo de DNA, seleccionadas
de acordo com a natureza das amostras analisadas, bem como a amplificagdo do
DNA, por PCR, e a separac@o dos produtos amplificados por electroforese capilar.
Em rela¢do aos marcadores bialélicos, depois de se ter realizado a extrac¢do do
DNA, escolheu-se a técnica, também de acordo com as caracteristicas das amostras
usadas, tendo-se procedido a digestdo enzimatica, seguida de electroforese em géis

de agarose com brometo de etidio.

3- Determinaram-se os haplotipos (Y-STRs) da populagdo em estudo e relacionaram-se

com os de outras populagdes da Peninsula Ibérica, Europa e Asia. Ndo se fizeram
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compara¢des com populagdes africanas, por ndo existirem dados disponiveis.
Efectuou-se o0 mesmo relativamente aos haplogrupos (marcadores bialélicos), desta

feita comparando populagdes das mais distintas origens.

Calculou-se o poder de discriminagdo dos diversos polimorfismos, tendo em vista a
identificacdo genética na resolu¢do de pericias médico-legais, depois de se ter
determinado as frequéncias dos haplétipos e dos haplogrupos e as respectivas

diversidades.
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2. Introducdo

Os individuos normais, da espécie humana e do sexo masculino, possuem um
cromossoma Y e os do sexo feminino ndo. O cromossoma Y determina a masculinidade
e o desenvolvimento dos testiculos, numa fase precoce da embriogénese. Este papel
especializado confere-lhe propriedades unicas que chamaram a aten¢do de especialistas

na histéria da genética humana.

O estudo do cromossoma Y é, actualmente, muito usado no a@mbito da Genética e
Biologia Forense, fundamentalmente na resolugdo de casos do ambito criminal e de
investiga¢io de filiagdo. Relativamente & primeira aplicagdo, como ja foi referido nos
objectivos do trabalho, a grande maioria dos crimes violentos € cometida por homens
(mais de 90%), por este motivo a analise de amostras deixadas pelo agressor na cena do
crime, podem ser informativas quando caracterizadas para os marcadores do
cromossoma Y (Jobling e col., 1997). Quando existe mistura de DNA de células
femininas com células masculinas, como na maioria dos crimes sexuais, a analise destes

marcadores proporciona informagéo especifica acerca do agressor.

Quanto aos casos de filiagdo, concretamente as pericias relativas a investigacdo de
paternidade, quando o filho é do sexo masculino, comparando a informagdo genética
dos cromossomas Y do suposto pai e do filho, poder-se-4 excluir aquele da paternidade

que lhe € atribuida, com alguma facilidade.

Apesar destas potenciais utilizagdes, também existem sérias limitagdes que decorrem
das propriedades especificas do cromossoma Y (Jobling e col., 1997), nomeadamente o
facto de todos os individuos do sexo masculino familiares de um suposto pai/suspeito

partilharem a mesma informagdo relativamente a este cromossoma.

Embora este estudo se limite ao cromossoma Y, na conclusdo das pericias médico-
legais os marcadores deste cromossoma ndo devem ser utilizados isoladamente, mas em
conjunto com outros polimorfismos autossémicos que obviam muitos dos problemas

que se descreverdo posteriormente.
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2.1. Estrutura

O cromossoma Y humano representa apenas 2% do genoma. Através de andlise
citolégica verifica-se que este € um cromossoma de pequeno tamanho — o segundo mais
pequeno (aproximadamente 60 Mb de comprimento), com uma parte do brago longo
composto por heterocromatina polimérfica, cujo tamanho varia de individuo para
individuo. E nesta regido que tém sido descobertos vérios polimorfismos de tamanho do
tipo microsatélite (STRs), com interesse médico-legal. A parte que resta (eucromatina)
tem cerca de 30 megabases, € de tamanho constante em homens normais,
compreendendo o brago curto (Yp), centrémero € o brago longo proximal, sendo esta a

de maior interesse do ponto de vista genético (Figura 1).
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Figura 1. Representacio esquemaética do cromossoma

Y humano, com alguns dos seus genes assinalados.

A regido eucromdtica consiste em quatro classes de sequéncias: blocos de sequéncias
homdlogas ao cromossoma X, sequéncias repetidas no centromero € na sua
proximidade, “familias” de sequéncias repetitivas especificas do cromossoma Y e

sequéncias de copia tnica, também especificas deste cromossoma (Lutz Roewer, 1998).
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A maior parte deste cromossoma (95%) ndo recombina (regido ndo recombinante ou
NRY) encontrando-se sempre no estado hapléide, de tal modo que ¢ herdada em bloco,
ou seja, como um unico grupo de ligamento. Esta regido constitui o maior bloco ndo
recombinante de todo o genoma humano (YCC, 2002). Apenas umas pequenas por¢oes
distais (PAR1 e PAR2), designadas por regides pseudoautosséomicas (2,7 Mb),
apresentam homologia com o cromossoma X, sendo responsaveis pelo correcto
emparelhamento entre os dois cromossomas sexuais, dando lugar, pelo menos, a uma
recombinacio em cada meiose (Figura 2.). Portanto, a transmissdo destas regides €

semelhante a dos autossomas e, por este facto, ndo sera tratada aqui.
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Figura 2. Representagdo esquematica das varias regides de
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interesse do cromossoma Y': regifio heterocromatica, eucromatica

eregides PAR 1 e 2.

Tem sido defendida a hipdtese dos cromossomas X e Y terem tido uma ancestralidade
comum, pois uma grande parte das sequéncias dos dois cromossomas € idéntica, de tal
modo que o cromossoma Y pode ser considerado como um cromossoma X degradado,
depois de ter sofrido reordenamento cromossémico durante a evolugfo, incluindo
translocagOes, tendo sido eliminada a recombina¢do de uma grande parte do

cromossoma ¢ protegidos os genes determinantes do sexo (Graves, 1995).
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Apés a sequenciagdo completa do cromossoma Y humano, cujos resultados foram
publicados, em Junho do ano corrente, na revista Nature, algumas das teorias sobre a
origem do cromossoma Y, entre elas a anteriormente referida, foram postas em causa. A
hipotese que, actualmente, ¢ considerada mais consistente ¢ que os cromossomas X ¢ Y
evoluiram a partir de um mesmo par autossémico. A diferenciag@o tera ocorrido ha
cerca de 300 milhdes de anos; no entanto, através da sequenciagdo do cromossoma Y,
constataram existir uma apreciavel semelhanga entre este cromossoma e o X. Para além
disso, descobriram ainda que 95% do cromossoma Y estd dividido em trés regides
eucromaticas e uma heterocromaética. Dessas regiGes eucromaticas, a primeira € idéntica
a regifio equivalente do X, a segunda é degenerada em relagdo ao ancestral autossémico
comum ao X e ao Y ¢ a terceira € uma regido palindromica (sequéncias iguais, mas
invertidas). As duas ultimas regides sdo as maiores e mais ricas em genes, a maioria dos

quais codifica para proteinas, que se expressam sobretudo nos testiculos.

2.2. Genes e fungoes biologicas

Na espécie humana os heterocromossomas ou cromossomas sexuais tém estruturas e
conteados bem diferenciados. O cromossoma Y humano tem importantes fungdes
bioldgicas especificas do sexo masculino, com consequéncias directas na aptiddo
(“fitness™), que incluem determinagdo testicular e fertilidade (Quintana-Murci e col.,
2001). A simples presenga de um cromossoma Y determina, por si mesmo, O
desenvolvimento de um individuo vardo, independentemente do numero de
cromossomas X que possua.

Inicialmente, pensou-se que o sexo nos humanos se devia simplesmente a presenca de
um ou mais genes que confeririam a masculinidade. Neste sentido, foi descoberto o
SRY (Sex Reversal Y), o gene mais bem conhecido, que se localiza no brago curto, na
regifo mais proxima do limite pseudoautossomico (PARI), sendo o factor que
determina o desenvolvimento testicular (Su e Lau, 1993). E um gene de copia tnica,
sem homologo no cromossoma X, pequeno e com um Unico ex@o. Pensou-se que, na sua
auséncia, se desenvolveria um individuo do sexo feminino. No entanto, cedo se
verificou que a situagdo era mais complexa. As mutagdes no gene SRY estdo associadas
com um fendtipo feminino estéril. E o gene que regula a cascata da determinago

testicular, codificando para uma proteina de 233 amino-acidos, que se expressa nos
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testiculos dos adultos, entre outros tecidos, e estd representada na figura 3, ndo se

conhecendo, com precisdo, 0 mecanismo do seu funcionamento.

Figura 3. Proteina codificada pelo gene SRY.

2.3. Caracteristicas especiais do cromossoma Y

O cromossoma Y tendo uma funcfo determinante do sexo, é herdado de uma forma
hapléide uniparental paterna. Devido ao seu estado hapléide, a maioria do cromossoma
ndo recombina com nenhum outro, durante a meiose, como ja foi referido.

Estas propriedades tém consequéncias importantes (construgdo de hapldtipos
individuais, ancestralidade paterna, facil estimativa da separacdo temporal dos
acontecimentos que levam ao aparecimento de ramos nas drvores filogenéticas, entre
outros) na compreensdo da genética populacional, uma vez que o cromossoma Y passa
de pais para filhos sem alteracdes, exceptuando a gradual acumulag¢do de mutagdes.
Nesta perspectiva, o estudo dos polimorfismos deste cromossoma tem maior interesse

do que o dos sistemas autossémicos.
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Isto significa que todos os cromossomas Y contém em si uma “grava¢do” dos
acontecimentos mutacionais que ocorreram em todos 0s cromossomas ancestrais
anteriores. Por isso, em principio, é possivel reconstruir a histéria das linhagens
paternas por comparagdo dos cromossomas Y modernos, usando a andlise de
polimorfismos de DNA (STRs e sistemas bialélicos), sendo viavel a construgdo de
arvores filogenéticas e, através delas, deduzir o passado evolutivo das populagdes

humanas actuais.

Tem sido descrito um numero crescente de marcadores polimoérficos informativos do
cromossoma Y, que incluem substitui¢des de bases, inser¢des/delegdes, microsatélites e
minisatélites, uteis em estudos populacionais e na resoluc@o de pericias médico-legais.

Destes, muitos podem ser estudados por PCR (Jobling e col., 1997).

Os microsatélites do cromossoma Y (Y-STRs) definem a variabilidade (haplétipos)
dentro dos haplogrupos, permitindo calcular as diferencas entre distintas populagGes
humanas (distancias genéticas), com maior precisdo. Acresce ainda a possibilidade de,
através delas, se poder estimar os tempos de coalescéncia de haplogrupos bem

definidos.

As variantes bialélicas dos SNPs ¢ dos polimorfismos de inser¢éo/deleccdo,
representam, em geral, eventos moleculares Uinicos na evolugdo humana. E, embora em
alguns casos possam ser caracteristicas de pequenos grupos ou individuos, podem
definir haplogrupos relacionados entre si pela mesma raiz filogenética com grande

distribui¢do geografica ou, em alguns casos, associados a uma regifo particular.

2.4. Primeiras utiliza¢ies forenses

Uma das primeiras aplicagdes do cromossoma Y no ambito médico-legal, foi a
determinacdo do sexo para fins de identificacdo individual (Witt e Erickson, 1989), o
que constituiu um elemento importante na analise de vestigios biologicos. De facto,
obter informacdo acerca da existéncia de células masculinas, a partir de DNA extraido
de exsudatos vaginais, fornecia um resultado preliminar positivo, ao qual se pode,

actualmente, seguir a amplificacdo de varios loci informativos. Neste sentido, foram
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desenvolvidos vérios métodos rapidos e precisos para a determinagdo do sexo em

vestigios bioldgicos de origem humana.

Uma das metodologias usadas no primeiro teste para diagnostico do sexo (Lau e col.,
1984), empregava sondas especificas para sequéncias repetidas da regido nfo
codificante (heterocromatina) do brago longo do cromossoma Y (Yq) (Cooke, 1976).
Esta técnica tinha algumas limitagOes, nomeadamente a de ndo detectar cromossomas Y
que ndo possuiam esta regido do cromossoma (apresentavam uma delecgdo), o que pode
acontecer em individuos normais e férteis. Por outro lado, esta regido pode também
estar presente em mulheres, fenotipicamente normais por translocagdo. Além disso,
podem também estar ausentes fragmentos do Yq em individuos com o Sindrome de
Turner. Por conseguinte, utilizando-se estas sondas, pode-se incorrer num elevado risco

de diagnostico incorrecto do sexo.

O fdnico conjunto de sequéncias repetidas que parece exibir propriedades de
especificidade cromossomica significativa ¢ a “Alphoid Satellite Family”, localizada
nas regides peri-centroméricas de todos os cromossomas humanos (Willard ¢ Wayne,
1987). Estas sequéncias, no cromossoma Y, tém uma organizagdo repetitiva superior,
detectavel com enzimas de restrigdo, gerando um fragmento de tamanho caracteristico.
Sabe-se que existem cerca de 100 copias desta sequéncia neste cromossoma, tendo sido
descrita uma técnica que usa uma sonda especifica para detecgfo destas repetigdes

alfoides (Stalvey e Erickson, 1987; Gaensslen e col., 1992).

Depois da descoberta da PCR, esta técnica comegou a ser utilizada para a determinagéo
do sexo, em amostras forenses (Witt e Erickson, 1989; Nerby S e Eriksen B, 1992). Foi
usada em primeiro lugar para estudar as sequéncias alfa ou alféide (Pascal e col., 1993;
Pfitzinger e col., 1993) que existem em diferentes numeros de copias no cromossoma X
(cerca de 5000) e no cromossoma Y (cerca de 100). Posteriormente, a PCR foi usada
para a detecgdo do locus DYZ1 (milhares de copias: 500-8000 no cromossoma Y)
(Ludes e col., 1991) ou para a detecgdo do locus da amelogenina (a proteina do esmalte
mais importante no desenvolvimento da matriz extracelular dos dentes), ou parte dele
(Mannuci e col. 1994). Trata-se de uma regido de copia unica, homologa para os

cromossomas X e Y, mas com tamanhos diferentes.
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A anélise de um Jocus homologo no cromossoma X € no cromossoma Y € mais fiavel e
hoje largamente usada, uma vez que a detec¢do da banda especifica do X confirma a
validade do método (Akane e col., 1991). A detecgdo deste gene homodlogo para os dois
cromossomas, com tamanhos distintos, tem demonstrado ser de grande utilidade na
confirmagio da presenca de esperma ou de células masculinas (em individuos

azoospérmicos) em exsudatos vaginais colhidos a vitimas de agressdo sexual (Mannuci
e col., 1994).

O desenvolvimento das técnicas de determinagdo do sexo prosseguiu no sentido de se
obter essa informacdo, a partir de quantidades reduzidas de DNA (aumento da
sensibilidade) extraido de véarios tipos de amostras, tais como, sangue, manchas de
sangue e de esperma, exsudatos e raizes de cabelos (Pfitzinger e col., 1993; Tanaka,

1992), aliadas a detec¢do fluorescente dos produtos de PCR.

A partir da segunda metade da década de 90, a caracterizagio de varios STRs, todos eles
na parte ndo recombinante do cromossoma Y, no mesmo individuo, permite reconstruir
o seu haplotipo (diversos polimorfismos herdados em bloco), dado que sé existe um

destes cromossomas, que ndo sofre recombinagdo, em cada individuo.

2.5. Polimorfismos do cromossoma Y: Y-STRs

Tém sido descritos multiplos polimorfismos na parte ndo recombinante do cromossoma
Y (Kayser € col. 1997, de Knijff e col., 1997). A estrutura e a relacdo que existe entre
repeticdo/alelo, s3o comparaveis com outros sistemas equivalentes autossomicos.
Excepcionalmente, a analise por PCR amplifica, em alguns sistemas, dois produtos
alélicos como por exemplo, 0 DYS385 ¢ o DYS389V1I. Este elevado numero de
sequéncias duplicadas, reflecte uma peculiaridade morfolégica do cromossoma Y, uma
vez que ndo foram descritos em autossomas loci com estas caracteristicas, até ao
momento. Estes loci que geram duas bandas estdo localizados no Yq. Outra observagido
interessante foi que a duplicagéo ndo € o nivel mais elevado de multiplicidade dos alelos

atribuidos aos Y-STRs, uma vez que parecem ter sido encontrados padrdes triplicados

nos /oci DYS385 e DYS19.
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Relativamente ao DYS389V/11, a estrutura foi satisfatoriamente clarificada (Cooper e
col., 1996), porquanto um local de hibridagdo do “primer” (iniciador) esta duplicado, de
tal modo que o primer 5’ (“forward”) hibrida duas vezes na mesma cadeia e, por esse
motivo, surgem dois produtos de amplificagdo, ambos contendo repeti¢des em numero
variavel (de Kniff e col., 1997), sendo possivel atribuir os respectivos alelos a cada
locus, pois os produtos da PCR aparecem em intervalos de tamanho diferentes (239-

263bp e 353-385bp), diferindo em pelo menos 100bp.

Em contraste, as repeticdes e as sequéncias flanqueadoras do DYS38S5, terdo sido,
provavelmente, duplicadas na totalidade como inserg¢oes de blocos de sequéncias longas
das quais resultou a existéncia de mais de um Jocus. Neste caso, os alelos ndo podem ser
inequivocamente atribuidos a um ou outro /ocus, devido a sobreposi¢do de tamanhos.
Por este motivo, o resultado da sua caracterizagdo aparece como se fossem haplétipos

constituidos por dois alelos.

A analise das sequéncias dos Y-STRs mono-localizados revelou unidades de repeticdo
tetraméricas (DYS19, DYS389VII, DYS390, DYS391, DYS393), triméricas (DYS388,
DYS392) e diméricas (DYS288) (de Knijff ¢ col., 1997). Os sistemas bi-localizados,
demonstraram ser diméricos (YCAI-III, Mathias e col., 1994) e tetraméricos (DYS385,
Schneider P e col., 1997).

Os loci DYS38911 e DYS390 sdo compostos, possuindo duas unidades de repeti¢do
diferentes. Os restantes sdo sistemas simples, ou seja, sdo constituidos por uma unica

unidade de repeticio.

2.5.1. Selec¢do dos STRs para este estudo

Aquando do inicio deste trabalho, tinham sido descritos um conjunto de STRs por
varios autores (Kayser e col., 1997; de Knijff e col., 1997) que realizaram um estudo em
colaboragdo, os quais poderiam ser uteis na resolu¢do de pericias médico-legais
proporcionando, no seu conjunto, um elevado poder discriminativo. Deste modo, depois
de seleccionados alguns deles, efectuou-se o estudo da nossa populagdo (Norte de

Portugal), tendo-se acrescentado o DYS385 (Schneider e col., 1998) que, por ser um
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dos loci “duplicados”, aumenta o poder informativo. Os marcadores escothidos foram:

DYS19, DYS389V/1], DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385V1I (Tabela 1).

Este conjunto de polimorfismos constitui o chamado haplétipo minimo de uma base de
dados de referéncia criada na Europa (Y-STR Haplotype Reference Database), gragas
ao esforco de um grupo de trabalho denominado “The International Forensic User
Group”, depois de participarem, com sucesso, num exercicio de qualidade obrigatério

(Roewer e col., 2001).

Tabela 1. STRs estudados no cromossoma Y

Intervalo de Intervalo de
STR N* alelos repeticoes tamanhos (bp)
DYS19 10 10-19 174-210
DYS3891 7 7-13 235-263
DYS38911 9 23-31 355-387
DYS390 8 20-27 191-227
DYS391 6 8-13 271-299
DYS392 11 8-18 233-263
DYS393 6 12-17 108-136
DYS385 14 8-21 352-412

Nota: Estes intervalos de tamanho dos alelos sdo relativos aos “primers” utilizados neste
estudo. Quanto ao locus DYS389V/1I, foi incluido um bloco (GATA)3 na contagem do

numero de repeti¢des (+3 do que a nomenclatura sugerida por Kayser e col., 1997).

2.5.1.1.DYS19

GDB Access: X77751

Primer 1: *5°CTA CTG AGT TTC TGT TTA TAG T3’
Primer 2: 5’ATG GCA TGT AGT TGA GGA CA3’
Unidade de repeticdo consenso: GATA.
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Foi o primeiro STR descrito no cromossoma Y humano, tendo sido, inicialmente,
denominado de diferentes formas: Y27H39, DYS394 ou CHLC.GATA 73F02.P18616.
Trata-se de uma repeti¢do tetranucleotidica com um motivo de repeticdo GATA, com
duas regides distintas: 3 repeti¢des do “core” (GATA)3 invaridvel, seguidas de uma
estrutura varidvel (GATA)n. Esta variagio pode ocorrer entre 10 e 19 repeti¢des
(Roewer e col., 1992).

A estrutura repetitiva pode estar deslocada uma base da extremidade 5°, originando um
motivo repetitivo AGAT, ou de duas bases da referida extremidade, dando lugar a um

motivo TAGA, sem alterar o nimero de repetigdes.

2.5.1.2. DYS3891/11

GDB Access: G09600

Primer 1: *5’CCA ACT CTC ATC TGT ATT ATC TAT 3’
Primer 2: 5"TCT TAT CTC CACCCACCAGA ¥
Unidade de repeti¢do consenso: (GATA) n (GACA) n.

E um STR tetramérico composto, situado no locus DYS389, também denominado
CHLC.GATA30F10.P14912 (Murray, 1993). No caso do DYS389I, compde-se por dois
motivos de repeticdo adjacentes do tipo (TCTG) n (TCTA) n, variando de 7 a 13
repeti¢des; no do DYS3891I, é formado por quatro motivos de repeti¢do, do tipo

(TCTG) n (TCTA) n (TCTG) n (TATA) n, variando de 23 a 31 repeticdes.

2.5.1.3. DYS390

GDB Access: G09611

Primer 1: *S’TAT TAA TTA CAC ATT TTT GGG CC 3’
Primer 2: 5’TGA CAG TAA AAT GAA CACATT GC 3’
Unidade de repeti¢do consenso: (GATA) n (GACA) n.

E um STR tetramérico composto (Murray, 1993), constituido por sete motivos de

repeti¢do adjacentes, do tipo (TCTA)2(TCTGIn(TCTAN(TCTG)n(TCTA)n(TCAT)1
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(CTAT)2, dos quais o primeiro e os dois ultimos sdo invaridveis; os quatro restantes,
variam no numero de repeti¢des, sendo a soma dos quatro motivos varidveis a que se

utiliza para identificar as diferentes variantes alélicas.

2.5.1.4. DYS391

GDB Access: G09613

Primer 1: *5°CTA TTC ATT CAATCATACACCCA 3’
Primer 2: *5’GAT TCT TTG TGG TGG GTC TG 3’
Unidade de repeti¢do consenso: (GATA).

Trata-se de uma repetigdo tetranucleotidica com um motivo TCTA, flanqueado por dois
motivos TCTG que apresentam um numero de repeticdes constante (Murray, 1993).
Também se denomina por CHL.GATA32C10.P14988 e tem uma estrutura que €
representada por (TCTG)3(TCTA)n(TCTG)I1, sendo os alelos designados de acordo

com o numero de repeti¢des do “core” (TCTA)n.

2.5.1.5.DYS392

GDB Access: G09867

Primer 1: *S’TCA TTA ATC TAG CTT TTA AAA ACA AY’
Primer 2: 5’AGA CCC AGT TGA TGC AAT GT 3’

Unidade de repeticdo consenso: (ATT).

E o tnico STR trinucleotidico simples (Murray J C, 1993) utilizado neste estudo e

também € denominado por CHLC.ATA25F04.P16979, cujo motivo de repetigdo ¢
(TAT)n.
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2.5.1.6. DYS393

GDB Access: G09601

Primer 1: *5°GTG GTC TTC TAC TTG TGT CAATAC 3’
Primer 2: *5°’AAC TCA AGT CCA AAA AAT GAGG 3’
Unidade de repeti¢do consenso: (GATA).

E um STR tetranucleotidico simples (Murray, 1993), também designado por
CHLC.GATA43G06.P14915, DYS395 ¢ CHLC.GATA 81D0O5.P18481, cuja unidade
de repeti¢io € (GATA) n, embora a ISFG (International Society of Forensic Genetics)
recomende que a leitura se efectue uma base antes, relativamente a extremidade 5’(Bér
W e col., 1997). Ou seja, a sequéncia repetitiva passa a ser (AGAT)n; no entanto, o

numero de repeti¢des mantém-se 0 mesmo usando uma ou outra unidade de repeti¢do.

2.5.1.7. DYS385

GDB access: 293950 (“Chromosome Y repeat regions”)
Primer 1: *5°’AGC ATG GGT GAC AGA GCTA 3’
Primer 2: *5°GGG ATG CTA GGT AAAGCTC 3’
Unidade de repetigdo consenso: (GAAA).

Trata-se de um Jocus “duplicado”, a semelhanga do que ocorre com o DYS389V1I, mas,
neste caso, nfo se conseguem, com os primers descritos, distinguir os alelos de cada um

deles, pelo que séo designados como se se tratasse de um par alélico.

Na tabela 2 resumem-se as caracteristicas referidas para os Y-STRs.
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Tabela 2. Caracteristicas dos Y-STRs

STR N° de acesso Unidade de N° de Primers
GDB repeticdo consenso repeticdes
DYS19 X77751 GATA 10-19 *5°CTA CTG AGT TTC TGT TTA TAG T3
5’ATG GCA TGT AGT TGA GGA CA3’
DYS389I/11 G09600 (GATAN(GACA)n | 7-13/23-31 *5’CCA ACT CTC ATC TGT ATT ATC TAT 3°
5TCT TATCTCCACCCACCAGA Y
DYS390 G09611 (GATA)N(GACA)n 20-27 *5'TAT TAA TTA CAC ATT TTT GGG CC 3’
5'TGA CAG TAA AAT GAACACATTGC 3’
DYS391 G09613 GATA 8-13 *5CTA TTC ATTCAATCATACACCCA 3
5’GAT TCT TTG TGG TGG GTC TG 3’
DYS392 G09867 ATT 8-18 *5’TCA TTA ATC TAG CTT TTA AAA ACA A3’
5’AGA CCC AGT TGA TGC AATGT 3’
DYS393 G09601 GATA 12-17 *5'GTG GTC TTC TAC TTG TGT CAATAC 3’
5’AAC TCA AGT CCA AAA AATGAGG 3’
DYS385 793950 GAAA 8-21 *5’AGC ATG GGT GACAGAGCTA 3
5’GGG ATG CTA GGT AAAGCTC 3’

2.5.2. Aplicacdes dos STRs do cromossoma Y em Genética e Biologia
Forense

2.5.2.1. Testes de paternidade e criminalistica

O primeiro polimorfismo do cromossoma Y foi descrito por Casanova e col. e por
Lucotte e Ngo, em 1985.

As técnicas de identifica¢do na area da Genética e Biologia Forense, a partir da década
de 1990, foram dominadas pela aplicacdo de sistemas STR ligados aos autossomas.
Relativamente aos Y-STRs, apenas tinham sido descritos trés Joci diméricos, um
tetramérico € um pentamérico e, por este facto, a sua aplicagdo a resolugdo de casos
forenses foi muito restrita. Destes STRs, apenas o DYS19 (tetramérico) tinha sido
utilizado no ambito forense e introduzido em véarios laboratérios, como marcador usado
por rotina. Uma das hipotéticas razdes para o uso limitado dos polimorfismos do

cromossoma Y € a ocorréncia em menor frequéncia do que nos autossomas, cerca de 1:4

(Kayser, 1997).

A andlise dos haplotipos do cromossoma Y, particularmente os que se definem através
da variabilidade microsatélite, tem sido largamente utilizada na resolug@o de casos do
ambito criminal, como na identificagio de DNA masculino em casos que envolvem
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manchas com mistura de células femininas e masculinas ¢ em testes de paternidade,
particularmente quando o suposto pai ¢ falecido e o pretenso filho € do sexo masculino.
Esta circunstancia é devida ao facto dos STRs apresentarem um elevado grau de
polimorfismo e, consequentemente, oferecem um significativo poder de discriminagao

entre individuos (Jobling e cols., 1997; Kayser e cols., 1997).

No ambito da criminalistica, uma vez que a maior parte dos agressores sdo individuos
do sexo masculino, a capacidade de se detectar e discriminar o DNA masculino e a
informagio que se obtém a partir dos Y-STRs, torna estes sistemas um complemento
vantajoso ao painel de sistemas autossémicos ja utilizados.

Nos casos de agressdes sexuais, a andlise dos Y-STRs oferece uma nova perspectiva.
Pois, como ja tem sido referido ao longo deste trabalho, estes marcadores aumentam a
taxa de sucesso na identifica¢iio da frac¢do masculina, nas misturas de células presentes
em fluidos biolégicos humanos, onde a lise diferencial ndo foi bem sucedida ou seria
demasiado arriscada, como por exemplo, no caso de amostras muito degradadas ou em
que o numero de espermatozoides € baixo.

A major vantagem do uso dos Y-STRs ¢ precisamente na interpretagdo dos resultados
em amostras com misturas de células, no ambito das agressdes sexuais, se estiver

envolvido mais de um contribuidor (Prinz e col., 1997).

A caracterizacio dos Y-STRs tem um interesse consideravel em testes de paternidade,
especialmente em casos em que o suposto pai ndo estd disponivel, em que haja
ascendéncia e/ou descendéncia masculina. Pois, qualquer individuo do sexo masculino
da mesma linhagem paterna do suposto pai, possui a mesma informagdo relativamente
ao cromossoma Y (o mesmo cromossoma Y), de modo que, a analise de apenas dois
individuos — o filho (geralmente crianga) ¢ o adulto com ele relacionado — pode resolver
0 caso.

Teoricamente, a existéncia de apenas uma diferenga num Jocus do haplotipo, demonstra
a ndo paternidade. No entanto, deve ser identificada mais do que uma para ser possivel
excluir uma provavel mutagdo, confirmando com seguranca, deste modo, a exclusdo de
paternidade. No caso de ndo exclusio, para se efectuar uma anélise estatistica rigorosa,

é necessaria uma base de dados com um elevado numero de perfis (Kayser e col., 1997).
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Acresce ainda que, tém sido sugeridos varios protocolos “multiplex”, que melhoram a
capacidade de resposta na rotina da andlise destes sistemas e na criacdo de bases de
dados (Kayser e col, 1997; Roewer, 2001), disponiveis através da Internet (http//:
ystr.charite.de). Com a utilizagio laboratorial destas técnicas que amplificam
simultaneamente um elevado nimero de loci, o poder de discriminagdo sera bastante
elevado, perspectivando-se a possibilidade da substitui¢do dos sistemas autossémicos,
numa base de dados de violadores, por exemplo. Recentemente, foi descrito um sistema

“multiplex”que inclui 20 STRs distintos, o “20-Plex” (Butler e col., 2002).

A natureza ndo recombinante do cromossoma Y € uma espada de dois gumes. Por um
lado, como foi exposto, pode ser usado com seguranga para despistar genealogias
paternas. Por outro lado, a subestruturagio populacional pode levantar problemas
significativos neste tipo de analise. Por exemplo, em processos de imigragdo
especificamente masculinos, o chamado efeito do fundador e a deriva genética (“genetic
drift”), podem levar a uma representacdo excessiva de determinados haplotipos numa
dada populagao.

Por isso, embora se possa usar os microsatélites, deste cromossoma, com seguranga para
fins de exclusdo de um suposto pai e/ou suspeito, quando ndo se verificar exclusdo a
interpretagdo dos resultados pode ser problematica, porque todos os individuos do sexo
masculino familiares do suposto pai/suspeito partilham o mesmo hapldtipo. Por outro
lado, dependendo da historia demografica de determinada populagdo, alguns haplotipos
podem estar demasiadamente representados, nido proporcionando consideravel poder

informativo ¢ a coincidéncia de haplétipos ser devida ao acaso.

Outra aplicagdo do ponto de vista genealdgico, € a possibilidade da existéncia da
associa¢do entre sobrenomes ¢ determinados haplotipos ou pequenos grupos com
haplotipos especificos. Situagdes paradigmaticas das referidas associagdes sdo o caso do
apelido inglés “Sykes” e da sucessdo dos sacerdotes Judeus a partir de Aardo, segundo a
tradicdo biblica (Skoreki e col., 1997). Em estudos futuros, a confirmagdo da existéncia
destas associag¢des, conjuntamente com a especificidade populacional dos haplétipos do
cromossoma Y, podem ser muito uUteis na determinacdo da origem populacional em
amostras de DNA, que surgem no quotidiano laboratorial. Recentemente, em
comunicacdo oral, Jobling referiu que, provavelmente, ndo existem tais associagdes

(XIx® Congress of the ISFG, Arcachon, Franga, 2003).
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A utilidade do estudo do cromossoma Y tem ainda sido demonstrada com sucesso em
alguns casos famosos e controversos, como € o caso da paternidade de uma crianga,
ultimo filho de uma escrava (Sally Hemings) do presidente dos Estados Unidos da
América, Thomas Jefferson, que partilhava o mesmo haplétipo Y com o referido
presidente. O estudo envolveu a analise de 19 amostras, colhidas a individuos
representativos das possiveis linhagens envolvidas: a do proprio presidente Thomas
Jefferson e a de Hemings. Depois de uma morosa pesquisa dos possiveis descendentes
vivos, apenas conseguiram amostras de cinco dos sete descendentes de um tio paterno
do presidente que colaboraram no estudo, uma vez que o seu irmdo € o unico filho
conhecido, faleceram sem deixar descendentes. Pela parte do possivel filho do
presidente e da sua escrava, recorreram ao unico tetraneto vivo conhecido.

Existia também um terceiro individuo que afirmava ser o fitlho primogénito, fruto da
relacdio entre Jefferson € a sua escrava, que também foi incluido no estudo, utilizando
amostras de cinco dos seus descendentes vivos. Incluiram, também, trés descendentes
de dois sobrinhos de Jefferson, filhos de uma usa irma, que teriam contactado com a
escrava e cinco descendentes de uma outra familia da mesma localidade, como controlo.
Foram estudados 19 marcadores do cromossoma Y, 11 STRs, 7 SNPs € um minisatélite
MSY, por trés laboratorios que colaboraram no trabalho. Todos os polimorfismos
caracterizados eram idénticos nos familiares de Jefferson e nos de Hemings, o que viria
a confirmar a paternidade de Jefferson relativamente ao ultimo fitho da sua escrava
Sally Hemings. Esta confirmagdo s6 foi viavel face & existéncia de outros dados
disponiveis, que ndo apenas os genéticos. Relativamente aos reSultados do estudo do
cromossoma Y, ficou demonstrado, deste modo que, apesar de haver um lapso de 15
geragdes, recorrendo ao estudo dos polimorfismos do cromossoma Y, foi possivel
averiguar a paternidade atribuida a Thomas Jefferson, seguindo a sua genealogia por

linha paterna (Butler, 2001).

2.5.2.2. Recomendacgoes da ISFG relativas a utilizacdo do cromossoma Y

A semelhancga do que tem sido feito relativamente a outros polimorfismos do DNA a
Sociedade Internacional de Genética Forense elaborou um documento com algumas
recomendagdes respeitantes ao uso de STRs do cromossoma Y'; porquanto, nos ultimos

anos, a utilizacdo destes polimorfismos tornou-se comum nos laboratoérios forenses. As
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aplicagdes incluem, geralmente, os casos de paternidade em que o pretenso pai ndo esta
disponivel e na investiga¢do criminal, quando estdo envolvidos varios individuos do
sexo masculino, como ja foi amplamente mencionado neste trabalho.

Como, também, se tem vindo a referir, tem sido descrito um numero elevado de novos
marcadores do tipo Y-STRs e muitos se esperam vir a conhecer num futuro préximo.
Muitas das recomendagdes genéricas relativas aos STRs autossomicos sdo aplicadas a
este cromossoma, destacando-se as seguintes:

a) A sequéncia 1é-se sempre na direc¢io de 5°-3 e, sempre que possivel, a cadeia de
DNA utilizada é a que foi originalmente descrita na literatura disponivel, de preferéncia
retirada do GenBank;

b) Deve ser usada uma nomenclatura estandardizada, de preferéncia o sistema D#S#,

desde que ndo exista outra nomenclatura ja divulgada e utilizada.

Relativamente a classifica¢do dos alelos, também se aplicam as regras gerais ja descritas
para os STRs autossomicos, designando-os pelo numero de unidades de repetigdo,
constituindo um procedimento facil para repeti¢des simples como € o caso do DYS392
ouo DYS388.

Se estiver presente uma repetigdo parcial, designa-se pelo numero de repetigdes

completas, seguidas de um ponto e do numero de bases da sequéncia incompleta.

Se ja se adoptou uma nomenclatura para um determinado sistema, deve-se manter o seu
uso, como ¢ o caso do DYS391, pois este contempla apenas o nimero de sequéncias
variaveis; mas se se tratar de um alelo descrito pela primeira vez, este deve ser

designado pelo numero de repeti¢des total, quer estas sejam ou nio variaveis.

Os resultados dos sistemas “duplicados”, como € o caso do DYS385, em que os
fragmentos ndo se podem associar inequivocamente a determinado /ocus, devem ser
tratados como genotipos e os respectivos alelos devem estar separados por um hifen,

como por exemplo, “DYS385*%11-14” (Gill e col., 2001).
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2.5.2.3. Legislagio Portuguesa

Em Portugal ndo existe legislagdo especifica que regulamente a aplicagdo da anélise do
DNA na resolugio de casos relativos a Genética e Biologia Forense, quer do ambito
civil quer do 4mbito penal. A conclusdo destes casos pressupde, na generalidade das
situacdes, a identificagio genética individual, sendo as pericias efectuadas nos Servigos
de Genética e Biologia Forense do Instituto Nacional de Medicina Legal (INML), com
delegagdes no Porto, Coimbra e Lisboa. Ha outros laboratérios no nosso pais que
realizam este tipo de pericias, nomeadamente o Laboratério de Policia Cientifica da
Policia Judiciaria (criminalistica) e a unidade de Genética Populacional do Instituo de
Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP) (testes de
filiacdo).

Nos dltimos anos tem havido um esfor¢o conjunto para a padronizagdo de todos os
processos que envolvem a analise do DNA (incluindo os marcadores do cromossoma Y
a usar), bem como a realizag¢do de exercicios colaborativos, como por exemplo, testes
anuais de proficiéncia externa, sob o patrocinio do GEP-ISFG (Grupo Espanhol e
Portugués da ISFG). Os Servigos atras mencionados do INML, bem como os
laboratorios portugueses associados, incluindo os atrds referidos efectuam estes testes
anuais. Para tal, as amostras sdo enviadas por uma organizagdo externa, o Instituto
Nacional de Toxicologia sediado em Madrid, e o objectivo principal € a avaliacdo da
capacidade de execucdo dos procedimentos na andlise do DNA, por parte dos
laboratérios participantes. Para além disso, realizam-se reunides anuais, com vista a
discussdo dos resultados obtidos nos aludidos exercicios, bem como a obtencdo de uma
maior uniformidade nos marcadores escolhidos e na forma como sdo apresentados aos
tribunais, nomeadamente no que diz respeito a varios aspectos da analise estatistica dos

resultados (Robino e col., 2001).

2.5.3. Aplicagoes em estudos de evolucdo humana

Para além da utilizagdo da analise do cromossoma Y na area da Genética e Biologia
Forense, este cromossoma tem dado um importante contributo na compreensdo da

historia das populagdes, ou seja na area antropologica.
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O numero ¢ a variedade dos diferentes sistemas polimérficos do cromossoma Y,
constituem a principal razdo da sua escolha em estudos de genética populacional, onde a
estratégia genealdgica necessaria se pode basear nas diferengas das taxas de mutagéo

dos marcadores utilizados.

Nos ultimos anos, principalmente a partir de 1996, o numero crescente de
polimorfismos que tém sido identificados, em especial os que sdo susceptiveis de
anélise por PCR, corresponde ao aumento do numero de antropélogos moleculares que
utilizam a variabilidade do cromossoma Y, para verificar a ancestralidade das

populagdes do homem moderno (Homo sapiens sapiens).

Existem, fundamentalmente, duas teorias ou modelos para explicar a origem do homem
moderno: a teoria multi-regional e a teoria da origem unica.

O modelo multi-regional sugere que o homem moderno tera surgido a partir de formas
humanas anteriores (Homo erectus) com uma certa continuidade regional; ou seja, a
partir de varias regides em simultaneo (Cavalli-Sforza, 1998).

O modelo da origem unica ou “out-of-Africa”, propde que o homem moderno pode ter
tido origem num ancestral tnico que vivia em Africa ¢ que se dispersou pelos restantes
continentes, substituindo formas humanas arcaicas. Esta teoria, corroborada, em
primeiro lugar, por estudos que envolveram a analise do DNA mitocondrial (mtDNA) e,
depois, pelos autossomas, foi, também, apoiada por estudos filogenéticos do
cromossoma Y (Quintana-Murci e col, 2001). Pois, os polimorfismos deste
cromossoma mostram uma maior diversidade nas populagdes africanas do que nas
restantes, situando-se o primeiro ramo, nas arvores filogenéticas, precisamente na

divisdo entre populagdes africanas e popula¢des ndo africanas.

E possivel determinar a estrutura de populagdes locais e continentais, confirmando ou
reformulando a hipotese atras descrita sob a origem e migragdes humanas originais (out-
of-Africa and back again), usando uma combinagdo de microsatélites do cromossoma

Y, sistemas que evoluem rapidamente, e marcadores bindrios, mais estaveis.

E de destacar, no entanto, que o cromossoma Y contém apenas a historia paterna de
uma populagdo. Por isso, tem de se ter algum cuidado na interpretagdo dos resultados,

que podem divergir um pouco daqueles que se obtém através do estudo do mtDNA.
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Pois, os resultados de ambos os estudos podem ser influenciados por distintos factores
que interferem na dispersdo de individuos numa popula¢do, tanto do ponto de vista
bioldgico como social e cultural (consequentemente, do cromossoma), nas sociedades

humanas.

Existe também alguma discrepéncia no que se refere a estimativa do tempo que dista do
ancestral comum mais recente (MRCA-More Recent Common Ancestral), usando os
diferentes sistemas na andlise populacional (mtDNA, DNA autossémico € cromossoma
Y). Os valores encontrados, quer usando o estudo de marcadores bialélicos, quer os
Y-STRs, rondam os 59 000 anos, em contraste com valores de 100 000 a 200 000,
utilizando o mtDNA.. Existem uma série de factores que podem explicar este facto, tais
como: o numero distinto de marcadores e de cromossomas utilizados nos diferentes
estudos; o tamanho efectivo das populagdes estudadas usando o cromossoma Y, o
mtDNA e os autossomas, pois a populacio do cromossoma Y € um quarto da dos
autossomas e, por esse facto, as linhagens autossomicas demorardo quatro vezes mais
tempo a ser extintas; diferentes métodos e hipoteses utilizadas nos calculos estatisticos
das estimativas (diferentes modelos); diferentes efeitos da selecgio sobre os varios loci
(Quintana -Murci e cols., 2001).

Mesmo tendo em conta todos estes factores, a idade do MRCA estimada permanece
mais recente do que seria de esperar, invocando-se os efeitos da selec¢@o natural sobre
os genes do cromossoma Y, para explicar as diferengas observadas. Em /oci que nfo
sofrem recombinagfo, a selec¢do natural, quer positiva quer negativa, actuando num

locus tnico, influencia os restantes loci alterando a histéria da molécula na sua
globalidade.

Por outro lado, existem diversas forgas selectivas que modelam a evolucdo da parte ndo
recombinante do cromossoma Y (NRY). Tém sido descritos diversos mecanismos que
envolvem tanto a selec¢fio positiva como negativa. Uma caracteristica de todos estes
modelos €, a longo prazo, uma redu¢do na diversidade de sequéncias levando em ultima

instincia a perda de fung¢des biologicas na regido NRY (Quintana-Murci e col., 2001).
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2.6. Polimorfismos do cromossoma Y humano: Marcadores bialélicos

A diversidade do cromossoma Y permite distinguir diferentes linhagens, criando
haplétipos especificamente masculinos que se distribuem pelas populagdes humanas de
uma forma nfo aleatéria. Estes haplotipos, quando se definem através do estudo de
polimorfismos que constituem acontecimentos tnicos, como os SNPs (Single

Nucleotide Polymorphisms), sdo denominados haplogrupos (HG).

O numero destes haplogrupos é relativamente pequeno mas, quando se estuda uma
bateria que inclui um nimero elevado de marcadores bialélicos (cerca de 50, segundo
varios autores; Lareu M e col., 2001), esta constitui um meio simples e poderoso de
exclusdio no Aambito da investigagdo de paternidade ou criminalistica € a sua
especificidade populacional pode permitir fazer inferéncias acerca da populacdo de
origem de determinado individuo, como por exemplo, na situagdo em que este deixe

uma amostra de material bioldgico numa cena de crime.

Os SNPs s3o os polimorfismos bialélicos mais frequentes, ocorrendo com uma
frequéncia de cerca de 1% na espécie humana, correspondendo a posigdes nas quais
pode surgir duas bases alternativas. A maioria destes polimorfismos surge em regides
que ndo alteram a funcionalidade génica, mas, também, podem situar-se em regides
codificantes (cSNPs) e em regides reguladoras (rSNPs), afectando a expressdo de

determinados genes. Neste momento, sdo conhecidos centenas de SNPs do cromossoma

Y (Underhill e col., 2001).

Os SNPs que correspondem a mutagdes de um unico par de bases (Underhill e col.
1997) e o YAP, um polimorfismo de inser¢do/delecgdo do elemento A/u (Hammer,
1994) ou uma inser¢do LINE (Santos e col., 2000), tém baixas taxas de mutagdo (cerca
de 2x10® por base e por geracio) e sdo normalmente considerados como
acontecimentos unicos, na evolu¢do humana (UMEs - Unic Mutatinal Events) (Jobling,
2001).

Ao apresentarem uma baixa taxa de mutacgdo, o estudo dos SNPs pode ser importante
nos casos de paternidade em que s6 se dispde do pretenso pai e do filho e em que este ¢

do sexo masculino; bem como, podem ser interessantes tendo em vista a automatizacao
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do processo de caracterizagdo das suas variantes alélicas, pelo facto de serem

polimorfismos de elevada simplicidade (binarios) (Lareu M e col,, 2001).

Tendo em consideracdo as caracteristicas dos marcadores bialélicos, com base no
Principio da Parsimonia e de acordo com um modelo de mutagdes sucessivas, € possivel
construir uma arvore filogenética que permite relacionar diferentes individuos de uma
amostra populacional, como pertencentes a um determinado haplogrupo (Jobling e
Tyler-Smith, 2000). Estes polimorfismos sdo, por todas as razdes apontadas, os
melhores marcadores para a constru¢do das referidas arvores filogenéticas dos
cromossomas Y. Os nddulos destas arvores constituem os chamados grupos
haplotipicos ou haplogrupos, definidos pelos estados alélicos para determinado namero
de marcadores binarios estudados. Os haplogrupos permitem analisar a diversidade ¢ o
conhecimento das taxas de mutacdo possibilita estimar uma idade do ancestral comum

mais recente, numa amostragem de cromossomas.

Sempre que possivel, sdo analisadas regides homologas da regido NRY humana de
espécies geneticamente relacionadas, como sejam chimpanzés, gorilas, orangotangos,
que sdo sequenciadas, para determinar os estados ancestrais dos polimorfismos
humanos (Underhill e col, 2000, Hammer e col., 2001); porquanto, pensa-se que a
partir daquelas formas ancestrais teriam surgido as formas humanas actuais, por

acumula¢do de varias mutacdes.

2.6.1. Abundincia

Uma vez que a eucromatina do cromossoma Y tem 30 Mb, é de esperar que existam
milhares de polimorfismos deste tipo (SNPs). Até ha pouco tempo, era possivel a
analise de cerca de 40 marcadores bialélicos, por PCR, dos quais todos, exceptuando
dois, sdo SNPs. Neste momento, sdo conhecidos mais de oito centenas de SNPs, muitos

deles ainda ndo caracterizados e cuja utilidade, nesta area, ainda ndo foi confirmada

(Underhill e col., 2000).
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2.6.2. Recorréncia

Apesar da sua baixa taxa de mutag@o, conhecem-se mutagdes recorrentes neste
cromossoma. Dado que existem cerca de 3X10 ? de cromossomas Y no mundo, podera
acontecer ocorrer uma mesma substitui¢io na mesma localizag@o nalguns individuos de
todo o mundo; no entanto, sera um acontecimento muito pouco frequente, a ndo ser que

a mutac¢io inicial tenha ocorrido ha muito tempo atrés.

Um dos primeiros SNPs a ser descoberto foi a transi¢do A-G no SRY-1532 (Whitfield e
col., 1995) que reverteu de tal modo que encontramos alelos A tanto em haplogrupos
ancestrais como em derivados. Descreveram-se recentemente mais dois marcadores
recorrentes (M64 e M108) (Underhill e col., 2000).

Por isso, nenhum SNP deve, em rigor, considerar-se iinico, uma vez que embora a taxa
de mutac@o seja baixa, o elevado nimero de cromossomas Y humanos existentes no
planeta (~3X10°), excede aquele valor (cerca de 2x10°8 por base por geragdo, como ja
foi referido) (Jobling, 2001). No entanto, como o tamanho das amostragens
populacionais que se usam ¢ reduzido, ndo é frequente encontrar fendmenos de
recorréncia, conseguindo-se construir arvores filogenéticas, quando se caracterizam

multiplos SNPs, apesar da possibilidade sua existéncia.

2.6.3. Nomenclatura

A nomenclatura relativamente aos haplogrupos definidos pelos marcadores bialélicos,
na grande maioria por Y-SNPs, tem sido um dos problemas com que os estudiosos do
cromossoma Y se tém deparado, uma vez que as que existiam ndo estavam
padronizadas e eram confusas. Ha, pelo menos, sete distintos sistemas de nomenclatura
dos haplogrupos (Tyler Smith e Jobling, 2000; Underhill, 2000; Hammer, 2001;
Karafet, 2001; Semino, 2000; Su, 1999 e Capelli, 2001), tendo-se j& conseguido fazer
algumas equivaléncias entre elas. Por isso, foi necessario o estabelecimento de uma
nomenclatura universalmente aceite, que permitisse a classificac@o sistematica € ndo
ambigua de novos haplogrupos que, inevitavelmente, possam vir a ser descobertos.

Para obviar este problema, o “Y Chromososme Consortium”, coordenado por Michael

Hammer, publicou recentemente um trabalho, sugerindo uma nova nomenclatura (YCC,
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2002). Esta permite a construgdo de uma arvore filogenética (Figura 4), partindo da
caracterizacdo da maior parte dos polimorfismos, por técnicas de PCR, numa
amostragem comum, sendo suficientemente flexivel para permitir alteragdes,
ocasionadas pela descoberta de possiveis novas mutagdes e linhagens na regido NRY.
Esta arvore inclui 153 haplogrupos e faz a correspondéncia com as nomenclaturas
anteriormente referidas, sendo a raiz indicada por uma seta. Esta raiz da &rvore
filogenética, obteve-se a partir da determinagdo do estado ancestral de cada um dos
locais polimérficos humanos, tendo sido sequenciadas regides homodlogas a NRY, de
espécies animais proximas, como por exemplo, chimpanzés, gorilas e orangotangos. A

letra Y refere-se a totalidade do cladograma.

Os haplogrupos foram agrupados em ‘“clades”, denominados por letras maitsculas de
A-R, que se dividem em subgrupos, os “subclades”. Existem linhagens que
correspondem a nddulos internos dos grupos principais, que sdo denominados de
“paragrupos”. Estes distinguem-se dos haplogrupos, porque sdo assinalados com um
*(asterisco). Os “subclades”, dentro de cada haplogrupo, denominam-se acrescentando
um sistema alternativo alfanumérico, a seguir a letra maitscula, correspondente ao
haplogrupo principal, por exemplo El. Os “nested clades”, dentro destes “subclades”
principais, sdo classificados usando letras minusculas. Por isso, a nomenclatura alterna
numeros e letras até aos ramos mais terminais da arvore, os “tip haplogroups”. Por
exemplo, o haplogrupo 22, segundo Jobling € Tyler-Smith (2000), passa a denominar-se
R1b8, na nova nomenclatura.

Como alternativa a esta nomenclatura, o mesmo grupo de trabalho, sugere que os
haplogrupos possam ser denominados pelas mutagdes que definem as linhagens, em vez
da propria linhagem. Deste modo, surgiria a informag&o do haplogrupo, designado pelas
letras A-R, seguida da mutagdo que o define. Como exemplo das duas nomenclaturas
alternativas, refere-se o haplogrupo Hla, designacdo adoptada pela primeira, que
passara a ser denominado por H-M36, de acordo com a segunda. Esta uGltima

metodologia ¢ mais informativa, no que diz respeito a altera¢6es da topologia da arvore.
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Figura 4. Arvore construida pelo YCC.
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2.6.4. Especificidade populacional dos haplogrupos

Desde a descoberta dos primeiros marcadores polimorficos do cromossoma Y, que se
tornou visivel que os seus haplogrupos se distribuem de forma ndo aleatéria nas
populagdes. Comparando-os com os polimorfismos do DNA autossémico € do DNA
mitocondrial, ficou demonstrado que este cromossoma apresenta a maior diferenciagio
genética entre populagdes geograficamente distintas. Esta constatagdo pode ser
explicada pelo facto da taxa de migraco feminina ser oito vezes maior que a masculina,
como resultado do chamado fenémeno da patrilocalidade, em que as mulheres tendem a
deslocar-se para as terras dos futuros maridos e ndo o inverso (Seielstad MT e col,
1998; Jobling, 2001). Por outro lado, também tém sido descritos casos em que as
mulheres tém uma taxa de migracio elevada para populagdes vizinhas, especialmente
naquelas em que existe a tradi¢do de ser o filho mais velho a herdar o patrimoénio
familiar. Noutros casos as mulheres mantém-se na sua zona geografica, sendo os
homens a deslocar-se; € o caso dos soldados, marinheiros € monges. No entanto, ha
varios autores que chegaram a concluso que a taxa de migragdo feminina ndo € muito
distinta da masculina, sendo o maior factor que influencia a distribuic@o das linhagens
masculinas, o da deriva genética (Bortolini MC e col., 2002).

Esta diferenciagdo geografica dos haplogrupos, sugere que o cromossoma Y pode ser

um marcador 1til para se poder predizer ou deduzir a populagdo de origem.

A data de ocupagdo da Europa pelo homem moderno correntemente aceite ¢ de ~40 000
anos (YBP-Years Before the Present). A variagdo dos padrdes de diversidade genética
autossomica na Europa tem sido interpretada através do modelo da difus@o démica
Neolitica, de acordo com o desenvolvimento agricola. Pelo contréario, estudos que
utilizaram o DNA mitocondrial permitiram inferir acerca de muitas linhagens

fundadoras até ao Paleolitico, sem mostrar grandes variacdes na referida diversidade.

Varios estudos que analisaram amostras de populagdes europeias e proximas da Europa,
usando multiplos polimorfismos bialélicos que, teoricamente definiam 10 haplogrupos,
demonstraram existir padrdes de diferenciagdo geografica ndo aleatorios, mostrando
diferengas significativas de distribui¢do geografica para cinco dos seis haplogrupos
encontrados. O HG 2 (segundo a nomenclatura de Jobling e Tyler Smith) ¢ a linhagem

mais ancestral encontrada na Europa e, por isso, existem cromossomas deste haplogrupo
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distribuidos por todo o territorio europeu, constituindo a Unica linhagem com frequéncia
elevada e que ndo apresenta variagdo consideravel.

O gradiente de distribui¢do populacioal para dois dos haplogrupos, o HG1 e 0 HG9, que
representam 45% dos cromossomas Y nestas populagdes, ¢ consistente com a hipotese
da difusdo démica. Uma interpretagdo possivel é de que os cromossomas do HG9 se
deslocaram na grande expansdo dos migrantes agricultores do Leste proximo ¢ o HGI,
seria uma linhagem predominante pré-existente na Europa. As estimativas das idades
destas linhagens nfo sdo inconsistentes com a teoria ja referida.

As declinacdes relativas de outros haplogrupos, ou seja, o facto das suas frequéncias
serem reduzidas, como por exemplo o HG3, restringem-se a regides especificas e,
provavelmente, reflectem movimentos populacionais distintos, incluindo um do Mar do
Norte (Rosser e col., 2000).

Uma andlise estatistica dos dados deste estudo, permite ainda concluir que as
populagdes se relacionam sobretudo com a proximidade geografica e ndo tanto com

fundamento em afinidades linguisticas.

Existe ainda um aspecto importante a referir, os estudos efectuados para verificar as
distribuicdes dos haplogrupos através das regides geograficas, que permitem obter
mapas, partem de amostras colhidas deliberadamente a pessoas autoctones dessas
regides, excluindo outro tipo de amostras, designadamente de individuos residentes, que
ndo sdo representativos de determinada populagdo, por poderem ter origem geografica
diferente.

Na pratica Médico-Legal, as amostras a analisar sdo, muitas vezes, de populagdes de
origem indeterminada e com composi¢do genética desconhecida. Por isso, seria mais
preciso, para efectuar os calculos estatisticos, haver dados de amostras populacionais
mais representativos. No entanto, como actualmente sdo usados marcadores genéticos
altamente polimérficos, especialmente os STRs autossémicos, como complemento
destes marcadores, que proporcionam elevado poder de discriminagdo, mesmo nio se
tendo em conta aquele pressuposto, os resultados obtidos ndo serdo muito diferentes da

realidade biologica.
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2.6.5. Aplicagdo na Genética e Biologia Forense

Tem havido um crescente interesse em utilizar os marcadores bialélicos na area da
Genética e Biologia Forense. No entanto, a analise de um pequeno nimero de
marcadores deste tipo tem pouco valor informativo, do ponto de vista da identifica¢do
genética; porquanto, tem sido referido que serfio necessarios aproximadamente 50 loci
bialélicos para proporcionar um poder informativo idéntico ao dos STRs em
“multiplexes”, actualmente usados. Para a sua caracterizagdo tém sido utilizadas varias
estratégias de tipagem, baseadas na PCR, envolvendo desde géis de agarose com
brometo de etidio, dot-blot reverso, até ao uso recente de “microarrays” em vidro, em
meios que ndo recorrem a electroforese. Todavia, constatou-se que para se conseguir
desenvolver “arrays” desta natureza é muito complicado, ndo tanto do ponto de vista de
analise estatistica, mas mais na perspectiva bioquimica.

No 4mbito da Criminalistica Biologica, um dos principais problemas que se levanta € o
da interpretagdo de misturas; pois, nesta situagdo, ¢ por vezes dificil distinguir a
presenca de um alelo relativamente ao “background”, quando a quantidade de DNA dos
contribuidores, na referida mistura, € escassa. Nestas circunstdncias, torna-se
imprescindivel o uso de métodos de quantificagio e caracterizagiio de DNA eficazes

(Peter Gill, 2001).

Pelo que foi exposto, os marcadores bialélicos do cromossoma Y s@o hoje usados como
complemento de outros polimorfismos de DNA, designadamente, STRs autossomicos €
Y-STRs. Futuramente, com o desenvolvimento de novas tecnologias, ja em fase de

investigacao, estes marcadores podem ter um interesse relevante nesta area.

2.6.6. Estratégias de tipagem

O facto dos SNPs poderem ser usados como marcadores para o mapeamento de doengas
genéticos multifactoriais, estimulou a descoberta de milhdes destes polimorfismos, bem
como o desenvolvimento de tecnologias de elevado rendimento. Por isso, tém sido
desenvolvidos varios métodos de tipagem dos marcadores bialélicos, ao contrario do
que acontece com os Y-STRs, pois a técnica usada para a caracterizagdo destes ultimos

marcadores, amplificagdo simultdnea de varios sistemas por PCR, demonstrou ser
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eficiente. Assim, na tentativa de se poder estudar o maior numero deste tipo de
marcadores em simultaneo, tém sido descritas varias metodologias, algumas das quais
serdo resumidamente referidas. Acresce que a escolha do método depende daquilo que
se pretende investigar, nomeadamente o nimero de marcadores € o tamanho da amostra

populacional.

Metodologia convencional

¢ PCR-RFLP

Como sera posteriormente referido, esta foi a técnica utilizada neste estudo, que consiste
na amplificagdo de determinados loci, nos quais se detectam marcadores bialélicos,
através da utilizacdo de enzimas de restrigdo, que reconhecem ou ndo locais de corte,
conforme a sequéncia. Deste modo, sdo obtidos fragmentos de tamanhos diferentes,
detectaveis, por exemplo, em simples géis de agarose com brometo de etidio. Esta
técnica permite o estudo de um numero escasso de polimortismos, pois de outro modo

torna-se uma técnica fastidiosa.

Metodologias mais recentes

Tém sido propostas novas metodologias para o estudo de SNPs, tais como “DHPLC”, a

“PCR em Tempo Real”, a mini-sequenciagio, os “microatrys” e a “MALDI-TOF MS”.

¢ Cromatografia liquida de elevada performance desnaturante (DHPLC)
(Underhill et al., 1997)

Explora a retengdo diferencial de moléculas de dupla cadeia ‘“homo” e
“heteroduplexes”, permitindo a detec¢do automatica de variagdes dos produtos de PCR.
Esta técnica detecta rapidamente emparelhamentos deficientes, apenas devidos a um
unico nucledtido ou a pequenas inser¢des/delecgdes (identificagdo de novos
polimorfismos e genotipagem). No entanto, trata-se de uma metodologia néo
suficientemente robusta para ser aplicada em Medicina Legal, devido as dificuldades na
estandardizac@o dos padrdes “heteroduplex™ (Barros e col., 1991; Barros e col., 1992).
No entanto, estdo a ser explorados métodos que usam gradientes desnaturantes, por

serem mais seguros (Lareu e col., 2001).
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¢ PCR em tempo real

Tecnologia que utiliza a PCR em tempo real e que se aplica, quando se testa um numero
reduzido de SNPs numa amostragem grande (Ranade K e col., 2001; Laréu M e col.,
2001).

Das metodologias citadas ¢ uma das mais promissoras e consiste na monitorizagdo da
reaccdo de PCR em tempo real, usando fluorescéncia. Existem diferentes sistemas que
usam a fluorescéncia e que relacionam os sinais da mesma com as quantidades dos
produtos de PCR.

Entre estes sistemas destaca-se o LightCycler e o sistema comercializado pela Applied

Biosystems que utiliza a actividade 5'nuclease da Taq Polimerase, o ABI PRISM 7000:

- LightCycler

E um termociclador ultra-rapido, que utiliza o ar para promover o aquecimento €
arrefecimento (PCR) e capilares, onde se processa a reacgdo de PCR. Estes dois factores
permitem a redugdo do tempo de cada ciclo da PCR para cerca de 30 segundos. Por isso,
uma PCR completa, de 30-40 ciclos, demora apenas 20-30 minutos.

Este aparelho foi inicialmente desenvolvido para o uso de sondas FRET. Esta
metodologia usa duas sondas, uma marcada com fluoresceina na extremidade 3’, a
dadora do fluorocromo. Esta ¢é excitada pela fonte de energia do aparelho, sendo parte
dessa energia de excitagdo transferida para outra sonda, a receptora que, por sua vez,
emite luz num maior comprimento de onda. Esta segunda sonda é marcada na
extremidade 5'por um outro composto fluorescente, conforme o SNP a analisar. Sé
quando as duas sondas estdo hibridadas e proximas uma da outra (1-4 bases) € que
ocorre a transferéncia de energia, ou seja a FRET (Fluorescence Resonance Energy
Tranfer), que € directamente proporcional a quantidade de DNA alvo disponivel, isto ¢,
ao produto de PCR.

Esta estratégia de deteccdo permite monitorizar o processo de amplificagdo em tempo
real, porque a intensidade do sinal de FRET ¢é proporcional & quantidade do produto
especifico de PCR produzido. }

Para além disso, ¢ ainda possivel estabelecer o genotipo, usando duas sondas, uma de
menor estabilidade a “sensor” que se deve posicionar directamente na mutacdo a ser
detectada e outra, a “anchor”, que reconhece uma sequéncia adjacente.

E sabido que uma sonda que possua apenas uma diferenca numa unica base, ou seja,

uma ndo complementaridade relativamente a sequéncia a estudar, pode permitir a
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hibridacdio; no entanto, a temperatura de “melting” ¢ mais baixa do que uma sonda que
seja perfeitamente complementar. Por isso, € possivel distinguir, através desta
temperatura da sonda “sensor”, os diferentes alelos. Assim, se a muta¢do ndo esta
presente a hibridagdo da sonda ¢ perfeita e a temperatura de “melting” € mais elevada.

No final da reaccdo faz-se uma analise das curvas de temperaturas de “melting” das
sondas, tendo sido determinado que diferengas numa sé base (SNPs) pode provocar uma

alteragdo de 3-10°C.

- ABI PRISM 7000

A reaccdo de PCR usa a actividade 5'da Taq Polimerase, e consiste na utilizagdo de uma
sonda, que ¢ cindida gragas aquela actividade da Taq e, se a sonda for fluorogenica, €
possivel que os produtos de PCR sejam detectados sem haver necessidade de uma
posterior hibridagdo ou electroforese. A referida sonda, consiste num oligonucleotido
marcado com um corante fluorescente o “reporter” e um “quencher”, situados em
extremidades opostas. Quando a sonda estd intacta, a proximidade da “quencher”
provoca a FRET, ou seja, a transferéncia da fluorescéncia da sonda “reporter” para a
“quencher”, o que provoca uma reducdio da fluorescéncia “reporter”, porque esta €
totalmente absorvida pela “quencher”. As cisdes da sonda fluorogénica (“repdrter”)
durante a PCR libertam-na, provocando uma intensidade de fluorescéncia, por cessagdo
da FRET.

No caso da caracterizagio de sistemas bialélicos, sdo incluidas sondas especificas para
cada um dos alelos. Estas podem ser facilmente distinguiveis, porque sdo marcadas com
diferentes fluorocromos. A hibridagdo completa da sonda € necesséria para que ao
deslocamento inicial desta se siga a sua cisdo; por conseguinte, se houver uma ndo
coincidéncia entre a sonda € o DNA alvo, ha redugdo da eficiéncia da hibridacdo da
sonda o que, consequentemente, facilita a sua cisdo. Um aumento substancial de cada
um dos corantes fluorescentes, indica homozigotia para um dos alelos, conforme a cor
da fluorescéncia empregue na marcagdo do respectivo alelo. O aumento das duas cores

sera indicativo da presenga de uma heterozigotia.

¢ Mini-sequenciac¢io (SnaPshot ddNTP primer Extension — Applied Biosystems)
Para se efectuar a minisequencia¢do é necessario um primer especifico, desenhado de
tal modo que inclua todas as bases exactamente até uma base antes da potencial base

mutada. Posteriormente, sdo adicionados ddNTPs (dideoxinucleotidos) marcados com
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fluorescéncia, que serdo incorporados de uma forma complementar, de acordo com a
sequéncia. A reacgdo ¢ interrompida depois da incorporacdo de um terminador na
extremidade 3’do primer nfio marcado, adjacente a possivel base mutada. Esta reaccdo
ndo inclui a incorporagdo de dNTPs.

A cor dos picos obtidos, permite a identificagdo dos alelos presentes no SNP.

¢DNA Microarrays (Genome Chips)
Tém sido utilizadas vérias terminologias para descrever esta tecnologia, tais como:
“biochip”, “DNA chip”, “DNA microarray” ¢ “gene array”. Um “array” € uma arranjo
ordenado de amostras que fornece um meio de “matching” de amostras conhecidas ou
desconhecidas, baseado nas regras de emparelhamento das bases (A-T e G-C, para o
DNA e A-U e G-C, para o RNA). Este processo ¢ susceptivel de automatizagio, no
sentido de identificar amostras desconhecidas. Uma experiéncia que envolva “arrays”
. [15 : kb

pode usar microplacas ou membranas para fazer o “blotting”, montadas manualmente
ou usando sistemas automaticos (robots), para depositar as amostras. Estes podem-se
dividir em “macroarrays” ou “microarrays”, diferindo apenas no tamanho do local onde
sdo aplicadas as amostras (“spots™). Nas macroarrays as “spots” podem ter 300 microns
ou mais, sendo facilmente visualizadas através de “scanners”. Nas “microarrays” as
“spots” sdo inferiores a 200 microns de didmetro e, normalmente, contém milhares de
(13 2 L s . .

spots”, sendo necessaria robdtica especial e aparethos de imagem, para se efectuar a

leitura.

A Affimetrix, Inc. possui uma marca registada, a GeneChip®, que se refere aos seus
arrays de DNA de alta densidade, baseados em oligonucledtidos. As sondas utilizadas
(cDNA ou oligonucleotidos) sdo imobilizadas numa superficie solida, como o vidro ou
membranas de nylon, usando um sistema automatico para a sua distribui¢go, seguida da
junc¢do do DNA a identificar. A leitura pode-se efectuar de varias formas, geralmente
automatica, dependendo do processo previamente utilizado.

Esta empresa usa oligonucleotidos sintetizados ou in situ no proprio chip, ou por sintese
convencional, seguida de imobilizagdo no chip. Promove-se depois a hibridagdo do
DNA marcado com o “array”, permitindo deste modo a identificacdo dos diferentes
alelos.

Os “microarrays” de DNA provaram ser uma metodologia poderosa e promissora em

analises de alta escala em que se podem estudar centenas ou milhares de SNPs em
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poucos individuos, mas tém a desvantagem de ndo poderem ser construidos ou
modificadas em pequenos laboratorios, de modo a incluir novos marcadores que possam
interessar. Pode-se proceder ainda a minisequenciagdo em microarrays (Raitio M e col,

2001).

¢ MALDI-TOF-MS (“Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry”)

Esta metodologia inclui a volatilizagdo/ionizagdio, na qual a amostra e a matriz sdo
vaporizadas e os produtos da extensdo do “primer” sdo enviados para o “flight tube” e
sio submetidos a aceleragdo por vacuo. Nesta fase, os produtos da extensdo do
“primer”, carregados negativamente, quando ¢ aplicado um campo eléctrico, sdo
deslocados desde o “flight tube” ao detector.

O tempo que medeia entre a aplicagdo do campo eléctrico e a colisdo dos referidos
produtos com o detector, o “time of flight”, constitui uma medida muito precisa do peso
molecular destes, sendo certo que as moléculas mais pequenas, chegam mais
rapidamente ao detector.

Ao efectuar a analise dos resultados tem de se converter o “time of flight” na massa
exacta de cada molécula.

Esta metodologia foi recentemente desenvolvida com a finalidade de analisar SNPs e,
embora requeira um equipamento especial, tém sido descritas muitas técnicas, por
exemplo o “PinPoint assay” (Paracchini e col., 2002), particularmente interessante
porque permite um numero elevado de andlise simultdnea de varios SNPs

(“multiplexing”).

Alguns destes métodos tém a desvantagem de consumir demasiado tempo e serem
métodos seriados, impedindo a tipagem dos marcadores disponiveis em todas as
amostras. Por isso, se se pensar em utilizar os SNPs na area médico-legal, é essencial a
utilizagdo de métodos de elevado rendimento como, por exemplo “DNA microarrays” e

a Espectrometria de Massa.
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2.6.7. Polimorfismos bialélicos utilizados neste estudo

Como ja foi referido, neste momento foram descritos multiplos marcadores bialélicos
do cromossoma Y.

Para este estudo foram escolhidos apenas seis SNPs ¢ uma inser¢do de um elemento
Alu: sY81, SRY-8299, M9, DYS257, SRY-2627, SRY-1532 e o YAP (DYS287), pelas
seguintes razoes:

- Por serem os mais conhecidos, quando este trabalho foi iniciado;

- Por serem os mais informativos em populagGes europeias previamente estudadas;

- Pela possibilidade da sua detec¢do usando a técnica de PCR, seguida de digestdo
enzimaética, metodologia simples;

- Por existirem as duas variantes alélicas, encontradas em estudos j4 efectuados em
populagdes europeias proximas;

- Por ser possivel definir uma filogenia de haplogrupos ja descrita (Jobling e Tyler-

Smith, 1995 e Jobling e col., 1997).

A combinacio das diferentes formas alélicas obtidas, permitiu definir os haplogrupos a

que cada amostra pertencia, na populagdo estudada.

2.6.7.1. YAP (DYS287)

Trata-se de uma inser¢do (300bp) de um “retrotransposon” que faz parte da familia do
DNA repetitivo Alu, presente no locus DYS287, na regido proximal do brago longo do
cromossoma Y (Yqll) (*Y Alu Polymorphism”), em alguns individuos do sexo
masculino (Hammer e Horai, 1995). E a tnica insergio Alu localizada no cromossoma

Y humano.

A referida inser¢io, provavelmente ocorreu uma vez na evolucdo, depois da divergéncia
entre a espécie humana e outras espécies de primatas ndo humanos, uma vez que esta
ausente nestes ultimos. Nos cromossomas Y em que esta presente, a sua estabilidade
tem sido demonstrada através de estudos de sequenciagao.

A sua detec¢do faz-se mediante amplificacdo do Jocus DYS287, verificando-se a

presenga ou auséncia da inser¢do. A variante alélica YAP+ apresenta a dita inser¢éo Alu
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na sua sequéncia, dando origem a um produto de PCR com 455 bp; enquanto o alelo
YAP-, sem a insercdo, tem um tamanho de 150 bp.
A sequenciagio da regifio homologa deste Jocus em primatas, permite inferir a

ancestralidade do alelo YAP-, que ndio apresenta a inser¢do na sua sequéncia.

A inserciio apresenta uma elevada frequéncia em populacdes africanas, baixa em
populagdes europeias e esta ausente em populagdes asidticas. A sua elevada frequéncia
na populagio japonesa constitui uma excepgdo (Hammer e Horai, 1995). No Noroeste
da Peninsula Ibérica foi descrito um gradiente de frequéncia no sentido Norte-Sul
(Pereira e col., 2000).

2.6.7.2.sY81 (DYS271 ou M2)

Descrito pela primeira vez por Seielstad e col. (1994), detectado por sequenciacdo de
fragmentos de DNA provenientes de individuos de diversas origens populacionais.
Define-se por uma transi¢io de A-G, localizada no locus DYS271, posigdo 168

(Vollrath e col. 1992).

Ha estudos demonstrativos da existéncia de desequilibrio de ligamento entre o alelo G
deste SNP e a inser¢io YAP; ou seja, o alelo G s6 aparece em individuos que
apresentam a inser¢do (Spurdle e col., 1994). Ao longo de toda a historia evolutiva ndo
ocorreram delecdes deste elemento Alu, nem substituigdes G-A.

Os primatas n3o humanos apresentam a forma alélica A (ancestral) para o sY81 e
auséncia da insercio YAP, o que parece indicar que a inser¢do terd ocorrido num

cromossoma Y com o alelo A para o sY81 e que, depois, tera surgido a transi¢do A-G.

A presenga da mutagio provoca a perda de um local de corte para a enzima de restrigéo
Nla 1II (Neisseria lactamica), permitindo a determinagdo das formas alélicas (sequéncia

de reconhecimento: 5’-CATG-3").

E nas populagdes subsarianas que tém sido descritas as frequéncias mais elevadas para o

alelo mutado do sY81 (G) (Karafet e col., 1999), mas este alelo também estd presente
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em populagdes do Norte de Africa (Bosch e col, 1999). O alelo G esta ausente em

populagOes asiaticas, europeias e de americanos nativos (Rosser e col., 2000).

2.6.7.3. SRY-8299 (SRY-4064)

Caracteriza-se por uma transi¢do G-A na posicdo -8299 do gene determinante dos
testiculos (a jusante da extremidade 5°), no brago curto do cromossoma Y (Yp).
Também ¢é denominado de SRY4064, ja que esta € a posi¢ao que ocupava no fragmento
polimérfico sequenciado por Whitfield e col. (1995), utilizando 5 individuos de
diferentes origens e um chimpanzé. O estado ancestral consiste num G na posi¢ao 4064

deste fragmento, que ¢ substituido por um A no alelo mutado.

A presenca da mutagdo provoca a perda de um local de reconhecimento para enzima de
restrigdo BsrB [ (Bacillus stearothermophilus), permitindo distinguir as variantes
alélicas para este SNP (local de reconhecimento: 5’-CAG *CGG-3°).

Esta mutagfo s6 esta presente em individuos com a insercdo YAP.

Este marcador bialélico existe com maior frequéncia nas populagdes africanas, a
semelhanca do que acontece com acontece com a inser¢do YAP. Os individuos do

Centro e Este asidtico podem nao apresentar o alelo mutado para este sistema (alelo A).

2.6.7.4. M9

Trata-se de uma substituicdo nucleotidica de uma C-G, localizada no intervalo da

deleccdo 50 do brago longo do cromossoma Y (Yq), descrita no mapa elaborado por

Vollrath e col. (1992).

E um polimorfismo que foi detectado por Underhill e col. (1997), utilizando uma
técnica para comparar sequéncias de DNA, denominada de cromatografia liquida
desnaturante de alta resolugdo, a DHPLC (“Denaturing High-performance Liquid
Cromatography”).
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A presenga da mutagdo (G) provoca a perda de um local de reconhecimento para a
enzima de restricio Hinf I (Haemophilus influenzae Rf) (local de reconhecimento: 5°-
GYANTC). A variante ancestral foi determinada por comparagio de sequéncias de DNA
humano com DNA de 6 Chimpanzés, 4 Gorilas e 2 Orangotangos (Underhill e col.,
1997).

Esta mutagdo est4 representada por uma linhagem masculina largamente expandida do
ponto de vista geografico. Ndo se encontra no continente africano, salvo raras
excepgdes, 0 que parece indicar que tenha sido originada noutro continente. Estudos
populacionais tém revelado que as frequéncias dos dois alelos sdo muito semelhantes.
Na populagfio europeia parece haver um dominio da variante mutada, o alelo G (Rosser

e col., 2000).

2.6.7.5. DYS257

Trata-se de uma substitui¢do nucleotidica de G-A, localizada dentro de um clone YAC
no intervalo 3C2 do brago curto do cromossoma Y humano (Foote e col., 1992) € no
intervalo de dele¢do 3C do mapa elaborado por Volltrath e col. (1992), numa posi¢io
intermédia entre a regiio SRY e a regido centromérica. Hammer e col. (1998)
encontram duas copias adicionais, ndo polimorficas, deste locus.

A variante ancestral DYS257*G, foi determinada por comparac@o de dados obtidos por
sequenciagdo de DNA humano com DNA de quatro espécies de primatas (Pan

trogloyites, Pan paniscus, Gorilla gorilla € Pongo pygmaeus).

A variante com a base alterada (A) provoca o aparecimento de um local de corte para a
enzima de restri¢do Banl (Bacillus aneurinolyticus), originando um padrdo de 5 bandas
correspondentes ao alelo DYS257*A, enquanto a variante DYS257*G apresenta apenas

quatro bandas (local de reconhecimento: 5’-...G"G(T/C)(A/G)CC...-3’).

A presenga do alelo mutado atinge elevadas frequéncias em populagdes do Centro-Leste
da Europa, compreendendo cerca de metade do nimero total de cromossomas de
populagdes como a Russia, Polonia e Eslovénia; as frequéncias no sudeste e sudoeste

europeu sdo baixas (Rosser e col., 2000). Este gradiente de distribuicdo pode ter tido
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origem num movimento migratdrio de um grupo de individuos do Norte do Mar Caspio

datado de ~7 000 YBP (Cavalli-Sforza e col., 1994).

2.6.7.6. SRY-1532 (SRY-10831)

Consiste numa substituicdo nucleotidica de A-G, na posig¢do -1532 do gene SRY (a
jusante da extremidade 5”), no braco curto do cromossoma Y (Yp).

Este polimorfismo, descrito pela primeira vez por Whitfield e col (1995), que
identificou o alelo ancestral a partir de um chimpanzé e outros primatas (gorila e
orangotango). A sequencia¢do do fragmento de 18.3 Kb, permitiu inferir que na posigéo
10831 aparecia a base A, considerada a variante ancestral, enquanto a forma mutada

apresentava a base G. Por este motivo também foi conhecida por SRY10831.

Este SNP apresenta mutacOes recorrentes, isto €, originalmente existiria um A na
posi¢do anteriormente descrita que sofreu uma mutagdo para G que, por sua vez,
reverteu para A no decorrer da evolugdo, voltando a forma original.

A presenca do alelo G cria um local de reconhecimento para a enzima Dra III
(Deinococcus radiophilus), permitindo a determinac@o das variantes alélicas deste SNP

por restricdio ao originar dois fragmentos (local de reconhecimento: 5’-

..CACNNN'CTG...-3’).

A presenca do alelo A no SRY-1532 em cromossomas que apresentam o estado
ancestral para os restantes polimorfismos, € tipica de populacdes africanas sub-sarianas
(Karafet e col, 2000). Pelo contrario, aparecem cromossomas com o alelo A deste
polimorfismo ¢ o alelo mutado no M9 em popula¢des europeias (Centro da Europa) e
asiaticas, estando praticamente ausentes em populagdes africanas e de americanos
nativos. O alelo G estd amplamente representado em todas as popula¢des mundiais, que

tém sido estudadas.
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2.6.7.7. SRY-2627 (SRY-2628 ou M167)

Este SNP caracteriza-se por apresentar uma transi¢do C-T, localizada a -2627bp do
codio de iniciaciio do gene SRY (a jusante da extremidade 5°), descrita por Veitia e col.
(1997), mediante amplificagdo e posterior sequenciagdo. Inicialmente foi designado por
SRY-2628. Esta inserido na regido ORF (“Open Reading Frame” do gene SRY), dentro
da qual se encontra a chamada “HMG box”, um dominio conservado em muitas
proteinas que se ligam ao DNA, incluindo um grupo de proteinas nucleares de elevada

mobilidade denominadas de “High Mobility Group”, entre outras.

A transi¢io foi detectada por uma técnica denominada por FAMA (“Fluorescent
Assisted Mismatch Analysis”) no contexto de uma duplicagdo em “tandem” da
sequéncia CCCCACAGGGTG situada, como ja foi descrito, a -2627 pb (extremidade
5’) do tripleto de iniciagdo (ATG) do gene SRY. Esta regido repetitiva, apos a
divergéncia entre humanos e chimpanzés, sofreu uma expansdo. Este facto torna dificil
definir o estado ancestral, mesmo quando se estudam primatas ndo humanos (Hurles e
col., 1999), uma vez que existem varias sequéncias possiveis. De qualquer modo, como
o polimorfismo se localiza na terceira base de uma das repeti¢des €, todas as cOpias
desta repeticdo apresentam um C (tanto em primatas ndo humanos como em humanos),

este alelo foi designado como o alelo ancestral.

Este SNP, quando apresenta a mutagdo, pode ser reconhecido pela enzima de restri¢do
BsiHKA I (Bacillus stearothermophilus), permitindo a determinagdo das suas variantes
alélicas por uma simples digestdo (local de reconhecimento: 5°-...G(A/T)GC(A/T)"C...-
3.

A mutago neste sistema s6 ocorre em cromossomas Y que apresentam a forma mutada
no M9. Esta fracamente representada na populagdo mundial, constatando-se que a maior
parte dos individuos que a apresentam sdo originarios da Peninsula Ibérica (Hurles e

col. 1999). Este facto parece indicar uma origem Ibérica para este polimorfismo.

Na Tabela 3 resumiram-se as caracteristicas referidas dos SNPs.
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Tabela 3.Caracteristicas dos polimorfismos bialélicos

Polimorfismo alelo ancestral/ Frequéncia
moderno
Frequéncia elevada em Africa,
YAP YAP- /YAP+ Baixa frequéncia na Europa
(DYS287) ausente na Asia
Frequéncia elevada em populagdes sub-
sarianas; Frequente no Norte de Africa;
sYS81 A/G
Ausente em populacdes asiaticas
(DYS271)
europeias e de americanos nativos.
Maior frequéncia nas populagdes
SRY-8299 G/A africanas; Praticamente ausente no Centro
e Este asiatico.
Largamente expandida geograficamente;
Ausente no continente africano; Maior
M9 C/G
frequéncia da variante mutada na Europa.
Elevada frequéncia em populagdes do
DYS257 A/G
Centro-leste da Europa.
Tipica de populagdes africanas sub-
sarianas; A forma recorrente aparece na
SRY-1532 G/A ) )
Europa e Asia e est4 ausente em Africa e
América.
SRY-2627 C/T Apenas na PeninSula Ibérica e Franca
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Colheita de amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram, na sua maioria, provenientes de
individuos fenotipicamente saudéaveis, ndo relacionados, envolvidos em casos de
filiagdo, tendo-se efectuado colheita de sangue venoso em tubos com anticoagulante
EDTA K3. As ditas amostras, foram armazenadas a -20°C até se proceder a
extrac¢do do DNA, a partir do sangue total.

No que se refere aos STRs, estudaram-se 122 individuos do sexo masculino ndo
relacionados e 26 pares pai-filho, para verificar a existéncia de possiveis mutagdes,
embora se considere este nimero manifestamente insuficiente para o célculo de taxas
de mutacao.

Quanto aos marcadores bialélicos, o ideal seria estudar o mesmo numero de
amostras, mas como a analise foi desfasada no tempo, estudaram-se apenas 99

amostras.

3.2. Extracg¢do do DNA

Procedeu-se a extracgio do DNA recorrendo, fundamentalmente, a dois métodos:

1) A partir de sangue liquido, por um método descrito por Giusti e col. (1986), que
utiliza a extrac¢io organica com fenol-cloroformio-alcool isoamilico (casos de
filiagdo); quanto as amostras relacionadas com crimes sexuais, foi usado este
processo de extracgdo do DNA e o método de lise diferencial, cujo objectivo € a
separagdo das duas fracgGes, feminina e masculina.

2) A partir de manchas de sangue, pelo método descrito por Singef—Sam e col.
(1989) que utiliza uma resina quelante, o Chelex (casos de filiagdo e
criminalistica bioldgica) ou utilizando uma variante deste método para extrair
DNA de zaragatoas bucais recoihidas em alguns casos, por exemplo, a suspeitos

de agressoes sexuais.
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3.2.1. Extracc¢do com fenol-cloroformio-dlcool isoamilico

Lise/digestdo celular

A 200ul de sangue periférico:
- Juntou-se 500ul de Tampdo de Lise.
- Incubou-se em banho-maria com agitagéo, 2h a 56°C (ou O.N. a 37°C).

Extracciio

Apos incubagdo, procedeu-se a extracgao:

- Juntou-se 200ul de fenol-clorofdrmio-alcool isoamilico (25:24:1). Agitou-se no
“vortex” para homogeneizar as fases.

- Centrifugou-se a 12 000 rpm, 5 min.

- Recuperarou-se a fase aquosa (~400ul) para outro tubo, devidamente etiquetado.

Precipitacio e lavagem

Ao tubo com a fase aquosa ap0s a extraccdo:

- Adicionou-se 1/10 do seu volume (40ul) de Acetato de Sodio a 2M, 1pl de
Glicogénio (20mg/ml) ¢ dois volumes (800ul) de Etanol Absoluto frio (-20°C).
Inverteram-se os tubos suavemente para misturar todos os reagentes.

- Os tubos que continham DNA visivel, centrifugaram-se 5 min a 13 000 rpm.

- Se 0 DNA nio fosse visivel (a maior parte das vezes), colocavam-se os tubos 1h a
-20°C e centrifugavam-se 20 min a 13 000 rpm.

- Em qualquer dos casos anteriores, decantou-se o sobrenadante de cada um dos
tubos.

- Lavaram-se os “pellets”com Iml de Etanol a 80% frio (1000u1).

- Centrifugaram-se 1 min a 12 000 rpm e retiraram-se novamente os sobrenadantes.

- Deixou-se secar o “pellet” de DNA no concentrador de DNA (DNA SpeedVac,
DNA 110-Savant).

- Ressuspendeu-se em volume adequado de H,O MiliQ ou tampdo TE (~20-40ul).

- Quantificou-se 0 DNA presente em cada um dos tubos.
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Reagentes:

Cloreto de Sédio (NaCl) Merk (6404)

Acetato de Sodio (Na2CH3CO2) Merk (6267)
Proteinase K Sigma (P0390)

SDS Sigma (L-4390)

Fenol-cloroférmio-alcool isoamilico USB (20084)
Etanol Absoluto Merk (0983)

Tris Sigma (T-8524)

EDTA-dissodico Sigma (E-5134)

Ditiotreitol Sigma (D-0632)

Glicogénio Sigma (G-8876)

Solucdes:

1. Tampio de Lise: Tris 10mM pH 8, EDTA 10mM, NaCl 0,1M, SDS a 2% (w/v),
DTT 40mM, Proteinase K a 0,2 mg/ml.

Nota: O DTT e a Proteinase K s6 se juntaram no momento em que se adicionaram as
amostras.

2. Acetato de Sodio 2M.

3. Glicogénio a 20 mg/ml.

4. Etanol a 80% (v/v).

5. Tampdo TE —Tris 10mM, EDTA I mM, pH 7.5.
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3.2.2. Extraccio com fenol-cloroformio-dlcool isoamilico e lise

diferencial (mistura de células)

Lise/digestio celular

Fase vaginal:

Cortou-se cerca de 2mm? de tecido/papel com a mancha e colocou-se num microtubo

de 1,5ml.

Juntou-se 500ul de Tampdo de Lise, 15ul Proteinase K (10mg/ml) e 35ul de SDS a
10% (w/v), a cada tubo.

Incubaram-se os tubos 2h a 56°C (em banho-maria).

Centrifugaram-se 10 min a 9 000 rpm, colocando cada tubo perfurado (com uma
agulha ao rubro) dentro de outro tubo. No tubo ndo perfurado, obteve-se um

sobrenadante proveniente da lise de células vaginais e um “pellet” espermatico.

Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo (fase vaginal) e guardou-se a 4°C até se

proceder a extrac¢ao do DNA respectivo.

Fase espermatica:

Ressuspendeu-se o “pellet” espermatico em 400p]l de Acetato de Sodio a 0.2M.

Agitou-se suavemente em “vortex”.

Juntou-se a cada tubo, 20u1 de Proteinase K (10mg/ml), 20pl de DTT (1M) e 30ul de

SDS a 10%. Agitou-se esta mistura suavemente e incubou-se toda a noite a 37°C.
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Extraccio

Extraiu-se 0 DNA com 200ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, a partir dos
tubos que continham, respectivamente, a fase vaginal e a espermatica. Agitou-se

vigorosamente em “vortex” e centrifugou-se 5 min a 13 000 rpm.

Recolheu-se a fase aquosa, utilizando pontas amarelas cortadas.

Precipitacio e lavagem

Juntou-se 1ul de Glicogénio (20mg/ml) e 2 volumes de Etanol absoluto (900pl) a

cada tubo, invertendo-os suavemente para precipitar 0 DNA.
Quando o DNA nio era visivel colocaram-se os tubos 2h a -20°C.
Centrifugaram-se os tubos 20 min a 12 000 rpm e decantou-se o sobrenadante.

Juntou-se 1ml de Etanol a 80% frio (-20°C) para lavar o “pellet”. Agitou-se

suavemente em “vortex”.

Centrifugou-se 2 min a 12 000 rpm e retirou-se o sobrenadante (~950ul), deixando

secar o “pellet” no SpeedVac.
Ressuspendeu-se em volume adequado de H,O MiliQ ou tampdo TE (20-40ul).

Quantificou-se 0 DNA presente em cada tubo.

Microcon 100

Trata-se de uma alternativa ao uso de Etanol, apds extrac¢do do DNA com fenol-

cloroféormio-alcool isoamilico.

A fase aquosa, depois da extrac¢do, ¢ colocada no tubo Microcon juntando-lhe 100

pl de TE. Centrifugou-se 10 min a 3 200 rpm e rejeitou-se 0 tampao.
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Juntou-se mais 200 pl de TE ac Microcon, centrifugou-se a 3 200 rpm, tendo-se

rejeitado o tubo colector com o tampéo.

Adicionou-se 20-200pl de TE, tendo-se invertido o filtro para um tubo colector

limpo e centrifugou-se 5 min a 3 200 rpm.

Rejeitou-se o filtro e acondicionou-se o tubo com o DNA a 4°C, ou a temperaturas

inferiores, conforme o tempo que mediou até a sua utilizagio.

Reagentes:

Cloreto de Sédio (NaCl) Merk (6404)

Acetato de Sodio (Na2CH3CO2) Merk (6267)
Proteinase K Sigma (P0390)

SDS Sigma (L-4390)

Fenol-cloroférmio-alcool isoamilico USB (20084)
Etanol Absoluto Merk (0983)

Tris Sigma (T-8524)

EDTA-dissédico Sigma (E-5134)

Ditiotreitol Sigma (D-0632)

Glicogénio Sigma (G-8876)

Solucdes:

1. Tampdo de Lise: Tris 10mM (pH=8), EDTA 10mM, NaCl 10mM.
2. SDS a 2% (w/v).

3. Acetato de Sédio 0,2M.

4. Proteinase K a 10 mg/ml.

5.DTT 1M.

6. Glicogénio a 20 mg/ml.

7. Etanol a 80%(v/v).

8. Tampdo TE —Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 7,5.
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3.2.3. Extraccdo com Chelex

1. Pipetou-se 1ml de H,O MiliQ para um microtubo estéril de 1,5ml.

2. Juntou-se 3mm? da mancha ou 4l de sangue total ¢ agitou-se suavemente.

3. Incubou-se a TA de 15 a 30 min.

4, Agitou-se em “vortex” 5-10 seg (cuidadosamente ou inverteu-se periodicamente).
5. Centrifugou-se 2 a 3 min a 10 000-15 000 rpm.

6. Com micropipeta, eliminou-se todo o sobrenadante, a excepgdo de 20-30ul,
deixando o tecido ou papel no tubo, quando se tratava de uma mancha.

7. Juntou-se Chelex a 5% (w/v) (170-180pl) até atingir um volume final de 200ul,
com uma ponta de 1ml, ou uma ponta amarela com a extremidade cortada, para ter
maior didmetro.

8. Incubou-se a 56°C durante 15 a 30 min em banho-maria.

9. Agitou-se vigorosamente em “vortex” 5-10 seg.

10. Mergulhou-se em agua a ferver durante 8 min, em flutuadores.

Nota: com uma agulha estéril, perfuraram-se as tampas dos tubos, antes de os levar a
ebulicdo.

11. Agitou-se vigorosamente em “vortex” 5-10 seg.

12. Centrifugou-se 2 a 3 min a 10 000-15 000 rpm.

13. Recolheu-se o sobrenadante e colocou-se noutro tubo, tendo o cuidado de ndo
arrastar a resina.

14. Juntou-se uma parte do sobrenadante aos tubos que ja continham os reagentes

necessarios para efectuar a PCR (até 20% do volume total da mistura).

Reagentes:

Chelex Sigma (7901)

Solucdes:

Solucdo stock de Chelex 100 a 5% (w/v) em H,O MiliQ (ponta de pipeta de 1ml).
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3.2.4. Extrac¢io de DNA em esfregacos bucais com “Chelex”

- Numerou-se cada um dos microtubos de 1,5ml, previamente esterilizados,
consoante o nimero de amostras tratadas.

- Pipetou-se 1ml de 4gua MiliQ para cada tubo numerado.

- Adicionou-se % de zaragatoa a cada tubo, tendo o cuidado de fazer um controlo
negativo (sem zaragatoa).

- Incubaram-se as amostras a 4°C, durante a noite.

- Centrifugaram-se as amostras 2-3 min a TA a 14 000 rpm.

- Rejeitou-se o sobrenadante, utilizando uma pipeta, a excepgao de S0pl.

- Adicionou-se agua MiliQ até perfazer 200ul e 2ul de Proteinase K (10mg/ml).
Misturou-se devagar e com cuidado.

- Incubaram-se as amostras a 37°C (banho-maria), durante 2 horas.

- Adicionou-se 50ul de Chelex a 20% (w/v) a cada tubo.

- Incubaram-se novamente as amostras a 37°C (banho maria), durante 1 hora.

- Agitaram-se vigorosamente os tubos em “vortex” 20 seg.

- Centrifugaram-se as amostras a TA, a 14 000 rpm, 10-20 seg.

- Levaram-se os tubos & ebuligdo durante 8 min, tendo o cuidado de os perfurar
previamente.

- Agitaram-se as amostras em “vortex” 10 Seg e centrifugaram-se 5 min a TA, a 14
000 rpm.

- Armazenaram-se as amostras a cerca de — 10°C até posterior utilizagdo.

Reagentes
Chelex Sigma (7901)

Proteinase K Sigma (P0390)

Solucdes
Solucdo stock de Chelex 100 a 20% (w/v) em H,O MiliQ.
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3.3. Quantifica¢do do DNA

E possivel valorizar por Fluorimetria amostras que contém DNA, utilizando uma
substancia que se denomina de Bisbenzimida, vulgarmente conhecida por Corante de
Hoechst 33258 que apresenta alteragdo de fluorescéncia na presenga de DNA. Este
método utiliza-se, essencialmente, quando as amostras contém quantidades reduzidas
de DNA (<10ng/ul), como € o caso de vestigios biologicos analisados no &mbito de

agressOes sexuais.

O espectro de excitagio do Hoechst 33258 ¢ a 356nm € o de emissdo a 492nm.
Quando este se liga a0 DNA absorve a 365nm e emite a 458nm, ou seja, a exposi¢ao
de uma amostra de DNA, com a solugdo de Hoechst 33258, a um comprimento de
onda de 365nm, através da utilizagdo de uma lampada de mercirio, causa uma

excitacio da mesma e posterior emiss@o de luz a 458nm.

Um aparelho (DyNAQuant) regista a emissdo a este comprimento de onda e, a

medida de fluorescéncia permite a quantificagdo directa do DNA.

Antes de se efectuar a leitura da concentragdo de uma amostra, tem de se utilizar um
“branco”, que nio contenha DNA e, posteriormente, calibrar o aparelho com uma
soluciio padrio de DNA (DNA de Timo de Boi), de concentragdo conhecida. Uma
vez executada esta calibracdo, pode-se obter directamente a concentra¢do de DNA da

amostra que se pretende quantificar.
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3.4. Amplifica¢do do DNA por PCR

A metodologia experimental utilizada para a caracterizagdo dos fenotipos
correspondentes aos sistemas polimorficos utilizados neste estudo, baseou-se na
utilizacdio da técnica de amplificagdo de DNA mediante a reac¢ao em cadeia da
polimerase (PCR) (Saiki e tal., 1985; Mullis e tal., 1986), seguida de electroforese
capilar, no caso dos Y-STRs, utilizando o sequenciador automatico ABI 310 e o
Software de analise Genescan Analysis v.2.1., que detecta produtos de amplificagdo
marcados com fluorocromos especificos, permitindo a leitura inequivoca dos

diferentes tamanhos dos fragmentos.

No caso dos Y-SNPs, apos amplificagdo de cada locus em separado, efectuou-se a
deteccio dos produtos resultantes da restrigdo enzimatica, por electroforese

horizontal em géis de Agarose com Brometo de Etidio.

Para amplificacio das amostras de concentragido conhecida (fluorimetria), utilizaram-
se aproximadamente 5-50ng de DNA, relativamente aos STRs e SNPs. Quanto as
amostras extraidas com Chelex, utilizou-se entre 10-20% de amostra em relag¢do ao

volume total da mistura de PCR.

34.1. Y-STRs

No caso do estudo dos Y-STRs foi seguida uma estratégia de amplificagdo usando
véarios “multiplexes”, uma vez que estes tém a vantagem de, com a mesma
quantidade de DNA, proporcionarem a analise de varios loci em simultaneo, sem

prejuizo da individualizagéo dos alelos, a excepgdo do DYS385.

Multiplex 1 (Pentaplex) — amplificacio simultanea dos loci DYS19, DYS389V1I,
DYS391 e DYS393 (Kayser e col., 1997; de Knijff e col., 1997).

Mistura de reaccio: Tampdo 1X (Perkin Elmer), 200uM de dNTPs, MgCl, 2mM,
0,2uM de “primer” do DYS393, 0,4uM de “primer” do DYS19, 0,12uM de “primer”
do DYS390 e 0,12uM de “primer” do DYS389 e 2U de polimerase (Taq Gold) num

volume final de 25pl.
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Multiplex 2 (Triplex) ~ Amplificagdo simultanea dos loci DYS390, DYS392 e
DYS393 (Prinz e col., 1997; Kloosterman e col., 1998).

Mistura de reaccdo: Tampdo 1X, 200uM de dNTPs, MgCl, 1.25mM, 0.2uM de
“primer” do DYS391 e do DYS393 e 0.25uM de “primer” do DYS392, 2U Taq Gold

(polimerase) num volume final de S0ul.

Monoplex (DYS385) — Amplificagdo do /ocus duplicado DYS385 (Schneider e col.,
1998).
Mistura de reaccdio: Tampdo 1X, 200uM de dNTPs, MgCl, 3mM, 0,25uM de

“primer” e 1U de Taq Gold (polimerase) num volume final de 50pl.

A sequéncia dos iniciadores ou “primers” ja foi descrita no capitulo da Introdugéo.

As condi¢des de amplificago estfo resumidas na Tabela 4.
A identificaciio dos alelos foi levada a cabo recorrendo a electroforese capilar num

sequenciador automético (ABI 310). Esta permite uma separagdo de alta resolugdo

dos STRs, de forma semi-automatica.

Tabela 4 — Condigdes de amplificacdo dos Y-STRs

Fluorocromo Condic¢oes de amplificacao
6 - FAM™ 95°C (10 min)
Multiplex 1 5-FAM™ 94°C (60s)/55°C (60s) /72°C (120s)-30 ciclos
(pentaplex) HEX™
95°C (10 min.)
Multiplex 2 5-FAM™ 94°C (60s)/55°C (60s)/72°C (120s)-30 ciclos
(triplex) Extensdo final: 72°C 10 min.
94°C (3 min.)
Monoplex 6 — FAM™ 94°C (30s) /59°C-57°C (30s)
(DYS385) (3x2 ciclos a cada temperatura) /72°C (60s)-30 ciclos
Extensdo final: 72°C 7 min.
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A designagdo alélica dos sistemas correspondentes aos “multiplex” 1 e 2, efectuou-se
de acordo com Kayser e col. (1997) e de Knijff e col. (1997), com excep¢do do
DYS389, ao qual foi adicionado um bloco (GATA); na contagem das repeti¢des dos
alelos (+ 3 repeti¢des). Quanto ao DYS385, utilizou-se um “ladder” sequenciado

como referéncia e a designacdo foi realizada de acordo com Schneider e col. (1998).
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3.4.2. Marcadores bialélicos

No caso do estudo dos marcadores bialélicos, procedeu-se a amplificagdo individual
de cada um dos SNPs e da inserciio ALU (YAP) e a respectiva digestdo enzimatica,
para detecgfio das alteragdes na sequéncia dos alelos (variantes alélicas), com
excepeio do YAP. Neste marcador apenas se detectou a presenca ou auséncia da
insercio, tendo-se, a seguir a digestdo enzimatica, procedido a electroforese em gel
de Agarose com Brometo de Etidio.

Os loci bialélicos analisados mediante PCR foram os seguintes: YAP, sY81, SRY-
1532, SRY-8299, SRY-2627, M9 e DYS257.

Parametros de Amplificacdo:

Os “primers” (Tabela 5) foram sintetizados comercialmente e foram diluidos a uma

concentragdo de 12,5pM.

Tabela 5. “Primers” utilizados

Locus “Primers”(5’- 3%) Haplogrupo (J/T-S)*

5’-CAG GGG AAG ATA AAG AAATA-3

YAP 5’-ACT GCT AAA AGG GGA TGG AT-3° 4,21.8

5’-AGG CAC TGG TCA GAA TGA AG-3’

sY81 5°-AAT GGA AAA TAC AGC TCC CC-3’ 8

5°-TCC TTA GCA ACC ATT AAT CTG G-3’

SRY-1532 5’-AAA TAG CAA AAA ATG ACA CAA GGC-3’ 37,19

5’-ACA GCA CAT TAG CTG GTATGA C-3’

SRY-8299 | 5 TCT CTT TAT GGC AAG ACT TAC G-3’ 21

5-AGG TCT TTT TTG CCT TCT TA-3’

SRY-2627 5’-ATG CAC GGT TTC TTT TGA-3’ 2

5’-AAA ACC TAA CTT TGC TCA AGC-3’

M9 5°.GCA GCA TAT AAA ACT TTC AGG-3’ 26

5’-GAA CTT GTC GGG AGG CAA T-3°

DYS257 5-TGA TAC ACT TCC TCC TTT AGT GG-3’ L,3,18,22

* Ver correspondéncia no capitulo Resultados (Jobling e Tyler-Smith, 2000).
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Mistura de reacgdo: Tampdo 10X concentrado sem MgCly (Perkin Elmer), MgCl,
50mM (Perkin Elmer), dNTPs a 100mM (Perkin Elmer) e Taq Polimerase 5U/pl.

Os iniciadores ou “primers” foram usados de modo a terem a concentracdo final de
1uM e utilizaram-se cerca de 50ng de DNA, extraido com fenol-cloroférmio, num

volume total de 25pl.

Os pardmetros de amplificacdo estdo resumidos na Tabela 4, tendo-se utilizado os
termocicladores 9600 da Perkin Elmer e 9700 da Applied Biosystems. Apos

amplificagdo, as amostras foram mantidas a 4°C até a digestdo (excepto o YAP).

Antes de se efectuar a digestdo, procedeu-se & comprovagdo da amplificagdo, por
electroforese, utilizando um mini-gel de Agarose a 2% numa solugdo de TBE 1X
com Brometo de Etidio a 0,01%.

Carregaram-se 5ul de produto amplificado e 1l de solugdo de carga, usando TBE
1X como tampdo. Neste gel incluiram-se as amostras, um controlo positivo € um

controlo negativo provenientes da amplificagdo.

A visualizagdo da migracdo, efectuou-se apds iluminag¢do do gel por UV, num
transiluminador (Macrovue LKB 2011), verificando-se se houve amplifica¢do e com

intensidade suficiente, de modo a permitir a posterior digestdo dos produtos de PCR.

Digestio com enzimas de restricio:

No caso dos Y-SNPs, como se tratam de mutagdes pontuais, a estratégia escolhida
para a sua analise consistiu em PCR-RFLPs. Uma vez amplificada a regido
correspondente & mutacdo, é necessario submeter o fragmento amplificado a digestdo
com a endonuclease adequada (Tabela 6), ou seja, a que permite distinguir as
diferentes variantes alélicas e, posteriormente, efectuar a electroforese dos produtos
da digestao, interpretando depois o padrdo de bandas obtido.

No YAP apenas se detecta a presenga ou auséncia da inser¢ao.
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Tabela 6. — Condi¢des de amplificagiio e de restrigao

Locus Condigdes de amplificacdo Endonuclease
34 ciclos
SRY-1532 Dralll
94°C (30s) / 59°C (30s) / 72°C (30s)
33 ciclos
M9 Hinfl
94°C (30s) / 58°C (30s) / 72°C (30s)
33 ciclos
SRY-8299 BsrBI
94°C (30s) / 62°C (30s) / 72°C (60s)
32 ciclos
sY81 Nlalll
94°C (30s) / 60°C (60s) / 72°C (60s)
33 ciclos
DYS257 Banl
94°C (30s) / 60°C 830s) / 72°C (30s)
33 ciclos
SRY-2627 BsiHKAI
94°C (30s) / 52°C (30s) / 72°C (120s)
33 ciclos
YAP —
94°C (30s) / 54°C (30s) / 72°C (30s)
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3.5. Separacgdo dos fragmentos

3.5.1. Y-STRs

Recorreu-se a electroforese capilar (CE) no sequenciador automatico ABI 310
(Perkin Elmer), que foi o primeiro sistema capilar introduzido no mercado, em 1995.
Este sistema ¢ capaz de detectar, de forma semi-automatica, fragmentos de DNA
marcados com fluorocromos que, depois de excitados por um laser, emitem
fluorescéncia captada por uma camara.

Depois da introdugdo dos novos instrumentos (aparelhos) de CE em meados dos
1990s (como € o caso do ABI 310), a técnica comegou a ser largamente difundida.
Esta tem vantagens relativamente aos géis tradicionais, uma vez que os passos de
injecgdo, separagdo e detecgio podem ser totalmente automatizados; sdo necessarias
quantidades minimas de amostra para o processo de injec¢do, de modo que as
mesmas amostras podem ser novamente usadas se necessirio (este € um factor
importante quando se utilizam amostras vestigiais); a separac@io é muito mais rapida,
demorando alguns minutos em vez de horas, devido a possibilidade de utilizagdo de
elevadas “voltagens”, uma vez que ocorre uma melhor dissipa¢do de calor nos
capilares; como se analisa uma amostra por corrida, ndo existe o problema de
contaminacfo através dos pocos adjacentes.

A todas estas vantagens junta-se o facto de se poder obter uma informagdo

quantitativa, para além da qualitativa.

Todas estas caracteristicas resultam, portanto, numa maior eficiéncia, resolucéo,
sensibilidade e precisdo na determinagdo do tamanho dos fragmentos, permitindo
menor dispéndio de tempo e trabalho, designadamente na preparacdo dos géis. Além
disso, permite uma analise multicolor, resultando uma rapida obtengdo de perfis,
baseados no estudo de varios loci em simultaneo (“multiplex”) (Moretti TR e col.,

2001; Buel E e col. 2001).

Quanto as desvantagens, a maior de todas diz respeito ao investimento inicial da
aquisicdo do aparelho, que ¢ dispendioso, mas que com o elevado rendimento que

proporciona com a possibilidade de se poder fazer a electroforese em varios capilares
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em simultineo, no ABI 3100 (16 capilares), no final de algumas centenas de analises,

¢ compensado.

Neste trabalho, seguiu-se o protocolo de detecgfio dos fragmentos de DNA marcados
com fluorescéncia, de acordo com o manual do fabricante. Usou-se um filtro ou
matriz capaz de detectar os fluorocromos utilizados, o 6-FAM™ (azul), 0 HEX™
(verde) e o ROX™ (vermelho). Para isso, antes de correr qualquer amostra,

construiu-se a “matrix D> (Perkin Elmer P/N 401546).

Preparacio das amostras

Fez-se uma mistura igual para todos os tubos que consistiu em:

¢ 20ul de Formamida desionizada (n+2 amostras)

* 0,5pl de um marcador interno de pesos moleculares, o0 GS500 ROX™ size standard
(P/N 401734) (n+1 amostras).

Desta mistura, distribuiu-se 20,5ul por cada tubo préprio para a electroforese capilar
e juntou-se a cada um deles, respectivamente, 1pul de uma amostra ja caracterizada

(controlo positivo), 1ul de controlo negativo e 1ul de amostra a caracterizar ou tipar.

Agitou-se e centrifugou-se cada um dos tubos, depois de lhes colocar os respectivos

“septa” (pequenas valvulas de borracha que permitem a entrada do capilar no tubo).

Desnaturou-se cada uma das amostras, aquecendo os tubos a 95°C cerca de 3-5
minutos, num termociclador (PE 9600), arrefecendo-os logo de seguida, durante

alguns minutos.

Colocaram-se as amostras no suporte, obedecendo a ordem em que foram injectadas

no capilar e colocaram-se no sequenciador automatico (ABI 310).
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Separacio dos fragmentos de DNA

As amostras foram depois injectadas no capilar durante 3seg a 15 000 V. A
separagdo foi efectuada a 15 000 V, a uma temperatura de 60°C, durante 26-28 min,
usando o polimero “310 Genetic Analyser POP™-4” (Applied Biosystems,
P/N402838), o Tampdo com EDTA 1X (Applied Biosystems P/N 402824) e os
capilares com 47cm X 50 um (Applied Biosystems P/N 402839).

Analise dos fragmentos

Depois dos dados da corrida serem compilados, pelo software do aparelho
apropriado para o efeito, procedeu-se & sua analise usando o GeneScan® 2.1 (para
Macintosh, Applied Biosystems). A designagdo alélica foi feita por comparagdo com
padrdes conhecidos, nomeadamente amostras provenientes de exercicios de

qualidade e “ladders™ alélicos sequenciados (DYS385).

Nomenclatura

Para a designaciio alélica, utilizou-se a nomenclatura sugerida por Kayser e col.
(1997), exceptuando o sistema DYS389, em que se incluiram 3 unidades de

repetigdo, por alelo (ver web-site da Universidade de Leiden).

3.5.2. Y-SNPs e YAP

A separagdo dos fragmentos obtidos apés PCR e digestdo enzimatica, realizou-se
mediante electroforese horizontal, em géis de Agarose a 3%, com Brometo de Etidio,

de acordo com os tamanhos dos fragmentos a separar.

Juntou-se uma quantidade de Agarose correspondente ao tamanho do gel que
pretendemos obter a 100 ou 250 ml de TBE 1X. Aqueceu-se a mistura até dissolugéo

completa da agarose.
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Posteriormente, deixou-se arrefecer a solugdo até atingir uma temperatura de cerca
de 60°C, tendo-se adicionado, rapidamente, 1pl de Brometo de Etidio, por cada
100ml de solucdo, antes de solidificar.

Verteu-se esta mistura num molde do gel, evitando a formagdo de bolhas perto dos
“pentes” (formagdo dos pogos), deixando-se solidificar até se obter um gel compacto

¢ homogeneo.

Colocou-se o gel no aparelho de electroforese, uma vez solidificado, e cobriu-se
completamente com tampdo TBE 1X, contendo Brometo de Etidio (0,001%). Apds

este procedimento, procedeu-se & aplicagdo das amostras.

Depositou-se, em cada pogo, 10 pl de DI\EA digerido (contendo ja 2,5 pl de solucdo
de carga). Incluiram-se também no gel, um controlo negativo da amplifica¢do ¢ um
marcador de pesos moleculares (100bp ladder) (2 pl de solugdo de carga + 1 pl de
ladder + 2 ul H,O mQ), para se poder determinar o tamanho dos fragmentos
(Tabela 7).

As migracdes decorreram a 100V, durante o tempo que foi necessério, a fim de se

separar os fragmentos, dependendo do seu tamanho.

Apés a migragio, procedeu-se & visualizagio do gel, colocando-o num

transiluminador.
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Tabela 7. Tamanhos das bandas obtidas para cada sistema apds restri¢do enzimatica.

Sistema Enzima Alelo ancestral Alelo moderno
SRY-1532*A: SRY-1532*G:
SRY-1532 Dralil 167bp (ndo corta) 112bp+55bp
MO9*C: MO9*G:
M® Hinfl 182bp+ 93bp+66bp 248bp+93bp
SRY-8299*G: SRY-8299*A:
SRY-8299 BsrBl 362bp+147bp 509bp (ndo corta)
SY81*A: sY81*G:
SY81 Nlalll 102bp+ 65bp+ 42bp 144bp+65bp
DYS257*G: DYS257*A:
DYS257 Bani 182bp+ 106bp+ 288bp+182bp+106bp+
63bp+ 43bp 63bp+43bp
SRY-2627*C: SRY-2627*T:
SRY-2627 BsitiKAI 1242bp (ndo corta) 944bp+298bp
YAP- YAP+
YAP o Fragmento de 150bp | Fragmento de 455bp
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2.6. Cdlculo Estatistico

2.6.1. Anadlise intrapopulacional

Na anélise do cromossoma Y, os parAmetros com interesse médico-legal sdo: as
frequéncias dos haplétipos e a Diversidade Génica/Haplotipica (DH), que neste caso,
¢ igual ao Poder de Discriminagio (PD) (Sensabaugh, 1982) e ao valor de
Probabilidade Média de Exclusio (MEC) (Chakravorty e Li, 1983), utilizado nos

testes de paternidade.

2.6.1.1. Frequéncias alélicas e haplotipicas

Tendo em conta que os sistemas analisados sfo de heranga hapléide, o caculo das
frequéncias alélicas e haplotipicas (p;) realizou-se por contagem simples dos alelos

ou haplétipos (Li, 1976):

XI
pl_ n

em que xi é o nimero de vezes que se repete o alelo com n copias.
O erro padriio associado & estimativa das frequéncias (s.e.) foi calculado do seguinte

modo:
s.e.=\p(1-p)
N

em que N representa o nimero total de individuos analisados e p o valor da

frequéncia alélica.
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2.6.1.2. Diversidade Génica/Haplotipica

A Diversidade Génica (D.G.) / Haplotipica (D.H.), foi calculada usando a seguinte

expressdo:

D.H.:l-zpi 2
i=1

Sendo p as frequéncias alélicas/haplotipicas e » o numero de individuos/haplotipos.

Esta formula equivale & heterozigosidade autossémica (Nei, 1987).

2.6.2. Comparagdo de populacées

A diferenciacio populacional foi testada usando o Software Arlequin versdo 2000
(Schneider e col., 2000).

Estimaram-se componentes de varidncia e estatisticos F, para cada locus
separadamente. Os distintos componentes de varidncia, a diferentes niveis, foram
combinados para obter estimativas de estatisticos F, somando os componentes de
varidncia num determinado nivel hierarquico, no numerador e denominador,
produzindo outros estatisticos F, como razdes de componentes de varidncia. Deste
modo, os estatisticos F globais ndo sdo simples médias aritméticas de estatisticos F
de cada locus.

Os estatisticos F dos pares de locus foram usados como medidores de distancias entre
populagdes a curto prazo, aplicando-se uma transformagdo ligeira para linearizar a
distdncia com o tempo de divergéncia entre populacdes (Reynolds e col, 1983;

Slatkin, 1995). Estes valores de Fsr sdo dados na forma de uma matriz.
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2.6.2.1. Numero médio de diferengas entre pares (m)

Este parametro é o nimero médio de diferengas entre todos os pares de haplotipos na
amostra populacional. E muito util em genética forense para fazer uma estimativa do
nimero médio de diferencas entre os individuos, provenientes da mesma populagao.
Calcula-se através da expressao:

m=22.pipjdi
onde, dij ¢ uma estimativa do nimero de mutagdes ocorridas desde a divergéncia dos
haplétipos i e j; n é o numero de haplGtipos; pi e pj sdo as frequéncias dos haplotipos

i e j, respectivamente.

2.6.2.2. Estrutura da populacdo: Andlise molecular da Varidncia

(AMOVA)

A estrutura genética da populagdo ¢ verificada a partir da analise da variéncia, como
foi definido inicialmente por Cokerham (1969, 1973) e completada por outros
estudiosos (Weir e Cockerham, 1984; Long, 1986). A analise da variancia molecular
partindo da informagdo sobre haplétipos/haplogrupos de DNA, € usada no programa
Arlequin (AMOVA, Excoffier e col., 1992).

A variancia total, assumindo a auséncia de recombinagdo entre posi¢des e

neutralidade selectiva, obtém-se a partir da seguinte formula:

3n(n+)m+2 (n® +n + 3)

Vim = T (0’ - 7n+6)

Definindo grupos de populagdes, o utilizador define uma determinada estrutura
genética que ird ser testada. Esta andlise molecular da variincia, permite estimar
parametros analogos aos estatisticos F, os quais reflectem a correlagéio da diversidade

haplotipica nos diferentes niveis hierarquicos de subdivis@o: entre grupos, entre
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populagdes de um mesmo grupo ¢ intrapopulacional (Weir, 1996; Excoffier, 2000;
Rousset, 2000).

No caso de uma estrutura simples, consistindo em individuos hapléides nas
populagdes, o indice Fst, originado pelo algoritmo utilizado no programa, ¢
exactamente igual ao estatistico F médio definido por Cockherham (1984), tendo em

consideragdo os varios loci (Slatkin, 1991).

Os dados em que se baseia a dita anélise sdo, por um lado, as frequéncias dos
haplétipos (Y-STRs) ou haplogrupos (Y-SNPs e YAP) analisados e, por outro, uma
matriz de distancias que reflecte o nimero de eventos evolutivos que separam cada
haplétipo/haplogrupo dos restantes; ou seja, o nimero de mutagdes que separam 0S

ditos haplétipos/haplogrupos.

2.6.2.3. FSTs linearizados de Slatkin’s

Slatkin (1995) considera um modelo demografico simples onde duas populacdes
hapléides de tamanho N divergiram T geragQes, a partir de uma populacdo de

tamanho idéntico. Estas duas populagdes permaneceram isoladas desde entdo, sem
trocar migrantes. Sob tais condiges, o Fsr pode-se exprimir em termos de tempo de
coalescéncia T1, que é o tempo de coalescéncia médio de dois genes originarios de
duas populagdes diferentes, sendo0 o tempo de coalescéncia medio de dois genes da
mesma populago, usando a analise da estratégia de varidncia. Os Fsts exprimem-se

do seguinte modo:

Uma vez que t0 é igual a N geragdes e t1 & igual a T+N geracdes, a expressdo anterior

fica:

F =
ST T 4N
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Logo, a razdo D = Fgy/1-Fst = T/N. Sendo, por isso, proporcional ao tempo de

divergéncia entre duas populagdes.

2.6.2.3.1. Y-STRs

Obteve-se uma matriz de distincias genéticas entre 16 populagdes, incluindo a
analisada, segundo Slatkin (1995). A partir desta matriz de distancias, construiram-se
arvores “Neighbor-joining” (Saitou and Nei, 1987) e a robustez dos nodulos foi
estimada pelo método do “Bootstrap” (Efron, 1982). A matriz das disténcias
genéticas para as 16 populagdes consideradas, foi também representada num mapa
bi-dimensional, através de um escalonamento multidimensional ndo metrico

(Torgerson, 1952; Lalouel, 1980).

2.6.2.3.2. Marcadores bialélicos

Obteve-se uma matriz de distincias genéticas entre 60 populacdes, incluindo a
analisada, segundo Slatkin (1995). A partir desta matriz de distancias, construiram-se
arvores “Neighbor-joining” (Saitou and Nei, 1987) e a robustez dos nodulos foi
estimada pelo método do “Bootstrap” (Efron, 1982). A matriz das distancias
genéticas para as 60 populagles consideradas, foi também representada num mapa
bi-dimensional, através de um escalonamento multidimensional ndo meétrico

(Torgerson, 1952; Lalouel, 1980).
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4.1. STRs

A partir do estudo de 122 individuos saudéveis e ndo relacionados do Norte de Portugal,
obtiveram-se 111 haplétipos (Tabela 8.) por contagem simples, tendo-se posteriormente
determinado as respectivas frequéncias e outros parametros estatisticos, utilizando o
programa Arlequin 2000 (Excoffier e col., 1992).

Nos 26 pares pai-filho estudados, nfo se observou nenhuma incompatibilidade. Seria
necessario estudar muitos mais dos referidos pares, para que se pudesse calcular com

rigor uma taxa de mutagdo.

Tabela 8. Haplotipos de Y-STRs na populagéo do Norte de Portugal (n=122)

Haplétipo | total | DYS19 | DYS3891 | DYS38911 | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 | DYS385
P001 1 13 12 30 23 10 11 14 16-16
P002 1 13 12 31 24 10 11 14 17-18
P003 1 13 13 30 22 10 15 14 14-16
P004 1 13 13 30 24 9 11 14 13-15
P00S 1 13 13 30 24 9 11 14 14-14
P006 1 13 13 30 24 9 12 15 13-14
P007 1 13 13 30 24 10 11 13 13-16
P008 1 13 13 30 24 1 14 14 11-14
P009 1 13 13 31 25 10 11 15 14-17
P010 1 13 13 31 25 it 11 14 17-18
PO11 1 13 13 32 23 10 11 13 13-17
P012 1 13 13 32 24 10 13 14 15-16
PO13 1 13 14 30 24 9 11 13 13-14
P014 1 13 14 31 24 9 11 14 13-13
P015 1 13 14 31 24 9 11 15 14-15
PO16 1 13 14 31 24 11 11 14 13-14
PO17 1 14 10 27 24 B 14 14 11-14
P018 1 14 11 28 23 11 13 14 12-14
P019 1 14 12 28 23 10 13 15 10-15
P020 1 14 12 28 24 10 13 15 10-15
P021 1 14 12 29 23 10 11 13 13-17
P022 1 14 12 29 23 10 11 14 13-14
P023 1 14 12 29 23 11 1 13 12-14
P024 2 14 12 29 23 It 13 14 11-14
P025 2 14 12 29 23 11 14 14 11-14
P026 i 14 12 29 23 11 15 14 11-14
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P027 1 14 12 29 25 10 13 14 11-14
P028 1 14 12 29 25 11 13 14 11-14
P029 1 14 12 30 22 10 15 14 13-14
P030 1 14 12 30 23 10 11 14 14-15
P031 1 14 12 30 23 11 15 14 11-15
P032 1 14 13 29 22 11 13 13 11-14
P033 1 14 13 29 24 10 13 14 11-13
P034 1 14 13 29 24 10 13 14 1t-14
P03s 1 14 13 29 24 11 13 13 11-13
P036 1 14 13 29 24 1t 13 13 11-14
P037 1 14 13 29 25 10 t 12 13-14
P038 1 14 13 29 25 10 13 15 12-14
P039 1 14 13 30 23 10 11 13 13-17
P040 1 14 13 30 23 10 11 13 14-15
P041 1 14 13 30 23 10 13 13 13-17
P042 2 14 13 30 23 10 13 14 11-14
P043 2 14 13 30 23 H 13 14 11-14
P044 1 14 13 30 23 11 13 14 11-15
P045 1 14 13 30 23 Il 13 14 12-14
P046 1 14 13 30 24 10 13 13 12-14
P047 1 14 13 30 24 10 13 14 18-18
P048 1 14 13 30 24 10 13 15 12-14
P049 1 14 13 30 24 11 13 13 11-15
P050 1 14 13 30 24 il 13 13 12-14
P051 1 14 13 30 24 11 13 14 11-11
P052 1 14 13 30 24 1 13 14 11-13
P053 3 14 13 30 24 i1 13 14 11-14
P054 1 14 13 30 24 11 13 15 10-15
P055 3 14 13 30 24 i1 13 15 11-14
P056 1 14 13 30 24 11 14 14 11-14
P057 1 14 13 30 24 12 12 14 11-12
P058 1 14 13 30 24 12 13 14 11-14
P059 1 14 13 30 25 10 13 14 11-14
P060 1 14 13 30 25 11 13 14 11-14
Po61 1 14 13 30 25 11 13 14 11-15
P062 1 14 13 31 22 10 11 13 13-17
P063 1 14 13 31 23 9 11 14 17-19
P064 1 14 13 31 23 10 13 14 11-14
P065 1 14 13 31 23 11 13 14 12-15
P066 1 14 13 31 24 10 13 14 11-15
P067 1 14 13 31 24 11 11 14 16-16
P068 1 14 13 31 24 I 13 13 11-13
P069 1 14 13 31 24 11 13 13 11-14
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P070 14 13 31 24 1t 13 14 11-14
P071 14 14 30 24 i 13 14 11-14
P072 14 14 30 24 10 13 14 12-14
P073 14 14 31 24 11 13 14 11-14
P074 14 14 31 24 B 13 14 11-15
PO75 14 14 31 24 1t 15 14 11-14
P076 14 14 31 25 11 13 14 11-14
P077 14 14 32 24 10 13 14 11-14
P078 14 14 32 24 10 13 14 11-15
P079 14 14 33 23 10 11 14 16-18
P080 15 12 27 23 i 14 14 12-14
P081 15 12 29 22 10 11 14 13-14
P082 15 12 29 24 10 i1 14 13-17
P083 15 12 30 22 1 11 15 14-14
P084 15 12 31 22 10 11 15 14-15
P08s 15 12 31 22 10 12 15 14-14
P086 15 13 30 22 10 11 14 13-14
P087 15 13 30 23 10 Il 13 13-18
P088 15 13 30 23 10 13 13 13-17
P089 15 13 30 23 1 13 13 12-14
P090 15 13 30 23 11 13 14 11-14
P091 15 13 30 23 11 13 14 11-15
P092 15 13 30 24 10 13 14 11-15
P093 15 13 30 24 1 11 14 11-14
P094 15 13 30 24 H 13 13 11-13
P09S 15 13 30 24 11 13 13 11-14
P096 15 13 30 24 1 13 14 11-14
P097 15 13 31 21 10 11 15 16-16
P098 15 13 31 23 11 11 13 13-15
P099 I 13 31 24 11 13 16 11-14
P100 15 14 30 22 10 11 13 13-15
P101 15 14 31 24 1 13 14 11-14
P102 15 14 32 23 11 13 14 11-14
P103 15 14 32 24 i1 13 14 11-15
P104 16 12 30 21 10 11 5 15-15
P105 16 13 28 23 10 11 13 12-12
P106 16 13 30 23 9 11 13 13-13
P107 16 13 30 25 10 11 14 11-14
P108 16 14 31 23 i 13 15 15-15
P109 17 13 29 23 10 B 14 12-12
P110 17 13 29 23 10 11 14 12-13
P111 17 13 31 26 10 13 14 11-13
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4.1.1. Andlise por locus

As frequéncias alélicas, de cada um dos STRs analisados, séo apresentadas na Tabela 9.,
bem como a respectiva Diversidade Génica. A maior Diversidade Génica corresponde
a0 locus DYS385 (0.847), seguida da do Jocus DYS38911 (0.677). O locus DYS3891 ¢ o
que apresenta o menor valor (0.535). A Diversidade Génica média dos loci estudados ¢

de 0.626.

Tabela 9. Frequéncias alélicas e Diversidade Génica para cada um dos STRs estudados.

DYS19 DYS390 DYS3851/11

Alelo Freq. s.d. Alelo Freq. sd Alelo  Freq. s.d.
13 0.131 0.031 21 0.016 0.012 10-15  0.025 0.014
14 0.590 0.045 22 0.090 0.026 11-11  0.008  0.008
15 0.213 0.037 23 0.328 0.043 11-12  0.008  0.008
16 0.041 0.018 24 0.467 0.045 11-13  0.049 0.020
17 0.025 0.014 25 0.090 0.026 11-14 0361 0.044
Diversidade génlca 0.592 26 0.008 0.008 [11-15 0.082 0.025

Diversidade génica: 0.663 12-12  0.016 0.012
12-13  0.008  0.008

DYS3891 DYS391 12-14  0.082 0.025
Alelo Freq. s.d. Alelo Freq. sd. 12-15  0.008  0.008
10 0.008 0.008 9 0.066 0.023 13-13 0016 0.012
11 0.008 0.008 10 0.434 0.045 13-14  0.074 0.024
12 0.197 0.036 I 0.4840.045 13-15  0.025 0.014
13 0639 0.044 12 0016 0.012 13-16  0.008  0.008

14 0.148 0.032 Diversidade génica: 0.577 13-17  0.057  0.021

Diversidade génica: 0.535 13-18  0.008  0.008
14-14  0.025 0.014

%‘é%”%req d 14-15  0.033  0.016
DYS38911 1 0328 0.043 14-16  0.008  0.008
Alelo. Freq. s.d. 1 0025 0014 14-17  0.008  0.008
27 0016 0.012 3 0557 0.045 15-15  0.016 0.012
29 0.172 0.034 14 0049 0.020 15-16 0.008  0.008
30 0.492 0.045 15 0.041 0.018 16-16  0.025  0.014
31 0230 0.038 Diversidade génica: 0.582 10718~ 0.008 0.008

32 0.049 0.020 17-18  0.016 0.012
B o o
Diversid tnica: 0. Alelo Freq. s.d. -1 0. .
versidade genica: 0.677 12 0.008 0.008 Diversidade génica: 0.847
13 0.213 0.037

14 0.631 0.044

15 0.139 0.031

16 0.008 0.008

Diversidade génica: 0.542
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4.1.2. Andlise haplotipica e pardmetros com interesse forense

A anélise dos loci mencionados nos 122 individuos, permitiu identificar 111 haplétipos
diferentes. Os dois hapldtipos mais frequentes, aparecem repetidos trés vezes e
correspondem ao conjunto dos alelos mais frequentes em cada um dos sistemas, quando
considerados de forma isolada, com excepgdo do sistema DYS393 em que o alelo 15 eta
presente sendo, no entanto, o terceiro alelo mais frequente neste sistema. Os referidos
haplétipos sdo: DYS19*14, DYS3891*13, DYS38911*30, DYS390*24, DYS391*11,
DYS392%13, DYS393*14, DYS385%11-14 € DYS19%14, DY S3891*13, DY S38911*30,
DYS390%24, DYS391*11, DYS392*13, DYS393*15, DYS385*11-14.

O conjunto dos marcadores STRs do cromossoma Y estudados na populagéo do Norte
de Portugal, permitiu calcular um parmetro com interesse médico-legal, a Diversidade
Haplotipica, equivalendo ao PD (Poder de Discriminagéo) nos STRs autossémicos, cujo
valor é de 0.998+0.001. Trata-se de um valor bastante elevado, porque a cada individuo
estudado corresponde, praticamente, um haplétipo. Ou seja, esta elevada diversidade
deveu-se a escassa repeti¢io de haplotipos, pois o maior numero de vezes que um
haplétipo se repete é de trés, o que aconteceu apenas duas vezes; seguido de sete
haplotipos que se encontram representados duas vezes cada um. Portanto, a
probabilidade de que dois individuos tomados ao acaso da populagdo pertengam a

mesma linhagem paterna, € de 0,002.

4.1.3. Comparagdes populacionais

Recorreu-se ao programa Arlequin 2000 (Excoffier e col., 1992) para analisar dados
haplotipicos referentes as seguintes populagdes: Norte de Portugal, Astirias (Martinez-
Jarreta B e col., 2003), Andaluzia (Prieto V e col., 2003), Barcelona (Borrego N e col.,
2003), pertencentes 4 Peninsula Ibérica; Alemanha (Hidding M e Schmitt, 2000),
Bavéria (Anslinger K e col., 2000), Budapeste (C. Hungria) ¢ Romenos (residentes em
Budapeste) (Fiiredi e col., 1999), Itdlia (Caglid A e col., 1998), Grécia (Parreira KS e
col., 2002), Turquia (Henke J e col., 2001), Albania (Robino C e col., 2003), agrupadas
como populagdes europeias e india (Henke J e col., 2001), China (Hidding M e Schmitt,
2000), Japio (Nonaka I e Minaguchi K, 2001) e Coreia (Shin DJ e col., 2001), fazendo
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parte do grupo das populagdes asiaticas, num total de 16 populagdes. N&o se fizeram
comparagdes com populagdes do continente africano, porque ndo se dispunha de dados

referentes aos haplotipos de todos os marcadores estudados.

Deste estudo comparativo, verificou-se que a nossa populagdo (Norte de Portugal)
partilha o maior numero de haplétipos com as populagdes da Peninsula Ibérica, sete
com a populacio das Astirias (Norte de Espanha), seis com Barcelona (zona
mediterranica da Peninsula Ibérica) e cinco com a regido da Andaluzia (Sul de
Espanha). A medida que nos afastamos da Peninsula Ibérica, a partilha de haplétipos
diminui progressivamente, tendo-se verificado apenas a referida partilha de quatro dos
haplétipos com a Alemanha, trés com a Hungria, dois com a Itdlia € um com a Turquia,

Albania e Romenos.

O haplétipo 14-13-29-24-11-13-13-11-14, correspondente aos loci ordenados: DYSI19,
DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 ¢ DYS385V/1L, € o mais
frequente nas populagdes espanholas e ¢ partithado pela populacdio do Norte de Portugal
e por todas as populagdes europeias anteriormente referidas, excepto pela Italia.

E de destacar que ndo se observou a presenga de nenhum haplotipo comum entre a

populagdo estudada e as populagdes asiaticas, da India, China, Japéo e Coreia.

A andlise da AMOVA assinala que a maior percentagem de varidncia ¢
intrapopulacional (Tabela 10.).

Relativamente a varidncia interpopulacional, esta analise indica que o Jocus DYS19
acumula a maior varidncia, no que respeita aos europeus € mongois, enquanto o

DY S392 apresenta a maior varidncia no grupo dos mongdis e da India (Tabela 11.).

Tabela 10. Analise de AMOVA

Origem da Entre grupos
.. .. | Interpopulacional | Intrapopulacional Total
variag¢io populacionais
Soma de
298,86 155,94 5570,77 6025,57
quadrados
Componentes
n 0,1395 0,1023 2,5577 2,7995
de variancia

79




Resultados

Tabela 11. Analise de AMOVA nas populagdes comparadas

AMOVA para europeus e mongdis AMOVA para Indianos e mongois

Locus SSD d.f. Va % variacdo Locus SSD d.f. Va % variacao
DYS19 42.11227 0.04944 12.71821 DYS19  0.78802 1 0.00106 0.30781
DYS3891 30.96649 0.03691 10.99343 DYS3891 10.08158 0.03647 9.59567
DYS389I1 4.89981 0.00229 0.61044 DYS389112.02745 0.00117 0.30225
DYS390 8.25997 0.00486 1.32221 DYS390 4.10486 -0.00439 -1.17797
DYS391 12.11837 0.01307 5.08429 DYS391 1.51128 0.00178 0.91647
DYS392  29.28607 0.02889 8.37636 DYS392 17.59987 0.08559 19.75880
DYS393 7.95740 -0.00061 -0.20447 DYS393 0.56574 -0.01823 -5.83276
DYS385  20.66778 0.02309 4.72376 DYS385 5.67157 0.02369 4.69860

T =
[ el

Calculou-se a distdncia genética de Slatkin (1995) entre a populagdo do Norte de
Portugal e populagdes de paises europeus, entre os quais os da Peninsula Ibérica e

paises asiaticos (Tabela 12.).

Tabela 12. Distincia genética de Slatkin entre as populagdes (1) Norte de Portugal, (2)
Asttrias, (3) Andaluzia, (4) Barcelona, (5) Alemanha, (6) Bavaria, (7) Budapeste (C
Hungria), (8) Italia, (9) Grécia, (10) Turquia, (11) Albania, (12) Romenos (residentes
em Budapeste), (13) India, (14) China, (15) Japdo e (16) Coreia.

1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0.00000
0.07105—0.00000

0.06611—0.00238—0.00000

0.08548—0.00086—0.00155—0.00000

0.07857—0.01384—0.02230—0.03355—0.00000

0.09589—0.01759—0.02287—0.03427—0.00121—0.00000

0.11163—0.04761—0.03987—0.08482--0.01569—0.01691—0.00000
0.08075-0.02929—0.02412—0.04994—0.01290—0.02015—0.01261—0.00000
0.09884—0.04991-0.03809—0.06902--0.02581—0.02396—0.00000—~0.0057 1—0.00000

10 0.10603—0.07371—0.06161-0.10119—0.04224—0.04628—0.02061—0.00858—0.00807—0.00000

11 0.47112—0.09453—0.08236—0.10428—0.08263—0.07628—0.05409—0.06749—0.04699—0.07249-—0.00000

12 0.23839—0.20137—0.17410—0.22360—0.13653—0.13902—0.07697—0.10973—0.09113—0.08068—0.19617—0.00000

13 0.13327—0.10791—0.09337—0.13178—0.05774—0.05382—0.03345—0.04515—0.03149—0.02888—0.11424—0.06060-—0.00000

14 0.14987—0.12336—0.12115—0.14656—0.10234—0.12427—0.10121—0.07868—0.10366—0.07540~0.17841—0.21936—0.10700—0.00000

15 0.18564—0.12659—0.11487—0.14053—0.09561—0.10961—0.07652—0.07767—0.07884—0.07578—0.16125—0.11962—0.07031—0.08481—0.00000
16 0.16514—0.11258—0.11472—0.13315—0.10032—0.11724—0.10024—0.07497—0.09772—0.08007—0.19753—0.19643—0.10620—0.02642—0.05072—0.00000

O~ DU B WN

O dendrograma obtido a partir destas distdncias genéticas (Figura 5) mostra que a
populagiio estudada se inclui dentro das linhagens do cromossoma Y da Peninsula
Ibérica, Europa Central e Itdlia, diferenciando-se das populagdes do Sul, Oriente da

Europa e das asiaticas.
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C.Hungria

——— Grécia

—— Albania

Turquia

Japéo

—— Coreia

L—— China

—— Romenos

— India

Italia

Bavaria

Alemanha

N. Portugal

Andaluzia

—— Barcelona

—— Asturias

Figura 5. Dendrograma obtido a partir da distancia de Slatkin.
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Foi também construida uma 4rvore “neighbor-joining” consenso, para as mesmas 16
populagdes, usando os haplétipos construidos a partir dos sistemas DYS19, DYS3891/1I,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385 (Figura 6), baseada no “bootstraping”

das distancias genéticas segundo Slatkin (1995).

POR

ROMN

Figura 6. Arvore “neighbor-joining” baseada nas distncias genéticas de Slatkin
(1995), para 16 populagdes de paises europeus entre os quais os da Peninsula Ibérica e
paises asiaticos.

Procedeu-se também a um escalonamento multidimensional ndo métrico (MDS), a
partir das mesmas distancias genéticas (Slatkin, 1995), representado na Figura 7. A
variincia total considerada para a reducdo dos eixos vectoriais, foi de 96.4 % sendo o

coeficiente de stress de 0.088.
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Dimension 2

2

-3 -2 -1 0 1 2 3

Dimension 1

Figura 7. Escalonamento multidimensional (MDS) ndo métrico aplicado as disténcias
genéticas segundo Slatkin (1995) das 16 populagdes comparadas.

As viérias representagdes graficas indicam que a nossa populagdo fica incluida no
mesmo ramo das restantes da Peninsula Ibérica que, por sua vez, se aproximam das
populagdes do centro da Europa, todas elas situadas acima do eixo positivo da primeira
dimensdo. Observa-se uma separa¢do das populacdes mediterrineas, que se situam
sobre o eixo negativo da primeira dimens@o, com excepgdo da Itdlia que constitui o
ponto de unido entre estas populagdes e as do Centro da Europa e da Peninsula Ibérica.
Na anélise MDS a populagio albanesa separa-se de todas as demais, mas na drvore da
Figura 6 pode-se observar que se situa no ramo das popula¢des mediterraneas. Por sua
vez, a Turquia conflui num nddulo que se separa em dois ramos: por um lado as

populacdes do Norte da Asia e, por outro, as populagdes da India e os romenos.
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4.1.4. Aplicaciio dos Y-STRs na conclusdo de pericias médico-legais

Apresentam-se alguns exemplos dos trés tipos de pericias médico-legais do ambito da
Genética e Biologia Forense que sio solicitadas, habitualmente, em que o estudo dos Y-
STRs é bastante pertinente e tem demonstrado um interesse relevante na sua conclusgo.
Nalguns casos, que vio ser descritos, ndo se usaram todos os marcadores do haplotipo
minimo, pois foram concluidos antes deste protocolo ser usado na pratica laboratorial
quotidiana. Por outro lado, como algumas delas foram concluidas recentemente, para
além dos polimorfismos analisados neste trabalho, foram estudados tambeém o DY S437,
DYS438, DYS439, GATA A7.1 (DYS460), GATA A7.2 (DYS461), GATA AlO,
GATA C4 e GATA H4 e que ja fazem parte da rotina laboratorial, cujos resultados,
eram concordantes com os daqueles.

Em relaciio a investigagio de paternidade, citam-se dois casos em que, depois de se
efectuar o estudo de STRs autossomicos, se verificou a existéncia de incompatibilidade
em dois sistemas polimérficos, provavelmente devidas a mutagdo genética; um caso de
identificaciio genética individual, relativamente a um cadaver e dois casos de agressdo

sexual, num dos quais havia apenas um suposto agressor e noutro, mais do que um.

Investisacdo de paternidade

Casol:

Estudou-se um trio “normal” composto por suposto pai, filho (sexo masculino) ¢ maée,
em que se analisou um fragmento do gene homologo da Amelogenina e 17 STRs
autossomicos em dois “multiplex”, utilizando dois “kits” comerciais, o PowerPlex®16
System (Promega) ¢ o AmpFESTR® Identifiler™ (Applied Biosystems), cujos
resultados se apresentam na Tabela 13. A analise destes resultados permitiu constatar
que havia duas incompatibilidades, relativamente aos sistemas HUMTHO1 e CSF1PO.
Apos o célculo do Indice de Paternidade, em que se considerou todos os sistemas
analisados, a relacdo mie-filho como certa, as taxas de mutagdo para os sistemas em que
se observaram incompatibilidades ¢ uma probabilidade a priori de 50%, para as duas
hipéteses pertinentes neste caso, ou seja, a de paternidade e a de ndo paternidade,
obteve-se um valor de IP= 647,100181 para a primeira hipotese relativamente a segunda

(com W=0,99845703 e W=0,00154297, respectivamente).

84




Resultados

Em face deste elevado Indice de Paternidade, do facto da taxa de mutagéio dos STRs ser
relativamente elevada e de nos casos em que se conclui por exclusdo de paternidade, ela
ocorre num numero mais elevado de polimorfismos, a primeira hipotese (a de
paternidade) é muito mais consistente do que a segunda. Para além da informagéo
disponivel, referente aos STRs autossémicos, considerou-se que o estudo dos Y-STRs,
seria uma boa estratégia para complementar a pericia, apesar de se saber que todos os
individuos relacionados com o pretenso pai, por linha paterna, possuem a mesma
informagcio genética para o cromossoma Y no entanto, deve-se ter presente que quando
se colhem amostras bioldgicas a um determinado individuo, indicado pela mée como
pretenso pai, ha indicios favordveis ao facto deste ser o pai biologico e ndo outro
individuo com ele aparentado. Por sua vez, estes indicios sdo, geralmente, corroborados
por outras provas, para além da pericial.

Através do resultado da andlise dos Y-STRs verificou-se nfio haver nenhuma
incompatibilidade entre o haplétipo obtido para o suposto pai e o filho, sendo o
haplétipo em questdo: 14, 13, 29, 24, 10, 13, 13, 11-14, seguindo a ordem dos sistemas
ja utilizada. E de referir que ao consultar a base de dados do cromossoma Y disponivel

no site http\ystr.charite.de, indicada para estas situagdes, se encontraram 171 individuos

com este haplétipo em 13 253 caracterizados para 93 populagdes europeias.

Em face do exposto, constatou-se a coincidéncia da existéncia de duas
incompatibilidades em dois polimorfismos, provavelmente devidas a muta¢do genética
prevalecendo a hipotese de paternidade relativamente a de nd3o paternidade. A
sequenciagio dos alelos dos marcadores em questdo, poderd permitir a confirmagéo

destas mutacdes.
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Caso2:

Noutra investigacio de paternidade, que foi questionada em relagdo a dois filhos
gémeos, sendo um deles do sexo masculino (filho B), apés a analise dos sistemas
autossémicos ja referidos para o caso anterior, nfo se obteve qualquer incompatibilidade
relativamente & fitha (filho A) e obtiveram-se duas incompatibilidades em relagdo ao
filho vardo, desta feita nos sistemas D21S11 e D19S433 (Tabela 13), obtendo-se um
Indice de Paternidade de (W= 99,8197692). Neste caso, assumimos como certa a
relacio mie-filhos, tendo-se colocado cinco hipdteses: os filhos sdo irmdos germanos e
filhos do suposto pai; apenas o filho A ¢ filho do suposto pai e os gémeos resultaram de
fecundacio heteroparental; apenas o filho B ¢ filho do suposto pai e os gémeos
resultaram de fecundagdio heteroparental; nenhum dos filhos ¢ filho do suposto pai,
sendo irm3os germanos e filhos de um individuo tirado ao acaso da populagéo, que néo
o suposto pai; nenhum dos fithos ¢ filho do suposto pai e resultaram de fecundagdo
heteroparental. Todas as hipoteses referidas séio equiprovaveis a priori.

Depois do estudo dos Y-STRs, verificou-se, novamente, a partilha do mesmo haplétipo,
o haplétipo 14-13-30-24-9-12-13-11-14, por parte do suposto pai e do filho do sexo
masculino e, mais uma vez, a primeira hipotese é muito mais favoravel, isto ¢, a de
paternidade e dos dois filhos serem irmos germanos. Na base de dados ja referida, néo
encontramos qualquer individuo que possuisse o mesmo haplétipo, em 13 085

haplétipos caracterizados em populagdes da Europa.
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Tabela 13. Resultados obtidos em dois casos de investiga¢do de paternidade.

Sistemas Pretenso Filho Mae Pretenso | Filho A Filho B Mae
estudados pai/casol casol casol pai/caso2 caso2 caso2 caso2
D3S1358 15-16 15-16 15-17 12-15 12-15 12-16 15-16
HUMVWA 16-18 16-18 15-18 16-18 15-16 15-18 15-18
D16S539 12-13 12 11-12 9-11 11-12 11-12 12
D2S1338 16-20 16-17 17-20 16-24 16-19 19-24 17-19
Amelogenina X-Y XY X X-Y X X-Y X
D8S1179 15-16 13-15 13-14 12-13 12-14 13-14 14
D21S11 31.2-342 | 28-34.2 28-31.2 28-29 29 29-30 28-29
D18S51 12-15 12-16 16 14-16 13-14 13-16 13
D195433 14.2-16 14-16 13-14 13-14.2 11-14.2 11-13.2 11-12
HUMTHO1 6-9 9-10 9 7-9.3 7-9.3 93 8-9.3
FGA 22-26 22-25 24-25 20-25 23-25 20-24 23-24
D5S818 10-11 11-12 11-12 10-12 10-12 10-12 12
D13S317 11-12 11-14 13-14 11-13 12-13 11 11-12
D7S820 10-11 10 10-12 10-12 10-11 10-11 10-11
HUMTPOX 8 8-12 11-12 8-11 11 8-11 8-11
HUMCSF1PO 10-12 11-13 11 10-12 12 12 11-12
Penta D 11-12 9-12 9-12 9 9 9 9-14
Penta E 12-21 7-12 7-17 5-13 5 5 5-12
DYS19 14 14 - 14 - 14 --
DYS3891 13 13 - 13 -- 13 -
DYS38911 29 29 - 30 - 30 -
DYS390 24 24 - 24 - 24 -
DYS391 10 10 - 9 - 9 --
DYS392 13 13 - 12 - 12 --
DYS393 13 13 -- 13 -- i3 -
DYS385 11-14 11-14 -- 11-14 -- 11-14 --

Identificacio genética individual

Tratou-se de um caso de identificagdo de caddver do sexo masculino, em que se

dispunha de 5 pretensos irméos, dos quais trés eram do sexo masculino. Apés o estudo

de varios STRs autossomicos (PowerPlex®16 System), recorreu-se aos Y-STRs para

complementar o estudo, uma vez que em relacdo aqueles se detectaram tres

incompatibilidades, nos sistemas HUMTHO1, D5S818 e FGA (Tabela 14).
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Tabela 14. Resultados obtidos relativos a identificagdo genética de um cadaver.

Resultados

Sistemas Cadaver | Suposto Suposto Suposto Suposta Suposta
estudados Irmao A | IrmaoB | IrmaoC | Irma D Irma E
D3S1358 15 15-17 15-17 11-15 11-17 15-17
HUMVWA 15-18 17 16-18 17 16-17 17-18
D16S539 11-13 9-12 9-11 9 9-11 9
Amelogenina X-Y X-Y X-Y X-Y X X
D8S1179 13 12 11-14 12-14 11-12 11-14
D21S11 28-30 31 28-29 31 28-29 31
D18S51 13-15 12-14 14 14-15 14-15 14
HUMTHO1 6-9.3 6-9 1-8 8-9 8-9 6-9
FGA 23 21.2-24 21-24 21.2-24 21-24 21-25
D5S818 3-9 12-13 12-13 11-12 12-13 12-13
D13S317 8-14 8 11 8-11 8 11
D75820 12-13 9-12 8-12 9-12 9-13 8-12
HUMTPOX 8 8 8 8 8 8
HUMCSF1PO 12 9-11 9-11 11-12 11-12 11-12
Penta D 11-12 12 12 9-13 12-13 9-12
Penta E 11-13 5-7 5-7 5-7 5-7 5-11
DYS19 14 14 14 14 - -
DYS3891 12 14 14 14 -- -
DYS38911 30 30 30 30 - -
DYS390 22 23 23 23 -- -
DYS393 13 12 12 12 - -

Neste caso, o hapl6tipo obtido para o caddver desconhecido apresentava vdrios alelos
distintos, relativamente aos dos supostos irmaos, ou seja, o alelo 12 no cadédver, para o
DYS389I, correspondia ao 14 para os supostos irmdos; o alelo 22 no cadaver, para o
DYS390, correspondia ao 23 para os supostos irmdos e o alelo 13 no caddver, para o
DYS393, correspondia ao 12 para os supostos irméos. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos com o estudo dos sistemas autossémicos, pelo que se conclufu pela
inexisténcia da relacdo de parentesco entre o caddver e os supostos irmaos. Os
haplétipos referidos, correspondem a alguns sistemas do haplétipo minimo,
amplificados em “pentaplex” e foram, respectivamente, 14-12-30-22-13, em relagdo ao
individuo a identificar e 14-14-30-23-12, para os seus pretensos irmdos. Na base de

dados j4 referida, mesmo com o haplétipo com um nimero inferior de polimorfismos,
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encontrou-se 13 individuos em 13 244 europeus, que partilhavam o haplétipo do
cadaver e 24 em 13 244 individuos europeus, que partilhavam o haplotipo dos supostos

irmaos do cadaver.

Agressdes sexuais

Casol:

Foi-nos presente material relativo a suposta agressdo sexual, designadamente exsudato
vaginal colhido 4 queixosa, do qual se extraiu DNA e uma zaragatoa bucal colhida a um
suspeito de ter cometido o crime, da qual também se extraiu DNA. Neste caso, o perfil
genético obtido da fase espermatica do exsudato vaginal, resultante tanto da analise de
STRs autossémicos como de alguns Y-STRs (“pentaplex”), era idéntico ao perfil
genético do DNA extraido da zaragatoa bucal colhida ao suspeito, para os sistemas
estudados, ou seja, 14-13-30-24-13. Este hapldtipo aparece em 244 de 13 244

individuos europeus incluidos na base de dados citada.

Caso 2:

Noutra suposta agressio sexual, dispds-se de uma pega de vestudrio da queixosa
(cuecas), em que havia suspeita do crime ter sido cometido por mais de um agressor.
Efectivamente, ap6s analise de alguns Y-STRs (“pentaplex”), verificou-se a existéncia
de um perfil genético que pode corresponder a uma mistura de células de, pelo menos,
dois individuos do sexo masculino, uma vez que estdo presentes dois picos para 0s
sistemas DYS19 (14 e 16), DYS3891 (9 e 10), DYS390 (21 e 25), DYS393 (12 e 13) e
apenas um pico para o DYS3891I (30). Embora ndo se possa, com rigor, a partir da rea
dos picos inferir da quantidade de DNA da amostra, verificou-se que nas mesmas
condi¢des de amplificagio € separagdo dos fragmentos obtidos, num dos perfis (14-13-
30-25-12) os picos tém uma 4rea superior, podendo corresponder ao maior contribuidor
na mistura. A referida mistura pode incluir o haplétipo 14-13-30-25-12 € o 16-12-30-
21-13. O primeiro haplétipo aparece em 16 de 13 244 europeus na citada base de dados
e, o segundo, em apenas um individuo. Neste caso, ndo nos foi presente qualquer

suspeito, com o qual se pudesse fazer comparagdo.

Em resumo, a analise dos Y-STRs proporcionou uma informagdo muito valiosa, em
todos os casos referidos, demonstrando-se mais uma vez a sua grande utilidade na

conclusdo de pericias médico legais de resolucdo mais complexa.
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4.2. Marcadores bialélicos
4.2.1. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos loci SNP e YAP do

cromossoma Y analisados

Dos 9 haplogrupos possiveis com os 7 sistemas estudados (SNPs e YAP do
cromossoma Y) nesta amostragem (n=99), sé encontramos 5. Como podemos constatar
o haplogrupo mais frequente é o P*, com 36,4% de frequéncia (Tabela 15), seguido do
BR*, como é comum nos paises europeus.

Com o estudo destes polimorfismos obtivemos um valor de Diversidade Génica de
0,6891+0,0236.

As correspondéncias destes haplogrupos na nomenclatura do YCC (Y Chromosome
Consortium, 2002) com a usada por Jobling e Tyler-Smith (2000), estdo assinaladas na
Tabela 15.

Nio se encontrou nenhum individuo pertencente aos haplogrupos Y*, DE*, R1a e E3a.

Tabela 15. Frequéncias dos haplogrupos na populacdo do Norte de Portugal.

HAPLOGRUPO N (frequéncia Frequéncia
J/T-S YCC absoluta) relativa

2 BR* 35 0,354

7 Y* 0 0,000
26 K* 13 0,131

4 DE* 0 0,000

1 p* 36 0,364
22 R1b8 4 0,040
21 E* 11 0,111

3 Rla 0 0,000

8 E3a 0 0,000

N Total=99

e J/T-S — Nomenclatura segundo Jobling e Tyler-Smith (2000)

e YCC - Nomenclatura sugerida pelo “Consortium” do cromossoma Y (2002)
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4.2.2. Haplogrupos construidos a partir dos loci bialélicos estudados

Com o objectivo de comparar os resultados obtidos neste estudo com outros publicados
(Karafet e col, 1999; Rosser e col., 2000), realizou-se em primeiro lugar uma
equivaléncia dos haplogrupos segundo a nomenclatura mais actual, sugerida pelo YCC
(Y Chromosome Consortium, 2002) e a seguida por Jobling ¢ Tyler-Smith (2000).

Neste trabalho analisaram-se 7 polimorfismos, tendo-se definido 9 haplogrupos,
usando-se a nomenclatura binéaria para fazer referéncia ao estado ancestral (0) e ao
derivado (1), de cada um dos sistemas (Tabela 16).

A mutacio mais antiga corresponde a uma alteragio no sistema SRY-1532 e constitui a
base da arvore filogenética.

O haplogrupo Y* representa o estado ancestral para todos os loci e corresponde ao
haplogrupo 7 de Jobling e Tyler-Smith (2000), sendo frequente em populagdes
subsarianas africanas e ausente em populagdes europeias, incluindo a nossa (Karafet e
col., 1999).

O haplogrupo BR* apresenta o alelo moderno para o sistema SRY-1532 e todos os
outros ancestrais nos restantes sistemas. Agrupa os haplogrupos 2 e 9 de Jobling e
Tyler-Smith. E considerada a linhagem mais antiga da Europa (Rosser e col., 2000),
com elevada frequéncia, que podera ser constituida por sub-linhagens com provavel
prevaléncia regional.

O haplogrupo K* apresenta o alelo moderno para o sistema ja referido, bem como para
0 M9. Localiza-se num dos nédulos internos da arvore filogenética e, provavelmente, tal
como o HG BR* poderd ser subdividido noutras linhagens. Ocorre com baixa
frequéncia na nossa populagdo, 4 semelhanga de outros estudos (Rosser e col., 2000).

O haplogrupo P*, apresenta o alelo moderno no sistema DYS257, para além dos dois ja
referidos. Corresponde ao haplogrupo 1 de Jobling e Tyler-Smith. E um haplogrupo
frequente na Europa € apresenta um gradiente de frequéncia que diminui desde cerca de
98,5% de frequéncia nos paises do Noroeste europeu para Sudeste, no Caucaso, zona
onde tera surgido a agricultura.

O haplogrupo E* corresponde ao haplogrupo 21 segundo Jobling e Tyler-Smith e
apresenta o alelo moderno no sistema SRY-8299, relativamente ao DE*, que ndo foi
referido por ndo se ter encontrado no nosso estudo. E frequente no Sul da Europa,

apresentando uma elevada frequéncia em populagdes do Norte de Aftica, existindo um
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gradiente regional que pode reflectir a barreira genética entre a Africa e a Europa. Nos
paises do Sul da Europa tém sido descritas frequéncias de 10-20%, o que tem sido
interpretado com base em factores climatéricos (Rosser e col., 2000).

O haplogrupo R1b8, apresenta o alelo moderno no sistema SRY-2627 relativamente ao
P*, tem sido descrito em poucas populagdes da Europa, como Franca e Peninsula
Ibérica e foi analisado em detalhe por Hurles e col. (1999), tendo sido sugerida a sua
origem na Peninsula Ibérica. Corresponde ao haplogrupo 22 de Jobling e Tyler-Smith
(2000). Aparece na nossa populagdo com frequéncia de 0,04 (4%).

Quanto aos haplogrupos DE*, Rla e E3a, ndo aparecem na nossa populagdo e
correspondem, respectivamente, aos haplogrupos 4, 3 e 8 de Jobling e Tyler-Smith
(2000), restringindo-se o primeiro a pafses asidticos (Karafet e col, 1999), o terceiro
aparece apenas em populacdes do Norte de Africa, com cerca de 5% de frequéncia. O
Rla apresenta frequéncias mais elevadas em paises do centro ¢ Este europeu,
apresentando um gradiente que decresce de Nordeste para Sudoeste, sendo as suas

frequéncias para Sueste e Sudoeste muito reduzidas (Rosser e col., 2000).

Tabela 16. Haplogrupos definidos neste trabalho.

£ Haplogrupo SRY-1532 YAP M9 SRY-8299 | DYS257 SYS81 SRY-1532 | SRY-2627
Y*
«BRAD) 0 0 0 0 0 0 0 0
BR*
(xB2b,CE,F1H,JK) 1 0 0 0 0 0 0 0
K*
(xK1,LN,02B,03C, 1 0 1 0 0 0 0 0
DE*
(E) 1 1 0 0 0 0 0 0
- =
(xR1b,R1a,Q3) 1 0 1 0 1 0 0 0
E*
(xE3) 1 i 0 1 0 0 0 0
Ria i 0 | 0 1 0 1 0
E3a 1 | 0 1 0 ! 0 0
R1b8 1 0 | 0 1 0 0 1
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Em seguida, construiu-se uma rede filogenética, utilizando o programa Network 1.1

(Bandlet e cols., 1999). A figura 8 mostra a “network” obtida com as frequéncias

encontradas neste trabalho.

Rta
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e
R
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Figura 8. “Network™ determinada a partir das frequéncias dos haplogrupos.

4.2.3. Distdncias genéticas-drvore filogenética

Com o objectivo de se estudar os agrupamentos que se produziam, quando comparamos

a nossa populagio com outras, construiu-se uma arvore “neighbor-joining”, baseada nas

distancias de Slatkin (1995), para 60 grupos populacionais, incluindo os referidos na

bibliografia, usando os marcadores bialélicos (SNPs e YAP) estudados (Figura 9). As

populagdes utilizadas nas comparagdes foram as seguintes:

Norte da Europa: Islandia (Icel), “Saami” (Saam), Norte da Suécia (Nswe), Gotlandia

(Gotl), Noruega (Norw), Dinamarca (Dani) e Finlandia (Finn); Europa de Leste: a

Esténia (Esto), Leténia e Lituania (Latv), Russia (Russ), Bielo-Rissia e Ucrénia (Bela),

Geérgia (Geor), Ossétia e Arménia (Osse), Turquia (Turk), Bulgdria (Bulg), “Czech”

(Czec), Eslovdquia (Slov), Roménia e Jugosldvia (Roma), Eslovénia ¢ Hungria (Slve),
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Polonia (Poli) e Swanetia (Swan); Centro da Europa: Holanda (Duct), Bavaria (Bava),

Franca (Fren), Bélgica (Belg), Escocia ocidental (WSco), Inglaterra de Leste (EAng),
Irlanda (Iris) e Inglaterra (Brit); Sul da Europa: a populagdo do Norte de Portugal
estudada (Port), Italia (Ital) Sul e Norte de Portugal (SNP), Espanha (Span), Bascos de
Arratia e Goiherri (Arr); Africa: Egipto (Egyp), Argélia (Alge), Norte de Africa (Nafr),

Berberes (Bere), “Khoisan” (Khoi), Pigmeus (Pygm), “Bantus” de Leste (Eban),
Gambia (Gamb), “Bantus” de Oeste (Wban) e Africa de Leste (EAfr); Australia:
aborigenes australianos (AAPe), Papua Nova Guiné e Melanésia (Papu); Asia:
“Nentsi’da Tundra (Tun), “Selkups”(Selk),” Buryats”(Bury) e”Evenks’da Siberia
(Even), “Mongéis”(Mong), Japdo (Japa), Taiwan e Sul da China (Taiw), Coreia e
Indonésia (Kore), Asiaticos de Sudeste (SEAs) e india ( Indi); Amerindios: “Inuit”
esquimés (Inui), “Navajos” (Nava), “Cheyenne” (Chey) e Pima, Pueblos, Ngobe e
Mixtecs (Pima). Estas populagdes sdo as referidas por Karafet TM e col. (1999), Rosser
ZH e col. (2000) e M de Pancorbo e col.(2003).

Nio se considerou o sistema DYS2627, nas comparagdes efectuadas, uma vez que nao
foi usado por Karafet e cols. (1999) e, deste modo, o haplogrupo R1b8 (que apresenta
uma frequéncia de 0,04 na nossa populagiio) considerou-se incluido no P*. As
distdncias genéticas entre as mesmas populagdes estdo representadas numa escala
bidimensional na Figura 10. A variancia total considerada para a reducéo dos eixos

vectoriais foi de 97.995 % e o coeficiente de “stress”, de 0.08603.
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Figura 9. Arvore “neighbor-joining” baseada nas distancias de Slatkin (1995).

95




B

Resultados

Dimension 2

1.5

1.0

0.0

@ duco® norwl icel
a o

\

eang 5 @ helg LN

fren" czec bava B W“"’/\ selk
a0 brit L

a Jrs| navae

/ inui o|

o/ piria
poli

-1,0

Dimension |

|

|

| Figura 10. Escalonamento multidimensional (MDS) ndo métrico aplicado as distincias
genéticas segundo Slatkin (1995) dos 60 grupos populacinais comparados.

No que se refere aos haplogrupos das populagdes comparadas, verificamos que, no
geral, cada populagdo € significativamente diferente das restantes, incluindo a nossa. No
que diz respeito 2s distancias genéticas (valores de Fst), quase sempre com valores de
p<0,05 (significando uma elevada subestruturagdo), constata-se haver, portanto, uma
grande especificidade populacional.

Ao realizar o escalonamento multidimensional ndo métrico, verificamos a existéncia de

grupos populacionais distintos (“clusters”), representados na Figura 10 com diversas

!

|

|

|

|

|

|

|

i cores, correspondendo a diferentes zonas geograficas.

! Constatdmos que existe um “cluster” (cor verde) que inclui as populacdes africanas,
| podendo-se até distinguir o grupo do centro e Sul, do Norte de Africa.

’ Outro “cluster” importante (cor de laranja) é constituido pelas populagdes asidticas
‘ (Mongdis, Japoneses, Tailandeses, Chineses e povos da Tundra).

‘ No “cluster” onde se incluem as populagdes europeias (cor azul céu), pode-se distinguir
‘ pequenos grupos, tais como o Oriente préximo, Cducaso e Este europeu por um lado,
‘ caucasianos e amerindios por outro e, finalmente, o Noroeste da Europa. A populagéo

| estudada neste trabalho inclui-se neste grupo (cor azul forte). Este “cluster” abrange as

populacdes nativas americanas ou amerindios (cor verde), uma vez que ndo foi
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analisado o SNP (DYS199T) que permitiria distingui-las das restantes (Carvajal-
Carmona e col., 2000; M de Pancorbo e col., 2003). Este agrupamento pode, no entanto,
indicar a influéncia da colonizacio europeia na América desde ha 500 anos, apesar de se

atribuir uma origem asiatica as populagBes nativas americanas (Karafet e col, 1999).
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5. DISCUSSAO
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5. Discussdo

Os polimorfismos do Cromossoma Y tém sido gradualmente introduzidos nas pericias
forenses. O cromossoma Y apresenta baixos niveis de polimorfismo, quando comparado
com OS cromossomas autossémicos; no entanto, tem utilidade em alguns casos
criminais, em particular as agressdes sexuais, pericias de filiagdo mais complexas e

identifica¢do genética.

5.1. Amostragem

As amostras seleccionadas obtiveram-se a partir de individuos do sexo masculino, nas
quais se analisaram Y-STRs e polimorfismos bialélicos, em ordem a determinar
haplotipos e haplogrupos representativos de linhagens masculinas. O numero de
individuos estudado foi relativamente baixo, embora permita ter uma ideia muito
aproximada do que serd a realidade da distribuigdo das frequéncias haplotipicas na
nossa populagio. No que se refere aos marcadores bialelicos, poderiamos detectar um
nimero mais elevado de haplogrupos se aumentassemos a amostragem. Por este facto,
tencionamos prosseguir o estudo populacional utilizando uma metodologia de tipagem
mais eficaz, possivelmente a “PCR em tempo real”.

Por outro lado, seria interessante calcular taxas de mutagdo, através do estudo de um

numero mais elevado de pares pai-filho.

5.2. Caracterizacdo dos sistemas estudados no cromossoma Y

Relativamente ao estudo dos Y-STR, o recurso & PCR seguida de andlise dos
fragmentos no sequenciador automatico que utilizam a CE, provou ser uma metodologia
eficaz e relativamente simples.

O caminho a seguir de futuro serd o de tentar aumentar o nimero de marcadores
analisados em simultineo e, se possivel, acrescentar-lhe mais alguns sistemas
informativos, como alias foi sugerido muito recentemente por Butler (2002). A principal
raz3o para esta necessidade ser4 a de numa Unica anélise obter a maior informagdo

possivel, uma vez que muitas vezes temos amostras em quantidades exiguas.
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Quanto aos marcadores bialélicos, como ja foi referido no capitulo da Introdugdo, a
técnica que foi utilizada neste estudo, embora seja simples e 1util para analisar um
pequeno numero de marcadores numa amostragem relativamente pequena, como foi o
caso, torna-se fastidiosa, consumindo demasiado tempo e impedindo a analise de todos
os marcadores disponiveis em todas as amostras. Um bom exemplo deste problema € o
do estudo europeu realizado por Rosser e col. (2000), em que marcadores do
cromossoma Y que se pensava estarem ausentes da Europa, a partir de estudos
anteriores, ndo foram tipados e em que muitos dos marcadores que foram analisados,
foram tipados de forma hierarquica, baseados na informagéo filogenética.

Para obviar estes e outros problemas, como por exemplo, a interpretagdo de misturas, no
campo da Genética e Biologia Forense, tera de se recorrer a métodos mais eficazes ¢ de

elevado rendimento como, por exemplo, a PCR em tempo real, como ja foi referido.

5.3.STRs

Embora tenham sido descritos diferentes tipos de polimorfismos, os STRs provaram ser,
até a0 momento, os marcadores mais indicados em Genética e Biologia Forense, devido
aos seus indices de diversidade, a sua relativamente baixa taxa de mutagdo e a

simplicidade técnica de anélise.

5.3.1. Diversidade Génica/ Haplotipica

A Diversidade Génica ¢ menor nos paises do Ocidente europeu. Este padrio €
compativel com a expansdo demografica de Leste para Oeste nestes paises. Esta
constataco também se pode dever ao facto dos paises do Leste Europeu se situarem
num local de confluéncia de migracdes entre Africa, Europa e Asia. H4 autores que
sugerem que a expansdo da agricultura terd sido um fenémeno mais cultural do que
propriamente migratorio. Torroni e col. (2001) propdem que as populagdes situadas
junto da bacia do Mediterrdneo e no Golfo da Vizcaya, se poderdo ter ai refugiado
durante a época da tltima glaciagdo, ha cerca de 15 000 anos, uma vez que sdo zonas de

clima mais temperado. Findo este periodo, verificou-se o movimento migratdrio
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contrério, ainda na época dos cagadores recolectores. Pode-se pensar, portanto, que apos
um reflgio em vérios locais da Peninsula e no Centro da Europa, tera ocorrido uma
dispersdo e mistura com aportes genéticos da expansdo da agricultura, constituindo a
chamada expansio démica pds-glaciar. No entanto, um estudo recente vem argumentar
que o fenémeno predominante sera o da expansio da agricultura, tradicionalmente
defendida por Cavalli-Sforza (Chikhi L e col., 2002). Situac&o analoga tem sido descrita
relativamente ao mtDNA (Rosser e col., 2000).

As Diversidades Génicas de cada locus, no estudo efectuado, variam entre 0,356 para o
DYS19 e 0,567 para o DYS385. Este ultimo /ocus é o que apresenta maior poder de
discriminagdo, 4 semelhanca do que acontece na grande maioria das populagdes, sendo
o locus que mais contribui para o valor de Diversidade Haplotipica (0,998). Este ¢ o
pardmetro com mais interesse sob o ponto de vista de identifica¢do genética. Este valor
significa que com o estudo destes sistemas consegue-se construir haplotipos, que
distinguem diferentes individuos de uma populagio, sendo de destacar que, a maior
parte dos haplétipos constituem linhagens unicas de cromossomas Y.

Uma vez que do ponto de vista forense, o principal objectivo consiste na
individualizacdo de pessoas ou linhagens, a estratégia analitica escolhida deve permitir
diferenciar a maioria dos haplotipos encontrados.

Neste estudo o numero mais elevado de haplotipos partithados € de trés, verificando-se
para dois deles (P053 e P055), seguido de duas vezes para mais sete haplétipos (P024,
P025, P042, P043, P070, PO86 e P096).

Como sio sistemas herdados de forma haploide, o valor da Diversidade Haplotipica
corresponde ao Poder de Discriminagdo ¢ 4 CE (“Exclusion Chance”). Os valores
encontrados permitem deduzir que estes sistemas demonstraram ser Gteis na resolugdo
de pericias do ambito médico-legal, tanto na 4rea criminal como em testes de
parentesco, quando estdo envolvidos individuos do sexo masculino, bem como na

identifica¢do genética de desconhecidos.
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5.3.2. Haplétipos encontrados

Os haplétipos encontrados sdo semelhantes a outros estudos referentes a populagdes
portuguesas, sendo alguns deles partilhados por outras populacdes europeias (Rosser e
col., 2000). Os mais frequentes na nossa populagéo, correspondem ao DYS19*14;
DYS3891*30; DYS38911*23; DYS390%14; DYS391*10; DYS392*13; DYS393*14;
DYS385*11-14 e ao DYS19*14; DYS3891*30; DYS38911*23; DYS390*14;
DYS391*10; DYS392*13; DY S393*15; DYS385*11-14. Estes compreendem os alelos
mais frequentes para cada sistema, quando tomados individualmente, com excepgdo do

alelo 15 para o DYS393 que representa o terceiro mais frequente.

Tendo em conta o modelo de mutagdo “single-step”, podemos inferir que nenhum
destes dois haplétipos seria o ancestral, por nfo ser o mais frequente na Europa,
incluindo a Peninsula Ibérica. No entanto, o primeiro dos haplétipos referidos como
mais frequentes na nossa populagdo, apenas difere do mais frequente nas populagdes
atras citadas, no DYS393 que no Norte de Portugal ¢ 14 ¢ naquelas € 13. Acresce ainda
que, a partir deste haplétipo mais frequente na nossa populagéo (P053), seguindo aquele
modelo de mutacdo amplamente aceite, podem derivar os haplotipos P096 (com uma
mutac#o no sistema DYS19), o P070 (com uma mutago no sistema DYS389II), o P043
(com uma mutagdo no sistema DYS390) e o P055 (com uma mutagdo no sistema
DYS393), sendo este ultimo um dos mais frequentes na nossa populagéo. Quanto aos
restantes hapl6tipos na nossa populagdo, o estabelecimento da relagdo entre eles torna-
se mais complexo e sai do ambito dos objectivos deste trabalho. Estas dedugdes para ser
confirmadas teriam que ser testadas através de programas estatisticos adequados, como

tem sido sugerido por varios autores (Holmlund e col., 2003).

5.3.3. Comparacdo entre vdrias populagoes

A comparagio entre populagdes torna-se mais robusta quando se utilizam as frequéncias
dos haplétipos (P-Sanchéz-Diz e col., 2003). Depois de se proceder a esta comparagao,
utilizando dados haplotipicos de varias populagdes europeias, incluindo algumas da

Peninsula Ibérica e populacdes asiaticas, verificou-se que partithamos muitos hapl6tipos
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com as restantes populagdes da Peninsula Ibérica. Esta decresce progressivamente
relativamente a outras populagdes europeias, pois partilha-se 4 haplétipos com a
Alemanha, 3 com a Hungria, 2 com a Itdlia e um com a Turquia, Albania e com um
grupo de romenos residentes na Hungria. |

O haplétipo 14-13-29-24-11-13-13-11/14 existe na nossa populagdo e em todas as
restantes populagdes da Europa comparadas neste estudo, com excepe¢do da Italia, sendo
o mais frequente nas populagdes espanholas mencionadas ¢ um dos mais frequentes na
Europa. Por sua vez, os mais frequentes na nossa populagdo, sio mais raros nas
restantes. Nenhum dos nossos haplétipos ¢ partilhado com as populagdes da India,

China, Japao e Coreia.

Como existe forte associacio alélica nestes sistemas, deve-se fazer o calculo das
frequéncias haplotipicas, tendo em conta uma estimativa de erro, por exemplo por
“bootstrapping”, um dos métodos que a incluem e que foi seguido neste estudo.

Para estimativa de frequéncias e Fst adequados, sdo necessarias bases de dados destes
sistemas, de modo a ser possivel corrigir a eventual existéncia de subestruturagao
populacional, uma vez que os haplotipos estdo confinados as linhagens paternas e, por
isso, mais sujeitos a deriva genética.

A analise entre pares de populagdes efectuada entre a nossa populagdo e as restantes,
permitiu constatar a existéncia de diferengas significativas, com Fst que apresentavam
valores de probabilidade inferior a 0,05 (p<0,05), como ¢ o caso das populagdes

asiaticas comparadas.

Quando comparamos varias populagdes da Europa e Asia, por serem as que tinham os
hapl6tipos completos descritos, verificou-se que somos mais parecidos com alguns
europeus, como os da Peninsula Ibérica e os do Centro da Europa, por exemplo, com a
Alemanha, e menos parecidos com as popula¢des mais proximas do mediterrdneo como
a Grécia, Turquia, Albania e Romenos. Como seria de esperar somos muito distintos
dos povos asiaticos aqui comparados, [ndia, China, Japdo e Coreia.

A arvore de distincias genéticas demonstra uma separagdo entre as varias populagdes,
traduzindo graficamente os valores de Fst obtidos.

Usando uma andlise MDS, o grafico separa claramente as populagdes em, pelo menos,

trés grupos principais: europeus, nos quais se inclui a nossa populagdo e dentro destes
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ainda se pode individualizar as populagdes do centro da Europa, asiaticos, as populagdes
da India e o grupo dos romenos (Figura 7).

A comparagdo das distintas populagdes estudadas no que se refere aos Y-STRs, até ao
momento, demonstra que alguns haplétipos sdo mais frequentes na Europa, como ¢ o
caso do haplotipo 14-13-29-24-11-13-13-11/14, ja referido, e alguns que apenas se
observam nos paises asiaticos, por exemplo, aqueles que envolvem alelos de tamanhos
mais elevados no DYS385. Portanto, estes haplotipos sdo de muita utilidade em
Genética e Biologia Forense, uma vez que podem permitir calcular um Poder de
Discriminagio “populacional”, isto €, permitem deduzir se um individuo pertence a um

determinado grupo populacional relativamente a qualquer outro tomado ao acaso.

5.4. Polimorfismos bialélicos

A capacidade de identificar cromossomas genealogicamente relacionados, é uma
caracteristica chave dos marcadores que evoluem lentamente, como é o caso dos
marcadores bialélicos. O seu estudo fornece informago muito util na investigagdo de
eventos demogréficos, porque permite comparar grupos de cromossomas que se sabe
serem relacionados, evitando problemas devidos a mutagdes, mais frequentes nos STRs.
O aumento do poder de discriminagio ¢ o efeito de maior impacto em Genetica e
Biologia Forense, mas a subestruturagdo geografica que se tem constatado em estudos
populacionais que usam marcadores bialélicos, ¢ um assunto que requer uma maior

reflexdo quando se torna necessario o seu uso na conclusio das pericias.

5.4.1. Diversidade Génica e frequéncias dos Haplogrupos

Os marcadores bialélicos aqui estudados (SNPs e YAP), demonstraram ser insuficientes
para discriminar individuos, uma vez que proporciona um baixo Poder de
Discriminacgo, apenas 0,6891+0,0236, valor esperado, pois tem sido observado noutros
estudos. No entanto, a analise destes sistemas na nossa populagdo, permitiu determinar
as distincias genéticas relativamente a outras populagdes previamente estudadas, para a

maioria dos sistemas utilizados neste trabalho, com excepcdo do Tat, que ndo

104




Discussdo

apresentava polimorfismo em populagdes desta regido e, por esse motivo, ndo foi

incluido neste trabalho.

Dos nove haplogrupos possiveis, quando se analisaram os SNPs e a inser¢do YAP,
apenas se obtiveram cinco.

Tal como na Europa e nas populagdes amerindias (Rosser e col., 2000), o haplogrupo 1
(J/T-S) ou P* (YCC), é o mais frequente na nossa populagéo, como seria de esperar
numa populagio caucasiana.

A mutagio M9 ¢ caracteristica de uma linhagem que nfo possui a inser¢ao YAP,
permitindo distinguir os haplogrupos 26 e 12 do HGI (J/T-S) e que corresponde ao K*
(YCC), haplogrupos estes que correspondem a duas linhagens ja antigas que se
encontram em todas as populaches, excepto em Africa. Este facto sugere que esta
linhagem tenha surgido fora de Africa e a sua expansdo consequéncia da deriva
genética, de um efeito inicial de gargalo e posterior dispersdo do Homem moderno.
Alternativamente, poderé ter havido um ancestral africano que se perdeu por deriva ¢/ou
seleccao.

Outro cenario inclui o fluxo de homens arcaicos e uma origem multiregional (Hammer ¢
Zegura, 1996). Esta teoria tem sido continuamente descartada, uma vez que todos os
dados genéticos obtidos, at¢ a0 momento, apontam para uma substitui¢do demografica
de formas humanas arcaicas, havendo uma descontinuidade genética entre elas e o
homem moderno (Hurles e col., 1999; Caramelli D e col., 2003). Este Haplogrupo K*

est4 presente na nossa populago, a semethanga de outras néo africanas.

O haplogrupo 2 (J/T-S) ou BR* (YCC), ¢ o segundo mais frequente na nossa populagao,
sendo também frequente nas populagdes europeias (Rosser e col., 2000) e africanas

(Karafet e col., 1999).

A origem geografica da inser¢do YAP ndo ¢ certa, embora ela ocorra com elevada
frequéncia em Africa. Alguns autores sugerem que ela possa ter tido origem na Eurasia
e, por isso, ndo seria de estranhar encontra-la com uma frequéncia relativamente elevada
na populagio do Norte de Portugal. A sua auséncia ou a sua reduzida frequéncia pode
ser o resultado de um efeito de gargalo, pelo que o nimero de linhagens com esta

inserc¢do tera diminuido.
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A baixa frequéncia do haplogrupo 21 (J/T-S) ou E* (YCC) na nossa populagéo, pode ter
resultado do efeito atras referido. Estes valores de frequéncia também tém sido obtidos

noutras populagdes portuguesas (Rosser e col., 2000).

A “network” obtida mostra que os haplogrupos 2 e 1 (J/T-S) ou BR* e P* (YCC), séo
os mais frequentes, indicando semelhanga com as populagdes europeias. O haplogrupo
21 (J/T-S) ou E* (YCC), também com alguma representatividade, reflecte a influéncia
de populacdes africanas. Situagdo idéntica foi encontrada por outros autores em
populagdes portuguesas (Rosser e col., 2000).

Os haplogrupos que apresentam uma distribuigdo geografica mais restrita, sdo definidos
por acontecimentos mutacionais mais recentes, como o hapogrupo 16 (J/T-S) ou N3
(YCC), ndo analisado na nossa populagdo, que podera ser de origem asiatica (Karafet e
col., 1999). O haplogrupo 22 (J/T-S) ou R1b8 (YCC), que terd uma origem Iberica e
que esta presente na nossa populagdo, o que podera confirmar esta teoria (Hurles e col.,
1999; Brién e col., 2000).

Esta teoria tem sido posta em causa, na medida em que, sendo o HG22 (J/T-S) ou R1b8
(YCC) proveniente de linhagens do HG1 ou P* (YCC), por mutag@o no sistema SRY-
2627, seria de esperar que este Ultimo haplogrupo, também se encontrasse em
populacdes africanas, o que nfio acontece. Por isso, podera suceder que o HG22 (J/T-S),
tenha origem a partir do HG26 (J/T-S) ou K* (YCC) e ndo do HG1 (J/T-S) ou p*
(YCC) (Carril JC, 2000). No entanto, para que o haplogrupo R1b8 se originasse a partir
do K* deveriam ocorrer dois sucessos mutacionais no DYS257 e no SRY-2627,
enquanto a partir de P* s6 € necessario que ocorra um, o que torna mais provavel que

R1b8 derive de P* do que de K*.

Haplogrupos mais representados em termos geograficos caracterizam-se por mutagoes
bastante antigas, como é o caso do HG2 (J/T-S) ou BR* (YCC), ja referidos.

Outros haplogrupos ausentes na populagdo estudada, correspondem aos HG4, 3 e 8
(J/T-S) ou DE*, Rla e E3a (YCC), que sdo caracteristicos de determinadas regides
especificas, o primeiro restringe-se a paises asiaticos (Karafet e col., 1999), o segundo
apresenta frequéncias elevadas em paises do centro e Este europeu e o dltimo aparece
apenas em populacdes do Norte de Africa, com frequéncias reduzidas (~5%) (Rosser e

col., 2000).
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5.4.2. Diferenciagdo populacional ¢ agrupamento das populagoes

Efectuou-se a analise dos estatisticos Fst, a partir das caracteristicas atras referidas da
nossa populagio, no que diz respeito a semelhangas e diferengas com outras.

O dendrograma construido com os haplogrupos de 60 populagdes, representativos de
todos os grupos raciais, agrupa a nossa popula¢do com as populagdes ibéricas e ainda
com populagdes europeias, confirmando uma origem comum das linhagens paternas de
todas as populagdes do ocidente europeu, para a qual também contribuiu o intercambio
de individuos entre elas. Outra possibilidade ¢ a de que pertencam & mesma onda

migratéria original.

Dentro deste grupo também encontramos as populagdes amerindias, tendo sido
demonstrado, através dos estatisticos Fst, ndo existir diferencas significativas entre estas
populagdes, o que traduz uma relagdo genetica entre elas (incluindo a nossa populago).
Esta semelhanga pode ser devida ao facto de ndo se ter incluido alguns marcadores
(SNPs) que permitiriam distinguir estas populagdes das europeias, como foi referido por
Karafet e cols. (1999). Um exemplo dos referidos SNPs, € o DYS199-T que divide o
haplogrupo 1 (J/T-S) em dois haplogrupos distintos: o haplogrupo 1C ¢ o 1G. O
primeiro corresponderia ao mesmo haplogrupo, ou seja o HGI; o segundo
corresponderia a uma linhagem que diferenciaria as populagdes amerindias das
europeias. Ambos os haplogrupos estdao presentes nas populagdes amerindias com
frequéncia elevada. Karafet e cols. (1999) sugerem que este haplogrupo 1G pudesse ter
tido origem no novo mundo, a Este do Estreito de Bering. Este haplogrupo estaria
presente em individuos (fundadores) da regido do Noroeste da Sibéria, correspondendo
ou apoiando o fluxo genético ocidental do Alasca para a Sibéria, através do Estreito de
Bering (Karafet e cols., 1997. Lel e cols. (1997) confirmam a presenca do polimorfismo
DYS199-T em populagdes Esquimds da Sibéria e de Chukchi, propondo a hipdtese que
se teria originado em Bering. A estimativa da idade média mutacional, levada a cabo
por Kalafel e cols. (1997) favorece, no entanto, a hipétese de uma origem do

haplogrupo 1G no Novo Mundo ( ha 7600 anos).

Para além do “cluster” ja descrito, observam-se mais dois que agrupam populagdes

caucasianas. Um deles reune todas as popula¢des do nordeste da Europa, que, na sua
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maioria, falam linguas eslavas. O outro “cluster” agrupa populagdes do Sudeste da
Europa, oriente proximo e Caucaso (Rosser e cols., 2000).

Estes dois “clusters” distinguem-se perfeitamente do anterior, apesar de serem todos
eles populagdes caucasianas, o que pode ser devido ou ao facto das linhagens paternas
terem tido origem em populacdes fundadoras completamente distintas para cada um dos

“clusters”, ou a uma grande divergéncia ap6s a fundagdo das referidas linhagens.

Existe ainda um outro “cluster” que agrupa as populagdes asiaticas e da Oceénia, que
partilham as mesmas linhagens paternas, de acordo com os Joci analisados. A populacdo
da Oceénia surgiu por expansdo das populagdes asidticas, pelo que este agrupamento
corresponde esperado. Todavia, se se estudar outros polimorfismos havera possibilidade

de as distinguir, a semelhanga do que foi descrito relativamente aos amerindios.

O “cluster” africano apresenta uma subdivisdo entre as populagdes do centro € Sul do
continente e as populagdes do Norte. Estas ultimas tém como haplogrupo maioritario o
haplogrupo 21 (J/T-S) ou E* (YCC), sendo este haplogrupo, a razdo principal da sua
diferenciacio com as restantes populagdes africanas. Esta diferenga pode ser
hipoteticamente explicada pela expansdo da agricultura do Neolitico, a partir do Oriente
proximo pelo Norte de Africa, e que agrupou as populagdes que teriam uma origem
comum, a partir de uma populagio fundadora que se deslocou desde o Caucaso ao Norte
de Africa, durante a referida expansdio. Portanto, esta populagdo fundadora seria

composta por individuos com caracteristicas que os situam dentro do haplogrupo 21

(J/T-S) ou E* (YCC).
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5.4.3. Historia evolutiva baseada nos polimorfismos do cromossoma Y

O resultado da analise dos dados obtidos, a partir da regido ndo recombinante do
cromossoma Y, permitem confirmar inexisténcia de subestruturagao genética das nossas
linhagens paternas, particularmente no que concerne aos Y-STRs, ndo existindo
diferencas significativas com populagdes proximas, especialmente com populagdes
espanholas e algumas populagdes europeias.

Pode-se confirmar a antiguidade de determinada populagdo, pela auséncia de
determinados polimorfismos, correspondentes a mutagdes mais recentes, como ¢ o caso
das populagdes africanas.

A recompilagdo de dados realizada, conjuntamente com o estudo das linhagens paternas
da nossa populacio, parecem apoiar a teoria de que o homem moderno tera sido
originario de Africa. S6 nestas populagdes, se observa o haplogrupo 7 (J/T-S) ou Y*
(YCC), do qual surgem todos os restantes haplogrupos por acumulagdo de mutacdes. A
hipétese da populago ancestral ser de origem africana ¢ apoiada por determinagdo de
um ancestral comum, relativamente recente, com cerca de 150 000 anos (ou outros
valores dependendo dos estudos realizados com mtDNA, marcadores autossémicos ou
do Y). A determinagdo, sob o ponto de vista arqueoldgico, de algumas datas de
ocupagio dos continentes por parte dos colonizadores, pode-se comparar com as obtidos
a partir das distancias genéticas entre as populagdes analisadas. Quanto mais antiga ¢€ a
data de ocupacio, mais tempo houve para que as diferengas geneticas entre a populag@o
dos colonizadores e as populacdes originais se manifestem, por acumulagdo de
sucessivas mutagdes (Cavalli-Sforza).

Quando o homem moderno saju de Africa, provavelmente tera entrado pela Asia,
ocupando o proximo Orente. A diversidade encontrada nas populagdes asiaticas,
relativamente as linhagens paternas, revela a existéncia de mutagdes ausentes nas
populacdes europeias.

As linhagens encontradas em populagdes da Ocednia e do continente americano,
apresentam semelhangas com as populages asiaticas. Dai que se encontrem distancias
genéticas curtas entre estas populagdes, quando se analisam 0s dados relativos aos
polimorfismos do Cromossoma Y. As populagdes amerindias néo se podem comparar
neste estudo, porque o polimorfismo que as distingue da estudada, néo ter sido

analisado para a nossa populagdo, como foi atras referido; no entanto, o estudo de
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Karafet e cols. (1999) parece indicar que a origem dos nativos americanos pode
relacionar-se com populagdes asiaticas, uma vez que as suas linhagens sfo semelhantes

a estas.

Todos estes dados parecem confirmar as teorias que indicam ter havido uma primeira
vaga que saiu de Africa e colonizou o Sul da Asia, chegando a Oceania, ha 60 000-70
000 anos tendo-se, posteriormente, deslocado para as ilhas da Polinésia ha 60 000 anos.
Por ultimo, chegaram & Australia ha 35 000 anos. Uma parte desta 17 vaga estendeu-se
pelo centro da Asia, chegando ao nordeste da Europa. Outra vaga de migracdo que
colonizou as ilhas da Polinésia, percorreu a costa asiatica que, por sua vez, se dividiu na
Sibéria: uma parte passou o Estreito de Bering, formando a primeira popula¢do que
chegou ao continente americano, ha cerca de 10 000-40 000; outra parte, estendeu-se
pelo Norte da Europa.

Uma segunda vaga de migragio, partiu de Africa pelo oriente préximo, até chegar ao
Sul da Europa, colonizando a Europa ha 40 000 anos. Os dados que se obtém a partir do
cromossoma Y apoiam estas diferentes vagas de migragdo, uma vez que se tem
verificado a existéncia de diferencas nitidas entre as populagdes do Norte e do Sul da
Europa e proximo Oriente.

Os individuos da primeira vaga que saiu de Africa, eram cacadores recolectores, sendo
o seu numero limitado, mas devido ao facto de serem popula¢des némadas, a migracdo
foi favorecida. Estas populagdes sofreram uma redugdo drastica no seu numero, durante
a ultima época glaciar, o que apoiou o efeito de gargalo e a diferenciacio de acordo com
os locais de refligio. Posteriormente, estas populacdes foram substituidas ou
misturaram-se com individuos de migragdes posteriores, durante a expansdo do
Neolitico. Esta Gltima expansio est4 relacionada com o desenvolvimento da agricultura,
a qual ocorreu no Oriente proximo, China, México e Norte dos Andes. A expansdo a
partir do Oriente préximo ficou favorecida, uma vez que a cultura de trigo e cevada,
bem como a criacio de animais domésticos, se podia praticar numa extensa area que
rodeava o proximo Oriente, grande parte da Europa, do Norte de Africa ndo desértico e
o Oeste da Asia. A expansdo foi muito lenta e irregular, tendo comegado no Oriente
préximo e Anatélia, ha 9 500 anos, tendo tardado mais 3 500 anos para chegar a
Inglaterra (Thorpe, 1996). A descoberta da agricultura fez com que as populagdes
crescessem, 0 que levou a sua expansdo. A apoiar esta hipotese estd a presenca do

haplogrupo 1 (J/T-S) ou P* (YCC) na populagdio europeia e auséncia nas restantes
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populagdes, 0 que sugere ter existido um refgio europeu, tendo, posteriormente, aquele
haplogrupo sido expandido as restantes populagdes da Europa. A sua presenga em
populagdes do Norte de Africa sugere, também, uma origem europeia recente nestas
populagdes, em vez da possivel origem no proximo oriente que seria previsivel da

expansdo da agricultura do Neolitico.

As comparacdes de dados populacionais levadas a cabo neste trabalho, permitiram
deduzir haver uma grande especificidade regional, no que diz respeito a distribuicdo dos
haplogrupos (marcadores bialélicos), sendo a maioria das populagdes comparadas
distintas entre si. Esta observacgo ja tinha sido constatada por outros autores (Rosser e
col., 2000), em trabalhos que envolviam amostras de diversas regides do planeta. Este
fenémeno verifica-se mesmo em populagdes muito proximas, como por exemplo, entre
populagdes do Norte e do Sul da Europa e entre o Este ¢ 0 Ocidente. Por isso, a partir
dos dados dos haplogrupos podemos inferir, com relativa seguranga, 0 grupo étnico a
que um individuo, envolvido num caso criminal, pertence. Por conseguinte, aquando da
valorizacio da prova no dmbito da criminalistica biologica, quando hé concordancia de
haplogrupos (cena de crime ¢ suspeito), tem de se ter em conta a frequéncia deste na
base de dados da populagio de origem do suspeito. Como foi atras referido, pode
ocorrer que, apesar da frequéncia desse haplogrupo ser baixa ou, inclusivamente o
mesmo estar ausente na populagio, (onde foi cometido o crime), ndo se possa descartar

a possibilidade do criminoso pertencer a essa populagéo.

A analise dos dois tipos de polimorfismos realizada neste trabalho, foi efectuada em
tempos diferentes e com amostragens distintas, por esse motivo ndo foi possivel obter
resultados conjuntos. No entanto, o estudo de marcadores bialelicos, aliado a
informagcdo obtida a partir de STRs aumenta o poder discriminativo, uma vez que, no
seu conjunto, a informagdo acerca das linhagens do cromossoma Y ¢ mais completa
(Roewer L, 2003). Por este motivo, uma vez conhecida a estrutura da populagdo,
mediante os resultados obtidos no presente estudo, seria de grande interesse aprofundar
este aspecto, investigando as combinagdes dos haplotipos com os haplogrupos das

linhagens paternas existentes na populagdo do Norte de Portugal.
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6. Conclusoes

1°- Foram analisados dois tipos de polimorfismo da regido ndo recombinante (NRY) do
cromossoma Y, STRs e marcadores bialélicos, tendo os primeiros demonstrado ser os
mais uteis em Genética e Biologia Forense, devido aos seus elevados indices de
Diversidade e Poder de Discriminacio, & sua relativamente baixa taxa de mutag@o e a
simplicidade técnica de caracterizagdo dos respectivos alelos. Estes dois grupos de
marcadores, como s3o herdados de forma hapléide, sio especialmente indicados na
resolucdo de pericias do ambito criminal, na investigagio de paternidade e identificagdo

genética individual, quando estdo envolvidos individuos do sexo masculino.

2°- Em relacdio ao material analisado e as metodologias empregues, destaca-se que as
amostras usadas ndo foram as mesmas para os dois polimorfismos estudados, por terem
sido efectuados em tempos diferentes, o que impediu a obtenc¢do de informagao mais
completa das linhagens do cromossoma Y. Por outro lado, em relagdo aos Y-STRs, o
reduzido numero de pares pai-filho analisados (26), obstou ao aparecimento de qualquer
incompatibilidade, pois s6 aumentando este numero as detectariamos e poderiamos
determinar, com maior rigor, as respectivas taxas de mutagio. Em relagdo aos
marcadores bialélicos, o aumento do niimero de amostras, proporcionaria a identificagdo
de um numero mais elevado de haplogrupos, dentro dos previsiveis, para a nossa
populag@o.

O recurso 3 PCR de varios loci em simultaneo, relativamente aos Y-STR, seguida da
analise dos fragmentos por electroforese capilar, em sequenciador automatico, provou
ser uma metodologia eficaz e relativamente simples de executar.

Quanto aos marcadores bialélicos, a técnica que foi utilizada, demonstrou ser simples €
util para analisar um pequeno numero de marcadores numa amostragem relativamente

reduzida, como foi o caso deste estudo.

3" - As comparagdes populacionais realizadas, permitiram inferir que partithamos varios
haplétipos (Y-STRs) com as restantes populagdes da Peninsula Ibérica e que, por sua
vez, a referida partilha decresce progressivamente em relagdo a outras populagoes
europeias, quando comparamos as frequéncias haplotipicas do Norte de Portugal com as

populacdes da Europa, incluindo algumas da Peninsula Ibérica. Quando a aludida
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comparagio ¢é feita com paises asidticos, constatamos ndo haver haplotipos comuns
entre a nossa populagiio e as populages da India, China, Japdo e Coreia, como era de

prever.

4*- O Poder de Discriminacdo obtido para os marcadores bialélicos estudados,
demonstrou que estes sdo insuficientes para discriminar individuos; no entanto,
permitiu-nos confirmar a especificidade geografica da distribuigdo dos haplogrupos.
Existem haplogrupos bem representados na nossa populagdo, como sejam, os HG2 e
HGI1 (J/T-S) ou BR* e P* (YCC), que sdo os mais frequentes, tendo-se constatado o
mesmo na maioria das populagdes europeias, sendo o primeiro considerado o mais
antigo da Europa.

Por outro lado, o haplogrupo 22 (J/T-S) ou R1b8 (YCC), que tem sido descrito em
poucas populagdes da Europa, como Franga e Peninsula Ibérica, esta presente na nossa
populagdo, apresentando uma distribuigdo geografica restrita. Este facto, parece apoiar a

teoria de que este haplogrupo tenha tido uma origem Ibérica.

52 A analise dos estatisticos Fst e respectiva construgdo de dendrogramas, arvores
filogenéticas e representagdes MDS, relativamente aos haplogrupos aqui encontrados
(marcadores bialélicos), permite-nos agrupar a nossa populagdo com as restantes
populagdes Ibéricas e algumas populagdes europeias, confirmando a existéncia de uma
origem comum das linhagens das popula¢des do Ocidente da Europa. Por outro lado,
existe uma clara distingdo destas com as populagdes asiaticas e africanas comparadas,
podendo-se inferir a existéncia de uma grande especificidade regional. Este fendmeno
verifica-se mesmo entre populagdes relativamente proximas como, por exemplo, entre o

Norte e Sul da Europa e entre o Este e o Ocidente do mesmo continente.

6°- Dada a importincia destes marcadores na area da Medicina Legal, como
perspectivas futuras, seria de grande interesse, quanto aos Y-STRs, investir na analise
de um maior nimero de marcadores em simultineo e, se possivel, acrescentar novos
sistemas, de modo que numa tnica analise se obtivesse a maior informagio possivel,
obviando-se tempo despendido na analise e quantidade de amostra consumida.

No que concerne aos marcadores bialélicos, aumentar a amostragem e usar outras
metodologias mais eficazes, porquanto a utilizada demonstrou ser fastidiosa,

dispendendo-se demasiado tempo o que impediu a analise de todos os marcadores
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disponiveis em todas as amostras. Para obviar este e outros problemas, como por
exemplo, a interpretacio de misturas (incluir?), ter-se-a de recorrer a métodos de
elevado rendimento, como a PCR em tempo real.

Em face do exposto, tendo em conta a tarefa que nos propomos encetar, com o estudo
dos marcadores bialélicos aliado ao dos Y-STRs, estamos cientes de que se conseguira
um assinalavel aumento da capacidade informativa das linhagens do cromossoma Y e,
consequentemente, uma melhor capacidade de alcangar, na maioria dos casos, uma
identificaciio genética positiva em pericias solicitadas ao Servigo de Genética e Biologia

Forense.
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