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RESUMO

Os avangos imparaveis da ciéncia tém proporcionado a genética forense o recurso a
indmeras ferramentas muito diversificadas para que continue a dar resposta aos desafios
cada vez mais exigentes que lhe sio colocados. Neste contexto, a comunidade forense tem
desenvolvido um interesse crescente nos sigle nucleotide polymorphisms (SNP) localizados na
por¢ao nao recombinante do cromossoma Y. As suas caracteristicas unicas, como a
simplicidade (i), a abundancia (i), o padrdo de heran¢a unicamente paterna (iii), a
(praticamente) inexisténcia de recombinacao (iv), baixa taxa de mutagao (v), a viabilidade de
analise em sistemas multiplex e através de tecnologias com elevada rapidez de resposta no

processamento dos dados (vi), conferem-lhe aplicagGes impares.



SAO-BENTO, M. (2009) RESUMO

Uma vez que a diversidade do cromossoma Y se acumula nas linhagens masculinas,
verificando-se uma especificidade populacional, os single nucleotide  polymorphisms do
cromossoma Y (Y-SNPs) permitem inferir sobre a origem de um individuo que possa, por
exemplo, ter deixado uma amostra biolégica numa cena crime. No entanto, no campo
forense, mais do que um marcador de linhagem e informativo de ancestralidade, o seu
estudo pode revelar-se indispensavel quando as restantes metodologias ja aplicadas na
rotina parecem falhar ou revelar-se insuficientes e inconclusivas, designadamente em face
da analise de amostras bastantes degradadas (i), no ambito de investigagoes de parentesco
complexas (ii) e na identificacao de individuos em contextos de acidentes em massa (iii),
podendo ter aplicagdo como método de exclusao simples e poderoso.

Com a publicagao da primeira arvore filogenética de haplogrupos binarios do
cromossoma Y, em 2002, foi possivel a padronizacao da classificacao de haplogrupo e da
nomenclatura aplicada, o que permitiu que a troca internacional de conhecimentos e
compreensio dos estudos publicados se tornasse uma realidade. Este foi um passo
importante para que, em conjunto com o conhecimento das situagdes excepcionais de
analise deste marcador — minimizando problemas de interpretacio — e aumento das
bases de dados populacionais, os Y-SNPs possam ocupar a posicdo de marcadores de
exceléncia nos laboratérios forenses, actualmente detida pelos short tandem repeats do
cromossoma Y (Y-STRs).

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de obter informacdes relativamente 2a
possivel origem biogeografica da populagdo de Ribeirdo Preto (no Estado de Sio Paulo,
Brasil) e consequentes relagoes filogenéticas. Historicamente, a origem do povoamento do
Brasil situa-se precisamente no estado de Sio Paulo, em 1532, com a chegada dos
portugueses. A variedade étnica que caracteriza a sua populag¢ao tem um contexto historico
relacionado com a vinda de grupos africanos e posteriores vagas migratorias de espanhdis,
italianos, alemaes e japoneses.

De acordo com os dados histéricos da populagio, grau de polimorfismo dos
marcadores e de acordo com a estratégia hierarquica da arvore de haplogrupos, 14 SNPs do
cromossoma Y foram seleccionados e estudados, de modo a caracterizar a composi¢ao dos
haplogrupos binarios do cromossoma Y presentes na populagio. O DNA (acido
desoxirribonucleico) de 81 individuos, obtido a partir de amostras de sangue de homens
nao relacionados da populagdo de Ribeirdo Preto, no Estado de Sio Paulo (Brasil), foi
extraido através do método de Chelex™ 100. Para a caracterizagio dos haplogrupos do

cromossoma Y desta populagao, 14 Y-SNPs foram seleccionados e estudados num sistema
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hierarquico de 2 multiplexes, de acordo com a estratégia de genotipagem sugerida por BRION
et al. (2004), e posteriormente estudados numa reac¢ao de amplificagao, seguida da reacgao
de purificacio através de ExoSap-IT® (Usb®). A reaccio de minisequenciacio utilizando o
SNaPshot™ multiplexc kit (Applied Biosytems) foi seguida de uma purificacio SAP (Rocke). Os
produtos da reacgio foram detectados por electroforese capilar, utilizando os ABI PRISM®
310 e 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems), analisando-se posteriormente os resultados
através dos programas informaticos da ABI PRISM® (Applied Biosytems) GeneScan® v3.1 e
GeneMapper® ID, 13.2, respectivamente. Um padrio interno, GeneScan™120 1IZ Size
Standard, foi previamente adicionado e o tamanho dos fragmentos das amostras obtido por
comparagao, resultando a genotipagem da populagao em estudo. Os haplogrupos presentes
foram identificados e as frequéncias determinadas por contagem. A nomenclatura dos
haplogrupos atribuida esta de acordo com os estudos do YCC (2002), JOBLING e TYLER-
SMITH (2003) e KARAFET e¢f al. (2008).

Os resultados obtidos apresentam-se em concordancia com os dados histéricos e
estudos anteriores com outros marcadores — que indicam a inser¢ao desta popula¢ao no
grupo das populagoes europeias —, uma vez que entre os mais de 11 haplogrupos
identificados, 73% correspondem a haplogrupos caracteristicos dos europeus como R1b1,
J2 e I(xI2a2). Embora com numa propor¢do menor, também foram detectadas as
contribuicGes africanas, asiaticas e de amerindios, nio tendo sido detectado nenhum
haplogrupo em contradi¢io com os resultados previamente esperados.

Deste modo, os dados obtidos podem tornar-se numa ferramenta util em estudos
de evolugdo e investigagoes forenses, como também no estudo da origem étnica de um
individuo, através da analise de apenas alguns /e de Y-SNPs especificos para esta

populagao.

PALAVRAS-CHAVE:

Cromossoma Y, SNP, SNaPshot™, estudo populacional, Estado de Sao Paulo
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ABSTRACT

Non-stopping progresses in Science have been offering Forensic Genetics access to
numerous very different tools, allowing it to continue responding to challenges that are
more and more demanding. In this context, forensic community has developed a growing
interest in single nucleotide polymorphisms (SNP), located on non-recombining portions
of the Y chromosome. Unique characteristics, such as simplicity (i), abundance (ii),
exclusive paternal heritage pattern (iii), (near) inexistence of recombination (iv), low
mutation rate (v), viability for analysis in multiplex systems and using technologies of quick

data processing (vi), allow for unequalled applications.
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Since Y-chromosome’s diversity accumulates in male lineages, presenting a
population specificity, single nucleotide polymorphisms of the Y chromosome (Y-SNPs)
allow to infer about the origin of n individual that might, for example, have left a biological
sample in a crime scene. Nevertheless, in the forensic field, they are more than lineage and
ancestry informative markers. Their study may become essential, when other routine
methodologies applied seem to fail or prove insufficient or inconclusive, namely when
facing the analysis of very degraded samples (i), in complex parental relationship
investigations (ii) and in mass disaster individual identification (iii), since it may be applied
as a simple and powerful exclusion method.

With the publication of the first phylogenetic tree of binary Y-chromosomal
haplogroups, in 2002, the standardization of haplogroup classification and of the applied
nomenclature became possible, allowing for the international exchange of knowledge, as
well as the understanding of published studies. Together with the knowledge of this
marker’s exceptional analysis situations — minimizing interpretation problems — and the
growth of population data bases, this was a major step towards Y-SNPs becoming
reference markers in forensic laboratories, a position that is presently held by short tandem
repeats of the Y chromosome (Y-STRs).

This study’s objective was to obtain information regarding the possible
biogeographic origin of Ribeirdao Preto’s population (in Sdo Paulo State, Brasil) and
consequent phylogenetic relationships. Historically, the origin of Brasil’s settlement is
precisely the Sdo Paulo State, in 1532, with the arrival of the Portuguese. The ethnic variety
that characterises its population presents an historic context related with the arrival of
African groups and later migratory waves of Spanish, Italian, German and Japanese.

Based on the historical data of the population, the markers’ polymorphism level and
hierarchy strategy of the haplogroups tree, 14 Y-chromosome SNPs were selected, in order
to characterize the composition of the binary Y-chromosome haplogroups present in the
population. DNA of 81 bloodstains from non-related men of Ribeirdo Preto population, in
Sdo Paulo State (Brazil), was extracted, using the Chelex® 100 method. To characterize
the Y-chromosome haplogroups of this population, 14 Y-SNPs were selected and studied
in a hierarchical system of 2 multiplexes, according to the genotyping strategy suggested by
Brion et al. (2004), and later studied in an amplification reaction, followed by the
purification reaction with ExoSap-IT® (Usb). The minisequencing reaction performed
with the SNaPshotTM multiplex kit (Applied Biosytems) was followed by a SAP (Roche)

purification. The reaction products were detected by capillary electrophoresis, using ABI
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PRISM® 310 and 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems) and the results were later
analysed, using software ABI PRISM® (Applied Biosytems) GeneScan® v3.1 and
GeneMapper® 1D, v3.2, respectively. An internal pattern, GeneScan'TM120 LIZ Size
Standard, was previously added and the size of sample fragments was obtained by
comparison, resulting in the genotyping of the population being studied. The haplogroups
that were present were identified and frequencies were determined by counting.
Haplogroup nomenclature is in agreement with the YCC (2002), Jobling and Tyler-Smith
(2003) and Karafet et al. (2008) studies.

The results obtained are in accordance with the historical data and previous studies
carried out using other markers — which indicate the insertion of this population in the
European population group —, once, in more than 11 haplogroups identified, 73%
correspond to haplogroups that are characteristic to European, such as R1bl, ]2 and
I(xI2a2). Although showing a minimal participation, African, Asian and Amerindian
contributions were detected, but no haplogroup was detected, contradicting previously
expected results.

The results obtained may become a useful tool in evolutionary studies and forensic
investigations, as well as in the study of the ethnic origin of an individual as well, through

the analysis of only a few loci of Y-SNPs that are specific to this population.

KEY-WORDS:

Y-Chromosome, SNP, SNaPshotTM, populational study, Sio Paulo State
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Fonte: http://www.uwlax.cdu/ls/news/archivednews/ 2007spring/ images /dna.jpg:€

1. INTRODUCAO

Definida como a ciéncia que aplica os conhecimentos médicos e bioldgicos ao
servico da Administragao da Justica — quer seja do ambito penal, civil, do trabalho, ou da
familia e menores — a Medicina Legal confronta-se, actualmente, com exigéncias e desafios
cada vez mais complexos relativamente a actividade probatéria cientifica. Os avangos da

Genética e da Biologia Molecular disponibilizaram um sistema de provas extremamente

seguro, objectivo e eficaz — a prova de DNA [20].
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Entre as actividades mais recorrentes desta ciéncia, destacam-se as pericias
realizadas pela Genética e Biologia Forense, nomeadamente investigagdes bioldgicas de
filiagao (1), criminalistica biolégica (ii) e identificagao individual (iii).

A ciéncia forense baseia-se no principio de sermos unicos, o que se reflecte no
genoma. Assim, a informacdo genética de cada individuo, o DNA, contém, de modo
codificado, todo o seu patriménio biolégico, herdado, e que lhe confere o caracter de
exclusividade [5]. Consequentemente, analisando a informacao presente no DNA de um
individuo, é possivel conhecer o que lhe confere unicidade e, deste modo, identifica-lo.
Deste modo, a prova de DNA permite procurar e investigar essa exclusividade,
esclarecendo delitos, crimes e relagbes humanas.

O cromossoma Y ¢ apenas um dos 46 eclementos que, no seu conjunto,
caracterizam e particularizam os individuos do sexo masculino. Nessa medida, pode
questionar-se a relevancia pratica do estudo de um sé cromossoma que, pressupondo que a
relagdo entre homens e mulheres seja de um para um, apenas existird em metade da
populacdo. A sua importancia descobre-se, principalmente em trés razoes.

Em primeiro lugar, o cromossoma Y apresenta caracteristicas unicas, distintas de
qualquer um dos demais cromossomas, que explicaremos melhor 7nfra, e das quais
destacamos, desde ja, o seu modo de transmissao directamente do pai para todos os seus
filhos do sexo masculino, sem alteracio (excepto se ocorrerem eventos mutacionais),
permitindo identificar a sua linhagem paterna (i); assim como a sua presenga exclusiva no
genoma masculino permitindo facilmente o estudo da por¢do masculina a partir de uma
amostra bioldgica (if). A sua singularidade torna-o uma chave de acesso a conhecimentos
que, de outro modo, seriam dificilmente alcancaveis.

Por outro lado, a grande maioria dos crimes em Portugal é praticada por homens,
prevalecendo, ainda, os de origem europeia [52]. Assim, o estudo do cromossoma Y podera
guarnecer os tribunais e investigadores policiais de mais uma ferramenta ao servico da
justica.

Por fim, o fluxo e movimentagao de pessoas a nivel global reforcam a necessidade
de estudos populacionais, analise estatistica dos dados e, assim, de troca dos conhecimentos
entre laboratérios dos estudos do cromossoma Y.

Para que o estudo do cromossoma Y tenha valor em tribunal, tem de preencher-se
um conjunto de requisitos, entre os quais a validagdo, pelas entidades internacionais
responsaveis, das metodologias e analise estatistica (i), a padronizagdo dos procedimentos

(de acordo com normas internacionais) (i), a execu¢ao de um controlo rigoroso de
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qualidade (iif) e a publicagao dos resultados, para que possam ser comparados com outros
previamente conhecidos (iv).

Actualmente, a prova de DNA esta consolidada cientificamente e o seu valor nos
tribunais nao deixa lugar para duvidas [20]. No entanto, e no que concerne o cromossoma
Y, sera necessario o aumento das bases de dados populacionais (i), conhecimento das
situagdes excepcionais associadas ao seu estudo, de modo a dissipar duvidas de
interpretagao (ii), afericao de metodologias e entendimento internacional sobre as mesmas,
de modo a padronizar os procedimentos e estabelecer um controlo rigoroso de qualidade,
especificamente para aplicagao forense (iii), para que a sua analise se possa afirmar como

recurso de eleicao nas pericias laboratoriais de ambito forense.
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Fonte: http://www.terrapsych.com/dna.jpg

1.1. O GENOMA HUMANO

O Genoma Humano ¢é a composicao genética de um individuo, ou seja, consiste na
totalidade de sequéncias de DNA presentes num individuo e que o tornam tnico.

A descoberta, em 1953, da estrutura tridimensional do acido desoxirribonucleico
(DNA) revolucionou toda a ciéncia e deu inicio a era da Biologia Molecular. A molécula de
DNA consiste em duas cadeias polinucleotidicas complementares e antiparalelas dispostas
em dupla hélice. O seu estudo baseia-se no principio de estas se poderem desenrolar e
separar, por ruptura das ligacOes entre os pares de base Watson-Crick, através de um

processo reversivel — desnaturagao e renaturagio, respectivamente — [15].
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No nucleo das células dos seres humanos, longos filamentos da molécula de DNA
associam-se a proteinas basicas (histonas) — que lhes conferem protec¢ao —, e a estrutura
final resultante, que se encontra densamente enrolada e compactada, ¢ denominada de
cromossoma (Figura 1). O nimero e tamanho dos cromossomas sio constantes nas células
de um mesmo organismo — cariétipo —, mas variam entre diferentes tipos de organismos.
Cada espécie armazena o seu DNA num numero particular de cromossomas, de tamanho e

forma caracteristicas [15].

Cromossoma
CromatideoCromatideo Nucelo

Célula

Pares de base

C\_‘__obg dupla
e hélice

Ki; ""\.

Figura 1 — Representacio ilustrativa da relagdo entre a dupla hélice de DNA e os cromossomas e sua localizagdo no

interior das células eucariotas.

O genoma humano distribui-se no nucleo das células sob a forma de 46
cromossomas dispostos em 23 pares, dos quais 22 sio designados autossomas. Estes estao
numerados de 1 a 22 por ordem decrescente de tamanho (excepto o cromossoma 21 que é
mais pequeno que o cromossoma 22). O par restante é constituido pelos cromossomas
responsaveis pelo sexo. Assim, os individuos do sexo masculino tém um cromossoma X e
Y, enquanto os do sexo feminino apresentam dois cromossomas X [10]. Em geral, dentro
do nucleo estdo dois conjuntos completos do genoma humano', um de origem materna,
sendo o outro de origem paterna [15].

Cada cromossoma apresenta morfologicamente quatro regides distintas: o
centréomero (a regido do centro do cromossoma), que se liga a nova cépia quando a célula

se reproduz; o brago curto do cromossoma, localizado acima do centrémero e denominado

1 As situagdes de excepgio verificam-se nos 6vulos e espermatozdides — que s6 tém uma cépia cada um — e dos

glébulos vermelhos, por serem anucleados, ndo apresentam qualquer informagdo cromossomica.
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2, @ 2,

p”’; o brago longo abaixo do centrémero, designado “q”; os telémeros que consistem na

extremidade de cada brago (Figura 2) [13].

braco

centrémero
Cromossom —
s

]
5
\

% —

braco q

histonas

DNA

Figura 2 — Representacio morfoldgica do cromossoma e sua relagio com a Dupla Hélice de DNA.

Nos cromossomas, o material genético encontra-se disposto em regides
codificantes e nao codificantes. Estima-se que apenas aproximadamente 5% do genoma
corresponda a regides codificantes — genes (introes e exoes) — que, apesar de mais
interessantes do ponto de vista médico, apresentam pouca variabilidade entre os individuos
(com excepg¢do de certas regides, como a que constituem o sistema HLA). O restante
DNA, injustamente denominado de “junk"?, é extremamente polimérfico e varidvel entre
os individuos, pelo que constitui uma ferramenta de utilidade extraordinaria nas ciéncias
forenses [13,20]. E precisamente nesta regido nio codificante que se restringem os estudos
de DNA de ambito forense.

Um /locus consiste numa posi¢ao definida no cromossoma, indicando a localizagao
de um gene ou marcador de DNA numa regiao desse cromossoma. Cada /ocus contém uma
forma alternativa, denominada alelo. Se os alelos num determinado /Jocus de cada
cromossoma forem idénticos, sio referidos como homozigéticos; se forem diferentes sao
referidos como heterozigbticos. O gendtipo é a caracterizagao dos alelos presentes num
determinado /ocus. No perfil de DNA de um individuo descrevem-se as combinagoes de
genoétipos obtidos em multiplos /ocz. Assim, a tipagem de DNA consiste no processo de
determinagao do genoétipo de varios /oci de DNA [13].

Mais de 90% do genoma humano é composto por DNA nao-codificante. As

variagOes nestes segmentos de DNA repetitivo sdo tao grandes que se torna possivel fazer

2 H assim denominado dado ndo ser transcrito em RNA e ndo codificar nenhum gene em particular.
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a identifica¢ao de um individuo com base na variagao das suas sequéncias [20]. Esta pode
resultar do diferente comprimento dos fragmentos repetidos — polimorfismo de repeti¢ao
— ou ter lugar ao nivel da sequéncia especifica de bases — polimorfismo de sequéncia —
[20]. Para fins de identificagdo humana, ¢ importante ter marcadores de DNA que exibam
grande variabilidade, que sejam polimérficos e que, no conjunto, tenham a capacidade de

discriminar as amostras [13].
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Fonte: http://www.nist.gov/public_affairs/images /y_chromosome.jpg

1.2. O CROMOSSOMA'Y

O cromossoma Y ¢ um elemento do cariétipo humano dos individuos do sexo
masculino, estando presente em todas as células nucleadas do seu organismo.
Consequentemente, encontra-se nos diversos tipos de vestigios e amostras bioldgicas
masculinas, como manchas de sangue, manchas de sémen, cabelos, pelos, dentes, entre
outros [20]. No que tange ao modo de transmissao, este é peculiar ja que a composi¢ao do
cromossoma Y se mantém praticamente inalterada durante a sua passagem de pai para
filho. Assim, quando se procede ao estudo do cromossoma Y relativamente a um suspeito,
nao se esta simplesmente a analisar o DNA daquele individuo mas de todos os homens da

sua linhagem paterna.
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Cada cromossoma tem a sua propria histéria, Gnica, que resulta de centenas de
milhGes de anos de evolugao [48]. O cromossoma Y “conta” uma histéria longa, detalhada,
cheia de memorias, e relativa a toda uma mesma linhagem masculina. Apés ter divergido
do mesmo ancestral autossémico — cromossoma nao sexual — que o cromossoma X [48], o
cromossoma Y foi passando de geracao em geragao sem se alterar (com excepgao de
eventos mutacionais), sendo hoje possivel identificar linhagens paternas a partir da “leitura”
da sua historia; € por isso denominado de marcador de linhagem [13].

O cromossoma Y ¢é o terceiro mais pequeno do catiétipo humano com pouco mais
do que 50 milhoes de bases (Mb) — suplantando somente os cromossomas 21 (47Mb) e 22
(49Mb) [13].

Este cromossoma tem caracteristicas impares que o distingue dos demais
cromossomas. As suas propriedades parecem quebrar todos os principios e regras
estabelecidos na “biblia da genética humana” uma vez que: (i) nao ¢ essencial a vida de um
individuo — dado apenas estar presente nos homens e nas mulheres nao —, (ii) mais de
metade da sua estrutura refere-se a regido heterocromatica’— localizada no brago longo
(Yq) e que, por defini¢do, nao ¢é transcrita, sendo composta unicamente por sequéncias de
DNA altamente repetitivas — e mesmo na regido eucromatica apenas um pequeno numero
de genes ¢ que verdadeiramente codificam proteinas (Figura 3); (iii) e uma vez que apenas
cerca de 4% da sua estrutura tem possibilidade de recombinar [16,28].

E precisamente na regiio eucromatica que se encontra o gene exclusivo do genoma
do homem e cuja presenca lhe confere a sua “masculinidade”, o gene SRY. Este gene
controla o desenvolvimento sexual masculino, desencadeando acontecimentos que
promovem a formagdo de testiculos masculinos a partir de tecidos embrionarios
indiferenciados [47], sendo responsavel pela transformagao do embrido num homem.

Constitutivamente haploide, o cromossoma Y ¢é transmitido directamente de pai
para filho e, ao contrario de qualquer outro cromossoma, a sua quase totalidade escapa a
recombina¢do meidtica [22]. Apenas as duas por¢oes localizadas nas extremidades do
cromossoma regides pseudoautossomicas (PAR) —, recombinam com as regides
homologas do cromossoma X: a PAR7, localizada na extremidade do brago curto (Yp) do
cromossoma Y tem aproximadamente 2,5 Mb de comprimento, e a PAR2 — na
extremidade do brago longo, tem 1 Mb de tamanho [13]. Assim, aproximadamente 95% do

cromossoma — a regido nao recombinante (INRY) ou wmale specific region (MSY), como foi

3 Em oposigio a regido eucromatica (23 Mb) que consiste na parte do cromossoma que é activamente transcrita.
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denominado mais recente por SKALETSKY ¢/ a/. (2003) [43] — mantém-se inalterada de
uma geragao para a outra, pelo que a diversidade do cromossoma Y acumula-se dentro das
linhagens, originando haplotipos male-specific que sao distribuidos de modo nio aleatério

entre as popula¢oes humanas [22].

REGIAO
| PSEUDOAUTO

REGIAO EUCROMATICA
(23 Mh)

PORGCAO NAO RECOMBINANTE DO CROMOSSOMA Y (NRY)
REGIAO ESPECIFICA MASCULINA DO Y (MSY)

REGIAO

PSEUDOAUTO

Figura 3 — Representagio esquematica da estrutura do cromossoma Y.

Assim, é precisamente a excepg¢ao as regras que o transformam numa ferramenta
soberba na investigagio da evolugdio humana recente, a partir de uma perspectiva
masculina, e desempenha um papel importante, mas especializado, na genética médica e
forense. Nesta tltima, e considerando as suas particularidades, o cromossoma Y tem vindo
a afirmar-se como ferramenta relevante. Assim, o estudo dos seus marcadores podera ter
aplicagdo em investigagoes forenses de (i) paternidade — em particular quando o filho é do
sexo masculino e o pai nao pode ser incluindo no trio de analise, dispondo-se apenas de
individuos da mesma linhagem masculina; (ii) acidentes de massa e/ou desaparecimentos
— em que amostras da linhagem paterna servem de amostras controlo —; (iii) agressao
sexual; mas também no (iv) estudo das migragoes humanas e histéria evolutiva — dada a

quase inexistente recombinagao neste cromossoma.
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Fonte: https:/ /sites.google.com/a/luther.edu/genetics/_/rsre/ 1236044497909/ students/ tyler-best/tyler-best-personal-genomics /SNP.png

1.3. POLIMORFISMOS DE DNA DO CROMOSSOMA Y: SINGLE

NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPS) — APLICACOES FORENSES

Estudar as populagdes de modo a identificar o que as distingue é fundamental para
que possamos compreender a sua historia. Na sequéncia desta analise, é possivel aumentar
a informagao das bases de dados populacionais de referéncia, que sio imprescindiveis para
uma interpretacdao correcta e adequada dos resultados [10]. Assim, para se conhecerem as
variagoes que naturalmente ocorrem nas sequéncias ¢ necessario estudar os polimorfismos
de DNA. A variagio mais comum no genoma humano é denominada single nucleotide

polymorphisms (SNP).
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A regiao MSY (male-specific) do cromossoma Y, por compreender muitos marcadores
repetitivos (STR) e de sequéncia (SNP), representa uma ferramenta preciosa quer para fins
de estudos de evolugdo humana quer de identificacio forense [32]. Assim,
fundamentalmente dois grandes grupos de marcadores genéticos tém sido utilizados no
estudo da diversidade do cromossoma Y: os /o bi-alélicos (que apresentam 2 alelos
possiveis) e os /o multi-alélicos. O resultado da tipagem dos primeiros é classificado em
haplogrupos, sendo o dos segundos em haplétipos [13]. Dentro dos UEPs (unigne event

polymorphisms)— como sao frequentemente designados dada a sua baixa taxa de mutacido
(~10* por geracdo)—, encontram-se os single nucleotide polymorphisms (SNPs) do cromossoma
Y [22].

Os SNPs existem no cromossoma Y como por todo o restante genoma humano,
correspondendo a 90% de todos os seus polimorfismos. Também denominados de
marcadores bialélicos, os SNPs consistem na variagdio de um unico par de bases no DNA
genémico num determinado /Jocus para o qual existem duas bases diferentes, alternativas
(alelos), em individuos normais da mesma populagao, em que o alelo menos frequente tem
uma abundancia igual ou superior a 1% [11].

Estes marcadores revelam a sua singularidade fundamentalmente ao apresentarem (i)
uma grande simplicidade, (if) baixa taxa de mutacdo, (iii) heranca unicamente paterna, (iv)
falta de recombinagio, (v) abundancia no genoma, (vi) possibilidade de analise em sistemas
multiplex e (vii) através de tecnologias com elevada rapidez de resposta no processamento
dos dados [4, 40].

Em particular, relativamente ao estudo dos SNPs do cromossoma Y (Y-SNPs), o que
¢ indicado como uma vantagem, pode igualmente ser uma grande limitacdo. Assim, a
presenca de apenas duas formas de alelos, em conjunto com a auséncia de recombinagdo e
a distribui¢ao altamente especifica, torna os Y-SNPs pouco discriminatérios, obrigando a
analise de um grande nimero de SNPs do cromossoma Y [4].

Os SNPs desde sempre tém sido utilizados em antropologia molecular para fornecer
informagoes de padroes de migracao especificas dos homens no passado e na origem e
diversidade de populagoes especificas [9], em estudos evolutivos [27], de evolugdo humana,
padroes migratorios, estudos de associa¢ao [40], revelando-se indicadores fiaveis da
ancestralidade biogeografica humana em virtude da sua baixa taxa de mutagao [14].

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, e dada a sua a abundancia e
distribuigao, os SNPs tém despertado o interesse em diversas areas entre as quais a ciéncia

forense, sendo hoje largamente utilizados como marcadores genéticos em estudos
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populacionais e podendo ser aplicados na genética forense [29]. Nesta, mostram-se
essenciais quando as técnicas implementadas na rotina falham ou nao se obtém resultados
conclusivos ou satisfatérios, tendo-se revelado uma excelente ferramenta da exclusao [22].
Deste modo, e atendendo as suas caracteristicas unicas, o estudo dos Y-SNPs tem tido
aplicagdo em situagdes singulares e muito especificas. Dentro destas, podem revelar-se
essenciais no Jsereening de amostras em casos de abuso sexual, assim como fornecer
evidéncias da linhagem masculina em casos de paternidade complexos, em que o pretenso
pai, por exemplo, estd ausente [9]. Do mesmo modo, pode revelar-se muito util na analise
de uma amostra recolhida numa cena crime, por exemplo, que se apresenta degradada,
representando uma enorme dificuldade para uma correcta tipagem, dada a fragmentagao da
regido de DNA de interesse. No entanto, com a tipagem de SNPs nestas circunstancias
invulgares e exigentes, tem-se tornado possivel obter resultados [33].

Assim, e dado que as metodologias aplicadas no estudo dos SNPs permitem fornecer
informagdes a partir de fragmentos pequenos de femplate intacto, o estudo dos SNPs tem
sido aplicado no estudo de amostras antigas, apresentando moléculas de DNA fortemente
degradado e em pequenas quantidades [36].

Os sistemas baseados em Y-SNPs permitem inferir a etnicidade ou a ancestralidade
geografica de um individuo a partir de uma amostra de DNA, dado que a transmissdao
parental da informacao genética do cromossoma Y pode ser detectada através do estudo da
linhagem masculina. No entanto, uma vez que esta nao ¢é especifica de um individuo,
apresenta a limitacao de nao permitir uma identificagdo individual [13]. Por outro lado,
pode ser bastante util, ajudando a limitar a lista de suspeitos quando nio se consegue
correspondéncia das amostras das cenas crime com os perfis das bases de dados [14,30].
Outra limitagao destes marcadores podera sentir-se numa dificuldade na analise de misturas
[19].

Assim, apesar dos Y-STRs serem os marcadores de preferéncia nos laboratérios
forenses, um interesse crescente no Y-SNPs é evidente, tendo-se ja tornado uma técnica
frequente na maioria dos laboratérios envolvidos em casos forenses e analises de
parentesco [6], estando mesmo instalada a discussio quanto a possibilidade dos SNPs

ocuparem o lugar de eleicdao da rotina dos laboratérios forenses.
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Fonte: http://www.bio-teck.com/images/dnal jpg

1.4. A GENOTIPAGEM DE Y-SNPS: BREVES CONSIDERACOES

Dadas as caracteristicas particulares dos marcadores bialélicos da regiao nao
codificante do cromossoma Y, ja anteriormente mencionadas neste trabalho, o sucesso da
sua aplicacdo depende fundamentalmente da técnica escolhida para o seu estudo. Varias
tém sido as metodologias desenvolvidas nos ultimos anos para a genotipagem de Y-SNPs
com diferentes abordagens quer na reac¢ao de detecgao quer no principio de discriminagio
dos alelos [9, 43, 45]. Como refere SOBRINO ef al. (2005) [43], uma metodologia forense
ideal para esta genotipagem deve apresentar uma boa capacidade para reacgao em multiplex,
elevada precisao, sensibilidade e tempo de resposta na recolha e processamento dos dados,
com baixo custo. Muito provavelmente, a grande diversidade de técnicas desenvolvidas por
diferentes laboratorios tem atrasado o seu aperfeicoamento e optimizagao, pelo que,
infelizmente, nido ¢ ainda exequivel o protocolo ideal. Contudo, considerando o objectivo
do presente estudo, o seu contexto forense, e de acordo com varios estudos previamente
publicados, a minisequencia¢ao por extensao de uma unica base nucleotidica, com detecgao
por fluorescéncia através da aplicagio com o kit comercial SNaPshot™' Multiplex: kit da
Applied Biosystems tem-se revelado a tecnologia mais adequada, sendo actualmente a mais

utilizada nos laboratdrios forenses.
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Fonte: www.microsynth.ch/.../ Diverses/genotyping.html

1.5. ARVORE DE HAPLOGRUPOS DO CROMOSSOMA Y A

PARTIR DE POLIMORFISMOS BINARIOS

A especificidade populacional dos polimorfismos binarios permitem retirar
inferéncias quanto a origem da populacdo de qualquer amostra masculina de interesse para
fins forenses [22, 44]. Os resultados das tipagens de Y-SNPs sio classificados em
haplogrupos (Hg) [13]. A analise de haplogrupos do cromossoma Y definidos por SNPs
tem-se tornado numa abordagem comum para o estudo da origem das populagdes

humanas modernas e como avaliacdo da variabilidade existente entre elas [17].
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Para ser possivel a sua compreensdao e correcta interpretacio ¢ imprescindfvel uma
uniformiza¢ao da nomenclatura e do modo de apresentacio dos resultados. Neste sentido,
um grupo internacional de cientistas —Y Chromossome Consortium (YCC) —, definiram uma
terminologia, uma estratégia e unificaram um sistema hierarquico com base nos marcadores
binarios da regido nao recombinante do cromossoma Y de distribui¢ao de haplogrupos — a
“arvore” dos haplogrupos do cromossoma Y. Publicada em Fevereiro de 2002 na Genome
Research [38], foi ligeiramente alterada em Agosto de 2003 por JOBLING e TYLER-SMITH
[19], tendo a ultima alteracao sido publicada por KARAFET ef a/. (2008) [24] [13].

O modelo revisto da “arvore” de YCC, apresenta actualmente (Figura 5) 311
haplogrupos, com os maiores haplogrupos (designados de A a T) baseados no estudo de
aproximadamente 600 polimorfismos binarios [42].
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Figura 4 — Modelo revisto

cromossoma Y de distribuicao de haplogrupos do YCC proposto por KARAFET e# a/.(2008).

Uma nomenclatura unificada e universal, de facil compreensdo, permite nao s6 a
validagao de estudos, como permite a comparag¢ao, intercambio e compreensao dos estudos
publicados por laboratérios de todo o mundo e a elaboragdo de bases de dados [13]. Deste
modo, e em conjunto com a possibilidade de aplicagao de kits comerciais — que permitem
uma maior rapidez de processamento e uniformiza¢ao da metodologias e interpretacao de
resultados —, torna-se possivel o aumento da informagdo contida nas bases de dados para

poder fortalecer a estimativa estatistica e maximizar os resultados obtidos.
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Fonte: www.forumlabo.com/Forumlabo/ UK/ presse/news/ qiagen2.

1.6. SELECCAO DE Y-SNPs

Apesar do interesse nos SNPs do cromossoma Y ser relativamente recente ¢ ja

aceite pela comunidade cientifica que a caracterizagao dos haplogrupos, a partir da analise
de Y-SNPs, de uma amostra de um individuo masculino permite inferir relativamente a

origem geografica da sua linhagem masculina, entre outras aplicagdes [27, 22, 9].
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Num estudo, a escolha dos Y-SNPs ¢é de importancia crucial, nao se revelando, no
entanto, um processo facil [5]. A presenca quase exclusiva em continentes especificos da
maioria dos haplogrupos pertencentes a cada um dos maiores clades da “arvore” [2, 7, 34]
em conjunto com a necessidade de serem mais informativos, impde a analise de um maior
namero de Y-SNDPs. Neste contexto, e de modo a viabilizar o estudo de Y-SNPs no ambito
forense, BRION ¢f al. (2004, 2005) [3,6] procedeu ao seu agrupamento hierarquico por
multiplexes. Deste modo, ¢ evitada a tipagem desnecessaria de Y-SNPs, minimizando
gastos ¢ rentabilizando tempo, recursos e amostra. Através da analise hierarquica da
“arvore”, seguindo os seus ramos, BRION ez a/. (2004, 2005) acredita ser possivel a

atribui¢ao de haplogrupos a partir do estudo de apenas um ou dois multiplexes de Y-SNPs.
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Fonte: http://vidachciadecoisas. files.wordpress.com/2009/02/ bg_brasill.jpgrw=300&h=218
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1.7. HISTORIA E CARACTERIZACAO DA POPULACAO
DE RIBEIRAO PRETO, ESTADO DE SAO PAULO,

BRASIL

A histéria de Ribeirao Preto ¢ naturalmente indissociavel da do Estado (Estado de
Sio Paulo) e pais a que pertence (Brasil).

O Estado de Sdo Paulo é um dos vinte e dois estados federados que separam
politica e administrativamente o Brasil. Com uma érea de 239 177 km?, o Estado de Sio
Paulo apresenta-se limitado geograficamente a Norte pelo Estado de Minas Gerais, a

Nordeste pelo Estado do Rio de Janeiro, a Este pelo oceano Atlantico, a Sul pelo Estado
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do Parana e a Oeste pelo Estado de Mato Grosso (Figura 5). Com cerca de 37 032 403
habitantes, é o estado mais populoso do Brasil e apresenta-se dividido em 645 municipios.
Entre estes encontra-se o municipio de Ribeirdo Preto [16, 55, 59].

Localizado no interior do Estado de Sio Paulo (Figura 6), com uma populagao

estimada de 563 107 habitantes, é o nono municipio mais populoso [55].
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Figura 5 — Mapa politico do Brasil.

A historia do Estado de Sao Paulo esta inevitavelmente relacionada com a histéria
do Brasil. Este pafs da América do Sul deve a sua descoberta a expedigao do portugués
Pedro Alvares Cabral, em 22 de Abril de 1500. O territério do actual estado de Sio Paulo
era habitado por varios grupos linguistico-culturais de nativos indigenas. Em 1501, teve
inicio o descobrimento do litoral paulista com a expedigao exploradora portuguesa. A
populacdo passou a ser constituida por nativos indigenas e por um nimero reduzidissimo
de portugueses, franceses e espanhdis em feitorias comerciais estabelecidas numa dezena
de pontos do litoral. Apenas a 21 de Janeiro de 1532, com a fundag¢iao de S. Vicente, no
litoral de Sao Paulo, comegou o povoamento efectivo do Brasil pela coroa portuguesa.
Teve entdao inicio uma agricultura de subsisténcia, baseada na mao-de-obra indigena
escravizada que formou a economia da regiao [59].

Em meados do primeiro século da colonizagdo, o trafico de escravos levou a
introdug¢ao na populagdo de negros africanos. Durante os trés primeiros séculos de
colonizag¢ao, o nimero de indios e mamelucos superou muito o dos europeus. A imigracao
portuguesa intensificou-se no século XVI, devido ao regime de capitanias hereditarias e a
ocupagio efectiva do territorio pelo governo-geral, e mais ainda no final da segunda metade

século XVII com a descoberta de minas de ouro [16, 59].
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Com a chegada da familia Real portuguesa ao Brasil, em 1808, teve lugar uma série
de reformas e alteragdes que vieram beneficiar e contribuir para o grande desenvolvimento
de Sao Paulo.

Assim, na passagem do século XVIII para o XIX, verificou-se uma mudanca da
economia paulista com a grande expansao dos cafezais, o que levou a uma série de grandes
transformagoes infraestruturais que, em simultaneo com a aboli¢do da escravatura em 1888,
levariam a chegada em massa de imigrantes europeus. Além de terem resolvido o problema
de mao-de-obra da lavoura cafezeira, estes imigrantes permitiram uma maior ocupac¢ao do
interior do estado. Entre estes, predominaram os italianos, portugueses, espanhdis, alemaes

e japoneses [16, 59].
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Figura 6 — Esquema representativo da localizacao de Ribeitdao Preto no Estado de Sio Paulo e deste no Brasil.

Foi precisamente neste ambiente que, no final do século XVIII e inicio do século
XIX, teve inicio o grande movimento de povoamento de Ribeirdo Preto, com a ocupagio
dos primeiros habitantes: mineiros incentivados na procura de novos locais para
desenvolver uma nova actividade, a agropecuaria. Esta deslocagdo, em conjunto com a
chegada da linha férrea a Mogiana (1883), impulsionou a expansiao da cultura cafeeira,
criando a imediata necessidade de mao-de-obra. Desta resultou uma explosio no
crescimento da populagdo com grande contribuicio de escravos que chegaram a totalizar
15% da populagao [16, 57, 60].

O final do século XIX e infcio do século XX marcou um periodo de
transformagoes mundiais. Guerras e revolugoes resultavam em desemprego e fome na
Europa. A informag¢do de uma terra nova e cheia de oportunidades chegava além-mar, o
que levou a uma grande onda de imigracdo europeia, contribuindo para o branqueamento
da populagio que se miscigenara no periodo colonial, principalmente com o indio. S6 com

o ciclo do café houve uma mesticagem apreciavel com o negro, antes escassa. Verificou-se
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também uma migra¢ao de brancos e negros de Minas Gerais e do Noroeste, em busca de
trabalho [10].

Assim, ap6s assinatura, a 13 de Maio de 1888, da Lei Autrea, o governo da provincia
de Sao Paulo passou a estimular a vinda de imigrantes europeus, provocando em Ribeirdo
Preto um grande aumento populacional, muito maior do que o registado nos outros
municipios da regido durante esse perfodo, podendo a contribui¢do estrangeira chegar a
63% da populagao. Nesta, a grande percentagem refere-se a italianos, seguidos, com uma
tributo significativamente menor, portugueses, espanhodis e também austrfacos. A
mentalidade empreendedora destes revolucionou Ribeirao Preto, transformando-o num
centro de comércio e industria [60)].

Na primeira metade do século XX, Ribeirao Preto continuou a atrair imigrantes
nacionais e internacionais, sendo de destacar chegada de um numero muito significativo de
japoneses. Também ¢ expressiva a vinda de drabes, especialmente sirios-libaneses. O
municipio também atraiu durante esse século pessoas de todo o estado de Sao Paulo e de
todo o Brasil, sendo os mais numerosos, de acordo com o censo 2000, os mineiros,
paranaenses e baianos [57, 58, 60].

Assim, no inicio do século XX a maioria absoluta do Estado de Sio Paulo era
composta por italianos, seguidos dos portugueses, espanhdis, alemaes, japoneses e outros,
o que vinha ao encontro da ideologia dominante da época, que acreditava que o
desenvolvimento e modernizagio da sociedade seriam produto do crescimento da
populacdo branca em detrimento dos negros e indios [59].

Hoje, o Brasil, como todos os outros paises da América do Sul, tem uma populagao
heterogénea do ponto de vista étnico, embora com predominancia do tipo fisico europeu e
da cultura ocidental. A base da mistura cultural paulista ¢ o Mundo. No inicio da imigracao,
homens e mulheres de mais de 60 pafses estabeleceram-se em Sao Paulo em busca de
oportunidades. Hoje estima-se que Sio Paulo seja a terceira maior cidade italiana do
mundo, a maior cidade japonesa fora do Japao, a terceira maior cidade libanesa fora do
Libano, a maior cidade portuguesa fora de Portugal e a maior cidade espanhola fora de
Espanha. A mistura de ragas, etnias e culturas acentuou-se com o passar do tempo e

marcou profundamente a vida cultural, social e econdémica da cidade e do estado [55].
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Muito embora a revelagao de Alex Jeffreys, DNA fingerprinting, tenha sido inovadora e
absolutamente marcante, foi fundamentalmente apds a divulgacao da técnica desenvolvida
pot Kary Mullis, Reacgao de Polimerase em Cadeia (PCR), que o estudo do DNA teve a sua
explosdao, com aplicagdes revoluciondrias nao sé na genética forense como também na
genética clinica e populacional. A analise de vestigios biolégicos obtidos a partir de cenas
crime, assim como de amostras biologicas em investigagdo bioldgica de paternidade e
acidentes de massa, tornou-se verdadeiramente uma realidade. Desde entdo, bases de dados
para fins criminais foram e continuam a ser desenvolvidas, assim como bases de dados
populacionais que, em conjunto com as técnicas padronizadas e os kits comerciais,
transformaram o DNA numa peca indispensavel para um correcto funcionamento de
algumas areas da justica e medicina.

Ultrapassados os maiores obstaculos, os cientistas e investigadores forenses
tornaram-se mais exigentes e sao confrontados com outros desafios continuamente. Assim,
surgem novas abordagens e/ou procedimentos para dar resposta aos problemas, quando as
ja implementadas na rotina nao conseguem dar resposta.

Antes de se proceder a analise do DNA de uma amostra bioldgica, esta tem que ser
recolhida, o seu DNA isolado dos restantes componentes e processado correctamente de
acordo com o objectivo do estudo. Todas as precau¢oes e cuidados devem ser
considerados em todas as etapas do processamento da amostra, uma vez que sao vitais para
a obtencdo de resultados e interpretacdo fiel dos dados alcangados, podendo mesmo, caso
nao se verifiquem, comprometer o sucesso da investigagao, seja ela criminal, de filiagdo ou
mesmo um estudo populacional [13].

Assim, ao ser colhida, a amostra deve ser devidamente identificada, preservada e
transportada (se necessario) antes de se proceder a qualquer tipo de andlise de DNA no
laboratério. No ambito de amostras para fins forenses, deve igualmente ter-se sempre
presente o cumprimento da cadeia de custédia, sob pena de comprometer a sua validade

em tribunal.
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Fonte: http://www.ifi-test.com/images/sclf_promo_skyscraper.jpg

2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo, o processamento das amostras envolveu as seguintes fases:
.1. Colheita e armazenamento
.2. Extraccao de DNA
.3. Minisequenciagao
4. Separagao e detecgao do produto minisequénciado

.5. Designacao de haplogrupos e analise estatistica
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HUCCAL SWAR
COLLACTION AT

Fonte: htp://www.consumergenetics.com,/images /3-step-blood-collection.png,
hetp:/ /www.whatman.com / References/ FTAforBlood DNA%20DataSheet% 20 FINALY:203.25.10%20LR pdf
http:/ /www.sceurityandsafetysupply.com/media/department_supplics_images /imagesd-4980a_smljpg

2.1. COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Neste estudo, 81 individuos do sexo masculino, saudaveis e nao relacionados, da
populacdo de Ribeirdo Preto (Estado de Sdo Paulo, Brasil) consentiram a colheita de uma
amostra sanguinea, a qual foi colocada em tecido de algodio branco, formando uma
mancha de sangue. Posteriormente, para se evitar a degradac¢ao das amostras que pode
inviabilizar a obten¢do de resultados, a mancha de sangue foi completamente seca ao ar
livre antes de ser acondicionada em envelopes de papel e enviada para o laboratério do
Servico de Genética e Biologia Forense da Delegagao do Centro do Instituto Nacional de
Medicina Legal, onde foi armazenada em local seco, aguardando analise.

Nas etapas de colheita, secagem, acondicionamento e armazenamento das amostras,
tomaram-se todas as precaug¢oes de modo a manter a sua integridade bioldgica, evitando
igualmente a sua contaminagao, através da utilizacao de luvas de latex descartaveis durante
o seu manuseamento ¢ do cumprimento de todas as normas de boa conduta laboratorial

[13].
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|

Fonte: http://www.dna.gov/rawmedia_repository/56020491_46f2_453a_a3c9_adfe6d83c412 ¢ htp:/ /www.assurcimmune.com/ portugues/img/img-
bank-services3.jpg ¢ http:/ /www.whatman.com/References/ FTAforBlood DNA%20DatSheet?s20FINALY203.25.10%20LR. pdf

2.2. EXTRACCAO DE DNA: CHELEX® 100

Quando se pretende estudar o DNA de uma determinada amostra bioldgica, este
nao esta isolado e purificado, pronto a ser analisado. Pelo contrario, encontra-se no interior
do nucleo de células, associado a outros seus constituintes, nomeadamente proteinas que o
envolvem (protegendo-o do ambiente celular) e que, por sua vez, podem inibir a sua

capacidade de analise [13].

39


http://www.dna.gov/rawmedia_repository/56020491_46f2_453a_a3c9_adfe6d83c412
http://www.assureimmune.com/portugues/img/img-bank-services3.jpg
http://www.assureimmune.com/portugues/img/img-bank-services3.jpg
http://www.whatman.com/References/FTAforBloodDNA%20DataSheet%20FINAL%203.25.10%20LR.pdf

SAO-BENTO, M. (2009) MATERIAL E METODOS

Dadas as caracteristicas especificas dos marcadores bialélicos e natureza particular
dos casos forenses em que se verifica a necessidade de recorrer ao estudo daqueles, a
eliminagdo de qualquer elemento contaminante que possa interferir com a analise do DNA
¢ crucial para o seu sucesso. De facto, a amplificacdo por reaccio de polimerase em cadeia
(PCR) constitui uma técnica de grande sensibilidade, pelo que a presenca de contaminantes
na amostra pode interferir no emparelhamento do primer com o DNA molde ou no préprio
funcionamento da DINA polimerase. Nessa medida, para se proceder a analise do DNA da
nossa amostra, ¢ necessario separa-lo dos restantes constituintes celulares [56], podendo
utilizar-se para o efeito diversos métodos de extrac¢ao de DNA.

Neste estudo foi utilizado o método de extraccio por Chelex® 100 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Apds a sua introducao na comunidade forense, em 1991, o
Chelex® 100 ganhou desde logo uma enorme aceitacao [12]. Para tal, contribuiram varias
caracteristicas deste método, sendo de realcar a sua capacidade de inactivar a ac¢ao de
contaminantes ¢ inibidores, como grupos heme e outras proteinas, e de possibilitar a
desnaturagao da molécula de DNA de cadeia dupla. Sendo esta etapa de anilise forense de
DNA a mais susceptivel de contaminagdo, a aplicagao de um método simples, rapido e que
utiliza um sé tubo para todo o processo de extraccdo (diminuindo o potencial de
contaminacao laboratorial da amostra) foi um factor essencial para a sua aceitagao [13].

O Chelex® 100 [54] é uma resina quelante trocadora de ides que é adicionada sob a
forma de suspensio as amostras [40]. F composto por copolimeros de estireno-
divinilbenzeno com ides iminodiacetato emparelhados. Estes actuam como grupos
quelantes, ligando-se a ides metalicos polivalentes (como magnésio) que degradam o DNA
[10]. A consequente auséncia de magnésio da reacgio inactiva as nucleases', protegendo
assim as moléculas de DNA. O pH de 10-11 da solu¢io de Chelex® 700 e a exposi¢ao das
amostras a temperaturas de 100°C levam ao rompimento da membrana celular,
desnaturagao das moléculas de DNA de cadeia dupla, e destruicdo de proteinas celulares
[46].

Depois de se proceder a secagem das manchas de sangue por exposi¢ao ao ar livre,
conforme anteriormente referido, foi possivel iniciar o processo de extraccao de DNA,

através do protocolo de extrac¢io por Chelex™ 100 apresentado em anexo (anexo I).

! Nucleases sdo enzimas responsaveis pela degradacio do DNA por ruptura das suas ligagSes fosfodiéster.
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Fonte: http://www.orlandoinvestigations.com/ images/dna_lab_testing_167.jpg

2.3 A GENOTIPAGEM DE Y-SNPS

2.3.1 A GENOTIPAGEM DE Y-SNPS: METODOLOGIAS

Nos dltimos anos, com o despertar do interesse crescente da comunidade cientifica
em geral, e forense em particular, para o estudo dos Y-SNPs, muitas tém sido as
tecnologias desenvolvidas, com diversificados métodos para discriminag¢ao dos alelos e
plataformas de detecgao [43]. Apesar de ainda nenhuma ter alcancado o consenso geral e a
escolha da técnica a utilizar revelar-se cada vez mais dificil [24], o SNaPshot™" Multiplex kit
da Applied Biosystems tem-se revelado a tecnologia mais adequada, sendo actualmente a mais

utilizada nos laboratdrios forenses.
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A generalidade das metodologias para genotipagem de SNPs pode basear-se, para a
discriminagao alélica, em quatro principios de mecanismo molecular diferentes: hibrida¢ao
de alelos especifica (i), extensao de primer (i), ligagao oligonucleotidica (iii) ou por clivagem
invasiva (iv) (Figura ). Do mesmo modo, varias sao as plataformas disponiveis para a sua
deteccdo, entre as quais: através de reaccao de fluorescéncia (por electroforese e arrays),
luminescéncia, espectrometria de massa, FRET, entre outras (Figura 7). Entre os métodos
mais populares para genotipagem de Y-SNPs destacam-se: pirosequenciagao [2, 19, 31] (1),
SNaPshot (i), Biplex invader, baseada em microarray (como os micro chips) [3] ou TagMan com
deteccdo a partir de PCR em tempo real [25], electroforese ou por MALDi-TOF MS |29,
43].
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Figura 7 — Representacdo esquematica das principais metodologias para o estudo de SNPs.

Assim, varios sdo os sistemas de genotipagem e detec¢aio de SNPs disponiveis
actualmente para o estudo e detecgao de SNPs. Todas elas apresentam inumeras vantagens
e desvantagens, nao existindo, ainda uma unanimidade cientifica internacional, apesar do
numero crescente de estudos comparativos [35]. Deste modo, torna-se muito importante
que, no momento da seleccio do método a aplicar para analise dos Y-SNPs, se tenham
presentes as caracteristicas singulares destes marcadores, que os tornam unicos, e confirmar
que o método se encontra adaptado a sua peculiar aplicabilidade. Assim, e para que seja
possivel a sua inclusio na rotina forense, idealmente aquele devera apresentar elevada
eficiéncia na analise de uma quantidade infima de DNA, assim como boa capacidade para
multiplex, sensibilidade, rigor, automatizagao, elevada capacidade de tempo de resposta no

processamento dos dados e uma boa relagao custo-eficiéncia [9, 21, 22, 29].
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2.3.2 A GENOTIPAGEM DE Y-SNPSs: MINISEQUENCIACAO COM

SNAPSHOT™ KIT (APPLIED BIOSYSTEMS)

A semelhanca de outros estudos previamente publicados e tendo ja sido
comprovada a sua adequagao para a analise de Y-SNPs [22], neste trabalho a metodologia
escolhida foi a genotipagem por minisequenciagio através do SNaPshot™ Multiplex kit
(Applied Biosystems). A reacgao de extensao a partir de uma base nucleotidica de um primer
oligonucleotidico através de didesoxirribonucleosideos trifosfatados (ddNTPs) marcados,

seguida de detec¢io electroforética por fluorescéncia, tem-se revelado uma técnica simples,
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eficiente, requerendo os instrumentos que estao normalmente disponiveis num laboratério
forense [20], perfeitamente adaptada a analise de amostras muito degradadas ou com
pequenas quantidades de DNA [22,26]. Outra caracteristica de extrema importancia na
aplicagao desta técnica no ambito forense, é a sua capacidade de multiplex, uma vez que sera
necessaria para a analise de genotipagem de um maior nimero de marcadores [5, 6,23,31],

dado o grau de polimorfismo e capacidade de discriminac¢do destes marcadores.

——

! 1
! |
: |
: |
: |
: |
! 1
! 1 - | 1
: : REACGAO DE PCR (MULTIPLEX) DA AMOSTRA : - | PURIFICAGAO EXO-SAP | :
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| . P e i |
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! |
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1 - 1
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: |
: |
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Figura 8 — Esquema geral do estudo de Y-SNPs por genotipagem através do ABI Prism® SNaPshor™ Multiplex: ki
(Applied Biosystems).

Este nao sera ainda o método ideal para a genotipagem de Y-SNPs, uma vez que
sera necessario melhorar alguns aspectos como, »g, por exemplo a morosidade que a
optimiza¢ao do desenho e concentragao de primers para todas as reac¢des de amplificacao
envolvidas para cada conjunto de SNPs pode apresentar, as dificuldades que se verificam
na detecgao, analise e interpretacio de misturas [37,39], e o facto de os dados relativos a
distribui¢ao de haplogrupos e suas frequéncias nas populagdes serem ainda escassos. No
entanto, actualmente a tecnologia de minisequenciagao, principalmente através deste kit de
genotipagem da Applied Biosystems, é o método mais utilizado nos laboratérios forenses [37].

Deste modo, a estratégia de genotipagem (representada na Figura 8) decorre em

varias fases. A primeira consiste numa reac¢ao de amplificacio por PCR dos multiplexes
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definidos, de acordo com a abordagem desenvolvida por BRION e¢f a/. (2004) [3], seguida de
uma purificacio do produto amplificado por accio de ExoSap-IT® (Usb®) para remocio
dos desoxirribonucleotideos  trifostatados (dANTPs) e primers nao incorporados.
Posteriormente, tem lugar a reaccio de minisequenciacio através do ABI Prism®
SNaPshot™ Multiplex: kit (Applied Biosystems), verificando-se a extensdo do primer numa tnica
base (SBE — single base extension) na presenca de 4 ddNTPs marcados com fluorescéncia,
tendo os ddN'TPs nio incorporados sido removidos por tratamento enzimatico utilizando
a SAP (Roche®). Finalmente, a deteccio por fluorescéncia dos produtos SBE teve lugar por
electroforese capilar no ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer ¢ ABI Prism®™ 310 Genetic Analyzer
[11,18].

Tabela II1.1 — Relagio dos SNPs do cromossoma Y aplicados neste estudo, sua disttibui¢fio por multiplex [de acordo com

BRION e al. (2004)], indicagdo da sua alteracio nucleotidica no caso de mutagio, e respectiva deteccio.

Y-SNP Multiplex Detecgiao Mutagao
SRY1532 A—G A® G
M213 A—G T%C
M9 C—G C®G
M70 T—G AwC
M22 Multiplex: 1 A—G AW G
Tat A—G T%C
92R7 TC—T G®» A
M173 A—C A C
P25 C—AC C®» A
M170 T—G A C
M62 A—G T%C
M172 Multiplex 2 T—G T® G
M26 C—T G®» A
M201 G—T G®»T

De acordo BRION ¢ al. (2004) com este autor, respeitando a estratégia hierarquica
da “arvore” [19,20,38], considerando os dados historicos e estudos anteriormente
publicados relativos a populagdo em estudo [38] e de acordo com a sua localizagao na

respectiva arvore, foram escolhidos 14 Y-SNPs: SRY 1532, M213, M9, M70, M22, TAT,
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92R7, M173, P25, M170, M62, M172, M26 e M201 (Tabela II.1), distribuidos por 2
multiplexes, para se identificarem os principais haplogrupos da populagao de Ribeirdo Preto,
do Estado de Sdo Paulo, Brasil, e deste modo, caracteriza-la, tornando-a numa ferramenta
credivel em investigagoes forenses.

Apesar de se basearem no mesmo principio e esquema geral de processamento de
amostras, os protocolos experimentais podem variar entre os multiplex utilizados. Esta
variacdo, que se verificou no presente estudo, esta principalmente relacionada com a
diferente composi¢ao nucleotidica dos polimorfismos em anadlise, assim como dos diversos
primers que intervém nas varias reac¢Oes. Na Figura 9 esta representado o protocolo
experimental utilizado para o estudo dos Y-SNPs que compdem o multiplex 1: SRY1532,
M213, M9, M70, M22, TAT, 92R7, M173 e P25, e na Figura 10 o equivalente para multiplex
2: M170, M62, M172, M26 e M201.
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Figura 9 — Protocolo experimental para estudo de Y-SNPs para Multiplex: 1.
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de 200ul e tubo de
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extrac¢io e reagentes
a descongelar

* Adicionar  aos tubos 1 pl de produto
amplificado

* Aplica¢io no termociclador: Vi=5ul

* Condi¢oes de amplificagio: tabela I
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" Primers (0,675ul SBE primer + 0,825ul H,O)
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amostra purificada ExoSap
* Aplica¢io no termociclador: Vi=5ul

* Condi¢oes de amplificagio: tabela I
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* «Formamida: (N+2) x 9yl - 3130;
. (N+2) x 12p1 - 310;
¢ *Liz_120: (N+2) x 0,5p1
* Distribuir 9,5 ul pela placa/tubo
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* Aplicar no ABI Prism® 3130 ou 310

S

Figura 10 — Protocolo experimental para estudo de Y-SNPs para Multiplex 2.
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2.3.2.1. AMPLIFICACAO DE Y-SNPs: PCR

Apbs extracgao do DNA, a amostra esta pronta para ser estudada. A deteccdo de

Y-SNPs no genoma humano implica uma prévia amplificagio da regido que flanqueia o

local variavel [37]. Assim, neste trabalho, a primeira etapa para a genotipagem de Y-SNPs

consistiu numa reacgao multiplex de amplificacao por PCR, da sequéncia em torno do local

polimoérfico de cada Y-SNP em estudo [10]. Apds obtencao dos pequenos fragmentos,

estes serviram de molde para as reac¢oes seguintes, dando continuidade ao seu

processamento, de acordo com a metodologia escolhida.
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Nos anos oitenta, teve lugar uma grande descoberta ao nivel da biologia molecular
com a apresenta¢ao, em 1985, por Kary B. Mullis, de uma nova tecnologia de amplificagao
de DNA, conhecida por PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction — “Reaccdo de
Polimerizacio em Cadeia”) que logo se tornou num método indispensavel em areas tao
vastas como desde a arqueologia até a pratica didria de diagnoéstico médico. Dada a sua
capacidade de gerar milhdes de copias de uma sequéncia especifica de DNA em apenas
algumas horas, a partir de uma amostra de DNA infima ou mesmo degradada, a PCR
revolucionou a ciéncia forense de tal modo que se pode afirmar ser o marco de uma nova
era. Nos laboratorios forenses, ¢ frequente que as amostras a processar se apresentem
muito degradadas, contaminadas ou com quantidades muito pequenas de material. Até
entdo, o seu estudo nao era possivel ou de extrema dificuldade. Assim, a técnica de PCR
veio permitir a analise destas amostras, conferindo aos laboratérios as valéncias para que
estes possam contribuir positivamente nas investigacoes forenses, fornecendo resposta
credivel as solicitagdes dos tribunais e elementos de investigacao criminal.

A PCR consiste num processo enzimatico, no qual uma regiao especifica do DNA
¢ replicada sucessivamente para originar muitas copias de uma sequéncia particular [SAIKI e#
al. (1988), REYNOLDS e¢f al. (1991)]. Para que possa ser aplicada, esta metodologia apresenta
como requisitos a presencga, em simultaneo, de uma amostra de DNA com a regiio
polimérfica (com extremidades de sequéncias conhecidas) (i), pares de primers e
desoxinucledtidos  trifostatos (dANTPs) (i), uma DNA  polimerase termoestavel a
temperaturas superiores a 72°C (Taq polimerase) (iil), bem como uma solugio tampio
adequada, contendo ides de Mg** (iv), e um termociclador (v). Neste tltimo, a amostra ¢
submetida a sucessivos ciclos de amplificacio nas mesmas condi¢oes. Cada ciclo tem inicio
assim que ¢ atingida a temperatura de desnaturagdo da molécula de DNA de interesse, na
qual a dupla cadeia se separa em duas cadeias simples por ruptura das ligacdes de
hidrogénio e outras for¢as que estabilizam a dupla hélice. Nesta forma de cadeia simples, o
DNA pode actuar como molde na fase de sintese. Seguidamente, a temperatura ¢ reduzida
para a temperatura de emparelhamento e a molécula de DNA mantém-se desnaturada, uma
vez que as cadeias complementares estdo a uma concentracio muito baixa. Pelo contrario,
os pares de pequenos oligonucleétidos complementares as extremidades 3’ do segmento de

DNA de interesse, que se encontram a elevadas concentragoes, emparelham com as

2 Primers sdo pequenas sequéncias de dcidos nucleicos (oligonucleétidos) com o grupo hidroxilo 3’ livre. Sdo
complementares a extremidade 3’ do segmento de DNA-alvo a amplificar, com o qual estabelecem ligagdes de hidrogénio
entre os pares de bases (hibridizam), flanqueando essa regido de interesse, e funcionam como ponto de partida para a

adi¢do de nucledtidos para que a cadeia molde seja copiada por uma DINA polimerase.
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respectivas sequéncias complementares no DNA de interesse. Os oligonucle6tidos
emparelhados delimitam assim a regiao a ser amplificada e servem depois como iniciadores
na sintese da nova cadeia de DNA. A fase de sintese de DNA tem inicio a temperatura de
elongacio, na presenca de desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) e da Tag polimerase’. Esta
DNA polimerase termoestavel a elevadas temperaturas estende a nova cadeia de DNA a
partir da extremidade 3’ dos primers por polimerizacio de dNTPs, na direc¢ao 3’ para 5° do
fragmento molde restrito [12].

Apbs a sintese estar completa, toda a mistura ¢ novamente aquecida para desnaturar
as novas cadeias de DNA, iniciando-se mais um ciclo de desnaturacio-emparelhamento-
sintese. Este ciclo é repetido varias vezes no termociclador, automaticamente.

Para que a PCR seja bem sucedida, os primers devem ser desenhados de modo a que
a sua sequéncia seja complementar (e nao idéntica) a sequéncia da regiao da molécula de
DNA que flanqueiam, mas nao complementares entre si. De igual modo, devem ser
desenhados de forma a maximizar a estabilidade da ligacio ao DNA molde ¢ com as
extremidades 3’ de um par na direc¢ao uma da outra. A termoestabilidade da Tag polimerase
e as temperaturas precisas utilizadas nas fases de aquecimento e arrefecimento de cada ciclo
da reacgao sao igualmente determinantes para o éxito da amplificagao.

Apesar de inovadora, esta nova metodologia apresenta algumas limitagdes que
podem dificultar a analise ou mesmo inviabilizar a obtengao de resultados. Entre estas, ¢ de
destacar o problema da contaminagao da amostra. Assim, se a PCR for contaminada por
DNA estranho, este pode emparelhar com os primers, mesmo que sé parcialmente, e ser
amplificado, impedindo que estes se liguem ao DNA alvo e diminuindo a eficacia da
reaccao.

Com a reacgao de polimeriza¢do em cadeia é possivel a amplificagdo simultanea de
mais do que uma regidao especifica da molécula de DNA, através da adi¢ao de mais do que
um par de primers i mistura da reacgio. Para que este PCR multiplex' funcione
apropriadamente, é preciso ter em aten¢ao algumas caracteristicas de compatibilidade dos
primers, nomeadamente, as temperaturas de emparelhamento dos pares de primers que

devem ser semelhantes [10)].

3 Taq polimerase é uma DINA polimerase I isolada a partir da bactéria Themuus aquaticus, organismo que vive em fontes termais
a altas temperaturas. Esta enzima é termoestavel, sendo resistente a temperatura aplicada durante cada ciclo de PCR para
desnaturar o DNA por tratamento com calor. A termoestabilidade da Tag polimerase é um requisito essencial na
metodologia de PCR.

4 A PCR multiplex é uma técnica para a amplificagdo simultanea de multiplos alvos de DNA, utilizando multiplos pares de

primers na mesma reaccio de PCR.
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A PCR tem sido simplificada nos dltimos anos pela disponibilidade de Aizs
comerciais de amplificagdo contendo uma mistura de PCR pré-feita dos componentes
necessarios para a amplificacio. A QLAGEN® desenvolveu um desses £#s de amplificacio
de PCR, o QILAGEN® Multiplex PCR kit, utilizado neste estudo. Os elementos que
compdem este £z estdo descritos na Tabela I1.2 [49] e ndo incluem os primers, uma vez que
nao sao fornecidos com o kit comercial. Os primers utilizados nesta etapa de processamento
estdo caracterizados na Tabela I1.3, de acordo com o estudo de BRION e @/ (2004) [3].
Cada primer apresenta-se na mistura com uma concentrac¢ao de 2uM (0,2uM na reac¢ao), de

acordo com instrucdes do fabricante.

Tabela I1.2 — Composi¢ao do QLAGEN® Multiplex PCR kit.

QIAGEN® Multplex PCR kit
2x QLAGEN® HotStarTag DNA Polymerase
Multiplexx PCR QILAGEN®™ Multiplex: PCR Buffer
Master Mix dNTP Mix
O-Solution
Agua RNase-free

O protocolo de amplificacio de DNA por PCR com o Qiagen™ Multiplex: kit
utilizado para o estudo de Y-SNPs através da analise dos multiplexes 1 e 2 apresenta-se
descrito em anexo (anexo 1). O termociclador utilizado neste estudo foi o GeneAmp™ PCR
System 2700 da Applied Biosystems (Figura 11), com programa de PCR representado na
Tabela 11.4.

Figura 11 - Termociclador GeneAmp® PCR System 2700 da Applied Biosystems.
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Tabela I1.3 — Caracterizagdo dos primers utilizados na amplificacdo de Y-SNPs, distribuidos por multiplex (de acordo com
BRION et al. 2004).

Primer (5—3)

Tamanho

SNP

Directo (Forward) Reverso (Reverse) (Pb)
92R7 TGCATGAACACAAAGACGTA GCATTGTTAAATATGACCAGC 55
M70 TCATAGCCCACTATACTTTGGAC CTGAGGCTGGACTATAGGG 81
M22 GCTGATAGTCCTGGTTTCCCTA TGAGCATGCCTACAGCAGAC 106 -
Tat GACTCTGAGTGTAGACTTGTGA GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA 112 EI_]
P25 GGACCATCACCTGGGTAAAGT AGTGCTTGTCCAAGGCAGTA 121 E
SRY1532 TCCTTAGCAACCATTAATCTGG AAATAGCAAAAACTGACACAAGGC 167 §
M173 GCACAGTACTCACTTTAGGTTTGC GCAGTTTTCCCAGATCCTGA 172 =
M213 GGCCATATAAAAACGCAGCA TGAATGGCAAATTGATTCCA 208
M9 GCAGCATATAAAACTTTCAGG AAAACCTAACTTTGCTCAAGC 340
M201 TCAAATTGTGACACTGCAATAGTT CATCCAACACTAAGTACCTATTACGAA 144 .
M26 AGCAGAAGAGACCAAGACAGC GACGAAATCTGCAGCAAAAA 147 Eé
M170 TGCAGCTCTTATTAAGTTATGTTTTCA CCAATTACTTTCAACATTTAAGACC 158 E
M172 TCCTCATTCACCTGCCTCTC TCCATGTTGGTTTGGAACAG 187 E}J
M62 ACTAAAACACCATTAGAAACAAAGG CTGAGCAACATAGTGACCCC 309 =

Tabela I1.4 — Condicoes de PCR para a amplificacio dos multiplexces.

TEMPERATURA DURAGAO DESCRICAO
95°C 15 min incubacio inicial®
" 94°C 30 seg. Desnaturagio
o
'5 60°C 1 min e 30 seg Emparelhamento
A .
72°C 1 min Extensao
72°C 10 min extensdo final
4°C + 00 etapa final

Para evitar problemas de contaminagio, as fases que envolvem a pré-PCR e PCR
sao efectuadas em salas/camaras diferentes. Deve também ter-se o cuidado de nao expor as
amostras a luz depois de amplificadas (dado que os fluorocromos® ligados aos primers sio

fotossensiveis) e de as armazenar logo depois de retiradas do termociclador a uma

5 A enzima HotStarTag DNA Polymerase é fornecida no kit em estado inactivo. O programa do termociclador inclui uma
incubagcio inicial de 15 minutos a 95°C para permitir a sua activagio.

6 Fluorocromo ¢ uma molécula com capacidade de fluorescéncia.
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temperatura entre 2 a 6°C, se por um periodo inferior a 2 semanas, ou entre -15 a -25°C; se
por um periodo superior a duas semanas.
As amostras estdo agora prontas para continuar as fases seguintes de

processamento.
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Fonte: http: //www.usbweb.com)/assets /78200_flgif

2.3.2.2. PURIFICAGAO EX0-SAP: EXOSAP-1T°(USB®)

Dada a natureza delicada das aplicagoes forenses dos Y-SNPs, tendo lugar
principalmente quando as metodologias ja estabelecidas na rotina nao permitem resultados
conclusivos (como, por exemplo, a analise de amostras fortemente degradadas, ou com
quantidades infimas de amostra) o modo como as amostras sao processadas pode
comprometer o sucesso dos resultados. Assim, problemas como contaminagio,
amplificagio e minisequenciagao inespecificas, revelam-se fatais para o estudo destes

polimorfismos.

55


http://www.usbweb.com/assets/78200_f1.gif

SAO-BENTO, M. (2009) MATERIAL E METODOS

Apbs a reacgao de amplificagao por PCR, encontram-se em solu¢ao (juntamente com
os fragmentos de interesse, os restantes componentes e reagentes intervenientes na PCR)
primers, ANTPs, enzima e componentes do tampao [27]. Assim, antes de iniciar a reac¢ao de
minisequenciacio, de modo a evitar a participacao dos primers e ANTPs nao incorporados
nas reacgoes seguintes, e com o intuito de obter o produto especifico a partir da extensao
do primer, o produto amplificado ¢ purificado através da acgao conjunta de duas enzimas:
Exonuclease 1 (Exo 1) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), ambas ja disponiveis em
conjunto em ExoSAP-IT® (usb®™) [7, 33, 37]. A enzima Exo I degrada os primers de cadeia
simples e qualquer DNA “estranho” de cadeia simples. Por outro lado, a SAP desfosforila
os dANTPs que permanecem em solugio [57] (Figura 12). A ExoSAP-IT® (usb®) ¢é
adicionada directamente aos produtos de amplificacao e, dado que ¢ activa nos tampoes
normalmente utilizados para PCR, ap6s a sua adicao, ¢ apenas necessatia a sua incubagao a
37°C durante 15 minutos e posterior inactivacio durante 15 minutos a 80°C, de acordo

com as indicacoes do fabricante [57].

Mistera de PCR apés amplificacio
WA YAV Al Vil Vil a1 Vi a1 Vi
Y,
Excesso de primers '
e 'T LW e
\.1/' T T T \“/‘

T 7 1 T

Add ExoSAP-T® p 37°C, 15 min for treatment
80°C, 15 min to nactivate

)

Produto de PCR

VA YA YAl Vi gl Vi g Vil g Vi

Necleosdon

Fosfato Iserginico (P)

Figura 12 — Esquema de accdo de ExoSAP-IT® (usb®).

Assim, ap6s reaccio de PCR, 0,5 ul de ExoSAP-IT® (usb®) foram adicionados a 1 ul
de produto amplificado, e posteriormente colocados no termociclador GeneAmp® PCR
System 2700 da Applied Biosystems (Figura 11), com o programa indicado na Tabela 11.5. Ao
fim de 30 minutos, haviam sido removidos os primers e inactivados os dNTPs nao

incorporados.

Tabela II.5 — Programa do termociclador para purificacio Exo-Sap.

TEMPERATURA DURACAO
37°C 15 min
85°C 15 min
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CCATGACTGATTCC
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
ddGTP
ddCTP
dduTP

CCATGACTGATTCCG
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

Fonte: www.appliedbiosystems.com

2.3.2.3. REACCAO DE MINISEQUENCIACAO: EXTENSAO

NUMA BASE DOS PRIMERS (SNAPSHOT™)

A introdugdo de kits comerciais fol um marco importante na investigagdo forense,
tendo permitido nio sé uma uniformizagao dos procedimentos, como comparagiao de
resultados entre laboratérios e a elaboracao de sistemas de validacdo inter-laboratoriais,
fundamental para funcionamento da Genética Forense nos dias de hoje. O
desenvolvimento de kits comerciais para o estudo de SNPs, em conjunto com o aumento
da informagao disponivel (como por exemplo dados populacionais da frequéncia e
distribuicao destes marcadores), ira afirmar os Y-SNPs como possiveis marcadores de

eleicao nos laboratorios forenses.
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O SNaPshot™ Multiplex: kit (Applied Biosystems) [49] é uma tecnologia com varias
aplicagoes, entre as quais a genotipagem de Y-SNPs por minisequencia¢ao seguida de
deteccdo electroforética por fluorescéncia [29,5]. O principio do seu funcionamento
consiste na extensao dideoxi, por uma DN.A polimerase, de uma unica base complementar
ao local polimoérfico [37], a partir de um primer, ndo marcado, que emparelha com o DNA
alvo imediatamente adjacente ao SNP, a qual foi antecedida de uma amplificacio por PCR

(Figura 13).

Reacc¢do SBE SNaPshot® kit

Primer de emparelhamento

M CCATGACTGATTCC
DNAalvo —NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

SNP
> 3

ddGTP )
SNaPshot Ready ddCTP Primer que .
Reaction Mix dduTpP extende e termina
idATP
CCATGACTGATTCCG

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

* Cor = gendtipo
Electroforese

P

q

Figura 13 — Esquema geral do processo de minisequencia¢do por

aplicagiao do SNaPshot™ Multiplex kit (Applied Biosystems).

Os primers sio desenhados para emparelhar com a sequéncia adjacente ao local do
SNP. Uma vez posicionado com a sua extremidade 3’ a um par de base a montante do
polimorfismo relevante (local do Y-SNP), o primer emparelhado, ndo marcado, é estendido
numa base por adicdo do ddNTP complementar (Figura 13). Cada um dos quatro ddNTPs
apresenta-se marcado com fluorescéncia com um fluorocromo distinto, que emite um
comprimento de onda diferente que é traduzido numa cor especifica para cada base [29].
Deste modo, o resultado consiste em fragmentos que apresentam o mesmo comprimento,
diferindo apenas na cor. Para ser possivel a analise simultainea de varios Y-SNPs —
multiplex — é necessario que os produtos de extensao difiram entre si no seu comprimento,
de tal modo que a diferenca de tamanho seja detectada e distinguida durante a electroforese
[50]. A mobilidade dos oligonucleétidos por electroforese capilar é determinada pelo
tamanho, composi¢io nucleotidica e fluorocromo [50]. Assim, para garantir que os primers
apresentam comprimentos diferentes, pode verificar-se a necessidade de adi¢ao de caudas

de sequéncias ndo homologas ou emparelhaveis — como cauda poli (dT), poli (dA), poli

(dC) ou poli (dGACT) — a extremidade 5 dos primers (Figura 14), de modo a produzir
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moléculas com diferentes tamanhos e prevenindo a sobreposi¢ao de marcadores [37,49].
Posteriormente, os produtos da minisequenciagao siao separados electroforeticamente num

sequenciador capilar automatizado de DNA [37].

- N N

T— — c— ——

Figura 14 — Primers emparelhados ao template e estendidos aos quais foram adicionadas caudas.

Este kit da Applied Biosystems, que deve ser armazenado a -15°C a -25°C num
congelador de temperatura constante, é composto potr SNaPshot™ Multiplex: Ready Reaction
Mix — onde se encontram concentrados num unico tubo a enzima Amplilag” DNA
Polimerase, tampao da reaccao e os ddNTPs marcados com fluorescéncia (Tabela I1.6) — e
por dois controlos: SNaPshot Multiplex: Control Primer Mix e SNaPshot Multiplex: Control
Template [49].

Tabela I1.6 — Distribuicio dos fluorocromos pelos ddNTPs e indicagdo da cor atribuida na sua analise.

COR DOS DADOS
ddNTP | FLUOROCROMO
ANALISADOS

A dR6G™ Verde

C dTAMRA™ Amarelo’

G drR110™ Azul

T dROX™ Vermelho
size standard | 1.1 z™ Lar anja

Apbs verificada a inactivagdo dos dNTPs e remogao dos primers ndo incorporados
por acgao da ExoSAP-IT® (UBS®), teve inicio a reaccio de minisequenciagao como descrito
no protocolo apresentado em anexo (anexo II).

Os  primers utilizados para a reacgdo de minisequenciagaio (ou SBE  primers),
apresentam-se descritos na Tabela I1.7 (e de acordo com BRION e al (2004) [3]). O
programa utilizado no termociclador GeneAnp® PCR System 2700 da Applied Biosystens
(Figura 11) consta na Tabela I1.8.

7 Para melhor visualizagio, a sua cor de representa¢do nos electroforegramas ¢é o preto.
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Tabela I1.7 — Caracterizacio dos SBE primers aplicados na reac¢do de minisequenciacao dos Y-SNPs em estudo.

. Tamanho Conc.

SNP ‘ ‘ SBE primers (pb) M) ‘

M22 | For | CCGCCATTCTGGTGGCTCT |20 | 009 |

P25 | For | CCCCCCCTCTGCCTGAAACCTGCCTG | 26 | 015 |
92R7 | TVer | CCCCGCATGATGAACACAAAAGACGTAGAAG | 28 | 020 | —
SRY1532 | For | CCCCCCTTGTATCTGACTTTTTCACACAGT | 30 | 015 | é
M70 | T7%r | CCCCCCCCTAGGGATTCTGTTGTGGTAGICTTAG | 34 | 015 | E
M173 | For | CCCCCCCCCCTTACAATTCAAGGGCATTTAGAAC |34 | 020 | 5
Tat | IYer | CCCCCCCCCCCCCCCCCCTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC 42 | 020 | =

M213 | IVer | CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTCAGAACTTAAAACATCTCGTTAC |45 | 036 |

M9 | For | CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCGAAACGGCCTAAGATGGTTGAAT | 48 | 0.25 |
M170 | Ver | ACACAACCCACACTGAAAAAAA |22 | 045 | «
M62 | T7r | CCCCCCCCAATGTTTGTTGGCCATGGA | 27 | 050 | é
M172 | For | CCCCCCCCCCCCCCAAACCCATTTTGATGCTT |32 | 010 | S
M26 | Ier | CCCCCCCCCCCCCCCATAGGCCATTCAGTGTTCTCTG |37 | 025 | 5
M201 | For | CCCCCCCCCCCCCCCGATCTAATAATCCAGTATCAACTGAGG 42 | 005 | &

Tabela I1.8 — Programa de PCR para a minisequenciagao através de SNaPshor™ kit.

TEMPERATURA DURACAO

" 96°C 10 seg.
<
O
&) 50°C 5 seg.
&

60°C 30 min

4°C + ©
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2.3.2.4. PURIFICACAO: TRATAMENTO COM SAP

Durante o processamento de uma amostra, todas as etapas sdo importantes e
directamente relacionadas com a obten¢do e sucesso dos resultados, uma vez que sdo
sequenciais e o produto final de uma é o ponto de partida de outra. Assim, para uma
correcta genotipagem dos Y-SNPs, apos finalizada a reac¢do de minisequenciagao, torna-se
necessario que os [F]JddNTPs nao incorporados sejam removidos de modo a evitar a sua
co-migragao com o fragmento de interesse e, assim, originar fluorescéncia estranha, criar

uma genotipagem incorrecta ou mesmo impossibilita-la [22, 29, 49].
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Neste contexto, ao produto resultante da reacgao de SBE ¢ aplicado um tratamento
enzimatico através de ac¢ao da SAP que catalisa a remogao dos grupos 5 fosforil dos
ddNTPs nio incorporados [29,50]. Esta modificagio dos ddNTPs altera o padrio de
migracao dos que nio se encontram incorporados, que, deste modo, deixam de interferir
[30].

Dado que a enzima SAP é completa e totalmente inactivada por tratamento com
calor a 65°C durante 15 minutos, todo o procedimento relacionado com a acgao enzimatica
pode ter lugar num s6 tubo.

Assim, ap6s reac¢io de minisequenciacio, 1 pl de SAP (Roche®) foi adicionado ao
produto de SBE, e posteriormente colocados no termociclador GeneAnp® PCR Systems 2700
da Applied Biosystems (Figura 11) com o programa indicado na Tabela I1.9.

Terminada a purificagao enzimatica por accao da SAP, a amostra encontra-se pronta
para a separacao electroforética num sequenciador capilar automatizado de DNA e
deteccido por fluorescéncia [43]. Se esta nao tiver lugar nas 24 horas seguintes, as amostras

— que se devem permanecer a 4°C — devem ser armazenadas a -20°C.

Tabela I1.9 — Condi¢oes de PCR para a acgio enzimatica da enzima SAP.

TEMPERATURA DURACAO
37°C 60 min
85°C 15 min

62



SAO-BENTO, M. (2009) MATERIAL E METODOS

Fontezhttp://www.bristoLac.uk/ news/2009/6394.html/2009-06-05.1681948413/ image,
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/htdocs/ productMegr/images /310_014.jpg ¢
https://products.appliedbiosystems.com/ab/cn/US/htdocs/ productMer/images / AB-091304-539_s_3130,pg

2.4. DETECCAO E ANALISE DOS PRODUTOS SBE: ABI Prism” 310 E 3130

GENETIC ANALYZER (APPLIED BIOSYSTEMSY)

Na sequéncia da minisequenciagio por acgio de SNaPshot'"'kit coexistem muitos
fragmentos de Y-SNPs que necessitam ser separados, distinguidos e identificados.
Encontram-se disponiveis diversas plataformas de separagdo e detec¢ao de Y-SNPs, entre
as quais a separagao por electroforese capilar nos sequenciadores automaticos da Applied
Biosystems: ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer e ABI Prism® 310 Genetic Analyzer, utilizados

neste estudo.
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Desde a introducio em 1995 pela Perkin-Elmer Applied Biosystems, o ABI Prism"® 310
Genetic Analyzer, e mais tarde o ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer, tornaram-se elementos
indispensaveis nos laboratérios forenses. Instrumento de um e quatro capilares,
respectivamente, dispdem de detec¢ao por fluorescéncia multicolor e proporcionam um
funcionamento automatizado sem necessidade de vigilancia, bem como anilise
automatizada dos seus resultados através da utilizacdo de soffware adequado [49].

Relativamente a outros métodos de separacao e detecgao, estas duas plataformas da
Applied Biosystems, enquanto instrumentos de electroforese capilar, apresentam inimeras
vantagens, sendo de destacar, no ambito forense, a sua grande sensibilidade e capacidade de
analise simultanea de varios sistemas, com multiplos parametros, e complexidade — como
se verifica na detecgdo e separacdo dos produtos resultantes da minisequenciacao multiplex
marcados com diferentes fluorocromos, permitindo que apenas seja consumida durante o
processamento e andlise da amostra uma quantidade infima de amostra de DNA, que pode
ser novamente testada. Isto constitui uma grande vantagem na resolucdo de casos com
interesse forense em que se dispde apenas de pequenos vestigios. Do mesmo modo, a
rapidez do processo de injec¢do da amostra, bem como informacdo resultante que se
apresenta logo disponivel num formato electronico apos a corrida ter terminado, tornam
este instrumento indispensavel para os estudos forenses.

Os ABI Prism® 310 Genetic Analyzer ¢ ABI Prism®3130 Genetic Analyzer, possibilitam o
armazenamento da informacgdo electroforética a medida que decorre a migragio das
amostras, tendo lugar a detecgao por laser, devido a fluorescéncia emitida pelo componente
marcado. Cada produto SBE apresenta uma base nucleotidica complementar ao local
polimérfico dos Y-SNPs em estudo, marcada com fluorescéncia. Assim, a fluorescéncia
emitida por cada ddNTP apresenta diferentes comprimentos de onda a que corresponde
uma cor especifica para cada base [35]. Consequentemente, a determinagdo da base
nucleotidica presente no locus polimérfico tem lugar através da determinacio da cor,
tamanho e localizagdo do pico que é gerado a partir da fluorescéncia emitida, durante a
sequenciagao electroforética.

Para uma analise bem sucedida e robusta do produto final, um quinto marcador com
fluorescéncia deve ser adicionado. Deste modo, paralelamente a migracao das amostras em
estudo, um padrio interno de tamanho conhecido (infernal size standard), foi adicionado a
cada amostra. Este, GeneScan® 120 1.1Z size standard (utilizado neste trabalho), que também

migra, ¢ reconhecido pelo soffware, servindo para construir curvas de calibragao. Deste
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modo, ¢ possivel eliminar automaticamente as variagoes da mobilidade electroforética, as
quais podiam conduzir a uma genotipagem errada [50].

O estudo dos produtos resultantes do SNaPshor™

Multiplex: kit por electroforese
capilar em ambas as plataformas requer a presenca de soffware especifico: o software ABI
Prism® 310 Data Collection (referido de agora em diante como Data Collection) ¢ ABI Prism®
GeneScan® Analysis Software (denominado a partir de agora por GeneScan” Analysis) para a
electroforese capilar no ABI Prisn™ 310 Genetic Analyzer e o ABI Prism® 3130 Data Collection
software e ABI GeneMapper ID no ABI Prism®™ 3130 Genetic Analyzer. O Data Collection define
os filtros virtuais que correspondem a diferentes comprimentos de onda para a recolha das
emissdes de fluorescéncia a partir dos fluorocromos. Apods a deteccdo de fluorescéncia
automatizada nos sequenciadores e o software de andlise interpreta os resultados, calculando
o tamanho ou quantidade dos fragmentos de DNA a partir da intensidade de fluorescéncia
em cada momento de recolha de dados [50].

A recolha de dados e funcionamento das plataformas em questdo sao controlados
por uma série de etapas e procedimentos que estao agrupados e aos quais nos referimos
como ‘moédulo’. Do mesmo modo, ¢ igualmente necessario definir da matriz, que sera
fundamental para uma separacdo correcta das cores nos electroforegrama. Neste estudo, o
modulo padrio (module standard), matriz e polimero utilizados para genotipagem de Y-SNPs
foi o SNP36_POP4 na plataforma ABI Prism® 3130 ¢ GS STR POP4 para o ABI Prism®
310, através do filtro E5, a matriz DS-02 (dR110, dRGG, dTAMRA, dROX, LIZ) (Tabela
V) e o polimero POP4.

Antes de iniciar o processo de electroforese capilar nos sequenciadores automaticos
nos sistemas ABI Prisw® 310 ¢ ABI Prisn® 3130 as amostras tém de ser preparadas para

analise.
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Fonte: http://humods.com/uploaded_images/DNA-assembly-fab-717561, http://www.dps.state.ak.us/ CrimeLab/ Tmages/DNA/3130insid ¢ Thumb.jpg ¢
http:/ /humods.com/ uploaded_images/nano-replaces-chemo-717245

2.4.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA O PROCESSO DE
ELECTROFORESE CAPILAR NOS SEQUENCIADORES
ABI Prism® 3130 E 310 GENETIC ANALYZER.

As amostras apenas se encontram preparadas para o processo de electroforese capilar
a ter lugar nos ABI Prisn®™ 310 Genetic Analyzer e ABI Prism”® 3130 Genetic Analyzer, com uma
solugio desnaturante — Hi-Di"™ Formamida — que ajuda a quebrar as ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias complementares dos produtos de PCR. Ao adicionar a
Formamida as amostras nesta fase, esta-se igualmente a diluir os sais, o que facilita o

processo de injecgdo da amostra. Um padrio interno é igualmente adicionado a cada
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amostra (com o objectivo de permitir a atribuicio de tamanho). O GeneScan® 120 1.1Z size

standard foi especificamente desenhado para aplicagio com o SNaPshot™

Multiplex Kit tendo
sido utilizado neste estudo. A amostra é de seguida aquecida e desnaturada, para separar as
duas cadeias de cada produto SBE, e depois introduzida no instrumento para analise. A
Tabela I1.10 apresenta o protocolo de preparagao das amostras para electroforese capilar

nos sequenciadores automaticos ABI Prism® 310 Genetic Analyzer e ABI Prism®™ 3130 Genetic
Analyzer [51].

Tabela II.10 - Protocolo de preparagdo das amostras para a electroforese capilar nos sequenciadotres automaticos ABI

Prism® 310 Genetic Analyzer e ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer

ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer ABI Prism® 310 Genetic Analyzer

Num tubo de 500 pl, adicionar (N + 2) x 9 ul de Num tubo de 500 pl, adicionar (N + 2) x 12 pl

1. Hi-Di Formamida® e (N + 2) x 0,5 pl de de Hi-Di Formamida e (N + 2) x 0,5 pl de
GeneScan® 120 1IZ size standard, GeneSean® 120 1IZ size standard,
2. Tapar o tubo, agitar suavemente no sorfex de 3 a 5 segundos e centrifugar a mistura?;

Distribuir 9,5 pl da mistura por N pocos da

3. Distribuir 12,5 pl da mistura por N tubos;
placa;
4. Adicionar 0,5 pl de produto SBE (aos pocos ou tubos);
Caso se verifique a existéncia de bolhas, proceder Tapar cada tubo com um septo, agitar no
> a um spin rapido na centrifuga de placas; vortex e centrifugar;
6. Desnaturar durante 5 min a 95°C no termociclador
7. Aplicacio no sequenciador automatico

Apbs definigao dos componentes de analise no sequenciador automatico as amostras
devem ser colocadas no suporte de 48 posicdes e este colocado no tabuleiro do
sequenciador ABI Prism® 310 Genetic Analyzer ou colocar a placa no tabuleiro do

sequenciador ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer, e dar inicio ao processo de electroforese.

8 A elevada concentragio de formamida ajuda a desnaturar as cadeias de DNA, especialmente depois de serem induzidas a
separacido pelo aquecimento a 95°C. A formamida é uma solugdo desnaturante que ajuda a quebrar as ligagGes de
hidrogénio entre as cadeias complementares dos produtos de PCR. Previamente armazenada no frigorifico, esta deve ser
aplicada a temperatura ambiente, devendo ter-se o cuidado de a retirar do frigorifico um pouco antes da sua utilizagao.

9 Caso se verifique necessario, armazenar a mistura de 2°C a 6°C até pronta a utilizar.
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Fonte: http://pubs.acs.org/appl/literatum/ publisher/achs/journals/ content/nalefd/2009/nalefd.2009.9.issue-7/n19002969 / production/ images/ medium/nl-2009-002969_0004.gif

2.5. DETECCAO DO PRODUTO SEQUENCIADO

Os produtos da minisequenciacio marcados com fluorocromos sio detectados e
separados por electroforese capilar, através dos instrumentos 4ABI Prismt® 3130 Genetic
Anabyzer ¢ ABI Prisn®™ 310 Genetic Analyzer. O processo de recolha de dados é efectuado
num electroforegrama. A informagao dos fragmentos tem de ser convertida em pares de
bases que permitira a comparagao dos dados entre laboratérios, indicagao no relatério ou

mesmo introdu¢ao em base de dados de DNA para comparagao com outras amostras.
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Os dados da amostra recolhidos pelos ABI Prism®™ 3130 Genetic Analyzer ¢ ABI
Prism® 310 Genetic Analyzer, através do  software Data Collection™  (Applied Biosystems),
apresentam-se sob a forma de fragmentos, denunciando, através da sua coloragao, a
identidade da base nucleotidica complementar ao local polimérfico do marcador em estudo
e, consequentemente, dando a conhecer o mesmo. Estes picos estio presentes num
clectroforegrama, onde sao representados em funcio da intensidade do sinal de

fluorescéncia por tempo de passagem no detector (Figura 15) [13].
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Figura 15 — Sistema de minisequénciago através do SNaPshot™ Multiplex kit (Applied Biosystems).
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A cada um dos 4 nucleétidos estd associado um fluorocromo: A (verde), G (azul), C
(amarelo), e T (vermelho). Assim, a preseng¢a de um pico azul no electroforegrama indicaria
que o0 G (ddGTP) havia sido incorporado pela polimerase no local do SNP (Tabela I1.5)
[13; 49]. No sistema de minisequenciagao, cada fragmento ¢é caracterizado pela cor do pico
— que permite identificar o nucleétido do /eus de interesse —, e tamanho — uma vez que
sao adicionadas caudas 5’ para diferenciar os marcadores de SNP dos seus vizinhos —
[40,50].

Através da aplica¢ao do soffware de analise, as varias cores dos fluorocromos para
cada pico no espectro sao separadas (por meio de uma matriz), a variagado nucleotidica ¢é
identificada — a partir da associagdo especifica de uma cor a uma base — sendo-lhes
atribuido tamanho. O tamanho dos fragmentos de DNA, representados por picos nos
electroforegramas (em termos de pares de base), pode ser determinado relativamente ao
padrao interno, previamente misturado com as amostras de DNA. Este conjunto de
fragmentos de DNA de tamanho conhecido estao marcados com um quinto fluorocromo
diferente de modo a ser distinguido, no espectro, dos fragmentos de DNA de tamanho
desconhecido corrige as diferencas que possam ter lugar em cada corrida [13]. No caso do
SNaPshot™ kit e do ABI Prism® 310 ¢ 3130 Genetic Analyzers, o padrio interno é o
GeneScan®-120 1.1Z (Applied Biosystems). Concebido para atribuir tamanho aos fragmentos de
DNA que se situem entre os 15 a 120 nucleétidos, contém 9 fragmentos de DNA de cadeia
simples, cujo tamanho varia a partir de 15 pb até 120 pb (15, 20, 25, 35, 50, 62, 80, 110 e

120 nucleétidos) marcados com o fluorocromo laranja (Figura 16) [51].

15125 35 50 62 0 110 110

Figura 16 — Representacio dos fragmentos do padrio interno GeneScan®-120 Liz (Applied Biosystems).
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Fonte: YCC (2002).

2.6. ATRIBUICAO DOS HAPLOGRUPOS DE Y-SNPS E

ANALISE ESTATISTICA

Apbs identificada a variagao nucleotidica dos Y-SNP em estudo, e de acordo com a
arvore do YCC actualizada [24], definiu-se o haplogrupo de cada amostra da populagdo em
estudo.

As frequéncias dos haplogrupos foram determinadas por contagem directa e a sua
nomenclatura encontra-se de acordo com os estudos de YCC (2002) [44], JOBLING e

TYLER-SMITH (2003) [23] € KARAFET ¢ al. (2008) [24].
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Fonte: Imagem da autora.

3. RESULTADOS

Concluidas as etapas de extraccdo de DNA de manchas de sangue, a
minisequenciacio por extensio de uma sé base do primer — com SNaPshot™ Multiplex kit
(Applied Biosystems), utilizando ddNTPs marcados com fluorescéncia conhecida, precedida
de uma amplificagio por PCR —, seguida de separac¢ao do produto obtido e consequente
detec¢io por electroforese capilar no ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer ABI PRISM® 3130
Genetic Analyzer e (Applied Biosystenss), os dados recolhidos foram analisados, comparados
com o padrao interno de tamanho conhecido (#nternal size standard) e foi identificada a base

presente no locus polimérfico de cada marcador bialélico do cromossoma Y em estudo.
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Deste modo, foi possivel determinar a variacio nucleotidica presente e, por analise
comparativa com a arvore dos haplogrupos binarios do cromossoma Y humano proposta
pelo Y CHROMOSOME CONSORTIUM (YCC) [44] (Figura 17) e com a arvore revista por
KARAFET ef al. (2008) [24] (Figura 18), identificar o haplogrupo do cromossoma Y de cada
individuo da populacio em estudo (Tabela IV.1 - Anexo IV). A andlise dos varios

polimorfismos dos individuos de uma populacio permite a caracterizagao dos seus

haplogrupos.
L
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Figura 17 — Arvore dos haplogrupos binarios do cromossoma Y humano proposta pelo Y CHROMOSOME CONSORTIUM

(YCQ).

Na amostra de 81 individuos aparentemente saudaveis, nao relacionados, da
populaciao de Ribeirdo Preto (Estado de Sao Paulo, Brasil) em estudo, foram identificados e
analisados os polimorfismos presentes nos 14 Y-SNPs estudados, atribuidos os seus
haplogrupos, tendo-se igualmente determinado as suas frequéncias na populagao. Os

resultados obtidos neste estudo, por individuo, encontram-se na Tabela IV.1 - Anexo IV.
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Figura 18 - Arvore dos haplogrupos revista por KARAFET ¢ a/. (2008).
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Fonte: ONOFRI e a/ (2006)

3.1. ESTUDO DOS POLIMORFISMOS BIALELICOS DO CROMOSSOMA Y:

ANALISE DE MULTIPLEXES

Dado serem marcadores pouco discriminativos — comparativamente com os STRs

—, para a caracteriza¢ao do haplogrupo de uma populacio através do estudo dos single

nucleotide polymorphisms (SNPs) do cromossoma Y torna-se necessario proceder a analise de

um maior numero de marcadores, o que a pode tornar mais morosa, despendendo de um

maior namero de recursos |[5].

Para contornar este facto, optamos pela estratégia

hierarquica defendida por BRION' e @/ (2004) [5] (baseado na arvore do YCC [44]),

distribuindo os 14 Y-SNPs escolhidos por dois multiplexes: o multiplex 1 (Figura 19) e o

multiplex 2 (Figura 21). Primeiramente é estudado o multiplex 1 e, de acordo com os

resultados observados, ¢ analisado o multiplex 2.

! Esta autora defende, no referido estudo, ser possivel e suficiente a analise de 2 multiplexes de Y-SNPs para a

caracterizagdo de uma populacio.
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Fonte: BRION ¢z a/ (2004).

3.11.MurTIiPLEX]

O multiplex 1 — baseado no estudo de BRION ¢z al. (2004) [5] — ¢ constituido pelos
seguintes 9 Y-SNPs: SRY1532, M213, M9, M70, M22, TAT, 92R7, M173 e P25 (Figura 19).
Estes encontram-se, de um modo geral, dispersos pela arvore dos haplogrupos binarios do
cromossoma Y humano [23, 24, 44], sendo possivel, apenas com o estudo deste wultiplex,
atribuir o haplogrupo de uma amostra ou identificar o multiplex adicional com que devera

posteriormente ser analisada.
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Na sequéncia da reacgao de minisequenciagao seguida de electroforese capilar, a
informacao do /ocus polimérfico dos 14 Y-SNPs apresenta-se sob a forma de fragmentos de

tamanhos diferentes, representados num electroforegrama (Figura 19).

MULTIPLEX 1

M22  sRy1532 = L-Cmiflmimaorewemfrmdeled
A p25 G

M70
I M173 T Tat M213

Figura 19 — Representacdo de um electroferograma de Y-SNPs a partir da andlise do maultiplex 1.

Tabela ITL.1 — Caracterizacio dos Y-SNPs que compoem o wultiplex 1.

Y-SNP Tamanho | Detecgdao Mutagao
SRY1532 30 A—G A®G
M213 45 A—G T C
M9 48 C—G C®G
M70 34 T—G A®C
M22 20 A—G A®G
Tat 42 A—G T C
92R7 28 TC—T G®» A
M173 34 A—C A®C
P25 26 C—AC C® A

Da analise dos 81 individuos saudaveis, nao relacionados da populagao de Ribeirao
Preto (Estado de Sio Paulo, Brasil), através do multiplex 1 foi possivel a identificacio de
pelo menos 8 haplogrupos (Tabela IV.1 - Anexo 1V): R1b1 (Figura 20a), R1a (Figura 20b),
T (Figura 20c), P(xR1) (Figura 20d), A (Figura 20e), K(xLL,N1¢c,P,T) (Figura 20f), F(xK) e
um ou varios dos haplogrupos B,C,D ou E (Figura 20g).
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As amostras caracterizadas com o haplogrupo F(xK), foram seleccionadas para

analise dos restantes marcadores binarios do cromossoma Y deste estudo, compondo o

multiplex: 2.

HAPLOGRUPO R1b1
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Figura 20d
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Figura 20g

HAPLOGRUPOK(XL,N1c,P,T)
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Figura 20 - Electroforegramas caracteristico de cada um dos haplogrupos determinados ap6s estudo do multiplex 1.
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Fonte: BRION ¢z a/ (2004).

3.1.2. MULTIPLEX2

Na sequéncia da analise dos electroforegramas das amostras estudadas com o
multiplex 1, aquelas cujo haplogrupo nao foi atribuido, deveriam ser analisadas com um
multiplex adicional. Neste estudo, as amostras que, ap6s analise do multiplex 1, o haplogrupo

nao havia sido determinado, foram estudadas igualmente com o multiplex: 2.
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Igualmente definido por BRION ez al. (2004) [5] este multiplex inclui 5 Y-SNPs: M170,
Mo62, M172, M26 e¢ M201 (Figura 21). O processo de atribuicio do haplogrupo é

equivalente ao multiplex anterior, estando a variagao nucleotidica representada na Tabela

I11.2.

MULTIPLEX 2 M62 I I

M170
G

Figura 21 — Representacdo de um electroferograma de Y-SNPs a partir da andlise do maultiplex 2.

Tabela 111.2 — Caracterizacio dos Y-SNPs que compdem o multiplex: 2.

Y-SNP Tamanho Detecgdo Mutagao
M170 22 T—G A®C
Mo62 27 A—G T C
M172 32 T—G T® G
M26 37 C—T G® A
M201 42 G—T G®»T

Dada a distribuicio dos marcadores deste multiplex na arvore dos haplogrupos
binarios do cromossoma Y humano e considerando os resultados da tipagem dos Y-SNPs
através do multiplex 1, apenas foi realizada a analise adicional com este multiplex as amostras

que o multiplex 1 definiu como pertencendo ao haplogrupo F(xK) (Figura 22).

L u & i *» ' . .
T

o HAPLOGRUPO F(XK)

Figura 22 — Electroforegrama caracteristico de uma amostra pertencente ao Haplogrupo F(xK).
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Assim, 23 das amostras referentes a populagao de Ribeirao Preto, apds analise com o
multiplex 1, foram submetidas ao estudo dos Y-SNPs com o multiplex 2. Na sequéncia da
mesma, foram atribuidos 5 haplogrupos (Tabela IV.1 - Anexo 1V), a saber G (Figura 23a),
F(xG,1,J1a,]2)K) (Figura 23b), ]2 (Figura 23c) e I(xI2a2) (Figura 23d).

HAPLOGRUPO G

Figura 23a

Figura 23b

20 25 30 35 4 HAPLOGRUPO JZ

4000

3200 |
7;00_4
1600

800

Figura 23c

HAPLOGRUPO 1(x1222)

Figura 23d

Figura 23 — Electroforegramas caracterfstico de cada um dos haplogrupos determinados apés estudo do multiplex 2.
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Fonte: http://i.pbase.com/03/83/4383/1/111494168.d9iexY1l HaplogroupFYDNAMap.jpg

3.2. CARACTERIZACAO DE HAPLOGRUPOS: CALCULO DAS FREQUENCIAS

A caracterizagdo de populagoes, nomeadamente através da analise de haplogrupos do
cromossoma Y definidos por SNPs, e posterior estudo estatistico, é fundamental e
imprescindivel para a elaboracio de bases de dados populacionais. Sem estas nio sera
possivel a implementagdo dos Y-SNPs como marcadores de rotina dos laboratérios de
genética forense.

Nessa medida, apos o estudo dos 14 Y-SNPs presentes nos multiplexes 1 e 2, foi

possivel determinar a presenca de pelo menos 11 haplogrupos, representados na Tabela
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III.3 A nomenclatura aplicada para a atribuicio dos haplogrupos foi a nomenclatura
hierarquica, concordante com os trabalhos do YCC (2002) [44], JOBLING e TYLER-SMITH
(2003) [23] e KARAFET e# al. (2008) [24].

Tabela ITL.3 — Caracterizacio dos haplogrupos presentes na populagio de Ribeirdo Preto (Estado de Sio Paulo, Brasil).

Haplogrupos N %

R1b1 43 53,09%
2 10 12,35%
B,C,DouE 8  9,88%
I (x12a2) 6  7,41%
G 4 4,94%
T 3 3,70%
F(xG,1,J1a,02,K) 2 247%
Rla 2 247%
A 1 1,23%
P (XR1) 1 1,23%
K (xL,N1c,P,T) 1 1.23%

As frequéncias dos haplogrupos foram determinadas por contagem directa (Tabela
II1.3). Com a analise do grafico da Figura 24, podemos verificar que, apesar de alguns dos
resultados necessitarem de estudos adicionais, os haplogrupos predominantes, com

frequéncia superior a 65%, sao os haplogrupos R1b1 e J2.

ER1bl

HJ2
MB,C,DouE
H|(xI2a2)

HG

M|T

M F(xG,1,J1a,J2,K)
MR1la

MA

i P(xR1)

b K(xL,N1c,P,T)

\\g

Figura 24 — Representacio grafica da distribui¢io dos haplogrupos da populagio em estudo.
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% " o

Fonte: http://www.mygenetree.com/images/ MGT_genctic_gencology_issues_family_trec_0309_01.jpg

3.3. ARVORE FILOGENETICA

A partir dos dados genéticos populacionais resultantes do estudo de single nucleotide
polymorphisms do cromossoma Y, é possivel a caracterizagao dos haplogrupos presentes
nessa populagao. Esta tem lugar considerando nio sé a sua localizagdo na arvore dos
haplogrupos binarios do cromossoma Y humano [20], mas considerando igualmente a
frequéncia em que estdo presentes em cada populagdo. Estes dados sdo determinantes para
a elaborac¢io de bases de dados populacionais e estudos de evolugao.

A partir da andlise comparativa dos haplogrupos identificados nos individuos de
Ribeirdao Preto com a arvore do YCC revista [24], foi possivel elaborar a “arvore

filogenética dos haplogrupos” da populagio de Ribeirio Preto (Estado de Siao Paulo,
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Brasil) na Figura 25, onde se encontram figurados apenas os haplogrupos definidos pelos

marcadores em estudo nesta populagao.

HAPLOGRUPO
A N =
B, DE, C N=8
G N =4
M201
A 1(xI2a2) N=6
M0 F 12a2

M26

F(xG,LJ1a,JK) N=2

* J1a

Mo62

J2 N =10

M172

K(XL,N1c,P,T) N=1

K—*—;M* +* )

MO Nilc
TAT
P(xR1) N=1
r R1(xR1a,R1b1)
92R7|
* Rla N=2
M173
SRY 10831
* MurTIPLEX 1 Rib1l N =43
P25
* MULTIPLEX 2 * T N=3

M70
Figura 25 — “Arvore” dos haplogrupos do cromossoma Y da populagio de Ribeirio Preto
(Sao Paulo, Brasil), obtida na sequéncia da analise dos 14 Y-SNPs.
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Fonte: http://www.myheritageimages.com/H/ storage/blogs /companyblog/ DNA.jpg.
http:/ /www.afr com/graphics/afrigenelogoSb.jp,
http:/ /www.mygenetree.com/images/ MGT_genetic_gencology_issues_family_tree_0309_01.jpg
http:/ /www.dnareunion.org/image/home_banner_01jpg
http:/ /news.medill.northwestern.cdu/ uploadedImages /News/ Chicago/ Images /Urban/ Peltzer%:20Pekarsky %20family%20smal
Lipg

4. DISCUSSAO

Desde a evidéncia de que distribui¢ao dos haplogrupos do cromossoma Y, a partir
do analise de polimorfismos binarios na regidao nao codificante, permite identificar padroes
de migracdes humanas histéricas através das linhagens paternas [21,23], responder a
questdes antropoldgicas, histéricas e genealogicas [13], entre outras aplicagdes, que o

estudo de Y-SNPs se tornou bastante comum.
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Na area forense, dada a sua abundancia por todo o genoma (i), simplicidade —
permitindo a analise a partir de pequenas quantidades de amostra e a analise através de
tecnologias com rapida capacidade de processamento — (ii), baixa taxa de mutagio —
permitindo o seu estudo em investigacOes de paternidade — (iii), presen¢a unica do
cromossoma Y no genoma masculino — determinado pelo gene SRY — (iv), modo de
transmissao directamente de pai para filho, sem recombinacio, sendo a mutagao ao acaso o
unico mecanismo para a variacao no tempo entre homens paternalmente relacionados (v), é
igualmente vasto o potencial. As suas aplica¢des forenses tém sido praticamente limitadas a
sua utilizagdo como ferramenta adicional, tendo, no entanto, aplicagdo como ferramenta de
exclusao em investigacdes de parentesco incompletas ou quando as restantes metodologias
parecem falhar.

Ap6s comprovada a especificidade populacional dos polimorfismos bialélicos do
cromossoma Y, que em conjunto com a sua simplicidade permite inferir sobre a origem da
populacdo de qualquer individuo da populagao de interesse para fins forenses [7, 22], a
analise de haplogrupos do cromossoma Y, definidos por polimorfismos binarios, tem-se
tornado na abordagem padrio para o estudo das origens dos populacdes humanas
modernas e na avaliagio da variabilidade existente entre as mesmas [5]. Todavia, a
diversidade populacional especifica exibida por estes polimorfismos deve ser interpretada
com cautela. A sua frequéncia deve ser estimada e interpretada tendo em atencao os dados
antropologicos.

Respondendo a complexa situagdo que se estava a gerar na comunidade cientifica na
interpretacao dos resultados destes estudos, o YCC definiu um sistema hierirquico com
base nos marcadores binarios da regido nido recombinante do cromossoma Y de
distribui¢ao de haplogrupos, em conjunto com um novo sistema de nomenclatura que é
suficientemente versatil para permitir a sua actualizacdo inerente com a descoberta de
novas linhagens [24].

Para que possa ter aplicagao forense, é de importancia vital o conhecimento prévio
da distribui¢ao global dos haplogrupos do cromossoma Y. Neste estudo, determinaram-se
os principais haplogrupos presentes na populagao de Ribeirdo Preto, a partir da analise de
Y-SNPs, de modo a caracterizar esta populacdo, possibilitando a sua utilizagdo na pratica

forense. Foram detectados pelo menos 11 haplogrupos de Y-SNPs, tendo-se verificado o

seguinte:
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2 Haplogrupo A:
Com uma frequéncia de apenas 1%, este haplogrupo ocupa o clade mais basal de
toda a arvore do cromossoma Y. Caracteristico de individuos de origem africana -
sendo praticamente restrito a esse continente [24,32] -, a sua presenca foi detectada
pela auséncia da mutagao SRY10831.1. Para a definicao concreta de subdivisdes,
revela-se necessario o estudo de outros polimorfismos binarios, ausentes dos
multiplexces em estudo.

9 Haplogrupo B, C, D ou E:
Correspondendo a praticamente 10% da amostragem, e considerando a disparidade
dos haplogrupos em questao, sera fundamental a analise com mais marcadores Y-
SNP para uma correcta caracterizagao da populacio em estudo. Na verdade, os
haplogrupos B, C, D e E apresentam em comum apenas a simultaneidade da
existéncia da mutagao SRY10831.1 e auséncia de mutacio M213.
Nessa medida, a sua presenca tanto pode indiciar a origem dos individuos restrita a
Africa Subsariana — haplogrupo B — [24, 34], a todo o continente africano — de
onde o haplogrupo E ¢ tipico [24, 56] —, assim como uma outra proveniéncia.
Efectivamente, o haplogrupo C nio se encontra na Africa Subsariana mas é comum
principalmente entre populag¢oes asiaticas (sendo uma das linhagens rara restrita ao
Japdo [50]), australianas, da Oceania e s6 muito raramente em individuos nativo-
americanos [24]. Da mesma forma, o haplogrupo D néo é encontrado fora da Asia,
surgindo com grande frequéncia na Asia Central e Japio;

4 Haplogrupo G
Com 5% de frequéncia na amostra estudada da populagao de Ribeirdao Grande, este
haplogrupo ¢ definido pela mutagio M201. Apesar de apresentar uma baixa
frequéncia na maioria das populagées, o halogrupo G encontra-se presente
principalmente nos individuos do Médio Oriente, Mediterraneo e Montanhas do
Caucaso [24, 30].

9 Haplogrupo I(xI2a2)
Definido pela presenca da mutagio M170 e auséncia da mutagao M26, este
haplogrupo representa 7,41% na populagio em estudo. O Haplogrupo 1 ¢
caracteristico das populacbes europeias [26,32], encontrando-se distribuido de
modo generalizado por todo continente e sendo praticamente a este restringido [30,

56].
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O subclade excluido (I2a2) — caracterizado pela presenca da mutagao M26 — ¢é
proéprio das populagdes de uma zona geografica muito restrita (Sudeste da Europa),
sendo mais frequente na Bosnia-Herzegovina mas sendo também encontrada nos
individuos do Nordeste de Italia.

2 Haplogrupo J2:
Definido pela mutagao M172, este haplogrupo ¢ o mais frequente nos individuos
da populacdo europeia, no ambito do dade | [23, 27, 32]. Do mesmo modo, ¢ o
segundo haplogrupo com maior representatividade na popula¢io em estudo, com
uma prevaléncia de 12%.

2 Haplogrupo F(xG, 1, J1a, ]2, K)
Apresentando a mutacao M213 e verificando-se simultaneamente a auséncia de
muta¢ao em qualquer dos marcadores do multiplex 2 — assim como do Y-SNP M9
—, a analise deste haplogrupo nao permite, por si s6, uma conclusao valida
relativamente a origem dos individuos que o representam. Apresenta uma
frequéncia de 2% na popula¢ao em estudo.

9 Haplogrupo K(xIL,N1¢,P,T) = M, O, S, N(xN1c)
Representando 1% da populagao em estudo, o haplogrupo K(xI.,N1c,P,T), revela,
desde ja, uma influéncia asiatica. Na verdade, o haplogrupo O ¢é maior nos
individuos do Este da Asia, o haplogrupo N encontra-se principalmente nos
individuos do Norte da Eurasia e os haplogrupos M e S predominam nas
populacées da regido indonésia e da Oceania.
A caracterizagdao dos individuos a que corresponde o presente haplogrupo carece de
posterior analise com outro(s) multiplex(es) de Y-SNP.

2 Haplogrupo P(xR1) =R2e Q
Tal como referido em haplogrupos anteriores, também este necessitara de uma
analise com outros Y-SNP de modo a caracterizar os 1% dos individuos da
populacio em estudo que lhe correspondem. Primeiramente, presenga deste
haplogrupo numa populagio pode indiciar novamente a influéncia asiatica [32] que
esta populacido sofreu (perfeitamente comprovada pelos dados historicos). No
entanto, apesar de ser interessante a presenca do haplogrupo R2 na populagao em
estudo (concordante com os dados histéricos, atendendo a sua frequéncia nas
populacGes asiaticas, em particular sub-continente indiano e asia central [56]), ¢ a
possibilidade de relagio com o cade Q que o torna mais curioso. Com efeito,

estando hoje distribuido pelas populagbes do Norte da Eurasia (mas podendo
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também estar presente com frequéncia pequena na Europa, Este asiatico e Médio
Oriente), o clade QQ constitui a maior linhagem entre os nativos americanos [30].
Assim, a sua presenca na populagao em estudo seria acutilante.

2 Haplogrupo Rla
Este haplogrupo fica definido pela presenca simultanea das mutagdoes M173 e
SRY10831.2. Com uma representatividade de 2,5% da populagio em estudo, este
haplogrupo esta presente com maior frequéncia nos individuos das populagoes da
Europa Oriental e da Asia Ocidental e Central [59].

2 Haplogrupo R1b1:
Pertencendo ao clade R, este haplogrupo ¢ identificado pelas mutagoes 92R7, M173
e P25, nao se verificando a presenca da mutacao SRY10831.2 (atendendo aos
multiplexes estudados). Este haplogrupo ¢é caracteristicamente europeu [24, 56], onde
¢ observado com maior frequéncia. Neste estudo, este ¢ o haplogrupo dominante
na populag¢io, representando, destacadamente, 53% da amostragem.

2 Haplogrupo T
Definido pela presenca da mutacdo M70, este haplogrupo consta da arvore de haplogrupos
do cromossoma Y apenas desde a revisio do estudo de polimorfismos binatios de
KARAFET e al. em 2008.
Hste haplogrupo esta presente, embora com baixa frequéncia, em individuos de populacées
europeias mas também de alguns locais do Médio Oriente e Norte ¢ Oeste de Africa [24,

56]. Na presente populacio, o haplogrupo T representa 3,7% dos individuos.

Através da analise comparativa entre os dados da populagdo de Sio Paulo (Brasil)
analisados neste trabalho e os dados publicados de outros estudos anteriores realizados em
varias populagdes brasileiras, e que se encontram em concordancia com os dados
histéricos, demonstraram que os brasileiros formam wuma das populagées mais
heterogéneas do mundo, como o resultado de 5 séculos de cruzamentos inter-étnicos
inicialmente  entre individuos dos trés continentes: colonizadores europeus,
maioritariamente representados por portugueses; escravos africanos e amerindios
autoctones [1]. Do mesmo modo, também Ribeirdo Preto foi abrangido pelo padrio
nacional de colonizagao. Assim, apés chegada dos primeiros colonizadores — portugueses
— o cruzamento com mulheres amerindias teve inicio desde logo. Mais tarde, verificada a
necessidade de mao-de-obra, e a vinda de escravos africanos, o cruzamento passou também
a ter lugar com mulheres escravas africanas. Foi somente apos a aboli¢io da escravatura

que teve lugar a grande vaga de imigragao por portugueses, italianos, espanhois e alemaes.
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S6 mais tarde teve lugar a migracdo asiatica, acolhendo principalmente japoneses, mas
também sirios e libaneses [1]. Uma caracteristica importante ¢ o facto da primeira vaga
migratéria ter sido composta unicamente por homens.

Assim, os resultados obtidos encontram-se em concordancia com os dados
histéricos e estudos populacionais anteriores. A populacio de Ribeirdo Preto (Estado de
Sio Paulo, Brasil) caracteriza-se por uma forte presenga da contribuicdo dos homens
europeus, que deixaram um registo claro através dos haplogrupos R1b1 (tipicamente
europeu), J2 (que, dentro do cade ], ¢ o mais comum na Europa [23]) e I(xI2a2) (uma vez
que o haplogrupo I é o segundo mais frequente na Europa [23]). No seu conjunto estes
trés haplogrupos de caracteristicas europeias perfazem uma frequéncia de praticamente
73% de todos os haplogrupos identificados na populagao em estudo.

Apesar de a uma escala minima, o haplogrupo A também demonstra a contribuicao
africana, conclusdao que ¢ reforcada pelos 9,88% dos individuos que podem pertencer aos
haplogrupos B e E. A presenca do haplogrupo P(xR1) muito provavelmente refere-se ao
testemunho de nativos americanos através do seu caracteristico haplogrupo Q [30] — que
nao pode ser identificado através dos Y-SNPs escolhidos — mas a sua detec¢io pode
também estar relacionada com uma contribui¢ao asiatica [32, 56], deducao confortada pela
presenca dos 9.88% dos individuos que podem pertencer aos haplogrupos C e D. A
presenga dos restantes haplogrupos, como G, T, F(xG, I, Jla, J2, K) e K(xL,Nlc,S),
também se encontra concordante com os dados historicos e de estudos anteriores.

De modo a revelar-se possivel a utilizagao destes resultados em estudos de evolugao
e investigacOes forenses, sera necessaria a analise de mais Y-SNPs, seguindo a mesma
estratégia hierarquica ao longo da arvore dos haplogrupos do cromossoma Y. Assim, das
amostras a que fizemos corresponder os haplogrupos P(xR1), K(xL,N1c,P,T) ou a um dos
haplogrupos B, C, D ou E, para estarem devidamente estudadas e a populagio
caracterizada, necessitam da analise com outros multiplexes nao seleccionados para o

presente estudo.
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Europe

Fonte: http://dna.ancestry.com/assets/ faces-pat-asia.jpg, http://dna.ancestry.com/assets/faces-pat-americas.jpg,
http://dna.ancestry.com/assets/faces-pat-africa.jpg, http:/ /dna.ancestry.com/assets/ faces-pat-europe.jpg,

http:/ /dna.ancestry.com/assets/ faces-pat-oceania.jpg ¢ http:/ /www.thegeneticgenealogist.com/wp-content/ uploads/2007/07/southamerica2.jpg

5. CONCLUSOES

Os single nucleotide polymorphisms do cromossoma Y tém aplicagdo em investigagoes
forenses e estudos genealdgicos, evolutivos e clinicos, entre outros. No campo forense, a
analise do cromossoma Y sofreu grandes desenvolvimentos nos ultimos anos. Apenas o
tempo comprovara se este aumento de conhecimento dos Y-SNPs, fara com que sejam

aplicados nio apenas como recurso para situa¢oes unicas. Na verdade, até agora o
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conhecimento da afiliagio geografica releva principalmente em casos especificos de
identificacdo pessoal, designadamente acidentes em massa (em que a identificacio das
vitimas é praticamente impossivel dado o estado de destruicao dos corpos podendo aquelas
ter origem em diversas areas geograficas) (i), em cenas crime (na identificacdo do grupo
étnico a que pertence o suspeito que deixou o vestigio, limitando o campo de procura) (ii) e
na andlise de DNA altamente degradado (como corpos em decomposicao, vestigios
biolégicos antigos ou restos humanos com algum tempo) (iii). Para que seja possivel a
inclusao como analise de rotina sera necessario que tenha lugar a validaciao de estudos e
realizacao de estudos inter-laboratoriais, assim como o aumento das bases de dados para
fortalecer a estimativa estatistica de correspondéncia.

Neste sentido, analisaram-se 81 individuos anénimos, saudaveis, da populagao de
Ribeirao Preto (Estado de Sao Paulo, Brasil), através do estudo de 14 Y-SNPs dispersos
pot dois multiplex, de modo a caracterizar a mesma, identificando os principais haplogrupos
presentes.

Com este trabalho, confirma-se a mais-valia do estudo de Y-SNPs por

minisequenciagio através do kit SNaPshot™"

multiplex: (Applied Biosystems) uma vez que este
se revela numa metodologia precisa, de facil utilizagdo, com possibilidade de analise de
varios sistemas em simultaneo — multiplex — e com elevada rapidez de analise dos
resultados. Os resultados obtidos encontram-se em perfeita concordancia com os dados
historicos e outros estudos.

O estudo da populagao de referéncia, na qual decorrem as investigagoes, é essencial.
A forte heranga cultural e genética deixada pela populagao portuguesa no Brasil, bem como
a lingua e a proximidade entre os dois paises, através de protocolos politicos e facilidade de
circulagdo, potenciam a migracado para Portugal, o que confere um caracter ainda mais
importante a este estudos populacionais.

Independente das caracteristicas dos Y-SNPs — como seja o baixo polimorfismo
—, para que seja possivel a aplicagio do presente estudo em pericias médico-legais de
genética forense, nomeadamente para investigacdes de parentesco ou criminalistica
biolégica envolvendo individuos da populagao de Ribeirdio Preto (Estado de Sao Paulo,
Brasil), sera necessiario o estudo complementar, com mais marcadores, para algumas

amostras e, idealmente, o estudo de um maior nimero de individuos.
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ANEXO I.

PROTOCOLO UTILIZADO PARA A EXTRACCAO DE DNA POR CHELEX®™ 100 A

PARTIR DE MANCHAS DE SANGUE PARA ANALISE DE Y-SNPS
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Protocolo utilizado para a Extracgio de DNA por CHELEX® 100 a partir de

manchas de sangue para analise de Y-SNPs

1 — Com o auxilio de uma tesoura e de uma pinga', fazer um pequeno corte na mancha de
sangue das amostras com uma area de aproximadamente 3mm’? que se coloca num
tubo eppendorf de 1,5 ml, previamente identificado e esterilizado com radiagoes Ultra
Violeta (U.V.);

2 — Adicionar a cada tubo eppendorf com a respectiva amostra 1 ml de 4gua desionizada e
autoclavada;

3 — Deixar os tubos fechados a incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos’;

4 — Centrifugar as amostras durante 3 minutos a uma velocidade de 14 000 rpm numa
microcentrifuga;

5 — Retirar cuidadosamente o sobrenadante que ¢ eliminado, deixando cerca de 30 pl de
solug¢do com a amostra em cada tubo eppendorf,

6 — Adicionar 170 pl de Chelex® 100 a 5%, perfazendo um volume final de 200 ul*;

7 — Incubar num banho a 56°C durante 15 a 30 minutos;

8 — Agitar no vorfex durante 5 a 10 segundos;

9 — Ferver’ os tubos ¢ppendorf durante 8 minutos, nio esquecendo de os furar com uma
agulha(’;

10 - Agitar novamente as amostras no zorfex durante 5 a 10 segundos;

! Deve ter-se o cuidado de evitar contaminagéo entre amostras, lavando o material com lixivia e 4gua Mili-Q, ap6s a sua
utilizacdo entre as diferentes amostras.

2 g importante respeitar a quantidade de amostra do protocolo, dado que um excesso de amostra pode resultar numa
inibi¢do da reacgdo de PCR.

3 No caso de a amostra ndo ser fresca, esta deve ser agitada ocasionalmente por inversio ou suavemente no vorzex.

4 Deve cortar-se a ponta da pipeta para evitar que as resinas esféricas que constituem o Chelex® 700 se acumulem na
ponta, impedindo a sua safda para a solu¢do com as amostras.

5 A fervura é necessaria para o rompimento da célula e consequente libertagio do DNA nuclear.

¢ A tampa dos tubos eppendorf deve ser furada para permitir a saida do vapor de dgua, evitando deste modo a abertura dos

mesmos durante a fervura.
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11 — Centrifugar as amostras durante 2 a 3 minutos a uma velocidade de 14 000 rpm numa

. , 7
microcentrifuga’;

No final do protocolo, o DNA da amostra esta em condi¢oes de ser amplificado.

Caso niao se proceda de imediato a amplificagdo do DNA das amostras, estas devem
ser armazenadas no frigorifico a 4°C ou no congelador a -20°C (ou mesmo -80°C quando o
perfodo de tempo for longo), prevenindo deste modo a actividade das nucleases® [13].
Posteriormente, para se proceder a amplificagio do DNA, e apds descongelamento a

temperatura ambiente, devem repetir-se os passos 10 e 11 do protocolo de extrac¢io.

7 Este spin final na microcentrifuga faz com que a resina de Chelex® 700 fique no fundo do eppendorf, ficando o DNA a

constituit a frac¢ao sobrenadante.

8 Deve ter-se o cuidado de colocar os tubos em posi¢do vertical até ao congelamento total do produto extraido.
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ANEXO II.

PROTOCOLO DE AMPLIFICAGAO DE DNA POR PCR coM 0 QLAGEN® MULTIPLEX PCR

KIT PARA ESTUDO DE Y-SNPS ATRAVES DE MULTIPLEX 1 E MULTIPLEX 2
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PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO DE DNA POR PCR coM O QL‘IGE]V® MULTIPLEX

PCR KIT PARA ESTUDO DE Y-SNPS ATRAVES DE MULTIPLEX 1 E MULTIPLEX 2

1 — Determinar o numero de amostras a amplificar (N), que deve incluir o controlo
negativo (PCR negativo), e marcar N tubos de 200ul ¢ um tubo de 500 pl para a
mistura e iniciar a descontaminacdo. Simultaneamente, em local seguro e fisicamente
separado, colocar o produto de extracgio, reagentes do Qiagen” Multiplex PCR kit
necessarios e primers a descongelar.

2 — Preparar a Master Mix contendo:

2x QIAGEN® MULTIPLEX
PRIMER MIX H:>O RNASE-FREE
PCR MASTER MIX
N x 5ul N x 1yl N x 3,5ul

9 . . . .
sendo N” o nimero de amostras a amplificar, incluindo o controlo

negativo da reac¢do de amplificagiao por PCR.

3 — Agitar fortemente a Master Mix no vorfex e centrifugar numa microcentrifuga;

4 — Repartir 9,5ul da Master Mix por cada tubo de amostra (incluindo controlo negativo);

5 — Adicionar 0,5ul de produto extraido'’, sendo o volume final de 10pl. No controlo
negativo, adicionar a mesma quantidade de agua adicionada a Master Mix;

6 — Colocar as amostras prontas a amplificar no termociclador;

7 — Armazenar o restante da amostra a 4°C, se reutilizadas num curto prazo de tempo, ou

congelar a -20°C, mantendo os tubos na posicdo vertical até a amostra estar congelada.

Durante todo o processo de preparacdo das amostras para amplificagdao, deve ter-se o
cuidado de colocar os reagentes e Master Mix em gelo, dado que se deve evitar oscilagoes de

temperatura que alteram as caracteristicas dos seus componentes.

9 A unidade adicionada ao valor determinado para N ter por objectivo minimizar erros que possam resultar das sucessivas
pipetagens. Quando o N for significativamente elevado, o (N+1) pode mesmo ser aumentado para (N+2).

10'Se a amostra de DNA a amplificar tiver sido previamente congelada, deve ser agitada no serfex durante 5 a 10 segundos,
ap6s descongelamento a temperatura ambiente, e seguidamente centrifugada durante 3 minutos a uma velocidade de

14000 rpm numa microcentrifuga, antes de ser adicionada a mistura para amplificagio.
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ANEXO III.

PROTOCOLO DE MINISEQUENCIACAO COM SNAPSHOT™ MULTIPLEX KIT (APPLIED

BIOSYSTEMS) PARA ESTUDO DE Y-SNPS PRESENTES NOS MULTIPLEX 1 E 2
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PROTOCOLO DE MINISEQUENCIACAO COM SNAPsHOT™ MULTIPLEX KIT (APPLIED

BIOSYSTEMS) PARA ESTUDO DE Y-SNPS PRESENTES NOS MULTIPLEX 1 E2

1 — Marcar 1 tubo de 200ul, para o controlo negativo para a reac¢io com SNaPshot™ kit,
um tubo de 500 ul para a mistura e iniciar a descontaminag¢ao. Simultaneamente, em

local seguro e fisicamente separado, descongelar os reagentes do SNaPshot™"

Multiplex:
kit necessarios e SBE primers a descongelar.

2 — Preparar a Master Mix contendo:

SNAPSHOT™
MULTIPLEX MULTIPLEX READY SBE PRIMERS H;O RNASE-FREE
REACTION Mix
1 (IN+1) x 1l (N+1) x1,27pl (N+1) x 1,23pl
(N+1) x 1,5p1
2 (N+1) x 1yl (067541 SBE primer (N+1) x Tul
+
0,825ul H20)

sendo N o nimero de amostras a amplificar, incluindo o controlo negativo da reac¢io

de amplificagio por PCR, ao qual foi adicionado o controlo negativo desta reac¢io

3 — Agitar fortemente a Master Mix no vorfex e centrifugar numa microcentrifuga;
4 — Repartir 3,5ul da Master Mix por cada tubo de amostra purificada por Exo-SAP
(incluindo controlo negativo da primeira amplificagao);

IM
/

5 — No controlo negativo de SNaPshot ™, adicionar 1,5pl de agua desionizada e autoclavada.

6 — Colocar as amostras no termociclador e iniciar o programa.

Nesta etapa nao é aconselhavel interromper o processo e guardar a amostra a 4°C ou
mesmo -20°C uma vez que se revela numa genotipagem menos eficaz e robusta. Apods ter
terminado a reaccdo no termociclador, deve prosseguir-se o protocolo. Os momentos
ideais para interromper o processo encontram-se assinados com uma seta preta nos

protocolos das Figuras 8 e 9.
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ANEXO1V.

TABELA DE RESULTADOS:

CARACTERIZACAO DOS HAPLOGRUPOS DO CROMOSSOMA Y PRESENTES NA POPULACAO DE RIBEIRAO PRETO (ESTADO DE
SAO PAULO, BRASIL) A PARTIR DO ESTUDO DE 14 Y-SNPS INCLUIDOS EM 2 MULTIPLEXES, DE ACORDO COM A ESTRATEGIA
SUGERIDA POR BRION ET AL. (2004), POR MINISEQUENCIACAO COM SNAPSHOT™ MULTIPLEX (APPLIED BIOSYSTEMS),
SEGUIDA DE ANALISE COMPARATIVA COM A ARVORE DOS HAPLOGRUPOS BINARIOS DO CROMOSSOMA Y HUMANO PROPOSTA

PELO YCC E ARVORE REVISTA POR KAREFET ET AL. (2007) (N=81).
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Tabela IV.1 — Tabela de Resultados: Caracterizacio dos haplogrupos do cromossoma Y presentes na populagio de Ribeirdo Preto (Estado de Sao Paulo, Brasil) a partir
do estudo de 14 Y-SNPs incluidos em 2 multiplexes, de acordo com a estratégia sugerida por BRION ef a/. (2004), por minisequénciagio com SNaPshot™
Multiplex: (Applied Biosystems), seguida de andlise comparativa com a arvore dos haplogrupos bindtios do cromossoma Y humano proposta pelo YCC e

arvore revista por KAREFET ¢/ a/. (2007) (N=81).
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