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Emprego de marcadores do Cromossomo Y em indivíduos da mesma linhagem paterna para aplicação em ciências forenses.
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O Cromossomo Y tem uma forte importância informativa para a análise do polimorfismo em exames de paternidade, estabelecendo herança de genes paternos, que não sofrem recombinação. Pesquisas relatam um alto grau de polimorfismo em STRs localizados no cromossomo Y (Y-STR), tornando-os, em alguns casos, uma ferramenta forte na identificação humana.
O estabelecimento da estimativa das taxas de mutação para marcadores do Cromossomo Y é necessário para evitar uma falsa exclusão nos casos em que possa haver uma incompatibilidade alélica entre o pai biológico e uma criança devido a uma mutação. É importante enfatizar que nos últimos anos foram relatados os 13 marcadores com taxas de mutação consideravelmente maiores do que os registrados para loci STR do Cromossomo Y, denominados de Rápida Mutação (Y-RM). O objetivo deste estudo foi verificar a frequência de mutações do Cromossomo Y em indivíduos da mesma linhagem paterna, a fim de avaliar as funcionalidades dos marcadores de rápida mutação em kits comerciais com aplicabilidade forense.
Para a realização do experimento, foram coletadas amostras de um grupo de 31 homens selecionados da mesma família, com três gerações: netos, filhos, primos e tios, residentes na Região Metropolitana de Recife/PE. Todos os indivíduos foram entrevistados e, após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), as amostras foram coletadas, em triplicata, através de suabes bucais. Estes foram submetidos a extração e purificação direta usando os reagentes Buffer Prep-N-Go ™ (Applied Biosystems) e SwabSolution™ Kit (Promega), de acordo com as instruções dos fabricantes. Eppendorf Research® Micropipettes 0,5-10 μL, 10-100 μL e 100-1000 μL foram utilizados para dispensar líquidos manualmente.
	As regiões de interesse foram amplificadas com uso dos Kits YfilerTM Plus (Applied Biosystems), que é composto por DYS576, DYS389I, DYS635, DYS389II, DYS627, DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4, DYS448, DYS391, DYS456, DYS390, DYS438, DYS392 , DYS518, DYS570, DYS437, DYS385a / b, DYS385, DYS449, DYS393, DYS439, DYS481, DYF387S1a/b e DYS533; e o PowerPlex® Y23 System (Promega), que é composto por DYS576, DYS389I, DYS448, DYS389II, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS53, DYS439, DYS439, DYS52, DYS458, DYS385a/b, DYS456 e Y-GATA-H4.
	Depois de estabelecer os parâmetros ideais de amplificação, todas as amostras (n = 31) foram submetidas à PCR de 27 ciclos. Além do controle da amostra, o volume de reação de 50% foi adotado para o kit YfilerTM Plus (Applied Biosystems) e volume de reação de 32% para o Kit PowerPlex® Y23 (Promega). A termociclagem foi feita no Veriti Thermal Cycler 96-Well (Applied Biosystems).
	Usando micropipetas, uma mistura composta por 9,5μl de Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems) e 0,5μl de GeneScan 600 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) foi distribuída manualmente nos poços das placas de eletroforese. Em cada poço, foram adicionados 1μl do produto de PCR a esta mistura.
	Os fragmentos de PCR amplificados foram separados por eletroforese capilar usando o ABI 3500 Genetic Analizer (Applied Biosystems), sistema de 8 capilares (Applied Biosystems), usando o POP-4 Polymer (Applied Biosystems). As amostras foram genotipadas usando o ABI 3500 Data Collection v. 3 Software (Applied Biosystems).
	A análise dos fragmentos de STR do cromossomo Y foi realizada usando o software GeneMapper ID-X v 1.2.1 (Applied Biosystems, 2009) com a importação do sistema Yfiler™ Plus e Kit PowerPlex® Y23 System Panels, Bins e Stutter. Como o limite de análise de altura de pico, o valor de 100 rfus, previamente validado para este laboratório, foi utilizado.
	A primeira geração refere-se a um primo e cinco irmãos onde apenas o primo e um dos irmãos estão vivos, e possuem o mesmo haplótipo. Na segunda geração, um indivíduo é o representante do primo e mais um filho para cada um dos cinco irmãos, exceto o filho daquele que está vivo. A terceira geração é representada pelos netos de quatro dos cinco irmãos e um neto do primo.
	A análise dos eletropherogramas mostrou que, das 31 amostras analisadas, com haplótipos da mesma linhagem ligada a paternidade, nove indivíduos apresentaram mutações sendo três nas regiões de rápida mutação para o cromossomo Y (Y-RM) e as demais apresentaram mutações na região convencional dos Y-STRs (Short tandem repeats do cromossomo Y), essas mutações foram distribuídas em cinco dos 29 loci analisados, gerando sete haplótipos diferentes.
	Observou-se também que, em todas as mutações ocorridas neste estudo, houve um ganho de uma unidade de repetição em tandem em cada alelo submetido a mutação dos pais às crianças. Para confirmar as referidas mutações, as amostras dos indivíduos mutados foram reanalisadas, através da genotipagem. Uma das mutações está presente em todos os membros da segunda e terceira gerações para um dos irmãos analisados. O haplotipo original tem o alelo 18 para o marcador DYS570, enquanto as novas gerações têm o alelo 19. Acredita-se que essa mutação tenha surgido em um único indivíduo da primeira geração e tenha sido transmitida à sua prole. Infelizmente, não há nenhum perfil desse indivíduo para comparação.
	Para esta mesma linha, além da mutação no marcador DYS570, um dos indivíduos da terceira geração apresentou mutação nos marcadores DYS389I, alelo 14 (alelo 13 no restante da linha) e DYS389II, alelo 32 (31 no padrão de haplotipos). Nessa situação, é possível diferenciar esse indivíduo de seu irmão. Na análise forense, esta seria a principal resposta nos casos em que existe um haplótipo Y e pode aproximar-se de uma individualização entre membros da mesma linhagem.
	Além dos marcadores acima, em DYS627, há uma mutação do alelo padrão 19 para 20. Esta mutação aparece em apenas um dos membros da segunda geração e foi passada para a sua Prole. Este descendente, ainda sofreu uma segunda mutação, em DYS439, do alelo 12 ao 13. Para o marcador DYS385, houve um desacordo entre os kits, uma vez que na amplificação com o Kit YfilerTM Plus (Applied Biosystems) podemos ver as regiões a/b com o alelo 17/18 e no Kit PowerPlex® Y23 System (Promega) apenas o alelo 17. Com exceção de um indivíduo, que tem a combinação 17/18 também para o Kit PowerPlex® Y23 System (Promega).
	Na análise de 31 indivíduos da mesma linhagem paterna, foi possível observar que os loci do Cromossomo Y são capazes de diferenciar os haplótipos entre dois irmãos, pais e filhos, primos e tios. O uso de Y-STR para análise forense pode ser uma ferramenta para a diferenciação de indivíduos do mesmo haplótipo, podendo individualizá-los ou, pelo menos, atingir um possível indivíduo. 
Entende-se que apenas o uso de marcadores Y-RM pode não ser suficiente para diferenciar todos os indivíduos da mesma linhagem paterna. Portanto, estudos adicionais, conhecimento e compreensão desses marcadores Y-RM são necessários para fornecer resultados robustos na genética forense.
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