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RESUMO 

Os marcadores microssatélites são sequências curtas, repetitivas, altamente 

polimórficas e hereditárias presentes no DNA, que seguem o padrão mendeliano de 

segregação. Devido a sua herança haplotípica tem sido utilizado para rastrear a 

linhagem paterna por ser passado de geração em geração sem nenhuma alteração, 

exceto em casos de mutação. O modelo step-wise mutation é o mais aceito para mutação 

nos marcadores microssatélites, admitindo-se que, a cada evento mutacional o 

comprimento de um microssatélite altera por uma ou poucas unidades de repetição 

devido ao processo de slippage, que ocorre durante a replicação do DNA. Este trabalho 

teve como objetivo estimar as taxas de mutações dos marcadores microssatélites do 

cromossomo Y em uma amostra da população brasileira e suas implicações no processo 

de identificação humana. Trata-se de um estudo molecular, que foi conduzido no 

Laboratório Biocroma em parceria com o LaGene e Replicon em Goiânia/Goiás. As 

amostras de estudo foram selecionadas de 80 casos de investigação de paternidade pela 

análise do DNA, submetidos a análise de mutações nos haplótipos do cromossomo Y 

com o sistema de amplificação molecular PowerPlex® Y23 System – Promega 

Corporation. Foram identificados 15 registros de mutações germinativas no 

cromossomo Y entre supostos pais e supostos filhos referentes às amostras analisadas. 

Os resultados obtidos permitiram identificar 9 mutações de ganho e 6 mutações de 

perda de números de repetições. O marcador DYS576 apresentou o maior número de 

mutações registrados (20%), seguido pelo DYS570, que permitiu identificar 2 mutações 

(13,33%). Os marcadores DYS389 II, DYS391, DYS481, DYS549, DYS438, DYS439, 

DYS393, DYS458, DYS385 a/b e DYS456 apresentaram apenas 1 (6,66%)  registro de 

mutação cada. Nos demais marcadores, DYS389 I, DYS448, DYS19, DYS533, 

DYS437, DYS635, DYS390, DYS392, DYS643 e Y-GATA-H4 não foram 

identificadas mutações nas amostras analisadas neste estudo. Desta forma a 

identificação das mutações aumenta as ferramentas que são utilizadas nos laboratórios 

de análise de vínculo genético e que podem garantir um resultado mais confiável 

minimizando possíveis erros nas análises.  

   

Palavras chave: Cromossomo Y, Hereditariedade, Taxa de mutação, Haplótipo 
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ABSTRACT 

Microsatellite markers are short sequences, repetitive, highly polymorphic and 

hereditary present in the DNA, which follow the Mendelian pattern of segregation. Due 

to its haplotype heritage has been used to trace the paternal line to be passed from 

generation to generation without any changes, except in cases of mutation. The step-

wise mutation model is more acceptable to mutation in microsatellite markers, assuming 

that each mutational event the length of a microsatellite changes by one or a few 

repeating units due to slippage process, which occurs during replication DNA. This 

study aimed to estimate the rates of change of microsatellite markers of the Y 

chromosome in a sample of the population and its implications in human identification 

process. It is a molecular study, which was conducted at Biocroma Laboratory in 

partnership with LaGene and Replicon in Goiânia/Goiás. Samples of study were 

selected from 80 cases of investigation of paternity by DNA analysis, undergo mutation 

analysis in the Y chromosome haplotypes with molecular amplification system 

PowerPlex® Y23 System - Promega Corporation. Were identified 15 records of 

germline mutations in the Y chromosome between alleged parents and children related 

to suspected samples. The results have identified 9 mutations gain and 6 mutations loss 

of repetitions numbers. The DYS576 marker had the highest number of reported 

mutations (20%), followed by DYS570, which identified two mutations (13.33%). The 

markers DYS389 II, DYS391, DYS481, DYS549, DYS438, DYS439, DYS393, 

DYS458, DYS385 a / b DYS456 showed only 1 (6.66%) mutation record each. In the 

other markers, DYS389 I, DYS448, DYS19, DYS533, DYS437, DYS635, DYS390, 

DYS392, DYS643 and Y-GATA-H4 mutations were not identified in the samples 

analyzed in this study. Thus the identification of mutations increases the tools that are 

used in genetic analysis link laboratories and can deliver a more reliable result 

minimizing potential errors in the analyzes. 

 

Keywords: Y chromosome, Heredity, Mutation rate, Haplotype 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Identidade e Identificação  

A identidade pode ser considerada como a soma de caracteres próprios que 

individualizam uma pessoa diferenciando-a das demais da população. Por outro lado, a 

identificação é o meio imprescindível nos âmbitos social e jurídico pelo qual se 

determina a identidade (Siegle, Knupfer e Suukko, 2000). A identificação pode ser 

conclusiva ou inconclusiva. As conclusivas mais utilizadas são as impressões 

papiloscópicas, arcada dentária e marcadores microssatélites do DNA. Dentre as que  

não são conclusivas, pode-se incluir a tipagem sanguínea, atualmente pouco utilizada, 

marcas e tatuagens no corpo (Espíndula, 2006).  

Os testes de identificação humana podem ser utilizados em uma variedade de 

contextos como análise de vínculo genético através do DNA, investigação de casos 

forenses, teste de paternidade, investigação de pessoas desaparecidas, identificação de 

vítimas em desastre de massa e reconstruções de perfis genéticos. Logo, o objetivo 

final, consiste na obtenção e a confirmação de vínculo entre duas pessoas ou de um 

material biológico e uma pessoa. Porém cada caso de identificação possui sua avaliação 

específica, podendo ter uma abordagem técnica, uma interpretação estatística e questões 

éticas distintas (Zietkiewicz, 2011). 

Uma identificação técnica deve ser realizada seguindo alguns princípios 

biológicos e técnicos básicos, imprescindíveis em um processo de identificação. Os 

princípios biológicos requerem unicidade (a característica analisada deve ser única e 

distinta em um indivíduo), imutabilidade (não se alterar significantemente) e perenidade 

(se tornar eternas resistindo à ação do tempo). Os princípios técnicos estabelecem 

praticabilidade (elementos de obtenção e registro fáceis) e classificabilidade 

(classificação adequada e de fácil acesso) (França, 2004). 

 

1.2 Evolução dos principais métodos de identificação humana 

Ao longo da história da humanidade, diferentes métodos de identificação 
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humana foram propostos. Em 1883, Alphonse Bertillon criou o sistema antropométrico 

o qual é considerado o primeiro método científico de identificação humana. Este 

sistema analisava três caracteres: o antropométrico, o somastocópico (descritivo) e a 

análise de sinais particulares do indivíduo. O criminologista francês observava esses 

caracteres para construir um sistema que pudesse classificar e individualizar os 

indivíduos.  Bertillon em 1885, teve seu sistema de identificação reconhecido pelo 

Congresso Internacional de Antropologia Criminal em Roma e denominado de 

“Bertillonagem” (Garrido, 2009)  

Ao passar do tempo, Juan Vucetich verificou deficiência e insegurança na 

metodologia de Bertillon, e acrescentou no sistema, a análise das impressões digitais. 

Em 1896, o sistema de Bertillon foi definitivamente substituído pelo sistema 

papiloscópico estipulado por Vucetich (NLM). A obra “Dactiloscopía 

Comparada” (1904) de Vucetich provou cientificamente a eficiência e a confiabilidade 

de seu método celebrado com o reconhecimento internacional na época (UFCG). 

Oscar Amoedo, foi pioneiro e criador da Odontologia Legal, publicando seu 

primeiro livro "A odontologia forense" em 1898 (Amoedo, 1898).  Desde então, a 

odontologia forense passou a desempenhar um papel importante na identificação de 

indivíduos que não podem ser identificados visualmente ou por outros meios, isto é, as 

necessidades de recorrer aos estudos das características dentárias aumentam com o grau 

de destruição dos tecidos moles de um indivíduo (Gupta et al., 2014). Segundo Vanrell 

(2002), os dentes resistem a ação do calor em casos de carbonização, desde que a vítima 

esteja com a boca e os lábios fechados.        

A identificação odontológica é confiável, objetiva, rápida e frequentemente 

eficaz. A identificação pela arcada dentária é muito utilizado na rotina técnica de 

identificação humana, já que quando comparado a identificação através do DNA, torna-

se mais vantajoso por sua praticidade, confiabilidade e custo acessível (Perrier, 1998; 

Silva e Beaini, 2014). Porém, foi com a descoberta da estrutura do DNA por Watson e 

Crick em 1953, que a prática de identificação humana se tornou mais usual, mesmo 

sendo dispendiosa, já que nem todos os indivíduos possuem registros odontológicos. 

A história da molécula de DNA começou em 1865, onde Gregor Mendel, um 

monge austríaco, através de uma pesquisa inovadora, descobriu as leis da 



22 

 

hereditariedade com o uso de ervilhas no jardim do monastério (Mendel, 1866; Snustad 

e Simmons, 2008). Porém, o DNA só foi isolado primeiramente em 1869 por Friedrich 

Miescher. Depois de vários experimentos, Friedrich Miescher notou que uma substância 

que não era uma proteína, precipitava na solução quando um ácido era adicionado e se 

dissolvia quando uma solução alcalina estava presente (Miecher, 1869; Miecher, 1871). 

Ao decorrer dos anos, poucos cientistas que se interessaram pelo assunto descobriram 

ainda que, o DNA era composto de quatro bases e um açúcar, que fazia parte de um 

cromossomo e que era portador de informações genéticas (Dahm, 2005). Após 84 anos 

do primeiro contato com a molécula, a estrutura do DNA foi descoberta e descrita por 

Watson e Crick, o que revolucionou expressivamente os estudos na genética moderna 

(Watson e Crick, 1953). 

 

1.3 Identificação Humana pelo DNA 

O ácido desoxirribonucleico, ou DNA, é formado pelo açúcar desoxirribose, 

um grupamento fosfato e pelas bases nitrogenadas adenina, citosina, guanina e timina. 

Watson e Crick em 1953, deduziram que os nucleotídeos são ligados um ao outro, em 

uma cadeia bifilamentar com uma configuração helicoidal. As ligações são formadas 

por interações químicas entre o fosfato de um nucleotídeo e o açúcar do outro 

nucleotídeo. De uma extremidade a outra da cadeia, forma-se uma sequência linear de 

bases nitrogenadas que possuem atrações químicas específicas formando uma dupla 

hélice (Watson e Crick, 1953; Snustad e Simmons, 2008). O DNA que compõe os 

cromossomos humanos (DNA genômico) corresponde a uma sequência de 

aproximadamente três bilhões de bases nitrogenadas, encontrado em todas as células do 

corpo humano (Griffiths et al., 2009). Este DNA possui material genético hereditário 

capaz de replicar, e os genes, depositários das informações genéticas, são responsáveis 

pelas atividades da célula (Wiemann et al., 2001). Os dados codificados pelo DNA em 

si, é passada de geração em geração como um meio de informação genética de um 

indivíduo (Butler, 2005). 

O genoma humano possui a propriedade de ter longas cadeias polinucleotídicas 

resultando na possibilidade de surgirem variações ou mutações na sua sequência, que 

possivelmente, podem não afetar a função do DNA ou das proteínas codificadas por 

essas sequências. Porém algumas dessas mutações permitem a diferenciação de 



23 

 

indivíduos. Estas mutações resultam em marcadores genéticos, que podem ser qualquer 

sítio no genoma onde há pequenas alterações nas sequências do DNA humano, que 

possuem a capacidade de serem detectadas, possuindo um poder discriminatório preciso 

e eficiente entre indivíduos de uma mesma população (Alberts et al., 1997; Pena, 2005). 

 

1.4 Marcadores polimórficos do DNA 

Em uma determinada espécie, os cromossomos homólogos são bastante 

similares entre si, mas em alguns locais específicos do cromossomo (loci) pode haver 

variabilidade na sequência do DNA. Se esta variação for encontrada em uma frequência 

superior a 1% da população, denomina-se polimorfismo. Polimorfismos podem atuar 

como marcadores moleculares na identificação humana, pois são transmitidos 

associados a outros genes localizados na região cromossômica próxima a eles (linkage) 

(Balasubramanian, 2004). 

Os marcadores moleculares surgiram devido à necessidade da detecção de 

polimorfismo genético diretamente no DNA. São herdados geneticamente e podem ser 

qualquer sítio no genoma onde há possibilidade de detectar alterações nas sequências do 

DNA (Alberts et al., 1997; Ferreira e Grattapaglia, 1998). Portanto, a validação de 

vários marcadores polimórficos de DNA proporcionou uma nova dimensão aos estudos 

de variabilidade genética em nível molecular, sendo amplamente utilizados com 

diversos propósitos e aplicados inclusive na identificação individual e em estudos 

populacionais (Soares-Vieira, 2008; Carracedo et al., 2010; Pinto et al., 2013). 

O genoma dos eucariotos está cheio de sequências de DNA repetitivas. Estas 

sequências repetitivas possuem todos os tipos de tamanhos e são normalmente 

designadas pelo comprimento da unidade de repetição e pelo número de unidades de 

repetição contínuas. Estas regiões são frequentemente referidas como DNA satélite. O 

termo satélite surgiu devido ao fato de que, durante a 1º experiência realizada em 1961, 

algumas frações menores formaram bandas separadas do DNA, por esse motivo foram 

designadas de satélites em relação à fração maior. Essas frações representavam os 

VNTRs (variable number of tandem repeats) conhecidos também como minissatélites 

(Britten e Kohne, 1968; Primrose, 1998; Jobling et al., 2004; Butler, 2005). 



24 

 

 

1.4.1 Marcadores minissatélites (VNTRs) 

Os minissatélites são sequências repetitivas em tandem no DNA que variam 

aproximadamente de motivos com 6 até mais de 50 nucleotídeos (Bunnett, 2000). Nas 

análises dos VNTRs, Dr. Jeffreys utilizava a técnica de RFLP (restriction fragment 

length polymorphism), onde enzimas de restrições clivam as regiões específicas de 

VNTRs no DNA (Butler, 2005). Os VNTRs foram usados com sucesso para a análise 

do DNA por mais de 10 anos. No entanto, as análises de loci de VNTR foram 

decrescendo pois requerem elevadas quantidades de DNA, a metodologia não é tão 

eficiente para a análise de material degradado e amostras com pouca quantidade de 

DNA como, por exemplo, amostras biológicas coletadas do meio ambiente (Góes, 

2002). Todavia, uma nova metodologia foi desenvolvida por Mullis em 1983 e descrita 

posteriormente, para o estudo de regiões hipervariáveis do DNA, a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (Mullis e Faloona, 1987). 

 

1.4.2 Marcadores microssatélites (STRs) 

Cerca de 95% da sequência de DNA do genoma humano não codifica 

informações genéticas e, dessarte, essas regiões ficaram conhecidas como “junk DNA” 

(DNA lixo). Entretanto, nestas regiões estão presentes as sequências repetitivas do 

DNA. Atualmente atribui-se a estas regiões funções importantes como, investigação em 

testes de vínculo genético na área forense, teste de paternidade e atuação no controle da 

expressão gênica (Lima, 2008). 

Os microssatélites são sequências compostas por motivos de repetições curtas, 

hipervariáveis e hereditárias, que seguem o padrão mendeliano de segregação de co-

dominância. Variam de 1 a 6 nucleotídeos que se repetem em tandem. Estão presentes 

dispersos de forma consideravelmente uniforme em cerca de 3% do total do genoma 

humano (Hancock, 1999; Butler, 2006). Segundo Ellegren (2000), os STRs são 

encontrados preponderantemente nas regiões não codificantes e apenas em 8% das 

regiões codificantes. 

Os microssatélites podem ser classificados de acordo com a natureza das 



25 

 

sequências repetitivas em, perfeita, imperfeita, interrompida ou composta. O 

microssatélite perfeito é aquele em que a sequência repetitiva não é interrompida por 

qualquer base, enquanto em um microssatélite imperfeito existe um par de bases entre 

os motivos repetidos que não correspondem à sequência do motivo. Em uma sequência 

repetitiva interrompida, há uma sequência curta entre a sequência repetitiva que não 

coincide com o motivo, enquanto que em um microssatélite composto, a sequência 

contém duas sequências de repetições adjacentes e distintas (Cregan et al., 1999; Knapik 

et al., 1998). 

De acordo com o International Human Genome Sequencing Consortium 

(2001), os STRs também podem ser classificados quanto ao número de nucleotídeos que 

formam o motivo, como mononucleotídeo (AAAA), dinucleotídeo (AGAGAGAG), 

trinucleotídeo (ACTACTACTACT), tetranucleotídeo (AAGGAAGGAAGGAAGG), 

pentanucleotídeo (ACTGTACTGTACTGTACTGTACTGT) e hexanucleotídeo (AAAT 

TTAAATTTAAATTTAAATTT). 

A Sociedade Internacional de Genética Forense (1997), determinou padrões 

para denominar os STRs humanos. Na denominação do microssatélite D16S539, a título 

de exemplo, o “D” significa DNA, o “16” é o cromossomo em que está localizado, o 

“S” significa STR e “539” refere-se a uma identificação exclusiva. Porém os 

microssatélites que estão presentes em genes ou íntrons, utiliza-se a região codificante 

para denominação, como vWA, TPOX e TH01, conforme tabela 1 (Bär et al., 1997; Gill 

et al., 1997). 

As recomendações para nomenclatura do Y-STR seguem exatamente os 

mesmos princípios dos autossômicos, todavia, em 2005, a ISFG publicou 

recomendações adicionais.  Em casos em que um único par de primer amplifica dois 

loci, como por exemplo o DYS385, este marcador deve ser tratado como “loci 

DYS385”, os fragmentos observados como genótipos e os alelos separados por um 

hífen, como em ''DYS385*11-14''.  Os Y-STRs normalmente possuem somente uma 

única cópia, porém se houver duplicações de Y-STRs em situações de mutação, os 

fragmentos observados também devem ser tratados como genótipos e os dois alelos 

separados por um hífen. Quando dois Y-STRs distintos estão presentes em um mesmo 

amplicon mas suficientemente afastados um do outro podendo ser analisados com 

primers adicionais que discriminam os dois, o 5’ Y-STR deve ser denominado 
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“DYS#.1” e o segundo como “DYS#.2”. Os alelos devem ser designados de acordo com 

o número total de repetições incluídas numa simples ou em uma complexa sequência na 

estrutura do DNA que varia entre os indivíduos (Gusmão et al., 2005).  

 

Tabela 1. Nomenclatura de microssatélites de regiões codificantes 

 

O sistema CODIS (Combined DNA Index System) implantado pelo FBI 

(Federal Bureau of Investigation) norte americano, exigiu que sejam utilizados no 

mínimo 13 loci STRs como padrão, na elaboração de perfis genéticos alfanuméricos 

para armazenamento em banco de dados, que se localizam no “DNA lixo”, os quais não 

revelam informações fenotípicas (Figura 1) (DNA initiative). Porém, fornecem aos 

bancos de dados da justiça criminal mundial, informações genéticas de indivíduos que 

por algum motivo, foram submetidos a investigação de vínculo genético (Forensic; 

FBI’s).  

Figura 1. 13 loci STRs e suas localizações cromossômicas, determinados pelo CODIS como 

padrão para análise de vínculo genético.          

Fonte: (http://projects.nfstc.org/otc /module 2/2.2.005.htm)  

O objetivo principal de uma investigação de vínculo genético no âmbito 

forense é fornecer dados que esclareçam se determinado indivíduo é doador de um 

vestígio biológico. As possibilidades de resultados da investigação consignam-se em 

inclusão, quando as amostras biológicas originaram de uma mesma fonte; exclusão, 

quando as amostras são de origens diferentes; inconclusão, quando não é possível 

TPOX íntron 10 do gene humano da tireóide peroxidase 

TH01 íntron 10 do gene humano da tirosina hidroxilase 

vWA íntron 40 do gene fator de coagulação von Willebrand 
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esclarecer se as amostras provêm ou não do mesmo indivíduo (Inman et al., 2002). 

As amostras obtidas passam por um processo de amplificação para análise dos 

STRs. Essa amplificação é realizada através da PCR. A PCR é uma reação baseada na 

replicação enzimática in vitro de uma sequência específica da molécula de DNA. Uma 

das fitas da molécula é utilizada como molde para a ação da enzima DNA polimerase 

(enzima Taq-polimerase proveniente da bactéria Thermus aquaticus) (Mullis e Faloona, 

1987). 

A DNA polimerase tem a função de revisão, ou seja, é capaz de verificar se os 

nucleotídeos (ATCG) da fita nova estão corretamente pareados com a fita molde. O 

mecanismo de revisão da enzima, permite que antes de realizar adição de um novo 

nucleotídeo, verifica se o último nucleotídeo que foi ligado á fita de DNA “filha” está 

corretamente pareado com a fita molde. Se o pareamento estiver incorreto, a enzima 

DNA polimerase desfaz a ligação fosfodiéster e o nucleotídeo mal pareado é retirado da 

cadeia de DNA em formação. Por conseguinte, essa enzima é capaz de realizar duas 

atividades bem diferentes: realiza polimerização de nucleotídeos no sentido 5’-3’ e 

remove no sentido 3’-5’ da fita de DNA os nucleotídeos que foram pareados 

incorretamente (Snustad e Simmons, 2008). 

As cópias da sequência alvo são replicadas de forma exponencial, capaz de 

amplificar bilhões de vezes rapidamente uma molécula de DNA (Mullis, 1987). São 

necessárias sequências de primers (iniciadores) para que a enzima se ligue e inicie a 

síntese da nova fita. Esses primers, são sequências de DNA em fita simples sintetizadas 

em laboratório com aproximadamente 18 a 25 bases. Os primers possuem a capacidade 

de complementariedade com os segmentos que flanqueiam a sequência da fita molde 

que será amplificada e de delimitar esta região a ser amplificada. Na PCR são utilizados 

dois primers, sendo um complementar a fita, o sense (primer 5’) e outro complementar 

a fita no sentido reverso, o primer antisense (primer 3´) (Verlengia, 2013; Farah, 2007). 

O material genético é submetido a ciclos de temperatura em um termociclador 

na presença de primers (oligonucleotídeos complementares a sequência de DNA 

adjacente àquela que deseja-se estudar), nucleotídeos (timina, citosina, adenina e 

guanina – dNTP’s) e a enzima DNA polimerase, resultando na amplificação célere e 

eficaz de milhares de cópias de uma determinada região do DNA (Mullis e Faloona, 
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1987).  

Os dados genotípicos correspondentes aos produtos de PCR, normalmente, são 

obtidos por eletroforese capilar, que necessita de pequena demanda de amostra e a 

possibilidade de injeção e detecção em fluxo, oferecendo muitas vantagens sobre outros 

meios utilizados como campos eletroforéticos (Tavares, 1997). 

Nos testes de paternidade realizados na esfera forense e cível, a análise do 

DNA é baseada na interpretação de semelhanças ou de divergências nos loci de 

marcadores microssatélites. Testes de paternidade com diferenças encontradas nos locus 

entre o suposto pai e o suposto filho, são atribuídas à exclusão de paternidade (Kayser et 

al., 2001). Utilizando-se de 13 a 21 loci autossômicos polimórficos em um teste de 

paternidade, se em três ou mais locus não houver compatibilidade de alelos entre o 

suposto filho e o suposto pai, este suposto pai pode ser excluído da possibilidade de ser 

o pai biológico do suposto filho. Por conseguinte, o compartilhamento de alelos entre o 

suposto filho e o suposto pai, permite concluir como aceitável a hipótese de paternidade 

com uma probabilidade igual ou superior a 99,9999% (Fré et al., 2014; ISFG). 

Os marcadores microssatélites revolucionaram significativamente as análises 

de vínculo genético. Tornaram a melhor solução para a investigação por possuírem um 

alto poder de discriminação e possibilitar uma análise rápida, eficiente e mais simples, 

ainda que o DNA esteja em pouca quantidade ou degradado (Butler, 2005; Góes, 2002). 

A hipervariabilidade dos STRs ocorre devido à alta taxa de mutações nas 

células da linhagem germinativa presentes nos loci, podendo variar de 10
-2

 a 10
-6 

evento 

por locus/geração, comparado a outras regiões do genoma (Goldstein e Schlotterer, 

1999). As mutações quando analisadas de forma errada, excluindo um vínculo genético 

em um ou mais locus podem desservir as análises dos resultados obtidos. 

 

1.4.3 Marcadores microssatélites do Cromossomo Y (Y-STRs) 

O cromossomo Y é o único cromossomo específico do sexo masculino. É 

considerado o terceiro menor dos 24 tipos de cromossomos da espécie humana, 

representando aproximadamente 2% do genoma. Em 19 de Junho de 2003, sua 

sequência foi publicada pelo Instituto Whiteheead e pela Universidade de Washington, 
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apresentando cerca de 23 Mb de aproximadamente 50 Mb de comprimento, em um 

cromossomo Y normal. Este cromossomo pode ser utilizado para rastrear a linhagem 

paterna por ser passado de geração em geração sem nenhuma alteração (exceto quando 

ocorre algum evento mutacional) por possuir herança haplotípica, isto é, blocos de DNA 

transmitidos em conjunto para os descendentes. À exceção das regiões 

pseudoautossômicas, a maior parte do cromossomo Y não participa de recombinação 

meiótica (Jobling e Tyler-Smith, 2003). 

O cromossomo Y é composto por três regiões. Duas regiões 

pseudoautossômicas (PARS), que possuem a capacidade de recombinar com as regiões 

homólogas do cromossomo X (Butler, 2005). Estas regiões correspondem a 5% do total 

do cromossomo, uma localizada na extremidade do braço curto do cromossomo Y 

(PAR1) e a outra na extremidade do braço longo (PAR2). A terceira região 

correspondente a 95% é chamada de região não recombinante do cromossomo Y 

(NRY), onde se localiza os marcadores microssatélites do cromossomo Y (Y-STRs), 

conforme figura 2 (Rower et al., 2001; Miller, 2001; Góis, 2006; Martins, 2008; Xue et 

al., 2009; Geystelen et al., 2013). Skaletsky et al. (2003), renomearam a NRY como 

região específica do sexo masculino (MSY) devido a evidências frequentes de 

conversão de genes ou recombinação intracromossomal.  

 

Figura 2. Posição dos Y STRs ao longo do cromossomo Y  

Fonte: (http://www .cstl.nist.gov/ strbase/ ystrpos1.htm) 

Segundo Peter de Knijff (2003), o banco de dados de haplótipos do 

cromossomo Y (www.yhrd.org) deve ser analisado de forma qualitativa e não 

quantitativa, pois este banco de dados pode não proporcionar uma fiel frequência 

haplotípica da população em geral, figura 3.  
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O YHRD (Y-STR Haplotype Reference Database), estipulou a utilização de 

um haplótipo mínimo para determinação da frequência de microssatélites do 

cromossomo Y nos casos de investigação de vínculo genético. O haplótipo mínimo que 

consiste em um grupo de nove marcadores Y-STRs (DYS19, DYS389 I, DYS389 II, 

DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385 a/b) foi selecionado em 1997, para o 

uso em investigações forenses (Kayser et al., 1997). Este grupo de haplótipos pode ser 

acrescentado de outros loci Y-STRs (DYS438, DYS439, DYS437, DYS448, DYS456, 

DYS458, DYS635, Y-GATA-H4) aumentando o poder de discriminação (Mulero et al., 

2006).  

 

Figura 3. Estado atual do Banco de Dados de haplótipos Y da população brasileira  

Fonte: (https://yhrd.org/pages/resources/stats#countries - modificado) 

Os marcadores microssatélites do cromossomo Y não são tão eficazes na 

diferenciação de indivíduos quanto os marcadores autossômicos, no entanto, são 

marcadores complementares muito importantes na investigação forense e em testes de 

vínculo genético inconclusivos, como em casos de crimes sexuais e reconstruções 

(Butler, 2005). 

 

1.5 Mutação 

Mutação é qualquer mudança súbita ou herdável permanente, que ocorre no 

genótipo de uma célula ou organismo, tendo como consequência a principal fonte da 

variabilidade genética. As mutações ocorrem em todos os seres vivos, sendo crucial 

para a evolução e diversidade das espécies (Griffiths et al., 2001). Eventos mutacionais 
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no material genético de um organismo podem incluir alterações em um gene ou em 

cromossomo, tanto em número quanto na estrutura (Snustad, 2008). 

 Mutações gênicas são alterações nas sequências de nucleotídeos da molécula 

de DNA e acontecem devido à mudança de uma ou mais bases nitrogenadas (Tabela 2). 

As mutações gênicas podem originar por falhas incorporadas durante o processo de 

replicação do DNA ou por erro no sistema reparo do DNA, resultando em alterações em 

genes individuais. Em organismos multicelulares, as mutações podem afetar em 

qualquer estágio do ciclo celular células nucleadas diversas (Watson et al., 2007). As 

mutações podem afetar tanto as células somáticas quanto as células da linhagem 

germinativa, que podem ser transmitidas de uma geração a outra (Griffiths et al., 2009).  

Segundo Snustad (2008), as mudanças na sequência do DNA podem ocorrer de 

forma espontânea (causa desconhecida) ou induzida (resultante a exposição à agentes 

mutagênicos). Alterações nas sequências do DNA ocorrem em todos os seres vivos, 

sendo fundamentais para a diversidade e evolução das espécies (Griffiths et al., 2001).  

Tabela 2. Tipos de mutações gênicas (Watson et al., 2007) 
MUTAÇÕES GÊNICAS TIPOS FUNÇÕES 

 

ESTRUTURAL 

Substituição Uma base é trocada por outra 

Inserção Uma ou mais bases são inseridas da sequência original 

Deleção Uma ou mais base são removidas da sequência original 

Non-sense Resulta em um códon de parada no término da tradução 

 

FUNCIONAL 

Sense 
Resulta na substituição de base que não acarreta na 

mudança de aminoácido 

Missense 
Resulta na substituição de aminoácido e altera a função da 

proteína 

 

Os eventos mutacionais do tipo micro-inserção consiste na adição de um ou 

mais nucleotídeos na sequência da molécula de DNA, geralmente, é originado por 

transposons, sequências móveis no DNA, ou incoerências durante a replicação dos 

microssatélites. Na micro-deleção, verifica-se a remoção de um ou mais nucleotídeos da 

sequência da molécula de DNA, usualmente não reparáveis. Contudo, teoricamente, a 
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mesma sequência pode ser reparada pelo mecanismo de inserção. Todavia, os 

transposons capazes de reverter uma pequena deleção (com uma ou duas bases) em um 

local são inverossímil, ou até inexistentes (Antonarakis et al., 2010). 

Eventos onde ocorrem mutações geram novos alelos, proporcionando uma 

relação entre o grau de polimorfismo e a taxa de mutação de um locus específico, assim 

quanto maior o grau de mutação, mais variável é o locus. Em análises com finalidade 

forenses, os locus mais polimórficos são mais utilizados devido ao elevado poder de 

discriminação (Kayser et al., 1997).  

 

1.5.1 Modelo de mutação nos microssatélites 

A estimativa de eventos mutacionais nos marcadores microssatélites podem ser 

realizadas por comparação dos genótipos da descendência com o dos pais (Butler, 

2005). Dois modelos foram propostos para explicar as mutações nos loci 

microssatélites: 

a. Infinite Allele Model (IAM) 

Em 1964, Kimura e Crow propuseram o modelo de alelo infinito determinando  

que as mutações que ocorrem nos microssatélites são resultados de perda ou ganho de 

uma ou mais unidades de repetição, gerando uma nova forma alélica não tendo sido 

encontrada anteriormente na população. Na formação de alelos idênticos, 

obrigatoriamente também serão idênticos na descendência (figura 4). 

 

Figura 4. Infinite Allele Model  

Fonte: (nitro.biosci.arizona.edu/ftdna/models.html#Mutation; Kimura e Crow, 1964 - 

modificado) 
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b. Step-wise Mutation Model (SMM)  

Já em 1978, Kimura e Ohta, desenvolveram o modelo de mutação por passo. 

Este modelo foi o mais aceito para os microssatélites. Admite-se que, a cada evento 

mutacional o comprimento de um microssatélite altera por uma ou poucas unidades de 

repetição (figura 5). As probabilidades de adição ou deleção são iguais e constantes 

através dos alelos, os quais podem ter tamanhos ilimitados. Assume ainda que, estas 

mutações podem ocasionar à formação de alelos já existentes na população, idênticos 

por estado, e não por descendência (Heyer et al., 1997; Gusmão et al., 2005; Decker et 

al., 2008; Ge et al., 2009; Laouina et al., 2013; Weng et al., 2013; Fré et al., 2014; Pinto 

et al., 2014; Caliebe et al., 2015). 

 

Figura 5. Step-wise Mutation Model 

 

1.5.2 Mecanismos de mutação dos microssatélites 

Foram descritos dois mecanismos como sendo responsáveis pelas mutações 

nos microssatélites: crossing-over desigual na meiose e DNA slippage. 

a. Crossing-over desigual na meiose 

Crossing-over é o processo onde cromossomos homólogos se pareiam na 

meiose e ocasionalmente trocam suas partes (Griffiths et al., 2001). O mecanismo de 

crossing-over desigual gera grandes blocos de DNA satélite pois está associada a 

grandes trocas de unidades repetitivas entre os cromossomos homólogos que se 

parearam erroneamente. (Huang, 2002). Ocorre normalmente, em unidades de 

repetições em tandem de extensão moderada a longa (Fan e Chu, 2007). 
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b. DNA slippage  

O mecanismo de DNA slippage proposto por Kornberg e colaboradores em 

1964, é o mais bem aceito como padrão para explicar as mutações nos microssatélites 

com o modelo de mutação step-wise (Fan e Chu, 2007).  

O processo de slippage ocorre durante a replicação do DNA, quando a enzima 

DNA polimerase avança ou recua durante a replicação em uma região repetitiva, 

gerando em consequência um pareamento incorreto de uma ou mais unidades de 

repetições entre a fita molde e a recém sintetizada. Portanto, as fitas do DNA podem se 

dissociar e reassociar-se incorretamente (Kornberg, 1964; Tachida e Lizuka, 1992). Em 

seguida, as sequências repetitivas do DNA não pareados formam um “loop” no local da 

incompatibilidade (Jobling, 2004). Se o loop formado estiver na fita recém sintetizada 

terá como resultado a inserção da unidade repetitiva, porém, se estiver na fita molde terá 

a deleção da unidade repetitiva, conforme figura 6 (Levinson e Gutman, 1987; 

Schlötterer e Tautz, 1992; Butler, 2005).  Entretanto, a taxa de mutação nos 

microssatélites não é a mesma de slippage.  O DNA slippage ocorre em taxas muito 

mais elevadas, contudo, o sistema de reparo de mau pareamento tem a capacidade de 

corrigir as deleções e inserções (Schlötterer e Tautz, 1992; Strand et al., 1993).  

Segundo Srand e colaboradores (1993), a maior parte dos loops é reconhecido 

e eliminado pele sistema de reparo podendo reduzir a taxa de mutação de 100 a 1000 

vezes. 

 

Figura 6. Mecanismo de DNA slippage no STR  

Fonte: (Butler, 2005) 
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Em casos em que o sistema de reparo está ausente ou ineficiente são 

observados altos níveis de instabilidade nos microssatélites. Quando ocorre mutações 

em alguns genes específicos do mecanismo de reparo, pode-se aumentar a ocorrência de 

mutações em todo o genoma (Di Rienzo et al., 1994; Debrauwere et al., 1997; Yamada 

et al., 2002). 

Alguns fatores podem influenciar nas taxas de mutações dos STRs, tais como a 

composição e o comprimento da unidade de repetição, o comprimento da sequência, a 

idade e o sexo do indivíduo. 

Unidades repetitivas compostas com maior número de GC são menos 

propensas a sofrerem eventos mutacionais, por possuírem uma ligação de ponte de 

hidrogênio a mais do que o pareamento do tipo AT, à vista disso, são mais estáveis 

(Pardi et al., 2005). 

Os microssatélites dinucleotídeos apresentam taxas de mutações mais elevadas 

do que os tri- e tetranucleotídeos, segundo estudos realizados in vitro (Schlötterer e 

Tautz, 1992). As unidades repetitivas menores são mais predispostas a sofrerem maiores 

taxas de mutações (Chakraborty et al., 1997; Kruglyak et al., 1998; Lee et al., 1999). 

Os eventos mutacionais em alelos longos e não interrompidos são mais comuns 

do que em alelos curtos (Primmer et al., 1996; Brinkmann et al., 1998; Huang et al., 

2002; Whittaker et al., 2003), pelo fato do mecanismo da DNA slippage acontecer em 

taxas mais elevadas em sequências repetitivas de comprimento mais longo (Ellegren, 

2000a; Lai e Sun, 2003). Estudos realizados por Amos et al. (1996), concluíram que 

indivíduos heterozigotos possuem maior instabilidade nos microssatélites que 

indivíduos homozigotos, sugerindo que, a heterozigosidade aumenta a mutabilidade do 

alelo. 

Há uma maior taxa de mutação na linhagem germinativa masculina do que na 

linhagem germinativa feminina (Brinkmann et al., 1998; Henke e Henke 1999; Sajantila 

et al., 1999; Xu et al., 2000; Dauber et al., 2003; Geada et al., 2003; Simonsen e 

Morling, 2004; Tang e Law, 2004; Whittle et al., 2004; Yan et al., 2006). Esta teoria é 

explicada pelo fato de que há diferenças na gênese das células germinativas de números 

e tipos de divisões celulares entre os sexos. Nas células germinativas feminina, a 

oogônia sofre 22 divisões celulares antes da meiose iniciar e os oócitos serem gerados. 
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Já nas células masculinas, as espermatogônias se renovam rotineiramente por mitose e 

meiose antes de se tornarem células espermáticas. Concluíram por conseguinte que, 

quanto maior número de divisões celulares, maior será a probabilidade de mutação 

(Shimmin et al., 1993; Brinkmann et al., 1998; Ellegren, 2000b). A idade do indivíduo 

também pode influenciar na frequência de mutação dos microssatélites. Na idade adulta, 

o número do acúmulo de divisões mitóticas aumenta rapidamente. Em indivíduos com 

idade de 28 anos as células espermáticas sofrem cerca de 380 mitoses e indivíduos com 

35 anos aproximadamente 510 mitoses (Ellegren, 2000b; Fan e Chu, 2007). 

 

1.5.3 Mutação no cromossomo Y 

O cromossomo Y possui tipos divergentes de polimorfismos que apresentam 

taxas de mutações distintas, permitindo assim, apurar o intervalo de tempo da história 

entre os indivíduos de diferentes populações e o tipo de marcador microssatélite mais 

apropriado para uma população específica. Eventos mutacionais são maneiras 

exclusivas de alterações na região Y não-recombinante (NRY) e fonte de toda 

variabilidade genética presente no cromossomo (Jobling e Tyler-Smith, 1995). Além 

disso, mutações no cromossomo Y envolvem principalmente inserções ou deleções de 

uma única unidade de repetição (one step), embora inserções sejam mais frequentes do 

que deleções (Caliebe et al., 2015).  Na inexistência de mutação, os marcadores 

microssatélites do cromossomo Y encontrados em um pai é idêntico em seu filho, sendo 

transmitida através das gerações pela linhagem patrilínea da mesma forma: sem 

alteração (Jobling e Tyler-Smith, 1995).  Em geral, as mudanças ocorrem nas regiões 

extragênicas e de íntrons, conhecidas como regiões neutras, isto é, que não conferem 

caráter adaptativo aos indivíduos e nem expressam características fenotípicas. Em vista 

disso, a análise das mudanças dentro de regiões Y- STRs específicas pode revelar a 

genealogia paterna e as relações evolutivas entre diferentes grupos de indivíduos 

(Hammer, 1995). 

A incorporação de marcadores STRs do cromossomo Y é crescente a cada dia 

na rotina laboratorial de análises de vínculo genético. Da mesma maneira como os 

haplótipos de mtDNA, os Y-STRs representam as informações genéticas a partir de uma 

linhagem que não sofre recombinação e que podem ser compartilhados por muitos 

indivíduos de uma única família. Há um grande número de polimorfismo de Y-STRs 
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sendo descritos rotineiramente, bem como o número de sistemas de amplificação 

multiplex sendo desenvolvidos. A necessidade de distinção de indivíduos masculinos de 

uma mesma linhagem paterna está aumentando relativamente devido ao acúmulo de 

mutações de Y-STRs de geração em geração (Gusmão et al., 2006). 

Segundo estudos realizados por Gusmão et al. (2006), com base em uma taxa 

de mutação média de 2.8 x 10
-3 

haplótipos incluindo nove Y-STRs do YHRD (Y-

Chromosome STR Haplotype Reference Database), são esperados ao menos um alelo 

divergente entre pai e filho em cerca de 1 a 40 pares analisados. A taxa média de 

mutação para Y-STRs é de aproximadamente 0,2% por geração (Kayser et al., 2000; 

Dupuy et al., 2004). Por esta razão, a utilização de marcadores microssatélites do 

cromossomo Y tem aumentado significantemente adequando-se a casos forenses, 

investigação de vínculo genético e estudo da origem das populações (Jobling, 1995; 

Jobling, 2000; Ferreira et al., 2006; Geystelen et al., 2013; Wei et al., 2013). 

Um dos casos mais famoso que foi solucionado com o auxílio da análise dos 

locus Y-STRs foi a identificação de Sadaam Hussein, presidente do Iraque, que tinha 

diversos sósias para dificultar sua apreensão. Ao ser preso, em 2003, foi necessário 

confirmar sua identidade, através da comparação de seu perfil Y-STR com o perfil 

extraído dos corpos de seus filhos que tinham sido mortos em combate no mesmo ano 

(Tamaki et al., 2005). 

Estimativas de taxas de mutação devem basear-se no número de mutações 

observadas e no número total de mutações a partir do número total de transmissões de 

alelos (Gusmão et al., 2006). 

 

1.5.4 Importância da estimativa de taxa de mutações do cromossomo Y no 

processo de identificação humana  

A avaliação de alelos adicionais na investigação forense deve ser levada em 

consideração em duas importantes circunstâncias. Primeiro, pela possibilidade existente 

de interpretação errada de uma relação biológica entre dois homens em consequência de 

mutações no Y-STRs e segundo, pela possibilidade de se diferenciar dois homens 

proximamente relacionados.  
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As análises dos dados dos locus dos pares de pais e filhos com a paternidade 

confirmada permite estimar as taxas de mutações de diferentes marcadores do 

cromossomo Y (Zhivotovsky et al., 2004). Taxas de mutações estudadas e descritas dos 

marcadores STRs do cromossomo Y são de extrema importância para complementação 

das análises de vínculos genéticos entre indivíduos do sexo masculino em avaliação 

estatística dos testes de paternidade e em estudos forenses. Estudos realizados para 

descrição de bancos de dados de locus STRs do cromossomo Y de uma população 

específica, bem como as estimativas de taxas de mutação para a população na qual os 

testes realizados são imprescindíveis para uma análise e conclusão correta dos 

resultados. Esta característica traz a necessidade do estabelecimento de bancos de dados 

haplotípicas regionais, especialmente nos casos de populações isoladas. Por 

conseguinte, valores adequados das taxas de mutação poderão ser incluídos nos cálculos 

do índice de paternidade da população estudada, aumentando assim a confiabilidade dos 

resultados genéticos e promovendo uma maior segurança na determinação do vínculo 

genético investigado. 

Os bancos de dados são singularmente instáveis para marcadores STRs do 

cromossomo Y, ainda mais no Brasil, um país com uma complexa história de 

miscigenação. O esforço enorme para aprimorar e implementar os bancos de dados, 

torna-se essencial para identificar a diversidade genética real esperada de um país 

extenso e heterogêneo. Os bancos de dados de caráter relevante são notáveis para 

identificar claramente as frequências de distribuição haplotípica, alélica e genotípica de 

populações distintas (Quintana-Murci et al., 2001). 

A indução para a criação de um banco de dados de mutações Y-STRs surge 

com o intuito de enriquecer o conhecimento científico sobre o assunto (Kayser et al., 

2001). Pesquisadores, sabendo da importância do estudo, desenvolveram pesquisas com 

bancos de dados de mutações do cromossomo Y em distintas populações, segundo a 

tabela 3. No entanto, ainda não existem estudos de estimativa de taxas de mutações do 

cromossomo Y envolvendo todas as regiões do Brasil, tornando este estudo, o pioneiro 

nesta análise. 
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Tabela 3.  Relação de autores e suas publicações de mutações no cromossomo Y 

AUTOR 
POPULAÇÃO 

ESTUDADA 
ANO REVISTA ARTIGO 

Nicole 

Nascimento 

da Fré et al. 

Rio Grande do 

Sul/Brasil 
2014 Int J Legal Med 

Genetic data and de novo 

mutation rates in father-son 

pairs of 23 Y-STR loci in 

Southern Brazil population 

Nádia Pinto et 

al. 
- 2014 

Forensic Science 

International: Genetics 

Mutation and mutation rates at 

Y chromosome specific Short 

Tandem Repeat 

Polymorphisms (STRs): A 

reappraisal 

Adil Laouina 

et al. 
Marrocos 2013 Legal Medicine 

Mutation rate at 17 Y-STR loci 

in ‘‘Father/Son’’ pairs from 

moroccan population 

Weixia Weng 

et al. 
China 2013 Int J Legal Med 

Mutation rates at 16 Y-

chromosome STRs in the 

South China Han population 

Miriam 

Goedbloed et 

al. 

Alemanha e 

Polônia 
2009 Int J Legal Med 

Comprehensive mutation 

analysis of 17 Y-chromosomal 

short tandem repeat 

polymorphisms included in the 

AmpFlSTR® Yfiler® PCR 

amplification kit 

D.J. Ballard et 

al. 

Grã-Bretanha e 

Irlanda 
2005 

Forensic Science 

International 

A study of mutation rates and 

the characterization of 

intermediate, null and 

duplicated alleles for 13 Y 

chromosome STRs 

Gusmão et al. 

Argentina, Brasil, 

Colombia, 

Portugal, Espanha, 

e Venezuela 

2005 Human Mutation 

Mutation Rates at Y 

Chromosome Specific 

Microsatellites 

Lev 

Zhivotovsky 

et al. 

Bulgária 2004 Am. J. Hum. Genet. 

The Effective Mutation Rate at 

Y Chromosome Short Tandem 

Repeats, with Application to 

Human Population-Divergence 

Time 

Evelyne 

Heyer et al. 
Canadá 1997 

Oxford University 

Press 

Estimating Y chromosome 

specific micro- satellite 

mutation frequencies using 

deep rooting pedigrees 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 Estimar, em uma amostra populacional do Brasil, as taxas de mutações 

observadas em marcadores STRs do cromossomo Y e suas implicações na 

identificação humana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Facilitar a investigação de vínculo genético na população brasileira; 

 Estimar, na população estudada, a eficiência desses marcadores na identificação 

humana; 

 Analisar as mutações do cromossomo Y de outros estudos realizados no Brasil. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Delineamentos do estudo 

Trata-se de um estudo molecular, que foi conduzido no Laboratório Biocroma - 

Clínica de Exames de DNA, Goiânia/GO – Brasil, em parceria com o Laboratório de 

Citogenética e Genética Molecular Humana da Secretaria da Saúde do Estado de Goiás 

- LaGene e o Núcleo de Pesquisas Replicon - NPR da Pontifícia Universidade Católica 

de Goiás – PUC GOIÁS.  

 

3.2 Grupo amostral 

As amostras de estudo foram selecionadas de 80 casos positivos de 

investigação de paternidade pela análise do DNA (160 amostras), submetidos a análise 

de mutações nos haplótipos do cromossomo Y com o sistema de amplificação 

molecular PowerPlex® Y23 System – Promega Corporation. O vínculo genético entre o 

suposto pai e o suposto filho foi previamente confirmado para todos os pares pela 

análise dos STRs autossômicos componentes do sistema de amplificação Multiplex Plus 

– desenvolvido in house. Para confirmação de vínculo genético, foi adotado um 

percentual de paternidade mínimo correspondente a 99,9999% conforme recomendado 

pela ISFG. 

As amostras foram selecionadas randomicamente, procedentes de diferentes 

regiões brasileiras, Centro-Oeste, Sul, Sudeste, Norte e Nordeste, atendendo os 

parâmetros aplicados pelo Laboratório Biocroma. Os critérios de inclusão para seleção 

das amostras estão associados à amplificação molecular satisfatória dos marcadores 

microssatélites autossômicos FGA, TPOX, D8S1179, vWA, PENTA E, D18S51, 

D21S11, TH01, D3S1358, PENTA D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317, 

D5S818, D17S301, DIGATA113, D18S53, D20S482, D14S1434, D20S1082 do 

sistema desenvolvido in house utilizados na análise inicial da investigação de 

paternidade. Além disso, o volume de material biológico disponível para assegurar a 

cadeia de custódia da amostra. 
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Os critérios de exclusão das amostras estão associados à exclusão de 

paternidade pelos marcadores microssatélites autossômicos e ao volume insatisfatório 

de material biológico disponível. 

Os indivíduos participantes foram orientados sobre os propósitos da pesquisa e 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 2). Este 

estudo foi realizado de acordo com padrões éticos aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da PUC-GO e incluído na Plataforma Brasil (CAAE: 00773013.5.0000.0037). 

Todo o estudo foi conduzido sob a égide da Resolução 196/1996-CNS e da Resolução 

446/2011-CNS, que normatizam a conduta ética dos processos investigativos no cenário 

nacional.  

Foram identificados 15 registros de mutações germinativas no cromossomo Y 

entre supostos pais e supostos filhos referentes às amostras analisadas. Estas amostras 

foram coletadas e encaminhadas ao Laboratório Biocroma no período de agosto de 2012 

a setembro de 2014 (25 meses), para investigação de vínculo genético em testes de 

paternidade.  

 

3.3 Amostras biológicas 

Os indivíduos participantes foram submetidos à coleta por punção capilar de 

aproximadamente uma gota de sangue depositados no FTA-Card® Classic (Whatman), 

um cartão especial que proporciona a conservação e estabilização automática de ácidos 

nucléicos sem a necessidade de refrigeração, protegendo-os de efeitos oxidativos e de 

nucleases. Este cartão é impregnado com uma mistura de substâncias químicas que são 

responsáveis por lisar a membrana celular, imobilizar e estabilizar os ácidos nucléicos e 

inibir o crescimento de microrganismos, permitindo a conservação da amostra à 

temperatura ambiente por no mínimo 4 anos (Smith e Burgoyne, 2004). Portanto, a 

facilidade da coleta das amostras e a fixação no cartão FTA-Card® Classic permite que 

as amostras sejam transportadas e armazenadas de forma prática, o que facilita a rotina 

laboratorial. As amostras biológicas foram obtidas no Laboratório Biocroma - Clínica 

de Exames de DNA, Goiânia/GO – Brasil e em postos de coleta distribuídos pelas 

regiões brasileiras Sul, Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Todas as coletas 

seguiram os critérios, cuidados e procedimentos operacionais padronizados para a coleta 
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de sangue capilar (WHO, 2010). 

 

3.4 Extração de DNA e Amplificação por PCR 

As amostras foram submetidas a extração de DNA conforme o protocolo 

estabelecido pelo laboratório Biocroma (anexo  1 – quadro 1).  

As amostras de DNA extraídos foram submetidos a reação de PCR 

(Polymerase Chain Reaction), conforme o seguindo os protocolos estabelecidos pelo 

fabricante (PowerPlex® Y23 System – Promega Corporation) (anexo 1 – quadro 2).  

Os protocolos tratam-se das metodologias citadas, de forma reduzida, devido 

ao sigilo dos procedimentos estabelecido pelo laboratório Biocroma, por se tratar de 

uma empresa privada. 

 

3.5 Genotipagem e Análise dos Fragmentos Amplificados  

Para obtenção dos dados genéticos da análise preliminar de paternidade e 

análise adicional do cromossomo Y utilizou-se mais de um sistema de amplificação 

molecular. O primeiro, tratou-se de um sistema desenvolvido in house, composto por 21 

loci autossômicos altamente polimórficos mais amelogenina (FGA, TPOX, D8S1179, 

vWA, PENTA E, D18S51, D21S11, TH01, D3S1358, PENTA D, CSF1PO, D16S539, 

D7S820, D13S317, D5S818, D17S301, DIGATA113, D18S53, D20S482, D14S1434, 

D20S1082). Após a análise inicial, os casos foram encaminhados para uma investigação 

adicional para análise de frequências de mutações no cromossomo Y. Foram utilizados 

adicionalmente ao sistema de amplificação Multiplex Plus, o sistema PowerPlex Y23 – 

Promega. O sistema de amplificação PowerPlex® Y23 System – Promega é composto 

por 23 loci de Y-STR altamente polimórficos: DYS19, DYS385a/b, DYS389I/II, 

DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, 

DYS456, DYS458, DYS635, Y-GATA-H4, DYS481, DYS533, DYS549, DYS576 e 

DYS643, detalhados e ilustrados conforme figura 7 e tabela 4.  
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Figura 7. Sistema de amplificação PowerPlex® Y23 System – Promega Corporation         

Fonte: (www.promega. com.br - modificado) 

 

Tabela 4.  Lista de 23 marcadores Y-STRs com seu número de repetições e estrutura repetitiva  

 

Y-STR 

 

NÚMERO DE REPETIÇÕES* 

 

ESTRUTURA REPETITVA 

DYS576 13 – 21 AAAG 

DYS389 I 9 – 17 (TCTG) (TCAT) (TCTG) 

DYS389 II 24 – 34 TCTA 

DYS448 20 – 26 AGAGAT 

DYS19 10 – 19 TAGA 

DYS391 6 – 14 TCTA 

DYS481 20 – 30 CTT 

DYS549 10 – 14 GATA 

DYS533 9 – 14 ATCT 

DYS438 6 – 14 TTTTC 

DYS437 13 – 17 TCTA 

DYS570 12 – 23 TTTC 

DYS635 17 – 27 T#TA 

DYS390 17 – 28 (TCTA) (TCTG) 

DYS439 9 – 14 AGTA 

DYS392 6 – 17 TAT 

DYS643 7 – 15 CTTTT 

DYS393 9 – 17 AGAT 

DYS458 13 – 20 GAAA 
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* baseado em dados da literatura e colaboração de pesquisadores; # alelo variante;      

Fonte: (www.cstl.nist.gov/strbase/ystr_fact.htm)       

(STR base – última atualização 29/06/2009)  

Os dados genotípicos correspondentes aos produtos de PCR foram obtidos por 

eletroforese capilar através do sequenciador automático ABI 3500 Genetic Analyzers -

Applied Biosystems®. A separação na eletroforese capilar, é conduzida em tubos com 

36 cm de comprimento, que são preenchidos com um eletrólito condutor e são 

submetidos à ação de um campo elétrico. O capilar possui uma alta resistência elétrica 

permitindo o estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 500 V/cm), 

conseguindo obter separações eficientes, resoluções excepcionais e tempo de análises 

rápidas. Devido a relação entre a área superficial interna e volume que é 

apreciavelmente grande (fatores geométricos), um capilar possibilita a dissipação do 

calor com eficiência gerado pela passagem da corrente elétrica. 

O sequenciador automático ABI 3500 Genetic Analyzers - Applied 

Biosystems® possibilita a avaliação da qualidade dos dados em tempo real, capacidade 

avançada de multiplexação para a análise dos fragmentos de DNA com até 6 

fluorescências exclusivas, configuração, manutenção e operação simples. 

Os dados foram analisados com a utilização do software de análises genéticas 

GeneMapper® ID-X. Esse software de genotipagem fornece o dimensionamento e a 

qualidade alélica do DNA para todos os sistemas de eletroforese. É especializado para 

diversas aplicações, incluindo a análise de polimorfismo de tamanho de fragmentos 

amplificados (AFLP®), da perda de heterozigose (LOH), de microssatélites e análise 

genotipagem SNP. O software GeneMapper® contribui com o aumento da eficiência de 

processamento de dados com a auto-análise remota. 

Os índices de paternidade foram calculados de acordo com o banco de 

frequências haplotípicas do cromossomo Y da população brasileira disponível no banco 

de dados YHDR. A taxa de mutação para Y-STR foi calculada por locus dividindo o 

número de mutações pelo número de transferências de alelos do pai para filho (YHRD), 

utilizando o software Microsoft Excel para obtenção dos resultados. 

DYS385a/b 7 – 28 GAAA 

DYS456 13 – 18 AGAT 

Y-GATA-H4 8 – 13 TAGA 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para obtenção dos resultados no presente estudo, foram analisados no período 

de 25 meses, 80 pares de amostras de pais e filhos para investigação de vínculo genético 

em uma amostra da população brasileira. Em 1.840 transmissões alélicas (80 casos com 

23 marcadores analisados), foram identificadas 15 mutações. Todos os casos analisados 

tiveram inclusão de paternidade com a probabilidade mínima de 99,9999% comprovada 

através da análise autossômica. Como a transmissão do cromossomo Y é vertical, as 

mutações encontradas são de origem paterna.  

Foram analisados 23 marcadores microssatélites do cromossomo Y com o 

sistema de amplificação PowerPlex® Y23 System – Promega Corporation, de acordo 

com a sequência de repetição, o número de mutação e a taxa de mutação por locus 

conforme tabela 5. 

A figura 9, exemplifica um caso de mutação no locus DYS576 da amostra 15 

Y. Dos 15 casos analisados, 14 (93,33%) tiveram a mutação envolvendo apenas uma 

unidade de repetição e 1 (6,66%), envolvendo duas unidades de repetição (DYS481: 24 

- 22), assim como nos resultados de Fré et al. (2014), onde 92,30% (n=12) tiveram 

apenas um locus mutado por ganho/perda de repetição e 7,70% (n=1) com perda de 2 

repetições no locus DYS481. Desse modo, 9 casos (60%) tiveram ganho de 1 repetição, 

5 (33,33%) perda de 1 repetição e 1 (6,66%) perda de 2 repetições (tabela 6).  

Observou-se uma irrisória diferença entre os ganhos (n= 9) e perdas (n=6) de 

números de repetições encontradas nos filhos. Segundo Fré et al. (2014), esta proporção 

foi semelhante a de proporções globais de 55,2% de ganhos e 44,8% de perdas, sendo 

que algumas variações entre os estudos podem ser resultado de diferenças no tamanho 

da amostra e/ou no número de loci analisados. Estes resultados estão de acordo com o 

modelo de mutação por passo descritos na literatura por Kimura e Ohta (1978) e em 

concordância com outros estudos (Heyer et al., 1997; Gusmão et al., 2005; Decker et al., 

2008; Ge et al., 2009; Laouina et al., 2013; Weng et al., 2013; Fré et al., 2014; Pinto et 

al., 2014; Caliebe et al., 2015). 
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Tabela 5. 15 mutações observadas em 80 pares de amostras de pai/filho em 23 Y STRs 

analisados 

 

 

 

 

AMOSTRA 
LOCUS 

STR 

ALELOS 

Nº 

STEPS 

SISTEMA (S) 

DETECÇÃO 
COMENTÁRIOS 

PAI FILHO 

 

1Y DYS391 11 12 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

2Y DYS576 15 16 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

3Y DYS458 17 18 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

4Y DYS456 16 15 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de uma 

repetição 

 

5Y DYS576 19 20 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

6Y DYS549 12 13 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

7Y DYS385 14 15 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

8Y DYS438 9 8 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de uma 

repetição 

 

9Y DYS481 24 22 2 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de duas 

repetições 

 

10Y DYS570 24 25 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

11Y DYS393 13 14 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

12Y DYS570 17 18 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Ganho de uma 

repetição 

 

13Y DYS439 13 12 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de uma 

repetição 

 

14Y DYS389II 30 29 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de uma 

repetição 

 

15Y DYS576 18 17 1 
PowerPlex® 

Y23 System 

Perda de uma 

repetição 
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Figura 8. Eletroferograma representativo da amostra 15 Y com mutação no DYS576 

Tabela 6. Comparação entre a taxa de mutação analisada neste estudo com a taxa de mutação 

combinada do banco de dados YHRD           

Fonte: (https://yhrd.org/pages /resources/mutation_rates)   

Dentre as 15 situações de mutação, 3 ocorreram no locus DYS576, 2 no locus 

DYS570, e apenas 1 em cada um dos loci: DYS539, DYS458, DYS456, DYS549, 

DYS385, DYS438, DYS481, DYS393, DYS439, DYS389 II (gráfico 1). Nos demais 

 

 BANCO DE DADOS 

YHRD 

 

 

RESULTADOS DESTE ESTUDO 

 

LOCUS 

 

MUTAÇÃO 

 

MEIOSES 

 

TAXA DE 

MUTAÇÃO 
(combinada) 

 

MUTAÇÃO 

 

MEIOSES 

 

TAXA DE 

MUTAÇÃO 

DYS391 38 15.486 2,45 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2 

DYS576 8 447 1,79 x 10 
-2 

3 80 3,75 x 10
-2 

DYS458 46 7.228 6,36 x 10 
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS456 31 7.229 4,29 x 10 
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS549 1 447 2,24 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS385 64 26.171 2,45 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS438 4 10.673 3,75 x 10 
-4 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS481 3 447 6,71 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS570 8 447 1,79 x 10
-2 

2 80 2,5 x 10
-2

 

DYS393 15 14.264 1,05 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS439 58 10.647 5,45 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

DYS389 II 59 14.310 4,12 x 10
-3 

1 80 1,25 x 10
-2

 

TOTAL 335   15   



49 

 

marcadores, DYS389 I, DYS448, DYS19, DYS533, DYS437, DYS635, DYS390, 

DYS392, DYS643 e Y-GATA-H4 não foram identificadas mutações nas amostras 

analisadas neste estudo e em conformidade com Fré et al. (2014), que também não 

identificou mutações nestes loci, exceto no locus DYS390.  De acordo com o banco de 

dados YHRD, não foi identificado mutação para o locus DYS533 em nenhum estudo e 

o locus DYS392 possui a menor taxa de mutação, sendo esta de 5,19 x 10
-4

. 

Gráfico 1. Relação de marcadores STRs do cromossomo Y e suas respectivas mutações 

identificadas em uma amostra da população brasileira com o sistema de amplificação 

PowerPlex® Y23 System - Promega Corporation 

Alguns estudos têm avaliado e estimado taxas de mutações de marcadores 

microssatélites do cromossomo Y. Na China, Weng et al. (2013), analisaram 918 pares 

de pais e filhos de uma amostra da população do Sul da China com 16 loci do sistema 

de amplificação AmpFLSTR® Yfiler™ PCR Amplification kit. Foram identificados 36 

casos de mutações dentre as 14.688 transmissões alélicas analisadas. Em Marrocos, 

Laouina et al. (2013), analisaram 252 pares de pais e filhos com o sistema de 

amplificação AmpFlSTR® Yfiler™ PCR Amplification kit e identificaram 15 casos de 

mutações. Decker et al. (2008), realizaram um estudo com uma amostra da população 

dos Estados Unidos de diferentes etnias. O estudo reportou a taxa de mutação de 389 

pares de pais e filhos utilizando o sistema de amplificação 17 Y-STR loci Yfiler
TM

 kit e 

observou 24 casos de mutações. 

No Brasil, há poucos estudos ainda relatados. Gusmão et al. (2005),  realizaram 
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um estudo com amostras da população da Argentina, Brasil, Colômbia, Portugal, 

Venezuela e Espanha de 17 diferentes laboratórios. As amostras foram obtidas de 3.026 

pares de pais e filhos que tiveram a paternidade previamente confirmadas com os STRs 

autossômicos. A análise de 16 Y-STR resultou em 55 casos de mutações. Do mesmo 

modo em Goés et al.(2005), analisaram 17 loci do cromossomo Y em 119 pares de pais 

e filhos e identificaram 8 mutações em 2.223 transferências alélicas de uma amostra da 

população do Rio Janeiro - Brasil.  

O estudo mais recente e mais completo realizado no Brasil até o momento é o 

do grupo de pesquisadores do Rio Grande do Sul/ Brasil (Fré et al., 2014). Neste estudo, 

foram analisados 150 pares de pais e filhos com o sistema de amplificação PowerPlex® 

Y23 System – Promega. Um total de 13 mutações foram identificadas em 3.450 

transferências alélicas entre pai-filho.  A pesquisa foi inédita no território brasileiro pois 

analisou um total de 23 marcadores STRs do cromossomo Y. Contudo, até então, ainda 

não há trabalhos realizados com amostras de todas as regiões do Brasil utilizando o 

PowerPlex® Y23 System – Promega . Portanto, este trabalho se torna inédito com a 

amplitude de todo o território brasileiro. 

A diferença observada nas taxas de mutações do presente estudo em relação a 

estudos anteriores acontece, devido aos diferentes números amostrais (pares de pais e 

filhos) de cada população e/ou pelos diferentes números de loci analisados dos sistemas 

de amplificação. 

A Região Sudeste apresentou maior número de casos analisados (35%). Em 

seguida a Região Norte (27%), Região Nordeste (18%), Região Centro-Oeste (18%) e 

Região Sul (2%) (gráfico 2). 

Os valores distintos das taxas de mutação descritos para os loci de Y-STRs 

demonstram que é imprescindível, para a avaliação dos testes de paternidade e 

investigações forenses a utilização de um banco de dados oriundo da população 

estudada, bem como estimativas de taxas de mutação específicas para a população na 

qual os testes estão sendo realizados. Com isso, valores adequados das taxas de mutação 

poderão ser incluídos nos cálculos do índice de paternidade aumentando a 

confiabilidade e precisão dos resultados de vínculo genético e promovendo uma maior 

segurança na determinação do parentesco. No entanto, os estudos devem-se estender 
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com uma cobertura mundial de análises com suas distintas populações.  

 

Gráfico 2. Relação da porcentagem de análises de STRs do cromossomo Y distribuídos nas 

regiões Brasileiras (100% = 80 pares de pais e filhos) 
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5. CONCLUSÕES 

 

 Foram analisados 23 marcadores STRs do cromossomo Y das regiões 

brasileiras. Identificou-se 15 mutações nas amostras de pares de pais e filhos de 

um total de 1.840 transmissões alélicas. 

 

 A maioria dos registros de mutações (93,33%) apresentaram adição ou subtração 

de apenas uma unidade de repetição, confirmando que este tipo de evento (one 

step mutation) é mais frequente, independente da mudança ocorrer por inserção 

ou deleção de nucleotídeos. 

 

 A identificação das mutações aumenta as ferramentas/dados que são utilizados 

nos laboratórios de análise de vínculo genético e podem garantir um resultado 

mais confiável minimizando possíveis erros nas análises. 

 

 Os marcadores STRs do cromossomo Y que não apresentaram mutações são os 

mais indicados para realização das análises, principalmente o DYS533 que 

jamais foi descrita uma mutação e o DYS392 que possui a menor taxa de 

mutação combinada de todos os estudos realizados e inseridos no YHRD. 

 

 Os resultados obtidos tiveram diferenças consideráveis comparando-os com 

outros estudos. Isto deve-se ao número amostral relativamente baixo em relação 

ao número total da população brasileira de aproximadamente 202.033.270 de 

habitantes (IBGE, 2014) sendo que aproximadamente 98.487.258 são homens 

(IBGE, 2012). 
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6. PERPECTIVAS 

Com base em trabalhos já descritos e publicados, outros estudos semelhantes 

poderão ser feitos para complementar o banco de dados mundial de mutações no 

cromossomo Y. Seria interessante continuar o estudo da população brasileira e de suas 

regiões isoladas, aumentando significativamente o número amostral de maneira que 

possibilite uma estimativa da taxa mutacional de valor significativo, a fim de comparar 

com as demais populações já estudadas, já que análises desse porte demandam um 

tempo expressivo. Ademais, estudos futuros realizados com um mesmo número 

amostral, poderiam facilitar as comparações das taxas de mutações de cada locus dos 

marcadores microssatélites do cromossomo Y das diferentes populações. 

Desta forma, a implementação dos resultados deste trabalho no banco de dados 

mundial do cromossomo Y será realizada após o número amostral mínimo desejado 

(n=200), ser alcançado. 
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