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RESUMO: (Estimativa da taxa de mutacdo de 15 locos autossdémicos de microssatélites na populagdo de Goiania, GO). O
presente estudo teve por objetivo estimar a taxa de mutagao de 15 locos autossémicos STR na populacdo de Goiania, Goias,
com a finalidade de criar um banco de dados de interesse para calculos estatisticos, tanto em testes de vinculo genético quanto
em estudos sobre mutac¢des induzidas. Mutagdes da linhagem germinativa de 15 locos de STR foram estudadas por analises de
6.450 transferéncias alélicas genitor-crianga, a partir de 215 casos de testes de paternidade, todos realizados em Goiania, no
periodo de janeiro a dezembro de 2008. As amostras foram coletadas por pungao venosa, o DNA foi extraido e amplificado por
PCR e submetido a analise no seqiienciador automatico MEGABACE 500, para a obtengéo dos perfis alélicos de cada marcador.
Foram identificadas 11 mutagdes em 5 locos. Os resultados mostraram taxas de mutagado variando entre 2 a 9 x 10~ mutagdes/
loco/regido, com o total de 2 x 10-3. Foi encontrada uma maior taxa de mutagdes de origem materna, o que difere de outros
estudos semelhantes, provavelmente devido ao pequeno numero de meioses analisadas, quando comparado com resultados de
outros estudos. A comparagao direta dos perfis genéticos individuais quanto as taxas de mutagao, para cada loco, apresentou mais
ganho de unidades de repeti¢ao (54,5%) do que perdas (45,4%). Todos os ganhos envolveram apenas uma unidade de repeti¢do,
seguindo o modelo de mutag@o passo a passo. Apesar do pequeno tamanho amostral analisado, os calculos das taxas de muta¢ao
nos 15 locos autossomos estudados, mostraram-se importantes para a incorporagao desses valores em futuras analises de vin-
culo genético, a serem efetuadas na populacdo de Goidnia e entorno, na tentativa de minimizar erros em testes de paternidade.
Palavras-chave: frequéncia mutacional, microssatélite, teste de vinculo genético.

ABSTRACT: (Estimating mutation rates in 15 microsatellite autossomal loci in Goiania population, GO). The present study
had the aim to estimate the mutation rate at 15 STR autossomal loci in Goiania population, GO state, attempting to generate a
genetic database of interested for statistical calculations, such as in paternity tests or in studies about induced mutations. Germline
mutation of 15 STR loci was studied for 6,450 parent-child transfers from 215 paternity testing cases, all of them carried out in
Goiania, from January to December of 2008. We collected blood samples, DNA was extracted and amplified by PCR and the
analysis was carried out in the automatic sequencer MEGABACE 500, to obtain the allelic peaks for each genetic marker. We
identified 11 mutations in 5 loci. The results indicated that mutation rates varied from 2 to 9 x 10~ mutations/loci/marker and the
total mutation rate was 5 x 107. It was found a higher mutation rate of maternal origin, differing of similar studies, probably due to
the small number of meiosis analyzed, when compared to the results of another studies. When we analyzed the individual genetic
profiles and compared by direct analysis, related to the mutation rates, for each locus, this study presented more gain of repeti-
tive units (54.5%) than losses (45.4%). All the gains involved only one repetitive unit, following the stepwise mutation model.
Despite the small sample size, the mutation rates of the 15 autossomal loci showed the importance to incorporate such values in
future analysis of paternity tests carried out in Goiania population and nearby attempting to decrease mistakes in paternity tests.
Key words: mutation frequency, microsatellite, paternity tests.

INTRODUCAO (Oliveira et al. 2006). Estes marcadores podem estar
presentes tanto em regides codificadoras, quanto em nao
codificadoras, estando associados a regulacdo da expres-
sdo génica e outras funcdes celulares (Zane et al. 2002).

Os microssatélites podem ser classificados de acordo

Microssatélites ou sequéncias repetidas em tandem
(STR) constituem aproximadamente 10% do genoma
humano e podem ser utilizadas como marcadores mo-

leculares na genotipagem do DNA, visando detectara . . o tipo do cerne de repeticdo como perfeitos, imper-
variabilidade genética intra ou inter populacional. Tais feitos, interrompidos ou compostos. A hipervariabilida-
marcadores possuem de 2 a 6 pares de base e aparecem  de dos microssatélites ¢ mantida principalmente pelo
preferencialmente dispersos no genoma. Tambeém sd0  pareamento erroneo dos filamentos polinucleotidicos,
conhecidos como SSR (Repeti¢des de Sequéncias Sim-  durante a replicagio do DNA, com o deslize da enzima
ples), sendo polimorficos, hipervaridveis e codominantes, ~ DNA polimerase (Ferreira e Grattapaglia 1998, Weber
revelando variagdes de comprimento entre os alelos e Wong 1993). O niimero de repeticdes pode aumentar
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ou diminuir, caso ocorra a adi¢do ou perda de uma ou
mais unidades de repeticdo pela DNA polimerase e se
houver falha na atividade exonucleéasica dessa enzima.
Em células pré-germinativas, as alteragdes podem ser
transmitidas aos descendentes (Ellegren 2004).

A metodologia de genotipagem com STR baseia-se na
amplificacdo por PCR das sequéncias simples repetidas,
utilizando um par de primers de sequéncias complemen-
tares aquelas que as flanqueiam. E uma técnica eficaz
para analisar amostras com pouca quantidade de DNA ou
com DNA degradado (Kashyap et al. 2004). Desta for-
ma, os marcadores microssatélites podem gerar grandes
quantidades de informagdes genéticas que sao disponi-
bilizadas em bancos de dados (Gill et al. 2006, Wheeler
et al. 2002). Esses bancos de dados gerados constituem
fontes de pesquisas em diversas areas, como em estudos
populacionais, analises forenses, identificag¢ao de vinculo
genético, identificac¢@o de restos de pessoas desaparecidas
e bases de frequéncias alélicas para aplicagdo estatistica
(Butler 2006, Rodrigues et al. 2007).

Devido ao elevado grau de polimorfismo, resultante
de suas altas taxas mutacionais, os locos STR sdo ampla-
mente utilizados como marcadores em testes de paterni-
dade. Pela estimativa destas taxas € possivel identificar
o perfil genético correto dos individuos e determinar o
nimero de mutagdes que podem ser consideradas como
casos de exclusdo da paternidade (Kayser & Sajantila
2001).

Em decorréncia da miscigenagdo da populagdo bra-
sileira, varios estudos tém demonstrado a variabilidade
genética dos marcadores STR em populagdes localizadas
em distintas areas geograficas do nosso pais (Gois 2006,
Grattapaglia et al. 2005, Deka et al. 1995). Visto que
ainda ndo ha estudo semelhante na cidade de Goiania,
GO, os dados utilizados para os célculos estatisticos em
estudos de vinculo genético sdo de outras populagdes.
Dessa forma, este estudo se faz importante para mini-
mizar erros estatisticos decorrentes de sub-estruturagao
populacional.

O objetivo deste estudo foi estimar a taxa de mutacdo
de 15 locos autossomicos STR, recomendados pela So-
ciedade Internacional de Genética Forense (GEP-ISFG),

na populacdo de Goiania, GO, para criar um banco de
dados de interesse para célculos estatisticos, tanto em
testes de vinculo genéticos, quanto em estudos sobre
mutagdes induzidas.

MATERIAL E METODOS

Mutagdes da linhagem germinativa de 15 locos de
STRs foram estudadas por analises de 6450 transferéncias
alélicas genitor-crianga, a partir de 215 casos de testes
de paternidade, todos realizados em Goiania, estado de
GO, no periodo de janeiro a dezembro de 2008. Todos os
testes apresentaram indices de paternidade oscilando em
torno de 99,999%. As amostras dos 645 individuos foram
obtidas por pun¢@o venosa de sangue periférico, o DNA
foi extraido utilizando o kit GFX (GE Healthcare, EUA),
seguindo as instru¢des do fabricante e quantificado em
espectofotometro (Genequant-GE Healthcare, EUA).

O DNA foi amplificado por PCR mutiplex (PowerPlex
16, Promega Corporation, EUA) utilizando o protocolo
de 12,5 pL de solucao contendo 100 ng de DNA, tampao
10x da enzima, cloreto de magnésio a 50 mM, 10 ng de
solucdo contendo 15 oligonucleotideos fluorescentes
marcados com os fluor6foros FAN, HEX e NED ¢ 0,5 U
de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen, EUA). O
termociclador DNA IQ 5 (Biorad, EUA) foi utilizado nas
reacOes de amplificagdo do sistema multiplex PowerPlex
16 (Promega Corporation, EUA), de acordo com orien-
tagdes do fabricante.

Para a leitura dos produtos de PCR, foi utilizado o
sequenciador automatico de DNA MEGABACE 500
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA). A analise dos
produtos de PCR para obtengdo dos perfis alélicos foi
feita com o auxilio do programa Fragment Profiler v.12
(GE Healthcare), sendo os resultados confirmados em
cada eletroferograma. Os fragmentos em pares de bases
foram convertidos para seus respectivos alelos para
posterior analise estatistica. Os 15 STR utilizados nesse
estudo estdo listados na Tabela 1.

As mutagdes foram consideradas e contadas nos testes
nos quais ocorreram simples discrepancias entre um dos
pais e a crianga, em um determinado loco, quando os
demais locos STR foram consistentes com paternidade

Tabela 1. Caracteristicas dos 15 marcadores STR utilizados nas analises de vinculo genético.

Locus STR Localiza¢ido cromossdomica Sequéncia repetitiva 5> > 3’
Penta E 15q AAAGA
D18S51 18q21.3 AGAA (21)
D21S11 21q11.21q21 TCTA Complexo (21)

THO1 11pl5.5 AATG (21)
D3S1358 TCTA Complexo
FGA 4q28 TTTC Complexo (21)
TPOX 2p23.2pter AATG
D8S1179 TCTA Complexo (21)
vWA 12p12.pter TCTA Complexo (21)
Penta D 21q AAAGA
CSFI1PO 5q33.3.34 AGAT
D16S539 16q24.qter GATA
D7S820 7q11.21.22 GATA
D13S317 13922.q31 TATC
D5S818 5g23.3.32 AGAT
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Tabela 2. Mutagdes observadas nos 15 locos autossomicos STRs analisados na populagao de Goiania, GO, Brasil.

Locus Meioses NM T™ Meioses NM ™™ Meiose NM ™
Origem Paterna Origem Materna Total
D16S539 215 0 0 215 1 0,5% 430 1 0,2%
D3S1358 215 0 0 215 1 0,5% 430 1 0,2%
FGA 215 3 1,4% 215 0 0 430 3 0,7%
PENTAE 215 0 0 215 2 0,9% 430 2 0,5%
D21S11 215 2 0,9% 215 2 0,9% 430 4 0,9%
D18S51 215 0 0 215 0 0 430 0 0
THO1 215 0 0 215 0 0 430 0 0
TPOX 215 0 0 215 0 0 430 0 0
D8S1179 215 0 0 215 0 0 430 0 0
vWA 215 0 0 215 0 0 430 0 0
PENTAD 215 0 0 215 0 0 430 0 0
CSF1PO 215 0 0 215 0 0 430 0 0
D7S8820 215 0 0 215 0 0 430 0 0
D13S317 215 0 0 215 0 0 430 0 0
D5S818 215 0 0 215 0 0 430 0 0
Total 3225 5 0,16% 3225 6 0,2% 6450 11 0,2%

NM, nimero de mutagdes; TM, taxa de mutagao.

e/ou maternidade. Todas as mutag¢des foram confirmadas
por duas corridas eletroforéticas distintas.

RESULTADOS

A taxa mutacional total para os 15 marcadores anali-
sados foi de 2 x 107 (Tab. 2) Foram também analisados,
de acordo com a sequéncia de repeticdo, o numero de
mutagdes e as taxas de mutagdo por loco (Tab. 2). A com-
paragao dos perfis genéticos individuais para as mutagoes
mostrou mais ganho de unidades de repeti¢ao (54,5%)
do que perdas (45,4%). Todos os ganhos envolveram
apenas uma unidade de repeti¢do, estando de acordo com
o modelo mutacional passo a passo. Finalmente, foram
detectadas no total 11 mutagdes, sendo seis de origem
materna e cinco de origem paterna.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A maior incidéncia de mutagdes de origem materna
encontradas neste estudo difere de outros estudos, pro-
vavelmente devido ao pequeno nimero de casos aqui
analisados. No estudo de Andrade (2009), na populagao
do estado de Pernambuco, foram analisados 2575 casos
de paternidade em 14 locos STR, totalizando 54.105
transferéncias alélicas genitor-crianga. Foram detectadas
43 mutagdes germinativas, principalmente de origem
paterna. Geralmente, as taxas de mutago sdo cerca de
cinco vezes maiores em células de linhagem paterna,
devido a rapidez das divisdes celulares que ocorrem nas
células precursoras dos gametas masculinos, durante a
espermatogénese (Yan et al. 2006, Kayser & Sajantila
2001). Segundo Ellegren (2004), quanto maior o niimero
de divisdes que ocorrem em uma célula, maior sera a
frequéncia de mutagdes.

De acordo com Xu et al. (2000), o comprimento
do cerne de repetigdo parece ser um fator responsavel
pelas altas taxas mutacionais nos locos STR. Como foi
observado nesse trabalho, o marcador D21S11, que ¢
um tetranucleotideo e possui elevado niimero de alelos,

apresentou 36% do total de mutagdes, com uma taxa
mutacional total de 9 x 1073,

Diversos valores referentes a taxas de muta¢do em
locos STR tém sido descritos. No estudo de Whittle
et al. (2004), foram analisados 13 mil individuos da
populacao brasileira, provenientes das regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste (Brasilia), com 19 marcadores
autossomicos STR e taxas mutacionais variando de 0 a
3,2 x 107, O marcador com maior numero de alelos foi
0 FGA e a taxa mutacional variou de 1,2 a 2,9 x 10-. Os
indices obtidos neste trabalho indicam que marcadores
STR apresentam elevadas e variaveis taxas de mutagao,
como discutido por diversos autores (Tab. 3), e estdo de
acordo com os valores obtidos em outros estudos, apesar
do tamanho amostral reduzido.

Altas taxas de mutag@o ao longo de geracdes podem
ocasionar divergéncias intra-populacionais, com diferen-
cas inter-individuais (Dek et al. 1995, Cavalli-Sforza et
al. 1994). Segundo Rosenberg et al. (2002), as diferencas
dentro das populagdes contribuem de 93 a 95% para a
variagdo genética, enquanto diferengas entre grupos de-
terminam de 3 a 5% da variag@o genética total.

As taxas de mutacdo dos microssatélites, além de variar
entre diferentes populagdes, como indicadas na tabela 3,
também podem ser influenciadas por fatores externos,
como as radiagdes ionizantes. No estudo de da Cruz et
al. (2008), com 12 marcadores STR em 10 familias de
Goiania, GO, nas quais pelo menos um dos progenitores
foi exposto acidentalmente ao Césio-137, foi verificada
uma taxa mutacional de 11 x 10, Com a determinagao
da taxa de mutagdo basal para essa populagdo, ¢ possi-
vel agora calcular o real aumento da taxa de mutacdes
determinado pelo efeito da radiagdo nessa populagdo. A
probabilidade de deteccdo de mutagdes nos locos STR
¢ elevada, em torno de 1,2% a 4,85%, em casos de pa-
rentesco verdadeiro (Brenner 2004). Assim, as variagdes
dos indices das taxas mutacionais observados nos locos
STR demonstram a importancia das analises estatisticas,
do uso de bancos de dados da populagéo analisada, assim
como das estimativas das taxas de mutagdo para estudos
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Tabela 3. Taxas de mutagdo de diversos marcadores STR em populag¢des do Brasil e do mundo.

Loco Populacoes
Goiinia Alemanha PE Brasil RS USA Argentina China Inglaterra
D16S539 0,2% - 0,06% 0,007% 0,3% 0,1% - 0,06% 1,30%
D3S1358 0,2% 0 - 0,1% 0 0,1% - - -
FGA 0,7% 0,6% - 0,06% 0,7% 0,3% - 0,7% -
PENTAE 0,9% - - 0,2% - 0,2% - - -
D21S11 0,9% 0,9% 0,2% 0,2% 0,5% 0,2% 0,4% 0,2% 0%
D8S1179 0% 0% 0,07% 0,095% 0,38% 0,14% 0,18% 0,1% 0%
D7S820 0% 0,46% 0,1% 0,013% 0,09% 0,1% 0,18% 0,08% 0%
CSF1PO 0% 0% 0,12% 0% 0,56% 0,16% 0,18% 0,06% 0%
THO1 0% - 0,02% 0% 0% - - - -
D13S317 0% 0% 0,02% 0,09% 0,03% 0,14% 0,18% 0,06% 0%
vWA 0% - 0,1% 0,09% 0,2% - - - -
D18S51 0% 0,41% 0,2% 0,2% 0,4% 0,22% - 0,26% 0,62%

PE, Pernambuco; RS, Rio Grande do Sul.

de identificagdo humana.

Para garantir uma determinagdo precisa do vinculo
genético pesquisado deve-se incluir na avaliacdo esta-
tistica dos testes de paternidade a taxa de mutagao espe-
cifica para a populagdo em questdo. Apesar do pequeno
tamanho amostral analisado, o calculo das taxas de
mutacdo nos 15 locos autossomos estudados mostrou-
-se importante para analises de vinculo genético a serem
efetuadas na populac@o de Goiania e entorno, na tentativa
de minimizar erros em testes de paternidade.
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