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RESUMO

O presente trabalho consiste no desenvolvimento de um novo sistema multiplex
denominado PentaPlex-ISED, composto por 5 loci tipo microssatélites STR (D55198498,
D3S18773, GH15, D8S82535 e D11S118590). Esses microssatélites foram identificados no
genoma humano, por meio do programa BLAST-N (GenBank). Primers especificos foram
desenhados para amplificacéo via PCR. Primers fluorescentes foram sintetizados para permitir
anélise simultanea de vérios amplicons (anélise multiplex). Todos os loci microssatélites
foram genotipados confirmando-se o alto grau de polimorfismo. Na validacdo do sistema, a
concentracdo minima de DNA para a amplificacdo dos loci incluidos nesse multiplex foi
estimada em 0,25 ng. Diversos tipos de amostras bioldgicas (sangue, saliva, urina e sémen)
foram adquiridas satisfatoriamente. Foi construido um banco de dados de freqliéncias dos
alelos microssatélites para trés populacdes brasileiras (Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito
Santo). Confirmou-se a independéncia dos loci. As distribuicdes das frequiéncias alélicas
apresentaram pouca variacao entre 0s grupos populacionais. Por meio dos testes estatisticos
de y2, utilizando o programa Arlequim 3.1 verificou-se que a maioria dos loci ndo adere as
condicdes do equilibrio de Hardy-Weinberg se andlise for feita separadamente em cada uma
das populagBes. No entanto, na andlise feita com o conjunto total das trés populagdes, ha
aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg. As trés populacGes foram agrupadas e
comparadas par-a-par; mostrando-se que a variacao genética é maior dentro das populacdes
que entre elas. Os dados estatisticos sobre o poder de exclusdo, poder de discriminacdo e o
conteddo de informacéo do polimorfismo, para os 5 loci foram determinados para cada STR e
em conjunto para avaliar o potencial do sistema PentaPlex-ISED na identificacdo humana.
Observou-se que este sistema multiplex é adequado para identificacdo humana e que pode ser
usado de forma complementar com os outros sistemas de analises genéticas, por possuir um
poder de discriminacdo acumulado em 99,996 % e o poder de exclusdo acumulado em 93,436
%.

Palavras chave: 1. STR, 2. Multiplex, 3. Banco de dados, 4. Identificagdo humana por DNA,;
5. Populacdo humana 6. Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

The present work presents the development of a new system called multiplex Pentaplex-ised,
composed of 5 microsatellite loci STR type (D55198498, D3S18773, GH15, D8S82535 and
D11S118590). Such microsatellites have been identified in the human genome, using the
program BLAST-N (GenBank). Specific primers were designed for amplification via PCR.
Fluorescent primers were synthesized to allow simultaneous analysis of multiple amplicons
(multiplex analysis). All microsatellite loci were genotyped confirming the high degree of
polymorphism. In the validation, the minimum DNA concentration of for amplification was
estimated at 0.25 ng. Several types of biological samples (blood, saliva, urine and semen)
were acquired satisfactorily. We built a database of microsatellite allele frequencies for three
Brazilian populations -Amazonas, Rio de Janeiro and Espirito Santo. The distributions of
allele frequencies showed little variation between population groups. By means of statistical
tests of ¥2 using the program Arlequim 3.1 most alleles do not adhere to Hardy-Weinberg
equilibrium if performed separately for each of the populations. However, in the analysis
performed with the whole set of three populations, there is high adherence to the Hardy-
Weinberg equilibrium. The three populations were grouped and compared pair-to-pair,
showing that the genetic variation is greater within populations than between them. Statistical
data about the power of exclusion, discrimination power and polymorphism information
content for the five loci were determined for each STR and together to assess the potential of
the system Pentaplex-ised in human identification. We observed that this multiplex system is
suitable for human identification and that can be used in a complementary method with other
systems for genetic analysis, by having a cumulative power of discrimination of 99.996% and
93.436% cumulative exclusion.

Keywords: 1. STR, 2. Multiplex 3. Database, 4. Human DNA identification; 5. human population; 6.Molecular
Markers
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INTRODUCAO 18

1 INTRODUCAO

O avanco do conhecimento técnico-cientifico sobre a estrutura da molécula do DNA
resultou no desenvolvimento de ferramentas que se tornaram imprescindiveis na area
biotecnologica. A descoberta da existéncia de genes, entidades capazes de transmitir 0s
caracteres hereditarios foram realizadas por Mendel (1865). Embora o DNA (acido
desoxirribonucléico) tenha sido descoberto por Friederich Miescher (1869), somente varias
décadas depois, Avery e colaboradores (1944) demonstraram ser o material genético
(Principio Transformante) composto de DNA. A seguir Watson e Crick, em 1953,
propuseram a estrutura tridimensional do DNA. Ainda na década de 50 e na seguinte, diversos
experimentos foram realizados, para demonstrar como o DNA se replica como o gene é
expresso e como é regulado, resultando no que chamamos de Dogma Central da biologia
molecular. No inicio da década de 70, Boyer e Paul Berg ddo inicio a uma nova fase da
biologia molecular, a fase da Tecnologia do DNA Recombinante ou Engenharia Genética, que
permitiu: - estudar o genoma e a expressdo dos genes eucarioticos; - construir células
recombinantes e seres transgénicos para aplicacdes biotecnoldgicas; - desenvolver diferentes
tipos de marcadores genéticos moleculares para diferentes usos, inclusive para identificacdo
humana.

No que se refere a identificacdo humana, até o inicio do século XI1X, esta era realizada
utilizando marcadores anatdmicos, para 0s quais as analises eram processadas, por meio de
observacdo e comparacdo de tracos fisicos. Em 1879, Alphonse Bertillon utilizou as
dimensGes Gsseas como marcadores de individualizacdo, baseando-se ndo s6 no conceito de
que o tamanho dos 0ssos humanos permanece constante, a partir dos vinte anos de idade, mas
também na pequena probabilidade de se encontrar dois individuos com o mesmo perfil de

medicdo corporea. Assim sendo, Bertillon (1879) propds onze diferentes medicOes
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anatdmicas analisadas de um individuo, entre as quais foram incluidas: a altura do corpo,
largura da cabeca e o comprimento do pé (BODY POLITIC, 2003).
Em 1909, Landsteiner descreveu o primeiro antigeno do grupo ABO, e Essen-Moller
(1938) descreveu as formulas matematicas que facilitaram os calculos sobre a probabilidade de
paternidade baseado no teorema de Bayer, publicado em 1763. Outros tipos de grupos
sanguineos foram descobertos e também passaram a ser utilizado em andlise genética,
juntamente com o ABO, como os sistemas MN e Rh (LANDSTEINER & WIENER, 1940;
LEWIS MOURANT, 1946 e ANDRESEN, 1947).

Considerando-se o advento da biologia molecular e o desenvolvimento de técnicas
para a analise do DNA, os testes baseados em marcadores protéicos (fenotipicos) tornaram-se
obsoletos, possibilitando, tdo somente, que os individuos fossem excluidos de paternidade ou
maternidade. Tais sistemas apresentavam baixa capacidade de individualizagdo, em razdo de
seu reduzido grau de variabilidade. A partir da década 80, entretanto, a identificacdo humana
deu um salto, no que diz respeito as metodologias utilizadas, tendo sua capacidade de
individualizacdo ampliada. Este marco histérico proporcionado pelo trabalho de Jeffreys e
seus colaboradores (1985a), fazendo uso de sondas multilocais (VNTR — Variable Nember of
Tandem Repeats - ou minissatélites), conseguiram produzir padrdes de RFLP - Restriction
fragment lenght polymorphism especificos para cada ser humano, do tipo fingerprinting. A
mencionada metodologia permitiu a realizagdo do primeiro teste de identificacdo humana por
DNA, para fins criminalistas.

A invengdo de uma nova técnica molecular desenvolvida por Mullis & Faloona
(1987), chamada PCR - Polymerase Chain Reaction, que permite a amplificacdo de
determinados loci de DNA, causou uma verdadeira revolucao na biologia molecular e em suas

aplicacdes. Configurando-se numa ferramenta poderosa, a técnica ganhou aceitacao por toda a
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comunidade cientifica, rapidamente, uma vez que a metodologia se faz extremamente
eficiente, em casos nos qual a quantidade de DNA disponivel é muito pequena. Atualmente, a
PCR é usada para amplificar loci de microssatélites, que sdo altamente polimorficos e
apresentam heranca intermediaria (sem dominéncia) permitindo a identificacdo de individuos
heterozigotos. E um método poderoso na avaliagdo da individualizagdo humana, sendo
preferido na analise pericial de casos de identificacdo humana por DNA, no qual a amostra
bioldgica seja minima ou degradada.

Outra tecnologia para analise genética em seres humanos que vem sendo desenvolvida
é aquela referente aos novos marcadores genéticos denominados SNPs - Single Nucleotide
Polymorphisms. Os SNPs possuem taxas de muta¢cdes muito menores que 0s microssatélites,
sendo utilizados, também, na investigacao de origem étnica ou ancestralidade.

No Brasil, as técnicas da biologia molecular, aplicadas a identificacdo do material
genético humano foram implantadas e consolidaram-se nas principais capitais do pais, em
diversos laboratérios das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Em Manaus, desde 1998, a
Universidade Federal do Amazonas, no Laboratério de Diagnoéstico Molecular, vem
desenvolvendo atividades de pesquisa em diagndstico, implantando novas tecnologias para
analises genéticas em seres humanos e desenvolvendo novos marcadores moleculares
microssatélites - STRs (PONTES, 2003).

Neste trabalho, visando aprofundar os conhecimentos na area da genética molecular e
genética forense, visando contribuir para a implantacdo dos testes de identificacdo humana em
Manaus, foi desenvolvido um novo sistema multiplex composto por cinco marcadores
moleculares do tipo microssatélite STR para a analise genetica. Este sistema multiplex passou
a ser chamado de PentaPlex-ISED, e foi validado pela anélise das frequiéncias dos alelos de

cada marcador STR em uma amostra da populacdo do Estado do Amazonas
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comparativamente com as freqiiéncias alélicas de amostras das populacdes do Estado do Rio

de Janeiro e do Estado do Espirito Santo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENES E GENOMA

Foram iniciados projetos, objetivando estudar o genoma de VArios organismos,
inclusive 0 genoma humano, ap6s o desenvolvimento de vérias técnicas baseadas na analise
da estrutura molecular do DNA. Vale destacar que o corpo humano contém cerca de 100
trilhdes de células, assim sendo, a identificacdo das sequéncias e das fungdes dos genes abre
perspectivas para o desenvolvimento de métodos para o diagndstico e a cura de muitas
doengas, como cancer, obesidade, diabetes, doencas autoimunes e hipertensdo arterial
(HARVERY et al., 2005).

Considerado uma das maiores pesquisas da histdria da humanidade, o Projeto Genoma
Humano (Human Genome Project, HGP) resultou num consorcio internacional que envolveu
EUA, Europa, Japdo, além de centros universitarios de 18 paises, inclusive do Brasil, com o
objetivo de sequenciar, identificar e localizar os genes em cada um dos 23 pares de
cromossomos humanos (Figura 01). O genoma humano hapléide é constituido,
aproximadamente, de 3.2 x 10° pares de bases (pb) de DNA, e seu sequenciamento foi
concluido e publicado em 2001 (LANDER et al., 2001).

Buscando melhor esclarecer dados sobre o assunto acima abordado, diz-se que 0s
genes sdo distribuidos nos cromossomos de forma linear. Cada gene tem uma posicdo
definida, em um determinado cromossomo, que é chamada de locus. As formas alternativas
de um gene podem ocorrer em um determinado locus cromossémico, sendo designadas por
alelos. A sequiéncia especifica das bases que compdem o gene, geralmente, corresponde a uma

Unica proteina ou RNA complementares (HARVERY et al., 2005).


http://www.fcsh.unl.pt/cadeiras/ciberjornalismo/setesites/GenomaHumano.htm
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Figura 01: Esquema representando os 46 cromossomos do genoma humanos incluindo
0 cromossomo sexual feminino.

Lander e colaboradores, em 2001, estimaram que 0 genoma humano contém de 26.000
a 38.000 genes codificadores de proteinas.

O genoma humano compreende ao genoma nuclear e genoma mitocondrial. No
genoma nuclear estdo as regides génicas representando cerca de 25 % do genoma, e 75 %
representando as regides extragénicas. Nas regides génicas sdo constituidas por 10% de
regides codificantes (DNA codificador) e 90 % de regides ndo codificantes, que sdo 0s
pseudogenes, fragmentos de genes introns, sequéncias ndo traduzidas. Nas regides
extragénicas 40 % sdo de regibes moderadas e altamente repetitivas (repeticbes em tandem ou
agrupadas e repeticGes dispersas), e 60 % sdo Unicos ou baixo numero de copias

(STRACHAN & READ, 2002) (Figura 02).
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GENOMA GENOMA
MITOCONDRIAL NUCLEAR
37 genes 26.000 — 38.000
genes
Codificam Proteina Codificam RNA Regibes Extragénicas Regides Génicas
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Introns, sequéncias ndo

traduzidas

Figura 02: Esquema mostrando a distribui¢do do genoma entre o ndcleo e a mitocdndria, e as
porcentagens das sequéncias Unicas e repetitivas. (LANDER et al., 2005)

O DNA repetitivo divide-se em duas classes: sequéncia espacada e sequéncia “em

tandem”. As sequéncias espacadas constituem a maior classe de DNA repetitivo, sendo

distribuidas por todo o genoma. Os elementos espacados compreendem 20 % do DNA total

do ser humano. A repeticdo mais comum deste tipo é denominada de familia Alu, pelo fato

das sequéncias conterem sitios de clivagem para a enzima de restricdo Alu I. Ressalte-se que

estas sdo constituidas de, aproximadamente, 300 pb, compreendendo 5 % de todo o genoma.

Sequéncias do tipo Alu e outras repeticdes espacadas com menos de 500 pb séo classificadas

como elementos espacados curtos (SINES — short interspersed elements). Os elementos

espacados propagam-se pelo genoma como elementos mdveis ou transposons (FOWLER et

al., 1988).
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2.1.1 O genoma mitocondrial

O genoma mitocondrial, constituido de 16.569 pb, é composto de apenas um
cromossomo circular que pode se apresentar como um numero de até 10 copias por
mitocondria. Na matriz mitocondrial, o nimero de mitocondrias varia de acordo com o tipo
celular, podendo chegar a mais de 1000 organelas por células (ROBIN et al., 1988). O
mtDNA teve sua sequéncia primaria descrita por Anderson et al., (1981) e, em seguida
revisada por ANDREWS et al., (1999).

Sendo o mtDNA humano de caracteristica circular, este ndo apresenta introns,
apresenta seus 37 genes dispostos em sequéncia e compreendendo mais de 90 % do genoma.
Na verdade, sdo 22 genes que codificam para RNAs transportadores, dois para RNAs
ribosémicos e 13 para proteinas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo
oxidativa. Além da regido codificante, ha uma regido com, aproximadamente, 1125 pb,
conhecida por regido controle (RC) — ou alga “D” (D-loop), devido as estruturas que se
formam durante a replicacdo do genoma mitocondrial, podendo tais estruturas ser observadas
por microscopia eletrdnica. A taxa de mutacdo nesta regido é, aproximadamente, dez vezes
maior do que a da porcdo codificante (VIGILANT et al., 1991).

A maior parte da variabilidade da regido controle ocorre em duas regides distintas, a
primeira é conhecida como regido hipervariavel |1 (HVI), que compreende a sequéncia entre as
posi¢cdes nucleotidicas 16.240 — 16.035, e a regido hipervariavel Il (HVI1I), localizadas entre
0s nucleotideos de 73 — 340. H4, também, uma regido hipervariavel menor (HVII1), localizada
entre 16.024 a 16.569 e iniciais (1 a 576) VIGILANT et al., (1989).

O nivel de variabilidade das regides hipervariaveis, aliado ao alto nimero de copias
de mtDNA em relacdo ao DNA autossémico, faz do mtDNA um alvo importante para analise

de casos forenses, como a investigacéo de restos mortais de pessoas desaparecidas, desde que
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um parente da linhagem materna disponibilize amostras para compara¢do com o0 mtDNA em
questdo (GINTHER et al., 1992; HOLLAND et al., 1993).

Apesar de 0 mtDNA ter sido amplamente utilizado em analise forense e em estudo
evolutivo da populacdo humana, trata-se de heranca estritamente materna, ndo mendeliana
com auséncia total de recombinacdo. A heranca mitocondrial é transmitida aos descendentes
unicamente pela mde, sendo retransmitida para as geracfes posteriores somente por suas
filhas (CONNOR et al., 1994; TORRONI et. al., 1994; MACAULAY et. al., 1999; YAFFE
et. al., 1999).

2.2 MARCADORES GENETICOS MOLECULARES

A partir do avanco nos estudos da genética molecular tem sido possivel demonstrar,
com sucesso, 0 emprego de diferentes marcadores moleculares em analise genética. Tais
marcadores tém sido apontados como ferramentas eficientes para a identificacdo direta de
gendtipos, possibilitando determinar as frequéncias génicas e a variabilidade genética das
populacbes. A analise genética com marcadores moleculares tem criado abordagens
inovadoras para identificacdo humana e para a determinacdo de vinculo genético entre
individuos (FERREIRA et al., 1998), assim sendo, considera-se “marcador molecular
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou
de um segmento especifico de DNA que corresponde a regides expressas ou ndo do genoma”
(FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1998). Um marcador é definido como marcador genético,
ao ser comprovado que seu comportamento estd de acordo com as leis basicas da heranca
Mendeliana.

Atualmente, séo utilizadas diversas metodologias para a andlise genética com
marcadores moleculares, que estdo apresentadas no Quadro 01 (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Todos os 4 marcadores moleculares apresentados possibilitam a

analise genética, diretamente a partir do DNA.
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Quadro 01: As diferencas basicas entre Marcadores Genéticos Moleculares, baseado em Ferreira & Grattaplagia
(1995), com modificacdes.

RFLP RAPD STR / Microssatélites AFLP
Parametros (Restriction (Random Amplified | (Short Tandem Repeats) (Amplified Fragment
Fragment Length Polymorphic DNA) Length Polymorphism)
Polymorphism)
Forma de Fragmentos de restricao
x de DNA detectados por Segmentos de DNA A . Segmentos amplificados por PCR
detecgéo do oo e Sequéncias repetitivas em tandem ek
- . hibridizacdo com sonda amplificados o e apos digestdo de DNA com
polimorfismo o A amplificadas especificamente. : -
de DNA gendmico ou arbitrariamente enzima de restigéo.
molecular.
cDNA
Exp,r 65540 Co-dominante Dominante Co-dominante Dominante
genética
Nudmero de Altamente multialélico

alelos / lécus

Multialélico

2 alelos (binario)

2 alelos (binério)

Disponibilidade
de marcadores
no genoma

Praticamente ilimitada

Praticamente ilimitada

Praticamente ilimitada

Praticamente ilimitada

Distribui¢do no

Distribuigdo aleatdria no
genoma, regido de baixo
ntmero de cépias;
medianamente repetitivas

+/- a0 acaso

+/- a0 acaso

+/- a0 acaso

genoma -
em telémeros e
centrdmeros
(Minissatélites)
~ Extragdo de DNA (dezenas de

I(Ed)gzr:ﬁzg g: DNA Extracdo de DNA nanogramas); amplificagdo Extracdo de DNA (centenas de

microgramas); digestio ¢/ (dezenas de especificamente via PCR; microramas); digestdo
Detecgéo enzimg envol\}engo nanogramas); eletroforese em gel de agarose c/endonucleases; ligagao de

clivagem de DNA,
hibridizagdo de DNA.
"Southern blotting".

amplificacdo via PCR;
eletroforese em agarose;
coloracéo com EtBr

(EtBr) e de poliacrilamida
coloragdo com prata; sao
automatizaveis em sistema
multiplex

adaptadores; amplificagdo por
PCR eletroforese (alta resolugéo);
auto-radiografia.

Informag&o ou
desenvolviment
0 prévio
necessario

Extracdo de DNA
(centenas de
microgramas); digestao
com enzimas; eletroforese
(agarose); transferéncia
para membrana; clonagem
de sonda; purificacdo do
“insert”; marcagao
radioativa ou ndo;
hibridizac&o da sonda;
lavagens de estringéncia;
auto-radiografia.

Utilizacdo
imediatamente de
primers arbitrarios
disponiveis no mercado;
triagem de primers
arbitrarios adequados.

Extracdo de DNA, construcéo de
biblioteca genémica enriquecida
de microssatélites,
seqlienciamento do STR e de suas
sequéncias flanqueadoras,
desenho de primers para
amplificacdo.

Triagem de combinacdes de
enzimas e primers com bases
arbitrarias adequadas.

Transferéncia da
ocorréncia de

Intra-especifica, alta para
espécies préximas

Intrapopulacional;
média intra-especifica

Pode ser transferido dentro de
espécies de um mesmo género ou

Intrapopulacional; média intra-
especifica

marcadores espécies proximas
Grandg sensibilidade para | Usado para identificar Uso de quantidade minima de
detecgdo, alto grau de marcadores para A x ,
CE . - DNA, altamente polimdrfico, sdo | Gera um grande nimero de
variabilidade, diversas especies, automatizaveis em sistemas fragmentos polimérficos
Vantagens pollmortlsmq em Mesmo sem saber a multiplex, permitindo avaliar fornece mais informacdes que a
populacdes diversas, seqUliéncia, uso de . , -
L o - P rapidamente um grande nimero técnica RAPD.
aplicacdo na medicina guantidade minima de de individuos
forense. DNA.
Exigem quantidade maior Baixa rep!’odutlbllldade E I|'r11|tada qqmphflcagao de Baixo conteldo de informacéo
de DNA, resultado com dos e~xper|mentos em regloes g_enetlcas._ E menos por locus, envolve mais etapas na
Desvantagens ! funcdo da troca de informativo para identificacéo '

maior tempo, exigem
DNA integro.

reagentes e
termocicladores.

que o RFLP. E suscetivel a
contaminagéo.

deteccdo, usa-se quantidade
maior de DNA
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2.2.1 A técnicada PCR

A técnica da PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction, reacdo em cadeia da
polimerase) foi descrita por Kary Mullis, em meados da década de 80 (MULLIS &
FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). Esta consiste numa reacdo, catalisada por enzima
DNA Polimerase, na qual uma pequena e especifica regido do genoma ¢ amplificada “in
vitro”, resultando em milhdes de copias de um Unico segmento do DNA. Kary Mullis recebeu
0 Prémio Nobel, pelo desenvolvimento da técnica e suas iniUmeras aplicacfes. Desde entéo,
varias doengas, como a P-talassemias; distrofia muscular de Duchenne; sindrome de Lesch-
Nyham; fibrose cistica; doenca de Tay-Sachs, entre outras doencas, varias delas tém sido
diagnosticadas por PCR (DECORTE et al., 1990). A sua rapidez e a sensibilidade das analises
tornaram a PCR uma das ferramentas mais poderosas empregadas na area de diagndstico
molecular.

O processo da PCR consiste em trés etapas principais: desnaturacdo, anelamento e
extensdo. O DNA, para ter um segmento amplificado, é desnaturado, por meio da elevacdo da
temperatura de 92 °C para 95 °C. O anelamento dos primers ao DNA ocorre, devido a reducédo
da temperatura de 60 °C para 35 °C. Esta temperatura depende da temperatura de
desnaturacdo meédia (Tm) de cada iniciador com as sequéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo. A extensdo da nova fita de DNA ¢ feita com a Tag DNA-polimerase
e desoxirribonucleosideos trifosfato, elevando-se a temperatura para 72 °C, a partir de cada
terminal 3'OH dos iniciadores. A repeticdo destas etapas, por 20 a 40 ciclos, permite a
amplificacdo de um segmento de DNA seguindo uma progressao geometrica. Inicia-se a
reacdo, com quantidades minimas de DNA (picogramas e nanogramas), e termina-se com
grandes quantidades (microgramas) de DNA de uma sequéncia especifica de interesse
(FERREIRA & GATTAPAGLIA, 1998).

Um dos aspectos fundamentais da revolucdo causada pela PCR foi a possibilidade de

serem geradas grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma. Os



REVISAO BIBLIOGRAFICA 29

fragmentos amplificados podem ser facilmente detectados, diretamente, por eletroforese em
gel de agarose corado com brometo de etidio.

A reacdo de PCR ¢é constituida pelos seguintes componentes: enzima Taq DNA-
polimerase; desoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), primers,
magnésio (MgCl), tampéo da enzima e DNA (molde). A partir da PCR, tornou-se possivel a
identificacdo genética por DNA, em situacfes anteriormente impossiveis. Hoje, por exemplo,
utilizam-se fios de cabelos sem bulbo; fragmentos de unhas; salivas usadas para colar selos;

filtros de cigarros; goma de mascar, etc. (PENA, 2005).

2.2.2 Marcadores RFLPs

No final da década de 70, a utilizacdo de enzimas de restricdo permitiu a analise de
polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo de DNA (Restriction Fragment
Length Polymorphism — RFLP) (GRADZICKER et al., 1974). Esta técnica baseia-se na
possibilidade de detectar polimorfismos em sequéncias de DNA, pois mutacdes podem criar
ou destruir sitios de enzimas de restricdao, alterando o tamanho dos fragmentos produzidos
pela agdo de tais enzimas no DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os RFLPs séo suficientemente numerosos, permitindo uma cobertura adequada do
genoma, proporcionando ndo sé a construcdo de mapas genéticos de ligacdo, mas também a
realizacdo de analises genéticas, moleculares, além de varias aplicacbes como: clonagem de
genes e mapeamento de QTLs (NODARI et al., 1993).

Os fragmentos de DNA gerados por uma enzima de restricdo podem variar de
tamanho de um individuo para outro, devido, unicamente, a uma insercdo ou delecdo de
nucleotideos que amplifiguem na destruicdo ou criacdo de um sitio de enzima de restricao.
Nas analises de DNA por RFLP, podem ser utilizadas sondas unilocais ou multilocais; nesse
ultimo caso, as sondas sdo de sequéncias minissatélites, as quais geram no processo muitas

bandas, tornando um verdadeiro fringerprinting de cada individuo analisado. Tais sequéncias,
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altamente repetidas, sdo referidas como VNTR - Variable Number of Tandem Repeat
(JEFFREYS et al., 1985b). O desenvolvimento de sondas de DNA para loci VNTRs
possibilitou a primeira aplicacdo das analises de RFLP na medicina forense, por Sir Alec
Jeffreys, em 1984. As sondas multilocais sdo mais informativas que as unilocais, pois
permitem analisar varias regides do genoma, em uma Unica hibridizacdo. Na analise, quando
sdo utilizadas sondas multilocais, ela vai ligar a varias sequéncias de DNA, produzindo
inimeras bandas, sendo a auto-radiografia resultante semelhante a um tipico codigo de barras,
como mostra Figura 3 (JEFFREYS et al., 1985b).

Na década de 80, varias analises de regides hipervariaveis do DNA foram utilizadas no
Reino Unido, em casos forenses, como assaltos, estupros e etc. Tommie Lee Andrews em
1987, tornou-se o primeiro individuo a fazer referéncia a tipagem do DNA, e na corte dos
Estados Unidos da América - EUA (Fourney, 1998), também o FBI (USA) usou sondas

unilocais por bastante tempo.
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Figura 03: Andlise de RFLP em humanos usando sondas multilocais minissatélites (VNTR),
desenvolvidas por Jeffreys (1985b) (impressoes digitais de DNA).

2.2.3 Marcadores RAPD

Segundo Williams et al., (1990), a classe dos marcadores moleculares foi
desenvolvida, independentemente, por dois grupos nos USA, sendo a tecnologia da mesma
patenteada com o nome RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA. Outro grupo prop0s a
denominacdo da técnica chamada AP-PCR - Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction,
de Welsh & McClelland (1990). O desenvolvimento desses marcadores moleculares baseou-
se na técnica da PCR, com a idéia de se utilizarem iniciadores mais curtos e de sequéncias
arbitrarias para a reacdo de amplificacdo, eliminando-se a necessidade do conhecimento
prévio de sequéncias (JEFFREYS, 1987; FERREIRA & GATTAPAGLIA, 1998). As
aplicacdes da técnica RAPD incluem: a) obtencdo de fingerprint gendmico de individuos,

variedades e populacGes; b) analise da estrutura e diversidade genética em populagdes; c)



REVISAO BIBLIOGRAFICA 32

estabelecimento de relacionamento filogenético entre diferentes espécies; d) construcdo de
mapas genéticos.

Uma das caracteristicas fundamentais dos marcadores RAPD é que eles se comportam
como marcadores genéticos dominantes. Ao se observar uma banda RAPD no gel, ndo é
possivel distinguir se aquele segmento se originou a partir de uma ou de duas cépias da
sequéncia amplificada.

A diferenca basica entre as técnicas de RFLP e RAPD é que engquanto os marcadores
RFLP se baseiam na hibridizacdo de DNA, o RAPD se baseia na amplificacdo de DNA,
resultando numa série de vantagens praticas que podem ser resumidas em dois atributos:

simplicidade e rapidez (PARAN et al., 1991).

2.2.4 Marcadores AFLP

Os marcadores moleculares AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados representa uma tecnologia capaz
de obter um grande nimero de marcadores moleculares distribuidos em genomas de
procariotos e eucariotos. Desde o desenvolvimento dessa técnica (Zebeau, 1993), ela tem sido
utilizada de forma crescente, com a finalidade de fringerprinting, mapeamento genético e
construcdo de mapas genéticos (JEFFREYS et al., 1988).

A analise do AFLP consiste em quatro etapas importantes que sdo: 1) o DNA
gendmico total do individuo € clivado com duas enzimas de restricdo; 2) adaptadores
especificos sdo ligados aos terminais dos fragmentos genémicos gerados pela clivagem; 3)
uma fracdo dos fragmentos gerados € amplificada seletivamente por PCR utilizando primers
especificos desenhados, para reconhecer sequéncias dos adaptadores e de alguns nucleotideos
vizinhos; 4) a subpopulacdo de fragmentos amplificados é separada em gel de alta resolucéo

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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A vantagem do marcador AFLP ¢é o fato de gerar um grande nimero de fragmentos
que pode ser resolvido em um dnico gel. Outra vantagem é o poder de deteccdo de
variabilidade genética, destacando-se, desta forma, por apresentar a maior robustez quando
comparado com o ensaio RAPD. Este fato se deve, basicamente, por usar primers bem mais
longos na etapa de amplificacdo por PCR, aumentando, significativamente a especificidade da
amplificacdo, e evitando a competicdo durante a PCR.

As desvantagens do uso do marcador AFLP, por ser dominante e apresentar um baixo
conteddo de informacdo genética por locus, dizem respeito as seguintes acdes: - envolve um
nimero maior de etapas do que a analise de RAPD; - utiliza maior quantidade de reagentes; -
necessitam de DNA em maior quantidade e melhor qualidade, para obter um bom resultado

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

2.2.5 Marcadores Microssatélites ou STRs

Os microssatelites, também denominados STRs (“Short Tandem Repeat” ou SSRs
“Simple Sequence Repeats™) sdo regides de DNA cujas unidades repetitivas possuem de 1 a 6
nucleotideos repetidos em “tandem” (LITT & LUTY, 1989).

Os microssatélites se tornaram os marcadores de DNA repetitivos mais populares,
porque sdo facilmente amplificados pela técnica da PCR, pois apresentam fragmentos que
variam geralmente entre 100 a 300 pb (Schumn 1996). O numero de repeticbes dos
microssatélites pode ser muito variavel entre individuos, o que torna estes marcadores muito
eficientes para o uso na identificacdo humana (FREGEAU et al., 1998).

As regifes STRs sdo encontradas tanto em regides codificantes como em regides nao
codificantes do genoma humano. Na regido codificantes, usualmente, encontram-se

localizadas em éxons e regides flanqueadoras (EDWARDS et al., 1991).
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As sequéncias repetitivas dos microssatélites sdo nomeadas pelo comprimento da
unidade repetitiva, como di, tri, tetra, penta ou hexanucleotidica. As sequéncias dos
microssatélites variam, ndo somente no comprimento da unidade repetitiva e no nimero de
repeticdes como também no padrdo de disposicdo das repeticdes. Sdo, frequentemente,
divididos em varias categorias, tendo por base o padrao de repeticdes

Os loci STRs sdo de tamanhos pequeno, por isso permitem maultiplas amplificacfes
simultaneas (Sistema multiplex de analise). Os produtos de PCR dos microssatélites STRs
sdo, geralmente discretos, e possibilitam uma boa separacdo. A tipagem desses marcadores
define o perfil genotipico de cada pessoa envolvida na analise. Apds a amplificacdo, o
produto pode ser analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida e corado por prata
(ALLEN et al., 1989). O resultado de analises de regides STR tem sido utilizado como prova
em testes de vinculo genético, em substituicdo a andlise de RFLP, devido a rapidez e
automatizacdo das técnicas envolvidas na tipagem destas regides e, principalmente, por
necessitar de muito menos DNA para analise (em torno de 1 — 30 ng).

As vantagens de marcadores microssatélites STRs sdo: a expressdo co-dominante e o
multialelismo. Esses marcadores possuem elevado grau de polimorfismo e sdo, geralmente,
distribuidos ao acaso. Marcadores STRs permitem a mais completa cobertura de qualquer
genoma eucarioto (FERREIRA & GATTAPAGLIA, 1998).

Outra vantagem dos STRs sdo facilmente analisados mesmo quando o DNA apresenta
degradacdo ou estd disponivel em quantidade limitada. Os resultados sdo mais faceis de
interpretar do que os obtidos nas andlises por hibridacdo ou pela analise do produto
amplificado e digerido (NAKAMURA, et al., 1987; KASALI, et al., 1990).

A necessidade de anéalise de regides curtas de DNA € recomendada, em certos casos,
em razéo do alto grau de fragmentacdo da amostra de DNA a ser analisado fato que tornou

esta metodologia eleita quando da identificacdo de vitimas de acidentes, como por exemplo, o
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desastre do ataque terrorista ao World Trade Center em Nova York, em 2001 e o atentado
contra a sede da comunidade Judaica em Buenos Aires, em 1992 (CORACH et al., 1995).

Outros marcadores polimérficos localizados tanto nos cromossomos autossémicos
como nos sexuais ja foram analisados — STR autossdmicos e Y-STR (Kayser, et al., 2001) e
STR-X (Mingroni-Netto, et al., 2002). Com as frequéncias alélicas de tais marcadores é
possivel caracterizar populacdes, atraves da estimativa de diversidade génica e de mistura
étnica.

Dentre os marcadores de DNA nuclear, encontra-se os loci ligados ao cromossomo Y,
0S quais possuem heranca paterna e sua por¢do sexo-especifica é transmitida sem mudancas
dos pais para os filhos, exceto por ocorréncia de mutacGes que se acumulam através de
geracbes. O valor dos polimorfismos ligados ao Y é reconhecido e usado para estudos
populacionais e de evolu¢do humana (HAMMER & HORAI, 1995; JOBLING & TYLER-
SMITH, 1995; CARVALHO-SILVA, et al., 2001)

Além do seu uso na identificacdo humana, um grande nimero de marcadores STR ja
foi caracterizado visando diagnostico do cancer e de doencas hereditarias, tais como fibrose

cistica (MORRAL & ESTIVILL, 1992) e a doenca de Huntington (WEBER et al., 1992).

2.2.5.1 Caracteristicas especiais das regides microssatélites STRs

- Produto “Stutter”

Os produtos “stutter” sdo amplicons que apresentam, tipicamente, uma ou mais
unidades repetitivas a menos que o alelo verdadeiro, e surgem durante a PCR, devido ao
deslizamento do filamento durante a polimerizacdo. Normalmente, estes produtos contém
uma unidade de repeticdo a menos, na proporcdo aproximadamente de 5 — 15 %, em relacdo
ao alelo principal. Este fendmeno ja foi extensamente descrito para o locus VWA, assim como

a porcentagem prevista destes produtos para os loci STRs, comumente analisados (WALSH,
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1996). Nestas circunstancias, outro tipo de “stutter” pode ocorrer em decorréncia da
adenilacdo dos produtos da PCR pela enzima Tag DNA polimerase durante a reacdo. A adicdo
de nucleotideos adenosina pela enzima na extremidade 3" dos produtos da PCR resulta em
produtos de PCR maiores que o tamanho real do alelo (SILVA, 2004).

O impacto da produgdo de “stutter” na analise dos produtos de PCR se reflete com
maior intensidade, em casos contendo misturas de DNA. A tipagem do componente
minoritario pode facilmente ser confundida com os artefatos. A tipagem de DNAs em baixa
concentracdo, provenientes de vestigios e restos mortais, também pode ser dificultada pela

presenca destas bandas “fantasmas”, como mostra a Figura 4.
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Figura 04: Mostra alelos STRs apresentando bandas stutters, indicadas pelas setas
vermelhas no locus D8S1179 (Applied Biosystems. 2006) ABI Expert.

Uma das estratégias para minimizar o fendmeno € a inclusdo de uma etapa adicional

de extensdo, ap6s o término dos ciclos de amplificagdo por PCR. Esta etapa adicional, em
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geral, é realizada a temperatura de 60 °C, por 30 minutos, visando a adenilagdo de todos os

produtos de PCR (KIMPTON et al., 1993).

- Microvariancia

Outra caracteristica especial dos microssatélites é a ocorréncia de alelos que contém
unidades incompletas chamadas microvariantes. Estes alelos sdo raros e podem diferir dos
alelos comuns por uma ou mais bases, ocorrendo, devido a insercGes, delecdes ou troca de
nucleotideos. O locus THO1 é um microvariante, por apresentar repeticbes completas
(AATG), e uma repeticdo parcial de trés bases (ATG), diferenciando-se do alelo 10 por uma
delecdo de um unico nucleotideo, porque a sétima repeticdo perdeu uma unica adenina da
unidade repetitiva AATG (PUERS et al, 1993).

Segundo Silva (2004), ja foram observados microvariantes para a maioria dos loci
STRs, eles sdo detectados a medida que aumenta o nimero de individuos analisados. Os loci
mais polimorficos encontrados foram FGA, D18S51 e D21S11, ja que sdo constituidas de

unidades repetitivas maiores e mais complexa, como mostra a Figura 05.
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Figura 5: Microvariante do loci FGA mostrando com seta vermelha (Applied Biosystems 2006) ABI
Expert.

- Mini STRs

O marcador mini STRs é uma nova tecnologia de amplificacdo, desenvolvida com o
objetivo de possibilitar a producdo de amplicons menores, utilizando-se iniciadores que
flanqueiam uma regido reveladora de alvo de menor tamanho (COBLE & BUTLER, 2005).
Neste caso, utiliza-se 0 mencionado marcador, quando o DNA a ser analisado encontra-se
extremamente degradado.

A observacdo de que produtos de PCR menores, obtidos pela amplificacdo de loci
STRs, produziam uma melhor taxa de amplificacdo com amostras degradadas foi
demonstrada pela primeira vez por Whitaker et al., (1995), sendo seus resultados

corroborados por diversos pesquisadores nos ultimos anos (CHUNG et al., 2004).
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Uma das principais vantagens dos miniSTRs é a eficiéncia das analises destes
marcadores, por serem compativeis com a dos kits comerciais de STRs. Alguns loci do
CODIS (banco de dados de DNA financiados pelos Estados Unidos, Federal Bureau of
Investigation — FBI), ndo podem ser processados em menores amplicons, devido as regides
que flanqueiam as repeti¢cbes ndo serem compativeis com o desenho de bons iniciadores, ou
devido a existéncia de alguns alelos muito grandes no locus em questdo (COBLE &

BUTLER, 2005).

2.3 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS MULTIPLEX STR

Na década de 90, surgiram os primeiros “kits” para identificagdo humana, contendo
amplificacdo simultanea de duas ou mais regides microssatélites. O rapido desenvolvimento
das novas metodologias para a tipagem de regides microssatélites promoveu uma reducdo no
tempo necessario para a investigacdo criminal e de vinculo genético por analise de DNA
(BLAKE et al., 1992).

O sistema multiplex relacionado a detec¢do da distrofia muscular Duschene foi o
primeiro descrito por Chamberlain et al., (1988). Nos Estados Unidos da América do Norte,
0s primeiros sistemas para tipagem de DNA humana capazes de amplificar, simultaneamente,
duas ou mais regifes STR, foram desenvolvidos pela empresas Promega e Perkin-Elmer, em
colabora¢do com a Roche Molecular Systems, no inicio da década de 90. Na Inglaterra, o
primeiro sistema multiplex STR, desenvolvido pelo Servigo de Ciéncia Forense da Inglaterra,
reunia iniciadores que amplificavam os loci THO1, FES/FPS, VWA e F13A01 (KIMPTON et
al., 1993). Outro sistema multiplex, contendo um conjunto de iniciadores para a amplificacdo
dos loci CSF1PO, TPOX e THO1, frequentemente referido como CTT, foi disponibilizado
pela empresa PROMEGA (BUDOWLE et al., 1997). Posteriormente, outros sistemas

comerciais, apresentando um nimero maior de marcadores foram langados no mercado, com
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0 objetivo de aumentar, ainda mais, o poder de discriminacdo das analises em seres humanos
(PROMEGA CORPORATION, 1999; 1997).

A Applied Biosystems lancou o sistema 16 plex Identifiler kit, que amplifica 13 loci,
amelogenina e dois STRs tetranucleotideos D2S1338 e D19S433 (COLLINS et al., 2004).
Esses loci extras foram identificados no final dos anos 90, na busca por novos
tetranucleotideos, proporcionando um aumento no poder de discriminacdo e melhoria na
interpretacdo de misturas, nos casos em que ha producéo de stutter nos loci pentanucleotideos.

Dentre as vantagens do sistema automatizado, destaca-se a possibilidade de analise
simultanea de nimero maior de loci STR. Isto é possivel, mesmo havendo sobreposicdo de
alelos amplificados no gel de poliacrilamida, ja que estes poderao ser discriminados, tendo em
vista a faixa de emissdo eletromagnética caracteristica de cada fluoroforos que é utilizado para
marcacdo dos iniciadores (WALSH et al., 1996; SCHYMA et al., 1999; BODOWLE et al.,
2000; EVETT et al., 1991).

Uma caracteristica importante incorporada aos sistemas automatizados é a deteccédo de
somente uma das fitas do produto amplificado, ja que somente um dos elementos de cada par
dos iniciadores encontra-se marcados com fluoréforos. Desta forma, a precisdo da leitura é
aumentada, evitando-se possiveis distor¢cGes decorrentes da migracao diferencial de DNA em
dupla-fita. Os resultados da tipagem também séo informatizados, podendo ser analisados 0s
alelos com diferentes softwares. A andlise automatizada de regides STR é a metodologia
eleita pelo FBI, a Policia Federal dos Estados Unidos, para identificagdo de individuos e
tipagem de criminosos, devido a rapidez, acuidade e alto poder de discriminacdo decorrentes
da analise de maltiplas regides STR (FREGEAU et al., 1999). Na Tabela 01 estfo descritas as
principais caracteristicas dos loci amplificados pelo sistema de tipagem multiplex STR,

referente ao kit PowerPlex 16, que foi validado em 2000, e disponibilizado comercialmente
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em 2001 (PROMEGA). Na Tabela 02 estdo descritas as caracteristicas dos loci amplificados

pelo sistema de tipagem Identifiler (Applied Biosystems) (BUDOWLE et al., 1998).

Tabela 01: Representa o Sistema PowerPlex 16, com os 16 loci STR (Promega).

Locus Definicédo do Locus Localizacao Tamanho Sequéncia
Cromossomica (pb) Repetitiva
Penta D ND 21q 376-441 AAAGA
FGA Cadeia alfa do gene da 4928 326-444 CTTT
fibrina
TPOX Gene humano tirdide 2p23-pter 262 GAAT
Peroxidase
D8S1179 ND 8 203-247 (TCTA)(TCTG)
VWA Gene humano fator VVon 12p12-pter 123-171 (TCTG)(TCTA)
Willebrand 28
Penta E DN 15q 379-474 GATA
D18S51 HUMUT574 18q21.3 290-366 AGAA
D21S11 HUMD21LOC 21921 203-259 (TCTA) (TCTG)
THO1 Gene humano tirosina 11p15.5 156-195 TCAT
hidroxilase
D3S1358 NA 3p 115-147 (TCTG)(TCTA)
CSF1PO c-fms proto-oncogene 5033.3-34 295-327 AGAT
para receptor CSF-1
Amelogenin ~ Cromossomo humano X:p22.1-22.3 106 (X), NA
XY gene amelogenina — Y:pll.2 112 (Y)
like
D16S539 ND 16q24-qter 264-304 AGAT®
D7S820 ND 7011.21-22 215-247 AGAT®
D13S317 ND 13g22-31 165-197 AGAT®
D5S818 ND 5021-31 119-151 AGAT?

(®) Unidade de repeticdo que representa todas as quatro possiveis permutacdes (AGAT, GATA ,ATAG ou TAGA).
(ND) néo definida
(NA) Nao aplicavel
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Tabela 02: Mostra caracteristicas do Sistema Identifiler, com os 16 loci STR

Locus Definicédo do Locus Localizacao Tamanho Sequéncia
Cromossomica (pb) Repetitiva
FGA Cadeia alfa do gene da 4028 326-444 CTTT
fibrina
TPOX Gene humano tirdide 2p23-pter 262 GAAT
Peroxidase
D8S1179 ND 8 203-247 (TCTA)(TCTG)
VWA Gene humano fator Von 12p12-pter 123-171 (TCTG)(TCTA)
Willebrand 28
D18S51 HUMUT574 18q21.3 290-366 AGAA
D21S11 HUMD21LOC 21911.2—-q21 203-259 (TCTA) (TCTG)
THO1 Gene humano tirosina 11p15.5 156-195 TCAT
hidroxilase
D3S1358 NA 3p 115-147 (TCTG)(TCTA)
CSF1PO c-fms proto-oncogene 5033.3-34 295-327 AGAT
para receptor CSF-1
Amelogenin  Cromossomo humano X p22.1-22.3¢ 106, 112 NA
XY gene amelogenina — Y pli.2
like
D16S539 ND 16q24-qter 264-304 AGAT?
D75820 ND 7q11.21-22 215-247 AGAT?
D13S317 ND 13g22-31 165-197 AGAT?
D5S818 ND 5021-31 119-151 AGAT?
D2S1338 ND 2035-37.1
D19S433 ND 19g12-13.1

(a) Unidade de repetigdo que representa todas as quatro possiveis permutacdes (AGAT, GATA, ATAG ou TAGA).
(pb) Pares de bases (ND) nédo definida
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2.3.1 Validacéao de sistemas multiplex de STR

No processo requerido para validacdo de qualquer sistema multiplex de identificacdo
humana, com vistas a identificacdo e analise forense, parametros fundamentais devem ser
avaliados. Para tanto, o processo de tipagem deve ser submetido a uma série de estudos
(MICKA et al., 1999).

Na estratégia de validacdo estdo relacionados aspectos importantes dos procedimentos
técnicos e metodologicos que sdo criticos e que precisam de cuidados, para poderem ser
empregados na analise de identificacdo humana. Esses aspectos estdo relacionados com o
estudo da reprodutibilidade do método, especificidade e sensibilidade. Além destes aspectos,
sdo realizados estudos populacionais, bem como efetuada a caracterizacdo dos parametros da
PCR (DANIELS et al., 2004).

No estudo de reprodutibilidade, amostras de DNA oriundas de diferentes amostras
biolégicas devem ser amplamente analisadas, inclusive, por diferentes laboratorios. Neste
contexto, amostras de DNA de diferentes espécies bioldgicas, como sangue, saliva, cabelo,
urina e sémen de um mesmo individuo devem ser tipados pelo mesmo sistema multiplex.

No que diz respeito aos estudos da especificidade, estes sdo requeridos, para se
verificar o grau de especificidade do sistema de tipagem para a espécie humana. No contexto
forense, isto € de fundamental importancia, uma vez que amostras bioldgicas podem estar
contaminadas por materiais biolégicos provenientes de outros organismos (SILVA et al.,
2002)

Prosseguindo-se, o estudo da sensibilidade esta relacionado com a determinacdo da
qguantidade minima de DNA necessaria para amplificacdo de todos os loci STR que
constituem um sistema multiplex. Para a determinacdo desta etapa, é necessaria a preparacao
da reacdo da PCR, contendo diferentes concentracdes de DNA, e uma amostra de DNA

padrdo. Este fato se faz especialmente importante para a analise forense, uma vez que
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amostras bioldgicas de diferentes fontes podem estar misturadas, em diferentes concentracdes,
em vdrias evidéncias (WILLOT & CROSSE, 1986; REYNOLDS et al., 1991; COMEY,
1995; HAMM & SHUELER, 1995).

Vaérios fatores intrinsecos a um sistema multiplex podem afetar sua sensibilidade. Tais
fatores podem estar relacionados com a sequéncia dos iniciadores em relacdo as sequéncias
alvo, a natureza dos fluoréforos empregados na marcacédo dos iniciadores e a sensibilidade do
equipamento utilizado na sua deteccdo. Estes fatores podem ser ajustados durante o processo
de desenvolvimento do sistema multiplex (MICKA et al., 1999).

No que tange a analise populacional, esta deve ser feita, a partir de uma base de dados
de frequiéncias dos alelos na populacdo. A freqiiéncia de um determinado perfil genético
observado para uma amostra de DNA pode ser calculada, por meio do produto das
frequiéncias individuais dos alelos (MANTA, 2008).

Buscando-se a validacdo de um sistema multiplex, estudos relacionados com a
tipagem de individuos de uma mesma familia sdo, freqliientemente, realizados, com o intuito
de detectar a ocorréncia de desvio do modelo de heranca genética para os loci analisados,
devido & ocorréncia de fendbmenos mutacionais (NADIR et al., 1996).

Pode-se observar outro tipo de evento mutacional em analise de microssatélites,
ocorrendo na regido de anelamento dos iniciadores, podendo resultar em uma ndo
amplificacdo do alelo STR. Os alelos néo detectados sdo denominados alelos nulos, fenémeno
conhecido como “drop-out”, que tem sido observado, principalmente no locus Vwa
(BUTLER, 2001). O percentual de alelos nulos na populacdo pode ser estimado, levando-se
em conta o numero de individuos homozigotos observados e esperados, segundo a Lei de

Hardy-Weinberg (HARDY, 1908).
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2.4 GENETICA DE POPULACOES

A genética de populacdes se baseia em descrever a variabilidade genética nas
populacdes e na investigacdo dos mecanismoa que a mantém, tais como mutacéo,
recombinacéo e fluxo génico. Na grande marioria das populacdes naturais esta variabilidade é
grande, fazendo com que os polimorfismos genéticos sejam comuns e amplamente estudados.

O estudo da genética de populacdo tem como objetivo analisar as conseqiiéncias das
leis de heranca mendeliana sobre a composicdo genética de uma populacdo, e as forcas que
determinam e alteram esta composicdo. Em qualquer espécie, uma grande quantidade de
variacdes genéticas, dentro e entre as populagdes, surge da existéncia de varios alelos em loci
diferentes. A diversidade e a estrutura genética de populacdes podem ser investigadas, com o
objetivo de se avaliar a variabilidade genética dentro e entre as populacdes. Além de indicar o
grau de polimorfismo dos marcadores, esses estudos possibilitam avaliar o fluxo génico, o
grau de endocruzamento, extincdo e migracdo das populacBes, possibilitando, portanto,
recolher dados cerca dos fatores que podem estar relacionados com o desvio do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) (ALLENDORF & LUIKART, 2007).

Toda populacdo possui um conjunto génico (gene pool ou pool génico) que lhe é
particular. Esse conjunto pode ser conhecido, por meio de suas frequéncias alélicas e
genotipicas dos loci desta populacdo (MATHER & JINKS.1994).

A freqiiéncia de um determinado alelo em uma populacdo pode ser alterada por
mutacdes decorrentes de selecdo, migracdo ou derivacdo genética, ou ainda fornecer valores
diversos por efeitos de amostragem aleatéria. Em uma populacéo idealizada, na qual ndo esta
atuando forcas modificantes, uma populagcdo entrecruzada, aleatoriamente, mostraria
frequiéncias genotipicas constantes para um determinado locus (GRIFFITHS, 1996). Séo

necessarias cinco condicBes, para que uma populagdo esteja em equilibrio de Hardy-
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Weinberg: tamanho populacional grande; cruzamentos produzidos randomicamente; auséncia
de mutacdo; auséncia de migracéo; auséncia de selecao.

As populacdes evoluem, ao longo das geracfes, o que nos leva a conclusdo 6bvia de
que a lei de Hardy-Weinberg nao se aplica as situacdes reais, pois sempre existem fatores de
evolucdo atuando. Os genes ndo se dividem na meiose sempre com exatiddo (mutacdo), os
gendtipos ndo sdo transmitidos em taxas uniformes (selecdo), as populacbes ndo sao
infinitamente grandes e 0s cruzamentos ndo sdo ao acaso (deriva genética), tampouco as
populacdes estdo isoladas (migracdo). Todos estes fatores tendem a alterar o equilibrio das
populacdes e, alteram, assim, as freqtiéncias génicas, designando-se por fatores de evolucéo.

O padrdo de heterozigosidade na populacdo é um dos parametros de diversidade
genética mais estudada, e a sua diminui¢do pode ser provocada pelo aumento da taxa de
endocruzamento. Este fendmeno é observado, principalmente, em populacdes pequenas e
isoladas (DANIEL et al., 1997).

Segundo Nei e colaboradores (1973), o grau de estruturagdo genética das populacdes
permite verificar a ocorréncia de populacdes subdivididas, fazendo referéncias as populacdes
separadas por situacfes geograficas, linglistica, ética e cultural. A verificacdo da existéncia
de estruturacdo génica, ou seja, de subdivisdo das populacGes, pode ser feita, a partir de

heterozigosidade das subpopulacGes em relacdo a heterozigosidade total.

2.4.1 Formagcao da populagdo do Brasil

No periodo da colonizacdo do Brasil, entre 1500 e 1850, chegaram aproximadamente
500.000 portugueses e 4 milhdes de africanos que dividiram o espa¢o da nova terra com 2,4
milhGes de amerindios entdo existentes (Curtin 1969; IBGE 2000). No periodo seguinte,
chegaram oficialmente no Brasil mais de 5 milhdes de imigrantes, a maioria portugueses

(espanhoes, alemées, sirios, libaneses, japoneses e outros ndo ultrapassaram 30% deste total)
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IBGE 2000). Assim, a formacao da populacdo brasileira é resultado de mistura étnica entre
populacdes de trés diferentes continentes colonizadores europeus, escravos africanos e
amerindios. Em decorréncia disso, a populacdo brasileira atual é considerada tri-hibrida,
embora as proporcbes dos trés grandes componentes étnicos variem consideravelmente
conforme a regido geogréafica considerada (BARRETO, 1959; SALZANO & FREIRE-MAIA,
1967).

Os negros foram trazidos para o continente Americano contra a sua vontade, para
trabalharem como escravos, cerca de 6 milhdes e 200 mil escravos somente no século XVIII
(MATQOSO, 1982). A distribuicdo do negro no territorio brasileiro foi bastante heterogénea,
seguindo os seguintes percentuais segundo Viana (1988): Rio de Janeiro (38 %), Bahia (25
%), Pernambuco (13 %), Séo Paulo (12 %), Maranhdo (7 %) e Para (5 %).

O processo de miscigenacdo do Brasil, podem-se apontar o Estado de Minas Gerais € a
regido litordanea do Nordeste e do Leste como area em que verificou-se mais intensa a
miscigenacgdo branco-negra, no interior do Nordeste e o extermo Norte (Amazonas, Para e
parte do Maranhdo) houve o processo de mesticagem branco-indigena, pode-se observar na
area do Oeste (Mato Grosso e Goias) (SAZANO & FREIRE-MAIA, 1967).

Segundo censo do IBGE do Estado do Espirito Santo revelou os seguintes numeros:
1.961.318 Pardos (53,7%), 1.638.236 Brancos (48,8%), 280.000 Negros (7,5%), 13.000

Asiaticos ou Indios (0,4%). Essa grande miscigenaco, ocorreu nas décadas de 1940 até 1980,

qguando as grandes cidades do estado comecaram a se industrializar, isso atraiu muitas

familias do interior do estado (os italianos), para a Grande Vitoria, onde havia grande

concentracéo, sobretudo de pessoas de ascendéncia portuguesa e espanhola, além da boa parte

da populacdo local ser parda, esse éxodo rural, causou grande miscigenagdo de culturas no

estado.
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Na regido Amazonica, onde esta localizado o estado do Amazonas, constitui uma das
areas de mais antiga ocupacdo européia no Brasil (RIBEIRO, 1996), e os primeiros relatos
sobre a ocupacéo dessa regido datam de 1650 (TEIXEIRA; RIBEIRO DA FONSECA, 1998),
instalando-se ali jesuitas, soldados espanhois seguidos pelos colonos portugueses, formando
nucleos de ocupacdo permanente (PINTO, 1993). Até meados do século XVIII, quase toda a
Amazonia pertencia a Espanha. Nesse longo periodo permaneceu praticamente desconhecida,
sendo visitada apenas por missionarios e expedicionarios enviados pela corte Portuguesa ou
Espanhola, também se observam a presenca de peruanos e bolivianos em toda regido norte
(BENCHIMOL, 1977).

Segundo a estimativa do IBGE (2008), o0 Amazonas é o segundo estado mais populoso
da regido Norte do Brasil com 3.341.096 habitantes. Destes, cerca de 103.066 sdo indigenas,
dados apresentados pela FUNAI-AM, divididos em 65 etnias, que correspondem a 4,0% da
populacdo total do estado. No censo do IBGE (2000), 70,3 % dos amazonenses se declararam
pardos; 21 % brancos; 4,3 % negros e apenas 4,2 % se definiram como amarelos ou indigenas.
Os afros descendentes, no estado do Amazonas, vivem em sua maioria na cidade de Manaus.
A sua capital, Manaus, esta localizada no extremo norte do pais, a 1932 km da capital federal,
sendo a maior cidade da regido Norte, com cerca de 1,7 milhdes de habitantes, seguida por
Belém do Para com 1,4 milhdes de habitantes. Manaus, uma das capitais que mais recebe
migrantes no Brasil, cresce, desordenadamente, com muitas areas ocupadas de forma ilegal
por invasdes. O municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira possui 0 maior niumeros de indigenas,

cerca de 23 mil.

2.4.2 Variabilidade Genética
A variabilidade genética de uma populacdo é determinada por certos fatores como

tamanho efetivo da populacdo, deriva genética, mutagéo e fluxo génico.
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Os diferentes alelos de um mesmo gene que variam entre si, numa dada populacéo
(PRIMACK, 2006). A variabilidade genética pode ser caracterizada pelos seguintes indices de
diversidade: numero medio de alelos por locus; heterozigosidade média esperada (He);
heterozigosidade média observada (Ho); frequéncias alélicas.

O ntmero médio de alelos por locus é a soma do namero total de alelos observados em
todos os loci divididos pelo numero de locus analisados.

A heterozigosidade esperada (He) estima a proporcdo esperada de individuos

heterozigotos em um locus. He é dada por:

He = (1-=pi®) (n/n-1)
onde p; € a frequéncia do alelo i, e n é o nimero total de alelos observados.

A Heterozigosidade média observada (Ho) é a proporcdo observada de individuos

heterozigotos em um dado loco.

Ho = X nimero de individuos heterozigotos
Numero total de individuos analisados

2.5  IDENTIFICACAO HUMANA
Os primeiros caracteres hereditarios utilizados na identificacdo humana acerca de
vinculacdo genética foram os relacionados com o grupamento sanguineo do sistema ABO, que
permitia a exclusdo de paternidade. Outros sistemas dentro do grupo sanguineo também

passaram a serem utilizados, juntamente com o ABO, como os sistemas MNS e RH
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(Landsteiner e Wiener, 1940). Um grupo de proteinas séricas e plasmaticas, também foram
utilizados, em investigacao de vinculo genético (JAYLE & GUILLARD, 1947).

A partir do avanco da tecnologia molecular por DNA, os testes que eram baseados em
marcadores protéicos tornaram-se obsoletos. A molécula de DNA é mais estavel e permite

aplicacdo imediata na identificacdo humana de informacdes geradas por analises genémicas.

Em 1985, o grupo de Alec Jeffreys desenvolveu o primeiro estudo que permitiu a
aplicacdo das regides hipervariaveis na area forense. Buscando-se detectar os polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), foram utilizadas sondas com sequéncias de base
complementar em especial as que apresentavam uma enorme variabilidade, o que dava um alto
poder de resolucao.

Na década de 90, os microssatélites (STRs) foram reconhecidos como ferramentas
valiosas para a identificacdo humana, devido a utilizacdo da PCR para sistema multiplex. A
combinacdo do numero elevado de STRs disponivel, por estarem espalhados por todo o
genoma, e em razdo da elevada variabilidade e relativa facilidade de amplificagdo, STRs
representam excelentes marcadores para analise genética (SCHAFER; HAWKINS, 1998).

O Departamento de Investigacdo Federal dos Estados Unidos (Federal Bureau o0s
Investigation - FBI) foi o lider no desenvolvimento da tecnologia de tipagem do DNA para o
uso na identificacdo de autores de crimes violentos, elucidando casos que antes eram
impossiveis. Em 1997, o FBI propds a selecdo de 13 regides STRs, localizados em
cromossomos humanos diferentes, para constituir o nicleo do banco de dados nacional dos
Estados Unidos, chamado de CODIS (Combined DNA Index System), € um banco de dados de
DNA financiados pelos Estados Unidos, Federal Bureau of Investigation (FBI), que armazena
perfis de DNA criados por federais, estaduais e laboratorios de criminalidade local nos
Estados Unidos, tem a capacidade de auxiliar na identificacdo de suspeitos de crimes. O

CODIS ¢ formado pelos marcadores STR (TPOX, D3S1358, D5S818, FGA, CSF1PO,
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D7S820, D8S1179, THO1, VWA, D13S317, D16S539, D18S51 e D21S11) e o locus da
Amelogenina, localizado nos cromossomos Y e X, que permite a determinacdo do sexo,
(Figura 06) BUTLER, 2001. Todos os STRs que compdem o “CODIS” sdo sequéncias
repetitivas tetraméricas. Entre estes marcadores os mais polimorficos sdo FGA, D18S51 E
D21S11. O TPOX foi o que demonstrou menor variacdo (BUTLER, 2005; LEITE et al.,
2005).

Inicialmente, o banco de dados “CODIS” era constituido de uma base de dados de
alelos VNTR, gerada a partir da tipagem de amostras bioldgicas de criminosos condenados
por homicidio e estupro. Em 1998, quando a comunidade cientifica forense comemorava,
juntamente com o FBI, 10 anos de introducdo da técnica de tipagem por DNA em
investigaces criminais, foi lancado nos EUA o banco de dados norte-americano, para
identificacdo de criminosos. O CODIS deu ao FBI a autoridade de estabelecer um banco de
dados em nivel nacional para fins de investigacdo criminal. O projeto envolveu 22
laboratérios que avaliaram 17 candidatos a marcadores, disponiveis em Kits preliminares ou
comerciais pelas empresas Promega Corporation (Madison WI), e Applied Biosystems (Foster
City, CA). O CODIS interliga informag6es geradas por unidades laboratoriais de todos 0s
Estados dos USA proporcionando a comparacdo de perfis genéticos em nivel local, Estadual e

Federal (BUDOWLE et al., 1998).
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Figura 06: Os 13 marcadores STRs definidos pelo FBI para compor o CODIS, suas posi¢Ges nos
cromossomos e  amelogenina  nos  cromossomos  sexual (1997). Fonte: http.
www.fbi.gov/hg/lab/codis/index1.htm

2.5.1 Normatizacdo das andlises de identificacdo humana

E importante ressaltar que, paralelamente & implantacéo e ao avanco das técnicas de
identificacdo humana por DNA nas Ultimas décadas, foram criados diversos grupos técnicos
internacionais, com a finalidade de assegurar a qualidade tanto das metodologias nascentes
guanto da aplicabilidade das mesmas. Neste contexto, podem ser citadas as recomendacdes da
Associacdo Americana de Bancos de Sangue - AABB, do inglés American Association of
Blood Banks, criada nos Estados Unidos em 1978; o TWGDAM - Technical Working Group
on DNA Analysis Methods, criado pela Policia Federal Americana - FBI, do inglés Federal
Bureau of Investigation — EUA, em 1988, para avaliar laboratorios forenses da América do
Norte; a Sociedade Internacional para Genética Forense - ISFG, do inglés International
Society for Forensic Genetics, criada em 1980, na Europa; o Grupo Espanhol e Portugués

(GEP) da ISFG; a Academial Internacional de Criminalistica e Estudos Forenses (AICEF),
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além do Grupo Ibero Americano de Trabalho em Anélise de DNA (GITAD) criado em 1998,
em Belo Horizonte (LORENTE, 1999).

No Brasil, com iniciativa do Ministério da Justica junto a Secretaria Nacional de
Seguranca Publica — SENASP elaborou-se uma proposta para um Programa de Ciéncia e
Tecnologia na Seguranca Pablica, em 2003. Neste contexto estava a criacdo de uma Rede
Nacional de DNA Forense com objetivo de montar um laboratério em cada regido brasileira,
promover a formacdo, capacitacdo dos profissionais na area periciais e padronizacdo de
exame de DNA, em pericias criminais no Brasil, tendo sido concluido em 2007. Em Manaus o
grupo de pesquisadores da UFAM, apoiou a implantacdo do Laboratério de Genética Forense
do Estado do Amazonas, atuou na formacéo nivel de Especializacdo em Genética Forense dos

Peritos Criminais da Policia Civil.

2.5.2 Parametros de interesse forense

A American Association of Blood Banks - AABB (2000) desenvolveu normatizagao
para Laboratdrios nos testes de identificacdo humana, que consta de manual especifico, onde
sdo exigidos calculos dos seguintes parametros:

- Probabilidade de Coincidéncia (Pc) - é a probabilidade de que duas pessoas
escolhidas ao acaso tenham um dado gendtipo, consiste do quadrado de sua frequéncia na
populacdo. Assim para um gendtipo homozigoto é igual a (pi®)® e para um gendtipo
heterozigoto é igual a (2 pi pj)®>. A probabilidade de que duas pessoas tomadas ao acaso,
tenham o0 mesmo genotipo ndo especificado é a soma dos quadrados das frequéncias de todos
0S genotipos possiveis.

- Poder de Discriminacéo (Pd) - é a probabilidade que teriam dois individuos, de
uma mesma populacdo, escolhidas ao acaso, de ndo apresentarem gendtipos coincidentes em

uma série de loci analisados. Este parametro € uma medida relativa da eficicia dos sistemas
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de tipagem utilizados e dependera da freqiiéncia dos gendtipos na populacdo e do
polimorfismo do marcador genético. A probabilidade de discriminacdo pode ser calculada

segundo Fisher, 1951, pela seguinte férmula:

PD=1-% (8)°

Sendo que 8 ¢ a freqiiéncia genotipica esperada. Para calcular o poder de discriminagéo total
para a populacdo estudada multiplicam-se os PD individuais.

- Conteudo de informacgdo do polimorfismo (PIC) - Mede o grau de polimorfismo
de um marcador de DNA, usado principalmente no contexto de mapeamento génico e
diagnostico genético. Depende da freqiiéncia dos alelos (BOTSTEIN et al., 1980). E

calculado como:

n n-1
PIC=1- (XP?)-X X 2p®p’

i=I i=l j=i+

Onde: p = fregiiéncia alélica
> Pi? = Se refere ao gen6tipo homozigoto

>2pi° pi’ = Se refere ao gendtipo heterozigoto

2.5.3 Parametros de Paternidade

As mais importantes vantagens na utilizacdo da analise do DNA na determinacéo de
paternidade em relacdo aos métodos classicos, como tipagem sanguinea ou os marcadores de
histocompatibilidade (HLA), estdo no seu alto grau de certeza na inclusdo de paternidade.
Enquanto os métodos tradicionais podem estimar a inclusdo com uma probabilidade entre 80

a 96 %, a analise do DNA permite estabelecer a paternidade com uma probabilidade maior ou
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igual a 99,9999 %. O exame de DNA permite uma resposta definitiva que exclui a suposta
paternidade ou comprova a mesma (inclusdo de paternidade). Isto € possivel porque cada
pessoa possui um conjunto Unico de informacBes genéticas herdadas de seus pais bioldgicos.
De acordo com a AABB (American Association of Blood Banks) (1989), deve-se considerar
na andlise do resultado de investigacdo de paternidade trés principais parametros que sao
calculados com base nas frequéncias dos alelos que sdo: Probabilidade de Excluséo;

Probabilidade de Inclusdo; indice de Paternidade.

- Poder de Exclusdo (PE) - é o percentual de individuos cuja identidade ou
paternidade bioldgica seria excluida com base nos marcadores estudados. Para calcular esse
parametro, € considerada a ocorréncia de incompatibilidade genética (CHAKRABORTY et
al, 1974).

Este calculo indica a probabilidade de ndo encontrarmos outro individuo, selecionado

ao acaso, na populacdo, que possua o mesmo perfil genético do pai bioldgico da crianca.

Férmula: PE= 1 — (a® + 2ab)

a = freqiiéncia do alelo paterno obrigatdrio herdado pela crianga do pai.

b =freqiiéncia do alelo da crianca

- Probabilidade de Incluséo (PI) - é igual a freqiiéncia dos alelos de todos 0os homens
na populacdo que coincide com o alelo paterno obrigatorio da crianga. Nos casos de incluséo
de paternidade, a probabilidade de uma dada combinacéo de alelos ter ocorrido ao acaso seja

menor que 0, 00001, nos dando assim uma certeza maior que 99,99 %.

Formula: Pl= (a® + 2 ab)



REVISAO BIBLIOGRAFICA 56

- Indice de Paternidade (IP) — é analisado por meio da razdo entre a probabilidade
das bandas alélicas presentes ao perfil genético da crianca e que estejam em coincidéncia com
o perfil do suposto pai, e a probabilidade delas serem oriundas de qualquer individuo na
populacdo. Seu céalculo é baseado nos perfis genéticos apresentados pela mée, crianca e
suposto pai. Nesse caso uma estimativa quantitativa da evidéncia em favor da paternidade por

DNA do suporto pai, pode e deve ser calculada matematicamente utilizando a formula:

IP = X/Y

onde X representa a probabilidade de que o homem analisado (suposto pai) realmente tenha contribuido
com o alelo paterno obrigatério e Y representa a probabilidade de que outro homem qualquer tenha
contribuido com o alelo paterno obrigatério, sendo que o valor de X e Y varia de acordo com a
configuracdo dos gendtipos da mée, filho e do suposto pai e é determinado pelas leis de Mendel.

Num caso em que 0 suposto pai seja homozigoto para o alelo paterno obrigatério, ou
tenha ambos os alelos obrigatérios, a probabilidade de que ele transmita o alelo paterno
obrigatorio € de 1 (2/2). Caso o0 suposto pai tenha somente uma cépia do alelo paterno
obrigatorio, ou somente um dos alelos paternos obrigatérios, a probabilidade de transmissédo
sera de 0,5 (1/2). Assim X podera ser 1 ou 0,5. O célculo do indice de paternidade (IP) deve
ser analisado para cada locus.

O IP pode ser convertido para uma probabilidade posterior de paternidade pelo
Teorema de Bayes (LI & CHAKRAVARTI, 1988). Entretanto, o teorema nos forca a ter de
escolher uma probabilidade apriori, isto €, um valor subjetivo da chance de paternidade
anterior ao teste, dado essencial para o calculo de acordo com as regras do teorema.
Probabilidades apriori constantes (0,5) tém sido consensualmente utilizadas em todo o
mundo. Os resultados dos calculos de probabilidade de paternidade e probabilidade de
exclusdo sdo normalmente expressos em valores percentuais, geralmente com indices

proximos a 99,99%. A Probabilidade de Paternidade ¢ calculada de acordo com o Teorema de
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Bayes, a partir do indice de Paternidade, e representa a probabilidade de o suposto pai ser o

pai biolégico. Na Tabela 3, encontram-se as formulas utilizadas para calculo do IP.

Tabela 3: Formulas utilizadas para célculos do indice de paternidade. As letras A,B,C,D representam os alelos do
perfil genético da mée, crianca e suposto pai em cada locus analisado, onde (A =a) e (B =b).

ALELOS FORMULAS
Maée Crianca | Suposto Pai indice de Paternidade indice de Exclusdo

A A A 1/a 1-a(2-a)

A A AB 1/2a 1-a(2-a)
AB A A 1/a 1-a(2-a)
AB AB A 1/(a+h) 1-(a+b)(2-a-b)
AB AB AB 1/(a+h) 1-(a+b)(2-a-b)
AB AB AC 1/[2(a+b)] 1-(a+b)(2-a-b)
AB A AB 1/2a 1-a(2-a)

AB A 1/a 1-a(2-a)
AB AB 1/2a 1-a(2-a)
AB AC 1/2a 1-a(2-a)
BD AB AC 1/2a 1-a(2-a)

BC AB AC 1/2a 1-a(2-a)
BC AB AB 1/2a 1-a(2-a)
BC AB A 1/a 1-a(2-a)

Ausente AB AC 1/4a 1-(a+b)(2-a-b)
Ausente AB AB (a+b)/4ab 1-(a+b)(2-a-b)
Ausente AB A 1/2a 1-(a+b)(2-a-b)
Ausente A AC 1/2a 1-a(2-a)
Ausente A A 1/a 1-a(2-a)

* Os alelos utilizados para o calculo do indice de paternidade s&o os alelos paterno-obrigatérios. Quando nao se
pode determinar um alelo paterno-obrigatorio, caso em que mée e criancga sao heterozigotos e iguais, o célculo é
feito considerando-se a freqiiéncia dos dois alelos da crianca.
No caso da mée ausente as letras A,B,C representam os alelos do perfil genético da crianga e suposto pai em
cada locus analisado. O mesmo calculo pode ser feito considerando-se 0 pai ausente (para comprovacao de

maternidade).
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- Indice de Paternidade Combinado (IPC) - é o produto dos diferentes indices de
paternidades para cada locus individualmente (Hartl &Clarck, 1997). O IPC varia de 0 a
infinito, um IPC menor que 1 significa que o perfil genético € mais consistente com uma nédo
paternidade que a paternidade. O IPC maior que um significa que o perfil genético suporta a
hipétese de que o homem testado é o pai biologico, expressando uma probabilidade de

99,9999 % (AABB, 1989).
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3  OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um novo sistema multiplex de marcadores microssatélites (STRS) para

andlise genética em humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Selecionar por meio de ferramentas da bioinformética cinco marcadores STRs
autossémicos polimarficos.

> Desenvolver escadas alélicas para os cinco loci STRs.

> Construir bancos de dados de frequéncias alélicas para os loci STR a partir de
amostras da populacdo do Estado do Amazonas e comparar com as populacoes
do Estado do Rio de Janeiro e a do Estado do Espirito Santo.

> Avaliar os parametros genéticos populacionais individualmente para cada loci,
baseados na frequéncia dos alelos STR, e verificar se estdo de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

> Avaliar a capacidade do sistema para identificacdo humana e estabelecimento

de vinculos genéticos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram seguidos 0s esquemas abaixo apresentados que

indicam de forma sucinta as etapas cumpridas no desenvolvimento deste trabalho.

a) DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA MULTIPLEX

Amostras biolégicas,
solucdes e tampdes

—

Extracao e analise de
DNA

Sele¢do dos loci STRs

Padronizacdo das
condigdes eletroforéticas e
construcéo da escada
alélica

(—

b) VALIDACAO DO SISTEMA

Anélise da sensibilidade
do sistema multiplex

¢) CONSTRUCAO E ANALISE DE BANCO DE DADOS

Anélise de parametros
genéticos populacionais

=

Padronizacdo das
condicBes da PCR

Andlise da
reprodutibilidade do
sistema de tipagem

U

Desenho e marcacao
dos primers

Determinacéo de
alelos microvariantes

4

Estudos das bandas
“stutter”

=

Célculos das frequéncias

dos alelos STR

Testes Estatisticos
(HWE; TE; OB; LR);
heterozigosidade.

|

Comparacao das
populagdes.
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4.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA MULTIPLEX

4.1.1  Amostras bioldgicas

O projeto de pesquisa associado a parte experimental da tese de doutorado foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP da Universidade Federal do Amazonas,
sob o processo CAAE n° 0038/07. No presente estudo foram avaliadas 104 amostras
bioldgicas (sangue) coletadas de homens e mulheres, geneticamente ndo relacionados, com
idades iguais ou superiores a 18 anos, nascidos no Estado do Amazonas. Aos doadores foram
entregues 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE), no qual cada individuo
expressou sua vontade em participar deste projeto, e também de preencher um questionario,

de acordo com a Resolucdo CNS 196/96.

4.1.1.1 Coleta das amostras

Amostras com cerca de ImL de sangue foram coletadas dos doadores, utilizando-se
seringas e agulhas descartaveis, por meio de sistema vacuntainer contendo EDTA. Apéds a
coleta, os tubos foram codificados e armazenados a 4 °C até a extracdo dos DNAs. A coleta
do material bioldgico e a extracdo do DNA foram realizadas no Laboratério de Diagnostico
Molecular do Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM.

Outras amostras de DNA utilizadas neste trabalho fazem parte do acervo do
Laboratorio de Diagnosticos por DNA, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
Universidade Estadual do Estado do Rio de Janeiro, que foram gentilmente doadas pelo
Coordenador do citado laboratorio, sendo 112 amostras oriundas da popula¢do do Rio de
Janeiro e 92 amostras da populagdo do Espirito Santo. Tais amostras foram utilizadas em
estudos relacionados com a validagdo do sistema multiplex, em desenvolvimento,
reprodutibilidade dos resultados, construcdo de bancos de dados de freqliéncias alélicas e

comparagdes entre 0s parametros genéticos observados para as trés populagdes.
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Ainda foram utilizadas amostras DNA, preparadas de saliva, urina, bulbo capilar,
sémen e sangue, de um individuo saudavel com a finalidade de confirmar a fidelidade do
sistema multiplex na geracdo do perfil alélico a partir de diferentes fontes de material genético
de um mesmo doador.

As amostras da mucosa oral (saliva) e sémen foram coletados com swabes e
mantidos a -20 °C até a extracdo do DNA. Para a producdo de DNA 1 mL de urina foi
coletado e transferido para um tubo de 1,5 mL, centrifugado, por 5 min, a 12000 rpm
(centrifuga Centrimicro modelo 212, rotor). Ao sedimento foram adicionados 500 pL de
tampdo PBS, sendo a suspensdo centrifugada nas mesmas condi¢Ges. O procedimento foi

repetido duas vezes, sendo o sedimento final, armazenado a -20 °C até a extragdo do DNA.

4.1.2 Extracao e analise de DNA
As preparacdes de DNA referentes a populacdo do Amazonas foram processadas no
Laboratdrio de Diagnéstico Molecular da UFAM. O procedimento adotado na extracdo de

DNA foi 0 mesmo descrito no Kit Wizard Genomic DNA Purification.

4.1.2.1 Quantificagdo do DNA
A concentracdo de DNA extraido de sangue da populacdo do Amazonas era
determinada por espectrofotometria ou/ estimada em gel de agarose 0,8 %, tomando-se por

base 0 DNA K562, na concentragdo estoque de 10 ng/pL, para fazer a comparagéo.
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- Por espectrofotometria
Para quantificacdo, o DNA foi diluido com agua deionizada (1:500) e determinadas
as absorbancias a 260 nm e 280 nm determinadas utilizando-se um espectrofotémetro modelo
BioMate 3 (Thermo Electron Corporation), usando uma cubeta de quartzo. A solucdo de
DNA foi considerada pura quando a relacdo ABSzg0 / Azgo Toi igual ou superior de 1,8, sendo
entdo a sua concentracdo determinada, considerando-se que 1U ABS,s corresponde a 50 ug

de DNA (SAMBROOK et al., 1982).

- Por eletroforese em gel de agarose

A anélise semiquantitativa e de integridade do DNA foi realizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 0,8 %, em tampdo TEB 1X. No inicio da corrida eram
aplicados 80 volts até a entrada das amostras no gel. A seguir, a voltagem foi elevada para
100 volts até o término da eletroforese, cerca de 1h (SAMBROOK et al., 1982). Para estimar
a concentracdo do DNA, também foram aplicadas no gel amostras de DNA de concentracdes
conhecidas para fazer a comparacao o gel era corado com brometo de etideo (0,5 ng/mL), e
visualizado no transiluminador de luz ultravioleta e fotografado no sistema IMAGE-
MASTER da Amersham-Pharmacia Biotech.

Para verificar a eficiéncia da amplificacdo por PCR, foi realizada a deteccdo do DNA
por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, em tampdo TEB 1X. Para isso amostras
constituidas por 4uL do produto da PCR, 3uL de tampéo de carregamento (TEB 5X), 3uL de
agua deionizada estéril (0,5ug/mL), sendo os produtos da PCR, visualizados em

transiluminador de luz ultravioleta e fotografados.
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4.1.3 Selecdo dos loci STRs
Os marcadores STRs selecionados foram desenvolvidos por Pontes (2003), e
identificadas diretamente no GeneBank, acessando por meio da pagina eletrénica da NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov. — (AUSTCHUL et al., 1990 e 1997).

Segundo Pontes, foram realizadas buscas de sequéncias pentanucleotidicas tais como
(AGAT, GATA, TCTG, CAGA e GGCT), no banco de genes humano. Apoés a identificacdo
dessas sequéncias microssatélite foram desenhados os iniciadores (primers) atraves da pagina

eletrdnica http://www.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer’_www.cgi.

4.1.4 Desenho e marcacgao dos primers

No desenho dos iniciadores ou primers optou-se por trés variagdes de tamanho dos
amplicons, com o objetivo de elaborar um sistema multiplex que possibilitasse a amplificagdo
simultanea de maior nimero de loci e detec¢do dos produtos da PCR tanto por eletroforese em
capilar quanto em gel de poliacrilamida. Os iniciadores foram entdo denominados conforme o
tamanho das sequéncias que amplificam, como: tamanho pequeno (P) variando em torno de
150-170 pb; o médio (M) variando em torno de 200-220 pb e o grande (G) em torno de 260-
280 ph. Procurou-se desenhar os iniciadores com Tm entre 55 °C e 62 °C. Uma vez definidos,
os iniciadores foram entdo sintetizados pela firma Life Technologies (Carlsbad, Califérnia).

Estudos preliminares foram feitos analisando-se os produtos de amplificacdo dos loci
STR, por eletroforese em gel de agarose (baixa resolucdo), em seguida, por eletroforese em
gel de poliacrilamida (media-alta resolucéo) e, posteriormente, por sistema de eletroforese em
gel de poliacrilamida em sistema capilar automatizado (Equipamento MEGABace de
sequenciamento de DNA). Para analise automatizada, requereu-se a marcacao dos iniciadores
com fluordforos, o que foi realizado pela empresa (Alfa-DNA), sendo marcado um iniciador
de cada par (Forward), para facilitar a analise simultanea dos loci STR. As sequéncias

iniciadoras foram marcadas com os fluoroforos Hexametilrodamina (HEX), Carboxi-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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fluoresceina (FAM) e Dye yellow (NED). As primeiras analises dos produtos amplificados
foram realizadas no equipamento automatico (MegaBace), que possibilita a identificacdo da
origem dos alelos amplificados no gel de poliacrilamida em capilar, tenham eles uma mesma
mobilidade eletroforética, ou ndo, uma vez que os produtos de cada um dos diferentes loci
STR sé&o diferenciados por apresentarem-se marcados com distintos fluoroforos que, portanto,
emitindo luz em diferentes comprimentos de ondas, proporcionam uma perfeita

discriminacdo dos produtos da PCR por cada iniciador condicionando uma visualizacao.

4.1.4.1 Nomenclatura do Sistema

Com o objetivo de padronizar a nomenclatura dos loci STRs e facilitar a comparacao
de dados entre laboratorios, 0 DNA, a Comissdo da Sociedade Internacional de Medicina
Legal Haemogenetics (ISFH) estabeleceu duas recomendacdes para a designacdo dos alelos
STRs (BAR et al., 1994 e 1997). Basicamente, uma sequéncia repetitiva é denominada pela
estrutura e nimero de sua unidade de repeticdo. Para a designacdo de cada marcador é
utilizado o nome do gene do qual este marcador faz parte. Algumas vezes, utiliza-se o prefixo
HUM para indicar que este locus pertence ao genoma humano. Por exemplo, o locus STR
THO1 € proveniente do gene tyrosine hydroxylase.

Os marcadores que ndo fazem parte de uma regido génica sdo denominados pela sua
posi¢do no cromossomo. De modo geral, um locus de microssatélite é representado pela letra
D, o cromossomo onde estd 0 microssatélite, pela letra S e por um numero que diz respeito a
ordem de descoberta deste microssatélite. Por exemplo o locus STR D5S818, ndo esta
localizado dentro de uma regido génica. A letra D refere-se ao DNA. O numero 5 refere-se ao
numero do cromossomo e a letra S refere-se ao fato de que este marcador € uma seqiiéncia
unica (single). Os numeros finais indicam a ordem em que estes marcadores foram

descobertos, considerando-se cada cromossomo em particular (BUTLER, 2006).



MATERIAL E METODOS 66

Em observacdo as normas de nomenclatura, o novo sistema desenvolvido neste
trabalho, foram denominadas PentaPlex-ISED. Em decorréncia de ser constituido por cinco
marcadores microssatélites STR, utilizou-se o prefixo penta. As letras I, S, E e D representam
as iniciais dos nomes dos pesquisadores que desenvolveram o sistema multiplex sdo: Isabel da
Mota Pontes (I), Bidloga (UFAM); Spartaco Astolfi Filho (S), bidlogo (UFAM); Elizeu
Fagundes de Carvalho (E), biélogo (UERJ) e Dayse Aparecida da Silva (D), biéloga (UERJ).

O ajuste, montagem e a validacdo do sistema PentaPlex-ISED foram realizados nos
Laboratorios de Diagnésticos Molecular da Universidade Federal do Amazonas - UFAM e no

Laboratorio de Diagnosticos por DNA da Universidade do Estado do Rio Janeiro - UERJ.

4.1.5 Defini¢do das condicdes da PCR do sistema multiplex
Para definicdo das condi¢cdes da PCR, cada componente ndo marcado dos diferentes
pares de iniciadores foi dissolvido em Tris-HCI 2mM pH 8,0, para a concentracdo final de

100 picomoles/uL, solucédo estoque. Para uso na reacdo de PCR, cada primer foi diluido 1/20

em H,0 (PCR grande) ficando assim na concentracdo de trabalho, ou seja, 5 picomoles/uL.

Nos procedimentos para a reacdo da PCR foram utilizadas amostras de DNA de
individuos que participam deste estudo e mais 0 DNA padrdo K562. Em uma primeira etapa,
as reacdes de amplificacdo foram realizadas nos termocicladores Perkin Elmer 480 e
Mastercycler Gradiente da Eppendorf, utilizando um mesmo programa de amplificacéo.

Na padronizacdo das reagdes monoplexes foram usados diferentes enzimas Taq
Polimerases: Easy Taq Polimerase da LAB TRADE do Brasil, Platinum Tag DNA
Polimerase High Fidelity da INVITROGEN e Go Tag Flex da PROMEGA, utilizando-se o

mesmo programa de amplificacéo.
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Em relacdo aos componentes marcados dos diferentes pares de iniciadores as reaces
de amplificacdo por PCR foram ajustadas a partir da misturas dos diferentes pares de
iniciadores nas proporc¢des necessarias visando:

- a maior intensidade de fluorescéncia dos produtos na amplificacéo;

- 0 equilibrio dos primers na amplificacéo;

-a Tm de cada loci STR.

Nesta etapa para amplificacdo com o sistema PentaPlex-ISED, foi aumentada a Tm
de 60 °C para 62 °C, visando uma melhor definicdo dos produtos de amplificacdo de cada
locus (alelos STR) e a minimizacdo de produtos inespecificos. Também foi aumentado o
tempo da extensédo de (60 °C p/10 min) para (60 °C p/ 60 min) para possibilitar a adenilacdo
adequadas dos nucleotideos. Nesta etapa, utilizou-se a enzima Platinum Tag DNA Polimerase

(INVITROGEN).

4.1.6 Definicédo das condi¢des de amplificacdo via PCR

Apos a padronizacdo dos sistemas de reacdo da PCR para cada locus separadamente
(monoplex), uma das etapas importantes e desafiadoras desse processo foi a definicdo de um
sistema multiplex que proporcionasse amplificacdo equilibrada de todos os loci STR. Em uma
primeira etapa, foram otimizadas as reag0es de PCR, alterando-se as concentracdes dos
componentes: MgCl,, dNTPs, Tag. DNA Polimerase e Tampdo 10 X. A montagem do
PentaPlex-ISED se deu com base nas informacfes a cerca das reagfes monoplexes, que
permitiu entdo a mistura dos cinco iniciadores marcados em condicdes de possibilitar a

amplificacdo simultanea, qualitativa e quantitativamente equilibrada dos cinco diferentes loci.
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4.1.6.1 Construcdo da escada alélica

No contexto deste trabalho, uma escada alélica respectiva de um locus hipervariavel
deve ter o conjunto de alelos, ou os alelos majoritarios, presentes naquele local genético,
objetivando a tipagem fidedigna e conseqiiente obtencdo de perfis genéticos de individuos
oriundos de diferentes populacbes, os quais poderdo ser comparados com a finalidade de
identificacdo humana.

Para a construcdo da escada alélica do sistema PentaPlex-ISED, foram realizadas
amplificacdes a partir de amostras de DNA com perfis genéticos conhecidos. Para isso as
amostras codificadas como 05.6, 11.7, 23.2, 40.6, 11.7, 58.2, 77.2, 65.2, 40.7, 20.7, foram
individualmente amplificadas por PCR (rea¢6es monoplexes), utilizando-se iniciadores ndo
marcados. Na preparacdo das reacdes de PCR para a construcdo da escada alélica, foram
utilizadas quantidades de cada iniciador de acordo com as intensidades verificadas em gel de
agarose 2,5 % corado com brometo de etidio

Os produtos da PCR foram analisados em gel PAGE a 6%, corado com nitrato de
prata, em seguida aplicando no gel 2,5uL de tampéo formamida + 2,5uL. do Mix. Conforme

procedimentos a seguir.

4.1.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

Os produtos amplificados a partir de cada um microssatélite foram analisados por
PAGE, seguindo os procedimentos abaixo.

Nos procedimentos para a preparacdo das placas, seguiram-se rigorosamente as
seguintes instrucdes: As placas de vidro de dimensdes: 19,5cm x 33,5 cm e 19,5 cm x 36 ¢cm,
foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas com agua destilada. Apos a lavagem, a
placa maior foi tratada com 1mL da solucdo REPEL, espalhando-se de forma homogénea,

com auxilio de papel toalha. Ap6s 5 minutos do tratamento a placa foi lavada 3 vezes com
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agua destilada, para retirar o excesso da solucdo. A placa menor foi tratada com 1mL da
solucdo BIND, esfregando-se rapidamente com papel toalha de forma homogénea; apos 5
minutos foram lavadas trés vezes com etanol absoluto secando-se bastante com papel toalha.
Para retirar 0 excesso da solucdo. Para retirar o excesso da solucdo, procurou-se ter cuidado
de ndo deixar as placas préximas uma das outra durante a preparacdo. Apos as placas estarem
secas, foram montadas em forma de sanduiche, colocando os espacadores (0,4 mm de
espessura) nas bordas laterais, em seguida foram colocados os prendedores para evitar

vazamento no momento de verter o gel.

4.1.6.2.1 Preparo do gel de poliacrilamida

Na preparacdo do gel de poliacrilamida, os procedimentos foram os seguintes:
misturou-se imediatamente antes 60mL da solu¢do do gel de poliacrilamida 4%, com 40uL de
TEMED e 400mL de persulfato de aménio (APS) a 10%. Apo6s o preparo da solugdo de
poliacrilamida, a mesma foi vertida lentamente entre as placas, evitando a formacdo de
bolhas. Em seguida, foi inserido o pente (tipo dentes de tubardo), deixando-se o gel
polimerizar por aproximadamente 1 hora. Apds a polimerizacdo do gel, as placas foram
montadas na cuba de eletroforese e processou-se a pré-corrida a 40 watts, durante 30 minutos,

para o pré-aquecimento das placas e estabilizacdo do sistema em torno 40 - 50 °C.

4.1.6.2.2 Preparo das amostras (PCR) para eletroforese
Os procedimentos para o preparo das amostras contendo os produtos da PCR foram os
seguintes: utilizou-se 2,5 uL do sistema de reacdo mais 2,5 uL de tampéo de carregamento
contendo formamida. De maneira similar, a escada alélica e o marcador de tamanho (ladder
100 bp) foram preparados. Anteriormente & aplicagdo nos géis, as amostras eram desnaturadas

a 92 °C por 2 minutos, e transferida imediatamente para o banho de gelo a (4° C). De cada
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amostra preparada a partir dos produtos de amplificacdo por PCR, eram aplicados 3,5 uL nos
géis de poliacrilamidade. A eletroforese era processada a 40 W (voltagem inicial 1.700 V,
corrente inicial 27 mA), por uma hora e trinta minutos. Apos o encerramento da corrida, as

placas eram separadas, sendo entéo o gel fixado a placa BIND corado com nitrato de prata.

4.1.6.2.3 Coloragao do PAGE com nitrato de prata

A coloragdo dos geis de poliacrilamida era realizada com nitrato de prata conforme
descrito por CRESTE et al, (2001). Apos a eletroforese, as placas eram cuidadosamente
separadas e o gel aderido a placa menor fixado com 2 L de solugdo de fixacdo (etanol 10 % e
acido acético 1 %) e mantido sob lenta agitacdo, durante 10 minutos. Apdés a fixacao, os géis
foram lavados sob agitacdo lenta com 2L de agua milli-Q, durante 1 minuto e, em seguida,
submetido a solucdo de oxidacdo (&cido nitrico 1,5 %), durante 3 minutos. Entdo novamente
lavado sob agitacdo lenta com 2 L de agua milli-Q, durante 1 minuto e imerso em 2L de
solugédo 0,2 % de AgNO; durante 20min sob agitacdo lenta. Em seguida, foram realizadas
duas lavagens de 30seg. com agua milli-Q, sob agitacdo lenta, e incubados em 1L de solucéo
de revelacdo(Na,CO3 3 % e formaldeido 0,02 %), sob agitacdo lenta e constante. Quando 0s
produtos da PCR comegavam ser visualizados, os géis eram transferidos para igual volume de
solucdo de revelacdo fresca, agitando-se constantemente. Apos obter-se o padrdo de revelacdo
desejado, os géis foram imersos em 2L de solugdo bloqueadora (acido aceético glacial 5 %) e
mantidos por 5 minutos sob agitacdo lenta. Em seguida, os géis foram submetidos a uma
lavagem final pela imers@o em 2L de agua ultrapura, sob agitacdo, durante 1min. Os géis
foram mantidos a temperatura ambiente até que ficassem completamente secos e as imagens

dos mesmos foram capturadas utilizando um scanner.
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4.1.6.3 Condicdes eletroforéticas em sistema capilar

Para eletroforese em sistema capilar, foram utilizados dois equipamentos de
sequenciamento automaticos de DNA. Os produtos das amplificagdes foram inicialmente
separadas detectadas no sistema MegaBace. Nesta etapa, os produtos de PCR monoplexes
com os iniciadores marcados com fluoroforos eram analisados individualmente. As amostras
para as eletroforeses em capilares foram preparadas conforme descrito no protocolo.

Para a analise de produtos da PCR nesse sistema de eletroforeses, os capilares devem
ser preenchidos com polimeros de poliacrilamida, sendo e a injecdo das amostras realizada
eletrocineticamente. Com a aplicacdo de uma diferenca de potencial nas extremidades dos
capilares, ocorre somente a entrada de moléculas carregadas. A deteccdo dos fragmentos
ocorre quando da passagem destes pela janela de deteccdo onde, apos excitacdo por laser, 0s
diferentes fluor6foros tém suas emissdes captadas e convertidas em sinal elétrico,
possibilitando assim a deteccdo dos fragmentos de DNA produzidos pela PCR.

A identificacdo dos alelos foi feita por meio da comparacdo entre os fragmentos de
DNA gerados por PCR a partir da amostra a ser genotipada e da escada alélica produzida
conforme anteriormente descrito, verificando-se ainda o tamanho em pares de bases de cada

produto detectado, os alelos STR.

- Preparo das amostras para a leitura no sistema capilar

Apos a PCR, aliquotas dos produtos da PCR foram analisadas no sistema capilar de
acordo com seguindo os procedimentos: - preparagdo das amostras de carregamento contendo
8,8uL de Formamida + 0,2uL de LIZ (Size standard); - ap0s o preparo do mix, foram
distribuidos 8uL na microplaca, e em seguida foi adicionado 1 - 2uL do produto da PCR em
cada poco; - a sequir foi realizada a desnaturacdo a 95 ° C, durante 3min, e colocando-se

imediatamente a placa sobre o gelo, deixando-a pronta para ser injetada; - a injecdo das
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amostras nos capilares foi realizada a 3KV por 60-80 segundos e a corrida foi de 10 KV, por
80min. As interpretacbes dos resultados foram realizadas por meio dos programas

computacionais utilizando software aplicado para a identificacdo humana.

4.2 VALIDACAO DO SISTEMA PENTAPLEX-ISED

No processo de validacdo de um sistema multiplex, uma série de etapas tais como
estudos a cerca da sensibilidade e reprodutibilidade do método, analise de amostras bioldgicas
de diferentes fontes e de especificidade, sensibilidade do equipamento utilizado na detecgédo
dos STR devem ser realizados visando a aplicacdo em identificacdo humana por DNA.

Nos estudos de validacdo do multiplex PentaPlex-ISED, foram realizados
experimentos a partir de DNA extraidos de amostras de sangue e dos DNAs padrées (K562,

9947 e 9948).

4.2.1 Analise da sensibilidade do sistema PentaPlex-ISED

O estudo da sensibilidade do método em amostras bioldgicas provenientes de sangue
estd relacionado com a determinacdo da quantidade minima de DNA necessaria para a
tipagem dos alelos dos loci STR reunidos no PentaPlex—ISED. Para verificar a quantidade
minima de DNA que se relacionava com intensidade de fluorescéncia detectavel de todos os
alelos relativos aos loci STRs do sistema PentaPlex-ISED. Na definicdo da quantidade
minima de DNA a serem amplificadas foram preparadas reacdes de PCR utilizando o DNA
padrdo K562. Foram feitas varias diluigdes do produto amplificado (1:10, 1:20 e 1:40), em
seguida realizada a tipagem.

Na deteccdo do DNA por eletroforese em géis de poliacrilamida corado com nitrato

de prata foram testadas em varias concentragdes de DNA entre 0,5 — 1ng.
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4.2.2  Analise da reprodutibilidade do sistema de tipagem

No estudo da reprodutibilidade foram realizadas algumas etapas importantes como: a
reprodutibilidade das tipagens dos 5 loci STR, nas amostras de sangue da populacdo do
Amazonas — AM, na populacdo do Rio de Janeiro e a populacdo do Espirito Santo, usando
também os DNAs padrées (9948, 9947 e K562).

Na analise da reprodutibilidade das tipagens do multiplex PentaPlex-ISED foi
avaliada com base em dois estudos:

- a reprodutibilidade das tipagens de alelos STR de amostras de sangue e DNA
padrao;

- a reprodutibilidade de tipagem do perfil de DNA proveniente de um individuo

testado as diferentes amostras bioldgicas como: sangue, urina, saliva, sémem e bulbo capilar.

4.2.3 Determinacao de alelos microvariantes

Como parte da validagdo do multiplex PentaPlex-ISED, foram realizados estudos nos
alelos que apresentam microvariancias. Esses alelos sdo raros nas populacgdes, caracterizando-
se por apresentarem fracdes da unidade de repeti¢do que caracteriza o0 microssatélite.

Nesta etapa, aliquotas de DNA que apresentavam alelos microvariantes foram
sequenciadas para confirmacdo da estrutura do alelo.

O percentual de microvariancia verificado em cada locus foi calculado e comparado

com aqueles observados em outras populaces.

4.2.3.1 Sequenciamento dos loci STRs
O sequénciamento processou-se a partir dos STR amplificado por PCR, submetidos a
purificacdo em colunas “QIAquick® PCR Purification Kit — QIAGEN”, conforme o seguinte

procedimento: em um tubo de 600uL, adicionou 35uL do produto amplificado, crescentando
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175uL de solucdo de “binding” (5 vezes o volume da amostra). Colocou-se esta mistura na
coluna de purificacdo e centrifugou-se por 50seg. O tampéao que passou pela coluna, contido
no tubo suporte, foi descartado apos a centrifugacdo. Nesta mesma coluna, adicionou 500uL
do tampdo de lavagem e centrifugou-se por 50seg. Novamente descartou-se o volume
centrifugado, contido no tubo suporte da coluna. Centrifugou-se por 50seg., a fim de retirar o
excesso de alcool. Trocou-se o tubo suporte da coluna por um tubo limpo, com capacidade
para 1,5mL e adicionou 30uL do tampao de eluicdo no centro da coluna, e deixou-se embeber
por 2 minutos. Centrifugou-se por 2 minutos. O material que eluiu da coluna constituiu-se no
material purificado desejado. Nestes procedimentos de purificacdo utilizou-se uma
microcentrifuga tipo “Eppendorf-Centrifuge 5410” e as centrifugagdes processaram-se a
12.000 g. Do volume de 30uL eluido, retirou-se 3uL para a analise por meio de eletroforese,

em gel de agarose.

A amostra foi preparada adicionando-se aos 3uL, 5pL de agua e 2L de tampdo de
corrida TEB 5X. Armazenou-se o restante para fins de determinagéo de seqiiéncia de

nucleotideos da amostra.

4.2.3.2 Reacdo de Sequénciamento

O método de seqiienciamento usado foi o descrito por SANGER (1977). Para o
sequenciamento utilizou-se o seguinte sistema de reagdo: 2,5uL — 4uL do DNA; 2,0uL do
“pré-mix DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA
Analysis Systems”; 1,0uL do iniciador (5pmol/uL), e agua Milli-Q para completar o volume
final de 10uL. A reacdo preparada foi levada ao aparelho termociclador PXE 0.2 Thermal
Cycler-Electron Corporation, programado para realizar o seguinte termociclo da seguinte
forma: 95°C, por 25seg. para a desnaturacao inicial e 30 vezes o ciclo: (95 °C, por 15seg.; 50

°C, por 20seg.; 60°C, por 1min.).
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4.2.3.3 Precipitacao e leitura da reacdo de segiienciamento

Ao produto da reacdo de seqlienciamento foi adicionado 1L de acetato de amonia
7,5M e 27,5uL de etanol absoluto. A preparacdo foi misturada utilizando-se um agitador
magnético (vortex) e incubada, por 20min., a temperatura ambiente. A placa foi envolvida em
aluminio laminado para evitar a incidéncia de luz. Seguindo-se a etapa de incubacdo, a placa
foi centrifugada a 4.000 por 40 minutos, a 4 °C, em centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804R).
O sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 120uL de etanol a 70%, seguido de
agitacdo branda por 15seg. A placa era entdo centrifugada novamente a 4000g., por 10min, e
0 sobrenadante descartado, seguindo-se nova centrifugacdo, com a placa invertida, a 700g,
por 15seg. A placa foi mantida em fluxo laminar, por 15min., para que o etanol fosse
evaporado completamente. O DNA foi ressuspenso em 10uL de loading buffer (formamida a
70 % e EDTA 1mM). A placa era vedada e agitada vigorosamente em vortex, por 2 min,
anteriormente a uma centrifugacdo a 700g., por 15seg. Em seguida, as amostras eram
analisadas no seqiienciador automatico “MegaBace 1000 (Amersham Biociences)” por meio
de eletroforese capilar em gel de poliacrilamida. Para injecdo da amostra no capilar, utilizou-
se 3 kV, por 80 segundos, sendo a eletroforese procedida a 6kV, por 5h, na temperatura de 44
°C.
4.2.4  Estudo das bandas stutter

Os estudos dos artefatos denominados de stutter foram particularmente realizados ao
longo das analises de DNA nas trés populagdes estudadas. As amostras de DNA foram
amplificadas por PCR, no sistema multiplex PentaPlex-ISED, procedeu-se a separacdo por
eletroforese em capilar ABI 3100 (Applied Biosystens), no momento em que foram
detectados os loci, também foi observada a presenca de bandas stutter. A intensidade Optica
de cada banda stutter era comparada aquela do alelo com tamanho imediatamente superior a

banda stutter, muitas vezes podem ser confundidas como um alelo real na hora da leitura.
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43 CONSTRUCAO E ANALISE DO BANCO DE DADOS

As amostras populacionais estudadas reuniram 308 individuos de trés populacfes
brasileiras. Os 616 alelos detectados foram importados para o programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005), visando a obtencdo das freqiéncias alélicas de cada marcador e outros
parametros genéticos de interesse, e usou-se o0 software PoweStar para analisar dados

estatistica de interesse forense.

4.3.1 Analise de parametros genéticos populacionais

Os parametros analisados para o estudo da variabilidade genética foram: numero
médio de alelos por locus, freqiéncia dos alelos STR, heterozigosidade média esperada (He),
heterozigosidade média observada (H,).

1) Para calcular o numero médio de alelos por locus, faz-se a soma do namero total
de alelos observados em todos os loci divididos pelo nimero total de alelos de cada locus
individualmente.

2) A heterozigosidade média esperada: mede a proporcdo esperada de individuos
heterozigotos em um locus (HARTL & CLARCK, 1997);

3) Os calculos da heterozigosidade média observada: equivale a proporcéo observada
de individuos heterozigotos em um dado locus (HARTL & CLARCK, 1997);

4) Frequéncia alélica: o calculo das frequéncias alélicas é realizado por contagem
direta.

A frequéncia de determinado alelo na populacdo é o nimero de vezes que o alelo foi

encontrado dividido pelo nimero total de alelos do locus STR especifico analisado.
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4.3.2 Analises estatisticas

Neste estudo foram analisados 0s seguintes parametros estatisticos populacionais:
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), poder de discriminacdo (PD), poder de Exclusdo (PE), conteudo de
informacgdo polimdrfica (PIC). Para este estudo, utilizou-se o programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005) e foi conduzido no programa PowerStats v1.2 (Promega

Corporation).

4.3.2.1 Caélculos das frequéncias dos alelos STR
Neste trabalho, as freqiiéncias dos alelos tipados em cada um dos loci do multiplex
PentaPlex-ISED, foram estimadas contando-se o0 numero de vezes que um alelo foi

encontrado em cada populacédo dividido pelo nimero total de alelos do locus.

4.3.2.2 Poder de discriminacdo (PD)

A probabilidade de discriminacdo pode ser calculada segundo FISHER (1951).

PD=1-X ()2

0 = freqliéncias genotipicas esperadas.

Para varios loci estudados, o poder de discriminagdo acumulado (PD¢a)) é dado por:
PD@=1-[(1-PD1) (1-PD3) (1-PD3)...(1-PDy)]

n = loci estudado.
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4.3.2.3 Probabilidade de coincidéncia

E a probabilidade de um mesmo gendtipo ser originado por mais de uma pessoa. A
probabilidade de que dois individuos escolhidos ao acaso tenham um dado gendtipo é o
quadrado de sua frequéncia na populacdo. Assim, para um genétipo homozigoto a férmula
usada é: (pi%)? e para um genétipo heterozigoto (2 pi pj)? .

A probabilidade de que duas pessoas tomadas ao acaso tenham o0 mesmo gendétipo nao
especificado é a soma dos quadrados das freqliéncias de todos 0s genotipos possiveis

(HARTL & CLARCK, 1997).

4.3.3  Estudo de Populagdes

Na realizacdo dos estudos de populacGes, as amostras de DNA empregadas foram
provenientes das populacfes do Estado do Amazonas, Estado do Rio de Janeiro e Estado do
Espirito Santo. A analise populacional ocorreu a partir de uma base de dados das freqliéncias
alélicas das trés populacbes em estudos reuniram 308 individuos. Para cada locus, as
freqUiéncias dos alelos foram calculadas contando-se o nimero de vezes que um alelo é
encontrado em cada populacdo e dividindo-se esse numero pelo total de alelos detectados na
mesma populacéo.

A frequéncia que determina o perfil genético observado para uma amostra de DNA
pode ser calculada através do produto das freqiiéncias individuais dos alelos. Para tal é preciso
ser demonstrado que os loci considerados estdo em equilibrio na populacédo de acordo com a

lei de Hardy-Weinberg.
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4.3.3.1 Comparacdo populacional
Neste trabalho as populacdes foram comparadas com base no nivel de diferenciacao
genética. As analises foram comparadas utilizando o software Arlequin 3.1, (Excoffier et al.,

2005) onde foram observados:

- niveis de diferenciacdo entre as populacGes estudadas, utilizando calculados da
analise de variancia molecular (AMOVA), (Excoffier et al., 1992);

- os valores de ®@st que é andlogo ao Fst (Stepwised mutation model) de Wright
(1969) (Weir & Cockerham, 1984);

- 0 teste de Mantel (Mantel, 1967) a partir de ferramentas disponiveis no programa
Arlequin 3.1 (SCHNEIDER et al., 2006). Foi também analisado o distanciamento geogréfico,
com o objetivo de verificar se este esta interferindo no fluxo génico entre as populagdes.

Na andlise de Variancia Molecular, do inglés Analysis of Molecular Variance
(AMOVA), foi novamente utilizado o programa Arlequin versdo 2000 (Schneider et al.
2000), para estimar a diferenciacdo genética das trés populacdes pela analise de variancia
molecular (AMOVA), O que permite as analises hierarquicas de trés componentes da
variancia genética, ou seja, aquele devido a diferencas genéticas entre individuos dentro das
populagdes, entre populacdes, dentro dos grupos e entre grupos. O teste de significancia dos
valores de variancia genética estimado com o uso de 10.000 permutacdes (EXCOFFIER et al,
1992). Os valor de p extraido da AMOVA representa a probabilidade de se obter ao acaso
valores maiores ou iguais aqueles de Fst (déficit de heterozigotos entre populagdes) e dos
componentes "reais” da variancia. A rejeicdo da hipotese de auséncia de diferenciacdo genética
ocorre em um nivel de significancia de p < 0,05. Para o presente trabalho foram utilizadas
10.000 permutagdes aleatorias para calcular os valores de Fst e de componentes da variancia

representante da distribui¢éo nula.
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Na anéalise estatistica envolvendo multiplos testes de significancia independente,
aplicou-se a correcdo de BONFERRONI (1936). Onde o valor de p < 0,05, dividiu-se o nivel
de significancia de cada teste pelo numero de populagdes analisadas menos um (0,05 / n-1),

obtendo assim um valor de p corrigido.

4.3.3.2 Detalhamento das analises para o estudo de populagéo

Para a realizacdo das analises populacionais foram preparados arquivos em formatos
de bloco de notas, contendo as bases de dados dos loci STRs: D55198498, D8S82535,
D11S118590, D3S18773 e GH15, componentes do sistema PentaPlex-ISED, provenientes das
populacdes estudadas. Os dados foram importados para o software estatisticos Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005), visando calcular as freqiiéncias génicas de cada loci, e verificar se
eles estdo em equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), em seguida construir um banco de dados.
Onde foram analisados os seguintes parametros: Numero médio de alelos por locus;
Freqliéncias alélicas; heterozigosidade observada (Ho); heterozigosidade esperada (He) e

verificar se esses alelos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DOS LOCI STRS

Dos 15 loci microssatélites desenvolvidos por Pontes 2003, apenas 5 loci foram
selecionados por apresentarem maior grau de polimorfismo e melhor padrédo de amplificagéo.
As caracteristicas relacionadas tipo de sequéncia de repeticdo, temperatura de anelamento,
tamanho de pares de bases (pb), localizagdo cromossomal e referéncias no GenBenk estéo

demonstradas na Tabela 05.

TABELA 04: Relagdo dos 5 marcadores STR selecionados e suas caracteristicas

Locus Sequénci Tm Tamanho Localizagdo Referéncias
“Primers” a (°C) pb Cromossomal GenBank
Repetida
ISO3G | (GATA)y 60 200-270 11p11+2 AC021573
ISO2M | (GGCT)w 60 180 -220 5035 AC026689
1SO2G (TCTG)y 60 240-280 8p23 AC022846
ISO1IM (GATA) 1 60 218-220 3p25 AC090958.3
RP11-758G22
ISO5P | (GATA); 60 140-190 15p11+2 ACO073446
RPN1-757E13

Esses marcadores foram identificados no genoma humano, ndo haver até 0 momento
desta um estudo mais detalhado destas regides, somente a regido 15p11+2 que encontra-se
préximo a regido da golgina no (RPN1-757E13).

Os 5 loci identificados nos cromossomos humanos estédo apresentados na FIGURA
06 os marcadores ISO1M, ISO2M, ISO2G, ISO3G e ISO5P, além dos cromossomos sexuais

(XY).
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5.2
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Figura 07: Posicdo dos novos marcadores STRs e também a localizagéo do locus da amelogenina
NOS Cromossomos sexuais.

DESENHO DOS PRIMERS

Os desenhos dos primers foram realizados apos a identificagdo dos loci microssatélites

STRs no genoma humano por meio do programa BLAST-N que analisa a homologia

comparativa das sequéncias. Tanto o banco de genes quanto o programa de busca podem ser

acessados por meio da pagina eletronica da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

(AUSTCHUL et al., 1990 e 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Apobs a identificacdo das sequéncias STR e suas sequéncias flanqueadoras, 0s primers

foram desenhados com TMs de aproximadamente de 55°C a 62°C, veja TABELA 06.

Tabela 05: Sequéncia dos primers e suas posi¢des nos cromossomos humanos. Os nimeros indicam a base
inicial e final de cada primer na montagem de referéncia de cada cromossoma no GenBank.

Locus  Cromos Primer Posicdo  Posicdo Sequéncia dos primers
SOmMos 5'-P 3'-OH 5(—)3’
1SO2M 5 R 12668130 12668110 CTCCTTCGAACCTTCTTCCTG
F 12667927 12667948 ATGTCCTATCCAGCCCTTCACC
1SO3G 11 R 45748636 45748607 AAGATGTATTAAATGAAAAAGTATGCACTG
F 45748372 45748395 AGGAGTTCAAGACCAGACTGGATG
ISO5P 15 R 164657 164683 CTCTTGTTACAAAAATCAGTGTTCTCC
F 164828 164807 CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC
1SO2G 8 R 3557181 3557200 TGGACACTTCTCCCCACACG
F 3557444 3557423 TATTGCAGGGATTTGCCATAGG
ISO1IM 3 R 11948981 11949002 AATTACGCCACCAGCTTTGTTG
F 11949199 11949178 GTGAACATCTGCCCTGCATTAG

E importante ressaltar que os marcadores STR desenvolvidos neste trabalho

identificados no genoma humano ndo foram ainda descritos para uso em analise genética.

5.2.1 Nomenclatura dos STRs

A nomenclatura destes marcadores STRs ficou definidos conforme mostra a
nomenclatura utilizada por (Butler, 2006), para os novos microssatélites na Tabela 07.
Ficaram os novos STRs com a nomenclatura seguinte forma: onde mostra a letra D refere-se
ao DNA, a letra S e o numero correspondem a localizagdo no cromossomo humano,
finalizando com a numeracgdo da posi¢cdo do primers no genoma humano. GH refere-se ao

gene da golgina humana no cromossomo 15.
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Tabela 06: Nomenclatura dos novos marcadores STR.

STRs novos Nomenclatura dos novos STRs do CODIS Cromossomo
STRs
1IS02M D55198498 D5S818 e CSF1PO 5
1S02G D8S82535 D8S1179 8
IS03G D11S118590 THO1 11
1IS0O1M D3S18773 D3S51358 3
1SO5P GH15 15

Os resultados observados quanto a posi¢do dos 5 loci nos cromossomos mostrou que
quatro deles situam-se nos mesmos cromossomos de alguns dos loci que formam o CODIS.
Assim temos o locus D3S1358 do CODIS, que estda no mesmo cromossomo do locus
D3S18773; o locus D8S1179 do CODIS esta no mesmo cromossomo do locus D8S82535; os
loci D5S818 e CSF1PO do CODIS estédo no cromossomo do locus D5S198498; o locus THO1
do CODIS esta no cromossomo do locus D11S118590, o locus GH15 é o Unico locus que ndo
esta inserido entre 0os cromossomos que fazem parte do CODIS.

5.2.2 Marcagao dos primers

Para a deteccdo automatizada dos marcadores STRs foi necessario proceder a
marcacdo dos primers utilizando fluoréforos HEX - Hexametilrodamina (no eletroferograma
apresenta de cor verde), NED - Dye yellow (no eletroferograma apresenta preto) e FAM -
Carboxi-fluoresceina (no eletroferograma apresenta na cor azul), na extremidade 5' como
mostra a TABELA 08, deixando um intervalo de aproximadamente 20 - 40pb para que nao
houvesse sobreposicdo de alelos de um locus em outro marcado com o mesmo fluoréforo e

interferéncia nas analises.
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Tabela 07: Os iniciadores STR e as seqiiéncias marcadas com fluor6foros (NED, FAM e HEX).

85

Locus Sequéncia dos iniciadores Fluoroforos
Novo 5’— 3)
D3S18773 Forward: GTGAACATCTGCCCTGCATTAG NED
Reverse: AATTACGCCACCAGCTTTGTTG Dye (yellow)
D5S5198498 Forward: ATGTCCTATCCAGCCCTTCACC FAM
Reverse: CTCCTTCGAACCTTCTTCCTG Carboxi-
fluoresceina
D8S82535 Forward: TATTGCAGGGATTTGCCATAGG HEX
Reverse: TGGACACTTCTCCCCACACG Hexametilrodamin
a
D11S118590 Forward: AGGAGTTCAAGACCAGACTGGATG FAM
Reverse: AAGATGTATTAAATGAAAAAGTATG Carboxi-
CACTG fluoresceina
GH15 Forward: CAGGTCTCCCAGTACACAGGAC HEX

Reverse: CTCTTGTTACAAAAATCAGTGTTCTCC

Hexametilrodamin
a

A tipagem de marcadores STRs baseada na deteccdo por fluorescéncia € hoje

praticamente universal, sendo usada em laboratérios de genética forense em todo o mundo

(BRETTELL et al., 2005).

5.3 DEFINICAO DAS CONDICOES DA PCR

Para definir as condicdes da PCR foram realizadas amplificacdes com diferentes

enzimas baseando-se nas condi¢des levantadas na literatura e nas sugestdes dos fabricantes

das enzimas. Os resultados desses estudos estdo mostrados na Tabela 09. Diversas

amplificagdes por PCR foram realizadas como sistema monoplex, a fim de avaliar a

funcionalidade dos primers. Os produtos foram analisados em gel de agarose 2,5%, corado

com brometo de etidio e em seguida atraves de gel de poliacrilamida (PAGE) 6%, corado com

nitrato de prata.
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Tabela 08: Definigdes das condi¢des da PCR para os marcadores STRs monoplex

Componentes da reacdo de Quantidade final para 20 uL
PCR

H20 2,2 ul

Tampéo 10X 2,5uL

MgCl, (20 mM) 2,5 L

dNTP (2,5 mM) 2,5 uL

Primer (R) (5 pmol/uL) 2,5 uL

Primer (F) (5 pmo/uL) 2,5 uL

Tag. DNA (5 U/uL) 0,3 uL

Solugdo de DNA (5 ng/uL) 5,0 uL

Vol. Final 20,0 uL

95 °C -2 min

Termociclo utilizado: 40x (94 °C p/40 seg; 60 °C p/ 60 seg; 72°C p/ 90 seg)
60 °C p/ 10min.
4 °C hold.

Nesta etapa, as condi¢es de amplificacdo utilizadas foram ajustadas conforme estudos
relacionados com amplificacdes de cada loci STR, observados as condi¢fes individuais e
observando estudos ja realizados com outros STRs (PROMEGA, 1995; PROMEGA, 1998).

A FIGURA 07 mostra os perfis eletroforéticos dos amplicons em gel de agarose 2,5
%, corado com brometo de etideo (1ug/mL), utilizando amostras de DNA de trés individuos
(3M, 3C, 3SP e controle negativo). Pode-se observar que utilizando esta metodologia nao é

possivel obter a separacdo dos alelos microssatélites.
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Figura 08: Mostra o perfil eletroforético de DNA dos 3 individuos (3m, 3c, e 3 sp),
analisado em gel de agarose 2,5 % corado com brometo de etideo (Lug/uL).

A seguir os amplicons para os monoplexs (D3S18773, D5S198498, D8S82535,
D11S118590 e GH15) foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida como
mostra a Figura 08. Pode-se observar em todos os casos a presenca de um alelo nos
individuos homozigotos de dois alelos nos individuos heterozigotos. A visualizacdo de dois
dos alelos microssatélites s6 é possivel pelo alto poder de resolucdo desse tipo de eletroforese.
Em alguns casos pode-se observar “sombras” que migram mais, estas correspondem aos

stuttes.
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Figura 09: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (PAGE) 0,6 % corado com nitrato de
prata, evidenciando a amplificacdo por PCR dos sistemas monoplexs “STRs”.

As condicBes empregadas para a amplificacdo de uma Unica regido STR, nas
(reacfes monoplex) diferem daquelas empregadas para a amplificagdo simultanea de um
conjunto de regides STRs, conhecida como reagdo multiplex. Para essas reacdes leva-se em
conta a condicdo de amplificacdo, que devem ser ajustadas de forma que possibilitem uma
geracdo de produtos simultanea e equitativamente a partir de cada uma das regides STR que
constituem os marcadores do sistema multiplex (BUTLER, 2003).

O complexo magnésio — dNTP é o principal substrato para a reacéo de alongamento da
cadeia. O magnésio se liga preferencialmente as cargas negativas dos grupos fosfato,
reduzindo assim as forgas repulsivas entre esses grupos. A diminuicdo desses reagentes na
reacdo da PCR pode promover a diminui¢do da quantidade dos produtos ou aparecimento de
novos amplicons (LEVEDAKOU et al., 2001).

A enzima AmpliTaq Gold DNA polimerase, por exemplo, sob condi¢bes 6timas,
permanece ligada ao DNA molde até 40 a 60 nucleotideos tenham sido replicados. Esta

ligacdo, por sua vez pode ser afetada por uma serie de condi¢cbes como temperatura, forca
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ibnica e interacdo com outras proteinas. Quando as condicGes de estringéncia sao modificadas
a taxa de processamento da enzima pode diminuir, afetando preferencialmente a
polimerizacéo dos fragmentos de maior tamanho (SILVA, 2004 & MANTA, 2008).

Na TABELA 10, estéd representada a mistura do sistema de reacdo da PCR para o
Sistema PentaPlex-ISED, que pode ser utilizado com as enzimas DNA Polymerase
HotStarTaq QIAGEN (Multiplex PCR Handbook); Platinum Tag DNA Polymerase

(Invitrogen).

Tabela 09: Mostra as condi¢des da PCR para reacdo do Sistema PentaPlex-ISED, que pode ser utilizado
com diferentes enzimas na mesma concentra¢do e com primers marcados com fluorocromos.

Componentes da reacdo de PCR Quantidade final para 10 uL

H,0 4,3 uL
Tampao Platinum Plus (4X) 2,5uL
Primers (PentaPlex-ISED) (100 pmol) 1,0 uL
Taq DNA Polimerase Platinum (5U/pL) 0,2 uL
Solugéo de DNA (1 ng/uL) 2,0 uL

Vol. Final 10,0 pL

95 °C — 2 min

Sistema de amplificagéo 40x (94 °C p/40 seg; 62°C p/ 60 seg.; 72°C p/ 90 seg.)

60 °C p/ 60 min. 4 °C hold.

O tampéo Platinum Plus (4X) foi preparado a partir das solugdes estoque (kit) (MgCl,,
tampéo 10X, dNTPs) mostrado na TABELA 04 em Material e Métodos. As condicdes de
amplificacdo foram ajustadas de forma que possibilitassem a amplificacdo simultanea dos 5
STRs escolhidos. Quando utilizamos enzima comum no sistema monoplex, os resultados

foram 6timos como foi mostrado nas FIGURAS 07 e 08. No sistema multiplex, esse tipo de
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enzima ndo foi eficiente, pois a sua processividade ¢ muito baixa. Quando foram utilizadas
outras enzimas com processividade maior os resultados foram excelentes.

As enzimas Taq DNA polimerase modificadas, como a AmpliTaq GoldTM DNA
polimerase (Applied Biosystem) e Platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen) possuem alta

especificidade e sensibilidade.

5.4 AMOSTRAS BIOLOGICAS E ANALISE DE DNA

No estudo das amostras bioldgicas foram arrolados inicialmente 104 individuos
geneticamente ndo relacionados pertencentes a populacdo de Manaus (AM). Amostras de
sangue foram coletadas, os DNAs extraidos, conforme metodologia descrita em Material e
Métodos. A seguir aliquotas das amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio. As concentracdes foram estimadas tomando-
se como padrdo o DNA humano K562. Os resultados estdo mostrados na Figura 09. Foram
aplicados no gel 5uL de cada amostra, além do padrdo de DNA K562 na concentracdo

5ng/pL.
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FIGURA 10: Perfis eletroforéticos das amostras de DNA extraidas da populagdo do Amazonas. O
DNA K562 que é DNA padrdo de referéncia.

As analises por eletroforeses, em géis de agarose a 0,8%, permitiram conferir a
integridade das amostras (auséncia de rastro) de DNA e a comparacgdo com a fluorescéncia do

DNA padréo K562 (5ng/pL) permitiu estimar-se as concentragdes do DNA das amostras em

(5 - 10ng/pL).

55  CONSTRUCAO DA ESCADA ALELICA

Na construcdo da escada alélica, foram utilizadas algumas amostras de DNA da

populacdo do Estado do Amazonas, as quais estdo mostradas na Tabela 11, e o sistema
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monoplex para amplificacdo apresentado na TABELA 09. A TABELA 11, também mostra os
volumes dos amplicons de cada STR que foram misturados para compor a escada alélica. Em
seguida a escada alélica foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida com nitrato de

prata como mostra na FIGURA 10.

Tabela 10: Mostra a mistura para a composicdo da escada alélica, utilizando diversas
amostras de DNA com perfis conhecidos.

Locus DNA utilizado na Volume (uL)
iniciadores amplificacdo
D3S18773 23.2€65.2 4,0pL
D55198498 40.6 € 40.7 4,0pL
D8S82535 11.7e77.2 6,0uL
D11S118590 05.6 € 58.2 4,0uL
GH15 11.7e20.7 5,0uL

Nos resultados mostrados na FIGURA 10 indicam que os padrdes de migracdo dos
marcadores D8S82535 e D11S118590 foram similares, obviamente possuem o tamanho de pb
muito proximo em torno de (260/280), todos migraram na mesma faixa do gel de
poliacrilamida. Os fragmentos amplificados nos loci D3S18773 e D55198498 também foram
similares, obviamente porque possuem o namero de pares de base (pb) muito préximo na
faixa de (200/230). O locus DGH15 apresenta fragmentos em uma faixa de aproximadamente
100/180 pares de base (pb), pois seus produtos fizeram um percurso maior durante a corrida

eletroforética tendo apresentado alelos bem definidos.
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Figura 11 : Perfil eletroforese dos 5 monoplexes em gel de poliacrilamida corado por prata da
Escada Alélica (E.A), utilizando DNAs (05.6, 11.7, 23.2, 58.2, 77.2, 65.2) da populagdo do
Amazonas.

Na escada alélica, que foi produzida para ser utilizada nos sistemas de eletroforese em
gel de poliacrilamida vertical, foram incluidos os alelos mais freqiientes observados para cada
loci. Os alelos amplificados tiveram suas concentracdes estimadas e, entdo, misturados de
forma a gerar uma escala alélica balanceada para cada locus.

No sistema eletroforético em capilar € utilizado um padrdo de peso molecular,
denominado L1Z, marcado com fluorescéncia de cor laranja. Esse padrdo serve para comparar
os fragmentos de DNA quanto ao peso molecular.

Para leitura no sistema automatizado, esses iniciadores STR, foram marcados com
diferentes fluorocromos. Além disso, a padronizacdo das condicdes eletroforéticas, conforme

demonstrado neste trabalho, proporcionaram um bom padrdo de separacdo dos alelos,
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facilitando a deteccdo dos mesmos tanto visualmente quanto em sistemas automatizados,

podendo ser detectado durante a genotipagem das amostras de DNA.

5.6 COMPOSICAO DO SISTEMA PENTAPLEX-ISED

O protétipo do sistema PentaPlex-ISED apresentado neste trabalho foi preparado
com cinco marcadores genéticos STRs previamente estudados e selecionados que se
encontram localizados em diferentes cromossomos, apresentando repeti¢des tetranucleotideos,
os quais foram desenvolvidos por Pontes (2003), como mostrado na Tabela 03, e que esse
conjunto de marcadores apresentavam elevado grau de polimorfismo, o que justificava a
utilizacdo dos mesmos na analise genética com a finalidade de identificacdo humana com
base nos elevados graus de polimorfismo por eles apresentados.

Para a composicdo do sistema PentaPlex-ISED procedeu-se & mistura de cada par de
iniciadores em diferentes concentracfes, a partir das solugdes estoques dos iniciadores
marcados na concentracdo de 100pmoles/puL em volume de 20, 40 e 80pL, tendo o cuidado na
hora de proceder a mistura para que tivéssemos um equilibrio na intensidade dos cinco loci
STRs. Na composic¢do final do multiplex foi incluido a amelogenina, que é o Unico marcador
de alossomos (cromossomos sexuais), que possui em torno de 106 pb no cromossomo X, e
112 pb no cromossomo Y. Este gene esta presente na parte homologa desses cromossomos e

serve tambem para determinagéo sexual.
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Apols a amplificacdo dos alelos STR no sistema multiplex, com marcacdo com
fluorocromos, os produtos foram genotipados por eletroforese capilar, no seqtienciador
automatico de DNA MegaBace GE Healtcare na UFAM e no ABI 3100 da Applied na UERJ.

Vérias etapas foram realizadas para a montagem do multiplex com a amplificacdo de
todos os loci, observando a intensidade, altura dos picos de cada alelo e a presenca de
artefatos que pudessem prejudicar a analise dos resultados. Foram também avaliadas a
qualidade do produto amplificado e a quantidade de DNA necessaria para uma boa deteccéo,
a partir dos DNAs padrao.

Na padronizacdo do sistema multiplex foram utilizadas aliquotas de DNA das
linhagens celulares 9948, 9947 e K562, amplificadas por PCR e o produto analisado
conforme descrito em Material e Métodos. Na FIGURA 11, s&o mostrados os alelos do DNA
padrdo (K562) utilizando os marcadores STR D3S18773, D5S198498, D8S82535,

D11S118590 e GH15 marcados com fluorocromos.
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Figura 12: Alelos STR amplificados por PCR a partir dos DNA controle utilizando o sistema PentaPlex-ISED
para os loci D5S198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e D8S82535, marcados com
hexametilrodamina e D3S18773, marcado com tetrametilrodamina. A amostra foi analisada ap6s
eleteletroferograma dos produtos amplificagdo DNA (K562) analisado por eletroforese em capilar no

seqlienciador ABI 3100.

As analises dos produtos da amplificacdo com sistema PentaPlex-ISED revelaram
um equilibrio entre as quantidades dos produtos amplificados nos diferentes loci, e o poder da
eletroforese capilar para separar os alelos STR (FIGURA 11).

Atualmente, os sistemas multiplexes vém sendo utilizados com frequéncia para
andlise genética de marcadores STRs, com objetivo de promover a construgdo de bases de
dados de frequéncias alélicas para varios loci simultaneamente e, a partir desses estudos dados
estatisticos de interesse para vinculos genéticos, investigagdes criminais e analise evolutiva
podem ser gerados (BUDOWLE et al., 1998; FREGEAU et al., 1999). Neste estudo podemos

citar a construgdo de multiplex como o PentaPlex-ISED que pode ser uma alternativa para o
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Laboratorio de Diagnostico Molecular da UFAM, para a diminui¢do dos custos das analises
genéticas em relacdo aos sistemas comerciais de tipagem humana disponiveis no mercado.

A utilizacdo de STRs tetra ou pentanucleotideos em sistema multiplex na tipagem
para identificacdo humana é devida ao fato desses serem menos sujeitos a falha no processo
de amplificacdo, prevenindo-se entre outros eventos o aparecimento de stutters (VAN

HOOFSTAL et al., 1998).

5.7 ESTUDOS DE VALIDACAO DO SISTEMA PENTAPLEX-ISED

Nesta etapa foram desenvolvidos estudos com o proposito de validar o sistema
PentaPlex-ISED. O processo de validacdo abrange aspectos técnicos e metodoldgicos que séo
criticos e que precisam ser observados. Esses aspectos sao:

1 — Estudo da sensibilidade do sistema multiplex;

2 — Reprodutibilidade do método da tipagem de DNA em diferentes amostras de um
mesmo individuo;

3 — Padronizacao da amplificacdo com diferentes enzimas;

5 — Andlises das bandas stutter produzidas por cada locus STR;

6 — Determinacéo de alelos microvariantes em cada locus STR.
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5.7.1 Analise da sensibilidade do sistema

Visando verificar a quantidade minima de DNA que se relacionava com intensidade
de fluorescéncia detectavel de todos os alelos relativos aos loci STRs do sistema PentaPlex-
ISED, para analise por eletroforese em poliacrilamida/prata, testando-se varias quantidades de
DNA em torno de 1ng. a 50ng., verificou-se que 5ng./uL por sistema de amplificacdo era o
ideal para as analises. Por outro lado, para as analises com o sistema PentaPlex-ISED por
fluorescéncia, utilizando-se eletroforese capilar, essa quantidade de DNA por sistema de
amplificacdo mostrou-se excessiva, por isso realizou-se diversas diluicbes e a menor
guantidade de DNA que resultou em intensidade de fluorescéncia detectavel para todos os loci
foi correspondentes 1/20, ou seja, 0,25ng. de DNA.

Budowle e colaboradores (1997), trabalhando com o multiplex CTT, concluiram que o
limite minimo para amplificacdo dos alelos se estabelecia entre 0,20 e 0,25ng. Em 1996, Van
Oorschot e colaboradores conseguiram sucesso na amplificacdo por PCR usando somente
0,05ng de DNA. No entanto, neste caso foi utilizado somente o iniciador para o locus THOL.
Esta observacdo nos faz concluir que quanto maior o nimero de regides analisadas, maior a
quantidade de DNA requerida para a amplificacdo, devido provavelmente a competicdo dos
iniciadores pelos respectivos amplicons. Isso significa que as concentracdes dos DNAS

utilizados neste estudo estdo de acordo com os estudos realizados por varios estudiosos.

5.7.2 Andlise da reprodutibilidade do sistema de tipagem

Neste estudo de reprodutibilidade da tipagem, com o sistema PentaPlex-ISED, foram
avaliados com diferentes tipos de amostra de DNA. As analises realizadas foram:

1) Tipagem utilizando duas amostras de sangue (F50 _7F e 58s_M), e o controle

positivo (K562). Os resultados estdo mostrados nas FIGURAS 12, 13 e 14, onde foi
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observada a tipagem das trés amostras amplificadas com o sistema PentaPlex-ISED e

perfis eletroforéticos bem definidos.
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Figura 13: Alelos STR amplificados por PCR, a partir do DNA controle K562 utilizando o sistema PentaPlex-
ISED para os loci D55198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e D88D8S82535, marcados
com hexametilrodamina e D3S18773, marcado com Tetrametilrodamina. A amostra foi analisada por
eletroforese em sistema capilar do seqtienciador ABI 3100.
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Figura 14: Alelos STR amplificados por PCR a partir de DNA de sangue do individuo (58s_M), utilizando o
sistema PentaPlex-ISED para os loci D55198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, e D8S82535,
marcados com hexametilrodamina e D3S18773 marcado com tetrametilrodamina. A amostra foi analisada
apos eletroforese em sistema capilar do sequienciador ABI 3100.
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Figura 15: Alelos STR amplificados por PCR a partir dos DNA de sangue do individuo (50-7F), utilizando o

sistema PentaPlex-ISED para os loci D55198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e

D8S82535, marcados com hexametilrodamina e D3S18773 marcado com Tetrametilrodamina. A amostra foi
analisada por eletroforese em sistema capilar do sequienciador ABI 3100.

2) Nesta etapa, foram extraidos DNA de amostras bioldgicas de um mesmo individuo

sangue, urina, sémen e saliva. Apds amplificacdo por PCR os produtos foram separados por

eletroforese em capilar (ABI 3100) e os alelos detectados foram comparados com o objetivo

de verificar se todos os alelos STR foram amplificados com o sistema PentaPlex-ISED. Os

resultados estdo mostrados nas Figuras 15 a 18. As amostras de DNA amplificadas e os alelos

detectados foram comparados com os perfis alélicos das amostras analisadas anteriormente. O

locus da amelogenina mostrou eficiéncia para a tipagem das diversas evidéncias bioldgicas

analisadas.
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Figura 16 : Alelos amplificados por PCR a partir de amostra de DNA de Saliva, utilizando o sistema
PentaPlex-ISED para os loci D5S198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e
D8S82535, marcados com hexametilrodamina e D3S18773, marcado com Tetrametilrodamina, +
Amelogenina. As amostras foram analisadas por eletroforese em sistema capilar do seqlienciador ABI

3100.
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Figura 17: Alelos amplificados por PCR a partir de amostra de DNA de Sangue, utilizando o sistema
PentaPlex-ISED para os loci D5S198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e
D8S82535, marcados com hexametilrodamina e D3S18773, marcado com Tetrametilrodamina, +
Amelogenina. As amostras foram analisadas por eletroforese em sistema capilar do seqiienciador ABI

3100.
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Figura 18: Alelos amplificados por PCR a partir de amosa de DNA de Sémen, utilizando o sistema
PentaPlex-ISED para os loci D55S198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e
D8S82535, marcados com hexametilrodamina e D3S18773, marcado com Tetrametilrodamina, +
Amelogenina. As amostras foram analisadas por eletroforese em sistema capilar do sequenciador ABI
3100.
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Figura 19: Alelos amplificados por PCR a partir de amostra de DNA de Urina, utilizando o sistema
PentaPlex-ISED para os loci D5S198498 e D11S118590 marcados com fluoresceina, GH15 e
D8S82535, marcados com hexametilrodamina e D3S18773, marcado com Tetrametilrodamina, +
Amelogenina. As amostras foram analisadas por eletroforese em sistema capilar do seqlienciador ABI
3100.
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Observou-se que os loci D55198498, D11S118590 e GH15 apresentaram intensidade
dos alelos em torno de 6000 a 9000 RFU em todas as amostras de DNA genotipadas (saliva,
sangue, sémen e urina). Outros loci amplificados com o sistema LDD10 (Manta, 2008)
apresentaram intensidades mais baixas que os alelos amplificados com o PentaPlex-ISED.
Porém, os loci D8S82535 e D3S18773 apresentaram intensidade dos picos muito parecidos
em torno de 2000 a 5000 RFU, com as do o sistema LDD10. Em todas as amostras tipadas 0s
alelos apresentaram altura bem definida, com exce¢do da amostra de DNA oriunda do bulbo
capilar, que ndo amplificou, entendemos, seja por causa da concentracdo do DNA ter sido
muito baixa.

3) Tipagem das amostras de DNA extraidas de sangue dos individuos das populagdes
dos Estados do Amazonas, Rio de Janeiro, e Espirito Santo estdo mostradas os resultados nas

FIGURAS 21 a 25.

5.7.3 Padronizacdo da amplificacdo com diferentes enzimas
Visando verificar a eficiéncia de amplificacdo de alelos STR, utilizando o sistema
PentaPlex-ISED com diferentes enzimas, amostras extraidas pelo método Chelex e amostras
de DNA padrdo foram amplificadas com as enzimas HotStar Tag DNA Polimerase
(QUIAGEN). Apos amplificacdo por PCR, os produtos foram separados por eletroforese em
capilar (ABI3100) e os alelos detectados foram analisados quanto as intensidades dos sinais
de fluorescéncia (altura do pico) expressos em RFU. Também foram feitas amplificacbes com
enzima Platinum Tag DNA polimerase (INVITROGEN).
Observou-se que as intensidades dos sinais de fluorescéncia (altura do pico) permitiram

a deteccéo dos alelos com maior clareza comparando com os resultados das enzimas comuns.
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5.7.4 Andlises das Bandas Stutter

A deteccdo de bandas stutter foi realizada por meio da tipagem de 308 amostras de
DNA de individuos nédo relacionados geneticamente, das trés populacdes analisadas neste
trabalho. As amostras de DNA foram amplificadas por PCR, em seguida separadas, por
eletroforese no sistema capilar ABI 3100 momento em que era observada nos loci a presenca

de bandas stutter, como mostrado na FIGURA 19.

160 170 18

Locus GH15

Banda “stutter”
==/

17133

Figura 20: Perfil eletroforético de banda stutter no alelo 12
do locus GH15.

Neste estudo, foi determinado o percentual entre as intensidades de banda stutter e dos
respectivos alelos incluidos no PentaPlex-ISED, quando apresentavam altura do pico stutter
maior que 50 RFU (Medidas de intensidade de fluorescéncia).

Esses artefatos, na maioria das vezes sdo decorrentes de falhas no processo de
amplificacdo, incluindo a adi¢do ou a perda de uma unidade de repeticdo ao fragmento

amplificado por PCR, gerando uma banda de baixa intensidade chamada de stutter
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(DANIELS et. al., 2004). Essas bandas também podem representar sério problema em
analises forenses que apresentem misturas de amostras biologicas, podendo confundir os
resultados.

Sequéncias repetitivas ricas em bases complementares, tendem a formar uma
estrutura secundaria em forma de alca. Dependendo do tamanho dessa estrutura, podem ser
induzidas pausas no processamento da DNA polimerase, devido a instabilidade do complexo
DNA molde-DNA polimerase. Alternativamente, a enzima pode permanecer estavel no
complexo, ocorrendo 0 escorregamento na regido da alca (FRESCO & ALBERT, 1960;
LEVINSON & GUTMAN, 1987). Essas falhas de polimerizacdo produzem amplicons
menores que correspondem aos stutter.

Os percentuais de stutter observados neste trabalho estdo em concordancia com os
verificados em outros estudos de validacao envolvendo loci com quatro e cinco nucleotideos
constituindo as unidades de repeticdo (MICKA et al., 1999; LEVEDAKOU et al., 2002).

O uso de marcadores STRs tetra ou pentanucleotidico em sistema de tipagem é
recomendado devido ao fato desses marcadores serem menos sujeitos a falhas no processo de
amplificacdo, prevenindo entre outros eventos o aparecimento dos stutter (VAN HOOFSTAT
et al, 1998). Van Hoofstat e colaboradores verificaram uma incidéncia menor de stutter, com

0 aumento do tamanho da unidade de repeticéo.

5.7.5 Determinacéo de alelos microvariantes em cada locus STR

No desenvolvimento deste trabalho, foram detectadas em alguns loci as ocorréncias de
alelos microvariantes, pois apresentavam migracéo eletroforética sem correspondéncia com os
alelos que compunham a escada alélica. Nesta etapa foi determinada a taxa de ocorréncia
desses alelos nas trés populagdes estudadas (Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito Santo),

somando um total de 308 amostras de DNA analisadas.
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Os resultados observados nesta fase estdo apresentados na FIGURA 20, que mostra o
percentual de alelos microvariantes para cada locus analisado. O locus D3S18773 nao
apresentou microvariancia. No locus D8S82535 foi observado um maior percentual de alelos
microvariantes: 15 alelos (5.1, 6.1, 6.2, 6.3, 7.1, 7.2, 8.1, 8.2, 8.3, 9.1, 9.2, 9.3, 10.1, 10.2 e
11.2). O segundo que apresentou mais microvariancia foi o locus D11S118590 em que foram
observados 8 alelos microvariantes (4.2, 5.2, 7.3, 8.2, 8.3, 9.3, 10.3 e 11.3). No locus GH15, 5
alelos microvariantes foram observados (8.3, 9.1, 9.3, 10.1 e 10.3), e no locus D55198498, 2

alelos microvariantes (9.3 e 10.3).

Soma de (f) acumuladal
0,8
D8S82535
0,7
0,6
05 LOCUS
D11S118590 B GH15

04 [ D8S82535

' [ D55198498

GHIS 00D3S18773
0.3 DSS198498 M D11S118590
0,2
0,1
D3S18773
0
0 2 4 5 15

[n de alelos microvariantes |

Figura 21: Percentual de microvariancias por locus.
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Para confirmar a existéncia dessas microvariancias foram sequenciados todos os loci
utilizando o sequenciador MegaBace da GE Healtcare, com amostras de DNA da populacéo
do Estado do Amazonas, os resultados confirmam as microvariancias encontradas em cada
locus, os seqglienciamentos encontram-se nos anexos deste trabalho.

A inclusdo de alelos microvariantes na escada alélica torna-se especialmente
importante quando 0s mesmos se apresentam com freqléncias superiores a media das
frequiéncias minimas dos alelos observados nos estudos populacionais.

Alelos microvariantes se caracterizam por apresentar em fracdes de unidades das
repeticdes diferentes em relacdo a um alelo. Esses alelos, com poucas exce¢des sdo raros nas
populacdes. A possibilidade de erros de tipagem vem sendo diminuida pela inclusdo de alelos
microvariantes nas respectivas escadas alélicas, procedimentos feito ap6s a verificacdo das
frequéncias alélicas nas popula¢ées (CHAKRABORTYV, 1999).

Shirver e colaboradores observaram uma maior freqiéncia de alelos STR
microvariantes em amostras de afro-descendentes. Estes resultados indicam que estes
genomas teriam sofrido maior grau de mutabilidade devido ao longo processo de evolugéo,
colaborando para a teoria da origem do homem a partir do continente africano (FRESCO e
ALBERTS, 1960; LEVINSON & GUTMAN, 1987; SHRIVER et al., 1997).

Livinson e Gutman sugerem que existam mecanismos de contracdo que garantam o
controle sobre as expansdes dos STR. Tais mecanismos se baseiam na ocorréncia de delecdes
que produzem a retirada integral ou parcial de unidade de repeticdo. Tais mecanismos
ocorrem na fase de meiose podendo resultar no aparecimento de alelos microvariantes os

quais serdo herdados e fixados na populacdo (CHAKRABORTY, 1999).
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5.8 COSTRUCAO DO BANCO DE DADOS DE ALELOS DO SISTEMA PENTAPLEX-

ISED

Nesta fase foi construido um banco de dados das frequéncias alélicas dos 5
marcadores STR estudados, nas amostras bioldgicas de individuos das populacbes dos
Estados do Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito Santo, para os diferentes marcadores
genéticos que compdem o sistema PentaPlex-ISED. Apds a genotipagem das 308 amostras
do DNA, foram estimadas as frequéncias alélicas de 5 loci STRs, das trés populacdes
estudadas, também foram calculadas a heterozigosidade observada e esperada, o equilibrio
de Hardy-Weinberg e o teste exato, e outros parametros estatisticos comumente utilizados
em teste de identificacdo humana. Os resultados observados estdo mostrados nas Tabelas 13
a 17, onde também sdo apresentados dados relativos ao nimero de alelos observados em
cada locus, suas frequéncias, nimero amostral (N), heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho), poder de discriminacdo (PD), poder de exclusédo (PE),

conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC).

5.8.1 Frequéncias alélica do locus D55198498
Os dados referentes ao locus D5S198498 estdo apresentados na TABELA 13 e
FIGURA 21, resultado da genotipagem de 308 amostras de individuos nas trés populacgdes

estudadas.
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Tabela 11: Freqtiéncias dos alelos STR do locus D55198498

Populagéo — Brasil

Marcador : D55198498

Alelos AM RJ ES
6 0,0048 i i
9 0,0529 0,0313 0,0109
9.3 0,0577 i 0,0109
10 0,4375 0,5446 0,5000
10.3 0,0385 : i
1 0,3798 0,4063 0,4511
12 0,0240 0,0179 0,0272
13 0,0048 : !
N 104 112 92
Intervalo 6-13 9-12 9-12
N alelos 8 4 5
He (%) 0,673 0,446 0,511
Ho (**) 0,327 0,554 0,489
PD 0,769 0,715 0,694
PE 0,388 0,145 0,197
PIC 0,600 0,440 0,440

(*) Heterozigosidade esperada

(**) Heterozigosidade observada
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Figura 22: Gréfico das frequiéncias dos alelos STR no locus D5S198498 envolvendo as trés populacées
brasileiras (AM, RJ, ES).

Foram observadas que as freqiiéncias alélicas variaram de 43,75% a 54,50%. Os
valores da Heterozigosidade esperada (He) variam de 44,60% a 67,30% e a Heterozigosidade
observada (Ho) variam de 32,70% a 55,40%. Os numeros de alelos segregantes foram 4, 5 e
8. O intervalo de variacdo do tamanho de alelos (nUmero de repeticdo do STR) de 6 a 13;
poder de discriminacdo (PD) varia de 0,694 a 0,769; poder de exclusdo (PE) varia de 0,145 a
0,388; conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC) varia de 0,44 a 0,60. O alelo 10
apresentou maior freqiiéncia na populacdo do Rio de Janeiro de (0,5446), seguido da
populacdo do Espirito Santo (0,5000) e na populacdo do Amazonas teve a freqiiéncia menor
(0,4375).

Também foram observados que os alelos (6, 10.3 e 13) ndo foram encontrados nas
populacbes do: Rio de Janeiro e Espirito Santo. Supfem-se que esses alelos séo raros
encontrados s6 na popula¢do do Amazonas — AM (TABELA 13).



RESULTADOS E DISCUSSOES

5.8.2 Frequéncias alélica do locus D11S118590

111

Os dados referentes ao locus D11S118590 estdo apresentados na TABELA 14 e

FIGURA 22, onde foram genotipadas 308 amostras de individuos das trés populagdes

estudadas.

Tabela 12: Freqiiéncia dos alelos STR do locus D11S118590 em trés populagdes brasileiras.

Populacéo — Brasil

Marcador : D11S118590

Alelos AM RJ ES

° 0,0048 : i
! 0,0144 0,0402 0,0217
8 0,0385 0,0938 0,0489
8.3 0,0337 0,0134 0,0217
9 0,4183 0,3839 0,3967
91 0,0096 i 0,0109
93 0,0048 i 0,0272
10 0,3654 0,3214 0,3261
101 : i 0,0109
10.3 i 0,0045 0,0272
1 0,096 0,1295 0,1033
12 0,0144 0,0134 0,0054

N 104 112 92
Intervalo 5-12 7-12 7-12

N alelos 10 8 11
He (*) 0,721 0,759 0,685
Ho (**) 0,279 0,241 0,315
PD 0,797 0,849 0,841
PE 0,462 0,525 0,405
PIC 0,62 0,68 0,68

(*) Heterozigosidade esperada

(**) Heterozigosidade observada
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Figura 23: Gréfico da freqiiéncia dos alelos STR no locus D11S118590 envolvendo as trés populagdes

brasileiras (AM, RJ, ES).

Pode-se observar que as fregiiéncias alélicas, variam de 38,40% a 41,80%. Os valores

da Heterozigosidade esperada (He) variam 68,5% a 75,9% e a Heterozigosidade observada

(Ho) variam 24,1% a 31,5%. Os numeros de alelos segregantes foram 8, 10 e 11.

O intervalo de variacdo do tamanho de alelos (niUmero de repeticdo do STR) de 5 a 12.

O poder de discriminacdo (PD) varia de 0,797 a 0,849; poder de exclusdo (PE) varia de 0,405

a 0,525; conteudo de informacédo de polimorfismo (PIC) varia de 0,62 a 0,68.

O alelo 9 apresenta maior freqéncia (0,4183) na populacdo do Amazonas. Também

foi observado que o alelo 5 ndo foi encontrado nas popula¢des do Rio de Janeiro e Espirito

Santo, supdem-se que eles sdo alelos raros encontrados na popula¢do do Amazonas. Como o

alelo 10.1 que so foi encontrado na populacdo do Espirito Santo.




RESULTADOS E DISCUSSOES 113

5.8.3 Frequéncias alélica do locus GH15

Os dados referentes ao locus GH15 estdo apresentados na TABELA 15 e FIGURA 23,

onde foram genotipadas 308 amostras de individuos das trés populacdes estudadas.

Tabela 13: Frequéncia de alelos STR do locus GH15 em trés populages brasileiras

Populagéo — Brasil

Marcador : GH15

Alelos AM RJ ES
4 - 0,0040 -
42 0,0720 0,0080 0,0430
52 - - 0,0050
8 0,0050 - 0,0110
8,2 0,0050 - 0,0110
8,3 - - 0,0050
9 0,4130 0,3750 0,2880
10 0,2400 0,1830 0,3420
11 0,0900 0,1650 0,1470
12 0,1110 0,1560 0,0870
13 0,0380 0,0710 0,0270
14 0,0100 0,0180 0,0270
15 0,0050 0,0090 -
18 0,0100 - -
19 - - 0,0050
N 208 224 184
Intervalo 42-18 4-15 42 -14
N alelos 11 9 11
He (*) 0,750 0,679 0,739
Ho (**) 0,250 0,321 0,261
PD 0,899 0,914 0,905
PE 0,510 0,396 0,491
PIC 0,71 0,74 0,73

(*) Heterozigosidade esperada
(**) Heterozigosidade observada
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Figura 24: Gréfico das freqtiéncias dos alelos STR do locus GH15 envolvendo as trés populagfes
brasileiras (AM, RJ, ES).

Verificou-se que neste locus as frequéncias alélicas variam de 0,4% a 41,30%. Os
valores da Heterozigosidade esperada (He) variam 67,9% a 75,0% e a Heterozigosidade
observada (Ho) variam 25,0% a 32,1%. Os numeros de alelos segregantes foram 9 e 11. O
intervalo de variacdo do tamanho de alelos (nimero de repeticdo do STR) de 4 a 19.

O poder de discriminacdo (PD) varia de 0,899 a 0,914; poder de exclusdo (PE) varia
de 0,396 a 0,510; o contetido de informacdo de polimorfismo (PIC) varia de 0,73 a 0,74. O
alelo 9 apresenta maior freqiiéncia (0,4130) na populacdo do Amazonas. E o alelo 10 teve
maior freqiiéncia (0,3420) na populagédo do Espirito Santo.

Observou-se ainda que os alelos (5.2, 8.3 e 19) s6 foram encontrados na populacdo do

Espirito Santo, com uma freqliéncia de 0,0050. Os alelos raros encontrados foram: 4 na
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frequiéncia (0,0040) na populacdo do Rio de Janeiro, o alelo 18 com a freqliéncia (0,0100) na

populacdo do Amazonas.

5.8.4 Frequéncias alélica do locus D8S82535

Os dados referentes ao locus D8S82535 estdo apresentados na TABELA 16 e

FIGURA 24, onde foram genotipadas 308 amostras de individuos das trés populagdes

estudadas.

Tabela 14: Mostra freqiéncias dos alelos STR do locus D8S82535 em trés populacdes brasileiras

Populagéo — Brasil

Marcador : D8582535

Alelos AM RJ ES
>1 : i 0,0054
6 0,0096 : :
6.1 0,0144 0,0134 0,0217
6.2 0,1587 0,1518 0,1957
6.3 0,0048 0,0089 0,0109
! 0,1154 0,1295 0,1576
71 i 0,0045 0,0109
72 0,0096 0,0313 0,0217
8 : 0,0045 0,0054
8.1 i i 0,0054
8.2 0,0048 0,0089 0,0109
8.3 : 0,0089 :
9 0,0433 0,0625 0,0054
91 0,0385 0,0223 0,0163
92 0,1490 0,1295 0,1141
93 0,0096 0,0223 0,0109
10 0,2644 0,2768 0,2989
101 0,0288 0,0089 0,0054
10.2 0,1010 0,0580 0,0543
1 0,0433 0,0536 0,0326
112 0,0048 0,0045 0,0054
12

0,0109
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N 104 122 92
Intervalo 6-11.2 6.1-11.2 51-12
N alelos 16 18 20
He (*) 0,885 0,786 0,685
Ho (**) 0,108 0,214 0,315
PD 0,950 0,951 0,940
PE 0,764 0,573 0,405
PIC 0,84 0,84 0,81
(*) Heterozigosidade esperada
(**) Heterozigosidade observada
0350 Soma de FREQUENCIA
0,300
0,250
0,200 POPULAGAO
BES
B AM
0,150 ORJ
0,100
0,050 |-|
0,000 -
51 6 61 62 63 7 71 7.2 8 81 82 83 9 91 92 93 10 101 102 11 11,2 12

Figura 25: Mostra gréafico das freqiiéncias dos alelos STR do locus D8S82535 envolvendo as trés

populaces brasileiras (AM, RJ, ES).
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As frequéncias alélicas no locus D8S82535, variam de 26,40% a 29,90%. Os valores da
Heterozigosidade esperada (He) variam 68,50% a 88,50% e a Heterozigosidade observada
(Ho) variam 11,50% a 31,50%. Os numeros de alelos segregantes foram (16, 18, 20). O
intervalo de variacdo do tamanho de alelos (nimero de repeticdo do STR) de 5,1 a 12.

O poder de discriminacdo (PD) varia de 0,940 a 0,951; poder de excluséo (PE) varia
de 0,405 a 0,764; o contetdo de informacéo de polimorfismo (PIC) varia de 0,81 a 0,84.

O alelo 10 apresenta maior freqiiéncia (0,2989) na populacdo do Espirito Santo.
Também foi observado que os alelos (5.1, 8.1 e 12) ndo foram tipados nas populacdes do Rio
de Janeiro e do Amazonas, portanto eles sdo alelos raros encontrados somente na populacéo
de Espirito Santo. Assim como o alelo (8.3) considerado raro por ser tipado sé na populacao
do Rio de Janeiro. Este l6cus foi o que apresentou maior nimero de microvariancia, sendo

muito polimorfico, em relacdo aos outros estudanos neste trabalho.

5.8.5 Frequéncias alélica do locus D3S18773

Os dados referentes ao locus D3S18773 estdo apresentados na TABELA 17 e
FIGURA 25, onde foram genotipadas 308 amostras de individuos das trés populagdes

estudadas.
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Tabela 15: Mostra freqiiéncia de alelos STR do locus D3S18773 em trés populacGes brasileiras:

Populacgéo — Brasil

Marcador : D3S18773

Alelos MA RJ ES
11 0,0481 0,0625 0,0326
12 0,2308 0,1116 0,1250
13 0,4327 0,4509 0,5326
14 0,2596 0,3527 0,2935
1 0,0240 0,0223 0,0054
16 0,0048 : 0,0109
N 104 122 92

Intervalo 11-16 11-15 11-16

N alelos 6 5 6

He (*) 0,625 0,625 0,511

Ho (**) 0,375 0,375 0,489
PD 0,841 0,822 0,801
PE 0,322 0,322 0,197

PIC 0,64 0,59 0,55

(*) Heterozigosidade esperada

(**) Heterozigosidade observada
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Figura 26: Mostra grafico da freqiiéncia dos alelos STR do locus D3S18773 envolvendo as trés
populacdes brasileiras (AM, RJ, ES).

Neste locus observou-se que as freqiiéncias alélicas variam de 43,30% a 53,30%. Os
valores da heterozigosidade esperada (He) variam 68,50% a 75,90% e a heterozigosidade
observada (Ho) variam 24,19% a 31,50%. Os numeros de alelos segregantes foram 6 e 5. O
intervalo de variacdo do tamanho de alelos (nimero de repeticdo do STR) de 11 a 16.

O poder de discriminacao (PD) varia de 0,801 a 0,841, o poder de exclusdo (PE) varia
de 0,197 a 0,322. O conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC) varia de 0,55 a 0,64.
Observou-se também neste marcador que o alelo 13 apresentou maior frequéncia de (0,5326)
na populagdo de Espirito Santo. E o alelo 16 s6 foi encontrado nas populagdes: Amazonas e
Espirito Santo. Este locus (D3S18773) foi 0 Unico que ndo apresentou alelos microvariantes, e

possui 0 menor grau de polimorfismo.
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As analises das frequéncias alélicas dos 5 loci STR, observou-se existir total
independéncias entre a transmissdo dos alelos. Na maioria dos alelos apresentaram
frequéncias proximas ou abaixo de 25%, evidenciando que estes loci sdo polimorficos e bem
distribuidos. Segundo Miscika-Sliwka (1997), esta € uma tendéncia geral nas regides
repetitivas STRs, nas quais 0 acumulo de delegdes ou substituicbes é considerado um
mecanismo para prevenir a expansdo ou contracdo externa, funcionando como um controle do
polimorfismo dessas regides.

No nosso banco de dados, os loci D11S5118590, GH15, D8S82535, foram vistos como
mais polimorficos apresentam variacdo do tamanho de alelos nas populagdes de 5 — 12, 4 —
19, 5.1 - 12, respectivamente. Também verificou-se que o locus D3S18773, apresentou o

menor tamanho de alelos nas populacées de 11 - 16.

5.9 PARAMETROS ESTATISTICOS DE INTERESSE FORENSE E DE VINCULO

GENETICO COM BASE NOS 5 LOCI STR

Os parametros estatisticos forenses foram calculados com base nas freqliéncias
alélica dos 5 loci STR que estdo incluidos no sistema PentaPlex-ISED, utilizando-se como
base de dados as frequéncias alélicas das trés populacdes estudadas.

Os resultados estdo mostrados na TABELA 18, onde foram estimados os valores do
poder de discriminagédo (PD) e o poder de excluséo (PE) para os 5 loci STR.

Foram observados que o0s parametros estatisticos para locus D5S5198498,
apresentaram valores memores como: poder de discriminacdo (PD) igual 72,60% e o poder de
exclusdo (PE) em torno de 25%. Enquanto que para o locus D8S82535, os valores estatisticos
foram mais altos, onde poder de exclusdo (PE) igual a 58,1% e poder de discriminacdo (PD)

94,7%.
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Tabela 16: Poder de Discriminacio (PD), Poder de Exclusdo (PE) e o Contetido de Informagcéo de
Polimorfismo (PIC) para os 5 loci STR que compdes o sistema multiplex PentaPlex-I1SED.

Loci PD PE PIC
D5S5198498 0,726 0,243 0,493
D11S118590 0,829 0,464 0,660
GH15 0,906 0,465 0,726
D8S82535 0,947 0,580 0,830
D3S18773 0,821 0,280 0,593

Os dados estatisticos realizados tais como poder de discrimina¢do (PD), poder de
exclusdo (PE) e o contetdo de informacdo polimérfica (PIC) foram analisados no software
“PowerStar”. Os resultados observados foram: o locus D8S82535 apresentou 0 maior poder
de discriminacdo (0,951), maior poder de exclusdo (0,764) e 0 maior contetdo de informacéo
do polimorfismo (0,840) para as trés populacGes analisadas. O locus D5S198498 apresentou
0 menor poder de exclusdo (0,145), menor poder de discriminacdo (0,694) e o menor

conteddo de informacéo do polimorfismo (0,440).

O Poder de Discriminacdo é obtido a partir dos quadrados das frequéncias
esperadas, assim como para o Poder de Excluséo, conclui-se que o Poder de Discriminacao é
proporcional as frequéncias alélicas. Logo, os loci que apresentaram alelos com baixa
freqiiéncia possuem os maiores valores de Poder de Discriminagdo (GH15 — 90%; D8S82535
—94%. Os loci que apresentaram alelos com alta fregiiéncia possuem os menores valore de

Discriminacao (D5S198498 — 72,6%; D3S18773 — 82,1%;D11S118590 — 82,9%. Observou-
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se que os valores para cada locus sdo bem proximo nas trés diferentes populacdes, donde
podemos concluir que as freqliéncias alélicas também sdo muito semelhantes.

Os valores do Poder de Exclusdo Acumulado foi 93,436%, e o Poder de
Discriminacdo 99,996%, para os 5 loci. Esses resultados mostram que esses loci STR séo
passiveis de serem utilizados, em conjunto com outros microssatélites a serem selecionados,
em andlise genética forense, comparando com outros estudos realizados utilizando
marcadores STRs, com amplificacdo simultdnea com até 15 loci verificada pela Applied
Biosytems, trabalhos de validacdo de 14 loci STR realizado por SILVA (2004), e também

trabalho de validagdo do sistema LDD 10 por MANTA (2008).

5.9.1 Teste de independéncia em um locus (Equilibrio de Hardy-Weinberg)

Para que um marcador genético possa ser utilizado na identificagcdo humana, além do
polimorfismo, é necessario avaliar o nivel de transmissdo de seus alelos na populacdo. No
caso de marcadores autossomicos, se pressupde transmissdao independente, permitindo que a
frequéncia de um perfil genético seja calculada segundo a lei de Hardy-Weinberg.

Nesta etapa, com objetivo de verificar a aderéncia das frequéncias genotipicas
observadas as propor¢Oes teoricas de Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do
programa (Guo, S. & Thompson, e. 1992) observados nas trés populacdes brasileiras estédo de
acordo com as proporcdes genotipicas esperadas para uma populacdo no equilibrio de Hardy-
Weinberg. O nivel de significancia para cada teste foi determinado pela proporcdo de vezes
que 0 genotipo esperado excedia 0 genotipo observado. O teste definido segundo a simulagéo
em 10.000 permutacGes dos gendtipos encontrados na populacdo executadas por software
Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) onde os resultados estdo apresentados nas TABELAS 19,

20, 21.
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Observou-se que os testes realizados com as populagdes alguns loci apresentaram
valores de p maiores que 0,05, mostram que as proporcdes alélicas e genotipicas observadas
para cada locus analisado encontram-se em conformidade com as proporcfes genotipicas

estabelecidas no equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 17: Teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg, nos 5 loci STR na populacdo do Amazonas.

POPULACAO DO AMAZONAS (AM)

Loci Genotipos Heterozigosidade Heterozigosidade Valor de (P < 0,05)
Observada Esperada
D55198498 104 0.67308 0.65928 0.00000
D11S118590 104 0.72115 0.68241 0.00273
GH15 104 0.75000 0.74735 0.73147
D8S82535 104 0.88462 0.85670 0.07491
D3S18773 104 0.62500 0.69254 0.00003

De acordo com os resultados mostrados na TABELA 19, a populagédo do Amazonas
em dois loci GH15 e D8S82535, apresentou valor de p (0.73147; 0.07491), respectivamente,
indicando que esses dois loci estdo de acordo com as proporgdes genotipicas esperadas para
uma populacdo no equilibrio de Hardy-Weinberg, caracterizando independéncia dos alelos
para os loci analisados. Porem os valores de p para os loci D5S198498, D11S118590 e

D3S18773, revelaram ndo aderir o equilibrio de HWE.
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Tabela 18: Teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg, nos 5 loci STR, na populagdo do Rio de Janeiro.

POPULACAO DO RIO DE JANEIRO (RJ)

Loci Genotipos Heterozigosidade Heterozigosidade Valor de (P < 0,05)
Observada Esperada
D55198498 112 0.44643 0.53944 0.26853
D11S118590 112 0.75893 0.72498 0.02220
GH15 112 0.67857 0.77178 0.02994
D8S82535 112 0.78571 0.85798 0.00000
D3S18773 112 0.62500 0.65839 0.00125

Os resultados observados na tabela 20, a populagdo do Rio de Janeiro apenas no
locus D5S198498 estd de acordo com as propor¢cdes genotipicas esperadas para uma
populacdo no equilibrio de Hardy-Weinberg, os outros loci ndo aderir o equilibrio de HWE.
Para a populacdo do Rio de Janeiro embora existam desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
em quatro loci, como ja verificado, os mesmos ndo parecem ser significativos. Alem disso, 0s
desvios observados encontram se proximos dos limites de significancia de 5% e de 1%.

Tabela 19: Teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg, nos 5 loci STR, na populagdo do Espirito Santo.

POPULACAO DO ESPIRITO SANTO (ES)

Loci Gendtipos Heterozigosidade Heterozigosidade Valor de (P < 0,05)
Observada Esperada
D5S198498 92 0.51087 0.54853 0.08422
D11S118590 92 0.68478 0.72446 0.00000
GH15 92 0.73913 0.77120 0.05983
D8S82535 92 0.68478 0.83304 0.00000

D3S18773 92 0.51087 0.61671 0.23348
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Nas amostras da populacdo do Espirito Santo (TABELA 21), a condi¢do de
equilibrio HWE foi observada em trés loci D55198498, GH15 e D3S18773, com os valores
de p (0.08422; 0.05983; 0.23348), respectivamente, enquanto os outros loci D11S118590 e
D8S82535 observaram o desequilibrio segundo o teorema de HWE.

Podem-se observar com essas analises os loci GH15 e D5S198498 estdo em equilibrio
na populacdo do Espirito Santo correspondem também equilibrio na fracdo amostral do
Amazonas o locus (GH15) e em equilibrio na fracdo amostral do Rio de Janeiro o locus
(D5S198498), e entre as duas fracdes amostral Rio de Janeiro e Amazonas ndo apresentaram
nenhum locus correspondente isto €, em equilibrio de HWE, sugerindo que estdo
geneticamente distantes. O locus D11S118590 apresentou desequilibrio de HWE nas trés
populacdes em estudo, com valores de p=0.00273, p=0.02220 e p=0.00000, respectivamente
(AM, RJ e ES). Essas diferencas podem ser levadas em conta ao fluxo génico, o grau de
extincao de alelos e migracdo das populacdes, que pode estar inferindo a cerca dos fatores que
podem estar relacionados com o desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
(ALLENDORF & LUIKART, 2007).

Neste estudo foi possivel observar que a maioria dos loci STR do sistema PentaPlex-
ISED, apresentados nos 5 loci, podem ser atribuidos as premissas ndo obedecidas numa
estabilidade genética, isto acontece quando a populacdo esta sujeita aos fatores evolutivos,
que sdo capazes de alterar as frequéncias génicas como (mutacdo, selecdo natural, fluxo
génico e deriva genética). Apesar dessa ndo estar em equilibrio, as populacGes se beneficiam
dos efeitos dos fatores evolutivos, podendo buscar novos pontos de equilibrio génico, a fim de

manter a estabilidade das frequéncias genotipicas (BEIGUELMAN, 1994).
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510 COMPARACAO POPULACIONAL

Os historiadores explicam que a populacéo brasileira € uma mistura étnica entre trés
diferentes continentes (europeus, africanos, e amerindios). De acordo com 0S n0SSOS
resultados observados a populacdo do Amazonas apresentou alguns alelos diferentes (raros)
em relacdo as outras populagdes estudadas destacando-se das outras etnias, isso confirma que
os indios que habitavam as terras brasileiras e a contribui¢do dos imigrantes foi gerando um
“pool” genético na populagdo brasileira, que ao longo de mais de 500 anos de povoamento,
que se espalhou entre cidades e regides (IBGE, 2000). O indio, acostumado a uma vida livre e
com valores culturais voltados pra sua coletividade, com o passar dos tempos sofreu uma
diminuicdo abrupta de sua representagdo no territorio, isolando-se em regides afastadas.

Com o avango das técnicas da Biologia Molecular, oferecem suporte as teorias de
historiadores e antrop6logos a cerca da formacdo do povo brasileiro e da identidade étnica
deste povo visando a resguardar valores culturais.

Explicam os estudiosos que, 0 que mais contribuiu para a predominancia de uma alta
taxa de miscigenacdo verificada no Rio de Janeiro desde o século XVIII (Martis & Abreu,
2001), foi o fato de a cidade ter sido um dos principais portos de entrada para o trafico de
africanos, e o fato de ter sido por vinte anos a capital do império.

Neste trabalho, observou-se que as trés populacGes ndo apresentaram diferenca
significativa populacional, todas as populacdes estudadas apresentaram grande miscigenacao.
Uma parte substancial dos colonizadores portugueses cruzarem-se com indios e africanos, em
um processo muito importante para a formagéo do povo brasileiro.

5.10.1 Distanciamento genético entre populactes

As anélises de comparacOes de distanciamento entre as populacdes: Amazonas, Rio

de Janeiro e Espirito Santo, o distanciamento geografico mostrado na FIGURA 26, verificou-
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se que a distancia geografica ndo afeta significativamente o fluxo génico. Por outro lado, os
fatores étnico e cultural pareceram ser mais significativos na oscilacéo do fluxo génico.

A comparacdo da populacdo do Amazonas com as populacdes do Rio de Janeiro e
Espirito Santo, como mostra na FIGURA 26 (mapa de localizacdo das 3 cidades brasileiras),
foram realizadas por meio do software Arlequin, programa (AMOVA), para estimar a
heterozigosidade média para cada populacdo, As medidas do efeito da subdivisdo
populacional, que representa a reducdo da heterozigosidade em uma subpopulacéo e avalia a
divergéncia genética total entre subpopulacdes foram estimadas através dos coeficientes de
diferenciacdo genética Fsr (Wright, 1965) e Rst (Slatkin, 1995) bem como estimativas de

diversidade genética que medem a distancia genética entre essas populacdes.
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Figura 27: Mapa do Brasil e a localizagdo geografica das trés populacdes
brasileiras (Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito Santo).
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Observou-se a hipotese de isolamento por distancia por via teste de Mantel onde
foram estimados os valores de ®ST/(1-®ST) (Fetzner et al., 2003). Os resultados obtidos pelo
teste de Mantel foram (r = 0.5929; p = 0.1630). Esse resultado vem confirmar a distancia
geogréfica que pode estar interferindo no fluxo génico. Neste contexto, podem ser observadas
algumas diferengas regionais em relacdo a alguns fatores como: étnicos, linguisticos e até
mesmo as frequencias alélicas.

Na andlise da estruturacdo genética, foi realizado célculo do indice Rst (Stepwise
mutation model), comparando objetivamente o efeito total da estrutura da populacao,
levando-se em consideracdo as variagdes das frequéncias alélicas e a diversidade génica. Nas
tabelas 20 e 21, mostram os resultados dessas analises, onde as populacBes foram
comparadas entre si, utilizando os 5 loci incluidos no multiplex PentaPlex-ISED. Observou-
se uma estruturacdo nas populacées do Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito Santo.

Em relacdo a variancia molecular (AMOVA), as populaces estudadas foram
agrupadas e comparadas par-a-par, realizados 10.000 passos da Cadeia de Markov. Essa
analise mostrou que a variacdo genética é maior dentro das populacdes (98,89 %) e os
valores de Fst e p = 0.03030+-0.00562. Este resultado evidencia que ndo esteja havendo
uma subestrutura populacional, o que pode esta ocorrendo € uma estruturacdo populacional
em decorréncia de fluxo génico.

Podemos também observar nos resultados apresentados na tabela 21, que a populacédo
do estado do Espirito Santo, geneticamente, esta mais distante da populacdo do estado do
Amazonas onde (p=0.0791+-0.0078). Essas diferencas podem ser decorrentes da mistura dos
trés grupos étnicos (amerindios, negros e europeus) ocorrido com a expansao e dominio
territorial pelos europeus. Como por exemplo, o locus D55198498 apresentou 8 alelos, dentre

estes, trés s6 foram encontrados na populacdo do Amazonas. Observou-se que no locus
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D8S82535, os alelos 5.1 e 12 s6 foram tipados nas amostras da populacdo do Espirito Santo.

No locus D11S118590, o alelo 5 apresenta freqtiéncia na amostra da populacdo do Amazonas.

Tabela 20: Valores de Fsr 0 método de distancia nos diferentes alelos, nas amostras das trés
populaces brasileira (AM, RJ e ES) para 5 loci STR.

AM RJ ES
AM 0
RJ 0.01769 0
ES 0.00587 0.00688 0

O método AMOVA ¢ baseado na frequéncia alélica e leva em consideracdo o
nimero de unidades de repeticdes por locus, estimando a diferenciacdo populacional

diretamente de dados moleculares (EXCOFFIER et. al.,1992).

Tabela 21: Estimativas de Fsr e correspondentes valores de p dos resultados da Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA) de amostras populacionais (AM, RJ e ES).

Ndmero de AM RJ ES
Permutacdo: 1023
AM *
RJ 0.00391+0.0019 *
ES 0.0791+0.0078 0.07129+0.0075 *

A diversidade inter-populacdo média para cada populagdo apresentadas na
TABELA 21, pode-se observar a existéncia da diversidade genética entre as trés populages.
Embora a diferenca seja significativa para a populacdo do Amazonas onde (p=0,003;

p>0,05). O percentual da variacdo obtido entre as populacOes de cada estado brasileiro,
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quando foram analisadas entre grupos, foi < 1,03%, enquanto que acima de 98% se deve a
diferenca inter-populacional. Esse resultado vem corroborar para uma diversidade génica
significativa no contexto da biologia.

Para corroborar neste estudo, a variabilidade genética da populacdo indigena é
organizada de forma complexa sendo que dois fatores que mais exercem influéncia sobre a
mesma € a variacdo linglistica e geografica (Fagundes et al., 2002). Os efeitos exercidos
pela geografia sdo daqueles exercidos pela lingua na variabilidade genética. O fluxo génico

entre as populacdes estudadas estaria corroborando a variabilidade genética.
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6 CONCLUSOES

Os resultados alcancados neste trabalho permitiram estabelecer diferentes
conclusdes:

- Foi desenvolvido um novo sistema multiplex denominado PentaPlex-ISED.

- O sistema PentaPlex-ISED permitiu a amplificacdo simultanea de cinco marcadores
STR numa Unica reacdo de PCR.

- Foi construido um Banco de Dados das frequéncias alélicas para cada loci,
permitindo a realizacdo das analises genéticas populacionais.

- Mostrou-se que alguns loci ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg nas
populacgdes estudadas e que as trés populagdes sao geneticamente diferenciadas, justificando a
identificacdo de marcadores moleculares para a populacdo do estado do Amazonas.

- O novo sistema PentaPlex-ISED para identificagdo humana, mostrou-se eficiente na
tipagem de diferentes amostras bioldgicas.

- O sistema multiplex PentaPlex-ISED apresentou o poder de exclusdo acumulado
(PE(a)) de 93,435 %, e o poder de discrimina¢édo acumulado (PD(a)) em 99,995 %, indices
aceitaveis para pericia forense que permite distinguir um individuo do outro.

Os resultados alcancados neste trabalho permitiram estabelecer diferentes
conclusdes:

- O sistema PentaPlex-ISED permitiu a amplificacdo simultanea de 5 marcadores STR numa
unica PCR. A utilizacdo desse sistema facilitou a genotipagem de ndmero expressivo de
individuos e possibilitou a caracterizacdo genética de trés populacgdes brasileiras (Amazonas,
Rio de Janeiro e Espirito Santo), de forma rapida e utilizando pouca quantidade de DNA.

- O sistema multiplex PentaPlex-ISED mostrou-se eficiente na tipagem de diferentes amostras

bioldgicas, sensivel, reprodutivel e com baixa freqiiéncia de alelos microvariantes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema PentaPlex-ISED, analisado neste trabalho, composto por 5 loci STR e
mais a Amelogenina apresentou-se todos 0s requisitos necessarios para a sua aplicacdo na
identificacdo genética, permitindo uma amplificacdo simultanea utilizando quantidade minima
de DNA, os produtos de PCR foram separados em eletroforese capilar permitindo analise
rapida e tipagem confiaveis.

Este novo sistema PentaPlex-ISED pode ser desenvolvido em laboratérios para
analises de identificacdo humana, pode ser um excelente complemento para os testes de
paternidade na exclusdo. Para a investigacao de paternidade pode ser aumentando o numero
de loci nos casos de inclusdo, aumentando os valores do poder de discriminacdo (PD) em até
99,99999999%, gerando uma expressiva economia para laboratorios de identificacdo

humana.
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Tabela de solucbes e tampdes utilizadas na fase experimental deste trabalho séo

mostrados a seguir.

Solucgbes Especificacao

Para reacdo da -Tampdo 10X para PCR
Tris-HCI 200 mM pH=28,4
PCR KCIl 500 mM

- Solugdo dNTPs
Mistura com 2,5 mM cada

dATP 2,5mM
dGTP 2,5mM
dTTP 2,5mM
dCTP 2,5mM

- Taqg. Polimerase 5U/uL (CENBIOT/UFRGS)
- Iniciadores 1 pmol/uL de cada (F/ R)

- MgCl, 20 mM
Para Eletroforese - Tampdo TBE 10X (estoque)
Tris-base 108 g
Acido borico 559
EDTA (0,5M, pH 8,0) 40 mL
Agua destilada completar para 1000 mL,
pH=8,0/8,4
- Tampao de Amostra TBE 5X
TEB 10X 5mL
Glicerol — 30 % 3mL
Azul de bromofenol 5mg

Agua Milli-Q completar volume para 10 mL
- Brometo de etidio 10 mg/mL

Brometo de etidio 10 mg
Agua Milli-Q completar volume para 10 mL

Para gel de - Agarose 0,89
agarose 0,8 % TEB 10X 10 mL
Agua Destilada completar para 100 mL

Pglrizmrilagr?ilda de Acrilamida/bis-Acrilamida 40 % (solucéo estoque)
P Acrilamida 380 ¢
Bis-acrilamida 209

Agua Milli-Q completar para 1 L
- Gel de poliacrilamida 4 %




APENDICE

Uréia 420 ¢

TBE 10X 50 mL
Acrilamida/bis-acrilamida 40 % 100 mL
Agua Milli-Q completar o volume para 1 L

Para coloracdo em - Solugdo de Fixagéo (Fix/Stop)
prata (Creste et Etanol 10 % 100 mL
al., 2001). Ac. Acético (1 %) 10 mL
H,0 Milli-Q - completar paral L
- Solugéo de Oxidacao
Acido Nitrico (absoluto) 15 mL

H.O Milli-Q 985 mL
- Solugdo de Impregnacao-Nitrato de Prata 0,2 % (Staining
Solution):
Nitrato de Prata 290
H,O Milli-Q 1000 mL
- Solugdo de Revelagdo — Carbonato de Sodio 3 % (Developer)
Carbonato de sodio 309

H,0 Milli-Q — completar paral L

OBS: Na hora do uso adicionar 540 pL de
formaldeido 37 %.
- Solugao de Bloqueio (STOP)

Acido acético 5 % 50 mL
H.O Milli-Q 950 mL
- Tampao de amostra para gel de poliacrilamida
Formamida 98 % 19,6 mL
EDTA 0,5M pH=8.0 400 uL
Azul de Bromofenol 5mg

Para preparo das placas:
- (Solucéo adesiva) BIND
Alcool absoluto 994 uL
Acido Acético Glacial 5uL
Metacriloxipropiltrimetoxisilane 1 uL
- REPEL (Solucéo repelente)
Solugdo de silicone especial em heptano
(sigmacote)

. - Ladder
Extracdo de DNA Solugdo para 12pL (0,5ug/pL)
Agua milli-Q 12 pL
- SEB (pH 8)

EDTA (pH 8) 10 mM
NaCl 100 mM
Tris-Cl (pH 8) 10 mM
SDS 2%

Tampao Platinum - 10x PCR buffer para 40 pL
Plus 4x (para 100 MgClI2 50 mM 08 pL
uL) dNTP Mix 40 mM — Promega. 12 pL
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H20 Milli Q 40 pL

Resultado de Sequénciamento

Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 101- (Reverse -TCTA) (luL)

BO4 well BO4 Eel Rosana 150507 PunOl Cimarron 3.1Z 157
(=] 70 20 20 100 110
C Thioz o T AT O TTTTITEEEAGCGGEOCTGLAGE G LATERERE TEELL B TECEGE CAEG R TG GLAG GCAR B B GG GCTEG G T

100
[a]
l
4100 400 4300 4400 4500
1z0 130 1«0 150 1ls0 170 150
TTTCACTAAAAACATCTATCTATCTATCTATCTATCTJLTCTATCTATCTATCTATCTATGCA:LDD
[a]
14 ‘
a ‘ I A ‘ i 1) ‘ [ b J" A A A l I i ‘ [ !l
4500 4700 43500 4300 Soo0o
i=0 Zo0 Z10 Zz0o
TT A AR GC G CAEEG cC TCc L2 TCT o TCoRTOCDCDRLGEGTOCTOGESE TCOCT L Ll T b W R 1ao
[a]

o o AN

Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 101-(Reverse-TCTA) (2uL)

iz =] [1s00 =] ) |
El0 wesll Bl0O Bel_ PRosana 150807 Pundl Cimarron 3.12 155
io z0 0 40 so &0 7o S0 so 100
TC CC TTTATGT & AC A TARRCH TGGAL GACIT BCACAG G Aol RCRIGTRL TAG TGGTTICT TTTGGG AGGETGAG GATGGA TGS LALCTGG G CAG L TG G 10

| ﬁlh bk kb Ol

4000

[=]

110 1z0 1z0 1lao0 150 1e0 170 1=0 130
AGGCARAGGCE TAGGCTTTTCACTAR AL ACATE TATETA TETA TETA TCTATC TA TCTA TETA TCTA TCTA TC T2 TG C& TT TTAMAG GCAG GE TC |
1] o
o ‘h ‘a A '&‘ ' l | L, l H Pl
s000 s000
zoo z10 zz0 zz0
TCAC TC TATCATCCAG TC TGGETTCT TG A0 TCC TEA c o
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 101-(Forward) (1uL)

=] =0 =} b
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 103-(Forward) (2uL)
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 103-(Reverse) (1uL)
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Amostras 103-(Rverse) (2ulL)
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 104-(Forward) (1ul)
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 104-( Forwgrd) (2uL)
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 104-(Reverse) (1uL)
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Primer ISSO-3G(AGAT)10
Amostras 104-(Reverse) (2uL)
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Primer ISSO-1M(GATA)10
Amostras 103-(Forward) (1ul)
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Primer ISSO-1M(GATA)10
Amostras 104-(Forward) (1ul)
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Primer ISSO-1M(CTAT)10
Amostras 104-(Reverse) (1uL)
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Primer ISSO-1M(CTAT)10 / Amostras 104-(Reverse) (1ul)
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RELACAO DOS ALELOS ENCONTRADOS NOS 5 LOCI

MARCADOR NOME TAMANHO MARCADOR NOME DO TAMANHO DO
DO DO ALELO ALELO ALELO
ALELO
1SO2M 1ISO3G
(FAM) (FAM)
8 187 5 242
9 191 6 246
(Gene Bank 200pb) 9.3 194 (Gene Bank 260pb) 7 250
Cromossomo 5 10 195 Cromossomo 11 8 254
(GGCT)11 10.3 198 (AGAT)10 8.3 257
11 199 9 258
(9 alelos) 12 203 (12 alelos) 9.3 261
13 207 10 262
14 211 11 266
11.3 269
12 270
13 274
ISO5P 1S02G
(HEX) (HEX)
4.2 141 6 245
5 143 6.1 246
6 147 6.2 247
7 151 6.3 248
(Gene Bank 170pb) 8 155 (Gene Bank 260pb) 7 249
Cromossomo 15 8.2 157 Cromossomo 8 7.2 251
(GATA)13 9 159 (TCTG)10 8 253
10 163 8.2 255
11 167 9 257
12 171 9.1 258
(17 alelos) 13 175 (20 alelos) 9.2 259
14 179 9.3 260
15 183 10 261
16 187 10.1 262
17 191 10.2 263
18 195 11 265
19 199 11.2 267
12 269
13 272
14 276
I1ISO1M
(NED)
10 204
11 208
(Gene Bank 220pb) 12 212
Cromossomo 14 13 216
(ACAT)14 14 220
15 224
(7 alelos) 16 228

Negrito: tipagens do controle positivo K562
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Tabela 21: A anélise do Equilibrio de Hardy-Weinberg nos 5 loci STR, em trés populagdes do Brasil

(Amazonas, Rio de Janeiro e Espirito Santo), utilizando o pool 308 individuos.

Heterozigosidade

Heterozigosidade

Locus Gendétipos Observada Esperada Valor de ( P <0,05)
D55198498 308 0.58766 0.58343 0.00360
D115118590 308 0.72403 0.68533 0.06677

GH15 308 0.72078 0.77056 0.09564

D8S82535 308 0.75078 0.75056 0.11471
D3518773 308 0.67532 0.67575 0.01142




