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RESUMO

Os marcadores STR s&o os mais utilizados na rotina de identificagdo humana e
genética forense, entretanto, os marcadores INDELs vem chamando a atencao dos
pesquisadores desta area, pois sua analise pode ser uma ferramenta interessante
por serem analisados com um fragmento menor que os STR e apresentarem baixa
taxa de mutacdo, podendo ser utilizados na identificacdo de individuos e na
avaliacdo de ancestralidade. Neste trabalho, caracterizamos as populagbes
brasileiras dos estados de S&do Paulo e Espirito Santo pela analise de marcadores
INDEL através de dois sistemas: 38 HID-INDELSs, verificando a eficiéncia forense
nas duas populacdes e comparando os dados com os de STRs rotineiramente
utilizados na populagdo de S&o Paulo; e 46 AIM-INDELSs, avaliando as proporgdes
de ancestralidade nas duas populacbes, e comparando os dados com os de
marcadores uniparentais na populacdo do Espirito Santo. Ambos os métodos foram
eficientes para suas respectivas finalidades, sendo que o sistema 38 HID-INDELs
apresentou alto poder de discriminacdo, para Espirito Santo (PD =
0,9999999999999990) e para Séo Paulo (PD = 0,999999999999994); e o sistema 46
AIM-INDELs confirmou a miscigenacdo das populacdes estudadas, e neste caso,
com maior ancestralidade genética de europeus, em comparacdo a africanos e
nativo-americanos. Além disso, inserimos o marcador amelogenina no sistema
multiplex 38 HID-INDELs como uma ferramenta complementar para identificacdo de

sexo de amostras degradadas.

Palavras-chave: INDELSs. Identificagdo humana. Ancestralidade



ABSTRACT

The STR markers are the most used in routine of human identification and forensic
genetics, however, INDEL markers has attracted the attention of those researchers in
this area, because their analysis can be an interesting tool to be analyzed with a
smaller fragment that STR and to present low mutation rate, may be used to identify
individuals and evaluating ancestry. In this work, we characterized the
Brazilian populations of the states of S&o Paulo and Espirito Santo by INDEL
markers analysis through two systems: 38 HID-INDELs, checking the forensic
efficiency in this two populations and comparing the data with STRs routinely used in
Séo Paulo population; and 46 AIM-INDELS, assessing the proportions of ancestry in
this two populations, and comparing the data with uniparental markers in Espirito
Santo population. Both methods were effective for their respective purposes, the 38
HID- INDELs system showed high discrimination power to Espirito Santo (PD =
0.9999999999999990) and to Sdo Paulo (PD = 0.999999999999994); and the 46
AIM- INDELs system confirmed the mixing of the populations studied, and in this
case , with greater genetic ancestry of europeans, compared to africans and native
americans. In addition, we insert the amelogenin marker in the 38 HID-INDELs
multiplex system as a complementary tool to identificate the sex of degraded

samples.

Keywords: INDELs. Human identification. Ancestry
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1 INTRODUCAO

A identificacdo humana (human identification — HID) € o processo cientifico
pelo qual se determina a identidade de uma pessoa, por meio do estabelecimento de
um conjunto de caracteres que a individualize, fazendo-a igual apenas a si mesma
(FRANCA, 2011). Dentre os processos de identificacdo humana, tem-se o campo da

ciéncia que envolve a analise de marcadores biolégicos protéicos e moleculares.

1.1 Identificagdo humana

O uso de sistemas protéicos apresenta alguns inconvenientes para a
aquisicdo de altos niveis de diferenciacdo entre os individuos, tais como: baixa
estabilidade em amostras expostas ao ambiente; baixo poder de discriminagéo e a
auséncia dos mesmos marcadores protéicos em todos os tecidos de um mesmo
individuo (WEEDN; SWARNEN, 1998). A tipagem de polimorfismos genéticos pela
analise do DNA contornou essas limitagcbes e revolucionou a ciéncia voltada a
identificacdo humana.

A variagdo genética existente entre os individuos, uma das principais
caracteristicas das populagdes humanas, faz com que todos os individuos (com
excecdo de gémeos monozigoéticos) tenham um genoma unico.

O estudo das variacdes genéticas, utilizando os polimorfismos do DNA que
sdo encontrados com ampla distribuicdo em todo o genoma, permite uma melhor
compreensao da histéria e da diversidade das populacdes humanas, além de
proporcionar um sistema para a identificacdo genética de individuos (BUTLER,
2005).

1.2 Anélise do genoma humano
O genoma humano é o conjunto de toda a informacdo genética existente nas
células do organismo; estd contido no ndcleo das células somaticas em 46

cromossomos (22 pares de cromossomos homologos e 1 par de cromossomos

sexuais X/Y), denominado de DNA nuclear, e em duplas fitas circulares presentes no
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interior da organela celular mitocondria, denominado DNA mitocondrial (DNA mt)
(BUTLER, 2005).

O DNA nuclear é biparental, ou seja, metade dos cromossomos é herdada da
mae e a outra metade do pai e possui apenas uma coépia por célula (Figura 1). Nos
gametas (O6vulo e espermatozoide), a diferenca € o nimero de cromossomos, sendo
23 cromossomos de origem materna, no caso do ovulo, ou de origem paterna, no
caso do espermatozoide, assim, em uma analise de investigacdo de paternidade é
possivel identificar o verdadeiro pai, pois metade do DNA do filho foi herdado de seu
pai.

A palavra “polimorfismo” tem origem grega e significa “muitas formas”,
assim, regibes no genoma que apresentam variabilidade superior a 1% séo
denominados polimorfismos genéticos.

A aplicacdo do DNA na identificagdo humana (HID) decorre do seu alto
poder de discriminacdo gerado por seus polimorfismos, que sdo classificados em

dois tipos:

- Polimorfismos de sequiéncia, originados por substituicio de um ou mais
nucleotideos numa sequéncia de DNA.
- Polimorfismos de comprimento, originados por inser¢cdes ou delecbes de um

ou mais nucleotideos.

Dentre os polimorfismos de comprimento destacam-se os short tandem
repeats (STRs) e os polimorfismos de insercdo/delecdo (INDELs), e, dentre os
polimorfismos de sequéncia o0os mais frequentes s&o o0s single nucleotide
polymorphisms (SNPs).

Estas formas de variacdo genética ocorrem em todo o genoma nuclear e
algumas também no genoma mitocondrial. Devido ao modo diferente de heranga
dos cromossomos autossomos, sexuais e das mitocondrias (Figura 1), a localizacao
de um marcador genético no genoma tem um impacto importante sobre suas

caracteristicas e, consequentemente, sobre sua aplicabilidade.

15



Figura 1 - llustracdo da hereditariedade de segmentos recombinantes e nao
recombinantes do genoma em trés geracgoes.
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Fonte: Pereira, R. (2011).

Cromossomo Y do filho (simbolizado como peqgueno cromossomo) que
descende do avd paterno e DNA mt (simbolizado como circulo) que descende da
avd materna. Em contraste, os cromossomos autossomos (simbolizados como
grandes cromossomos) descendem de todos os seus avos, e se recombinam por
geracoes (JOBLING et al., 2004).

1.3 Short Tandem Repeats (STRS)

Os STRs sao unidades de repeticdo do DNA constituidas de 2 a 7 pb que se
repetem geralmente de 5 a 30 vezes (LITT et al.,, 1989), sdo encontrados em
genomas eucariotos e estdo amplamente distribuidos no genoma humano (LANDER
et al, 2011). As sequéncias de repeticdo dos STRs sdo nomeadas pelo
comprimento da unidade de repeticdo, por exemplo, di-, tri- e tetranucleotideos. A
Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG) recomenda a utilizacdo de

tetranucleotideos para identificagdo humana, pois estes possuem um grau de
16



polimorfismo razoavel e baixa taxa de mutacdo em compara¢cdo com 0s outros
tamanhos de repeticdo (MONTEIRO, 2007).

Os STRs tornaram-se marcadores de DNA muito utilizados na identificacdo
humana porque séo facilmente amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), o numero de repeticbes pode ser altamente variavel entre os individuos
(BUTLER, 2011) e, permitem a utilizacdo de reacdes em multiplex, que é a
amplificacdo simultdnea de multiplas regides do DNA, adicionando mais de um par
de iniciadores na reacéao de PCR.

Além disso, a deteccdo pode ser realizada em sistemas fluorescentes que
permitem a automacgéo dos sistemas de eletroforese e a interpretacdo dos perfis de
DNA (BUTLER, 2005).

O FBI (Federal Bureau of Investigation) estabeleceu treze marcadores STRs
como o conjunto minimo a ser utilizado em genética forense nos Estados Unidos,
sendo este denominado CODIS (Combined DNA Index System) que € composto
pelos seguintes marcadores: TPOX, D3S1358, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820,
D8S1179, THO1, VWA, D13S317, D16S539, D18S51 e D21S11 (BUDOWLE et al.,
1998).

1.4 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

O SNP (single nucleotide polymorphism), que é a substituicdo de uma Unica
base, é a forma mais simples e mais comum de variagdo genética (DAWSON et al.,
2001).

Um SNP caracteriza-se, por exemplo, pela substituicio de uma base “A”
(adenina) por “T” (timina) num determinado ponto no genoma.

Pela sua natureza, este tipo de polimorfismo com dois estados alélicos
(ancestral e derivado) também pode ser nomeado de polimorfismo binario ou
bialélico, onde eventos mutacionais podem ocorrer ao longo de geracdes, porém,
com uma frequéncia muito baixa, apresentando alta especificidade geografica
(NACHMAN; CROWELL, 2000).

Apesar da baixa taxa de mutacao, os SNPs sédo distribuidos abundantemente
no genoma ocorrendo em média entre 1-2 Kb (CLIFFORD et al., 2000)
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Uma simples busca no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information)-http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, consulta realizada em
22 de fevereiro de 2016 - resulta em mais de 710 milhdes de SNPs no genoma
humano.

SNP € o mais estudado tipo de polimorfismo do DNA podendo ter grande
impacto sobre a forma como os seres humanos respondem as doencas, fatores
ambientais, drogas e outras terapias. Isto gerou um avan¢o nas tecnologias de
genotipagem e aumento de estudos de associacdo do genoma a diversas
caracteristicas (SOBRINO; BRION; CARRACEDO, 2005; HIRSCHHORN; GAJDOS,
2011).

Uma vez que os SNPs s8o mais estaveis que os STRs, eles sdo (teis para o
estudo da evolucao histéria das populacbes humanas em escalas de tempo mais
profundas (JAKOBSSON et al., 2008). Na area forense, apesar de apresentar uma
diversidade genética menor que os STRs, os SNPs tém vérias caracteristicas
desejaveis como marcadores genéticos: podem ser analisados em fragmentos muito
curtos, o que é importante para melhorar o sucesso de amplificacdo em DNA
altamente degradado e apresentam baixa taxa de mutagdo, o que € interessante em
testes de parentesco (NACHMAN; CROWELL 2000).

Os SNPs sdao utilizados na identificacdo de haplétipos do DNA mitocondrial
(DNA mt) e cromossomo Y e, mais recentemente, na analise de amostras altamente
degradadas como na identificacdo de vitimas de desastres, por exemplo, bem como
para inferir ascendéncia biogeogréafica de individuos e desvendar caracteristicas
fenotipicas (JOBLING; GILL, 2004; BUDOWLE; van DAAL, 2008; KAYSER; de
KNIJFF, 2011).

1.5 Polimorfismos de insergdo/delegcao (INDELS)

Os polimorfismos de insercdo/delecdo (INDELsS) sao polimorfismos de
comprimento, caracterizados pela inser¢cdo ou dele¢cdo de um ou mais nucleotideos
em uma determinada regidao do genoma (PEREIRA, R. et al., 2009); pode-se utilizar
como exemplo o polimorfismo rs16363, que apresenta a delecdo da sequencia
“TGTTT” na localizagdo cromossémica 22g13.1.

18



Weber et al. (2002) foram pioneiros na identificagdo e caracterizagao de
INDELs e, devido a abundancia no genoma humano e a facilidade de analise,
destacaram a sua utilidade para estudos genéticos.

Além disso, este trabalho representou o inicio de um banco de dados online
de polimorfismos INDELs Marshfield (http://www.marshfieldclinic.org/mgs/), incluindo
vérias informagfGes sobre os polimorfismos: alelos identificados, diferencas de
comprimento, primers para amplificagdo, posicdo no genoma, bem como as
frequéncias alélicas nos principais grupos populacionais do mundo (africanos,
europeus, asiaticos e nativo-americanos). Os INDELs também foram incluidos no
banco de dados de variacéo genética dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

Desde entdo, alguns estudos foram publicados utilizando INDELs para uma
variedade de fins como, por exemplo, abordando a estrutura genética de populacées
humanas (ROSENBERG et al., 2003; BASTOS-RODRIGUES; PIMENTA; PENA,
2006; TISHKOFF et al. 2009), inferindo proporcdes de ancestralidade de individuos
e de populacdes (YANG et al., 2005) e na identificacdo de espécies (PEREIRA, F. et
al., 2010).

Em 2006, foram identificados novos INDELSs, e relatado um mapa inicial
contendo mais de 415.000 polimorfismos Unicos no genoma humano (MILLS et al.,
2006).

Neste mapa, os INDELs representam aproximadamente 16 a 20% de todos
os polimorfismos do DNA humano e sendo amplamente difundidos ao longo de todo
0 genoma, com uma densidade média de um INDEL por 7,2 kb. Cerca de um terco
dos INDELs relatados foram identificados em genes conhecidos, a partir dos quais
cerca de 3,7% localizados em exons e regides promotoras, em alguns casos, em
sitios funcionalmente relevantes, sendo possivel que os INDELs influenciem em
tracos humanos e doencas (MILLS et al., 2006).

Atualmente, com a utilizacdo da tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), estima-se que o genoma humano contenha aproximadamente 1
milh&o de polimorfismos INDELs (JIANG; TURINSKY; BRUDNO, 2015)

Estes polimorfismos possuem caracteristicas interessantes para uso na
identificacdo humana: baixa taxa de mutagcdo em comparagdo com os STRsS; sao

amplamente distribuidos no genoma, como ja mencionado; podem ser detectados
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por diferentes técnicas (MULLANEY, 2010); o tamanho do fragmento a ser
amplificado na PCR é pequeno (50 a 150 pb) o que facilita a andlise em amostras
com DNA degradado (ZIDKOVA et al.,, 2011); as frequéncias alélicas apresentam
diferencas significativas entre grupos de populacdes geograficamente diferentes,

sendo potenciais marcadores para estudo de ancestralidade (YANG et al., 2005).

1.6 Marcadores genéticos de uso forense

Atualmente, muitos kits comerciais para analise de STRs estéo disponiveis no
mercado e sdo utilizados na rotina de identificacdo humana, porém, em amostras
com alto nivel de degradacédo e contaminacdo, a analise de STRs pode apresentar
dificuldades devido ao tamanho relativamente elevado do fragmento a ser
amplificado (100 a 400 pb) obtendo-se perfis genéticos parciais ou a auséncia de
perfil (ZIDKOVA et al., 2011) (Figura 2 A).

Alguns autores (PHILLIPS et al., 2008) sugerem a andlise de SNPs nestes
casos pois o fragmento a ser amplificado na PCR costuma ser menor que para
STRs, e apresentam baixa taxa de mutacao.

Porém, estes polimorfismos apresentam algumas limitagdes como: o nimero
de SNPs necessarios para que se consiga realizar uma analise de parentesco €
cerca de quatro vezes maior do que os STRs; a técnica para detec¢cdo de SNPs é
denominada de mini-sequenciamento, ou reacdo de SNaPshot, que é o nome do kit
comercial utilizado da empresa (Thermo Fisher Scientific), e € diferente das
utilizadas na rotina de um laboratério de identificagdo humana, que analisam
rotineiramente STRs, sendo estas ultimas mais simples e de menor custo (Figura 2
B).

Devido a estas dificuldades, os polimorfismos de insercédo-delecéo (insertion-
deletion polymorphisms - INDELS) atraem atualmente a atencdo dos cientistas da
area de identificacdo humana como uma nova ferramenta a ser utilizada para
acrescentar robustez na anadlise deste tipo de amostra ou em casos com resultado
inconclusivo, devidos as caracteristicas supramencionadas, especialmente um

menor fragmento a ser amplificado com metodologia de analise similar a dos STRs.
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Figura 2 - A - Esquema ilustrando o tamanho médio de fragmentos amplificados na
PCR para andlise de STRs, SNPs e INDELs, sendo que os ultimos apresentam
tamanho similar. B - Fluxograma para analise de STRs, INDELs e SNPs, sendo que
0s primeiros sdo analisados na mesma plataforma no analisador genético ABI 3500

(Thermo Fisher Scientific). Na analise de STRs e INDELs a purificacdo € opcional.
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Fonte: Pereira e Gusméo (2012).

Neste contexto, algumas metodologias foram padronizadas para analise de

marcadores INDELs visando aplicagédo em identificagdo humana ou na identificacao
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de ancestralidade (BASTOS-RODRIGUES; PIMENTA; PENA, 2006; RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2009; SANTOS, et al., 2010; PIMENTA; PENA, 2010).

Além destes métodos, atualmente € disponivel no mercado o kit comercial
DIPplex (Qiagen), para analise de 30 marcadores INDELs autossOmicos para
aplicacao na identificagdo humana.

Em seguida, serdo melhor discutidas duas metodologias de andlise de

INDELSs pois, sédo as que foram utilizadas no presente trabalho.

1.7 Marcadores INDELSs para identificacdo humana (HID-INDELS)

Pereira, R. et al. (2009) reportaram uma metodologia para andlise em
multiplex de 38 polimorfismos INDELs, distribuidos entre os 22 cromossomos
autossdmicos e sabidamente polimérficos para populacdes da Africa, Europa e
Asia, 0 que permite sua utilizacdo na identificagdo humana (HID).

Os autores utilizaram o0s seguintes critérios para selecdo dos marcadores:
INDELSs bialélicos néo localizados em zonas codificadoras; frequéncia alélica minima
= 0,25 em europeus, africanos e asiaticos; heterozigosidade média = 0,40 e,
comprimento de variacdo de alelos de 2-5 pb.

Os autores utilizaram uma reacdo de PCR multiplex sensivel aos 38
polimorfismos, seguida de deteccdo por eletroforese capilar onde todos os
fragmentos amplificados sdo menores que 160 pb utilizando os fluorocromos 6-FAM
(azul), VIC (verde), NED (amarelo), e PET (vermelho) (Thermo Fisher Scientific).

A validacdo da metodologia foi realizada pela analise em 306 individuos
provenientes da Africa, Europa e Asia, ndo sendo identificado desvio no equilibrio de
Hardy-Weinberg ou associag¢do significante estatisticamente entre os pares de
marcadores, confirmando sua possibilidade de aplicagdo na identificacdo de
individuos. Além disso, obtiveram perfis completos utilizando quantidades de DNA
de até 0,3 ng e, ainda, em amostras de DNA degradado, onde a amplificacdo de
STRs falhou parcialmente.

Esta metodologia foi utilizada na analise de individuos de populacdes
brasileiras do estado do Rio de Janeiro (incluindo uma amostragem de individuos
auto-declarados afrodescendentes) e da tribo nativo-americana Terena do Mato

Grosso do Sul.
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Os dados indicaram que este sistema pode ser utilizado na identificagdo de
individuos nativo-americanos e/ou miscigenados, pois, 0s autores obtiveram alto

poder de discriminacéo para estas amostragens (MANTA et al., 2012a).

1.8 Marcadores INDELSs informativos de ancestralidade (AIM-INDELS)

Pereira, R. et al., (2012) reportaram uma metodologia para analise em
multiplex de 46 marcadores INDELs informativos de ancestralidade (AIM-INDELS),
para estimar de forma eficiente as propor¢cdes de quatro origens populacionais
diferentes (africana, européia, asiatica e nativo-americana).

Os marcadores selecionados apresentam diferentes frequéncias alélicas entre
estes quatro grupos parentais, o que possibilita a identificacdo de ancestralidade,
sendo que, cada marcador apresenta um diferencial de frequéncia alélica = 0,40,
entre pelo menos dois destes grupos.

Todos os marcadores sdo analisados em fragmentos menores que 230 pb
através de PCR seguida de eletroforese capilar utilizando os fluorocromos 6-FAM
(azul), VIC (verde), NED (amarelo), e PET (vermelho) (Thermo Fisher Scientific).

Os autores utilizaram a metodologia na andlise de 1002 amostras dos 4
grupos populacionais (europeus, africanos, asiaticos e nativo-americanos), além da
Oceania e de uma populacédo miscigenada (Belém-Brasil), e conseguiram classificar
as amostras por sua origem continental, e no caso da populacdo miscigenada,
avaliar a proporcéo de ancestralidade de cada grupo parental.

Manta et al., (2012b) utilizaram esta metodologia no estudo de populacdes
das cinco principais regides brasileiras, norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul,
verificando as propor¢des de ancestralidade.

Segundo os autores, a metodologia foi eficiente para obtencdo das
proporcdes de ancestralidade, entretanto, os dados obtidos para a populagéao
estudada do estado do Espirito Santo apresentou uma propor¢do de ancestralidade
inesperada com um nivel de ancestralidade européia muito elevado, similar a de
populacdes do sul do pais.

Isto possivelmente poderia ter sido causado, segundo 0s autores, por um

efeito amostral gerado pelo método de selecdo dos individuos participantes no
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estudo, onde as amostras foram coletadas de professores e estudantes de uma

instituicdo de ensino.
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2 JUSTIFICATIVA

Em identificacdo humana e no estudo de populacGes, marcadores SNP e
principalmente STR sdo mais comumente utilizados. Os INDELs passaram a ser
utilizados recentemente apesar de apresentarem caracteristicas interessantes, ja
mencionadas. Assim, novos estudos com marcadores INDELs s&o de grande
interesse, visando aumentar o conhecimento das populacdes, possibilitando sua
utilizacdo em genética forense.

Neste trabalho, caracterizamos as populacdes dos estados de S&o Paulo e
Espirito Santo pela analise de marcadores INDELS, para isto, foram feitas analises
de INDELs em amostras provenientes de individuos ndo aparentados dos dois
estados por meio das metodologias citadas anteriormente (38 HID-INDELSs e 46 AIM-
INDELS), sendo as duas populacdes, caracterizadas com ambas as metodologias.

O uso combinado de marcadores STRs e INDELs pode ser interessante,
principalmente quando se deseja aumentar o poder discriminatorio, mas para isto, €
importante conhecer o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores na populacéo
estudada. Assim, 20 STRs autossdmicos foram analisados em amostras do estado
de S&o Paulo, e os dados foram analisados com os obtidos através da analise dos
38 HID-INDELSs, avaliando assim o desequilibrio de ligacdo entre os STRs e HID-
INDELs analisados nesta populacdo. Além disso, comparamos a eficiéncia forense
destes STRs em relacdo ao sistema 38 HID-INDELSs.

Polimorfismos do DNA mt e cromossomo Y possibilitam a classificacdo em
haplogrupos conforme a origem ancestral, materna e paterna, respectivamente. Em
estudos anteriores realizados por nosso grupo, amostras de individuos do estado de
Espirito Santo foram classificadas em haplogrupos evolutivos pela analise de STRs
e SNPs do cromossomo Y, e do DNA mt. Estes dados de ancestralidade da
populacdo do estado de Espirito Santo, obtidos da analise de marcadores
uniparentais, foram comparados com os dados obtidos com os 46 AIM-INDELS, no
presente estudo, verificando a relacdo entre os dados obtidos com diferentes
marcadores, uniparentais e autossdmicos.

Os INDELs podem ser interessantes para analise de amostras com DNA
degradado, pelos motivos ja mencionados, e visando uma alternativa de

identificagdo do sexo na analise destas amostras, inserimos o0 marcador
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amelogenina no sistema multiplex 38 HID-INDELS, uma vez que este sistema ndo

apresenta originalmente o marcador.
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as populacdes dos estados de Sdo Paulo e Espirito Santo pela
analise de polimorfismos INDELSs, avaliando a eficiéncia forense de 38 HID-INDELs
em comparacdo com 20 STRs autossomicos, e comparando os dados de
ancestralidade obtidos com 46 AIM-INDELs com os de cromossomo Y e DNA mt.

3.1 Objetivos especificos

- Padronizar a andlise de 38 HID-INDELs e 46 AIM-INDELs no analisador
genético ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific), seguindo os protocolos descritos por

Pereira, R. et al. (2009) e Pereira, R. et al. (2012), respectivamente;

- Caracterizar as populacdes dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo pela
analise de 38 HID-INDELs e 46 AIM-INDELs verificando o equilibrio de Hardy-
Weinberg, desequilibrio de ligacdo entre os pares de marcadores, as frequéncias

genotipicas esperadas e alélicas observadas, além da distancia genética (Fst);

- Avaliar a eficiéncia forense do sistema 38 HID-INDELs em relacdo a 20
STRs autossémicos na populacdo do estado de S&o Paulo e verificar possivel

desequilibrio de ligacéo entre os pares de marcadores;

- Inserir o marcador para amelogenina no sistema multiplex de analise de 38
HID-INDELS;

- Comparar os dados de ancestralidade obtidos com o sistema 46 AIM-

INDELSs na populacdo do estado de Espirito Santo com os dados do cromossomo Y

e regido hipervariavel do DNA mt.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta parte, € apresentada a metodologia usada no presente estudo.

4.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara com o coédigo:
CAAE 05647912.6.0000.5426.

4.2 Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue de 100 individuos (50 homens e 50
mulheres) do estado de Sdo Paulo e 106 (todos homens) do estado de Espirito
Santo em papel de filtro FTA Classic (Whatman).

Os individuos nédo séo aparentados e sdo naturais de diversas cidades destes
estados. As amostras de Espirito Santo foram coletadas no Centro de Hemoterapia
e Hematologia do Espirito Santo — HEMOES. As amostras de Sao Paulo foram
cedidas de casos de investacdo de paternidade do Laboratério de Investigacdo de
Paternidade da UNESP de Araraquara.

Os individuos coletados foram selecionados com aleatoriedade, visando a

representacao dos estados a partir destas amostragens.

4.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras foi realizada com o auxilio da resina Chelex
100 (Biorad) (SINGER-SAM; TANGUAY; RIGGS, 1989) conforme segue:

1 disco de papel FTA Classic (Whatman) de 1,2 mm com sangue foi cortado com o
auxilio do Harris Micro Punche e Cutting Mat (Whatman) e depositado em microtubo
de 1,5 mL, no qual adicionou-se 50 pyL de H,O MILLI-Q, vortexou-se rapidamente e
descartou-se a H,O. Adicionou-se novamente 50 yL de H,O MILLI-Q e incubou-se

por 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, centrifugou-se a
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13.000 rpm por 1 minuto e descartou-se a H,O. Adicionou-se 100 pyL de Chelex 5%,
incubando-se a 56 °C por 1 hora. O tubo foi vortexado, incubou-se por 100 °C por 8
minutos, centrifugou-se a 13.000 rpm por 3 minutos e transferiu-se o sobrenadante

para um novo microtubo, o qual foi armazenado a 4 °C.

4.4 Analise de 38 HID-INDELs (human identification)

A analise de 38 HID-INDELs autossémicos foi feita em todas as amostras dos
estados de Sdo Paulo e Espirito Santo pela metodologia descrita por Pereira, R. et
al. (2009).

4.4.1 Implantacdo da metodologia

A metodologia descrita por Pereira, R. et al. (2009) para a andlise de 38 HID-
INDELs autossémicos (Tabela 1) utiliza uma reacdo de PCR seguida por analise em
eletroforese capilar (EC). Os autores utilizaram o analisador genético ABI 3130
(Thermo Fisher Scientific) com polimero POP 7 (Thermo Fisher Scientific) para
padronizacao da metodologia. Como em nosso laboratério utiliza-se outro modelo de
analisador genético - ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) com polimero POP 4
(Thermo Fisher Scientific) - houve a necessidade de ajustar o painel de bins (regido
em que os alelos sdo identificados no eletroferograma) para a correta identificacao
dos alelos no software GeneMapper ID-X v. 1.2 (Thermo Fisher Scientific). Para isto,
foram genotipadas as amostras controle 9947A (Thermo Fisher Scientific) e 9948
(Promega) e as amostras M1, M2, M3 e M4 do exercicio de intercomparacao do ano
de 2012 do GHEP-ISFG (Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa da Sociedade
Internacional de Genética Forense). Estes dados foram enviados para o grupo de
trabalho do GHEP para avaliacdo e apds a padronizacao, a técnica foi utilizada para
a genotipagem dos 38 HID-INDELs nas amostras dos estados de S&o Paulo e
Espirito Santo.

Nos resultados, serdo mostradas as diferencas entre as posi¢cdes de leitura
dos alelos no eletroferograma para o ABI 3130 e o ABI 3500 (Thermo Fisher

Scientific).
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Tabela 1 - INDELs analisados mostrando a localizagdo de cada marcador no

genoma e os alelos possiveis.

Marcador ~ Cromossomo  Posigéo (pb) Alelos
rs3047269 1 161077452 -/ICTGA
rs2307579 1 245878706 -IATG

rs16624 2 234681130 -IGT
rs2308242 3 8591709 -ICT
rs2308026 4 119404855 -ICA
rs2307526 5 5178112 -/ACAC
rs1160956 5 65414216 -/IAGA
rs1610871 5 171020572 -ITAGG
rs2307710 6 47929222 -[AGGA
rs2307839 6 117200251 -IGA
rs2308137 6 149655891 -IGA
rs2307978 7 83121850 -IGA
rs35769550 8 76681235 -ITGAC
rs5895447 8 138489776 -/CA
rs16402 9 38396788 -ITTAT
rs2067294 9 70504241 -ICTT
rs2307580 9 104626014 -[AATT
rs140809 10 6027167 -/ICAA
rs1160886 10 54112392 -/ACT
rs10688868 11 258180 -ICT
rs34811743 11 30134266 -ITG
rs33972805 11 125794082 -ICT
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rs1610919 12 14801263 -IAT

rs2067238 12 113772931 -IGCT
rs2308171 13 43778155 -ITCTG
rs2308189 14 28106508 -IAACTA
rs2308020 15 51268809 -ITT
rs2067208 16 83139788 -IGCCAG
rs3051300 17 10076666 -IGTAT
rs3080855 18 21507205 -IAATT
rs34511541 18 34677042 -ICTCTT
rs36040336 19 1353662 -IAT
rs2307689 19 48896180 -ITTC
rs33917182 20 11643625 -ICA
rs34541393 20 30165066 -IAACT
rs35605984 21 14556736 -ITAAAG
rs10629077 21 30294208 -IAT
rs2307700 22 25120901 -ITCAC

Dados de acordo com o build 129 do dbSNP.
Fonte: Pereira, R. et al. (2009).

4.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a reacdo de amplificacdo por PCR
dos 38 HID-INDELs (PEREIRA, R. et al. 2009), conforme segue:

- 5 L de Qiagen Multiplex PCR master mix (2x)
- 1 yL de Primer mix (10x)
-1 pyL de DNA (0.3-5 ng/ pL)
- H,O ultrapura (MILLI-Q) autoclavada g.s.p. 10 yL
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Obs. O mix de primers contém todos os primers na concentracdo de 1 uM
exceto para os marcadores rs2308137 (2 uM) e rs3047269 (3 uM).

A ciclagem foi realizada em termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific) nas

seguintes condicdes:

95°C - 15 min

94°C-30s

60°C -90s 10 ciclos

72°C-60s

94°C-30s

58°C-90s 18 ciclos

72°C-60s

72°C - 80 min

4°C - até a retirada do termociclador.

Obs. Esta ciclagem apresenta duas modificagdes em comparagcdo com aquela
publicada pelos autores. O segundo passo de ciclagens foi diminuido de 20 para 18
ciclos para reduzir o sinal obtido no eletroferograma e o tempo de extensao final foi

aumentado em 20 minutos para melhorar a adenilagcdo dos fragmentos.

4.4.3 Purificacéo

Os autores citam que a purificacdo do produto de PCR previamente a EC é
opcional, mas neste trabalho foi realizada pela técnica de precipitacdo por alcool

conforme segue:

- Adicionou-se 1 uL do produto da PCR em um tubo de 1,5 mL contendo 80 uL de
isopropanol 75%;

- A mistura foi deixada a temperatura ambiente (22°C) por 15 minutos no escuro,
centrifugada por 15 minutos a 14.000 G (Eppendorf Centrifugal 5417R) e 22°C,;

- O sobrenadante foi entdo cuidadosamente descartado, invertendo-se o tubo sobre
papel absorvente;

- Adicionou-se 1 mL de etanol 70%;
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- Procedeu-se nova centrifugacdo por 5 minutos, 14.000 rpm a 22°C, e o
sobrenadante foi vertido cuidadosamente sobre papel absorvente;
- O precipitado foi seco a vacuo por 15 minutos em aparelho DNA Speed Vac

(Savant) e guardado em freezer a -20°C até a EC.

4.4.4 Eletroforese capilar

As amostras foram preparadas da seguinte forma: adicionou-se 9,7 uL de
formamida HI-DI (Thermo Fisher Scientific) e 0,3 uL de LIZ 600 (Thermo Fisher
Scientific) ao tubo de 1,5 mL contendo o produto de PCR purificado e seco. O
volume foi agitado para ressuspender o produto de PCR e em seguida transferido
para placa de 96 pocos.

Em seguida, as amostras foram desnaturadas a 95 °C por 3 minutos e
rapidamente inseridas no gelo onde permaneceram também por 3 minutos.

A eletroforese capilar foi realizada no analisador genético ABI 3500 (Thermo

Fisher Scientific), utilizando capilar de 36 cm e polimero POP 4.

4.4.5 Determinacédo dos perfis alélicos e analise estatistica

Os resultados foram analisados no software GeneMapper ID-X v. 1.2 (Thermo
Fisher Scientific).

Com o auxilio do software Arlequin v. 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER; 2005), foram estimadas as frequéncias alélicas para as populacdes, o
teste exato para avaliar o desequilibrio de ligacdo (LD) entre os pares de
marcadores, a divergéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade
observada (Ho) e a heterozigosidade esperada (He), o célculo de distancia genética
(Fst) e os valores de p correspondentes para as populacfes estudadas e as de
Portugal, Africa, Asia, tribo Terena e do estado de Rio de Janeiro. Os valores de Fst
foram utilizados para representacao grafica em escala multidimensional (MDS plot)
por meio do software STATISTICA v. 13 (Statsoft). Com o auxilio da tabela
PowerStats (Promega) foram calculados os seguintes parametros forense: poder de

discriminagéo (PD) e poder de excluséo (PE).
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4.5 Insercdo do marcador para amelogenina na reagdo de 38 HID-INDELs

No sistema 38 HID-INDELs estabelecido por Pereira, R. et al. (2009) ha um
espaco entre 103 e 120 pb para fluorocromo NED (amarelo) no eletroferograma,

onde o marcador da amelogenina poderia ser inserido.

4.5.1 Selecao dos primers

Apbs busca na literatura, selecionou-se o par de primers descritos em Krenke
et al. (2002), pois os fragmentos amplificados tém 108 e 112 pb para os alelos X e Y,
respectivamente. A ferramenta online PCR in silico (http://genome.ucsc.edu/) foi
utilizada para confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos. *Observacdo: Para as
populacbes de Espirito Santo e S&o Paulo estudadas neste trabalho este sistema

multiplex com o marcador da amelogenina né&o foi utilizado.
4.5.2 Reacao de PCR

Inicialmente, o par de primers foi testado individualmente na PCR para
verificar sua eficiéncia e, posteriormente, utilizado em conjunto com o mix de primers
para os 38 HID-INDELs conforme descrito no item 4.4.2. O mix de primers da
amelogenina foi utilizado na concentracédo de 2 uM.

4.5.3 Purificacdo e Eletroforese Capilar

A purificacdo do produto de PCR e a EC foram realizadas conforme descrito

nos itens 4.4.3. e 4.4.4., respectivamente.

4.5.4 Andlise

Os resultados foram analisados no software GeneMapper ID-X v. 1.2 (Thermo
Fisher Scientific).
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4.6 Analise de 20 STRs autossdmicos

O kit PowerPlex 21 (Promega), que analisa 20 STRs autossdmicos mais o
marcador da amelogenina (Tabela 2), foi utilizado na andlise de 100 amostras de

individuos ndo aparentados do estado de Sao Paulo.

4.6.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As PCRs foram feitas com volume total de 12,5 pL (metade do volume
indicado no manual do fabricante), utilizando-se 1 disco de papel FTA Classic
(Whatman) com a amostra de sangue adsorvida, sem a necessidade de extracdo de

DNA, conforme segue:

- 2,5 uL de Master mix (5X)
- 2,5 uL de Primer mix (5X)
- 1 disco (1,2 mm) do cartdo FTA Classic (Whatman) com sangue

- H,O ultrapura (MILLI-Q) autoclavada q.s.p. 12,5 uL

A ciclagem foi realizada conforme as seguintes condicdes em

termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific):

96°C -1 min

94°C -10s

59°C -1 min > 25 ciclos
72°C -30s

60°C - 20 min

4°C - até a retirada do termociclador
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Tabela 2 - STRs analiados com o kit PowerPlex 21 (Promega), localizagéo
cromossOmica e sequéncia repetidora do polimorfismo. NA: n&o se aplica.

STR Cromossomo Sequéncia repetidora 5 — 3~
Amelogenina XeY NA

D3S1358 3 TCTA
D1S1656 1 TAGA
D6S1043 6 AGAT
D13S317 13 TATC
Penta E 15 AAAGA
D16S539 16 GATA
D18S51 18 AGAA
D2S1338 2 TGCC/TTCC
CSF1PO 5 AGAT
Penta D 21 AAAGA

THO1 11 AATG

Vwa 12 TCTA
D21S11 21 TCTA
D7S820 7 GATA
D5S818 5 AGAT

TPOX 2 AATG

D8S1179 8 TCTA
D12S391 12 AGAT/AGAC
D19S433 19 AAGG

FGA 4 TTTC

Fonte: PowerPlex 21 (Promega) manual.
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4.6.2 Eletroforese Capilar

As amostras foram preparadas em placas de 96 poc¢os da seguinte forma:

- 1 uL do produto de PCR
- 10 uL de formamida HI-DI (Thermo Fisher Scientific)
- 1 uL de CC5-ILS 500 (Promega)

Em seguida, as amostras foram desnaturadas a 95 °C por 3 minutos e
rapidamente inseridas no gelo onde permaneceram também por 3 minutos.
A eletroforese capilar foi realizada no analisador genético ABI 3500 (Thermo

Fisher Scientific) utilizando capilar de 36 cm e polimero POP 4.

4.6.3 Determinacéo dos perfis alélicos e analise estatistica

Os resultados foram analisados no software GeneMapper ID-X v. 1.2
(Thermo Fisher Scientific).

Com o auxilio do software Arlequin v. 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER; 2005), foi realizado o teste exato para avaliar o desequilibrio de
ligacdo entre os pares de marcadores. A tabela PowerStats (Promega) foi usada

para calcular o poder de discriminacao (PD) e o poder de exclusdo (PE).

4.7 Andlise de 46 AIM-INDELs (marcadores informativos de ancestralidade)

A metodologia descrita por Pereira, R. et al. (2012) visa a analise de 46 AIM-
INDELs (marcadores informativos de ancestralidade) autossomicos (Tabela 3) por
meio de reacdo de PCR seguida por analise em eletroforese capilar (EC).

4.7.1 Implantacdo da metodologia

O ajuste desta metodologia em nosso laboratério foi necessario pelos
mesmos motivos descritos no item 4.4.1. Para isto, foram genotipadas as amostras

controle 9947A (Thermo Fisher Scientific) e 9948 (Promega) e as amostras M1, M2,
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e M3 do exercicio de intercompara¢édo do ano de 2014 do GHEP-ISFG. Estes dados
foram enviados para o grupo de trabalho do GHEP para avaliacéo.

Nos resultados, serdo mostradas as diferencas entre as posi¢cdes de leitura
dos alelos no eletroferograma para o ABI 3130 e o ABI 3500 (Thermo Fisher

Scientific).

Tabela 3 - INDELs analisados com a nomenclatura segundo o banco de dados

Marshfield (MID) e dbSNP, sua localizacdo no genoma e os alelos possiveis.

MID dbSNP  Cromossomo Posicéo (pb) Alelos
MID-1470 rs2307666 11 64729920 -IGTTAC
MID-777 rs1610863 16 6551830 -IGAA
MID-196 rs16635 6 99789775 -[CAT
MID-881 rs1610965 5 79746093 -/ACTT
MID-3122 rs35451359 18 45110983 -/ATCT
MID-548  rs140837 6 3708909 -ICT
MID-659 rs1160893 2 224794577 -ICT
MID-2011 rs2308203 2 109401291 -/ICTAGA
MID-2929 rs33974167 8 87813725 -ITA
MID-593 rs1160852 6 137345857 -ITT
MID-798 rs1610884 5 56122323 -IGGGAAA
MID-1193 rs2067280 5 89818959 -IAT
MID-1871 rs2308067 7 127291541 -ITT
MID-17 rs4183 3 3192524 -ITAAC
MID-2538 rs3054057 15 86010538 -/AACA
MID-1644 rs2307840 1 36099090 -IGT
MID-3854 rs60612424 6 84017514 -[TCTA
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MID-2275

MID-94 r

MID-3072

MID-772

MID-2313

MID-397

MID-1636

MID-51r

MID-2431

MID-2264

MID-2256

MID-128

MID-15

MID-2241

MID-419

MID-943

MID-159

MID-2005

MID-250

MID-1802

MID-1607

MID-1734

MID-406

rs3033053

rs16384

rs34611875

rs1610859

rs3045215

rs25621

rs2307832

rs16343

rs3031979

rs34122827

rs133052

rs6490

rs4181

rs3030826

rs140708

rs1611026

rs16438

rs2308161

rs16687

rs2307998

rs2307803

rs2307930

rs25630

22

12

20

10

42554496

42045009

67623917

128317275

234740917

139858158

55590789

17635560

73501951

63778778

41042364

108127168

42577803

67176774

170720016

82545545

25278470

69800909

83887882

7814345

108981031

84476378

14734341

-ITCAGCAG

-IAAC

-/IGCCCCCA

-ITAG

-IATTATAACT

JTTCT

-IAA

ITTTAT

-IATTG

-IAAGT

-ICAT

-IATT

-IAAATACACAC

-IGTCCAATA

-IAATGGCA

-ITGAT

-/ICCCCA

-/AACAAT

-ICA

-IGGA

-ITG

-/[CCAT

-IAG
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MID-1386 rs2307582 1 247768775 -IAAACTATTCATTTTTCACCCT

MID-1726 rs2307922 1 39896964 -/ICAAGAACTATAATICACTATCTATTAT

MID-3626 rs11267926 15 45526069 -IAATATAATTTCTCCA
MID-360 rs25584 12 112145217 -IAA

MID-1603 rs2307799 5 70828427 -ITTGT

MID-2719 rs34541393 20 30701405 -IAACT

Dados de acordo com o build 132 do dbSNP.

Fonte: Pereira, R. et al. (2012).

4.7.2 Periodo do doutorado sanduiche

Durante os meses de junho a novembro de 2015, realizou-se um estagio no
Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP)
— Porto, Portugal, sob a supervisdo do Dr. Rui Pereira, onde foi feita a analise dos 46
AIM-INDELs para as duas populacbes estudadas, conforme descrito nos itens
seqguintes (4.7.3. a 4.7.7.).

4.7.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As PCRs para amplificacdo dos 46 AIM-INDELs foram realizadas conforme

descrito por Pereira, R. et al. (2012):

- 5 yL de Qiagen Multiplex PCR master mix (2x)
- 1 pyL de Primer mix (10x)
- 1 gL de Primer mix (reforco)
- 1 yL de DNA (0.3-5 ng/ pL)
- H,O ultrapura (MILLI-Q) autoclavada g.s.p.10 pL
Obs. O mix de primers contém todos os primers na concentracédo de 1 uM.
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O Primer mix (reforco) contém os primers a 1uM para os marcadores MIDs-
196, 881, 3854, 772, 3626 e 2719.

A ciclagem foi realizada em termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific)

conforme as seguintes condic¢des:

95°C - 15 min

94°C-30s

60°C -90s 30 ciclos
72°C -45s

72°C - 60 min

4°C - até a retirada do termociclador.

4.7.4 Purificacéo

Conforme os autores, o passo de purificacdo € opcional e nao foi utilizado,

pois ndo foi necessério.

4.7.5 Eletroforese capilar

As amostras foram preparadas em placas de 96 pocos da seguinte forma:

- 1 uL do produto de PCR
- 9,7 uL de formamida HI-DI (Thermo Fisher Scientific)
- 0,3 uL de LIZ 600 (Thermo Fisher Scientific)

Em seguida, as amostras foram desnaturadas a 95 °C por 3 minutos e
rapidamente inseridas no gelo onde permaneceram também por 3 minutos.
A eletroforese capilar foi realizada no analisador genético ABI 3130 (Thermo

Fisher Scientific) utilizando capilar de 36 cm e polimero POP 7.
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4.7.6 Determinacgéo dos perfis alélicos e andlise estatistica

Os resultados foram analisados no software GeneMapper v. 4.0 (Thermo
Fisher Scientific).

Com o auxilio do software Arlequin v. 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL,;
SCHNEIDER; 2005), foram estimadas as frequéncias alélicas para as populac¢des, 0
teste exato para avaliar o desequilibrio de ligacdo (LD) entre os pares de
marcadores, a divergéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade
observada (Ho) e a heterozigosidade esperada (He), o célculo de distancia genética
(Fst) e os valores de p correspondentes para as populagdes estudadas e da Europa,
Africa, nativo-americanos (PEREIRA, R. et al., 2012) e algumas populacbes
brasileiras (MANTA et al., 2012b). Os valores de Fst foram utilizados para
representacdo grafica em escala multidimensional (MDS plot) através do software
STATISTICA v. 13 (Statsoft). Com o auxilio do software STRUCTURE v. 2.3.4
(FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003) foi realizada a comparacdo para
proporcdo de ancestralidade das populacdes de Espirito Santo e Sdo Paulo em
comparacao com africanos, europeus e nativo-americanos, além da plotagem destes

dados.

4.7.7 Comparacao de 46 AIM-INDELs com cromossomo Y e DNA mt

As amostras provenientes de individuos do estado de Espirito Santo em
outros estudos realizados no nosso laboratério (FIGUEIREDO et al.,, 2015;
SANCHES et al., 2014) foram classificadas em haplogrupos evolutivos por meio da
analise de Y-SNPs, Y-STRs, e regido hipervariavel do DNA mt. As proporcdes de
origem ancestral obtidas com as analises de regides uniparentais foram comparadas

com aquela obtida com os 46 AIM-INDELSs.

4.8 Fluxograma de trabalho

Os dados obtidos para os 38 HID-INDELs e 46 AIM-INDELs foram
comparados entre as populacdes dos estados de S&o Paulo e Espirito Santo, sendo

gue estes dados foram submetidos a duas comissdes de trabalho interlaboratorial do
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Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa da Sociedade Internacional de Genética
Forense (GHEP-ISFG). Além disso, para a populagédo de S&o Paulo os dados dos 38
HID-INDELs foram comparados com STRs autossémicos e para a populacdo do
Espirito Santo os dados dos AIM-INDELs foram comparados com dados de
polimorfismos do cromossomo Y e regido hipervariavel do DNA mt (Figura 3).

Os dados de 38 HID-INDELs e 46 AIM-INDELs serao publicados em conjunto
com dados de outras popula¢cdes mundiais enviadas pelos laboratérios participantes

do exercicio colaborativo.

Figura 3 - Esquema ilustrando o fluxograma de trabalho com os dados das andlises

gue foram utilizadas nas duas populacdes.

Séo Paulo Espirito Santo

! |

STRs
= -
autossomicos —» 38 HID-INDELs 38 HID-INDELs

—>
» Cromossomo Y
46 AIM-INDELs ‘_. 46 AIM-INDELS <«— mtDNA

N\ .

Fonte: Este trabalho
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho séo apresentados e comparados

com dados existentes na literatura, a seguir.

5.1 Anélise de 38 HID-INDELs

Nesta parte, sdo discutidos os dados obtidos da analise de 38 HID-INDELSs

nas populagdes dos estados de Sdo Paulo e Espirito Santo.

5.1.1 Implantacéo e avaliacdo da técnica

Houve a necessidade de ajustar o protocolo descrito por Pereira, R. et al.
(2009) devido a diferenca de mobilidade em pares de base (pb) dos fragmentos
amplificados de cada marcador quando analisados no ABI 3130 (Thermo Fisher
Scientific), o qual foi o utilizado pelos autores, e no ABI 3500 (Thermo Fisher
Scientific), utilizado neste trabalho.

Esta diferenca de mobilidade ocorre, pois, no equipamento ABI 3130 (Thermo
Fisher Scientific) os autores utilizaram polimero POP-7, enquanto no presente
trabalho, foi utilizado o ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) com polimero POP-4,
uma vez que este equipamento ndo permite a utilizacdo do polimero POP-7 para a
analise de fragmentos.

As diferentes posic¢des de leitura em pb s&o mostradas a seguir (Tabela 4):
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Tabela 4 - Comparacédo das posicdes em pares de base (pb) no eletroferograma dos
alelos de cada um dos 38 marcadores com os respectivos fluorocromos no ABI 3130

e no ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific). 1 (alelo curto) e 2 (alelo longo).

ABI 3130 (polimero POP-7)  ABI 3500 (polimero POP-4)

Pereira, R. et al, (2009) Este trabalho
Marcador Fluorocromo 1 (pb) 2 (pb) 1 (pb) 2 (pb)
BO1 Azul 55,43 58,91 47,17 51,28
B0O2 Azul 61,19 63,06 55,13 57,26
BO3 Azul 69,9 72,93 65,01 68,36
B0O4 Azul 86,83 91,15 82,96 87,21
BO5 Azul 99,38 103,03 96,05 99,67
BO6 Azul 112,17 1155 109,21 112,45
BO7 Azul 124,58 128,77 122,27 126,36
BO8 Azul 133,68 135,78 130,41 132,46
B0O9 Azul 141,49 143,61 139,18 141,14
B10 Azul 149,09 153,27 145,13 149,17
GO1 Verde 59,14 63,11 52,9 57,72
G02 Verde 70,13 73,3 65,04 68,79
GO03 Verde 77,08 80,07 73,95 77,11
G04 Verde 91,15 95,17 87,05 91,21
GO05 Verde 105,66 107,69 101,79 103,82
GO06 Verde 120,13 124,19 116,33 120,22
GO7 Verde 128,21 131,12 124,41 127,96
GO08 Verde 141,92 147,55 137,58 142,71
G09 Verde 157,67 159,62 151,73 153,99
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Y01

Y02

Y03

Y04

Y05

Y06

YO7

Y08

Y09

RO1

R0O2

RO3

RO4

RO5

RO6

RO7

RO8

RO9

R10

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

60,69
73,96
82,77
92,39
102,24
124,98
132,21
141,76
151,2
63,15
67,66
78,9
87,23
95,5
109,28
119,42
129,38
135,78

154,79

64,31
76,11
84,93
97,66
105,14
127,02
136,36
144,05
153,38
64.966
69,48
81,89
89,14
100,08
111,34
124,12
1315
140,11

160,01

53,19
68,24
78,17
88,92
98,05
121,25
128,08
137,09
145,99
57,24
62,81
74,49
83,58
91,78
106,04
117,74
126,53
133,32

150,17

58,31

70,77

80,29

93,91
101,25
123,2
132,16
139,1
148,08
59,41

64,93

77,63

85,64

96,38
108,21
122,53
128,59
137,52

155,16

Fonte: Este trabalho.

O diferencial de mobilidade observado na tabela 4 foi causado ndo sé por

usarmos um equipamento diferente, mas principalmente, pela utilizacdo de um tipo

diferente de polimero, uma vez que o ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) ndo

permite o uso do polimero POP-7 para analise de fragmentos.
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Apés o ajuste de leitura para a correta identificacdo dos alelos, verificamos
que a reacdo de amplificacao foi eficiente para analise dos 38 INDELSs.

Os perfis dos individuos de cada populacdo foram avaliados no software
GeneMapper ID-X v. 1.2 (Thermo Fisher Scientific) (Figura 4).

Figura 4 - Eletroferograma de uma reagédo multiplex dos 38 HID-NDELs analisada no
ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific). O eixo Y indica a intensidade de fluorescéncia
em RFU (relative fluorescence units) e o eixo X, mostra a posi¢cao do fragmento em

pares de base.
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Fonte: Este trabalho

5.1.2 Variacdo genética das populacbes

Na andlise de estimativa de distancia genética (Fst) entre as populacdes
estudadas de Sdo Paulo e Espirito Santo, o valor obtido foi Fst = 0,00060 (p =
0,35135), indicando que as populac¢des sdo bastante proximas geneticamente.

Além disso, os dados do Espirito Santo (ES) e de Sao Paulo (SP) foram
comparados com dados dos 38 HID-INDELs das populacdes de Portugal, Africa
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(AFR), Asia (EAS), tribo Terena do Mato Grosso do Sul (nativo-americanos) e Rio de
Janeiro (RJ) (MANTA et al.,, 2012a) para obtencdo das distancias genéticas (Fst)
gue sao mostradas na tabela 5.

Os dados indicam uma proximidade genética entre as populacbes dos
estados de Séo Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro (MANTA et al., 2012a). O
maior valor Fst obtido (indicando maior distancia genética) foi entre as populacdes
de Africa e Terena (0,14128) e o menor entre Espirito Santo e Rio de Janeiro
(0,00059).

Tabela 5 - Distancias genéticas entre as populacfes (abaixo da diagonal) e valores
de p correspondentes (acima da diagonal) obtidos com os dados de 38 HID-INDELSs.
Portugal AFR EAS Terena RJ ES SP

Portugal * 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
AFR  0,10758 * 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
EAS 0,09066 0,12176 * 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

Terena 0,09066 0,14128 0,09603 * 0,00000 0,00000 0,00000
RJ 0,01086 0,05737 0,06901 0,06287 * 0,27928 0,08108
ES 0,01208 0,05441 0,07156 0,06691 0,00059 * 0,35135

SP 0,00464 0,07490 0,07034 0,06728 0,00136 0,00060 *

Fonte: Este trabalho.

Um detalhe interessante a ser observado na tabela 5, € que a amostragem
populacional de Terena apresentou uma menor distancia em relacdo a amostragem
de Portugal, do que em relacdo as amostragens da Africa e Asia.

Apesar de Terena ser uma tribo indigena localizada no estado de Mato
Grosso do Sul, este dado pode ser um indicativo da presenca de uma componente
genética de origem europeia, inserida nesta populacao indigena na época em que 0
Brasil foi colénia de Portugal.

Com os valores de distancia genética foi realizado um MDS plot tridimensional
com o auxilio do software STATISTICA v. 13 (Figura 5).
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Figura 5 - MDS plot tridimensional a partir das distédncias genéticas de Portugal,
Africa (AFR), Asia (EAS), Portugal, Terena, Rio de Janeiro (RJ), S&o Paulo (SP) e

Espirito Santo (ES), obtidas com os dados de 38 HID-INDELs. As populacdes ES e
RJ aparecem sobrepostas.

Terena
Q
1 4
12
' 0
C:‘
06
0.
3 C.Q E%S :
Dimensao 20 ; '
AFR | Rsp
0% ° i P
0 : 1
,uf‘ Por%lgal
08 i
Dimenséo 2

Dimensdo 1

Fonte: Este trabalho

As populacdes de Africa, Portugal, Asia e Terena (nativo americanos) se
apresentam totalmente distintas na plotagem, e as trés populacdes da regiao
Sudeste do Brasil, bastante proximas entre si, e mais proximas da populacdo de
Portugal do que dos outros grupos populacionais.

Este € um exemplo que demonstra a forte influéncia genética europeia nas
populacdes brasileiras, gerada no periodo de colonizacao do Brasil por Portugal.

5.1.3 Avaliacéo da eficiéncia forense

No desenvolvimento da metodologia, os autores buscaram selecionar
marcadores com caracteristicas adequadas para uso em identificagdo humana,
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dentre as quais, frequéncia alélica minima de 0,25 em populacdes africanas,
europeéias e asiaticas, e heterozigosidade média de no minimo 0,40 (PEREIRA, R. et
al., 2009). Os 38 HID-INDELs foram analisados em 45 individuos de uma populacéo
nativo-americana (Terena-MS) tendo sido identificado um valor médio de diversidade
menor quando comparado com o esperado para 0s outros trés grupos populacionais
(MANTA et al., 2012a).

Os dados de Espirito Santo e Sdo Paulo, obtidos nos calculos de diversidade
génica e equilibrio de Hardy-Weinberg sdo mostrados na tabela 6, como
heterozigosidade observada (Ho), esperada (He) e equiilibrio de Hardy-Weinberg (P-
HWE) e comparados com dados da populagéo do estado do Rio de Janeiro (MANTA
et al., 2012a).

Os marcadores que apresentaram maior He para Espirito Santo e Sdo Paulo
foram, respectivamente, G2 (0,50237) e R10 (0,50251); ao contrério, Y9 (0,34141) e
G5 e Y2 (0,32759) apresentaram menor He. Em comparacao, no estado do Rio de
Janeiro foi identificada maior He nos marcadores B7, G2 e R10, ambos com 0,499, e
B10 com a menor Ho que foi 0,372 (MANTA et al., 2012a).

Destaca-se 0s menores e maiores valores obtidos para He, pois, é a He é
representativa da populacao total, e ndo s6 da amostragem estudada.

Como mencionado anteriormente, os autores selecionaram marcadores com
heterozigosidade minima = 0,40 para os grupos parentais de europeus, africanos e
asiaticos.

As populacionais brasileiras sdo formadas principalmente por europeus,
africanos e nativo-americanos, sendo que estes 38 marcadores ndo foram
selecionados visando a aplicacdo na ultima populacdo parental mencionada.

Ainda assim, a grande maioria dos marcadores apresentou He maior que 0,40

para as duas populac¢des aqui estudadas.
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Tabela 6 - Heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e

teste exato para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P-HWE) calculados para os 38

HID-INDELs nas populacfes de Espirito Santo e Sdo Paulo. Em comparacédo a He

para os mesmos INDELSs no estado do Rio de Janeiro (MANTA et al., 2012a).

Rio de Janeiro

Espirito Santo Séo Paulo (MANTA et al., 2012a)
Marcador Ho He P-HWE Ho He P-HWE He
Bl 0,49057 0,47662 0,83873 0,55102 0,49922 0,31788 0.494
B2 0,53774 0,50197  0,5609 0,49 0,47111 0,83117 0.475
B3 0,50943 0,48073 0,55048 0,49 0,49121 1,00000 0.472
B4 0,41509 0,41581 1,00000 0,55 0,48035 0,20742 0.461
B5 0,45714 0,47829 0,68457 0,48 0,46312 0,82874 0.481
B6 0,45283 0,47662 0,68129 0,44 0,42211 0,81139 0.461
B7 0,41509 0,49951 0,11529 0,50505 0,50208 1,00000 0.499
B8 0,4434  0,50197 0,24733 0,65 0,50206 0,00488 0.498
B9 0,4434  0,48265 0,4205 0,54 0,47357 0,20282 0.457
B10 0,42453 0,4197  1,00000 0,48 0,42995 0,34699 0.372
G1 0,40952 0,50221 0,07811 0,48 0,50231 0,6929 0.498
G2 0,49057 0,50237 0,8473 0,45 0,49643 0,41806 0.499
G3 0,37736 0,39936 0,62435 0,50505 0,45942 0,38269 0.390
G4 0,56604 0,48073 0,07014 0,5 0,45106 0,37081 0.454
G5 0,40566 0,39502 1,00000 0,39 0,32759 0,06559 0.419
G6 0,45283 0,49092 0,43761 0,57 0,49402 0,15297 0.495
G7 0,5 0,46477 0,52977 0,41 0,38186 0,59889 0.443
G8 0,51887 0,49481 0,69559 0,50505 0,49633 1,00000 0.492
G9 0,35849 0,39059 0,45456 0,33333 0,33005 1,00000 0.431
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Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

Y6

Y7

Y8

Y9

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

0,48113
0,31132
0,34286
0,4717
0,53774
0,43396
0,34906
0,43396
0,35849
0,49057
0,40566
0,48113
0,33962
0,43396
0,42453
0,45283
0,42453
0,38095

0,38679

0,46477
0,3571
0,42579
0,4235
0,49231
0,45068
0,42721
0,48449
0,34141
0,46732
0,41183
0,44116
0,38147
0,45068
0,45368
0,50165
0,4594
0,43308

0,48623

0,83322
0,27064
0,06374
0,2583
0,42408
0,82837
0,06926
0,3177
0,77655
0,67935
1,00000
0,38307
0,30545
0,82865
0,52423
0,3344
0,52358
0,25715

0,04584

0,59
0,35
0,45918
0,5
0,55
0,56
0,43
0,47
0,4
0,41
0,49495
0,51
0,37
0,51
0,48
0,51
0,4
0,36364

0,56

0,48799 0,041
0,32759 0,75701
0,43846 0,81681
0,45106 0,37097
0,50005 0,41977
0,46312 0,04932
0,39151 0,44061
0,49121 0,68745
0,36663 0,41959
0,44779 0,50048
0,43609 0,24458
0,46025 0,3811
0,43372 0,16692
0,47593 0,52785
0,46312 0,82805
0,50246 1,00000
0,40523 1,00000
0,39871 0,44424

0,50251 0,31848

0.480

0.397

0.413

0.345

0.487

0.407

0.416

0.487

0.333

0.488

0.472

0.443

0.430

0.452

0.463

0.497

0.416

0.416

*Os maiores e menores valores de He em cada populacdo estdo em negrito e

sublinhado.

Fonte: Este trabalho.

Né&o foi identificado valor de P-HWE significativo apds correcéo por Bonferroni

(p < 0,0013).

As frequéncias alélicas obtidas para cada um dos 38 marcadores nas duas

populacdes sdo mostradas a seguir (Tabela 7):
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Tabela 7 - Frequéncias alélicas calculadas para 38 HID-INDELs nas populagcfes de
Espirito Santo e S&o Paulo; nome do marcador e respectivo codigo usado no

eletroferograma; 1 (alelo curto) e 2 (alelo longo).

Espirito Santo Sao Paulo
Marcador Cadigo 1 2 1 2
rs34541393 Bl 0,386792 0,613208 0,452128 0,547872
rs16624 B2 0,514151 0,485849 0,632979 0,367021
rs2307689 B3 0,396226 0,603774 0,425532 0,574468
rs35769550 B4 0,292453 0,707547 0,388298 0,611702
rs2307700 B5 0,386792 0,603774 0,356383 0,643617
rs140809 B6 0,386792 0,613208 0,31383 0,68617
rs3047269 B7 0,537736 0,462264 0,5 0,5
rs33972805 B8 0,485849 0,514151 0,510638 0,489362
rs33917182 B9 0,599057 0,400943 0,606383 0,393617
rs16402 B10 0,297170 0,702830 0,31383 0,68617
rs1610871 Gl 0,485849 0,504717 0,494681 0,505319
rs2067238 G2 0,500000 0,500000 0,542553 0,457447
rs2067294 G3 0,273585 0,726415 0,356383 0,643617
rs2307710 G4 0,396226 0,603774 0,335106 0,664894
rs2308242 G5 0,268868 0,731132 0,207447 0,792553
rs2307580 G6 0,424528 0,575472 0,43617 0,56383
rs1160956 G7 0,636792 0,363208 0,744681 0,255319
rs34511541 G8 0,438679 0,561321 0,446809 0,553191
rs2307978 G9 0,264151 0,735849 0,218085 0,781915
rs3051300 Y1 0,363208 0,636792 0,409574 0,590426

57



rs10629077 Y2 0,231132 0,768868 0,212766 0,787234
rs10688868 Y3 0,301887 0,688679 0,319149 0,680851
rs2067208 Y4 0,301887 0,698113 0,345745 0,654255
rs2307579 Y5 0,429245 0,570755 0,468085 0,531915
rs2308020 Y6 0,660377 0,339623 0,62766 0,37234
rs3080855 Y7 0,306604 0,693396 0,276596 0,723404
rs1610919 Y8 0,594340 0,405660 0,558511 0,441489
rs2307839 Y9 0,216981 0,783019 0,239362 0,760638
rs2308137 R1 0,367925 0,632075 0,345745 0,654255
rs36040336 R2 0,712264 0,287736 0,68617 0,31383
rs1160886 R3 0,325472 0,674528 0,351064 0,648936
rs2308026 R4 0,254717 0,745283 0,31383 0,68617
rs2307526 R5 0,339623 0,660377 0,393617 0,606383
rs34811743 R6 0,655660 0,344340 0,62766 0,37234
rs2308189 R7 0,481132 0,518868 0,484043 0,515957
rs5895447 R8 0,353774 0,646226 0,271277 0,728723
rs2308171 R9 0,311321 0,679245 0,281915 0,718085
rs35605984 R10 0,589623 0,410377 0,521277 0,478723

Fonte: Este trabalho.

Como observado na tabela 7, todos os marcadores, com excessao do
rs10629077, apresentaram frequéncia alélica superior a 0,25, que foi o limite minimo
utilizado pelos autores da metodologia como critério de selecao.

Um dos alelos deste marcador pode ter sido observado com frequéncia
ligeiramente menor a 0,25, devido a ndo consideragdo de nativo-americanos na
selecdo deste conjunto de marcadores na padronizacdao da metodologia, sendo este

um grupo parental importante na formacéo genética da populacao do Brasil.
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Né&o foi identificado valor de p significativo (p < 0,0000711 ap0s corre¢do por

Bonferroni) na avaliagdo do desequilibrio de ligagdao (LD) entre os pares de

marcadores.

Tabela 8 Poder de discriminag&o (PD) e poder de exclusdo (PE) dos 38 marcadores

nas populagdes de Espirito Santo e Sao Paulo.

Espirito Santo Sao Paulo

Marcadores PD PE PD PE
BO1 0,607867569 0,163914069 0,592 0,236
B02 0,603595586 0,222706414 0,5986 0,17889899
B0O3 0,608045568 0,179377935 0,6186 0,17889899
B04 0,568707725 0,117398893 0,5742 0,235118125
B0O5 0,626213152 0,138831534 0,5952 0,170591846
B06 0,610359559 0,149454466 0,5696 0,140172595
BO7 0,657777778 0,11392 0,621977349 0,191957581
B0O8 0,648451406 0,142587218 0,5158 0,355216875
BO9 0,62744749 0,149454466 0,5738 0,224961235
B10 0,578141687 0,123365777 0,5622 0,170591846
GO01 0,661768707 0,108233703 0,6342 0,170591846
G02 0,629583482 0,179377935 0,6402 0,147369375
G03 0,561231755 0,100734706 0,579532701 0,191957581
G04 0,559807761 0,252090952 0,5738 0,1875
GO05 0,551975792 0,117398893 0,4878 0,1079548
G06 0,626557494 0,163914069 0,5742 0,256415629
GO07 0,58757565 0,1875 0,5378 0,1201172
G08 0,603239587 0,213487638 0,616263647 0,191957581
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G09

Y01

Y02

Y03

Y04

Y05

Y06

YO7

Y08

Y09

RO1

R0O2

RO3

RO4

RO5

RO6

RO7

R0O8

R0O9

R10

0,546279815
0,585261659
0,532039872
0,590294785
0,559095764
0,589355643
0,593983624
0,591491634
0,633677465
0,500711997
0,594695621
0,558205767
0,571911712
0,535955856
0,6000356
0,604307583
0,640619438
0,605731577
0,589206349

0,646315415

0,081176743
0,195889048
0,076723152
0,07380437
0,171517725
0,232210606
0,142587218
0,085798916
0,135953959
0,085798916
0,179377935
0,111642114
0,179377935
0,090595402
0,142587218
0,117398893
0,156561513
0,129548798
0,09237536

0,111642114

0,495051525

0,5534

0,4922

0,579133694

0,5738
0,5938
0,5504
0,5422
0,6274
0,5248

0,6034

0,561371289

0,5778
0,5962
0,5934
0,5952
0,6198

0,5632

0,561983471

0,5896

0,0781893
0,27905158
0,086270625
0,154214125
0,1875
0,235118125
0,245601485
0,133236351
0,162572239
0,11392
0,1201172
0,18311894
0,19640099
0,096691649
0,19640099
0,170591846
0,19640099
0,11392
0,09328722

0,245601485

Combinados 0,9999999999999990 0,997

0,999999999999994

0,99945

Probabilidade

de match

1,1x10%

6,4 x 10

Fonte: Este trabalho.
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O poder de discriminacdo acumulado obtido com os 38 HID-INDELs nas
populac6es de Espirito Santo e Sdo Paulo sdo apresentados na tabela 8.

O poder de discriminacdo obtido com este mesmo conjunto de 38 HID-
INDELs foi para africanos (0,99999999999994), europeus (0,999999999999995),
asiaticos (0,99999999999997) (PEREIRA, R. et al, 2009), Rio de Janeiro
(0,9999999999999990) e Terena (0,9999999999997) (MANTA et al., 2012a).

Nota-se que o poder de discriminacéo obtido para Espirito Santo, Sdo Paulo e
Rio de Janeiro (MANTA et al., 2012a) sdo semelhantes, e mais elevado quando
comparado com o valor obtido para as populacfes de europeus, africanos, asiaticos
e nativo-americanos, que sdo as populacdes parentais. Sendo que para Espirito
Santo, o poder de discriminacdo obtido foi ligeiramente maior que para Séao Paulo.

Isto ocorre devido a alta miscigenacéo destas populacdes brasileiras, que tem
sua formacao baseada em europeus, africanos e nativo-americanos.

Um menor poder de discriminacdo para este conjunto de marcadores foi
obtido para a amostragem nativo-americana de Terena. Este dado é gerado, pois
esta populacdo € mais sujeita a deriva genética e, além disso, os autores deste
sistema 38 HID-INDELs utilizaram como critério de selecdo, marcadores INDELs

altamente polimdrficos em europeus, africanos e asiaticos.

5.2 Insercdo do marcador da amelogenina na reacao de 38 HID-INDELs

Na resolucao de casos de investigacdo de paternidade o sistema de analise
de 38 HID-INDELs (PEREIRA, R., 2009) pode ser utilizado em associagdo com
STRs, para aumentar o poder de discriminagdo. Os kits comerciais para analise de
STRs autoss6micos apresentam o marcador da amelogenina, porém, na andlise de
DNA degradado, pode-se ndo obter boa visualizacdo da amelogenina no
eletroferograma por fatores como: auséncia de amplificacdo ou ocorréncia de alelo
nulo devido a baixa quantidade de DNA amplificavel e, sobreposicdo de artefatos
gerados nos marcadores STR aos alelos da amelogenina, formados pela baixa
qualidade do DNA ou contaminacdo provenientes da longa exposi¢cdo da amostra ao
ambiente.

Nestes casos, € interessante uma opcao complementar de amplificacédo da

amelogenina para confirmag&o do sexo das amostras em questao.
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Além disso, vimos nos resultados apresentados anteriormente, que o sistema
38 HID-INDELSs é eficiente na identificacdo de individuos, por isto, o interesse de se
inserir este marcador na reacdo multiplex para analise de 38 HID-INDELs, uma vez
gue esta reacdo ndo apresenta originalmente o marcador.

Como apresentado anteriormente, selecionou-se o par de primers descrito em
Krenke et al. (2002) e a analise in silico com o auxilio da ferramenta online In Silico
PCR (KENT, 2001) mostrou que o tamanho dos fragmentos a serem amplificados
ocupariam perfeitamente o espaco entre 103 e 120 pb no eletroferograma.

Inicialmente, o par de primers foi testado por PCR para verificacdo da
eficiéncia, e posteriormente testado em conjunto com os primers para amplificacao
multiplex dos 38 HID-INDELs. Os fragmentos amplificados da amelogenina
apareceram no eletroferograma algumas bases a menos do que o esperado (Figura
6) e 0 alelo X do marcador da amelogenina apareceu muito préximo ao marcador

Y05 prejudicando sua identificagéo.

Figura 6 - Eletroferograma mostrando os marcadores INDELs na fluorescéncia NED.
A seta indica os picos referentes aos alelos X e Y amplificados com o par de primers
original (KRENKE et al., 2002). O eixo Y indica a intensidade de fluorescéncia em
RFU (relative fluorescence units) e o eixo X, a posicdo do fragmento em pares de

base.
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Fonte: Este trabalho
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Para solucionar este efeito, o primer reverso para a amelogenina foi
deslocado 6 pb no sentido da extremidade 3’ para possibilitar a verificacdo correta
do fragmento no eletroferograma sem prejudicar a analise de nenhum INDEL,

conforme esquema a seguir (Figura 7):

Figura 7 - llustracdo da sequencia do fragmento amplificado para o marcador
amelogenina no cromossomo X. 1) Localizacdo do primer reverso original; 2)
Alteracéo do primer reverso visando a obtencdo de um fragmento amplificado com 6

bases a mais.

Primer forward [l fragmento a ser amplificado; [l primer reverso original; [l| primer
reverso alterado.
1)
5CAATGCCCTGGGCTCTGTAAAGAA T
CICAACTCETCOTCATIIACAGTICCTABEABCAGCTTCCCAGTTTAAGCTCTG

BIGGTTGGCCTCAAGCCT 3’

2)
5'CAATGCCCTGGGCTCTGTAAAGAA I
BEEEECCTCAAGCCT 3 N

6 bases

Fonte: (BRAGANHOLI, 2015).

Assim, conforme apresentado na figura 8, foi possivel obter a identificacdo

correta da amelogenina e dos 38 HID-INDELSs pela reagdo multiplex.
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Figura 8 - Eletroferograma da reagao multiplex de 38 HID-INDELs e o marcador da
amelogenina (indicado pela seta). O eixo Y indica a intensidade de fluorescéncia em
RFU (relative fluorescence units) e o eixo X, a posicdo do fragmento em pares de

base.
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Fonte: (BRAGANHOLI, 2015).

5.3 Comparacao entre STRs e 38 HID-INDELs em amostras do estado de Séo

Paulo

Foram analisados 20 STRs autossOmicos rotineiramente usados na
identificacdo humana (Figura 9) nas amostras provenientes de individuos do estado
de S&o Paulo para avaliagdo da eficiéncia forense e comparacdo com os dados
obtidos dos 38 HID-INDELSs.
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Figura 9 - Eletroferograma de uma reacdo para andlise de 20 STRs mais
amelogenina com o kit PowerPlex 21 (Promega). O eixo Y indica a intensidade de
fluorescéncia em RFU (relative fluorescence units) e o eixo X, a posicdo do

fragmento em pares de base.
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Fonte: Este trabalho

Os perfis individuais de cada amostra, obtidos pela andlise do kit PowerPlex
21 (Promega), foram analisados individualmente para verificacdo da qualidade no
software GeneMapper ID-X v. 1.2 (Thermo Fisher Scientific).

Foram calculados o poder de discriminacdo (PD) e o poder de exclusdo (PE)
para 0os 20 STRs (Tabela 9):



comparados com os resultados acumulados dos 38 HID-INDELSs.

Marcadores PD PE
CSF1PO 0,898375677 0,403458402
Penta D 0,947603358 0,74728545

THO1 0,85687904 0,45874277
VWA 0,9298 0,694864375
D21S11 0,896868716 0,502544038
D7S820 0,916437098 0,633209356
D5S818 0,8924 0,476181321
TPOX 0,831751862 0,423587748
D8S1179 0,9278 0,754773606
D12S391 0,965100833 0,687298172
D13S317 0,906 0,544598809
Penta E 0,9758 0,81589215
D16S539 0,8978 0,636671354
D18S51 0,961890879 0,591486616
D2S1338 0,97 0,81589215
D19S433 0,896468144 0,628666226
FGA 0,95867036 0,742042281
D3S1358 0,883 0,544598809
D1S1656 0,945153061 0,744689941
D6S1043 0,943122811 0,66584501
Combinados  >0,999999999999999  0,9999999991
38 HID-INDELs 0,999999999999994 0,99945

Fonte: Este trabalho.

Tabela 9 - Poder de discriminacéo (PD) e poder de exclusdo (PE) para os 20 STRs e
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Os valores do PD e PE obtidos com os 20 STRs séo significativamente
superiores quando comparados com os 38 HID-INDELSs.

A probabilidade de match, que é a probabilidade de dois individuos
compartilharem 0 mesmo genétipo na populacéo, foi (6,4 x 10™°) para o conjunto 38
HID-INDELs e (8,7 x 10%*) para o conjunto de 20 STRs autossémicos.

Os marcadores INDELs sao bialélicos (dois alelos possiveis), enquanto os
STRs sdo multialélicos (diferentes niumeros de alelos possiveis), isto gera maior
poder de discriminacdo para cada marcador STR, no entanto, na analise de
amostras de DNA com alto nivel de degradacéo onde perfis incompletos sédo obtidos
com os STRs, a sua combinacdo com marcadores INDELs pode ser uma otima
alternativa para aumentar o poder de discriminacao.

Para que STRs e INDELs possam ser combinados, € importante conhecer o
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores na populacdo em que estes sejam
utilizados, pois apesar da distancia no genoma, o desequilibrio pode ser especifico
para cada populacéo (SZIBOR et al ., 2005).

Fondevila et al. (2012) citaram dois pares de marcadores STR-INDEL muito
proximos no genoma para serem considerados como marcadores independentes:
D7S820-rs2307978 e D12S391-rs1610919. Estes dois INDELs sdo analisados no
método de 38 HID-INDELs e os dois STRs sdo analisados pelo kit PowerPlex 21
(Promega).

O teste exato para avaliacdo do desequilibrio de ligacdo foi realizado para
todos os marcadores (20 STRs e 38 INDELs) e nao foi identificado valor de p
significativo apos a correcao de Bonferroni (p < 0,000029) para nenhum par de
marcadores. Foram obtidos os valores p = 0,43988 para o par D7S820-rs2307978 e
p = 0,99606 para o par D12S391-rs1610919, indicando que ndo ha desequilibrio de
ligacdo entre estes marcadores na populagéo estudada do estado de S&o Paulo e
que podem ser utilizados para identificacdo humana como marcadores

independentes.

5.4 Analise de 46 AIM-INDELs

Nesta parte, sdo discutidos os dados obtidos da andlise de 46 AIM-INDELs

nas populagdes dos estados de S&o Paulo e Espirito Santo.
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5.4.1 Implantacéo e avaliacdo da técnica

Apesar das amostras terem sido analisadas durante o estagio sanduiche no
exterior utilizando o equipamento ABI 3130 (Thermo Fisher Scientific), foi realizado o
ajuste do protocolo descrito por Pereira, R. et al. (2012b) para o ABI 3500 pelos
mesmos motivos descritos no item 5.1.1.

As diferentes posicdes de leitura em pb sdo mostradas a seguir (Tabela 10).

Tabela 10 - Comparacao das posi¢cdes em pares de base (pb) no eletroferograma
dos alelos de cada um dos 46 marcadores com os respectivos fluorocromos no ABI
3130 e no ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific). 1 (alelo curto), 2 (alelo longo) e 3

(terceiro estado alélico).

ABI 3130 (polimero POP-7) ABI 3500 (polimero POP-4)

Pereira, R. et al., (2012) Este trabalho

Marcador Fluorocromo 1(pb) 2(pb) 3*(pb) 1(pb) 2 (pb) 3* (pb)

1470 Azul 62,55 67,49 55,59 61,37
77 Azul 71,3 74,1 66,75 69,93
196 Azul 81,62 84,74 76,34 79,45
881 Azul 89,78 93,68 84,58 88,77
3122 Azul 99,03 102,63 94,68 99,02
548 Azul 108,34 110,34 104,86 106,83
659 Azul 117,55 119,34 113,39 1154
2011 Azul 128,06 132,92 124,19 129,02
2929 Azul 151,56 153,66 145,82 147,88
593 Azul 157,16 159,41 151,98 154,36
798 Azul 169,27 175,04 164,04 170,15
1193 Azul 181,54 183,75 176,78 179,24
1871 Azul 191,06 193,89 187,89 190,08
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17

2538

1644

3854

2275

94

3072

772

2313

397

1636

51

2431

2264

2256

128

15

2241

419

943

159

2005

250

1802

1607

Azul

Azul

Azul

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Verde

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

200,99
210,76
223,46
56,94
71,13
91,29
106,51
118,44
128,26
164,52
174,68
185,09
210,24
225,96
59,64
68,81
79,13
108,06
121,08
157,51
169,1
185,43
201,58
214,48

222,19

204,8
214,57
225,22

61,06

77,84

94,35
113,13
121,38
137,51
168,66
176,51
190,11
214,35

229,9

62,53

71,76

90,24
116,17
127,91

161,4
174,22
191,11
203,58
217,32

223,69

228,9

196,25
207,1
219,09
49,69
66,59
87,59
102,54
115,65
124,66
159,69
170,61
179,94
206,09
221,61
52,54
63,63
74,16
104,64
117,84
151,96
164,76
179,89
197,33
209,62

217,36

200,26
210,94
220,85
54,3
74,06
90,69
109,53
118,74
133,83
164,6
172,42
185,09
210,06
225,79
56,1
66,92
85,17
113,27
124,69
156
170,15
185,96
199,43
212,64

219,46

224,79
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1734

406

1386

1726

3626

360

1603

2719

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

Vermelho

59,53
67,68
73,3
105,97
142,95
170,76
214,82

228,36

62,83 51,89
69,46 62,05
94,69 68,41
118,4 102,78
159,01 138,92
172,55 171,63 167,26
218,62 211

232,26 224,26

56,5
64,21
89,9
115,72
154,14
169,05
214,68

228,17

168,12

Fonte: Este trabalho.

*Dois marcadores deste conjunto podem apresentar o alelo 3. Esta

caracteristica sera discutida posteriormente no item 5.4.4.

Apbs o ajuste de leitura para correta identificacdo dos alelos, verificamos que

a reacao de amplificacao foi eficiente para andlise dos 46 INDELs (Figura 10).
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Figura 10 - Eletroferograma de uma reacado multiplex dos 46 AIM-NDELs. O eixo Y
indica a intensidade de fluorescéncia em RFU (relative fluorescence units) e o eixo
X, a posicao do fragmento em pares de base. As setas indicam alguns artefatos da
amplificacéo, que ndo séo prejudiciais a identificacdo do perfil.
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Fonte: Este trabalho

Destaca-se na figura alguns artefatos causados na reacdo de amplificacéo;
estes artefatos podem ser gerados por excesso de alcool no processo de purificacéo
ou fluorescéncia residual da purificacéo. Neste caso, ndo foi realizada a purificacao
do produto de PCR previamente a EC, pois, os artefatos visualizados néo interferem

na identificacéo correta do perfil da amostra.

5.4.2. Diversidade génica e distancia genética entre populacdes

O painel de linhagem celular para diversidade do genoma humano (HGDP-
CEPH) é uma colecédo de 1064 amostras de DNA de individuos de populacdes do
mundo todo (CANN et al.,, 2002). As amostras de DNA do painel de diversidade
estdo publicamente disponiveis para estudos de variagdo genética, formando uma
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base consideravel para pesquisa em genética humana (CAVALLI-SFORZA, 2005).
Pereira, R. et al. (2012) analisaram as amostras do HGDP-CEPH para os 46 AIM-
INDELs e geraram dados para populacdes africanas, europeias, asiaticas e nativo-
americanas.

Os dados obtidos no presente estudo, para as populagdes dos estados de
Sao Paulo e Espirito Santo, foram comparados com dados de populacfes africanas,
europeias e nativo-americanas do HGDP-CEPH (PEREIRA, R. et al.,, 2012). N&o
apresentamos aqui a comparacao com os dados de populacdes asiaticas, pois: a
histéria de formacdo populacional do Brasil indica uma miscigenagdo entre
europeus, africanos e nativo-americanos (BUENO, 2003); trabalhos que utilizaram
estes mesmos 46 AIM-INDELs em populacbes miscigenadas brasileiras néo
apresentam a comparacao de dados com os de populacdes asiaticas (MANTA et al.,
2012b), assim, seguimos 0 mesmo parametro para compararmos nossos dados com
os de outras populacdes brasileiras; e além disso, ndo identificamos em nossa
amostragem das populacdes de Sdo Paulo e Espirito Santo nenhum individuo com
evidente proporcdo de ancestralidade asiatica.

Os dados também foram comparados com os das seguintes populacdes
brasileiras, provenientes das cinco principais regiées do pais: Santa Isabel e Manaus
(Norte); Pernambuco e Alagoas (Nordeste); Mato Grosso do Sul e Terena (Centro-
Oeste); Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Espirito Santo (Sudeste) e
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Sul) (MANTA et al., 2012b) (Tabela
11). Lembrando que as amostras de S&o Paulo e Espirito Santo analisadas no
presente trabalho sdo diferentes das ultimas mencionadas, e foram comparadas
visando a identificacdo de possiveis variacdes provenientes de efeito amostral.

Na analise de estimativa de distancia genética (Fst) entre as populacbes
estudadas de Sao Paulo e Espirito Santo, o valor obtido para a distancia genética foi
Fst = 0,00179, p = 0,09940, indicando que as populacées sdo bastante préximas

geneticamente, como observado também nos dados dos 38 HID-INDELSs.
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AFR
EUR
NAM
Sta. Isabel
Manaus
PE
AL
MS
Terena
MG
ES
RJ
SP
PR
SC
RS
ES*
SP*

Tabela 11 - Distancias genéticas entre as populacdes (abaixo da diagonal) e valores de p correspondentes (acima da diagonal).

*amostras populacionais de Espirito Santo e Sdo Paulo estudadas neste trabalho.

AFR
x
0,36515
0,44273
0,38605
0,28378
0,19928
0,21443
0,21612
0,39929
0,20782
0,29589
0,18190
0,23356
0,29837
0,34219
0,30366
0,21479
0,22667

EUR
0,00000
*
0,29768
0,22896
0,08085
0,04762
0,04950
0,04507
0,24800
0,04337
0,01014
0,05176
0,03689
0,01248
0,00807
0,01774
0,04051
0,03709

NAM
0,00000
0,00000

*
0,01989
0,12616
0,21225
0,19384
0,21900
0,02536
0,23940
0,25249
0,22025
0,25761
0,26107
0,30523
0,25299
0,22869
0,22349

Sta, Isabel

0,00000
0,00000
0,00000
0,06718
0,15387
0,13834
0,15813
0,01655
0,17813
0,18361
0,16468
0,18514
0,17656
0,21891
0,17310
0,16555
0,16026

Manaus
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
*
0,03067
0,02030
0,03032
0,08480
0,03948
0,04479
0,03604
0,04066
0,03232
0,06608
0,03493
0,03263
0,03318

PE
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00147
-0,00027
0,16179
0,00006
0,01422
0,00081
0,00050
0,00686
0,02698
0,01320
-0,00038
0,00205

AL
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,07425

*
0,00009
0,14511
0,00335
0,01530
0,00343
0,00297
0,00573
0,02713
0,01169
0,00246
0,00299

MS
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,58875
0,43867
0,16385
-0,00084
0,01281
0,00056
0,00199
0,00335
0,02537
0,00656
-0,00087
0,00178

Terena
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

*
0,18570
0,19722
0,17494
0,19439
0,19253
0,24345
0,18759
0,17651
0,16934

MG
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,47995
0,01020
0,72676
0,00000
0,01249
-0,00019
-0,00079
0,00717
0,02143
0,00727
-0,00163
0,00261

ES
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

*
0,01868
0,00563
-0,00145
0,00545
-0,00078
0,00977
0,00830

RJ
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,12128
0,00139
0,27077
0,00000
0,57856
0,00000
0,00136
0,00943
0,03081
0,01542
0,00084
0,00413

SP
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,37392
0,05514
0,14454
0,00000
0,66112
0,00564
0,18266

*
0,00045
0,01729
0,00508
0,00026

-0,00005

PR
0,00000
0,00149
0,00000
0,00000
0,00000
0,03366
0,05811
0,18959
0,00000
0,04623
0,72914
0,01168
0,47471
0,00315
-0,00102
0,00382
0,00176

SC
0,00000
0,02633
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00069
0,11930
0,00000
0,00347
0,48916

*
0,00707
0,02194
0,01671

RS
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00010
0,00109
0,04188
0,00000
0,03673
0,67904
0,00020
0,13682
0,73765
0,28562
0,00777
0,00491

ES*
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,65706
0,02416
0,76567
0,00000
0,93011
0,00000
0,16691
0,44481
0,16484
0,00010
0,02049

*

0,00179
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SP*
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,04039
0,01604
0,10593
0,00000
0,04703
0,00010
0,00089
0,51836
0,35214
0,00149
0,11702
0,09940
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Nesta tabela, € possivel perceber que as distancias genéticas entre as
populacdes parentais, e até mesmo para as populacdes dos estados brasileiros aqui
estudados, obtidas com os 46 AIM-INDELs, sdo maiores do que as obtidas com os
38 HID-INDELSs.

Isto é esperado, pois, as caracteristicas dos marcadores analisados em
cada sistema sdo diferentes. Enquanto os 38 HID-INDELs apresentam alta
frequéncia alélica nas populac¢des visando a identificacdo de individuos, os 46 AIM-
INDELs apresentam diferencas alélicas entre as populagbes, o que permite
diferencia-las com maior eficiéncia.

Os dados de distancia genética (Fst) entre as populacdes foram plotados

em escala multidimensional (MDS-plot), conforme a figura 11 a seguir:

74



Figura 11 - MDS-plot da estimativa de distancia genética entre europeus (EUR),

nativo-americanos (NAM), africanos (AFR), Santa Isabel (Sl), Terena, Manaus,
Santa Catarina (SC), Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Alagoas (AL), Mato
Grosso do Sul (MS), Pernambuco (PE), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ),
Sao Paulo (SP) e Espirito Santo (ES). As populacdes EUR, AFR, NAM e as de SP e

ES analisadas neste estudo estdo marcadas em preto.
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Fonte: Este trabalho.

As populagdes de Espirito Santo e Sdo Paulo analisadas neste trabalho séo

semelhantes as demais populagcbes miscigenadas brasileiras disponiveis na

literatura, mais proximas geneticamente de populaces da Europa do que Africa e

Nativo-americanos, com excec¢do de Silvania e a tribo Terena. Entretanto, a
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populacdo de Espirito Santo se mostrou mais proxima das demais populacbes da
regido sudeste do Brasil em comparacdo com os dados da amostragem do Espirito
Santo disponiveis na literatura (MANTA et al., 2012b) que, segundo os autores,
pode ter sofrido um efeito amostral devido a forma de sele¢cdo das amostras no
momento da coleta, que foi realizada de professores e alunos de uma universidade.

Nas tabelas 12 e 13, sdo mostradas as frequéncias alélicas dos 46 AIM-
INDELs e os dados obtidos nos calculos de heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He) e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (P-HWE)

nas populacdes de Espirito Santo e Sdo Paulo.

Tabela 12 - Frequéncias alélicas dos 46 AIM-INDELSs nas popula¢cdes de Espirito
Santo e Sao Paulo.

Espirito Santo Séo Paulo
Marcador 1 2 3 1 2 3

1470  0,39899  0,60101 0,39691 0,60309
777 0,35859  0,64141 0,38144 0,61856
196 0,47980  0,52020 0,48454 0,51546
881 0,73737  0,26263 0,80208 0,19792
3122  0,93434  0,06566 0,86082 0,13918
548 0,31818  0,68182 0,30928 0,69072
659 0,12121  0,87879 0,13402 0,86598
2011  0,64141  0,35859 0,53093 0,46907
2929 0,72222 0,27778 0,65464 0,34536
593 0,18182 0,81818 0,24742 0,75258
798 0,44949  0,55051 0,50000 0,50000
1193  0,16162  0,83838 0,15979 0,84021
1871 0,26768 0,73232 0,23711 0,76289
17 0,47980  0,52020 0,46392 0,53608
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2538

1644

3854

2275

94

3072

772

2313

397

1636

51

2431

2264

2256

128

15

2241

419

943

159

2005

250

1802

1607

1734

0,30808
0,73232
0,21717
0,20202
0,16162
0,72222
0,93434
0,21212
0,76263
0,63636
0,49495
0,09091
0,44444
0,22222
0,27273
0,41919
0,32828
0,82828
0,64141
0,68182
0,42424
0,73737
0,13131
0,27273

0,76768

0,69192
0,26768
0,78283
0,79798
0,83838
0,27778
0,06566
0,78788
0,23737
0,36364
0,50505
0,90909
0,51515
0,77778
0,72727
0,58081
0,67172
0,17172
0,35859
0,31818
0,57576
0,26263
0,86869
0,72727

0,23232

0,04040

0,37113
0,78866
0,18041
0,24742
0,21134
0,77835
0,93299
0,29381
0,69588
0,60309
0,54639
0,18041
0,36598
0,25773
0,24742
0,48969
0,37629
0,79381
0,67368
0,70103
0,52222
0,72165
0,12371
0,29381

0,75258

0,62887
0,21134
0,81959
0,75258
0,78866
0,22165
0,06701
0,70619
0,30412
0,39691
0,45361
0,81959
0,58247
0,74227
0,75258
0,51031
0,62371
0,20619
0,32632
0,29897
0,47778
0,27835
0,87629
0,70619

0,24742

0,05155
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406

1386

1726

3626

360

1603

2719

0,57576
0,25758
0,52020
0,48485
0,74747
0,36364

0,36364

0,42424
0,74242
0,47980
0,51515
0,23737
0,63636

0,63636

0,01515

0,61856
0,20103
0,56701
0,57732
0,73196
0,37629

0,46392

0,38144
0,79897
0,43299
0,42268
0,25258
0,62371

0,53608

0,01546

Fonte: Este trabalho.

Tabela 13 - Heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e

teste exato para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P-HWE) calculados para os 46

AIM-INDELSs nas populagfes de Espirito Santo e Sdo Paulo.

Espirito Santo Séo Paulo

Marcador Ho He P-HWE Ho He P-HWE
1470 0,41414 0,48203 0,20835 0,38144 0,48122 0,05425
777 0,49495  0,46234 0,51840 0,55670 0,47433  0,13151
196 0,47475 0,50172  0,68855  0,49485  0,50211 100000
881 0,38384  0,38927 100000 0,33333  0,31915 100000
3122 0,11111 0,12331 0,34354 0,23711 0,24085 100000
548 0,43434  0,43609 100000 0,43299  0,42946 100000
659 0,22222  0,21412 100000 0,24742  0,23332 100000
2011 0,43434  0,46234 0,66104 0,52577 0,50067  0,68486
2929 0,45455  0,40327 0,31430 0,38144 0,45452  0,12356
593 0,28283  0,29903 0,73393 0,30928 0,37434  0,10155
798 0,561515 0,49741  0,83935 0,50515  0,50259 100000
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1193

1871

17

2538

1644

3854

2275

94

3072

772

2313

397

1636

51

2431

2264

2256

128

15

2241

419

943

159

2005

250

0,26263
0,37374
0,59596
0,45455
0,33333
0,37374
0,32323
0,24242
0,35354
0,13131
0,32323
0,37374
0,36364
0,42424
0,14141
0,50505
0,34343
0,40404
0,47475
0,45455
0,28283
0,45455
0,39394
0,44444

0,44444

0,27237
0,39404
0,50172
0,42850
0,39404
0,34174
0,32405
0,27237
0,40327
0.12331
0,33595
0,36389
0,46516
0,50249
0,16613
0,53817
0,34743
0,39871
0,48941
0,44327
0,28590
0,46234
0,43609
0,49100

0,38927

0,71350
0,61489
0,06998
0,63801
0,13017
0,55250
100000
0,27225
0,22196
100000
0,76296
100000
0,03199
0,16005
0,17231
0,78679
100000
100000
0,83747
100000
100000
100000
0,35983
0,41116

0,19575

0,23711
0,37113
0,57732
0,47423
0,27835
0,25773
0,35052
0,31959
0,31959
0,09278
0,38144
0,36082
0,40206
0,37113
0,31959
0,58763
0,41237
0,39175
0,54639
0,38144
0,26804
0,48421
0,41237
0,35556

0,37113

0,26991
0,36366
0,49997
0,46921
0,33508
0,29726
0,37434
0,33508
0,34683
0.12569
0,41713
0,42546
0,48122
0,49826
0,29726
0,52684
0,38459
0,37434
0,50238
0,47182
0,32904
0,44199
0,42135
0,50180

0,40382

0,25386
100000
0,15157
100000
0,12266
0,18599
0,58607
0,75957
0,55416
0,05084
0,46306
0,15389
0,13650
0,01475
0,72917
0,58751
0,59624
0,78619
0,42113
0,08186
0,11212
0,48243
0,81257
0,00650

0,45064
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1802 0,18182 0,22930 0,05844 0,20619 0,21794 0,63148
1607 0,44444 0,39871 0,31145 0,44330 0,41713 0,62753
1734 0,32323 0,35851 0,39624 0,41237 0,37434 0,41490
406 0,54545 0,49100 0,30635 0,43299 0,47433 0,39707
1386 0,37374 0,38440 0,79429 0,34021 0,32290 0,75538
1726 0,53535 0,50172 0,54810 0,55670 0,49356 0,22024
3626 0,40404 0,50208 0,06972 0,43299 0,49057 0,29767
360 0,42424 0,38666 0,50574 0,38144 0,40228 0,66725
1603 0,40404 0,46516 0,20003 0,38144 0,47182 0,08271

2719 0,46465 0,46516 100000 0,43299 0,49997 0,22161

Fonte: Este trabalho.
*Os maiores e menores valores de Ho de cada populacéo estdo em negrito e

grifados.

N&o foram identificados valores de P-HWE significativo apds correcdo por
Bonferroni (p < 0,0010) ou de desequilibrio de ligacéo entre os pares de marcadores
(p < 0,000048).

5.4.3 Proporc¢des de ancestralidade

Foi realizada a comparacdo das populacbes estudadas de Sdo Paulo e
Espirito Santo com as populacdes africanas, europeias e nativo-americanas
(PEREIRA, R. et al., 2012) para identificacdo de proporcdo de ancestralidade destes
trés grupos. Estes testes foram realizados com o software STRUCTURE v. 2.3.4
(FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003) com os seguintes parametros: 100.000
(burnin length) e 100.000 (repeticdes Markov Chain Monte Carlo-MCMC), o minimo
de 3 corridas independentes foram realizadas para cada valor de K testado
(assumindo que K é o numero de grupos formados na andlise).

Inicialmente, foi realizado um teste sem qualquer informacao das origens das

amostras usando o modo Admixture, assumindo teoricamente que todas eram
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desconhecidas, para verificar qual seria o K ideal para andlise destas populagées,
testando K= 1 a K= 7. Neste contexto, K pode ser definido como o numero ideal de
grupos que conseguem ser formados com os dados fornecidos ao software.

A estimativa de probabilidade de dados (2InP(D)) foi plotada através do site
STRUCTURE Harvester v. 0.6.6 (http://taylor0.biology.ucla.edu/ structureHarvester/)
(Figura 12).

Figura 12 - Estimativa de probabilidade de dados obtida com o software
STRUCTURE v. 2.3.4 e plotado usando o site STRUCTURE Harvester v. 0.6.6. A

seta indica o K= 3, onde a diferenciacéo de grupos foi ideal.
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Fonte: Este trabalho.

Verificamos que o K= 3 € o ideal para a analise deste grupo de populacdes,
pois foi onde houve o maior nivel de diferenciacdo, ou seja, trés grupos foram
formados com estes dados. Como esperado, os trés grupos diferenciados foram os
africanos, europeus e nativo-americanos, e as populacdes de Sédo Paulo e Espirito
Santo apresentando proporcdes destes trés grupos principais.

Posteriormente, as amostras africanas, europeias e nativo-americanas foram

utilizadas como referéncia para as populacbes de S&o Paulo e Espirito Santo
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através da opcao “Use Population Information” do software. Nesta analise trés
comparacoes independentes foram realizadas apenas para K= 3, conforme os
resultados das analises iniciais.

Na figura 13 (A) sdo apresentados os dados obtidos desta ultima andlise,
onde é possivel visualizar a propor¢cdo de ancestralidade africana, europeia e
nativo-americana nas populacdes de Sao Paulo e Espirito Santo, e na figura 13 (B)
como os individuos destas duas populacfes se distribuem entre as populacdes de

referéncia.
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Figura 13 - Resultados gerados com o software STRUCTURE. A - Proporcéo de origem ancestral para Espirito Santo (ES) e Sao
Paulo (SP) a partir das amostras referéncia HGDP-CEPH de africanos (AFR), europeus (EUR) e nativo-americanos (NAM); B -
Dispersao dos individuos analisados entre os trés grupos populacionais de referéncia.
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Pode ser observado que as propor¢cdes de ancestralidade das populacdes
estudadas sdo muito semelhantes, apresentando uma maior contribuicdo europeia e

menor contribuicdo nativo-americana, em ambas (Tabela 14).

Tabela 14 - Proporcdo de ancestralidade (%) para as amostras testadas de
populacdes de africanos, europeus e nativo-americanos (PEREIRA, R. et al., 2012b)

e as do Espirito Santo e de Sao Paulo.

Nativo-
Africanos Europeus americanos
Africanos 99,6 0,3 0,2
Europeus 0,2 99,4 0,4
Nativo-americanos 0,2 2,5 97,3
Espirito Santo 27 59,2 13,9
Séo Paulo 25 61 14

Fonte: Este trabalho.

As populacdes dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo tem formacéo
histérica semelhante a de varias regides do Brasil, por isto apresentam alta
miscigenacdo de nativo-americanos, europeus e africanos, pois, a regido era
habitada por povos indigenas desde aproximadamente 12.000 anos a.C.
Posteriormente, os colonizadores portugueses desembarcaram na terra que para
eles era desconhecida. Por volta dos anos 1800, inicia-se uma chegada macica de
imigrantes europeus, principalmente portugueses, espanhdis e italianos; além da
frequente presenca dos negros trazidos como escravos (BUENO, 2003).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para
raca ou cor de pele, 64% da populagéo da regido sudeste do Brasil se autodeclarou
como brancos, 6,7% como pretos, 28,4% como pardos, 0,8% como amarelos e 0,1%
como indigenas
(http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/indicadoresmini
mos/tabelal.shtm#all2 — consulta realizada em 23/02/2015).
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Os dados de informacao de ancestralidade obtidos neste trabalho, referentes
aos estados de S&o Paulo e Espirito Santo, pertencentes a regido sudeste do Brasil,
sdo muito proximos dos dados publicados pelo IBGE, se considerarmos a
percentagem de indivpiduos que se autodeclararam pretos e pardos como sendo de
origem ancestral africana.

E importante considerar que pode haver divergéncia entre a autodeclaracio
de um individuo sobre sua cor de pele e/ou ancestralidade, em comparacdo com a
proporcao de ancestralidade obtida pela analise de DNA, mesmo assim, ambos 0s

dados confirmam a alta miscigenagao da populacao brasileira.

5.4.4 ldentificacdo do alelo 3 nas amostras analisadas

Dois marcadores deste conjunto podem apresentar um terceiro estado alélico
(alelo 3), que foi confirmado por sequenciamento pelos autores da metodologia.
MID-360 apresenta um terceiro alelo devido a insergédo de um “T” associado com o
alelo curto, 8 bases antes da regido do polimorfismo. MID-2264 apresenta um
terceiro alelo que corresponde a delecédo de um “T” no alelo longo. Interessante que
o0 alelo variante do MID-360 foi encontrado somente em amostras africanas e o alelo
variante de MID-2264 encontrado somente em europeus, contribuindo para a
diferenciacéo destes dois grupos (PEREIRA, R. et al., 2012).

Para as duas popula¢cdes analisadas neste trabalho, o alelo 3 foi identificado
em 5 amostras no marcador MID-360 e 8 amostras no marcador MID-2264, sendo
que praticamente todas estas amostras foram tipadas com alguma proporcéo
ancestral africana e europeia, respectivamente, e nenhuma amostra foi identificada
com o alelo 3 nos dois marcadores (Tabela 15).

A identificagéo do alelo 3 nestes dois marcadores, nas amostras utilizadas no
presente estudo, certamente contribuiu para a formacdo dos dados de proporcéo de

ancestralidade.
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Tabela 15 - Amostras em que o alelo 3 foi identificado para os marcadores MID-360

ou MID-2264 e respectiva proporcao ancestral (%) africana (AFR), europeia (EUR) e

nativo-americana (NAM).

MID-360

Amostra AFR EUR NAM
ES190 21,9 69,4 8,7
ES202 35,1 62,7 2,2
ES221 35,7 50,6 13,8
SP032 61,5 32,1 6,4
SP089 47,3 47,1 5,6
ES013 32,7 59,8 7,5
ES106 15,6 66,8 17,6
ES179 2,5 90,6 6,9
ES232 2,1 87,3 10,6
SP0O10 87,8 7,3 4,9
SP017 16 70,9 13,1
SP092 14,1 74,1 11,8
SP094 14,2 74,7 11,1

MID-2264

Fonte: Este trabalho.

5.5 Comparacédo de dados do cromossomo Y, DNA mt e AIM-INDELSs na

populacao do estado de Espirito Santo

A andlise do cromossomo Y e do DNA mt sdo ferramentas muito importantes

na identificacdo humana e no estudo de genética de populagbes uma vez que, por

nao se recombinarem, permitem a identificagdo das linhagens paterna e materna,

respectivamente. Ao contrario, o DNA autoss6mico se recombina e quando utilizado
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para andlise de origem ancestral de uma amostra ou populacdo, pode proporcionar
uma estimativa geral de ancestralidade inclusive com proporcao de miscigenacao.

Estudos realizados na populacdo do estado de Espirito Santo indicam uma
superioridade de ancestralidade europeia (85,88%) na analise do cromossomo Y
(FIGUEIREDO et al., 2015), e ao contrario, maior ancestralidade africana (43%) na
andlise do DNA mt (SANCHES et al.,, 2014). A média de ancestralidade dos
marcadores uniparentais em uma populacéo tende a gerar um resultado semelhante
aos AIM-INDELSs (Tabela 16).

Tabela 16 - Comparacao entre as proporcdes de origem ancestral africana (AFR),
europeia (EUR) e nativa-americana (NAM) obtidas da analise do cromossomo Y,
DNA mt e AIM-INDELSs para a populacédo do Espirito Santo em diferentes trabalhos.

N: nimero de amostras analisadas.

N AFR EUR NAM
Cromossomo Y
(FIGUEIREDO et al., 2015) 253 11,37% 85,88% 2,75%
DNA mt (SANCHES et al.,

2014) 97 43% 33% 24%

Média uniparentais - 27,19% 59,44% 13,38%
AIM-INDELSs (Este trabalho)

106 27% 59,2% 13,9%

AIM-INDELs (MANTA et al.,
2012b) 92 13,4% 74,1% 12,5%

Fonte: Este trabalho.
Também € possivel observar que a amostra populacional do Espirito Santo
(MANTA et al.,, 2012b) apresenta maior indice de ancestralidade europeia em
comparacao com a amostragem do mesmo estado utilizada no presente trabalho,

possivelmente pela escolha diferente de amostras em cada caso.
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6 CONCLUSOES

- Os sistemas 38 HID-INDELs e 46 AIM-INDELs tiveram as posi¢cfes de leitura dos
alelos corrigidas, levando em consideracdo a diferenca de mobilidade dos
fragmentos entre o analisador genético ABI 3130, que foi utilizado pelos autores no
desenvolvimento da metodologia, e o ABI 3500, que foi utilizado neste trabalho;

- O método para a analise de 38 HID-INDELSs foi eficiente, e a avaliacdo da eficiéncia
forense mostrou que o sistema foi altamente discriminativo para as populacoes

estudadas;

- Os calculos estatisticos indicaram que os marcadores INDELs e STRs analisados
ndo estdo em desequilibrio de ligagdo e podem ser utilizados combinadamente
como marcadores independentes na populacdo de Sao Paulo;

- A insercdo do marcador amelogenina no sistema multiplex 38 HID-INDELSs
possibilitou a identificagcdo do sexo das amostras analisadas, sendo uma alternativa
interessante na andalise de amostras com DNA degradado;

- O método para a analise de 46 AIM-INDELSs foi eficiente, possibilitando a avaliacao

de ancestralidade dos individuos das duas populacdes estudadas;
- As populacdes estudadas dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo apresentam

grande diversidade para os polimorfismos analisados e confirmam a miscigenacao

brasileira.
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1. Introduction

Ancient DNA may be to present difficulties or fails n 5TR
amplification related to preservation and contamination, restrict-
ing the correct fyping of the sample [1]. INDEL markers can
evercome this problem becanse presents small fragment to be
amplified in the PCR (about Z00bp) [2]. Therefore, we use the
analysis methad for 38 sutesomal INDELs [3] and nsert the
amelogenin rarker in the rmultiplex reaction, to complement the
STR results when necessary.

2. Objectives

Insert the amelogenin marker in the rmultplex reaction with
3EHID-INDELs for use in the analysis of the degraded samples.

3. Methodology

Through literature search and in silico analysis we select the pair
of primers described by Krenke et al. [4], and we made a small
alteration in the sequence of the reverse primer, for the
amplificatton of 2 fragment with Gpb additional for correct

Figss.2015.09.066

1B75-1768/ = 2015 Elsavier Ireland Ltd All righes reserved.

reading of the amelogenin marker and 3EHID-INDEL: in the
electropherogram. The sequences of the primers are (5'-37) “NED-
COCTCGGOTCTCTAAACGAA" [forward) and “CCAACCATCACAGCT-
TAAACTCGE" [reverse) and were used 1o the final concentration of
0.2 pM in the PCR, with reagents and cycling by the protocel [3].

4. Results and discussion

Until this moment, the multiplex reaction 3SHID-INDELS with
amelogenin marker (Fig. 1) was used in the analysis of fifteen cases
of biolagical lanship with degraded DNA samples helping to solve
them.
5. Conclusion

The alteration of the rewverse primer allowed the multiplex
anelysis of the amelogenin marker with 38HID-INDELs without
interaction between the primers.
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Abstract Y chromosome markers have been widely studied
due to their varions applications in the fields of forensic and
evolutonary genetics. In this smdy, 35 Y-SNPs and 17
Y¥-STRs were genotyped in 253 males from the State of
Espirito Santo, Brazil A total of 18 haplogroups and
243 haplotypes were detected; the haplogroup and hap-
lotype diversities were 0.7794 and 0.2997, respectively.
Genetic distance analysis using the Y-STE data showed
no statistically significant differsnces berween Espirito
Santo and other admixed populations from Brazil The
classification of paternal lineages based on haplogroups
showed a predominant European coatribution (35.88 %),
followed by African (11.37 %) and Amerindian
(2.73 %) comtributions.
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Brazil has 2 large and heterogeneons population originated
from the admixmire of Native Americans, Europeans, and
Africans. As in most South American countries, the process
of admixture in Brazil was very diverse depeading on the
couniry region, which created a highly sub-stmucmred popula-
tion. Thetefore, the definiton of the limirs of a datzbase o be
used for forensic purposes is a complex task and implies the
need for 2 full comprehension of all genetic variation that
exists across the country.

Many studies of Y chromosome distribution in the diverse
regions of the country [1-5] have been performed to fill some
gaps in knowledge about the demographic events involved in
the formation of Brazilian populations. Nevertheless, none of
these smdies have focused on the population of Espirito Santo
State, making the present work the first report of Y-STEs
combined with Y-5NPs in this population.

Blood samples were collected from 233 unrelated males from
the State of Espirito Santo, located in the southeastern Brazil.

All samples were tfyped to 35 Y-SNP markers (see Fig. 51
for markers information and details on the methods used), as
well as to a set of 17 ¥-STR loci included in the Y-Filer (Life
Technologies), following the manual instructions.

This project was approved by the Ethical Committes of
FCEAr-UNESP (n. 12/2010) and all participants have signed
an informed consent.

The data were deposited in the ¥ Chromosome Haplotype
Reference Database—YHRD (hup:/www.yhed.org: [6])
under the accession number YADD3E43.

Haplotypes and haplogroup diversities and population
pairwise genetic distances (Fer) were calculated using
ARILEQUIN software version 3.1 [T].
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The haplotype data for the 17 Y-STR loci in the population
of the State of Espirito Santo (Brazil) are presented in
Table 51. Besides those usually present at DYS3ES,
three rare cases of duplicared alleles were detected at
DTE1% locus.

A high haplotype diversity was sstitnated (39.97 %): fora
total of 243 different haplotypes identified in our sarmple, 234
of which being unique and 9 observed more than once in our
sample (Table 52). The most frequent haplotype in our sam-
ple, present in three individusls from haplogroup R1b1-P25
(ID 13, ID 98, and ID 140, containg the core set of alleles that
was previously described having a decreasing W-E gradient
in Europe, with its highest frequency in the Iberian Peninsula
[E].

Pairwise Far genetic distance analysis performed betwesn
admixed population sammples from the five geopolicsl states
forming the Southeastern region in Brazil [3, 5] showed non-
differentiation p values berween Espirito Santo and 530 Paulo
(0.00018), Minas Gerais (0.00014) and Rio de Janeiro
(0.00024), for 2 significance level of 0.0083, obtained after
zpplving the Bonferroni’s correction. Therefore, the Espirito
Santo sample was added to the Southeastern region and com-
pared with populations from other Brazilian regions, accessi-
ble through the YHRD [6]: Northem (YP000574, n=400),
Northeastern (YPOD0DG63, n=2035), Central-Western
(YPO00793, n=445 and YP0O0OD754, »n=30), and Southern
(YPOODT39, n=243 and YPOOOT57, n=T7). The results
showed no significant differentiation for Y-STE. haplotype
data between Southeastern and all the other regions
{Table 53).

The frequencies of the 18 Y-SNP haplogroups identified in
the 253 Brazzilian male individuvals in this smdy
(Table 51} are presented in Fig. 51, As expected for
zn admixed population, high haplogroup diversity was
observed (0.7794=0.0229). This value was greater than
those observed in Brazilian populations from Alagoas
[2] and Rio de Janeiro [1, 5]

Among the European haplogroups, R1b1-P23 was the
most fraquendy detected haplogroup in owr sample, followed
by haplogroup I-MI170%xM26) (Fig. 51). These haplogroups,
together with lineages within paragroups I-M170 and J-12£2,
are the most common in Europe and in the Brazilian popula-
tions from Rio de Taneito [1, 5] 2nd Alagoas [2]. Eight sam-
ples were classified in the haplogroup R1-MI173. This
European haplogroup was identified for the first time in a
Brazilian population.

The African haplogroups Ela-M33, E2-M33, Elbla-
M191, and El1bla-M154 were also detected in our sample
(Fig. S1). One sample was classified as Y-A4*, the most basal
clade of the Y chromosome phylogenetic wee, which is almost
restricted to the African continent.

A low frequency of the main Amerindian haplogroup
0122-M3 was detected in this smdy (Fig. 51; Table 51).

'fa Springer

Based on the detected Y-SNP haplogroups, we conclude
that Europe iz the main source of paternal lineages of the
present-day population in the State of Espirito Santo
(B5.B8 7¢). Aftican and Amerindian sources only account for
11.37 and 2.75 % of the lineages, respectively.

Haplogroup frequencies were used to calenlats population
paitwise genetic distances (Fer) berween the smdied
sample and other 15 populations from Fio de Janeiro,
Brazil [1]. Alagoas, Brazil [2], Colombia [9], Asgentina
[9]. Spain [9], Pormgal [8], Germany [9], Denmark [9],
Tutkey [9], Mozambique [9], Somalia [9], Japan [9],
Thailand [9], China [9]. and Greealand [9]
(Supplementary Table 54). The results were represented
in a MDS plot {Fig. 52). This figure shows that the
populztion from Espirito Sante is more similar to other
Brazilian populations, and to populations from Iberian
Peninsula (Spain and Pormgal) and Latin America.
South American populations tend to cluster together
with European populations, which is in accordance with
the known sex-biased formation of these populaticns, in
which Europeans has the greatest conmibution to pater-
nal lineages.
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hondrial DNA (mtDMNA] analysis is usually a last resort in routine forensic INA casework espedally
when nuclear DNA analysis cannot be applied. Because of the Brazilizn population is highly admixed itis
necessary to select highly discriminatory SNPs. The goal of this article is to characte:
n 100 unrelated
mtDNA in two multiplex SNaPshot. The population was classified according to its origin in 43% of African,
26% of Madve American, 30% of European and 1% Asian in 19 different haplogroups. The
therefore that this population is also highly admixed because of the k

the miDNA
ng 30-5MPs of

viduzls from the state of Espirito Santo, B 1, by u

zta confirmed
tory of country colonization.
= 2015 Published by Elsevier [reland Led.

1. Introduction

Mitorhondrial DNA (mtDNA) sequence analysis has become a
powerful tool in the Reld of forensic sciences for massing persons,
wvietims of mass disasters comparing the mother's genotype or a
relative who has maternal relationship with the individual to be
identified [1,2]. The Brazilian population s highly adrmuixed,
resulting mostly from  interethnic crosses between Native
Americans, Europeans and Africans [2). Classification in hap-
logroups has been an important tool used in population genetics
i forensic cases and genetic studies of disease [3]. Paneto et al.
[4] analysed 42-5MPs (single noceotide polymorphisms) of
mtDNA to classify individuals in the popalation of state of S3o
Paulo by SNaPshot. In this article we used 20-SNP: of mtDNA in
two multiplex SNaPshot to characterize the haplogroups in
individuals from the state of Espirito Santo, Brazil, 2 population
which has no datz sbout it

2. Material and methods

Blood samples from 100 unrelated individuals who are
residents in the state of Espirite Santo were used. All the

* Corresponding authar. Fax: +55 16 33322 0075,
E-mail address: paternidade fcfar@gmail.com (R.M.B. Cearelli].

http:| féx doi org 1010165 Fgss 2015.09.137
1B75-17688/ = 2015 Published by Elsevier [reland Led.

participants gawve their written informed consent. 30 of the 42-
SNP: deseribed in Paneto et al. [4] were vsed in this study (Fig 11
We used bload spotted on filker paper and DNA was extracted from
twir dises of 1.2 mm using Chelex (BioRad). PCR and SNaPshot
reactions were made in two separate reactions, Multiplex 1
(21 SMFs) and Multipless 11 {9 SNPs) All steps were performed
according to the protocol described by Faneto et al. [B]. The
capillary electrophoresis was performed on ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems by Life Technologies). The samples
were classified into haplogropos uwsing the phylogenetic tree
described by Paneto et al. [4], and confirmed by van Owven and
Kayser [5].

3. Results and discussion

It was found 1% different haplogroups (Fig. 2) classified
according to the origin of the population: 43% of Africa, 26% of
Mative American, 30% of European and 1% Asian. Qur results are in
agreernent with the history of Brazil colonization: it was populated
by Native Americans: after discovery [1500), Eurapean immigra-
tion, mainly Portuguese, whe arrived between 1500 and 1808 fol-
loweed by Africans reflecting the period of slavery. Asian
imrmigration also occurred, but o 2 lesser extent [2]. These data
confirm, therefore, that the Brazilian population is highly racially
mrixed, result of ethnie crossings.

Please cite this article in press as: LB, Ambrozic, =t al, Mitochondrial DNA 30-53NP data confirm high prevzlence of African lineages in the
population of Espirito Santo, Brazil, Forensic Sci. Int. Gene. Suppl. (2015). htp: |/ /dx doiorg/ 101016 fsigss 2015.08.137
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ABSTRACT. Sudden cardiac death (SCD) is a major public health concern
worldwide, and genetic analysis may be useful in identifying the cause of
death as well as in determining the possible genetic risk factors for SCD.
This study analyzed eight SNPs (single nucleotide polymorphisms) highly
correlated with cardiac sudden death in samples (blood and bone) from six
Brazilian families with a history of cardiovascular diseases. Individuals with
no family history of cardiovascular diseases were recruited as controls.
Y chromosomes and miDNA haplegroups belonging te these subjects
were verified as well. We found that SNP rs16857031 showed significant
differences between the group with a family history of cardiovascular
diseases and the control group. Furthermore, the data obtained were
compatible with known frequencies of SNPs for the haplogroups in which
the samples were classified. A possible hereditary factor was identified
for SNP rs4725982 in one family. These preliminary results suggest that
identification of certain SNPs could be used to assess risk factors for SCD.

Key words: Cardiopathy: Sudden cardiac death; SNaPshot; SNP;
Post mortem analysis
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Eight SMPs related fo sudden cardiac death in Brazi 14349
INTRODUCTION

Sudden cardiac death (SCD) is one of the most common causes of death in many
countries. I is a major health issue, as sudden loss of cardiac function may lead to death in as little
as a few minutes after the onset of symptoms. It is not due to frauma or violence, and can affect
anyone from newborns to adults (Marban, 2002, Tester and Ackerman, 2006),

Population studies have shown that a significant number of SCDs are associated with
hereditary channelopathies (Tester and Ackerman, 2006}, It is recognized that changes in cardiac
ion channel genes can cause sudden death without any morphological abnormalities in the heart
[Maran, 2002). This can make it difficult to identify the cause of death in lagal medicine reviews
{Rodriguez-Calvo et al., 2008).

Post mortem genefic analyses (molecular aufopsy) can pofentfially substantiate the
pathogenic basis for the SCD, and may prevent further deaths in the same family as family history
is known to be a significant risk factor (Rodriguez-Calvo et al., 2008).

In 20089, two teams of international researchers have identified several SNPs to be highly
associated with QT interval syndromes (Newton-Cheh et al., 2009), a major cause of SCD. In this
study, we chose eight SNPs, and examined their polymorphisms in Brazilian families. Comparizons
were made between individuals with and without clinically diagnosed family history of cardiovascular
diseases. In order to further complement our findings, subjects were classified info evolutionary
haplogroups by polymorphisms in mitochondrial DMA and / or ¥ chromosome via seguencing and
SMaPshot analysis, respactively. We assessed whether there may be a correlation betwessan the
occurrences of certain polymorphisms with different haplogroups. This analysis was also conducted
on human remains in order to check the efficiency of this technique in deceased individuals,

MATERIAL AND METHODS
Selection of SNPs and design of primers

In the study by Newton-Chet et al. (2009), 14 SNPs were listed as having the most
associations with QT interval syndromes. In this study, we selected & of these SNPs (Table 1) for
analyses. As Brazil has a heterogensous population, we took into account any prior knowledge in
the literature on the correlation of these genes with SCD in different populations {Manta et al, 2012).

Primers for PCR and ShaPshot reactions were designed and analyzed using the programs
PerlPrimer version 1.1.19 (Marshall. 2004), AutoDimer version 1 (Vallone and Butler, 2004), and
the online tool PCR in silico on the website http://genome.ucsc.edu/ (Kent et al., 2002).

Amplification and detection of SNPs

PCR reactions were performed using 2 U Platinum Tag DNA polymerase {Invitrogen by
Life Technologies); 1X Goldstar Buffer (Promega); and appropriate concentration of each primer
(Iables 51 and §2); 0.5 ng DMA in a final velume of 11 pL.

The following cycling parameters were performed on the Veriti thermal cycler (Applied
Biosystams by Life Technologies): 85°C for 10 minutes; 35 cycles at 95°C for 30 5, 51°C for 45 s
{increasing 0.3*C per cycle from the fourth cycle), 72°C for 30 s, holding at 4°C.

PCR products were purified prior to completion of the SMaPshot reaction via additicn of 1
uL EXO-SAP IT (GE Healthcare) with the cycling parameter as follows: 37°C for 95 min; 78°C for

Genetics and Molecular Ressarch 14 (4) 14345-14255 (2015) EFUNPEC-RP www funpecrp.com.br
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15 min; hold at 4"C.

SMaPshot reactions were parformed using the ABI PRISM S5MaPshot Multiplex Kit {Applied
Biosystems by Life Technologies) as fellows: PCR Bufier Il o 0.35X {Applied Biosystems by Life
Technologies); 1.25 pl SMaPshot mix; and appropriate concentration of each primer (Iables 53
and 54); 1 pL purified PCR products in a final volume of 6.5 pL. The cycling parameters are as
follows: 30 cycles at 86°C for 3 min; 55°C for 5 &, 60°C for 30 5; hold at 4°C.

The reaction product was purified by addition of 1pL SAP (GE Healthcare) with the
following cycling protocol: 37°C for 85 min; 78°C for 15 min; hold at 4°C.

Producis of SNaPshot reactions were prepared for capillary electrophoresis (CE) by the
addition of 1 pL purified SNaPshol reaction products to 10 pL HI-DI formamide and LIZ 120 {(12.5 L
LIZ 120 to 1000 pL fermamide HI-DI, Applied Biosystems by Life Technologies). CE was performed
on an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems by Life Technologies) using the filter dye set
ES and POP-T polymer. Analyses were performed using the GeneMapper software - IDX version
1.2 (Applied Biosystems by Life Technologies), Patent application for this methodology was filed to
the INPI (Maticnal Institute of Industrial Property) under number: BR102012028699-8.

Table 1. Locstion and related genes on chromosomes of 8 SNPs selected for this study.

SNF Chromaosams Gene Ancesinl alels Derived alieiz
reiGBETER iq Intron NOSTAP c )
re2TA2I8 it Intren KCHQT L=

re12578239 1p Intrem KONQT ] T
re&T25582 Tq Dowristrem KCWHZ c T
rs1805128 Fal] MiszEnze KCNET (=) A

el 2053803 3 Introm SorEs =] T
re2lT4578 17q Intren LIG2 =) A
rE2S58864 Tq Downsirpam KCNHZ A &
Samples

Blood samples from individuals of five Brazilian families (N = 28) were collected on FTA
cards (\Whatman). Subjects were clinically diagnosed with a history of heart problems, Corenary
Disease, Hypertrephic Cardiomyopathy, or had a family member who suffered a heart attack.

Samples belonging to male individuals were classified inte evolutionary haplogroups by
SMPs analysis of the ¥ chremosome (Brion ef al., 2003). Bleod samples from individuals whe had
no family history of heart diseases were usaed as controls (N = 30). This study was approved by the
Ethics Committee of the Faculty of Pharmaceutical Sciences - Araraquara by Protocol: 24/2008,

DHNA samples from bones and teath were obtained from five exhumed corpses balonging
to the same family, three of which with cardiovascular disorder as the cause of death. These
samples were named as MPV, HV, MLV, CLV and OVE: MPV, 42 years, cardiac injury, HV, 42
years, pleuropneumenia; MLV, 79 years, myocardial infarction; CLV, B2 years, head trauma; OVE,
52 years, acute myocardial infarction/coronary insufficiency.

These samples were classified into haplogroups through evolutionary analysis of the
hypervariable regions | and |l of the mtDMNA (Paneto et al., 2007). DNA extraction from blood
samples was parfarmed with Chelex resin (Biorad) (Singer-Sam et al., 1984),

For DMA extraction, samples of bones and teeth were subjected to demineralization,
[Loreille et al., 2007) followed by centrifugation using the AMICON ULTRA filtar (Millipare). Extraction
procedures were carned out with the DMNA IQ Kit (Promega) according fo manufacturer instructions.

Genefics and Molecular Research 14 (4]0 14343-14258 (20158) SFUNPEC-RP www.funpecrp.com.br
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RESULTS AND DISCUSSION
SNPs analysis related to SCD
The amplified SNPs are shown in the electropherogram (Figure 1). Some artifacts were present.

but did not have an effect on the analyses of the expected peaks for the SNPs. The primer sequences
and the concentrations at which they were used are described in the supplementary material.

1516857001
3

2074238
\ 10178

Figure 1. Electropherogram of SNaPshot reacticn of eight SNPs analyzed in multiplex system.

We identified the presence of the derivative allele “T/T”, which was identical for the SNP
rs12053903 in all samples of from both groups. (Figure 2).

Oestoe
g MENE! KCNGI LIG3  KCNHE KCNKZ SCNSA KCNGT NOSIA®

20

Nusabery of 15
individuals

10

5

0

@ﬁ,\-" '\,t;&ff«&

SNPs

Figure 2. Occurrence of 8-SNPs with their respective frequencies which the derived alleles are present (regardless
of whether homo or heterozygous) in samples of individuals from families with a history of heart disease and controls.

. Inchivaduals from families with a
history of heart disease

3 Control individnals

For the SNP rs12576239, in the group with a family histery of cardiovascular diseases, 20
samples showed the alleles “C/T" and 8 samples showed the alleles “T/T". However, in the control
group, we identified 14 samples with the alleles “T/T" and 16 with “C/T" (Figure 3).
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Figure 3. Profiles observed in samples of individuals with a Tamily history of heart disease for SMPs rs2074518,
r3 18857031 and rs12578239,

1257028

Twenty-five samples of the family history group presented tested for the SNP rs16857031
were heterozygous for that locus, namely the orginal or the ancestor base (C), and the derivalive
base which G. In addition, one sample presented with the homozygous "GIG", while two zamples
alleles "CIC™, In the contral group, the alleles “G/C" was found in nine samples, ane sample showed
the prefile "G/G", and 20 samples showed no exchange of bases, i.e., the alleles "C/C" (Figure 3).

In summary, ne significant differences were found between individuals with family history
of heart disease and healthy controls. However, the SMP rs16857031 was identified in a higher
percentage of individuals with family history of cardiovascular complications compared te the
contrals. Thiz polymorphism is lecated in the NOS1AP gene, which was previously described
as being closely associated with heart diseases and SCD (Ejjgelsheim et al., 2008), The SNP
rz2968864 was identified in greater proportion of the control group, which was contrary to what was
expected. However, it may be explained by the frequency of this polymorphism in the population,
as will be discussed later.

While these results are still preliminary, we have demonstratad that SNP sequencing can
be used efficiently in a clinical setting.

Bone and tooth samples

We were unable to analyze the eight SNPs as a multiplex with the bone and teeth samples.
The SNF rs16857031 is the anly polymorphism displayed on the electropherograms of the SMaPshot
reactions for the five samples, and SNP rs2074238 was only amplified in cne sample {(MPV).

For the samples OVE, CLV, HV, and MLV, the SNP rs18857031 was identified as
homozygous with the derivative allele “G/G" and for MPY, the heterozygous "G/C" was observed. It
is possible that the SNP rs16857031 may be related to the cause of death for MPY, MLV and OVB,
who died from heart failure.

In the MPY sample, the alleles for the rs2074238 SNP was observed ta be the homozygous
"CIC", which are the ancestral alleles.

Correlation between SNPs related to SDC and mitochondrial DNA haplogroups in
bones and teeth samples

The SNP rs16857031 with “G/G" alleles has a low frequency in Europeans and was
identified in the samples OVB, CLV, HV, and MLV, indicating a possible hereditary factor, The
alleles “C/G", which was identified in the MPY sample, have a median frequency. As mentioned
previously, the results were suggestive that these alleles may not be related to the population of
ongin, but are rather with cardiac irregularities. Therefore, the samples OVB, MLV, CLV, and HV

Genetics and Maolecular Research 14 (4): 14345-14255 (2015) SFUNPEC-RF www funpecrp.com.br
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were classified by mtDNA into the "H” haplogroup, whereas the MPV sample was classified as the
“T2d" haplogroup, bath frequent in Europeans (Babalini et al., 2005).

SNP rs2074238 with the derived allele “T" was not identified in the MPY sample, which
showed the profile “CIC”. This form was found to be very common in Europeans, which correlated
with the fact that MPV was born in Portugal whereas the others were bomn in Brazil. Figure 4
presents the heredogram of this family.

A— B 1

MEV () [Ly]
1e]6857031 /G
182074133 G
mtDHA T2d

L HO »
(BF)y | (AR HV(BR) CLV (BF) MLV (BR)

sl EEST031 VG slSEST0G] 4G rel6ESTOS1 GG
miCHA H mtOHA H miDNA H

OV (BR)
=l GRS (WG
wmlDHA H

Figure 4. Ancient remnains heredogram. In black, the remains analyzed in this paper showing their respectve alleles
for SNFe re2074258, ra16857031 and rrtDNA haplogreus, |t 12 indicated the birth country (P = Porlugal, ER = Brazil),

Correlation between SNPs related to SDC and ¥ chromosome haplogroups

The genetic characteristics that affect the QT interval may be inherited in approximately
35% of the general population (Eijgelsheim et al., 2009). The genetic inheritance can be illustrated
in the analysis of the SNP rsd725882 in two male individuals from family eight. Both the father
and son were presented with the polymorphic base "T for this SNP. Following analyses of the ¥
chromosome, these individuals were classified into the rare T haplogroup, which is found in low
frequencies in Europe and paris of the Middle East, North and West Africa (King et al., 2007).

The frequency of the alleles “T/T" in Europaans and African is also relatively low (http./f
www.nckinim.nih.govisnp/) which may indicate some comelation between the onset of heard
disease or 5CD in male individuals belonging to this particular haplogroup. Confirmation of this
hypothesis requires larger sample of individuals with the syndrome.

The profile “C/C” in the same locus found in samples belonging ta the other families have
a high frequency in both Europeans and Africans, which correlates with the populations included in
this study, Almost all subjects were classified into the European haplogroups ence the frequency of
haplogroup J2 was identified in Spain and Germany, and absent in China and Japan (Bridn &t al__
2005); R1b1 is highly comman in Europe; haplegroup B is almost entirely restricted to sub-Saharan
Africa (Karafet et al, 2008}, C is guite found in Asia (Hammer et al., 2001), as haplogroup D, and
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it is not found anywhere outside of Asia (Karafet et al., 2001) and haplogroup E is found in high
frequency in Africa and moderate frequencies in Europe {Jobling and Tyler-Smith, 2000

The results presented in this study are in agreement with the literature as it recognized the
predominance of Eurcpean lineages for in the Brazilian populations (Carvalhe-Silva et al., 2001).

The finding that the SNP rs1805128 was not identified with the derved allele "A” in any of
the samples and rs2074238 with the derved allele *T" in only two samples can be explained by the
high frequency of “G/G" and "C/C" alleles in Europeans.

On the other hand, the rs12576233 SNP with allele derivative “T" was identified in all
samples and has a madian frequency for the profile "C/T" and almost zero for the profile “T/T" in
Europeans, The rs16857031 SNP, which was alzo identified in all samples with the allele "G", has
low to medium frequency for the profiles "C/G" and "G /G", respectively. These evidences suggest
that these alleles are not population-specific, but rather, are associated with a family history of
cardiac imegularities.

Frequency of the profiles "AA" and “A/G” in SNP rs2968864 is high in Europeans, This
agrees with the resulis from our study, which showed high percentage of the "A/G" alleles in the
individuals classified into the European haplogroups.

The frequency of the aliele “A” in SNF rs2074518 was found to be slightly higher in the
group with a family history of cardiac diseases as compared te the confrols. In addition, Europeans
show high occurrences of profile "A/G"™ and median occurrences for the alleles "AMA"and "G/G”
(hitp: v nchi.nim_nih.govisnp/).

The possibility that ancestral origin may influence the development of cardiovascular
dizeases is an interesting notion (Fridman et al., 2011). In this preliminary study, we have
established a reliable method for SNP analysis related to SCD, which can be used in a larger
number of samples to confirm the association batween ancestral origin and disease,

CONCLUSIONS

The data are consistent with the known frequencies of the SNPs, SNP rs16857031
presented the polymerphic base with greater frequency in individuals with a family history of heari
failure compared with the contral group.

Lastly, we recommend the use of monoplex for analysis of SMP samples from partially
degraded DNA obfained from ancient remains (exhumed bones and/ or teeth).
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The universitizz have realized the importance of extending their knowlsdge to the populztion through
the provision of services. Thus, this paper pressncs the datz obtained in an agreement between UNESE/
Laboratory of Paternity and Public Defender Service in 530 Paulo State to maks DMA patemity tests.
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1. Introduction

Irt Brazil, there is & high number of children with incomplete
birth registration data. Our laboratory imitiated the activities in
March 2001 and recently, i October 2011, signed an agreement
wiith the Public Defender Service of the State of 530 Pauls (DPESF),
aiming to provide individusls without Snancial conditions with
DMA tests. These individuals should be entitled to legal assistance
and living in 2 ratio of 100km from the Araragusra cegion
(Headguarters), Sao Faulo State.

2. Materials and methods

Blood samples were collected oo FTA cards and genomic DNA
was extracted using the FTA method (Whatman). PCR amplifica-
tion of autesomal (AS) short tandem repeat [STR) markers was
rarried out using the PowerFlexZ16 Systern [Promega) from
Decermnber/2011 to February[2012; after that FowerPlex®18D
System [Promega) was used from March to July and PowerPlexE21
Systern (Promega) from August to December of 2012, When
necessary, 12 ¥-STR [PowerPlex® ¥ Systern, Promega) and 10 X-
STIR [1] markers were analyzed. The latter were amplified as
prapased by Martins et al_ [2]. The PCR products were separated on

* Corresponding awthor. Tel: +55 16 3301 8250: fax: =55 16 3301 6540
E-mugil addrzss: paternidade fofar@gmail com (RME. Cicarellf).

1875-1783/% - see font matter & 2013 Elosvies [reland Led All rights resenved.
http: b doiorg/10.1016/) figss.2013.10.058

an Applied Blosysters 3500 Genstic Anslyzer and genotyping was
performed using GeneMapper® [D-X Software (Applied Biosys-
temns ) Biostatistical analysis was carried oot using the Familias
program version 1.81 [3] Each month, a list of the services
provided was sent to DPESF for the payment to be processed.

3. Results and discussion

In the period from Decermber|2011 to Decermber/2012, 196
examinations were performed Syping 605 people, including 165
trios (mother, son and alleged father): nine due (child and alleged
father): eleven reconstructions [fve solved by AS and X 5TRs and
six by AS and Y STRs): four with mother, son, registry father and
alleged father: six involving mother, fwo sons and alleged father,
and ene with alleged mother (Fig 1) Noo-exclusions were
obtained in 130 of 196 cases [8833%) and, not considering the

Table 1

Cenetic inconsisbencies obseryed in complste trios.

Cazes 5TE Mother Child Alleged father

Caze 1 D855 15721 18120 1820

Caze 2 13551 1418 15118 1416

Caze 3 851179 13/15 14

Caze 4 FCA 2126 21725
D125324 18326 17725

Caze 5 L1855 1421 2128 15127

Bold numbers indicase genetic inconsistencizs tetween the child and the alleged
Eather or mother.
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Fig. 1. Cases of biological relationzhi from /2011 to (2012 Mate: F. father; C Child; AM, alleged mothes: M. mother; BF, segistry Father: A7,

alleged father.

Fig. 2. Belation of cies to mumbes of cases required by Coutt.

recanstructions, the paternity index (F1) ranged between 138.521.43
for PowerFlex®16 System and 270,247.652,546.228.00 for Fower-
Flex®21 System. A totzl of six genetic inconsistencies were found:
three to D18551 and one to FGA, D851179 and D125351 (Table 1)
DNA tests were required by public defenders from Araraquara
(=53 and 530 Carles [A=-24) and Court from several cities
(=117, muainly from Araraquara (n=43) and 530 Carlos (n=17)
(Fig 2).

4. Conclusion

In conclusion, the Laboratory has a university outreach
community service progearm provided by highly gualified human
resources with 2 team including two academic supports, one
Master, one FhD, one specialist student, one specialist professional
and one coordinating professer.
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20.1 INTRODUCAO

A identificacio humana é o processo cientifico por meio do gual se deter-
mina a identidade de uma pessoa, através de um conjunto de caracteres que
a individualize, fazendo-a igual apenas a si mesma®. Esta identificacio por
meio do DNA constitui am dos produtos mais revoluciondrios da genérica
moderna.

A genética forense, também conhecida como DNA Forense, € a drea que
utiliza os conhecimentos e técnicas de genética e de biologia molecular no
auxilio 4 justica, sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo
o mundo.

Apesar de ser a identificacdo humana pelo DINA o ramo mais desenvol-
vido da genética forense, bem como sua aplicacio mais popular ser o teste
de paternidade, ela ndo se limita a isso, & pode ser aplicada na identificacdo
ou individualizacio de animais, plantas e micro-organismos.
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A genética forenise iniciou-se quando foram atilizadas pela primeira vez
caracteristicas genéticas para a definicdo de paternidade, ajudando a jusrtica
na solugcdo de um caso criminal® 2, Sua fase moderna teve inicio na década
de 1980, quando pesquisadores descobriram regifies altamente varidveis do
DNA, capazes de individualizar uma pessoa®**, Em 1983, sir Alec Jeffreys®
apelidou as caracteristicas dnicas do DINA de uma pessoa de Fimpressdes
digitais do DINA". O perfil genérico de um individuo, comumente utilizado na
identificacio humana, € baseado na combinacio de diversos marcadores que
sdo herdados de seus progenitores. Esses marcadores referem-se geralmente
a diferencas nas sequéncias de DINA entre os individuos (polimorfismos).

Os marcadores genéticos utilizados em identificacdo humana podem ser
biparentais (metade dos cromossomos herdados da mie e a outra metade
herdada do pai) ou uniparentais (cromossomo Y herdado apenas do pai em
individuos do sexo masculino e DNA mitocondrial herdado apenas da mie
em todos os individuos). Os marcadores biparentais antossdmicos permitem
uma identificacdo individual porque um determinado perfil genérico € espe-
cifico de um s6 individuo, sendo apenas partilhado por gémeos monozigs-
ticos. Os marcadores uniparentais nio permitem a identificacio individual,
pois todos os individuos aparentados por via masculina partilhardo a mesma
linhagem de cromossomao Y, enquanto todos os individuos aparentados por
via feminina partilhardn a mesma linhagem de DNA mitocondrial, salvo nos
casos de ocorréncia de mutacdes durante a transmisséo.

20.2 POLIMORFISMOS STRS (AUTOSSOMICOS
E DO5S CROMOSS50MOS SEXUAIS, XEY)

Desde gue se desenvolveu a tecnologia do DNA recombinante, em 1973,
dividindo em pedacos o DNA genfmico para estudar os genes, houve um
avanco na biologia molecular, e diversos genes foram descritos e isolados,
muitos deles relacionados com a identificacdo humana®. Com o uso de enzi-
mas de restricdo e sondas de DNA, foram exploradas as variabilidades oua
polimorfismos do DNA que variavam de individuo para individuo. Desco-
briram-se, também, regides constituidas por vdrios pares de bases, repeti-
das indmeras vezes, com alelos variando quanto ao namero de sequéncias,
denominados minissatélites (variable rnumber tandem repears — VINTR). Ini-
cialmente, os VNTRs foram urilizados como marcadores genéticos infor-
mativos, pois estes sdo compostos por cem ou hais alelos com diferentes
comprimentos na populacdo humana
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Outros marcadores altamente polimérficos foram encontrados no
genoma humano: os microssatélites (short tandem repears, STR) (Figura
20.1). Os 5TRs sdo repericdes curtas de 1 a 5 pares de bases encontrados
em eucariotos. Tais repeticdes sdo encontradas ranto em regides codificantes
quanto ndo codificantes do DNA, cuja funcdo ainda é desconhecida®.

STRs

1
Individuo 1 GCTAAG

4 repeticbes

Individuo 2 GCTA G|TG§|TG&]TG§]!G§]!GA|

5 repeticbes

Individuo 3 GCTATG [TGAITGAITGAITGA[TGAITGA[TGA

7 repetigbes

Figura 20.1 Esquema representando variacies dos polimarfismos shorf fondem repeats (STRs). O ndmero de repeticies dos
pequenas sequéncias tonfiguram um alelo gue pode vorior enire individues.

Inovacgio tecnolégica revoluciondria na biologia molecular surgida em
1983, a reacdo da polimerase em cadeia ou polymerase chain reacrion (PCR),
tornou-se de uso universal. Por meio dessa reacdo, quantidades muito peque-
nas de DNA podem ser amplificadas para obtencgdo de praticamente gqual-
quer quantidade desejada® ™5 A téenica utiliza o mesmo principio pelo qual
o DNA € normalmente copiado na célula, exceto pelo fato de que somente
um peguenoc segmento do DINA no cromossomo serd amplificado. Isso possi-
bilitou processar quantidades muito pequenas de DNA frequentemente dei-
xadas como evidéncia de um crime e aumentou enormemente a sensibilidade
dos sistemas disponiveis usados nas andlises forenses, auxiliando o sistema
judiciirio no julgamento de crimes. Gracas a PCR, diminutas quantidades de
DNA podem ser extraidas de fios de cabelo, selos postais, pontas de cigarro,
xicaras de café e ourras fontes de DINA.

Os STRs substituiram os polimorfismos de comprimento dos fragmentos
de restricio (do inglés, restricrion fragment lengeh polymorphisms — RFLPs)
cotmo principal método de identificacdo gendmica e tornaram-se popular na
tipagem de DINA para andlises forenses. 530 sequéneias curtas que variam de

116



848 Eintaenalogin dpkicoda 3 Soide

duas a gquatro bases, podendo repetir-se até dezessete vezes (de sete a quinze
alelos por lécus), comumente amplificadas por PCR. Os métodos para tipa-
gem de STRs estdo atualmente automatizados, com detecgdo envolvendo
fluordforos’.

Com o desenvolvimento de reacdes da PCR em multiplex (Figura 20.2),
ou seja, amplificacio de varias regites do DNA em um anico tubo, empre-
sas infernacionais iniciaram a2 comercializacio de kits contendo um mix ou
mistura com diversos iniciadores (primers), que permitem amplificar até 24
regides do DNA gendmico, sendo 23 loci STR mais a amelogenina para
determinacio do sexo. Entretanto, para aplicagdo e uso nos diferentes labo-
ratérios forenses, hd a necessidade de se conhecer as frequéncias dos res-
pectivos alelos presentes na populacio daquela regido geogrifica em que
08 testes estio sendo realizados. Tais frequéncias devem ser publicadas em
revistas indexadas para que possam ser utilizadas nas andlises estatisticas
dos resultados dos perfis que fardo parte da conclusio do laudo pericial.

DNA

Regido 1 Regido 2 Regiao 3 Regido 4

PCR em Multiplex

;_

Figura 20.2 Esquema representonco uma rapgBio ¢z PCR muliplex, ro quo! sBo omalificodes difesentes regifies do DNA em ume dnice
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Tratando-se de amostras obtidas em cenas de crimes, casos de violagdo
sexual (estupro), desastres em massa ou de restos mortais de exumacio de
caddver, uma questio fundamental, concernente ao uso do DNA como evi-
déncia, estd na validacdo cientifica dos métodos de anilise dos 5TRs. Em
outras palavras, € preciso ter garantias cientificas de que os testes podem,
inequivocamente, identificar coincidéncias on ndo coincidéncias para cada
marcador genético utilizado, na comparacio das amostras guestionada e de
referéncia. Inicialmente, a credibilidade dos testes deve partir da natureza
das amostras bioldgicas urilizadas®. Muito frequentemente as amostras sdo
encontradas em superficies nédo esterilizadas, podendo sofrer danos apés
contato com a luz solar, micro-organismos e solventes. Existern procedi-
mentos que podem minimizar a acdo desses fatores de degradacdo do DNAL
Entretanto, muitos cuidados devem ser tomados para evitar equivocos na
interpretacido dos resultados dos perfis alélicos. Ressalte-se que a cadeia de
custddia das amostras deve ser mantida até o momento de serem processa-
das no laboratério.

A amplificacdo por PCR pode produzir falhas e artefatos devido & baixa
qualidade do material binldgico. Amostras de DNA parcialmente degradadas
podem proporcionar, por exemplo, a amplificacio preferencial de alguns ale-
los efou o surgimento das bandas fantasmas {stutrer bands) (Figura 20.3)%
No primeiro caso, pode-se ter 2 amplificagdo de um alelo em detrimento
do outro, o que pode gerar a falsa impressdo de se tratar de um individuo
homozigoto em vez de heterozigoto para o lécus em estudo. As bandas fan-
tasmas ocorrem em virtude de falhas no processo de amplificacdo, gerando
handas com uma unidade de repeticdo a menos que a do alelo original.
Desse modo, pode-se equivocadamente interpretat o resultado como am
falso heterozigoto ou identificar um alelo erroneamente.,

Apesar dessas dificuldades, a genérica é a drea da ciéneia forense que mais
tem avancado na atualidade. Ha alguns anos, a Secretaria Nacional de Segu-
ranca Pablica do Brasil estd implementando o Banco de Dados Nacional
Criminal de Perfis Genéricos, similarmente ao americano CODIS {Combined
DNA Index System), que armazena dados de criminosos condenados, e o
europeu Fenix, que contém o perfil genético de milhares de pessoas desa-
parecidas. Tais ferramentas tornam mais dgil a troca de infortmacdes entre
as institnictes espalhadas pelo vasto territdrio no pais, como no caso do
CODIS nos Estados Unidos da América®, facilitando a resolucdo de diversos
casos.

MNo Brasil, a implemenrtacdo desse banco de dados trouxe 0 aumento da
demanda nos laboratérios de pericia, uma vez que ele permire, por exemplo,
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Figuro 20.3 Esquemo rzpresentonca um olsle 2 um stuttsr & seto indicn o stufer. Natose a gronde diferenco entre of infensicadas

de sinais artre siuffzr e clelo verdacsir.

identificar o criminoso pela anilise de uma {inica gota de sangue encontrada
no local do erime.

Em 2006, alguns peritos judiciais publicaram artizgos'®** revelando as
possibilidades de erros em exames de DNA, o que acarretou um convite da
revista Scientific American Brasil para escrever um artigo sobre o estado
da arte da genérica forense no Brasil®®. Em decorréncia dessas publicacdes,
virios laboratérios brasileiros comecaram a ser condenados por erros em
exames de DNA.

Na falta de um 6rgdo nacional credenciado para promover a acreditacio
de laboratérios de DINA forense no Brasil, como é o caso, por exemplo,
da American Association of Blood Banks (AABB) nos Estados Unidos, o
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Ministério da Justica solicitou que o Instituto Nacional de Metrologia, Qua-
lidade e Tecnologia (INMETRO) viesse a padronizar os exames de DNA rea-
lizados por laboratérios da policia cientifica®. Mais recentemente, a Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitdria {ANVISA) publicou 2 Resolugcio RDC n.
11, de 16 de fevereiro de 2012, estabelecendo normas para o funcionamento
de laboratdrios que realizam testes e andlises técnicas, o que abrange tam-
bém os laboratérios gue realizam investigacio de paternidade.

Em associacdo aos STRs autossdémicos, que muito contribuem para a
identificacdo do individuo tanto quanto para a investigacio de paternidade,
os Y-5TEs relacionados com o cromossomo Y, bem como os X-5TRs do
cromossomo X, sio também ferramentas importantes na elucidacdo das and-
lises de DNA forense ou casos de relacdo bioldgica. Os primeiros sdo impor-
tantes na determinacio de linhagem patrilinear, mas ndo servem para incluir
o individuo como o suposto pai da crianca do sexo masculino, uma vez que
0 cromossomo Y & transmitido de pai para filho e deste para seu filho de
maneira haplotipica, 4 semelhanca da transmissdo do DNA mitocondrial
(heranca materna), levando a que toda 2 descendéncia do sexo masculine,
daquele primeire individuo compartilhe 0s mesmos haplotipos Y-5TRs; ou
seja, todos os descendentes do sexo masculino apresentardo o mesmo padrio
haplotipico do seu ancestral. Por essa razdo, ndo se pode associar (oun mul-
tiplicar) os valores obtidos a partir das frequéncias dos alelos do perfil dos
STRs autossdmicos, denominados de indice de verossimilhanca, com aquele
da frequéncia do haplotipo dos Y-5TRs. Entretanto, da andlise do perfil
Y-5TR & possivel excluir um individuo como pai bioldgico de uma crianca
do sexo masculino ou como doador de uma mancha de sangue ou sémen.

Em relacdo ao cromossomo X (X-5TRs), este € transmitido pelo pai para
todas as filhas do sexo feminino, que recebem o outro cromossomo X da
mie bioldgica. Como neste caso o padrdo de transmissio é muito seme-
lhante aos STRs autossémicos, em geral os indices obtidos através de cal-
culos estatisticos utilizando as respectivas frequéncias dos alelos de ambos,
STRs e X-5TRs, podem ser multiplicados, aumentando, assim, as chances
de favorecimento de paternidade, quando se trata de filha questionada na
auséncia do suposto pai, por exemplo (Figura 20.4).

A equipe da autora deste capitulo elaborou um banco de dados muito
interessante e bastante completo para estudo de vdrios pardmetros de andlise
do cromossomo X', 0s quais foram obtidos a partir das publicacées nacio-
nais sobre esse tema e de dados do proprio laboratério. Esforgos estio sendo

*  Ver kttp:ibghx.com.br. Niémero de registro de programa de software: 12166-1.
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STRs autossémicos
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 71,79757%

X

X-STRs
Probabilidade de Relagdo Biolégica: 99,9813421%

!

STRs autossdmicos e X-STRs
Probabilidade de Relagio Bioldgica: 99,9926702 %

Figuro 20.4 Herzdogroma de um coso d investigosa de paternidade em que foi utilizada a andlise de X-STRs. Os individues em preto
nto foram oncfisadas. Foi ufilizada neste cose o onélise do mie biolégice do supeste pai, uma vez que este estave cusente. 0 esqueme
mastra ¢ prbobilidode de relacio biolagica com os STRs cutesstmicas 2 ¥-STRs; o mulfiplicagdo dos indices oumenta ¢ prebobifidode
de relacdo biolégico entrs os individuos aralisodes.

investidos no sentido de disponibilizar também as férmulas para realizar os
calculos estatisticos mais importantes a serem incluidos nos laudos periciais
em que hd a necessidade da associacio dos STRs autossdmicos e X-STRs,
garantindo, desse modo, um indice de paternidade ou de verossimilhanca
mais robusto.

A utilizacio das anilises dos marcadores de Y e X-STRs € importante em
casos de confirmacio de exclusdo de paternidade e, especialmente, em casos
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de reconstrucio, quando 0 suposto pai estd ausente. Em casos criminais,
estas também sdo ferramentas importantes para elucidar a origem de man-
chas de sangue e/ou sémen.

A técnica de amplificacio de STRs (autossdmicos, ¥ e X) baseia-se na
realizacdo de uma reacdo da PCR multiplex, isto &, na qual virios primers
sdo adicionados a um mesmo tubo de 0.2 mL contendo um mix da PCR
{tampdo, cloreto de magnésin, dANTPs e enzima Tag polimerase) e acrescen-
tando-se 4 mistura o DINA em estudo.

Duas reacdies para controle das condicdes de amplificacdo sdo necessdrias
e imprescindiveis: um controle positivo, contendo DINA humano conhecido e
convenientemente diluido (concentracio de uso 0,3 ngful), € outro negativo,
geralmente realizado com dgua destilada esterilizada, Os tubos sdo levados
an termocicladot para a amplificacdo em ciclagem adequada e comparivel
com a reacdo multiplex,

Arnalmente, o uso de kits comerciais sdo 0s mais recomendiveis para as
andlises forenses e de paternidade por serem validados nacional e internacio-
nalmente. A seguir, 2 Figura 20.5 apresenta um esquema dos procedimentos
bdsicos para a reacio.

O sucesso da andlise dos STRs estd diretamente relacionado com a qua-
lidade do DNA ohtido. O DNA estd presente em todas as células nucleadas
g, portanto, pode ser extraido de diferentes materiais biclégicos deixados na
cena de um crime. Em geral, as amostras testadas nos laboratérios foren-
ses sdo tipicamente sangue e manchas de sémen, mas podem existir muitas
outras fonres de DINA.

Para a comparacdo dos perfis de DNA, sempre hi a necessidade de amos-
tras de referéncia (sangue ou swab oral). Todas as amostras devem ser cai-
dadosamente manuseadas para a extracio de DINA, de modo a evirar qual-
quet ripo de contaminacio. Por essa razio, muitos laboratérios processam
as amostras de evidéncia (aquelas obtidas na cena do crime) em momentos
diferentes on mesmo em locais diferentes das amostras de referéncia. Exis-
tem diversos métodos de extragio de DNA; entretanto, os mais utilizados
atualmente sdo orginico, Chelex e papel FTA. Todos eles permirem a obten-
¢dio de DNA de boa qualidade para andlise de STEs. A Figura 20.6 ilustra
um perfil alélico amplificado a partir de uma amostra de DNA humano.
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Master Mix (MgCl:
dNTPs, Taqpolimerase)
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formameda (HDI - Applied Biosystems) »
ILS (Internal lane standard) i-

Agitacho e pulso (centrifugar 1000g/10-12seg)
Desnaturaglo (95°C/Imin), gelo [2min) )

Termociciador

Eletroforese Capilar (EC) em Analsador Genétco
(ABI 3500 - Applied Biosystems)

Figure 20.5 Esquema ilustrtivo da reactio de PCR multiplex paro omplificocBo d2 STRs (cutessimices, ¥ ou X-STRs).
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Figura 20.6 Eletroferogrema obtido no onalisadar genética (431 3500 — Applied Biosystems) € onolisede ro GeneMapper I0-X apresen-
tondo os olelos emalificados na reactio mulfiplex de 21 regides do DNA humene (STRs outossémicas). & amastre pertence o um individuc
de sexe mosculing (X/Y). Os picos representam os alelos obtidos em codo marcadar, que s3e rapeticies de pequenas sequéncios de
boses, come mostrede ne Figura 20.1.
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20.3 POLIMORFISMOS DE INSERCAO/
DELECAOQ (INDELS) E SUAS APLICACOES

O estudo das variaches genéricas, utilizando os polimorfismos do DNA,
permite uma melhor compreensido da histéria e da diversidade das popula-
cbes humanas, além de proporcionar um sistema para a identificacio gené-
tica de individuos. A aplicacdo do DNA decorre do seu alto poder de dis-
criminacio gerado por seus polimorfismos, e além dos STRs j4 estudados
anteriormente, destacam-se outros dois: single sucleotide polymorphisms
(SNPs) e insertion-deletion polysmorphisms (INDELs)'.

Weber e colaboradores (2002)% foram pioneiros, pois identificaram e
caracterizaram aproximadamente 2 mil INDELs no genoma humano, com
diferentes tamanhos e frequéncias alélicas em europeus, africanos, japoneses
€ nativo-americanos, e devido 4 abundincia e facilidade de andlise, destaca-
ram a sua ufilidade para estudos genéticos. INDELs chegam a representar
cerca de 16% de todos os polimorfismos do DNA humano e se apresentam
muito distribuidos pelo genoma, em média, am INDEL a cada 7,2 Kb'7.

INDELs sdo polimorfismos de comprimento, caracterizados pela inser-
¢io ou delecdo de um ou mais nucleotideos em uma determinada regido do
genoma; por exemplo, o polimorfismo rs16363 € identificado pela delecio da
sequéncia “TGTTT™ na localizacdo cromossdmica 22q13.1. O polimorfismo
ao ser inserido no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
recebe um cddigo dnico descrito com as letras rs (reference sequence),
seguido da numeracido especifica para sua identificacio correspondente i
sua posigio no genoma. Na localizacio cromossiimica, o primeiro ndmero
refere-se ao cromossomo; no exemplo citado acima, o polimorfismo estd
localizado no cromossomo 22; a letra refere-se aos bracos do cromossomo; a
letra p indica o brago curto e g o brago longo; o nimero seguinte representa
a posicio no braco do cromossomo, no exemplo, banda 13, sub-banda 1.

A Figura 20.7 a seguir ilustra a identificacio do INDEL “ATCG” no
eletroferograma.

20.4 UTILIZACAO DOS INDELS NA
ANALISE DE DNA DEGRADADO

O DNA pode ser danificado ou destruido devido a condicdes ambien-
rais adversas. A exposicdo ao ambienre degrada as moléculas de DINA, divi-
dindo-o aleatoriamente em pequenocs pedacos. Agua, oxizénio, radiacio
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IN/DEL

DEL

Delecdo: TTAGATG GTCGAA
Inser¢ao: TTAGATGATCGGTCGAA

Figuro 20.7 Eletraferogroma icerfificenca o INDEL {In/Del} com o alela curto (gelecBo-Del) e o alele lorge (insergde-In-ATCE).

ultravioleta e enzimas nucleases sio alguns dos agentes naturais que atuam
nessa degradacio?.

A habilidade de recuperar e analisar sequéncias de DNA de amostras
como 0ss0s e dentes, expostos 20 longo do tempo a uma variedade de con-
di¢des ambientais, tornou-se uma ferramenta valiosa para a identificacdo de
individuos ou amostras desconhecidas®.

Pouco DNA endégeno, acdo do meio ambiente, micro-organismos e
presenca de inibidores sdo os principais fatores que fazem com que a
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recuperacdo e andlise do DNA deste tipo de amostra sejam um desafio na
drea de identificacdo humana®®.

Ainda que a andlise de STR (short tandem repeats) seja o principal poli-
morfismo utilizado como marcador genético em identificacio humanals,
conforme j4 foi mencionado anteriormente, apresenta dificuldades quando
as amostras possuem DNA degradado efon em pouca quantidade, devido ao
tamanho relativamente grande dos fragmentos a serem amplificados (150
pb a 500 pb)*.

Por essa razdo, aumentou de modo considerdvel recentemente o interesse
na ufilizacio de INDELs como marcadores genéticos nas dreas de identifica-
¢do humana e genética forense, devido 4 facilidade de andlise, ampla distri-
buicio no genoma, por apresentarem fragmento de pequeno tamanho, cerca
de 100 pb e poderem ser detectados por diferentes téenicas. As frequéneias
alélicas apresentam diferencas significativas entre populacdes geografica-
mente distintas, sendo potenciais marcadores para estudo de ancestralidade.
Apresentam menor taxa de mutagdo em comparacido com os STRs (Figura
20.8)%,

Tamanho

STR CATATGCAATC ATCGATCGATCG TTGATAGTGCC  100-400 pb

INSERCAO CATATGCAATC GCTATTGATAGTGCC
~ ¢ 50-150 pb

INDEL ~—
DELECAC CATATGCAATCTTGATAGTGCC

Figura 20.8 Fsquema comparande STRs com INDELs & mostranda os respectivas tomanbas em pores de boses iph) obtidas no
omplificage.

O fato de o fragmento de DNA amplificado ser pequeno &€ muito interes-
sante, facilitando a andlise em amostras bioldgicas nio mantidas em boas
condicbes de preservacdo, por exemplo, ossos e dentes coletados em casos
de exumacio de caddveres ou de acidentes em massa. Nessas situagdes, a
alternativa € a combinagio de marcadores STRs e INDELs para a obtengido
de uma andlise mais conclusiva e robusta.

Em testes de paternidade ou outra relacdo bioldgica, a maioria dos laho-
ratdrios utiliza um conjunto de dezesseis marcadores STRs que oferecem um
poder discriminatdrio alto e geram am resultado de exclusdo de paternidade
(entre 0,99995883 e 0,99995998) ou fortemente indicativo de probabilidade
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de inclusdo (indices de paternidade entre 522.000 e 4.110.000). No entanto,
alguns casos apresentam resultados ambizguos ou inconclusivos, em gue a
relacdo reivindicada nio pode ser confirmada por uma probabilidade sufi-
cientemente alta, ou uma exclusido é sugerida por incompatibilidade alélica
em apenas ut ou dois destes marcadores, sendo gue para uma andlise resul-
tar em exclusio de paternidade héd a necessidade de ndo coincidéncia entre o
alelo paterno obrigatério (filho/a) e o alelo presente no suposto pai em, no
minimo, trés marcadores autossémicos®®. Na Figura 20.9, estdo representa-
dos os eletroferngramas parciais de trés regides de STRs autossdmicos, mos-
trando duas exclusdes. E importante notar que incompatibilidades podem
também ser identificadas por acdo de muracdes, uma vez que os STRs apre-
sentam elevada taxa de mutacio (cerca de 2 = 107%).

Resultados ambiguos surgem frequentemente, quando, por exemplo, o
irmdo biolégico de primeiro grau do pai biolégico € indicado como suposto
pai de uma crianca, de modo que a taxa de exclusio torna-se muito reduzida
{poucas nio coincidéncias nos alelos) e o indice de paternidade, usando uma
razio de probabilidade de um homem aleatdrio na populacio, ndo se aplica;
estes resultados sdo dificeis de serem interpretados. Um recurso encontrado
€ a anilise de STRs adicionais para melhorar a probabilidade ou fornecer
claras e inequivocas exclusées; no entanto, além daqueles que 74 sio utili-
zados nos kits comerciais, poucos STRs sdo validados para que possam ser
aplicdveis®.

Estes resultados também sdo observados nos casos em que o suposto pai
€ falecido e hd a necessidade de analisar amostras provenientes de exuma-
ci0, como 0ss0s e dentes, uma vez que esse fipo de amostra pode apresentar
baixa quantidade de DNA e alto nivel de degradacio e contaminacio. o que
na grande maioria das vezes dificulta a andlise de um namero adequado
de STRs. Nesses casos, analisando-se am ndmero relativaments grande de
INDELs (de 30 a 40), que apresentam fnenor taxa de mutagdo em compara-
¢do aos STRs, pode-se encontrar novas incompatibilidades, o que favorece a
hip6tese de exclusio, ou, ao contririo, caso nio sejam encontradas incom-
patibilidades, aumentar o indice de paternidade a valores que suportem a
confirmacio de uma relacio biolbgica.

20.5 TECNICAS PARA ANALISE DE INDELS AUTOSSOMICOS

A técnica para anilise de INDELs também é uma reacdo da PCR em
multiplex, conforme mencionado anteriormente para amplificacio de STRs.
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Figuro 20.9 Comparesdo de frés elefroferagromas parcicis e sofware Gennefapaer 104 para verificer competidilidode de aleles em
um casa de investigegdo de pafernidade. SP, supeste pai; M, maz; F, filhe. As setos indicam dois marcadores onde ndo houve compoti-
bilidode, ou sejo, o F ndo herdou o olelo cbrigatdrio do SP.
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Podem ser analisados trinta marcadores utilizando-se o kit
InnvestigatorDIPplex (QIAGEN), que também amplifica a amelogenina em
uma finica reacio multiplex®® (Figura 20.10).

[

Figuro 20.10 Elefraferagroma da reagho com o kit InvesfigaforDiPplex (QIAGEN). (Troto-se de uma amesha femining.) Os picas repre-
senfom oz oleles obfidos para cada marcadar, s2ndo o elelo turt o que apresento o delecde e o olela longa o que opresenta o inserc,
conforme exemplficodo ne Figurn 20.3. Neste elatraferngrame, os alelos s8a encortrodos em regidies saporadas, senda divididos ente

as quatra cares de fluoeéfaros. Estiin identificadas deis olelas de um mesma marcadar, separedos na eletroferogrome.

Devido ao fato de que os INDELs apresentam menor taxa de recombina-
cdo em comparacio com os 5TRs, o nimero de INDELs analisados deverd
ser maior para atingir um poder de discriminacio aceitdvel; neste caso, os
trinta polimorfismos sdo suficientes segundo o fabricante.

Qutra reacio foi padronizada por Pereira e colaboradores (2009)¥ e
permite analisar 38 INDELs autossdmicos em multiplex (Figura 20.11).
Segundo os autores, esses 38 polimorfismos sio suficientes para atingir um
poder de descriminacio aceitdvel.

Comparando-se as duas reacdes, verifica-se que a reacio de Pereira e
colaboradores (2009) apresenta oito polimorfismos a mais do que aquela
do kit InvestizarorDIPplex (QIAGEN), nio havendo nenhum polimorfismo
em comum. Em contrapartida, a reacdo de Pereira e colaboradores (2009)4
nio amplifica a amelogenina.

Qutra avaliacio interessante nos eletroferogramas demonstra que, nos
38-INDELs, os marcadores podem apresentar os alelos na mesma regido,
enquanto no InvestigarorDIPplex (QIAGEN), os alelos dos marcadores se
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Figura 20.11 Elefroferogroma o rengfo podronizada por Periro 2 colaboradores (20090, (Amostro diferente do apresentoda ne
Figuro 20.10.) Os picos representom o5 olelos abtidos paro cede morcoder, s2nda o alele curbo o que ooresento o delegdo & o clela
ango o que oorzsanto o insarcEa, conforme exemplificode na Figuro 20.3. Ao contrarie do Figura 20,10, neste sletroferagroma as olelos
podem ser identificedes no mesmo regida.

intercalam na mesma cor de fluordforo. Isto dificulta a andlise e 2 compa-
racdo entre 0s alelos de um mesmo marcador A andlise de amostras € reali-
zzda pelo sofrware GeneMapper.

Como apresentado na Figura 20.12, os mesmos passos sio realizados
para andlise de INDELs por ambas as reagfes multiples, sendo que o passo
de purificacdo pode ser opcional conforme a necessidade (quando o eletro-
ferograma nio discrimina adequadamente os alelos). De maneira geral, a
metodologia para andlise de INDELs é pritica e rdpida e muito similar 4
metodologia para andlise de STRs, o que agrega praticidade ao trabalho em
laboratdrios de identificacdo humana.

20.6 APLICACOES DO DNA MITOCONDRIAL

As mitocéndrias sdo organelas citoplasmidticas que apresentam em sua
composicdo um genoma extracromossdmico separado e distinto do genoma
nuclear, 0 DNA mitocondrial (DNAmt], composto por 16.569 nucleotideos
e apresentando-se como uma daplz fira circular Sua composicio gquimica
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Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Purificagao

Eletroforese Capilar

Figuro 2012 Fluxograme povo ardlise dz INDELs por ambas o reagdes. [0 passa de purificoga € opcional )

em nada difere da composicio do DNA nuclear; entretanto, ele possui um
codigo genético proprio.

O DNAmt evoluiu pelo actimulo de mutacfes nas linhagens maternas
e acredita-se fixar novas mutaches dez vezes mais rdpido do que o DNA
nuclear®, Este fato ocorre devido & baixa fidelidade da DNA polimerase
mitocondrial, juntamente com a falta de mecanismos de reparo durante sua
replicacdo, o que acaba sendo de grande interesse no campo forense.

Em alguns casos pode nido ser possivel a andlise do DNA nuclear de
algumas amostras [casos em gque o DNA apresente degradacfes ou quando
o material bioldgico nio apresentar DNA nuclear), € entdo a melhor alrer-
nativa € 2 andlise do DNA mitocondrial. Assim, o DNAmzt € utilizado na
rotina forense para analisar ossos, dentes, fios de cabelos e outros tipos de
amostras biolégicas, sempre que se necessite identificar o individuo.

A principal vantagem do DNAmt é que ele estd presente em uma média
de quinhentas a 2 mil cépias por célula. Esta ahundincia aumenta signi-
ficantemente as chances de gue algumas cépias de DINAmt permanecerdo
estdveis em ambientes gque apresentam condicdes ndo favordveis 4 sua con-
servacdo, além do que 2 natureza circular do DINAmT o torna menos susce-
tivel 4 degradacdo por exonucleases™.

O genoma mitocondrial possui heranca estritamente marterna, permitindo
investigar relacdes de parentesco nesta linhagem, sendo, portanto, haploide
e, por isso, ndo € submetido a processos de recombinacdo. Por essas duas
razdes, o DNAmt ndo pode ser utilizado na investigacio de paternidade.
Vale ressaltar que tanto os filhos como as filhas compartilham o DNAmt da
mie biolégica.

Este genoma possui natureza monoclonal, ou seja, todo o DNAmt de um
individuo apresenta a mesma sequéncia, o que simplifica a interpretacio

131



Aglicaghes Farensss do Ora: Fundamentas, Métodes 2 Limitarges

dos resultados durante o sequenciamento do DNAmt. Porém, em alguns
casos pode haver individuos que apresentam uma condi¢do denominada de
heteroplasmia, na qual uma mesma pessoa apresenta mais de um tipo de
DNAmt, podendo ser heteroplasmia de sequéncia, quando hé diferenca em
apenas um nucleotideo, ou heteroplasmiz de comprimento, quando hi dele-
¢do ou insercdo de uma citosina em regides com repetiches mononucleotidi-
cas (conhecidas como poli-C). Nos dois casos, as andlises devem ser muito
cuidadosas para a interpretagdo da heteroplasmia, Portanto, hi necessidade
de treinamento do perito para andlise do DNAmt em casos forenses,

20.7 UTILIZACAO DO DNA MITOCONDRIAL
EM ANALISES FORENSES

O genoma mitocondrial é composto de duas regides (Figura 20.13): a
regido codificadora e a regifo controle, esta também conhecida como regido
nio codificadora, regido hipervariivel ou D-loop, que controla a replica-
¢do e transcricio do DINAmt, a qual, devido ao acimulo de mutacdes pon-
tuais, apresenta uma maior taxa de mutacdo quando comparada a regifo
codificadora.

A regido controle é formada por aproximadamente 1.200 pares de base e,
por ser altamente polimérfica, € muito utilizada para o propésito da genética
forense. Esta regido do DNAmt inclai trés sub-regides denominadas HV1
(formada por 342 pb), HV2 (268 pb) e HV3 (137 pb), sendo esta dltima
regido um segmento gque pode apresentar um tamanho varidvel de pares de
base, pelo fato de conter repeticdes dinucleotidicas “CA", cujo ndmero pode
variar de um individuo para outro®®. Entre essas regifes existem outras duas
denominadas inter-regides, a primeira entre HV1 e HVZ2 e a segunda entre
HV2 e HV3, A maior parte da variacdo de sequéncia entre individuos é
encontrada nos segmentos HV1 e HV2, Por isso, estes sdo os mais utilizados
na rotina forense para andlise do DNAmt. Entretanto, a regido HV3 também
pode auxiliar as andlises®.

A identificacdo baseia-se na andlise dos polimorfismos presentes nesses
segmentos {SNPs, insercdes e deleces/indels), que sdo comparados a uma
sequéncia de referéncia (revised Cambridge Reference Sequence — vCRS),
sequencizda em 1981 por Anderson e colaboradores®™, reanalisada e revi-
sada por Andrews e colaboradores em 199%9%, No entanto, tais regides ofe-
recem um limitado poder de discriminacio em um contexto forense®™. Assim,
a regido HV3, junto com as inter-regides, vem sendo explorada nos dltimos
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anos, pois apesar de apresentarem haixos nimeros de polimorfismos, infor-
magdes complementares sio obridas quando adicionadas ds regifes HV1 e
HV2, aumentando o poder discriminativo, o que é importante na solucio de
casos forenses e, principalmente, em estudos de frequéncia populacional®®
335 Essas caracteristicas fazem com que o sequenciamento completo da
regido ndo codificadora do DNAmt seja mais adequado tanto para testes de
identidade forense como para estudos evoluciondrios.

Q sequenciamento da regido controle do DNAmt pode ser feito a parrir
de DNA obtido de diversos materiais bioldgicos, como ossos, dentes, tecidos,
sangue, sémen e fios de cabelo. A partir do DNA extraido, realiza-se uma
PCR utilizando os primers (forward e reverse) que flanqueiam as regides de
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interesse, podendo ser toda a regiio nio codificadora ou cada uma das suas
sub-regifes.

Os produtos da PCR sdo, entio, purificados para retirada do excesso
de primers e nucleotideos que nido foram incorporados durante a PCR, e
submetidos 2 reacdo de sequenciamento. Os produtos obtidos a parrir do
sequenciamento também deverdo ser purificados previamente 3 eletroforese
capilar realizada em analisador genético (ABI3300 — Applied Biosystems). A
andlise dos resultados é realizada com a ajuda de sofriwares de bininformd-
tica, e as sequéncias obtidas sio comparadas com a rCRS.

Qutra téenica de andlise do DNAmI € a técnica de SNaPshot. Essa reacdo
baseia-se na andlise de polimorfimos de base dnica (SNPs), que representam
a maior classe de polimorfismos humanos. Essa técnica estd em uso cres-
cente devido 4 deteccdo rdpida de virios polimorfismos em um finico ensaio.
A capacidade multiplex € particularmente importante, especialmente no que
diz respeito 4 andlise de DNA forense, uma vez que pode reduzir o consumo
de amostras, enquanto aumenta o rendimento do processamento das amos-
tras e andlise de dados. Esta técnica € realizada a partir da utilizacio de um
kit comercial (ABI PRISM SNaPshot multiplex kit — Applied Biosystems)
produzido pela empresa Life Technologies. A andlise de SNPs do DNAmt,
tanto da regiio nido codificadora como da regiio codificadora, permite a
classificacio de amostras em haplogrupos.

20.8 APLICACOES DO SEQUENCIAMENTO DO DNAMT

Alguns fatos importantes comprovam como z andlise do DNAmt € de
grande importincia no contexto forense: foi a primeira ferramenta atilizada
na identificacdo de ossadas de soldados americanos que lutaram na Guerra
do Vietnd®® e na identificacdo das vitimas da tragédia de 11 de setembro de
2001 no World Trade Center (EUA].

Outro exemplo interessante da utilizacio do DNA mitocondrial foi rea-
lizado na década de 1990 em um estudo de parentesco, no qual cientistas
americanos foram convidados a examinar ossos e dentes de oito esqueletos
de uma vala na Sibéria, onde se acreditava estar enterrada a familia real
russa Romanov, que fora executada pelos bolcheviques. Neste caso, os resul-
tados do sequenciamento do DNAmt elucidou que havia vinculo genético
entre as ossadas®.

A utilizacdo do DNAmt estendeu-se para estudos da evolugio humana,
migracies e formacio da histdria de diversas populacdes, ndo permanecendo
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apenas na rotina forense. O emprego do DNAmt como ferramenta para
investigaches desta natureza surgiu com os estudos pioneiros do grupo lide-
rado por Allan Wilson nos anos 19802,

20.9 BANCO DE DADOS

A andlise do DNAmf é rotineiramente utilizada em diversos laboratérios
como ferramenta em andlises forenses e estudos genéricos evolurivos. No
entanto, é preciso um conhecimento aprofundado das vdrias caracteristicas
do DNAmt a fim de analisar e interpretar corretamente os resultados. A
forma correta de interpretar um resultado de DINAmt ainda ndo foi padro-
nizada, existindo apenas recomendacdes, como, por exemplo, aquelas ado-
tadas pelo Federal Bureau of Investigation (FBI)*® ou publicadas pelo Grupo
de Habla Espafiola v Portuguesa — International Society for Forensic Gene-
tics (GHEP-ISFG) .

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do DNAmt baseiam-
-s¢ nos polimorfismos (SNPs, delecdes e insercdes) presentes na sequéncia
de nucleotideos nas regibes HV1 e HV2, comparando a amostra questio-
nada com 2 sequéncia referéncia (rCRS) para 2 anotacio das diferencas
(polimorfismos)®.

De acordo com o FBI, se essas sequéncias diferirem em dois ou mais
polimorfismos, uma exclusdo inequivoca pode ser feita. Se as sequéncias
corresponderem uma & ourta, existe a possibilidade da amostra questionada
pertencer ao individuo anzlisado ou demonstrar vinculo materno, podendo,
no entanto, pertencet 2 outro individuo ndo aparentado; por isso, torna-
-se necessario verificar a frequéncia com que um conjunto de polimorfismo
ocorre em uma populacdo (frequéncia do haplétipo), gerando 2 necessidade
da criacdo de um banco de dados populacional de DNAmt.

O termo “haplogrupo™ refere-se ao conjunto de haplétipos (conjunto de
alelos), que sdo designados por letras do alfabeto e derivados por descendén-
cia de uma mesma molécula ancestral, as quais apresentam um padrdo basal
de mutacdes. Os haplogrupos sio definidos por um conjunto de haplatipos
que sdo constituidos de nucleotideos particulares presentes nas regifes con-
trole e codificadora do DINAmt. A relacdo entre haplotipos e haplogrupos
do DNAmt humano nos fornece informacdes mais detalhadas sobre a estru-
tura da variacdo genética. No site PhyloTree™ encontra-se a drvore filogené-

*  Wer hetpsfwww.gep-isfg.org.

** Ver www.phylotree.org.
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rica mitocondrizl humana que estd representada de modo simplificado na
Figura 20.14.
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Fiqurn 20.14 Arvor filogenética humona simplificedo do DNA mitocondricl, mestronda os principeis haplogrupes.

A criacdo de banco de dados de DINAmt para estimar 2 frequéneia dos
haplétipos em determinada populacio € indispensdvel para permitir sua uati-
lizacdo. Entretanto, pode estar sujeito a vdrios tipos de erros, principalmente
humanos (na leitura e digitacido de dados, por exemplo), havendo a necessi-
dade de se estabelecerem regras de controle de qualidade tanto na geracio
quanto na compilacio de resultados™. Atualmente, existem ferramentas que
podem ser utilizadas para que esses erros humanos sejam evitados como, por
exemplo, MITOMAP (miDNA control region sequence polimorphisms)”
e IAN LOGAN", as guais permitem comparar se todos os polimorfismos
encontrados jid foram descritos na literatura.

Diversos pesquisadores geram milhares de dados de genomas mitocon-
driais completos de seres humanos em todos os continentes, bem como uma
nomenclatura deralhada dos tipos de DNAmt ou haplogrupos em todo o
mundo & uma enorme drvore filogenética dos haplogrupos observados, sub-
-haplogrupos e macro-haplogrupos®?. No campo da identificacio humana,

*  Ver httpsffwwwanlogan co uk/mtDINA htm.

** Ver hurpe/fwwwi.ianlogan.co.uk/mtDINA hrm.
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as revistas cientificas de maior impacto jd exigem que os dados de trabalhos
envolvendo andlises de DINAmt ou outros tipos de andlises gerado por pes-
quisadores sejam adicionadas aos bancos de dados para serem publicados.

Um exemplo de banco de dados que foi desenvolvido com rigorosos pari-
metros de gqualidade € o banco de dados mundial de DNAmt denominado
EMPOP. Para manter um padrio de qualidade, é necessirio ter uma padroni-
zacdo da geracdo, andlise e transferéncia de dados, além do uso de sofrwares
para a visualizacdo de dados, interpretacio e detecgdo de erros.

20.10 TECNICA PASSO A PASSO

Protocolo para o andlise de 38 INDELs autossémicos

Extracio de DINA

A extracio do DNA do interior das células é o primeiro passo para sua
anilise. Descreveremos a seguir um protocolo® para a extracio de DNA de
sangue armazenado em papel de filero FTA (Whatman), utilizando a resina
Chelex 100 (Biorad) a 3%:

B

1) Colocar em um tubo de 1,5 mL 2 discos {3 mm cada) de ]'lﬂpL‘] de filtro
COM sangue.

2} Adicionar 50 pL de H,O, vortexar rapidamente e descartar a H,O.

31 Adicionar 50 pl. de H O e incubar a temperatura ambiente por 30
Minutos.

4] Descartar a H,O ¢ adicionar 100 pL da solugao homogeneizada da resina
chelex 100 (Biorad) a 5%.

5) Incubar por 1 hora a 36 °C.

&) Vortexar rapidamente e incubar por 8 miunutos 2 100 =C.

71 Centrifugar a 14.000 RPM por 3 minutos.

Armazenar o sobrenadante.

B

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Segue a descricio do preparo da PCR para amplificacio dos 38 INDELs
padronizado por Pereira et al. (2009)%, utilizando o Multiplex PCR kir
(QIAGEN):

H,O 3 pl
Qiagen Multiplex PCR master mix (2x) 5l
Prizster mix (10x) 1 nL
DNAO3aSng/pl 1 pL
Volume total 10 pL

Em seguida, € utilizada a ciclagem em termociclador:

95 °C — 15 min.

94 °C - 30 seg.
&0 °C — 30 seg. 10 ciclos
72 °C - 60 seg.
94 °C - 30 seg.
38 °C - 30 seg. 20 ciclos
72 °C - 60 seg.

72 °C — &0 min.
4 °C — até a retirada do termociclador

Observacdo: um passo adicional de purificacdo do produto da reacdo de
PCR pode ser utilizado se necessdrio.

Anilise do produto da reacdo de PCR

O produto da PCR deve ser preparado para eletroforese capilar pela
adigio de 1 pl do produto amplificado em 9,7 pL de formamida HI-DI
(Applied Biosystems) e 0,3 pl. de GeneScan 600 LIZ (Applied Biosystems).
A separacdo e detectcdo sdo realizadas por eletroforese capilar.

20.11 CONCLUSOES

As ferramentas para identificacdo humana utilizando o DINA sdo, atual-
mente, bastante eficazes na discriminacdo entre individuos efou vestigios
& na investigacio de paternidade, gerando indices de vernssimilhancga bas-
tante elevados. Entretanto, cabe ressaltar que o exame de DNA na genérica
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forense constitui-se em uma evidéncia a mais na elucidacio dos cases do
Poder Judicidrio, favorecendo ou nio a hipbtese de acusacio ou de defesa.
O perito deve analisar os resultados obtidos de maneira cuidadosa, isenta
e ética, relatando as evidéncias cientificas encontradas através das andlises
dos perfis genéticos de maneira clara e objetiva, valorando os dados com os
cileculos estatisticos adequados, mas deixando ao juiz a tarefa de avaliacio
final da importincia de tais evidéncias no julgamento do referido caso.
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