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(57) Resumo: METODO E KIT PARA IDENTIFICAGAO
GENETICA HUMANA POR MEIO DE POLIMORFISMOS DO DNA
MITOCONDRIAL PARA  APLICACAO EM  POPULAGCOES
MISCIGENADAS. A presente invengao refere-se a um método e kit
para identificagdo genética humana por meio da andlise de
polimorfismos especificos do DNA mitocondrial para aplicagdo em
populagdes miscigenadas como a brasileira, por exemplo. A técnica
desenvolvida, além de permitir a identificagdo do individuo, permite
també classifica-lo em halogrupos do DNA mitocondrial possibilitando
a identificagdo da origem ancestral materna do individuo testado. A
referida invengao pode ser aplicada na area de genética forense, pela
policia cientifica ou por laboratérios particulares, tendo como principais
beneficiados populagdes miscigenadas que nao dispdem de técnicas
especificas para sua identificagéo e classificagao genética.
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METODO E KIT PARA IDENTIFICAGAO GENETICA HUMANA POR MEIO DE
POLIMORFISMOS DO DNA MITOCONDRIAL PARA APLICACAO EM
POPULAGOES MISCIGENADAS

CAMPO DE APLICACAO

A presente invengdo refere-se a um método e kit para
identificagdo genética humana por meio da andlise de
polimorfismos especificos do DNA mitocondrial para
aplicacdo em populacdes miscigenadas como a brasileira, por
exemplo. A técnica desenvolvida, além de permitir a
identificacgdo do individuo, permite também classificé-lo em
haplogrupos do DNA mitocondrial possibilitando a
verificagdo da origem ancestral materna do individuo
testado. A referida invengdo pode ser aplicada na &rea de
genética forense, pela policia cientifica ou por
laboratérios particulares, tendo como principais
beneficiados populag¢des miscigenadas que ndo dispdem de
técnicas especificas para sua identificacdo e classificacéo
genética.

ESTADO DA TECNICA

A identificag¢do humana por meio do DNA constitui um
dos produtos mais revoluciondrios da Genética Moderna. Em
menos de 20 anos, tornou-se uma ferramenta indispenséavel na
area forense, sendo aceita rotineiramente em processos
judiciais em todo o mundo. Sua importéncia ndo estd apenas
na possibilidade de provar a culpabilidade de uma pessoa ou
inocentd-la, mas sim em estabelecer uma conexdo irrefutével
entre a pessoa e sua presenga na cena do crime. O perfil
genético de um individuo, comumente utilizado na
identificacdo humana, estd baseado na combinacdo de

diversos marcadores que sao herdados de seus progenitores.
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Esses marcadores referem-se, geralmente, a diferencas nas
sequéncias de DNA entre os individuos (polimorfismos). Em
alguns casos, entretanto, a andlise do DNA nuclear n&o pode
ser aplicada. 1Isso ocorre quando o DNA da amostra
apresenta-se muito degradado, ou os individuos em questédo
apresentam vinculos genéticos distantes, ou ainda em
situagles onde o material biolégico ndo apresenta o DNA
nuclear, como em fragmentos de cabelo, por exemplo, (SALAS;
LAREU; CARRACEDO, 2001). Nestes casos, a Unica alternativa,
ou pelo menos a alternativa de maior sucesso, é a analise
do DNA mitocondrial.

Entretanto, a falta de kits e metodologias para
analise de DNA em identificacdo humana aplicdveis na
populacdo brasileira foi o motivo principal que auxiliou o
desenvolvimento desta nova tecnologia. A utilizacdo do DNA
mitocondrial na identificacéao humana ja esta bem
documentada e j& foi utilizada na identificacdo de soldados
mortos na Guerra do Vietnam e na identificacdo de vitimas
da tragédia de 11 de setembro de 2001 no World Trade
Center, EUA. Entretanto, a tecnologia do DNA mitocondrial
pelo sequenciamento da regido hipervariavel utilizada nos
casos acima ndo se aplica em todas as situag¢des e por isso
uma nova tecnologia denominada minisequenciamento do DNA ou
SNaPshot, também utilizando o DNA mitocondrial, foi
desenvolvida.

A Patente Us 5,925,520 intitulada “Multiplex
sequencing method using primers of different 1lengths to
detect polymorphisms” descreve a metodologia de SNaPshot
utilizada no desenvolvimento da presente invencdo. A

tecnologia de SNaPshot permite analisar diversos SNPs
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(polimorfismos de um UGnico nucleotideo) distribuidos pelo
genoma em uma unica reag¢do em “multiplex”. Entretanto, a
escolha dos SNPs é especifica para cada populacio.

O pedido de Patente US 2009/0233292 Al intitulado
“Method and kit for identification of genetic
polymorphisms” descreve uma metodologia e kit semelhantes
ao da invengdo, com objetivo principal de classificar
amostras em haplogrupos “globais”. As principais diferencas
entre este pedido de patente e a presente invencdo estdo na
escolha dos haplogrupos que serdo avaliados, bem como os
SNPs escolhidos, e consequentemente os primers utilizados.
O pedido de patente acima utiliza 16 SNPs enquanto que a
metodologia ora descrita engloba 42 SNPs, sendo por isso
muito mais ampla e detalhada.

Diversos kits também ja foram relatados na

literatura, especialmente para populacdes européias, mas

~nenhum dos kits pode ser utilizado plenamente na populacdo

brasileira devido & grande miscigenacdo da mesma, isto &,
presenga de europeus, africanos e nativo-americanos,
principalmente. A presente tecnologia preenche esta lacuna
uma vez dque permite a utilizacdo da técnica na populacdo
brasileira e em outras popula¢des miscigenadas uma vez que
ndo existem kits para genotipagem de SNPs do DNA
mitocondrial que permitam a classificacdo em haplogrupos em
nossa populacdo. Além disso, a metodologia foi modificada
para permitir a geragdo de resultados mesmo com pequenas
quantidades de DNA para que o mesmo possa ser utilizado em
amostras degradadas e de dificil andlise. Este kit poderé
ser utilizado tanto na identificacdo humana quanto no

estudo de linhagens matrilineas de populacdes brasileiras.
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Uma das possiveis desvantagens da presente tecnologia
¢ a dependéncia de outra tecnologia j& patenteada (vide
patente “SNaPshot” citada acima) para sua execucdo. Além
disso, atualmente, o custo para sua execucdo ainda é
relativamente alto, o que tende a diminuir com o difundir
da tecnologia.

A presente tecnologia apresenta a possibilidade de
genotipagem de um grande numero de SNPs em uma Unica reacéo
permitindo a classificagdo do individuo em haplogrupos do
DNA mitocondrial e/ou identificacdo humana, aplicado ao
contexto brasileiro de populacdo miscigenada.

A mesma mostra-se util, principalmente no cenério
brasileiro, para ser utilizada na identificacdo humana nos
casos onde o DNA encontra-se degradado ou em pequenas
concentragdes, ou ainda na presenca de fios de cabelo sem
raiz. Assim, poderd ser aplicado pela policia cientifica ou
laboratérios particulares na identificacdo de individuos em
desastres em massa, como queda de avides, ou como
metodologia de screening, ou ainda como metodologia de
determinag¢do da origem materna do individuo.

Esta tecnologia poderd ser aplicada na confecgdo de
um kit voltado para a identificacgéo humana e/ou
classificagdo em haplogrupos. Este kit poderad ser produzido
por empresas especializadas na 4area e utilizado tanto em
laboratérios publicos (policia cientifica) como em
laboratérios particulares.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 é um esquema da localizacdo dos 42
polimorfismos do DNA mitocondrial utilizados na reacdo de

SNaPshot para classificacdo em haplogrupos.
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A figura 2 é um diagrama de blocos indicando todas as
etapas realizadas na analise das amostras.

A figura 3 é um eletroferograma, mostrando o perfil
de anélise de uma amostra para os 42 SNPs.

A figura 4 ¢é uma 4&rvore filogenética englobando
haplogrupos europeus, africanos e nativo-americanos gerada
por este painel de 42 SNPs.

A  figura 5 é um grafico do tipo pizza da
classificacdo das amostras segundo a origem dos
haplogrupos.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

DEFINICOES

0 termo “DNA mitocondrial” refere-se ao DNA

localizado dentro de organelas celulares denominadas
mitocdébndrias.

O termo ™“SNP” ¢é uma sigla para Single Nucleotide
Polymorphism (em portugués - Polimorfismo de um Unico
Nucleotideo) e acontece quando um nucleotideo do DNA é
substituido por outro.

O termo “nucleotideo” refere-se as bases nitrogenadas
do DNA podendo ser uma das quatro possiveis: adenina,
timina, citosina ou guanina.

O termo “polimorfismo” refere-se a variacdes que
ocorrem, com certa frequéncia, na sequéncia do DNA.

O termo Y“PCR” é uma sigla para Polymerase Chain
Reaction (em portugués - Reacdo em Cadeia da Polimerase) e
refere-se a uma metodologia wutilizada para amplificar
exponencialmente um fragmento de DNA.

O termo “multiplex” significa que mais de uma reacdo

quimica ocorre simultaneamente.



10

15

20

25

30

6/24

O termo “primer” refere-se as sequéncias sintéticas
de DNA construidas para serem utilizadas em diferentes
metodologias como PCR, SNaPshot, etc.

O termo “SNaPshot” refere-se a uma metodologia também
conhecida como minisequenciamento na qual ¢é possivel
identificar a mudanca de um nucleotideo do DNA para outro.

O termo “haplogrupo” refere-se a um grupo de
haploétipos do DNA mitocondrial (conjunto de polimorfismos)
que apresentam um ancestral comum.

O termo “amostra” refere-se ao material biolébgico
selecionado para a andlise.

O termo “forense” é um adjetivo relacionado ao que se
utiliza no foro ou nos tribunais e denomina, na maioria das
vezes, O uso da ciéncia e tecnologia para a reconstrucgdo e
obteng¢do de provas de crimes.

METODOLOGIA

Seleg¢do dos SNPs (polimorfismos)

Para o desenvolvimento desta tecnologia quarenta
polimorfismos (39 SNPs e 1 delecdo), presentes na regido
codificadora do DNA mitocondrial, foram selecionados de
forma a permitirem a <classificacdo das amostras em
haplogrupos europeus, africanos e nativo-americanos. Outros
dois SNPs presentes na regido ndo-codificadora (SNP 16519 e
16362) foram escolhidos para o estudo do aumento do poder
discriminatério dos mesmos em nossa populagdo. Isto foi
feito utilizando uma reagdo SNaPshot em multiplex, composta
apenas por SNPs que permitiam classificacdo em haplogrupos
europeus (KOHNEMANN et al., 2009), a qual foram adicionados
SNPs para a classificag¢do em haplogrupos africanos (L0, L1,

L2, L3, L4) e nativo-americanos/asidticos (A, B, C, D)
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baseados nos haplogrupos j& descritos na literatura para a
populacdo brasileira (ALVES-SILVA et al., 2000). Os SNPs
escolhidos foram descritos por PhyloTree.org (VAN OVEN;
KAYSER, 2009) conforme mostrado na figura 1.

Reacdo de PCR em multiplex

Os primers para a reagdo de PCR em multiplex foram
desenhados wutilizando o programa PerlPrimer (MARSHALL,
2004) e a possibilidade de interacdo entre os mesmos foi
descartada wutilizando o programa Autodimer (VALLONE;
BUTLER, 2004). Trinta e trés pares de primers foram
utilizados para amplificar 42 SNPs. O tamanho dos amplicons
variou de 55 a 196 pares de base para permitir a utilizacéao
da metodologia para andlise de amostras degradadas. A
concentracao final dos primers utilizada na reacdo e outras

informag¢des estdo dispostas na Tabela 1.
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A reagao de PCR multiplex foi realizada utilizando-

se:

1,25 pl de MgCl; (50 mM);

- 1,25 pl de dNTPs (2,5 mM);

- 1,25 pl de PCR Gold buffer (10x) (Applied
Biosystems by Life Technologies);

- 0,2 pl de soro albumina bovina (20 mg/ml);

- 0,2 pl de AmpliTag Gold (Applied Biosystems by Life
Technologies) ;

- 100 pg de DNA;

- 0s primers da tabela 1; e

- &gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 12,5 nl.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer) conforme a ciclagem:
Pré-incubagdo a 95°C por 10 min, seguida de trés ciclos de
30 seg a 95°C, 45 seg a 55°C e 30 seg a 72°C. Apds esta
etapa, 19 ciclos de 30 seg a 95°C, 45 seg a 55°C com
aumento de temperatura em 0,2°C por ciclo, 30 seg a 72°C;
seqguida de 11 ciclos de 30 seg a 95°C, 45 seg a 60°C, 30
seg a 72°C; e finalmente 7 min a 72°C. Os produtos da
reagdo de PCR foram purificados através de reacgdo
enzimdtica adicionando-se 2,5 ul de Exo/SAP-IT (USB) e
incubando-se por 120 min a 37°C, seguida de desnaturacdo da
enzima a 75°C por 15 min.

Reacdo de SNaPshot

Os primers para a reagdo de SNaPshot foram desenhados
manualmente para se anelarem a um nucleotideo antes da
posi¢do do SNP que se deseja genotipar. Uma cauda
nucleotidica, descrita por Sanchez et al. (2005), com

diferentes numeros de bases foi adicionada a regido 5° de
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cada primer. Esta cauda, que n&o se anelava ao produto de
PCR previamente amplificado, foi adicionada para permitir a
separacao dos fragmentos por tamanho em eletroforese
capilar. A temperatura de anelamento de cada um dos primers
foi checada com o programa Perlprimer e a formacdo de
dimeros e hairpins foi descartada a partir da anadlise dos
mesmos pelo programa Autodimer. Os primers utilizados e

outras informagdes podem ser visualizados na Tabela 2.
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A reacao de SNaPshot foi realizada utilizando-se:

- 2,5 pl SNaPshot Mastermix;

- 0,5 pl PCR Gold buffer;

- 0,5 pl do mix dos primers da tabela 2;

- 1,0 pl do produto de PCR purificado; e

- &gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada gsp. 10 pnl.

A reagdo de minisequenciamento foi realizada em
termociclador PTC-100 (MJ Research) utilizando-se a
ciclagem abaixo: 25 ciclos de 10 seg a 96°C, 5 seg a 55°C,
e 30 seg a 60°C, e finalmente 4°C por um tempo infinito.

A purificacdo dos produtos da reacdo foi realizada
por tratamento enzimdtico adicionando-se 1,25 npl de SAP
(fosfatase alcalina de camardo) e incubacdo a 37°C por 75
min, sequida de desnaturacdo da enzima por 15 min a 75°C.

Os fragmentos foram separados por eletroforese em ABIT
3100-Avant Genetic Analyzer, conforme recomendacdes do
fabricante. O resultado foi analisado utilizando o programa
GeneScan (v 3.7, Applied Biosystems by Life Technologies) e
Genotyper (v 2.5, Applied Biosystems by Life Technologies).

Sensibilidade

A validacdo da sensibilidade da técnica foi feita
utilizando uma série de diluigcdes de um DNA padrdo (DNA
9947A - Promega): 10, 1, 0,1, 0,01 e 0,001 ng. Foram
obtidos perfis completos com a andlise de no minimo 0,01
ng, o que demonstra a grande sensibilidade da tecnologia.

Classificagdo em haplogrupos

Para os resultados do SNaPshot, a classificacdo em
haplogrupos foi baseada em Phylotree.org.
Amostras

Para a validac&o da técnica, foram analisadas 160
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amostras de sangue (depositadas em papel de filtro comum)
de individuos da Grande S&o Paulo. Para a extracdo do DNA
das amostras de sangue, dois discos de 3 mm de papel de
filtro foram cortados utilizando Harris Micro Punche e
Cutting Mat e o DNA foi extraido utilizando a resina Chelex
(SINGER-SAM et al., 1989). A quantificacdo das amostras foi
realizada com o kit Quantifier Human DNA Quantification
(Applied Biosystems by Life Technologies) por PCR em tempo
real.

Resultados e discussao

Foram analisados 42 SNPs do DNA mitocondrial em uma
Unica reagdo de PCR e SNaPshot a fim de permitir a
classificacdo em haplogrupos e a identificacdo dos
individuos dentro da populacdo em estudo.

O fator mais importante observado antes da construcdo
deste painel foi a selegdo criteriosa de primers que ndo
apresentem intera¢des entre si e que sejam capazes de
amplificar fragmentos menores que 200 pb, para a reacdo de
PCR e SNaPshot para SNPs que permitam a classificacgédo de
diferentes haplogrupos para a nossa populagdo. Até o
momento, poucas reagdes em multiplex com um numero téo
grande de SNPs haviam sido relatadas e, até o momento,
nenhum multiplex com 42 SNPs em uma uUnica reagdo de PCR e
SNaPshot foram publicados.

Aplicagao na classificagao dos individuos em
haplogrupos

Quarenta polimorfismos (39 SNPs e 1 delegdo) da
regido codificadora do DNA mitocondrial e dois SNPs da
regido nédo-codificadora (também conhecida como regido

hipervaridvel - SNPs 16519 e 16362) foram estrategicamente
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escolhidos baseado na sua habilidade de classificar os
haplogrupos presentes em nossa populacdo e a fim de estudar
o aumento do poder discriminatério do painel. A figura 3
mostra o resultado obtido da andlise da amostra de um
individuo de nossa populacdo, onde nos quadrados abaixo dos
picos os numeros seguidos de letras indicam a posicdo do
SNP e a variagdo do nucleotideo, nUmeros sozinhos indicam
tamanho do fragmento apds corrida eletroforética. Ja o
eixo-y indica a intensidade de fluorescéncia RFU (relative
fluorescence units).

A figura 4 mostra a &rvore filogenética que foi
utilizada para a classificacdo dos individuos baseada nos
polimorfismos presentes em cada um. Os SNPs escolhidos
foram Dbaseados nos Thaplogrupos esperados para nossa
populagdo (encontrados na literatura) e os SNPs para sua
andlise foram baseados no site Phylotree.org. Para a
classificacdo de wuma amostra no respectivo haplogrupo,
iniciamos a andlise pelos SNPs 10400 e 10873 (posicdo Start
na regido central/superior da figura 4) e seguimos baseados
nos alelos de cada SNP naquela amostra até o haplogrupo
correspondente. Por exemplo, uma amostra classificada como
haplogrupo A percorre o caminho desde a posicdo Start até a
posi¢do do haplogrupo A, conforme mostrado na figura 4.
Para se enquadrar neste haplogrupo, tal amostra deve
possuir, obrigatoriamente, os polimorfismos 10400C, 10873T
e 1736G.

Ja uma amostra classificada como haplogrupo W
percorre o caminho desde a posicdo Start até a posigdo do
haplogrupo W e para isso deve possuir, obrigatoriamente, os

polimorfismos 10400C, 10873T, 709A e 8251A.
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Como a classificacdo em haplogrupos baseada apenas na
analise da regido hipervaridvel ¢é, em alguns casos,
deficiente e pode ndo expressar a correta classificacdo em
haplogrupos, a classificacdoc obtida a partir da andlise da
regido hipervaridvel em nossa amostragem (realizacdo com a
técnica de sequenciamento) foi comparada com a
classificagdo gerada por SNaPshot. Algumas amostras que nao
puderam ser corretamente classificadas pelo sequenciamento,
obtiveram sucesso pelo SNaPshot (principalmente na correta
definigdo dos haplogrupos HV, H e V). Em algumas amostras,
entretanto, o painel completo (42 SNPs) ndo foi obtido, o
que, entretanto, ndo inviabilizou sua classificacdo em
haplogrupo. Isso aconteceu mais comumente em amostras
classificadas em haplogrupos africanos e pode ser explicada
por mutagdes nos sitios de ligacdo dos primers. Um exemplo
claro ocorreu com amostras que apresentavam mutagcdo no
nucleotideo 16360, o que impedia o anelamento do primer
responsavel pela genotipagem do SNP 16362 na reacdo de
SNaPshot, causando uma falha na deteccdo deste SNP. Este
problema foi solucionado utilizando primers degenerados
(mistura de primers com nucleotideo C e T na posigéo
16360) .

A populagdo estudada foil, entdo, classificada em
46,6% de origem africana, 27,3% européia, 25,5% nativo-
americana e 0,6% de origem asidtica conforme mostrado na
figura 5. Os haplogrupos mais comumente encontrados foram
L3 (19,4%), L2 (14,4%) e H (13,7%).

Dentre as amostras de origem africana, o haplogrupo
mais comumente encontrado foi L3 (41,3%), seguido por L2

(30,7%), L1 (12,0%), LO (8,0%), L4 (2,7%) e L* (4,0%).
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Resultados similares foram descritos por outros autores
(GONCALVES et al., 2008; HUNEMEIER et al., 2007).

Dentre as amostras de origem européia, o haplogrupo
mais comumente encontrado foi H (50,0%), seguido por J
(11,3%), K, U e T (9,1% cada), X (4,5%), W, HV e V (2,3%
cada) . A frequéncia encontrada para o haplogrupo
predominante H foi similar aquela observada em paises da
Europa ocidental (PEREIRA et al., 2000; ROOSTALU et al.,
2007; TURCHI et al., 2008).

Os haplogrupos de origem nativo-americanos mais
comumente encontrados foram: Haplogroupos B e C (33,3%
cada), seguido por A (26,2%) e D (4,8%). Duas amostras de
origem asiadtica foram classificadas em haplogrupo M.
Entretanto, uma das amostras foli corretamente classificada
como haplogrupo Mlal africano (2,4% da populacdo africana)
somente quando o sequenciamento da regido hipervaridvel foi
analisado (OLIVIERI et al., 2006) . A outra amostra
classificada como haplogrupo M parece representar a
populacdo asidtica que recentemente imigrou para o Brasil.

Aplicagdo na identificagdo genética dos individuos

A metodologia descrita também pode ser aplicada na
identificacdo genética dos individuos. Isso ocorre porque
além de existir um grande nUmero de haplogrupos envolvidos,
0 que ja& separa os individuos em grupos, alguns SNPs ainda
variam dentro do mesmo haplogrupo. Com isso os grupos de
individuos com mesmo haplogrupo podem ser subdivididos e,
grande parte dos mesmos, apresenta um conjunto de
polimorfismos que aparecem unicamente nele, permitindo sua
identificagdo. Esta capacidade de identificar o individuo e

distingui-1lo de outros é medida pela diversidade
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haplotipica. A diversidade haplotipica encontrada foi de
96,04% utilizando o painel com 42 SNPs em nossa amostra
populacional. Isto significa que a probabilidade .de
selecionarmos, ao acaso, um individuo de nossa populacdo e
seu perfil genético ndo coincidir com o perfil de outro
individuo de nossa populacdo é de 96,04%. Os SNPs 16519 e
16362 foram adicionados & metodologia unicamente para
aumentarem o poder discriminatdério, visto que ndo sdo
utilizados para classificacdo em haplogrupos e s&o
altamente varidveis entre os individuos e haplogrupos.

O SNP 16519 foi altamente informativo (presenca do
alelo mais raro em mais de 30% das amostras) nos
haplogrupos A, D, LO, L2, L3 e J. Nos haplogrupos europeus
H e U, o alelo mais raro estava presente em aproximadamente
25% das amostras. Uma pequena variacdo foi encontrada nos
haplogrupos C e L1.

O SNP 16362 ndo foi t&o informativo quanto o SNP
16519. Entretanto, variacdes foram encontradas nos
haplogrupos U, H, L3, L2 e C. Estes SNPs podem ser
importantes para o uso forense, por exemplo, a fim de
escolher o melhor SNP a ser tipado para discriminar dois
individuos com o mesmo haplogrupo.

No que se refere a sensibilidade do painel, um bom
resultado foi obtido com 10 picogramas de DNA. Esse
resultado, aliado a amplificacdo de tamanhos pequenos
gerados na PCR, permitem sugerir o uso deste painel em
casos forenses, especialmente para amostras contendo
pequena quantidade ou com degradacdo do DNA.

KIT

O kit é composto por um conjunto de primers
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especificos para a reagdo de PCR (Tabela 1) e um conjunto
de primers especificos para a reacdo de minisequenciamento
(Tabela 2) e deve ser utilizado na metodologia descrita
neste relatédrio.
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REIVINDICAGOES
1. Método para identificacdo genética humana por meio
de polimorfismos do DNA mitocondrial para aplicacdo em

populacdes miscigenadas caracterizado por compreender as

etapas de:

(a) extracdo do DNA da amostra;

(b) selecdo criteriosa de primers que ndo apresentem
interagdes entre si e que sejam capazes de amplificar
fragmentos menores que 200 pb, para a reacdo de PCR e
SNaPshot para SNPs que permitam a classificacdo de
diferentes haplogrupos para a nossa populacdo;

(c) amplificacdo dos fragmentos de DNA pela técnica
de PCR em multiplex;

(d) purificacdo dos produtos obtidos na etapa (c)
através de reacdo enzimatica;

(e) realizagdo do minisequenciamento dos fragmentos
de DNA pela técnica do SNaPshot em multiplex;

(f) purificagdo dos produtos obtidos na étapa (e) por
tratamento enzimatico;

(g) separagdo dos fragmentos da etapa (f) por
eletroforese;

(h) classificacd&o do haplogrupo.

2. Método, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato dos primers utilizados na técnica

de PCR em multiplex serem (mtG709A-FWD/mtG709A~REV) :;
(mtG1719 + 1811A-FWD/mtG1719 + 1811A-REV); (mtT2416C-
FWD/mtT2416C-R); (mtA2706G + C2772T-FWD/mtA2706G + C2772T-
REV); (mtG3010A-FWD/mtG3010A-REV); (mtG3915A-FWD/mtG3915A-
REV); (mtG4580A-FWD/mtG4580A~REV); (mtC4883T-FWD/mtC4883T-

R); (mtT5004C-FWD/mtT5004C-REV); (mtT5442C-FWD/mtT5442C-R) ;
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(mtT6365C + T6392C-FWD/mtT6365C + T6392C-REV); (mtT6776C-
FWD/mtT6776C-REV) ; (mtC7028T~-FWD/mtC7028T-REV); (mtC7256T-
FWD/mtC7256T-R); (mtG8251A-FWD/mtDEL8281-9~R); (mtT8404C-
FWD/mtT8404C-REV); (mtG8697A-FWD/mtG8697A-REV); (mtG9055A +
A9066G-FWD/mtG9055A + A9066G-REV) ; (mtC10400T~
FWD/mtC10400T-REV) ; (mtT10873C-FWD/mtT10873C-REV) ;
(mtA11251G-FWD/mtAl11251G-REV) ; (mtA11812G~FWD/mtA11812G-
REV) ; (MtG12372A-FWD/mtG12372A~REV) ; (mtC12705T-
FWD/mtC12705T-REV) ; (mtC12858T-FWD/mtC12858T-REV) ;

(mtA13263G-FWD/mtA13263G-R); (mtG13708A-FWD/mtG13708A-REV) ;

(mtT14470A-FWD/mtT14470A-REV) ; (mtCl4766T~FWD/mtC14798C~

REV) ; (mtAl15607G~FWD/mtA15607G-REV) ; (mtC15904T-
4

FWD/mtC15904T-REV); (mtT16362C~-FWD/mtT16362C-R) ;

(mtT16519C-FWD/mtT16519C-REV) .
3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato dos primers utilizados na técnica

SNaPshot em multiplex serem R-G709A-SNP; SP2-R-G769A;
G1719A-SNP; SP-R-A1736G; Al1811G-SNP; SP3-T2416C; R-A2706G-
SNP; R-C2772T-SNP; R-G3010A-SNP; R-G3915A-SNP; G4580A-SNP;
SP2-C4883T; T5004C-SNP; SP2-T5442C; T6365C-SNP; T6392C-SNP;
T6776C-SNP; C7028T-SNP; SP2-R-A7055G; SP2-C7256T; SP-A8251G
new; SP2-DEL8281-9; T8404C-SNP; R-G8697A-SNP; G9055A-SNP;
R-A9066G~-SNP; Cl10400T-SNP; T10873C-SNP; A11251G-SNP;
Al11812G-SNP; G12372A-SNP; R~C12705T-SNP; C12858T-SNP; SP-
A13263G; G13708A-SNP; R-T14470A-SNP; Cl14766T-SNP; T14798C-
SNP; Al15607G-SNP; R-C15904T-SNP; SP2-T16362C; R-T16519C-
SNP.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, 2 e 3,

caracterizado pelo fato de analisar 42 SNPs do DNA

mitocondrial em uma uUnica reacdo de PCR e SNaPshot.
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5. Kit para executar o método conforme descrito na

reivindicagdo 1 caracterizado por compreender um conjunto

de 33 primers especificos para a reacdo de PCR em multiplex
e 42 primers especificos para a reacdo de SNaPshot em
multiplex.

6. Kit, de acordo com a reivindicacéao 5,

caracterizado pelo fato dos 33 primers especificos para a

reagdo de PCR em multiplex serem (mtG709A-FWD/mtG709A-REV) ;
(mtG1l719 + 1811A-FWD/mtG1719 + 1811A-REV); (mtT2416C-
FWD/mtT2416C-R); (mtA2706G + C2772T-FWD/mtA2706G + C2772T-
REV); (mtG3010A-FWD/mtG3010A-REV); (mtG3915A-FWD/mtG3915A-
REV); (mtG4580A-FWD/mtG4580A-REV); (mtC4883T~FWD/mtC4883T-
R); (mtT5004C-FWD/mtT5004C-REV) ; (mtiS442C—FWD/mtT5442C—R);
(mtT6365C + T6392C-FWD/mtT6365C + T6392C—REV); (mtT6776C-
FWD/mtT6776C~REV); (mtC7028T-FWD/mtC7028T-REV); (mtC7256T-
FWD/mtC7256T-R); (mtG8251A-FWD/mtDEL8281-9-R); (mtT8404C-
FWD/mtT8404C-REV); (mtG8697A-FWD/mtG8697A-REV); (mtG9055A +
AS066G-FWD/mtG9055A + A9066G-REV) ; (mtC10400T-
FWD/mtC10400T~-REV) ; (mtT10873C-FWD/mtT10873C-REV) ;
(mtAl11251G~-FWD/mtA11251G-REV) ; (mtA11812G-FWD/mtA11812G~
REV) ; (mtG1l2372A~FWD/mtG12372A~REV) ; (mtC1l2705T-
FWD/mtC12705T-REV) ; (mtC12858T-FWD/mtC12858T-REV) ;

(mtA13263G-FWD/mtA13263G-R); (mtGl3708A-FWD/mtG13708A-REV) ;

(mtT14470A-FWD/mtT14470A-REV) ; (mtC1l4766T-FWD/mtC14798C~
REV) ; (mtA15607G~FWD/mtA15607G-REV) ; (mtC15904T-
FWD/mtC15904T-REV) ; (mtT16362C-FWD/mtT16362C-R) ;

(mtT16519C-FWD/mtT16519C-REV) .
7. Kit, de acordo com a reivindicacédo 5,

caracterizado pelo fato dos 42 primers especificos para a

reagdo de SNaPshot em multiplex serem R-G709A-SNP; SP2~R-
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SP-R-A1736G; A1l811G-SNP;

R-C2772T-SNP; R-G3010A-SNP;

SP2-C4883T; T5004C-SNP; SP2-T5442

T6776C-SNP;

A11812G-SNP
SP-A13263G;
T14798C-SNP;

T16362C; R-T16519C-SNP.

SP3-T2416C; R-
R~G3915A-SNP;

C; T6365C-SNP;

C7028T-SNP; SP2-R-A7055G; Sp2-

SP2-DEL8281~9; T8404C-
R-A9066G-SNP; C10400T-SNP;

; G12372A~SNP;

G13708A-SNP;

Al15607G-SNP; R-C15

SNP; R-GB697A~-

T10873C-SNP;
R-C12705T-SNP;
R-T14470A-SNP;

904T-SNP; SP2-
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 5
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Resumo
METODO E KIT PARA IDENTIFICACAO GENETICA HUMANA POR MEIO DE
POLIMORFISMOS DO DNA MITOCONDRIAL PARA APLICACAO EM
POPULAGOES MISCIGENADAS

A presente invengédo refere-se a um método e kit para
identificac&o genética humana por meio da andlise de
polimorfismos especificos do DNA mitocondrial para
aplicagdo em popula¢des miscigenadas como a brasileira, por
exemplo. A técnica desenvolvida, além de permitir a
identificacdo do individuo, permite também classificéd-lo em
haplogrupos do DNA mitocondrial possibilitando a
identificagdo da origem ancestral materna do individuo
testado. A referida inveng¢do pode ser aplicada na Aarea de
genética forense, pela policia cientifica ou por
laboratérios particulares, tendo como principais
beneficiados populagdées miscigenadas que ndo dispdem de
técnicas especificas para sua identificacdo e classificacéao

genética.
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