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RESUMO

RODOVALHO, Ricardo Goulart, Universidade Federal de Goias, setembro de 2017.
Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs autossdémicos polimorficos
para a identificacdo humana. Orientador: Prof. Aparecido Divino da Cruz. Co-

Orientador: Rinaldo Wellerson Pereira.

O escopo principal do atual estudo foi o desenvolvimento de um sistema multiplex de
loci STR, composto por 22 loci altamente informativos para aplicagdo em genética
forense. O sistema compreendeu 21 loci STRs polimorficos autossémicos, a seguir
D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539,
CSF1PO, Penta D, VWA, D8S1179, TPOX, FGA, D2S441, D17S1301, D19S433,
D18S853, D20S482 e D14S1434, e o locus do gene da amelogenina. As estratégias foram
desenvolvidas para superar os desafios envolvidos na criacdo de um sistema multiplex.
Com base na literatura e nas bases de dados disponiveis, os loci STRs foram selecionados
para obter marcadores discriminatdrios e seguiram critérios especificos para esse fim. Os
primers foram projetados usando o software Primer3, e o AutoDimer foi usado para
avaliar potenciais interacfes entre eles. Os 22 loci selecionados foram validados
individualmente e em conjunto, tanto para avaliar sua sensibilidade quanto para testar a
eficiéncia do sistema multiplex. As andlises estatisticas foram baseadas nos dados
genéticos de 450 individuos ndo relacionados e residentes no estado de Goids, permitindo
assim estabelecer os pardmetros necessarios para a utilizacdo do sistema. Um total de 239
alelos foram detectados para os 21 loci do conjunto, permitindo obter uma probabilidade
de identidade de 4,23 x 10%. O poder combinado de discriminacdo foi
0,999999999999999999999999 e 0 poder combinado de exclusdo foi 0,99999. Apds a
validacdo completa de todo o sistema, este ensaio de multiplex foi considerado uma

ferramenta poderosa para aplicacdo na identificacdo humana pela analise do DNA.

Palavras-Chave: Identificagdo Humana, Microssatélites, Paternidade, Multiplex,

Frequéncia Alélica
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ABSTRACT

RODOVALHO, Ricardo Goulart, Universidade Federal de Goias, setembro de 2017.
Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs autossémicos polimarficos
para a identificacdo humana. Orientador: Prof. Aparecido Divino da Cruz. Co-

Orientador: Rinaldo Wellerson Pereira.

The main scope of the current study was to develop a short tandem repeat (STR) multiplex
system, made up of 22 highly informative loci, for application in forensic genetics. The
system comprised of 21 polymorphic autosomal short tandem repeat loci, namely
D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539,
CSF1PO, Penta D, VWA, D8S1179, TPOX, FGA, D2S441, D17S1301, D19S433,
D18S853, D20S482 and D14S1434, and the amelogenin gene locus. Strategies were
developed to overcome the challenges involved in creating a multiplex system. Based on
the literature and available databases, STR loci were selected to obtain discriminatory
markers, and followed specific criteria for this purpose. Primers were designed using the
Primer3 software and the AutoDimer was used to evaluate potential interactions between
them. The 21 selected STR loci were validated individually and jointly, both to assess
their sensitivity and to test the efficiency of the multiplex system. Statistical analyses
were based on the genetic data of 450 unrelated individuals living in the State of Goias,
thus allowing the establishment of the parameters necessary to use this system. A total of
239 alleles were detected for the 21 loci in the set, allowing for a probability of identity
of 423 x 10% to be obtained. The combined power of discrimination was
0.999999999999999999999999 and the combined power of exclusion was 0.99999.
Upon complete validation of the entire system, this multiplex assay was considered to be

a powerful tool for application in human identification by DNA analysis.

Key words: Human identification; Microsatellites; Paternity; Multiplex; Allele

frequency
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A andlise do DNA com fins de identificacdo humana tornou-se uma ferramenta
importante para revelar a culpabilidade de criminosos, evidenciar inocentes, identificar
corpos e restos humanos em desastres em massa, determinar o vinculo parental, além de
ser Util na deteccdo de erros técnicos causados por rotulacdo incorreta de material
bioldgico, cometidos em laboratoérios de patologia clinica (Sarmento, 2006; Buckleton et
al., 2005; Ruitberg et al., 2001).

O desenvolvimento de sistemas com mdltiplos STRs (do inglés, short tandem
repeats), que podem ser amplificados simultaneamente, possibilitou as instituicbes que
realizam procedimentos de identificacdo humana, alcancar um elevado poder de
discriminacgdo entre os investigados, aliado ao baixo consumo de amostra bioldgica e
insumos (Zhao et al., 2015). Dessa forma, os sistemas multiplex permitem a obtencédo de
um perfil genético eficaz, passivel de ser comparado e, portanto, discriminar as amostras
bioldgicas analisadas (Zhang et al., 2015; Butler, 2006; Wallin et al., 2002). A andlise
simultanea de varios STRs, em paralelo com as tecnologias de deteccéo por fluorescéncia
multicores, contribuiu para consolidar principios técnicos importantes subjacentes a
determinacéo da identidade genética (Wang, et al., 2011; Hill et al., 2008; Buckleton et
al., 2005).

Segundo Weigand et al. (2006), existem situacdes reais de alta complexidade
analitica que exigem um conjunto maior de marcadores moleculares para garantir um
poder de discriminacdo individual que aproxime a verdade bioldgica da verdade dos
vinculos investigados. Nestas situaces, 0 uso de marcadores que permitem aumentar o
poder de discriminacdo dos perfis genéticos colabora para emissdo de pareceres
conclusivos (Tsai et al., 2013). Por outro lado, a indisponibilidade destes recursos acarreta
na inviabilizacdo da investigacdo (Gill et al., 2006; Gill et al., 1991).

Para Poetsch et al. (2013), o numero de regides hipervariaveis disponivel para
um processo de investigacdo de vinculo genético esta diretamente associado a
probabilidade de certeza obtida durante a analise da investigacdo (Zhang et al., 2015;
Borsting, et al., 2008). Sendo assim, é fundamental que os painéis de STRs tenham poder
suficiente para estabelecer uma conclusdo precisa e segura acerca dos vinculos
investigados. Contudo, é evidente a existéncia de uma correlacdo muito proxima entre a

quantidade e qualidade dos loci polimdrficos presentes em um sistema STR e o grau de



precisdo da metodologia. Assim, quanto maior o namero de STRs analisados, maior sera
0 poder de resolutividade do estudo, considerando que as regides hipervariaveis
escolhidas sejam polimorficas na populacéo a que pertencem os investigados (Wiegand,
2006).

Em contraste, as empresas responsaveis pela comercializacdo dos sistemas
moleculares de analise de STRs para identificacdo humana antagonizam este cenario, uma
vez que normalmente a quantidade de loci STR presentes em um sistema de amplificacéo
simultanea implica, diretamente, no preco a ser cobrado por este produto. Dessa forma,
quanto maior o nimero de marcadores disponiveis nos kits comerciais de amplificacéo
molecular, maior sera seu preco de comercializagéo.

Todavia, considerando-se 0 contexto social do Brasil, percebe-se uma
incompatibilidade de valores, provocada pela sobreposicdo dos interesses altamente
capitalistas sobre a conduta adequada e segura em uma rotina técnica de identificacdo
humana pelo DNA. Sendo assim, os efeitos desta contraposi¢éo estabelecida entre ciéncia
e comércio, no ambito atual da investigacdo de vinculo genético, dificulta a administracdo
adequada dos recursos disponiveis no mercado e, consequentemente, a oferta do servico
com equidade social.

O desenvolvimento de um sistema multiplex préprio, capaz de discriminar
individuos de uma populacdo com eficiéncia e seguranca, cria mecanismos que
viabilizam uma maior amplitude de oferta, em funcdo da discrepancia de custos
operacionais. Por consequéncia, além de proporcionar mais seguranca para a analise
genética, disponibiliza metodologias de identificacdo humana e investigacdo de vinculo
bioldgico para determinados grupos sociais que atualmente ndo tem acesso aos Servicos.

Adiante, estdo descritos o desenvolvimento de um sistema multiplex de loci
STRs, capaz de amplificar simultaneamente 21 loci polimoérficos autossdbmicos e um
locus para a determinacédo de sexo. Os resultados obtidos mostram que o painel proposto
pode ser aplicado para resolucédo de casos simples e complexos de investigacao de vinculo
genético e confirmam sua eficiéncia em estratégias de identificagdo humana e
investigacdo de vinculo genético pela anélise do DNA. A presente tese esta dividida em
seccOes contendo um referencial tedrico, objetivos, material e métodos, resultados e

discussdo, um artigo publicado com os achados mais relevantes e conclusao.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Identificagdo humana: Um breve historico

O termo “identidade” refere-se ao conjunto de sinais, propriedades e
caracteristicas, proprias da individualidade de uma pessoa, tornando-a distinta das demais
dentro de uma populagdo. Por outro lado, “identificagdo” corresponde aos diversos
processos e métodos responsaveis pelo reconhecimento de uma pessoa, legitimando-a
para os devidos fins (Figini et al., 2003).

Para Gastaldo (2012), em seu primordio, o processo de investigagdo de vinculo
genético se baseava na comparacdo de caracteristicas fisionémicas e antropomeétricas
entre os individuos em questdo. Por ser um método bastante arcaico, apoiado em
evidéncias substancialmente subjetivas, propiciava a perpetuacao da duvida ao longo de
muitos anos.

Com a descricdo dos tipos sanguineos do sistema ABO, a partir do inicio do
século XX, passou a ser reconhecida uma das primeiras caracteristicas humanas
herdaveis. Com isso, passou-se a empregar 0s tipos sanguineos como marcadores
biol6gicos para a determinacdo de vinculo por heranga genética, sendo realizada com
maior precisdo e Util para investigacdes de parentesco, forenses e antropoldgicas em
diferentes populacdes (Gastaldo, 2012). Porém, segundo Bugert et al. (2012), o uso do
sistema ABO de forma independente ndo apresentava padrdes informativos e seguros
para a investigacdo de vinculo materno e paterno. Dessa forma, para a obtencdo de
resultados mais confiaveis, seria necessario adota-la como alternativa complementar aos
demais métodos associados a analise dos sistemas Rh, MNS, Duffy, Kidd e Kell (Kouniaki
etal., 2015).

A identificacdo de um sistema de histocompatibilidade, aplicada a analise de
produtos génicos do complexo HLA (do inglés, histocompatibility leucocyte antigen), na
década de 50, incrementou a resolutividade das ferramentas aplicadas a Medicina Forense
e marcou a segunda era na evolucdo da Imunogenética (Jobim et al., 1996.) No entanto,
a primeira estratégia capaz de excluir acima de 90% dos supostos pais testados surgiu
somente em meados da década de 1970, por meio da associagdo dos haplotipos

leucocitarios humanos com os gendtipos dos outros sistemas sanguineos (Gastaldo,
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2012). Porém, devido ao desequilibrio de ligacdo e a predominancia de certos alelos do
HLA em alguns grupos étnicos, na maioria dos casos, os loci HLA ndo eram
suficientemente informativos, exigindo-se assim a necessidade de exploracdo e
proposicdo de métodos mais seguros e com elevado poder de exclusdo para reduzir as
chances de resultados falsos-positivos nas anélises de vinculo genético entre as pessoas
(Ikeda et al., 2015).

Por volta dos anos 80, aproximadamente 100 polimorfismos de proteinas ja
haviam sido estudados e descritos. No entanto, apresentavam pouca relevancia para a
aplicacdo em identificagdo humana (N1J, 2000).

A descoberta da estrutura da molécula de DNA, em 1953, por J. Watson e F.
Crick, e sua implicacdo como componente responsavel pelo patriménio genético dos seres
vivos, transformou a Biologia e promoveu mudancas importantes em diversas areas do
conhecimento cientifico. A partir de entdo, foi possivel desenvolver técnicas capazes de
caracterizar as particularidades no DNA de cada individuo (Bucleton et al., 2005).

Em 1985, o geneticista inglés Dr. Alec Jeffreys iniciou o processo revolucionario
para a ciéncia da identificacdo humana, ao descobrir algumas regides do DNA que
continham sequéncias nucleotidicas com repeticdes consecutivas e que 0 nimero destas
repeticBes variava de individuo para individuo (Jeffreys et al., 1985). Neste contexto, o
avanco biotecnologico permitiu subsequentemente a proposicdo de estratégias de
identificacdo do perfil genético de cada individuo, cujas ferramentas tornaram-se
produtos bastante inovadoras e confiaveis na préatica cotidiana da identificacdo individual
a partir do genoma humano (Zhang et al., 2015; Matanna et al., 2012; Brevnov et al.,
2009; Budowle & Van Daal, 2009).

2.2 Organizacao do genoma humano

A descoberta da estrutura molecular do DNA, em 1953, foi responsavel por um
expressivo avanco tecnolégico em pesquisas envolvendo essa molécula, possibilitando
mais tarde, o advento do Projeto Genoma Humano, que proporcionou uma melhor
compreenséo da organizagdo molecular do genoma humano (Primorac et al., 2000).

O genoma humano nuclear diploide é constituido por 23 pares de cromossomos,

cujas sequéncias correspondem a aproximadamente trés bilhdes de pares de bases (Levy



et al., 2007). Porém, apenas 2% de todo o genoma humano possuem sequéncias
codificantes para transcricdo de proteinas, cerca de 20.000 a 25.000 genes
aproximadamente (Clamp et al., 2007; Levy et al., 2007). Para o Bennet (2000),
pseudogenes, fragmentos génicos, regides intronicas e promotoras correspondem a 27%
do genoma, enquanto, os demais 70% restantes sdo formados por DNA extragénico.
Destes 70%, cerca de 15%, representam uma classe de DNA repetitivo, conforme

apresentado na figura 1.

Genoma Humano

DNA Génico DNA Extragénico
30% 70%
Introns, DNA Repetitivo Cépia Unica
RegiBes promotores, ~15% ~ 55%
Codificantes pseudogenes,
3% fragmentos
génicos
27% |
Repeticio Repetictes
em tandem Intercaladas
SINES LINES
Satélite Minissatélite Microssatélite

Figura 1. Fluxograma da proporcionalidade da organizacdo do genoma humano, segundo a natureza
funcional e a estrutura das sequéncias de nucleotideos atualmente conhecidas.

A presenca de DNA em células humanas, bem como a alta estabilidade quimica
da molécula, mesmo apds um longo periodo de tempo exposto as intempéries do
ambiente, contribuem para que o DNA seja explorado para fins de determinacdo da
identidade genética (Costa et al., 2011; Butler, 2006; Pena, 2005). Para Pena (2005), as

propriedades fisico-quimicas do DNA possibilitam a manipulacdo das moléculas,
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permitindo que o DNA seja extraido, isolado, estocado e, quando necessario, reutilizado.
Assim, potencializando o seu uso e oportunizando o desenvolvimento de testes precisos
e exatos, que trabalham com o DNA como material biologico.

Ao longo do genoma humano existem segmentos de DNA responsaveis pela
variabilidade intraespecifica, capaz de distinguir geneticamente individuos de uma
populagdo com um elevado grau de certeza (Butler, 2005; Jobling & Gill, 2004). Por
estarem, em geral, localizados entre os genes, a variacdo dos segmentos de DNA néo
altera o equilibrio génico do individuo, ndo interferindo, portanto, na fisiologia e nem no
ciclo vital das células (Butler, 2012; Butler, 2005; Ellegren, 2004).

Para Kashyap et al. (2004), uma identidade genética pode ser determinada
mediante a analise de regibes polimorficas presentes ubiqguamente no genoma de uma
pessoa (Catasti et al., 1999; Fowler et al., 1988). As regides polimorficas apresentam
variacgOes alélicas interindividuais, com frequéncia populacional igual ou superior a 1%.
Neste sentido, para que um locus seja considerado polimorfico, é necessario que seus
alelos raros estejam presentes numa frequéncia maior ou igual a 1% da populacédo
(Decanine, 2016).

Segundo Butler & Hill (2012), o polimorfismo genético pode ser classificado em
dois grupos: polimorfismo de sequéncia e de comprimento. O primeiro tipo,
polimorfismo de sequéncia, é caracterizado pela diferente composicdo nucleotidica em
uma determinada localizacdo gendmica, sendo normalmente resultado de mutacdes
pontuais ou de pequenas insercdes ou de dele¢des na sequéncia de nucleotideos do DNA
(Weedn & Swarnen, 1998). J& os polimorfismos de comprimento sdo variagdes do
namero de repetices de uma sequéncia cerne. Ambos sdo bastante explorados nos
processos de identificacdo individual (Butler & Hill, 2012; Ellegren, 2004; Nakamura et
al., 1987).

Varias técnicas moleculares tém sido utilizadas para a analise de polimorfismos
do DNA. Porém, cada uma apresenta suas caracteristicas proprias e estao vinculadas com

a natureza das sequéncias de estudo (Pena, 2005; Kashyap, 2004).

2.2.1 O uso de sequéncias de DNA repetitivo em identificagdo humana

O DNA repetitivo é disperso pelo genoma e se caracteriza por envolver unidades

de sequéncias repetitivas de tamanho variados (Weber, 1990), sendo os elementos de
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repeticdo curtos e longos mais estudados, pertencentes as familias SINEs (do inglés, short
interspersed elements) e LINEs (do inglés, long interspersed elements), respectivamente
(Bennett, 2000; Deininger & Batzer, 1999). SINEs, sdo elementos espacadores curtos,
que, assim como muitas regifes intercaladas, foram propagados por retrotransposons
(Bennett, 2000). Essas sequéncias, representadas principalmente pelos elementos ALU,
apresentam tamanho inferior a 400 pb (GU et al., 2000; Pavlicek et al., 2001). LINES séo
sequéncias longas, variando de 6 a 8 kb, sendo representados principalmente pelos
elementos L1, que corresponde a cerca de 15% do genoma humano (Smit, 1996).

O DNA repetitivo em tandem, com localizagdo variada no genoma, apresenta
sequéncias bastante varidveis, sugerindo uma enorme aplicacdo em analises de
paternidade/maternidade bioldgicas (Butler & Hill, 2012; Lins et al., 1996; Smouse et al.,
1986; Gill, et al., 1985). Considerando a ocorréncia de varia¢do dos tamanhos médios das
unidades de repeti¢des nucleotidicas, denominadas “motivos” ou cernes, 0 DNA repetido
em tandem pode ser dividido em trés classes distintas: DNA satélite, minissatélite e
microssatélite (Bennett, 2000).

A primeira sequéncia de DNA em tandem descoberta foi o DNA satélite (Britten
& Kohne, 1968). Estas regides sdo denominadas regides satélites, devido a observacao de
uma ou mais bandas menores (bandas satélites) em experimentos que envolviam
equilibrio de densidade por centrifugacdo em gradiente (Butler, 2012).

O DNA satélite € encontrado nas regides de heterocromatina, principalmente
préximas ao centrdmero. O DNA satélite ndo é transcrito e apresenta em sua composicao
extensos blocos de segmentos repetidos (Garrido and Rodrigues, 2015; Bennett, 2000).
Seu cerne é formado por sequéncias simples ou moderadamente complexas, com variacao
de 5 a 250 pb e atinge um tamanho de expansao total superior a 100 kb (Strachan and
Read, 2011; Bennett, 2000). Devido ao seu tamanho, localizacdo restrita no genoma e
reduzida variabilidade interindividual, essa classe de DNA repetitivo ndo é um recurso
genético util nos estudos de identificacdo humana e ligacdo genética (Bennett, 2000).

Os minissatélites sdo encontrados dispersos ao longo do genoma nuclear humano
e sdo caracterizados por conter sequéncias de DNA hipervariaveis (altamente
polimorficas), repetidas em tandem, de tamanho moderado, cujo cernes variam de 8 a 100
pares de bases (Jeffreys et al., 1985a).

O primeiro método de deteccdo de polimorfismo de DNA, descrito por Wyman

e White no inicio da década de 80 para diagnosticar doencas genéticas, sugeriu existir
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regibes no genoma humano que continham muitas variantes (Wyman and White, 1980;
Kan and Dozy, 1978). Em funcéo destas regides gerarem um grande nimero possivel de
perfis de DNA, foram consideradas essenciais para analise de identificacdo humana,
sendo, por volta de 1984, utilizada por A. Jeffreys como primeiro teste aplicado para esta
finalidade (Baird et al., 1996). Inicialmente, a estratégia proposta por A. Jeffreys baseou-
se no uso de sondas multi-locais, MLP (do inglés, multi-locus probe), obtidas pela técnica
de RFLP (do inglés, restriction fragment length polymorphism), que permitiam a analise
de muitas sequéncias de DNA de minissatélites que se repetem consecutivamente,
conhecidas por VNTRs (do inglés, variable number of tandem repeats) (Garrido, 2009;
Jeffreys, 2005; Pena, 2005; Baird et al., 1996; Jeffreys et al., 1985).

O polimorfismo detectado pela técnica de RFLP ocorre em decorréncia da
existéncia, em individuos geneticamente distintos, de diferentes sequéncias nucleotidicas
ao longo da cadeia de DNA (Balazs et al., 1989). A técnica é baseada na aplicacdo de
enzimas de restricdo capazes de clivar o DNA em sitios especificos ao redor das
sequéncias VNTRs (Baird et al., 1996). Em consequéncia, produz resultados
popularmente conhecidos por “impressdes digitais” de DNA (Butler, 2005 Nakamura et
al., 1987).

Em funcéo da limitagdo quanto & dificuldade de criagdo de bancos de dados, de
analise e interpretacdo estatistica dos padrdes moleculares gerados e de situacdes
envolvendo andlise de mistura de padrGes genéticos, as sondas multi-locais foram
substituidas por sondas de locus Unico, SLP (do inglés, single locus probe) (Sharma and
Tale, 2016; Besselink, 2003). De acordo com Baird et al. (1996), os alelos
correspondentes a estas regides sao resultantes do tamanho dos fragmentos, que afetam
sua migracdo em um gel submetido a um campo elétrico constante e uniforme, que
promove a separacdo das bandas em funcdo do tamanho do segmento de DNA nela
contido (Butler, 2012; Balazs et al., 1989).

A técnica VNTR/RFLP estava diretamente associada a quantidade e integridade
de DNA disponivel na amostra bioldgica analisada. Por outro lado, esta estratégia era
invidvel para a automacdo dos procedimentos. Assim, foi rapidamente substituida pela
técnica associada a manipulacao de regides microssatélites, por volta de 1993 (Decanine,
2016; Butler, 2005; Thomson et al., 1999).

As regibes microssatélites sdo caracterizadas por apresentarem sequéncias

repetitivas em tandem de tamanho curto, conhecidas por STRs (do inglés, short tandem
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repeats) e representam a maioria das sequéncias hipervariaveis no genoma humano
(Butler, 2005; Thomson et al., 1999; Nakamura et al., 1987). Para Butler (2005), os STRs
apresentam numero de repeticdes altamente variavel entre os individuos, sendo
sequéncias muito similares aos minissatélites, diferindo quanto ao tamanho e
comprimento das unidades de repeticdo em tandem, j& que estas se caracterizam por
sequéncias menores (Zhou et al., 2017; Butler, 2012; Thomson et al., 1999).

Os marcadores STRs podem ser analisados a partir de uma reacdo de
amplificacdo por PCR (do inglés, polymerase chain reaction), responsavel por multiplicar
in vitro os fragmentos moleculares previamente selecionados (Lane, 2013). Neste sentido,
a reacdo em cadeia da polimerase revolucionou a biologia molecular, pois permitiu o uso
de amostra bioldgica proveniente de qualquer tecido, mesmo estando com DNA
parcialmente degradado (Amory et al., 2012; Chemello, 2007).

A principal propriedade da PCR é sua capacidade em obter relativamente
grandes quantidades de fragmentos moleculares a partir de pequenas quantidades e
concentracdes de DNA (Butler, 2012). O aumento da sensibilidade e especificidade, a
diminuicdo do tempo de procedimento, bem como a facilidade de automacdo, sdo
vantagens que essa técnica apresenta ao compara-la com as tecnologias associadas a
utilizacdo de RFLP (Thomson et al., 1999).

Acredita-se que a variacdo polimoérfica em sequéncias STRs sdo originadas em
decorréncia principalmente de falhas enzimaticas provocadas durante o processo de
replicacdo do DNA, conhecidas como DNA-Polymerase Slippage (escorregdo da
polimerase) (Jin et al., 2016; Zhao et al., 21015; Boyer, 2008; Ellegren, 2004). O evento
de slippage é provocado pelo desligamento da cadeia molde durante o processo de
replicacdo, seguido pela renaturacdo da cadeia com formacdo de uma alca. Segundo
Lovett et al. (1993), esse processo ocorre em funcdo da alta instabilidade gendmica dos
microssatélites, o que provoca o deslizamento da cadeia de replicacdo ocasionado pelo
aumento ou a diminuicdo do numero de unidades de repeti¢cdo, como mostrado na Figura
2. As alteracdes resultantes do processso de slippage polimerase podem ser transmitidas
para 0s descendentes caso o erro de replicagdo ocorra na gametogénese e o sistema de

reparo nao corrija a falha de pareamento (Bennett, 2000).
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Figura 2. llustracdo esquematica do modelo cléassico de formagdo do polimorfismo de STRs provocado
por slippage da DNA-polimerase durante a replicacéo de regies de DNA contendo cernes de repeticdo em
tandem.

Para Fan and Chu (2007), a recombinacdo meidtica desigual é outro possivel
mecanismo associado a origem do polimorfismo dos microssatélites. Porém, segundo o
mesmo autor, este evento parece ndo ser 0 processo predominante na geragdo de
variabilidade de STRs. A alta taxa de mutacdo das sequéncias microssatélites possibilita
inimeras aplicacdes envolvendo mapeamento genético, analise populacional e
filogenética, bem como estudo de identificacdo humana (Goldstein and Schlotterer 1999).

A variacdo genética observada pela analise de microssatelites entre os individuos
de uma populacdo esta associada ao numero de vezes em que a unidade de repeticdo
aparece repetida (Chaudhary et al., 2013). Portanto, a diversidade alélica resultante dessa

variacdo, a possibilidade de desenvolvimento de sistemas multiplex, a capacidade de
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obtencédo de fragmentos menores, a praticidade técnica de operacionalizagdo e a robustez
dos resultados sdo os motivos responsaveis pela intensa aplicacdo dos STRs como
marcadores Uteis para a identificacdo humana (Castafieda et al., 2013; Silva et al., 2010;
Wilkening et al., 2006; Butler, 2005; Lynch and Ritland, 1999).

As sequéncias STRs consistem em blocos de repeticfes que variam de 2 a 6
pares de bases e podem ser nomeadas considerando-se 0 comprimento da unidade de
repeticdo (Willems et al., 2014; Butler, 2012; Thomson et al., 1999). Dessa forma,
repeticdes dinucleotidicas apresentam dois nucleotideos repetidos em blocos, enquanto
trinucleotidicas apresentam trés nucleotideos (Butler, 2012). O mesmo se aplica para
sequéncias que apresentam quatro, cinco e seis nucleotideos, sendo nomeadas como tetra,
penta e hexanucleotidicas, respectivamente. Teoricamente, existem 4, 16, 64, 256, 1024
e 4096 possiveis motivos de repeticdo para sequéncias mononucleotidicas,
dinucleotidicas, trinucleotidicas, tetranucleotidicas, pentanucleotidicas e
hexanucleotidica, respectivamente (Jin et al., 1994).

Considerando a classificacdo pelo padrdo de repeticdo, os STRs podem ser
divididos em varios grupos, conforme a complexidade de suas sequéncias (Butler, 2012;
Buckleton et al., 2005). Microssatélites com tipo de repeticdo simples é formado por
regides que contém unidades de tamanho e sequéncias idénticas. JA os STRs com
repeticdes compostas sdo caracterizados por apresentarem duas ou mais repetices
simples adjacentes; repeticdes complexas podem conter diversos blocos de repeticdo de
unidades de tamanho variavel entre as sequéncias; STRs com repeticGes hipervariaveis
complexas apresentam numerosos alelos podendo diferir tanto em tamanho quanto em
sequéncias (Urquhart et al., 1994).

Segundo Butler (2005), alguns loci apresentam alelos formados por uma unidade
de repeti¢do “incompleta” localizados entre blocos de repeticdes completos. Estes alelos
sdo chamados de microvariantes alélicas e surgem pela falta de um ou mais nucleotideos
para completar o bloco de repeticdo. Para Puers et al. (1993), a microvariante mais
comum nas populacBes corresponde ao alelo 9.3 do locus STR tetranucleotidico THO1,
resultante da combinacdo de nove blocos de repeticdo completos e um bloco com apenas
trés nucleotideos, faltando um Unico nucleotideo de adenina para completar a unidade de
repeticdo AATG.
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2.2.2 Principios bioldgicos e matematicos subjacentes as estimativas de

vinculo genético

A investigacdo genética parental assumiu um lugar de destaque na ciéncia
forense, tanto no ambito civel, quanto na jurisdi¢do criminal (Morling et al., 2002). Diante
disso, os principios abordados, as metodologias adotadas, os procedimentos executados,
bem como a dindmica de interpretacdo e apresentacdo dos resultados, sdo fatores que
devem estar em constate avaliacdo, uma vez que a tecnologia empregada pode se tornar
obsoleta futuramente e, neste sentido, estabelecer novos paradigmas para esta ciéncia
(Morling et al., 2002).

Testes de paternidade/maternidade, atualmente realizados, consideram a
exclusividade genética em determinadas regifes do DNA de cada individuo (exceto em
gémeos monozigdbticos) e se baseiam nos principios mendelianos da hereditariedade, que
determina a dindmica de transmissdo genética entre os genitores e seus filhos (Zhou et
al., 2017; Weber-Lehmann et al., 2014; Zhang, et al., 2014). Neste contexto, a Sociedade
Internacional de Genética Forense (ISFG), em 2002, estabeleceu os pardmetros minimos
necessarios para a adequada investigacdo de vinculo biolégico usando o DNA dos
investigados (Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2002).

As situacbes mais comuns envolvendo investigacdo de paternidade sao
realizadas a partir da analise minima de 15 loci STRs distribuidos pelos cromossomos, o
que seria suficiente para a obtencdo de uma probabilidade de paternidade superior ou
igual a 99,9% ou detec¢do de 4 ou mais exclusdes alélicas (GEKO, 2013; Carboni et al.,
2011; Junge et al., 2006). Porém, para Carboni et al. (2011), em algumas situacGes, a
analise de apenas 15 marcadores moleculares pode ndo ser suficiente para a conclusédo
com seguranca acerca do vinculo genético entre as partes investigadas. A deteccdo de
poucas inconsisténcias observadas entre os individuos testados e a auséncia da
participacdo no exame da mae bioldgica do suposto filho, sdo situagcbes complexas que
requerem a ampliacdo do numero dos marcadores STRs para se atingir as probabilidades
adequadas para os casos estudados (Akhteruzzaman et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li
etal., 2011).

Seguindo-se a recomendacao da ISFG, a evidéncia genética deve ser aferida com
base nos principios da razdo de verossimilhancga, que testa duas hipdteses mutuamente

excludentes para obtencdo do indice de paternidade (IP): a hipotese de que o homem
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testado € o pai biologico (H1) “x” a hipdtese de que o pai bioldgico € um homem aleatério
na populagdo (H2) (Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2002). Neste sentido, a
investigacdo de vinculo genético, a priori, € realizada com base na analise comparativa
dos perfis genéticos dos individuos testados, a partir da identificacdo dos APOs, alelos
paternos/maternos obrigatorios (Akhteruzzaman et al., 2012). Portanto, em situagdes
onde se identifica correspondéncia genética, para estimar o “peso” da evidéncia genética
observada, os indices de vinculo genético sdo estimados considerando a configuracédo
genotipica dos individuos e a frequéncia alélica populacional (Baird et al., 1996). Os
indices normalmente aplicados em investigacdo de vinculo genético pela analise do DNA
estdo descritos no Anexo |.

Por outro lado, a auséncia de correspondéncia alélica entre os individuos
testados, exceto pela ocorréncia de mutacdo, caracteriza-se como excluséo de vinculo
genético (Baird et al., 1996). Para GEKO (2013), a excluséo do vinculo biol6gico direto
pode ser aferida com base na detec¢do de no minimo 4 loci inconsistentes entre os perfis
genéticos analisados dos individuos investigados.

A identificacdo de mutacBes germinativas em marcadores STRs, provocadas
pela perda ou ganho de uma unidade de repeti¢do, € um fendmeno bastante comum em
testes de identificacdo humana pela anélise do DNA e tem sido amplamente reportado
(Jin et al., 2016; Mortera et al., 2016; Forster et al., 2015; Zhang et al., 2014; Sun et al.,
2012; Liei al., 2011; Jacewics et al.,2004).

Alguns autores relataram a detec¢do de dois ou mais eventos de mutacoes
germinativas em testes de paternidade. Em todas as situagdes descritas a paternidade
bioldgica foi confirmada a partir de analises complementares (Lindner et al., 2014; Sun
et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li et al., 2011; Jacewics et al., 2004). Li et al. (2011)
observaram que 98,2% das mutacdes identificadas foram provocadas pela adi¢do ou
diminuicdo de apenas uma unidade de repeticdo, enquanto as mutacdes relacionadas com
2 ou 3 unidades correspondem a 1,6% e 0,2%, respectivamente. Neste sentido, a
observacdo de eventos de mutacdo germinativa durante uma analise de vinculo genético
deve ser sempre procedida pela ampliagdo dos loci utilizados para a interpretagéo
adequada dos resultados (Sun et al., 2015; Lindner et al., 2014; Yuan et al., 2012).
Adicionalmente, uma analise criteriosa da natureza da incoeréncia alélica e o APO

observado na crianga deve ser realizada, uma vez que as muta¢Ges germinativas
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envolvem, na maioria das vezes, a alteracdo de uma unica unidade de repeticdo do STR
(Sun et al., 2012).

Segundo Borovko et al. (2015), a analise complementar com loci adicionais
também pode ajudar a superar problemas relacionados a falhas de amplificacdo alélica.
A eficiéncia da amplificagdo alélica pode ser influenciada em fungdo de inimeros fatores
(Moretti et al., 2016; Zhang et al., 2016; Westen et al., 2014). Mutacdo nas regides
flanqueadoras do locus, presenca de inibidores de PCR na rea¢do, qualidade e quantidade
de DNA disponivel para a PCR, sdo eventos que podem implicar na inibicdo da
amplificacdo do fragmento molecular e provocar o efeito de alelo dropout (Li et al., 2017;
Gjertson et al., 2007; Grubwieser et al., 2006). Portanto, a amplificacdo do mesmo locus
por primers gue se anelam em sequéncias diferentes pode contribuir para confirmacédo do
efeito da mutacgédo (Zhang et al., 2016; BUDOWLE 2000).

2.2.3 Sistemas comerciais de marcadores STRs autossdmicos atualmente

disponiveis para identificacdo humana

Desde a década de 1990, ja era notoria a evolucdo dos métodos aplicados a
analise de regides STRs para identificagdo humana (Edwards et al., 1991). A
amplificacdo destes marcadores progrediu de reacfes com loci individuais (singleplex)
para reacdes multiplex, com capacidade de amplificacdo de um conjunto superior a 20
loci simultaneamente dentro do mesmo tubo, como mostrado na Figura 3 (Butler, 2012).
Para Butler (2010), as tecnologias empregadas na detec¢do dos amplicons produzidos
passou de métodos manuais radioativos, a obtengdo de “manchas” de prata, a detecgdo
automatizada com o uso de fluor6foros. Avancos biotecnoldgicos e da bioengenharia
promoveram progresso expressivo nas metodologias e possibilitou o desenvolvimento de
uma ferramenta genética poderosa para os estudos de vinculo genético nas populacdes
(Butler, 2010). O desenvolvimento de novas técnicas aplicadas a identificagdo humana
pela anélise do DNA permitiu, desde entdo, o arquivamento de informac@es genéticas de

individuos e de seus familiares.
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Figura 3. llustracéo de fragmentos moleculares obtidos a partir da amplifica¢do de loci STRs e submetidos
a eletroforese. Em A: Gel de poliacrilamida convencional, corado com nitrato de prata, mostrando a
amplificacdo de 3 sistemas triplex (3 loci STR amplificados simultaneamente). B: Sistema multiplex com
amplificacdo simultanea de 21 loci STRs autossdmicos com eletroforese capilar e andlise a partir de
software computacional. Fonte: Adaptado de LINS et al., 1996.

A incontestavel evolugéo das metodologias aplicadas a identificacéo pela analise
do DNA, possibilitou que as informacgdes genéticas, obtidas de loci presentes em todos

0S cromossomos autossomicos e sexuais, fossem aplicadas em pesquisas com diversos

15



propositos, como por exemplo, constru¢do e manutencdo de bancos forenses, analise de
ancestralidade e de diversidade genética populacional (Vieira et al., 2014). A Figura 4
ilustra a linha do tempo com as principais metodologias utilizadas no processo de
identificacdo humana envolvendo a anélise do DNA.

1
VNTR
1985 Alec Jeffreys desenvolve sondas
multi-locais (Gill et al., 1985)
FBl inicia uso de sondas de locus tnico 1988 Kary Mullis propde PCR
automatizada
STR
Marcadores STRs com fluorescéncia sdo propostos 1991
Eletroforese capilar (CE) de STRs é gr’\tmelr.o kITNSTj dlspon}\:el, I‘nc\uw.\do
desenvolvida 1993 determinagdo de sexo (Amelogenina)
Lancamento das plataformas de captura de Langcamento dos kits CTT
imagens fluorescentes 1994 Triplex 1-410
Inicio dos bancos de dados de DNA 1995 Introdugdo dos analisadores
genéticos capilares na rotina de
FBI inicia testes com DNA mitocondrial 1996 identificag3o humana
Langamento dos primeiros kits multiplex STRs 1998 Definigdo dos 13 loci STRs do nucleo CODIS
1:3.000.000.000 Langamento do kit SGM Plus 1999
O kit PowerPlex 16 permite a
FBI abandona RFLP e adota multiplex 2000 primeira amplificagdo tnica com foci
de lociSTRs STRs CODIS
1:2x10%7
Lancamento do Kit Identifiler 2001
contendo 5 fluorescéncias
Conclusdo do Projeto 2003
Genoma Humano Desenvolvimento de marcadores STRs
2004 do cromossomo Y
SNP
Desenvolvimento de marcadores mini-STRs e Desenvolvimento de técnicas de
SNPs — Amostras degradadas 2006 sequenciamento de nova geragio
Desenvolvimento de um painel com 52 SNPs
Desenvolvimento de multiplex de InDel (Insercdo / Delegdo) 2009 para ldentificagdo Humana - SNPforlD
para Identificagdo Humana
. 3 Desenvolvimento de mini-STRs do
Desenvolvimento do painel com 136 SNPs “lon 2011
. . . cromossomo X (7-plex, 8-plex e 10-plex)
AmpliSeq™ HID SNP (Life Technologies) para
sequenciamento de nova geragdo (NGS) 2013
Langamento de kits multiplex comerciais com 25
loci STRs 2014
Desenvolvimento de painéis com os
2015 principais loci STRs disponiveis em
Uso de Joci STRs para banco de dados e andlise kits - NGS
padrdo (parentesco). Uso de SNPs ou STRs Atual
adicionais (CE / NGS) em analises
complementares ¥

Figura 4. Linha do tempo mostrando as principais metodologias utilizadas no processo de identificagdo
humana pelo DNA
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Como pioneiros da constituicio dos bancos de dados para auxilio em
investigagdo criminal, o Reino Unido e os Estados Unidos da América, em 1994, criaram,
respectivamente o NDNAD (do inglés, National DNA Database) e o NDIS (do inglés,
National DNA Index System), sendo este Gltimo estabelecido pelo FBI (Federal Bureau
of Investigation) (Garrido and Rodrigues, 2015; Butler, 2012). Os bancos de dados de
perfis genéticos agregam enorme contribuicdo para a resolugdo de crimes, sobretudo
homicidios e estupros, criando inovadoras formas de investigacao.

Por volta de 1998, foi implantado pelo FBI, um software para comparar os perfis
genéticos de amostras questionadas com outros perfis ja pré-existentes no NDIS (Butler,
2005). O software, batizado por CODIS (do inglés, combined DNA index system), usou
inicialmente um conjunto padrdo de treze marcadores STRs autossémicos
tetranucleotidicos altamente polimdrficos (Garrido and Rodrigues, 2014; Katsanis and
Wagner, 2013; Butler and Hill, 2012). Este conjunto de marcadores do CODIS/FBI, cujos
loci estdo descritos na Tabela 1, foi universalmente adotado como o minimo de
marcadores para estudos de identificacdo humana, o que favoreceu a padronizacdo dos
procedimentos e o compartilhamento de dados em ambito internacional (Garrido and
Rodrigues, 2014; Katsanis and Wagner, 2013).

Tabela 1. Informacg6es gerais referentes aos loci STR presentes inicialmente no CODIS/FBI, incluindo suas
localizagGes cromoss6micas e a varia¢do de tamanhos esperada na populacéo.

Localizagao

Locus o Tamanho (Mb) Diwersidade Alélica
Cromossémica
D3S1358 3p21.31 45,543 6-20
FGA 4q28 155,866 14— 46,2
D5S818 5q23.2 123,139 5-19
CSFIPO 5¢33.1 149,436 5-19
D7S820 7921.11 83,433 6—17
D8s1179 8(24.13 125,976 3-18
THO1 11p15.5 2,149 4-17
VWA 12p13.31 5,963 8-25
D13S317 13g31.1 81,620 4-16
D16S539 16924.1 84,944 3-17
D18S51 18921.33 59,100 5-27
D21S11 21921.1 19,476 2438
TPOX 2p25.3 1,472 5-17

O locus Amelogenina ndo esta incluido. A diversidade alélica foi baseada na analise de recentes estudos de
frequéncia alélica para composicdo de bancos de dados populacionais. Fonte: Modificado de Ge et al.,
2012.

17



Segundo Garrido and Rodrigues (2014), o padrédo CODIS para obtencéo de perfil
genético, recomendado pelo FBI, € suficiente para a individualizagdo de uma pessoa e
para a investigacdo de vinculo parental. Esta estimativa é baseada na probabilidade de
ocorréncia de um perfil genético, construido com os genotipos mais frequentes de cada
um dos 13 loci, correspondente a 1 em 160 bilhdes (Garrido and Rodrigues, 2014).
Entretanto, conforme Wilkening et al. (2006), a obtengdo da estimativa de parentesco
com precisdo suficiente estd intrinsicamente relacionada com as caracteristicas dos
marcadores moleculares analisados. Neste sentido, 0 numero de STRs polimorficos, bem
como o numero de alelos por marcador e a frequéncia alélica deste marcador na populagéo
sdo fatores criticos que devem ser considerados durante a realizagdo de uma investigacao
genética.

Um estudo, por exemplo, envolvendo uma analise comparativa de perfil
genético, utilizando o sistema comercial AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplification Kit
(Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States) com 10.000 tios e sobrinhos,
pares de “tio-sobrinhos”, mostrou que 3,3% destes pares apresentam gendtipo
completamente compativel entre si (Thomson et al., 2001).

Zhang et al. (2014), analisando transmissdo genética em exames de investigacdo
de vinculo genético realizados com o sistema comercial AmpFISTR® Identifiler® PCR
Amplification Kit observou que, ao retirar o gendtipo da mde em um caso de excluséo de
paternidade de configuracdo TRIO (mae, suposto filho e suposto pai), 0 suposto pai
apresentou correspondéncia genética com o suposto filho em todos os loci analisados. Ao
descrever este evento o autor evidencia dois grandes elementos indispensaveis para
realizacdo de investigacdo de vinculo genético: a implicacdo da limitacdo quanto ao
namero de marcadores disponiveis, e sobretudo, a importancia da participacdo da mae
para composicao do quadro alélico e discriminacdo do perfil genético de origem paterna.

Neste sentido, em 2010, o nucleo de desenvolvimento do CODIS, visando
minimizar a probabilidade de match ao acaso, resolveu aumentar o poder discriminatorio
para situacOes de identificacdo humana e de vinculo genético, além de intensificar a
compatibilidade para correspondéncia internacional de dados, concluiu que a ampliacéo
dos painéis STRs seria de extrema necessidade (Li et al., 2017; Hares, 2015; Katsanis and
Wagner, 2013; Ge et al., 2012; Hares, 2012a).

Concomitante a isso, varios critérios foram adotados para a sele¢cdo dos novos

STRs, dentre os quais se destacam: a ndo associacdo das caracteristicas de interesse
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médico; alto poder de discriminacdo; baixa taxa de mutacdo; auséncia de linkage,

utilizacdo pelas comunidades internacionais e cumprimento dos padrées de qualidade
adotados pelo FBI (Garrido and Rodrigues, 2014; Ge et al., 2012).

Tabela 2. Principais kits comerciais disponiveis atualmente, com seus loci STRs, fluorescéncias adotadas

e as respectivas localizagBes cromossdmicas.

PROMEGA® LIFE TECNOLOGIES® QIAGEN®
PowerPlex Fusion 6C GlobalFiler Investigator 24plex QS Kit
Rétulo Rétulo Rétulo localizagdo

locus

D3S1358
D1S1656
D2s441
D10S1248
D13S317
Penta E
D16S539
D18S51
D2S1338
CSF1PO
Penta D
THO1
VWA
D21S11
D75820
D5S818
TPOX
D8S1179
D12S391
D195433
SE33
D22S1045
DYS391
FGA
DYS576
DYS570

Amelogenina

Fluorescéncia

FL-6C
FL-6C
FL-6C
FL-6C
FL-6C
FL-6C
JOE-6C
JOE-6C
JOE-6C
JOE-6C
JOE-6C
TMR-6C
TMR-6C
TMR-6C
TMR-6C
TMR-6C
TMR-6C
CXR-6C
CXR-6C
CXR-6C
CXR-6C
CXR-6C
TOM-6C
TOM-6C
TOM-6C
TOM-6C

FL-6C

locus

D3S1358
D1S1656
D2s441
D10S1248
D13S317

D16S539
D18S51
D2S1338
CSF1PO

THO1
VWA
D21S11
D7S820
D5S818
TPOX
D8S1179
D12S391
D195433
SE33
D22S1045
DYS391
FGA

Y indel

Amelogenina

Fluorescéncia

6-FAM
SID
NED
SID
TAZ

6-FAM
VviCc
SID

6-FAM

NED
6-FAM
ViC
TAZ
TAZ
6-FAM
ViC
SID
NED
TAZ
TAZ
VIC
NED

VIC

VIC

locus

D3S1358
D1S1656
D2s441
D10S1248
D13S317

D16S539
D18S51
D2S1338
CSF1PO

THO1 (TC11)
VWA
D21S11
D7S820
D5S818
TPOX
D8S1179
D12S391
D195433
SE33 (ACTBP2,
D22S1045
DYS391
FGA (FIBRA)

Qs1
Qs2
Amelogenina

Fluorescéncia

6-FAM
BTG

BTR2
BTY
BTP

BTP
BTR2
BTY
BTP

6-FAM
6-FAM
6-FAM
BTP
BTP
BTG
BTY
BTG
BTY
BTG
BTY
BTG
BTR2

BTP
BTP
6-FAM

Cromossdmica

3p21.31
1g42
2pl4
10026.3
13g31.1
15026.2
16924.1
18021.33
2935
5033.1
21022.3
11p15.5
12p13.31
21g21.1
7921.11
5023.2
2p25.3
824.13
12p12
19q12
6q14
22g12.3
Y
4928
Y
Y
Y

Xp22.1-223eY

Fonte: Adaptado de Oostdik et al., 2014; Hennessy et al., 2014; Kraemer et al., 2017.

Para atendimento ao padrédo de ampliagdo proposto pelo sistema CODIS, as

industrias de biotecnologia estenderam o conjunto de loci disponiveis nos seus kits

comerciais, agregando assim enorme poder de discriminagdo e robustez aos sistemas

utilizados para estratégias de identificacdo humana (Kraemer et al., 2017; Hares, 2015;
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Wang et al., 2015; Oostik et al., 2014; Hares, 2012b). Neste contexto, visando uma
unificagéo prevista pelo CODIS para compartilhamento de dados internacionais, os loci
componentes dos painéis atualmente utilizados apresentam grande sobreposicéo entre 0s
kits comercialmente disponiveis (Tabela 2), incluindo aqueles comercializados no
territorio nacional (Hares, 2015). Dessa forma, um sistema in house desenvolvido para
identificacdo humana que contemple outros loci polimérficos ndo presentes nestes
conjuntos comerciais, poderia acrescentar recursos consideraveis, tendo notavel valor
para situacdes envolvendo investigacdes complexas que necessitem explorar informacées
genéticas adicionais (Zhu et al., 2014).

Muitos cientistas forenses e especialistas em identificagdo humana pelo DNA
raramente utilizam sistemas desenvolvidos in house, optando sempre por adquirir kits
comerciais. Para Butler (2012), esta medida se justifica pelo fato destes produtos
apresentarem qualidade controlada, sendo certificados e validados internacionalmente.
Porém, alguns estudos j& demonstraram que, a partir da aplicacdo de testes de
sensibilidade e estudos de concordancia em sistemas com microssatélites desenvolvidos
in house, os resultados obtidos foram satisfatorios, confirmando assim sua robustez e
eficacia para estratégias de identificacdo humana e investigagdo de vinculo genético (Li
etal., 2017; Zhang et al., 2015; Zhu et al., 2015; Pacheco, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema STR multiplex, que inclua 21 loci polimorficos

autossomicos altamente informativos e um marcador para determinagdo sexual, que seja

eficiente para estudos de identificagdo humana.

3.2 Objetivos especificos

Selecionar os loci a serem incluidos no sistema;

Propor oligonucleotideos iniciadores passiveis de serem combinados em uma PCR
multiplex;

Padronizar as condi¢cdes de amplificacdo e genotipagem para o referido conjunto
multiplex;

Avaliar a sensibilidade e concordancia da amplificacdo de DNA com a PCR
multiplex;

Implantar o sistema multiplex em rotina laboratorial de identificacdo humana e
investigacdo de vinculo genético e apresentar resultados que demonstre a eficiéncia
do sistema multiplex em situac@es reais de investigacao de vinculo genético;
Construir um banco de frequéncias alélicas correspondente aos loci do sistema
multiplex, a fim de se obter padrdes estatisticos que se aproximem da realidade
populacional,

Determinar o custo de amplificacdo do multiplex desenvolvido e comparar com

sistemas comerciais atualmente disponiveis no Brasil.
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D135317, D75820, D165539, CSFIPO, Penta D, vIWA, DBS1179,
TPOX. FGA, D25441. D1751301, D195433, D185833, D205482, and
D1451434) and the amelogenin gene locus. Strategies were developed to
overcome the challenges involved in creating a nmltiplex system Based
on the ].lteraturemn:l available databases, the STR. loc1 were selected with
the aim to obtan discrminatory markers, and followed specific crifena
for this purpose. Primers were projected using the Primer3 software, and
AntoDmoer was used to evaluate possible interactions between them.
The 22 selected STE. loci were validated mmdnidually and jeintly, both to
assess their sensifivity and to test the efficiency of the multiplex system.
Statistical analyses were based on the genetic data of 430 unrelated
individuals living i the State of Goias. thus allowing the establishment
of the parameters necessary to use this system. A total of 239 alleles were
detected for the 22 loci in the set, allowmg for a probabality of identity of
423 = 10" to be obtamed. The combmed power of discnmination was
0.909090099900000000000000 and the combmed power of exclusion
was 099999 Upon complete wvalidation of the enfire system, this
multiplex assay was considered to be a powerfil tool for application in
human identification by DNA analysis.

Key words: Human identification; Microsatellites; Paternuty; Multiplex;
Allele frequency

INTRODUCTION

The advance of biotechmology-related techniques has allowed the proposal of new
strategies for idenfifying the genehic profile of each person, the tools for which have become
guute revelutionary m the practice of individual identification using human molecular genetics
(Brevoov et al., LDD'E" Budowle and van Daal, 2009; Mattana et al., 2012).

ﬂcccm:lmg to Sarmente (2006), ]m.mau identification by DNA analysis may be a
helpful tool for the disclosure of guilty cnminals and imnmocent defendants, the identification
of bodies and niman remams in mass disasters, the determination of parental linkage, and the
detection of techmical nustakes atiributed to labeling errors in climcal pathology laboratones
(Fantberg et al., 2001; Buckleton et al.. 2004).

The de'.aelnpmmm of short tandem repeat (S5TE) multiplex systems with simultanecus
amplification has ensured faciliies for human identification with an excellent power of
discnmination, low consumphon of biological samples and mputs, and hugh practcality
m technical routine. As such, the application of multiplex systems to analyze samples has
resulted in the acquisition of complete genetic profiles that can be compared and discriminated
(Butler, 2006; Zhang et al.. 2015).

The ability to anal}'ze nmltiple-STEs simultanecusly, together with multicolor
fluorescence detection techmologies, has greatly contmbuted to the consolidation of these
mportant technical pnnciples for the science of determuning genetic identity (Buckleton et
al., 2004; Hll et al, 2008; Wang et al, 2011). The 13 STR loci that mitially compnised the
Combined DNA Index System {CDDIS] were made extensively available in commercial kits
(Opel et al., 2007), and the same panel was soon further expanded to 20 loci (Hares, 2012,
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2015). Meanwhile, several other highly polymorphic STE. loci, neither a subset of CODIS nor
commercially available, were capable of considerably raising the power of discnmination i
analysis (Opel et al., 2007; Hill et al | 2009).

According to Wiegand et al (2006), several real simations of high analyfical
complexity require a melecular arsenal focused on the power of mndividual disermunation.
In these sifuations, the application of methods that merease the power of discnmination
corroborates the 1ssuance of conclusive opmions. On the other hand, the unavailability of these
Tesources prompts the unfeasibility of analysis (Gill et al., 1991, 2004).

In this sense, Poetsch et al. E’hl}13} concluded that the munber of hypervanable loci
avallable for a genetic lmkage analysis 15 directly associated with the percentage of certamty
established during the assessment of the analysis (Bersting et al., 2008; Rodovalho et '.11.:
2013; Zhang et al., 2015). Therefore, 1t is critical that STR. panels provide sufficient security,
permitiing an accurate and wnfailing conclusion regarding the genetic hnkage amalysis.
However, both a very close comrelation between the quantity and quality of the polymorphic
loci present in an 5TE. system, and the degree of accuracy of the methodology, are evident.
Thus, the greater the mumber of STES analyzed, the greater would be the resclving power of
the study (Wiegand et al.. 2006).

This study a.u:m:d to develop a new STE. multiplex system compnsmmg CODIS and
non-CODIS highly polymorphic loci for simultaneous analysis, and to assess its efficiency for
forensic application The loci infreduced mto the system are distinguished from commercial
systems, to allow the nfroduction of new markers n complex genetic analyses that require
complementation. Thus, this panel comprsed 18 loci commonly pl'EﬂEnIlﬂmﬂ]ﬂlEICLﬂlE}“ﬂEﬂlE.
allowing for the complementary analysis required m sfuations that melude oull alleles.

MATERIAL AND METHODS
Selection of the STE. loci

This study selected 22 STR. loci coupled with the layout of the desired multiplex
project, based on literature reviews from the National Center for Biotechnology Information
(NCEBIL; hitp://www.nchinlm mh gov) and STRBase (National Institute of Standards and
Technology, Chemical Science & Technology Laboratory; http://www.cstl mst. gov/strbase/),
with the following cntenia: location on different chromosomes (physical distance of at least 10
Mb from another locus if on the same chromosome), power of discnmination, allehic diversity,
amplicons size, and presence in compatible databases.

Obtaining sequencing primers

The sequencing primers for the selected loci were obtained using the online Pnmer3
software (http:/bicinfo ut ee’pnmer3-0.4.0/) (Rozen and Skaletsky, 2000}, so that the size of
the amplified products would be within the range established for the entire planned system.
Then, the AutoDimer software (https://www-s.mst.gov/dnaAnalysis”) (Vallone and Butler,
2004) was used to assess sequences that could potentially self-anneal to form pnimer dimers,
an event known as hawrpin formation. Genome alignment analysis was performed using
Primer-BLAST (http://wwwnebl nlm h govitoolsprmer-blast’), an NCBI tool used to
identify locations in the genome where spunious annealing may occur beyond the target DNA.
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Obtaining primers and developing the multiplex assay

The allelic vanations for each STE locus were analyzed on the basis of literature
teviews related to the dimensions that each molecular marker may take because of insertions
of rare alleles, which are at the ends of the STER. locus. These precautions were taken to avoid
possible overlaps between neighboring loci and components of the same fluorescence channels.

The locus crgamization m the panel was designed by considenng the schematic
mmltiplex mrangement with the candidate positions for each locus. The architecture of the
system layout allowed for estimation of the spacing between the loci and calculation of the
size required for each PCE. product according to its reference s

All primers were synthesized by Applied Biosystems {F-::lster City, CA. USA), and
the forward sequence of each STR. was labeled with one of the following d'..e sefs: G-FAM™.
VIC®, NED™ and PET® (Applied Biosystems), as shown in Table 1.

Amplification using PCR and detection of genetic profiles

The PCEs for all the developed STE.s were performed in singleplex assays to assess the
behavior of the pnmer and ensure that the amplicon corresponded fo the expected size. Upon
validation of all the individual STRs, amplification in a single-multiplex PCR. was carmed
out. For this, a primer mix was prepared according to the individual concentrations of each
primer, established on the basis of the joint amplification signal strength For the mmltiplex
PCE. a Qlagen* Multiplex PCE. Kit {ngeu_ Hilden Germany) was used together with the
primer mix and 3.0 ng genomic DNA, in a final reaction volume of 25 pL. The thermocycling
conditions were as follows: an initial incubation at 95°C for 5 min; 30 cycles of 94°C for 30 s,
&0°C for 90 s, and 72%C for 60 s; and a final extension at 60°C for 30 min.

Capi]lar_l,' electrophoresis of the PCE. products preceded the preparation step with
1 pL of amplified product, 8.5 pL Hi-Dh™ formamide (Applied Biosystems). and 0.5 pL
GeneScan™ - §00 LLZ® Size Standard v2 0 (Apphed Biosystems). The separation and detection
of fragments were performed with the ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using
POP4 (Applied Biosystems). The samples were mjected electrokinetically at 1.2 kW for 15 s.
The electrophoresis mn time for allele separation was 1210 s at 15 kV and 60°C. The allelic
fragments obtamed were analyzed with GeneMapper*ID-X version 1.2 (Applied Biosystems).
The overall performance of the mmltplex system was assessed using the 2800M-positive
control DNA (Promega Corporation, Madison, WI, USA).

Sensitivity and concordance test

The sensitivity of the multiplex system was assessed by decreasing the amount (10,
5.3, 1, and 0.5 ng) of the 2800M-positive control DNA (Promega Corporation) in the PCE.
The sensitivity limit was based on the amplification having at least 80 relative fluorescence
mmits (FFU). The DNA from blood samples, buccal swabs, and hair was extracted using the
QLA amp® DNA Investigator Kit (Qiagen), and amplified to assess the sensitivity and efficiency
of the multiplex for different samples. The direct amplification from blood samples was also
assessed for the developed multiplex using the Whatman® FTA® card.

The PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation) was used to perform
concordance tests bebhween the commeon loct n the two systems (D351358, THOL, D21511,
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D18531, Penta E, D55818, D135317, D75820, D165539, CSF1PQ, Penta D, amelogenin
vIWA, DES1179, TPOX, FGA, D25441, and D195433). The other non-coincident loci
(D1751301, D185853, D205482, and D1451434) were not assessed, because they were not
present m any kit currently commercially available in Brazl

Population analysis of STR polymorphism

Penipheral blood was collected by digital puncture from 450 ymrelated individuals living
m the State of Goias, Brazl. The blood was mmpregnated on Whatman® FTA® cards for further
amplification with the newly developed mmlfiplex set and the PowerPlex® Fusion System.

The collection of biological matenal began after the Research Ethics Commuttee
of the Pontfical Catholic Umiversity of Goias had approved the research (CAAE:
51483415.9.0000.0037 and opinion number 1.721.890).

Statistical analyses

The statistical parameters for the allele frequencies were obtamed using Genetix
version 405 and PowerStats softwares (Tereba, 1999 Belkhir et al_, 2004; da Costa Francez
et al., 2011). The alleles were tested for Hardy-Weinberg equlibnum using Genepop version
4.1.4 and Arlequin version 3.1 softwares (Excoffier et al , 2007; da Costa Francez etal , 2011).
Other statistical parameters associated with the study population, such as the probability of
identity, power of discnmination, pelymorphism information content, power of exclusion, and
typical patermty index, were calculated using PowerStats (Tereba, 1999).

RESULTS AND DISCUSSION

Following the criteria for selecting STEs, 22 polymorphic loci were selected to make
up the nmltiplex panel (Table 1). Of these 22 locy, only TPOX and D25441 (chromosome
7). D55818 and C'SFIP'D (chromosome 5), D18S51 and D185853 (chromosome 18), and
D21511 and Penta D (chromosome 217 were located on the same chromosome, at a mininmim
distance of 10 Mb. The developed multiplex set compnsed 15 CODIS loci and 6 non-CODIS
loci (Penta E, Penta D, D1751301, D185853, D205482, and D1451434).

To assess the performance of the synthesized primers and identify the annealing temperature
common fo all of them the STRs were first assessed mdidually. Since no locus presented
amplification fashure andor artifact excess that could compronuse the yield expected for the system.
the primers were subsequently combmed in a multiplex reaction. As expected. ﬂmpreh.nnﬂar}'tﬁh
of the nmitiplex combmation showed a large imbalance between the mvolved primers. probably
due to some factors that mterfered with the reaction, such as different annealing temperatures. To
balance the combined primers, the amplificaton mtensity was assessed mdividually to adpust their
specific concentrations, assigning higher concentrations fo the primers that obtamed lower yield
and. conversely, lower concentrations for the primers that showed allelic peaks with hugh EFU. The
flucrescence labels, specific concentrations of each primer, and other information pertinent to the
loci mcluded n the nmltiplex are described m Table 1.

After optimization of the PCE. in the multiplex system. the set of selected pnimers was
successfully amplified in a single reaction, obtaning a harmonic and noise-free final panel.
Figure 1 shows the allelic profile obtamed for the 2800M-positive confrol DNA.
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Table 1. Data for the short tandem repeat loci present in the developed multiplex system
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Figure 1. Genetic profile of the 2800 -posidve control DNA obtained with the newly developed nunltiplex system.
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The mmlbplex amplhificabon assessment of the different concentrafions of the
2800M-positive control DNA showed 100% allelic identity in the reactions with DNA ranging
from 1 to 10 ng. However, DNA at the concentration of 0.5 ng did not present complete
amplificaton for some loci m the system, revealing an mmmplete genofypic profile with
approximately 90% allelic identity. Direct amplification of blood samples mmpregnated on
FTA® cards and of DNA extracted from peripheral blood buccal swab, and hair samples
showed 100% allelic 1dentity for all samples tested.

A comparison of the allelic profiles obtained by direct amplification of the 450 blood
samples impregnated on FTA® cards, using both the newly developed multiplex system and
the PowerPlex® Fusion System. showed genotype matching for all loci analyzed.

The allelic frequencies and statistical parameters related to the genetic and forensic
linkage analysis, obtained for the 21 autosomal multiplex loci for the population of the State
of Goias. Brazil, are described in Table 51 and Table 2, respectively.

Table 2. Statistical parameters of autosomal omaltiplex loci for the population of the State of Goias, Brazil
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DE5 1358 By O 135 .73 N&Le 262 L2500
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D151l ET.1 ooaT 1553 K2 0737 ER -] £500
[MESS] ETH Q03 ns7e ILET T50 i L300
Penta E w7 s 541 [ Ee] {130 53& L2500
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LIESENT a0 Q33 0592% {1y 0327 2 £50)
D50 TTH an7s 592% 0.7E 358 125 L3500
a5 534 TH ourr 15923 1. 7& 1345 247 L300
LSFE1PLY 0.4 a1l 15849 [ 1435 [ L50)
Penta [ EL M on3s 15955 LES LTL0 EE> LE0)
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PN aT.3 0,143 L1357 LR 138K 1.33 L300
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D05 6% 1 0145 0358 64 0415 162 £500
Lr£51434 623 2137 D373 &7 n41E 1.&3 L2500

taHeis: percentape heterozyposity; MP. match probability; PD: power of discimination: PIC: polymorphism
information content; PE: power of exchision; TPT: typical paternity indesr; I sdy population.

In general, the multiplex system showed large allelic vanations, ranging from 7 alleles
(THO1, D135317, and D1751301) to 24 (FGA), and a total of 239 alleles for the whole set.
Dewviation from Hardy-Weinberg equlibrium was observed for TPOX (P=0.01016), D1751301
(P =0.00319), and D1451434 (P = 0.03695). According to Hardy (1908), this suggests that
the population 15 umder the mfiuence of some factors, such as mutation rate, migration,
selective pressure of the environment, or natural selection. By comparng the observed and
expected heterozygosities, it was pusmhle to find more ]mmnz}"mtes than expected. As such,
amphfication failure from a mutational event m the 3’ region of the hybndization site of the
primers had resulted in mull alleles (Gomes et al., 1999; Dakin and Avise, 2004). Leibelt et al.
(2003) descnibed a mutation at the h}bndlzaunn site In the D&51179 locus in the population
of Guam Island. Their study populabon demonstrated an excess of homozygotes at this locus
when genotyped using AmpFISTE. Profiler Plus™. Similar results were found by Budowle
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et al. (2000) i the population of Chamorros and Filipmos on the Island of Guam and by
Vanderheyden et al. (2007) in the population in Belga.

The stafistical parameters cbtained showed high values (Table 2). All loci showed
high forensic efficency, with the power of discnmination values bemng greater than (.8,
ranging from 0.834 (D1751301) to 0.981 (Penta E). The most polymorphic locus was Penta E.
followed by the FGA and D18551 loci. The polymorphism information content ranged from
0.62 L'DITSISEII} to 0.90 (Penta E). The combined power of discnmunation for the 21 loci
was .9999990000009009990000000  the combined power of exclusion was 0.99999, and the
dentity power commesponded to 4.23 x 10+

In conclusion, our STE. multiplex system showed a high level of sensitivity, being
capable of amphfymg 21 autosomal loci and the amelogenin locus from several types of
biological samples, including direct amplification on FTA®, which incorporates versatility
to the techmical routine for obtamming a genetic profile. The high values found m the
statistical parameters suggest that the developed multiplex system is nghly polymorphic and
mformative, verifying that the set shows high discnmmatory potential and therefore justifying
its application in strategies involving human identification and genetic linkage analysis.
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5. MATERIAL E METODOS

Essa secdo descreve parte da metodologia adotada para execucdo do projeto. As
demais informacdes pertinentes a este capitulo encontram-se no artigo cientifico
“Development of a polymorphic short tandem repeat locus multiplex system for efficient

human identification”, que compoe esta tese.
5.1 Teste dos primers individuais e composi¢édo do conjunto multiplex

O processo de validagdo visou determinar as condicGes e limitagdes
estabelecidas pelas metodologias propostas, sendo caracterizado pela avaliacdo da
eficacia e confiabilidade dos métodos aplicados e resultados obtidos (DNA Advisory
Board, 2000). Para Myers (2012) o processo de validacdo interna € fundamental para

determinar as condic¢des operacionais do sistema e demonstrar suas limitagoes.

5.1.1 Validacao das sequéncias sintetizadas
Para a execucdo dos testes propostos, as reacbes de amplificacdo foram
realizadas utilizando-se o controle positivo de DNA 2800M (Promega Corporation,
Madison, WI, United States) em caréater single-plex (apenas um par de iniciadores por
reacdo), visando certificar que o amplicon obtido corresponderia ao tamanho esperado.
A PCR foi realizada em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific, Foster City, CA, United States), sendo aplicado gradiente para a
temperatura de anelamento, com variacdo térmica de 54°C a 64°C (Tabela 3). Esta
variagdo permitiu determinar uma temperatura de anelamento ideal comum a todos os
conjuntos de primers utilizados, contribuindo para estabelecer a temperatura adequada
para reacdo multiplex.
Para a PCR, utilizou-se 0 TopTag™ Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, NRW,
Germany) e a proporcao de seus reagentes foi ajustada seguindo-se o protocolo proposto
pelo fabricante (Tabela 4).
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Tabela 3. CondicBes de termociclagem utilizadas para a validacdo das sequéncias dos primers
desenvolvidos para um sistema multiplex de marcadores STRs autossdmicos para a identificacdo humana.

Temperatura (°C) Tempo Ne° Ciclos Etapa
94 3 minutos - Desnaturacéo Inicial
9 30 segundos Desnaturacao
54
56
58 Anelamento
60 30 segundos 30 (Gradiente)
62
64
72 60 segundos Extensédo
72 10 minutos - Extensé&o Final
4 o - -

Tabela 4. Proporc6es de PCR utilizadas para validagao das sequéncias de primers sintetizados.

Componentes Volume (pL) Concentracao Final
10x TopTaqg PCR Buffer 5,00 1x
dNTP mix 1,00 200 uM cada DNTP
Primer Foward 1,00 0,2uM
Primer Reverse 1,00 0,2uM
TopTaq DNA Polymerase 0,25 1,25 unidades
Agua 14,75 -
DNA Template 2,00 1ug
Volume Final 25,00 -

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese convencional em gel

de agarose a 4% em TBE 1X, a um campo elétrico uniforme com voltagem constante de

10V/cm por 2 horas. Em seguida, os fragmentos separados foram corados em solucao de

brometo de etideo (5mg/mL) e visualizados no sistema de video-documentacdo Gel

Doc™ XR+System (Bio-Rad, Hercules, CA, United States), sendo subsequentemente

realizado o registro fotografico das “bandas” obtidas. Os amplicons obtidos foram

pareados com as referéncias alélicas para cada locus amplificado a fim de se confirmar

que os produtos de PCR apresentam os tamanhos esperados.

5.1.2 Validacgao dos primers em reacGes multiplex

Apos a confirmacdo da amplificacdo single-plex de acordo com 0s parametros

esperados, foi analisado o comportamento dos primers em reagdes de amplificagéo
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multiplex, dando inicio ao processo de “multiplexa¢do” dos marcadores genéticos. Para
estabelecer o conjunto multiplex, os conjuntos de primers foram selecionados
considerando-se o intervalo de tamanho esperado apds a amplificacdo de cada locus. O
conjunto de 21 marcadores foi, assim, distribuido em 4 grupos de PCR multiplex. Para a
PCR utilizou-se o Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, NRW, Germany) e a
propor¢do de seus reagentes foi ajustada seguindo-se o protocolo proposto pelo
fabricante, para um volume final de 25pL.

A partir dos testes realizados em PCR gradiente, foi possivel definir uma Unica
temperatura de anelamento comum para todos os primers, referente ao conjunto de STRs

para a composicdo do sistema multiplex proposto (Tabela 5).

Tabela 5. CondicGes de termociclagem aplicadas na PCR para amplificacdo multiplex de um sistema de
marcadores STRs autossdmicos desenvolvido para fins de identificagdo humana.

Temperatura (°C) Tempo Ne° Ciclos Etapa
94 5 minutos - Desnaturacéo Inicial
9 30 segundos Desnaturacdo
60 90 segundos 30 Anelamento
72 60 segundos Extensdo
68 60 minutos - Extensdo Final
4 0 - -

O destaque em negrito representa a temperatura de anelamento comum a todos os primers

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% em TBE 1X, em um campo elétrico uniforme com voltagem constante de 10\V/cm por
2 horas. Em seguida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo (5mg/mL) e
visualizados no sistema de video-documentagdo Gel Doc™ XR+System. As imagens
foram capturadas para fins de registro.

Apobs o estabelecimento dos grupos multiplex, prosseguiu-se para a proxima
etapa, com o objetivo de combinar todos os primers em um unico “Mix Primer”. Para a
separagdo dos amplicons, adotou-se a eletroforese capilar para aumentar o poder de
resolucéo dos alelos amplificados.

A metodologia de eletroforese capilar exige que os primers estejam “marcados”
com uma fluorescéncia especifica de acordo com o grupo ao qual este iniciador pertence.
Assim, foi necessario escolher as possiveis fluorescéncias a serem utilizadas na marcacao
dos primers. A escolha dos fluorocromos € dependente da disposi¢édo dos filtros presentes
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no analisador genético ABI 3500® (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United
States). A marcacdo com fluordforo foi realizada na sequéncia forward dos pares de
primers, seguindo os rotulos propostos pela combinacéo dos grupos especificos. Utilizou-
se entdo as seguintes fluorescéncias: 6-FAM™, VIC®, NED™, PET® e para a marcacéo do
Size Standard foi utilizado o L1Z® (Figura 4).

Grupo Primers Fluoréforo

3 NED™

Size Standard Liz®
Figura 5. Separacdo dos primers em grupos a partir da marcacéo especifica por fluoréforo.

5.2 Determinacéo do custo de amplificacdo do multiplex desenvolvido

O custo da reacdo de amplificacdo do painel multiplex foi obtido considerando-
se as despesas referentes a aquisicdo do Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden,
NRW, Germany) e da sintese e marcacgdo dos primers pela empresa Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States). A sintese dos primers foi
realizada considerando a escala de 80.000 pmol.

Para comparacdo dos custos de amplificacdo entre o multiplex e os Kits
comerciais disponiveis atualmente no Brasil, foi feita uma pesquisa envolvendo os
sistemas: PowerPlex® Fusion e PowerPlex® 16 HS (Promega Corporation, Madison, WI,
United States); AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR Amplification e GlobalFiler™ PCR
Amplification (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States); Investigator
24plex e Investigator IDplex Plus (Qiagen, Hilden, NRW, Germany).

5.3 Comprovacéo da eficiéncia do sistema multiplex
5.3.1 Estudo de casos

Amostras bioldgicas de sangue e swab bucal, provenientes de exames de rotina

do Laboratério Biocroma (Goiénia — GO), relacionados a trés situages envolvendo

35



investigacao de vinculo genético, foram submetidas a anélise pelo ensaio multiplex STR,
a fim de comprovar a eficiéncia do sistema desenvolvido.

Os resultados obtidos, a partir da amplificacdo direta em cartio FTA®
(Whatman, GE Healthcare Life Sciences, Maidstone, Kent, United Kingdom), foram
comparados aos resultados gerados a partir da analise destes mesmos exames utilizando
o sistema comercial PowerPlex® Fusion.

As situacdes de investigacdo de paternidade selecionadas foram classificadas
como:

- TRIO: Investigacdo de paternidade envolvendo um suposto pai, um suposto
filho e a mée bioldgica do suposto filho;

- DUO: Investigacdo de paternidade envolvendo apenas um suposto pai € um
suposto filho;

- RECONSTRUGCAO GENETICA: Investigacdo de paternidade envolvendo a
mde e o pai bioldgicos do suposto pai (ausente), um Suposto filho e a mée bioldgica do

suposto filho.

5.3.2 Estudo de casos complexos que demandam ampliagio do painel STR

A fim de avaliar a performance do multiplex desenvolvido como ferramenta de
ampliacdo de informacdo genética para a investigacdo, foram selecionados 6 casos reais
do Laboratério Biocroma (Goiania — GO) que, ap6s avaliacao prévia com utilizacdo do
sistema comercial PowerPlex® Fusion, necessitou de analises complementares com
outros sistemas. As amostras de sangue dos exames selecionados foram submetidas a
analise pelo ensaio multiplex STR para confirmar os gendtipos referentes aos loci
sobrepostos com o kit PowerPlex® Fusion, além de ampliar a analise genética a partir da

dos loci STRs ndo sobrepostos com 0s sistemas comerciais.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa se¢é@o descreve parte dos resultados obtidos durante a execugéo do projeto.
Os demais resultados encontram-se no artigo cientifico “Development of a polymorphic

short tandem repeat locus multiplex system for efficient human identification”.
6.1 Loci selecionados

Para a composicdo do painel multiplex de identificacdo humana, um total de 43

loci STRs foi pré-selecionado, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Conjunto de loci STRs autossémicos pré-selecionados e Amelogenina com suas respectivas
localizagBes cromoss6micas para a composicdo de um sistema multiplex para identificacdo humana.

locus Localizagdo Cromossdmica locus Localizacdo Cromossdmica
D1GATA113 1p36.23 D10S1248 10926.3
D1S1656 1g42 D10S2325 10p12
F13B 1931-32.1 THO1 11p15.5
D25441 2pl4 VWA 12p13.31
D2S1338 2035 D12S391 12p13.2
D2S1360 2p24-p22 D13S317 13931.1
TPOX 2p25.3 D14S1434 14932.13
D3S1358 3p21.31 FESFPS 15q25—qter
D3S1744 3p24 Penta E 15026.2
FGA 4g31.3 D16S539 16024.1
D4S2366 4p16-15.2 D17S1301 17925.1
D55818 5q23.2 D18S51 18921.33
CSF1PO 5g33.1 D18S853 18p11.31
D5S2500 5q11.2 D195433 19g12
F13A01 6p24-p25 D205482 20p13
D63474 6q21-22 D20S1082 20g13.2
SE33 6q14.2 D21S11 21g21.1
D7S820 7q21.11 D21S2055 21022
D7S1517 7931.33 Penta D 21922.3
D8S1179 8q24.13 D22S1045 22q12.3
LPL 8p22 Amelogenina Xp22.1-22.3eY
D8S1132 8g23.1

Fonte: PowerPlex® CS7 System; Investigator® Human Identification PCR Kits — Qiagen; NCBI; STRBase.
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A construcdo de um sistema multiplex para a identificacdo humana que seja
informativo e tenha um elevado poder discriminatorio dos individuos de uma populagéo,
requer marcadores STRs polimorficos, cujos alelos possuam intervalos de tamanho que
permitem a combinacdo entre si, sem prejudicar ou confundir interpretacoes de resultados
(Butler, 2005). Considerando estes critérios e 0s requisitos descritos anteriormente
adotados para obtencdo dos marcadores genéticos, foram selecionados 21 loci
polimorficos autossémicos e 1 locus de determinacédo sexual, sendo eles: D2S441, TPOX,
D3S1358, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, D8S1179, THO1, VWA, D13S317,
D14S1434, Penta E, D16S539, D17S1301, D18S51, D18S853, D19S433, D20S482,
D21S11, Penta D e Amelogenina. Os demais loci pré-selecionados (D1GATA113,
D1S1656, F13B, D2S1338, D2S1360, D3S1744, D4S2366, D5S2500, F13A01, D6S474,
SE33, D7S1517, LPL, D8S1132, D10S1248, D10S2325, D12S391, FESFPS, D20S1082,
D21S2055 e D22S1045) nédo incluidos no sistema por ndo cumprirem oS requisitos
estabelecidos para a selecdo de loci, ou por estarem proximos a microssatélites de
interesse, ou por fazerem parte de sistemas de ampla comercializa¢do no cendrio nacional.

A incluséo de loci adicionais no conjunto dos 22 ja selecionados foi inviabilizada
em decorréncia da impossibilidade de acomoda-los na composicéo do painel, em funcédo
do intervalo de tamanho esperado dos amplicons. Qualquer inclusdo de outro marcador
interferia nos intervalos de seguranca entre os marcadores STR do painel.
Consequentemente, poderia provocar sobreposicao dos alelos localizados nas
extremidades dos intervalos.

A distancia entre os loci selecionados que se encontram no mesmo Cromossomo
foi uma condicdo fundamental para a composicao do sistema multiplex. O cumprimento
deste requisito é de extrema importancia para garantir a segregacao independente de todos
os alelos presentes nos loci estudados. Os marcadores TPOX e D2S441 (cromossomo 2),
D5S818 e CSF1PO (cromossomo 5), D18S51 e D18S853 (cromossomo 18) e D21S11 e
Penta D (cromossomo 21) compreendem o0s grupos de loci localizados nos mesmos
cromossomos. Porém, a distancia de seguranca entre eles foi devidamente respeitada
(Bright et al., 2014). No gréafico 01 é possivel observar a distribuicdo dos loci

selecionados pelos cromossomos.
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Figura 6. Distribuicdo dos loci STRs nos cromossomos autossdmicos selecionados para compor um painel
multiplex destinado a identificagdo humana no Brasil.
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As informagbes dos microssatélites selecionados no multiplex, referentes ao
cromossomo que pertence, a classificacdo pelo tamanho e padrdo da unidade de repeticao,
guanto a presenca no sistema CODIS e os fluor6foros usados na composicao do painel,

estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Informagbes dos microssatélites autossdmicos selecionados para compor um painel de
marcadores em multiplex e o marcador de determinagéo do sexo proposto para estudos de vinculo genético
em popula¢fes humanas.

Unidade de Padrao de

Locus Cromossomo X X Sistema Fluoréforo
Repeticéo Repeticéo
D2S441 2 Tetranucleotidica Simples CODIS PET®
TPOX 2 Tetranucleotidica Simples CODIS NED™
D3S1358 3 Tetranucleotidica Complexo CODIS 6-FAM™
FGA 4 Tetranucleotidica Simples COoDIS NED™
D5S818 5 Tetranucleotidica Simples CODIS vice
CSF1PO 5 Tetranucleotidica Simples CODIS vice
D7S820 7 Tetranucleotidica Simples CODIS vice
D8S1179 8 Tetranucleotidica Complexo CODIS NED™
THO1 11 Tetranucleotidica Simples COoDISs 6-FAM™
VWA 12 Tetranucleotidica Complexo CODIS NED™
D13S317 13 Tetranucleotidica Simples CODIS vice
D14S1434 14 Tetranucleotidica Complexo ndo-CODIS PET®
Penta E 15 Pentanucleotidica Simples ndo-CODIS 6-FAM™
D16S539 16 Tetranucleotidica Simples CODIS vice
D17S1301 17 Tetranucleotidica Simples ndo-CODIS PET®
D18s51 18 Tetranucleotidica Simples CODIS 6-FAM™
D18s853 18 Trinucleotidica Simples nao-CODIS PET®
D195433 19 Tetranucleotidica Complexo CODIS PET®
D20S482 20 Tetranucleotidica Simples nao-CODIS PET®
D21S11 21 Tetranucleotidica Simples CODIS 6-FAM™
Penta D 21 Pentanucleotidica Simples nao-CODIS vice
Amelogenina XY - - CODIS NED™

Considerando a classificagdo dos microssatélites quanto ao tamanho da unidade
de repeticdo (UR), o locus D18S853 € classificado como STR trinucleotidico, por
apresentar unidade repetitiva com trés nucleotideos. Neste mesmo contexto, os loci
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D25441, TPOX, D3S1358, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, D8S1179, THO1, vWA,
D13S317, D14S1434, D16S539, D17S1301, D18S51, D19S433, D20S482 e D21S11 sdo
compostos por UR tetranucleotidica. Ja os marcadores Penta E e Penta D, como o préprio
nome sugere, sdo formados unidade de repeticdo pentanucleotidica. O locus Amelogenina
néo apresenta unidade de repeticédo, pois o que diferencia o alelo “X” do alelo “Y” é uma
delecdo para o cromossomo X do segmento AAAGTG.

Conforme a classificacdo pelo padrdo de repeticdo, pode-se estabelecer dois
grupos entre 0s STR selecionados. Destacam-se como STRs de repeticdes simples os loci:
D2S441, TPOX, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, THO1, D13S317, Penta E, D16S539,
D17S1301, D18S51, D18S853, D20S482, D21S11 e Penta D. Os loci D3S1358,
D8S1179, VWA, D14S1434 e D19S433 podem ser classificados como STRs de
repeticdes complexas. Para o locus Amelogenina aplica-se a mesma condicao
estabelecida conforme a classificagcdo STR pelo tamanho da UR.

O conjunto STR criado apresenta sobreposicdo em 15 loci com o sistema CODIS
expandido (Tabela 7). Esta homologia é cientificamente importante, uma vez que um
perfil genético obtido a partir de 15 loci STRs comuns aos demais sistemas
frequentemente utilizados, garante uma compatibilidade de dados genéticos gerados
universalmente, tanto para aplicacdo em futuras analises envolvendo identificacdo
humana, quanto para fins de pesquisa associadas as construcdes de bancos de dados
populacionais. Os demais loci componentes deste sistema, por ndo apresentarem
homologia com o sistema CODIS, foram classificados como “ndo-CODIS”. A presenca
destes marcadores no conjunto selecionado também assume fundamental importancia
para o processo de identificacdo humana, pois seu uso ndo é explorado no atual contexto
nacional. Para Tsai et al., (2013), em inmeras situacdes reais de investigacao de vinculo
genético envolvendo alta complexidade, a aplicacdo dos marcadores ndo-CODIS agrega
informacg&o genética extra ao processo discriminatorio, ausente nos sistemas comerciais

disponiveis atualmente.

6.2 Criagdo do layout espacial e espectral do painel multiplex

E relevante ressaltar a importancia da proposicdo de eletroforese convencional
dos amplicons obtidos a partir da utilizagdo de primers inicialmente ndo marcados por

fluorescéncia. Esta estratégia se justifica pelo alto custo financeiro vinculado a marcagéao
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dos primers frente a aquisicdo destes ndo marcados. Assim, a alternativa de validar as
sequéncias sintetizadas por metodologias convencionais, atendeu as expectativas
impostas para a realizacao desta importante etapa do projeto.

No intuito de evitar sobreposicéo entre loci vizinhos no eixo espectral do painel,
o0 agrupamento dos primers foi estabelecido considerando as caracteristicas especificas
referentes a cada locus selecionado, como: tamanho dos amplicons produzidos e intervalo

de variacdo alélica (Figura 5).

D351358 THO1 D21511 D18551 Penta E

D25441 D1751301 D195433 D185853 D205482 D1451434

J
60 100 150 200 250 300 350 400 40 pb

Figura 7. Disposicdo dos loci na dimensdo espacial e no eixo espectral do painel multiplex desenvolvido.

6.3 Determinacéo dos custos de Amplificacdo e comparacédo com kits comerciais

Na tabela 8 esta descrito o custo de amplificacdo estabelecido para o multiplex
proposto, bem como para 0s demais Kits comerciais compativeis, atualmente disponiveis

no Brasil.

Tabela 8. Custo por amplificacdo do multiplex desenvolvido e dos principais sistemas comerciais
disponiveis no Brasil.

Empresa Sistema N° loci Custo por
P Autossdmicos  Amplificacéo (R$)
. PowerPlex® Fusion 22 79,50
Promega Corporation PowerPlex® 16 HS 15 4348
. - AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR Amplification 15 88,67
Thermo Fisher Scientific GlobalFiler™ PCR Amplification 21 86,10
Qiagen Investigator 24plex 21 94,38
9 Investigator IDplex Plus 15 67,42
- Sistema Multiplex Desenvolvido 21 5,30

Os sistemas comerciais PowerPlex® 16 HS, AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR

Amplification e Investigator IDplex Plus possibilitam a amplificagcdo de apenas 15 loci
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STR autossdmicos, enquanto que, com os kits GlobalFiler™ PCR Amplification e
Investigator 24plex é possivel obter amplificagdo de 21 loci STR autossdémicos. J& o
PowerPlex® Fusion possui 22 STRs autossomicos disponiveis em seu painel multiplex.
Todos os kits comerciais aqui reportados apresentam atualmente ampla comercializagédo
em todo territorio nacional.

O kit comercial com maior preco de amplificacdo por amostra € o Investigator
24plex (R$94,38), correspondendo a aproximadamente 1.800% do custo de amplificagéo
do multiplex desenvolvido (R$5,30). No mesmo sentido, o PowerPlex® 16 HS apresenta
0 menor custo de amplificagdo por amostra entre os Kits comerciais pesquisados
(R$43,48), correspondendo a aproximadamente 820% do custo estimado de amplificacdo
do multiplex. Neste contexto, é possivel constatar que o custo de amplificacdo do
multiplex é substancialmente menor dos que os demais kits comercializados atualmente
no Brasil, o que viabiliza sua implantacgéo e justifica seu desenvolvimento.

Assim sendo, o desenvolvimento de um sistema eficiente, confiavel e pratico
viabiliza estratégias comerciais que permitem aumentar a amplitude da oferta. Por
consequéncia, neste cendrio, garante-se incluséo e a acessibilidade para um estrato social
que atualmente ndo tem acesso a esta metodologia de investigacdo, além de proporcionar
mais seguranca para a analise. Assim, a implementagdo do multiplex proposto colaborara

para que a metodologia seja oferecida com equidade a todos que dela necessitam.

6.4 Verificacdo da eficacia do multiplex em situaces reais de investigacdo de vinculo
genético

6.4.1 Estudo de casos

Treze estudos de vinculo genético provenientes da rotina do Laboratorio
Biocroma foram amplificados usando-se o sistema multiplex desenvolvido. Destes casos,
um exame corresponde a reconstrucdo genética, nove estdo relacionados a andlises de
parentesco com configuracdo de TRIO e trés foram realizados apenas entre 0 suposto
filho e o suposto pai, sendo classificados como DUO. O tipo de amostra bioldgica
analisada, o resultado final do processo de investigacdo, os painéis STRs utilizados, 0s
indices estatisticos obtidos, bem como o numero de incoeréncias alélicas observadas estao

descritos na Tabela 9. As composicdes alélicas e os indices de paternidade obtidos para
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todos os loci analisados dos dois sistemas utilizados referentes aos casos selecionados,
encontram-se no Apéndice IlI.

Conforme demonstrado na Tabela 10, os casos 2, 6, 7, 10 e 13 foram realizados
a partir da amplificacdo direta de swab bucal, enquanto dos demais casos, 1, 3, 4,5, 8, 9,
11 e 12 foram coletadas amostras de sangue em cartdio FTA® para realizacio da
investigacdo. A amplificacdo direta simplifica o processamento das amostras e, por
consequéncia, oferece grande praticidade a rotina de obtencéo de perfil genético, uma vez
que elimina procedimentos de extracdo convencional e quantificacdo do DNA (Flores et
al., 2014; Guo et al., 2014; Myers et al., 2012). Por apresentar robustez, sensibilidade e
baixo custo, a amplificagdo direta a partir de amostras de sangue e swab bucal
impregnados em cartdo FTA®, é recomendada para estudos envolvendo identificacéo
humana e investigacdo de paternidade (Hennessy et al., 2014; Laurin et al., 2012).

Para todas as amostras analisadas houve amplificacdo satisfatoria de todos os
loci componentes dos painéis STRs adotados, corroborando com os resultados dos testes
de sensibilidade do multiplex, descritos neste trabalho.

Oscasos 1,5,6,7,8,9, 10, 11 e 13 correspondem a exames cujo resultado final
permitiu a conclusdo pela inclusdo do vinculo genético investigado. As anélises
estatisticas adotadas para aferir vinculo parental revelaram que as evidéncias genéticas
encontradas reforcam a hipotese de que existe uma maior probabilidade de o individuo
investigado ser o pai biologico do suposto filho do que outro individuo aleatério da
populagdo (“H1”) (Gjertson et al., 2007; Junge et al., 2006; Morling et al., 2002).

O caso 5 apresentou os maiores indices estatisticos obtidos para os dois sistemas
testados. O indice de Paternidade (IP) obtido com o sistema comercial PowerPlex®
Fusion corresponde a aproximadamente 1,36E+17, cuja Probabilidade de Paternidade
(PP) aferida foi de aproximadamente 99,9999999999999%. Ja com o multiplex
desenvolvido, foi obtido um IP de aproximadamente 1,08E+15, com PP correspondente
a aproximadamente 99,9999999999999%.

A situacdo de inclusdo com menores indices estatisticos observados corresponde
ao caso 1, conforme esperado por se tratar de uma reconstrucao genética. Os IPs obtidos
correspondem & 2,19E+07 e 9,95E+06, para os painéis PowerPlex® Fusion e multiplex
proprio, respectivamente. Estes indices revelam probabilidades de paternidade de

aproximadamente 99,99999% e 99,99999%, respectivamente.

43



Tabela 9. Estudo de casos e comparagéo dos resultados obtidos com o PowerPlex® Fusion e o multiplex desenvolvido para estudo de vinculo genético.

C?:;go Investg%a:]%é}[?c\él’nculo Individuos envolvidos Q:)nlgztigz Powerplex® Fusion Resultado Multiplex desenvolvido Resultado
1.C.P P.P 1.C.P P.P
1 Regéﬁzttrilc‘géo MSP + PSP + SF+ MSF  Sangue em FTA  2,19E+07 99,99999% INCLUSAO 9,95E+06 99,99999% INCLUSAO
2 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 14 incoeréncias alélicas EXCLUSAO 14 incoeréncias alélicas EXCLUSAO
3 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 10 incoeréncias alélicas EXCLUSAO 08 incoeréncias alélicas EXCLUSAO
4 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 04 incoeréncias alélicas EXCLUSAO 05 incoeréncias alélicas EXCLUSAO
5 TRIO MSF + SF + SP Sangueem FTA  1,36E+17  99,9999999999999% INCLUSAO 1,08E+15  99,9999999999999% INCLUSAO
6 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 1,05E+11 99,999999999% INCLUSAO 7,86E+08 99,9999999% INCLUSAO
7 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 2,79E+11 99,999999999% INCLUSAO 3,69E+10 99,99999999% INCLUSAO
8 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA  6,15E+12 99,9999999999% INCLUSAO 2,94E+10 99,99999999% INCLUSAO
9 TRIO MSF + SF + SP Sangueem FTA  1,61E+10 99,99999999% INCLUSAO 2,87E+09 99,9999999% INCLUSAO
10 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 1,09E+13  99,99999999999% INCLUSAO 7,97E+11 99,9999999999% INCLUSAO
11 DUO SF + SP Sangue em FTA 09 incoeréncias alélicas EXCLUSAO 08 incoeréncias alélicas EXCLUSAO
12 DUO SF + SP Sangue em FTA  6,34E+08 99,999999% INCLUSAO 1,12E+10 99,99999999% INCLUSAO
13 DUO SF + SP Swab bucal 1,79E+09 99,9999999% INCLUSAO 1,33E+09 99,9999999% INCLUSAO

MSP = Mée bioldgica do Suposto Pai Ausente; PSP = Pai biol6gico do Suposto Pai Ausente; SF = Suposto Filho; MSF = Mae biolégica do Suposto Filho; SP = Suposto Pai;

ICP = indice Acumulado de Paternidade; PP = Probabilidade de Paternidade.
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Foi possivel constatar que, quanto a obtengdo dos indices de vinculo genético,
ambos os sistemas STRs utilizados apresentaram resultados satisfatorios em todas as
situacbes envolvendo inclusdo de paternidade. Assim, considerando 0s critérios
recomendados internacionalmente para analise de vinculo genético (Junge et al., 2006;
Morling et al., 2003), foi possivel concluir com seguranga acerca do vinculo bioldgico
pesquisado.

Os casos 2, 3, 4 e 11 apresentaram resultados que reforcam a hipotese de que é
mais provavel que o pai bioldgico ndo é o homem testado, e sim, um homem aleatorio na
populacdo e ndo relacionado ao individuo analisado. Neste sentido, esses exames, pela
falta de compatibilidade genética entre o suposto filho e o suposto pai, foram
caracterizados como exclusdo do vinculo genético investigado.

Com o sistema PowerPlex® Fusion, nos casos 2, 3 e 11 foram encontradas,
respectivamente, 14, 10 e 9 incoeréncias alélicas durante as andlises, correspondendo a
erros mendelianos na transmissdo genética. Os resultados do sistema multiplex préprio
para 0S mesmos casos, revelaram 14, 8 e 11 erros mendelianos, respectivamente. Com
poder resolutivo semelhante ao PowerPlex® Fusion, o sistema multiplex de STRs
autossdmicos desenvolvido atendeu satisfatoriamente as recomendagdes propostas pela
IFSG para conclusdo pela exclusdo da paternidade bioldgica investigada (Jha et al., 2013;
Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2003; Baird et al., 1996).

No caso 4 foram observadas 4 incoeréncias alélicas ap6s a analise com o
PowerPlex® Fusion. Tais resultados dificultaram a concluséo do exame, frente a possivel
ambiguidade de resultados, uma vez que ja existe registro de 3 erros mendelianos em
paternidade bioldgica comprovada (Sun et al., 2012; Jacewics et al., 2004). Quando o0s
dados do caso 4 foram produzidos com o multiplex de STRs autossémicos desenvolvido,
foram identificadas 5 incoeréncias alélicas, que reforcou a conclusdo pela exclusao do
vinculo genético investigado entre o suposto pai e a crianc¢a investigada.

Em todas as situacGes analisadas, envolvendo reconstrucdo genética, trios e
duos, tanto para evidéncias de inclusdo, quanto para os casos de exclusdo de vinculo
genético, o sistema multiplex desenvolvido apresentou grande coeréncia com o sistema
comercial PowerPlex® Fusion e se mostrou eficiente para resolver os casos da rotina do

Laboratdrio Biocroma de Goiania (Goias).
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6.4.2 Estudo de casos complexos que demandam ampliacéo do painel STR

Deteccdo de mutagdo germinativa, observacdo de evento de dropout,
reconstrucdes genéticas, bem como TRIOS ou DUOS com indices estatisticos obtidos
abaixo dos padrdes recomendados ou com poucas incoeréncias alélicas identificadas, séo
situacbes complexas que demandam ampliacdo do painel STR utilizado para atingir
resultados mais confidveis (Sun et al., 2015; Lindner et al., 2014; Tsai et al., 2013;
Akhteruzzaman et al., 2012; Li et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li et al., 2011). No
entanto, os kits comerciais normalmente apresentam grande sobreposicdo dos loci STRs,
ndo podendo, em algumas situagdes, aumentar a eficiéncia quando utilizados em carater
de complemento (Zhu et al., 2014; Yuan et al., 2012).

Assim, para avaliacdo da eficacia do painel multiplex desenvolvido como
ferramenta complementar de identificagio humana, foram selecionados 5 casos
complexos de investigacdo de paternidade da rotina do Laboratério Biocroma, conforme
descrito na Tabela 10 (Goiania-GO).

Todos os exames foram previamente analisados com emprego de pelo menos um
sistema comercial autossdémico, ndo sendo suficiente para se obter uma concluséo segura
sobre o vinculo genético entre os investigados. Portanto, as amostras biolégicas foram
submetidas a amplificacdo pelo sistema multiplex de STRs autossémicos desenvolvido
no intuito de complementar as analises, fornecendo 4 loci STRs adicionais (D17S1301,
D18S853, D20S482 e D14S1434) e 17 loci sobrepostos com o sistema comercial

PowerPlex® Fusion.

6.4.2.a. Reconstrucdo genética

O caso 14 consiste na reconstrucdo do perfil genético do Suposto Pai Falecido
por meio de seus genitores. O indice Acumulado de Paternidade (ICP), obtido a partir da
analise dos sistemas comerciais PowerPlex® Fusion e PowerPlex® Y23 (Promega
Corporation, Madison, WI, United States), ndo obedeceu aos padrdes minimos para sua
conclusdo, sendo necessario ampliar os loci de estudo para outro painel multiplex. O ICP
obtido com emprego dos sistemas comerciais adotados foi de 3,40E+03. Esse valor
aumentou consideravelmente com a ampliacdo de mais 4 loci STRs complementares
presentes no multiplex, alcancando um ICP correspondente a 1,49E+04 e uma
Probabilidade de Paternidade (PP) de aproximadamente 99,99%, o que foi fundamental

para viabilizar a conclusdo do parentesco investigado.
46



Tabela 10. Estudo de casos para avaliagdo da eficacia do painel multiplex de STRs autossdmicos como ferramenta complementar para a identificagdo humana.

Cg;;go vi:lr(]:\LlﬁZn%?]géa}(?co :9?1?/21:233: Qggstizz Motivo Ampliacio Powerplex® Fusion Resultado Multiplex desenvolvido Resultado
g 9 ICP PP I.CP PP
14 Reconstrugao MSF-SF-PSP  Sangue FTA |CPrelativamente g 00 o3 99,9% Inclusio  1,49E+04 99,99% Incluso
Genética baixo
15 TRIO MSF - SF - SP Swab Bucal Detggf;‘i’n':t?\tg‘?ao 6,82E+07  99,999999% Inclusio 3,73E+08 99,999999% Incluséo
16 DUO SF - SP Sangue FTA Detgegf;‘i’nr;“t‘i‘\t/?a" 1,66E+06  99,9999% Inclusio 4,94E+07  99,9999999999999% Inclusio
Suspeita alelo
17 DUO SF - SP Sangue FTA dropout - - - - - i,
18 TRIO MSF - SF - SP Sangue FTA Susdpe'ta alelo - ; ; ; ) ]
ropout

MSP = Mée bioldgica do Suposto Pai Ausente; PSP = Pai bioldgico do Suposto Pai Ausente; SF = Suposto Filho; MSF = Mae bioldgica do Suposto Filho; SP = Suposto Pai;
ICP = Indice Acumulado de Paternidade; PP = Probabilidade de Paternidade.
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6.4.2.b. Deteccdo de mutagdo germinativa

O tipo de mutagdo mais comum observado em loci microssatélites é provocado
pela variagdo da quantidade das unidades de repeticdo (Brinkmann et al., 1998) e sua
ocorréncia em analise de parentesco tem sido amplamente reportada (Sun et al., 2015;
Zhang et al., 2014; Sun et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li ei al., 2011; Jacewics et
al.,2004). Para Lindner et al. (2014), em situacdes com constatacdo de incoeréncia alélica
envolvendo um ou dois loci STRs, recomenda-se a analise suplementar com marcadores
STRs adicionais para confirmacéo do vinculo pesquisado. Sendo assim, dois casos com
registros de detecgéo de apenas um erro mendeliano foram selecionados para ampliagdo
dos loci com o sistema multiplex desenvolvido. Os exames 15 e 16 correspondem,
respectivamente, a um trio e a um duo, sendo submetidos a analise genética preliminar
com o kit PowerPlex® Fusion.

No caso 15 foi detectada uma inconsisténcia alélica no locus Penta E, cuja taxa
de mutacéo foi incorporada ao célculo do indice de paternidade e obteve-se um ICP de
6,82E+07. O emprego do multiplex para ampliacdo da analise genética contribuiu para
confirmacdo da incoeréncia no locus Penta E. Os dados gerados com os marcadores
adicionais ndo-CODIS corroboraram a hipétese de que o erro mendeliano foi provocado
por uma mutacdo germinativa na linhagem paterna. O ICP obtido apds anélise do
multiplex correspondeu a 3,73E+08 e a Probabilidade de Paternidade foi de
aproximadamente 99,999999%. Seguindo a recomendacdo proposta em Lindner et al.
(2014), a comparagédo dos loci STRs presentes no cromossomo Y do suposto filho e do
suposto pai foi realizada para confirmar o vinculo genético pesquisado. Os hapl6tipos
foram obtidos a partir da amplificacdo de 23 loci STRs componentes do kit comercial
PowerPlex® Y23.

Para o caso 16, uma incoeréncia alélica foi verificada no locus VWA entre os
perfis genéticos analisados para o alelo obrigatério. Por se tratar de um duo, €
fundamental que os painéis STRs analisados oferecam seguranca suficiente para uma
conclusdo inequivoca, uma vez que, teoricamente, o risco de inclusdo ao acaso de um
individuo aleatorio da populacdo, é maior que para situacdes envolvendo andlise de trio.
Nesse sentido, a necessidade de ampliacdo do conjunto de STRs fez-se necessaria pelos
mesmos motivos apresentados para o caso 15. Os ICPs obtidos antes e ap0s a
amplificacdo com o multiplex desenvolvido foi de 1,66E+06 e 4,94E+07,

respectivamente, o que resultou em uma PP de aproximadamente 99,9999999999999%.
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Os hapldétipos do cromossomo X, analisados a partir da amplificacdo de 12 loci STRs
presentes no kit comercial Argus X QS (Qiagen, Hilden, NRW, Germany), confirmaram

o0 vinculo genético pesquisado.

6.4.2.c. Identificacdo de Alelo Dropout

A eficiéncia da amplificacdo alélica pode ser influenciada em fungdo de
inimeros fatores (Moretti et al., 2016; Zhang et al., 2016; Westen et al., 2014). Mutacao
nas regides flanqueadoras do locus, presenca de inibidores de PCR na reacdo, qualidade
e quantidade de DNA disponivel para a PCR, sdo eventos que podem implicar na inibicédo
da amplificacdo do fragmento molecular e provocar o efeito de alelo dropout (Li et al.,
2017; Gjertson et al., 2007; Grubwieser et al., 2006). Portanto, a amplificacdo do mesmo
locus por primers que se anelam em sequéncias diferentes pode contribuir para
confirmacéo do efeito da mutagédo (Zhang et al., 2016; BUDOWLE 2000).

Os casos 17, 18 e 19, apresentaram incoeréncias alélicas em loci individuais
resultando em gendtipos homozigotos. Assim, estes casos foram selecionados para
verificacdo de suposto evento envolvendo alelo dropout. O uso do multiplex
desenvolvido como conjunto alternativo de marcadores STRs, com loci sobrepostos com
o sistema PowerPlex® Fusion, detectou os fragmentos ndo amplificados inicialmente e
confirmou o evento de dropout alélico envolvendo trés loci STRs do kit PowerPlex®
Fusion (Borovko et al., 2015; Gjertson et al., 2007).

O caso 17 trata-se de uma investigacdo de paternidade classificada como um trio.
A paternidade bioldgica foi confirmada pela constatacdo de correspondéncia genética em
todos os loci analisados do kit comercial PowerPlex® Fusion. Porém, no locus D8S1179
foi observada uma incoeréncia genética envolvendo o suposto filho e sua mée bioldgica.

Como pode ser visto na Figura 6 (A), o perfil alélico da mée para o locus
D8S1179, amplificado com o sistema PowerPlex® Fusion, corresponde ao genotipo
homozigoto para o alelo 10, enquanto seu filho biolégico possui apenas o alelo 16,
revelando possiveis perfis falso homozigotos. No entanto, com a amplificagdo pelo painel
multiplex desenvolvido, nota-se que o perfil alélico heterozigoto para as duas amostras,

tendo a mée os alelos 10/ 13 e seu filho, os alelos 13/ 16 (Figura 6 B).
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Figura 8. Eletroferogramas apresentando os gendtipos para o locus D8S1179. (A) Perfil alélico obtido com
a utilizacdo do kit comercial PowerPlex® Fusion, mostrando a auséncia da amplificacdo para o alelo 13,
possivelmente provocada em decorréncia de dropout alélico. (B) Perfil alélico heterozigoto obtido por
amplificagdo com o multiplex desenvolvido, mostrando que houve amplificacdo normal para o alelo 13.

O alelo 13 do locus D8S1179, ausente nas amostras do caso 17 quando utilizado
o kit comercial PowerPlex® Fusion, compreende um fragmento de aproximadamente 100
pb. Porém, quando a mesma amostra foi submetida a amplificacdo pelos iniciadores
referentes a0 mesmo locus, presentes no sistema multiplex desenvolvido, o alelo com 13
nacleos de repeticdo STR, foi amplificado, gerando um fragmento de aproximadamente
223 pb.

O evento de alelo dropout foi confirmado para o caso 18. Porém, nesse exame o

efeito de dropout alélico envolveu o locus D5S818. A Figura 7 mostra 0s
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eletroferogramas obtidos com a amplificacdo dos dois painéis, PowerPlex® Fusion e
multiplex desenvolvido. O alelo 10 do locus D5S818 amplificado com o sistema
comercial PowerPlex® Fusion corresponde a um fragmento de aproximadamente 338 pb,
enquanto que a amplificacdo para o0 mesmo locus de um alelo com 10 nucleos de
repeticdo, amplificado a partir dos primers presentes no multiplex desenvolvido, gerou
um fragmento de aproximadamente 127 pb. A amplificacdo do alelo 10 do locus D5S818
foi observada a partir da utilizacdo do sistema multiplex desenvolvido, enquanto que,
quando a mesma amostra foi submetida & amplificacdo por PowerPlex® Fusion, ndo

houve amplificacdo para o alelo em questdo, revelando um dropout alélico.
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Figura 9. Eletroferogramas apresentando os gen6tipos para o locus D5S818. (A) Perfil alélico obtido com
a utilizacdo do kit comercial PowerPlex® Fusion, mostrando a auséncia da amplificagdo para o alelo 10,
provocada em decorréncia de dropout alélico. (B) Perfil alélico heterozigoto obtido por amplificagdo com
o multiplex desenvolvido, mostrando que houve amplificacdo normal para o alelo 10.

E importante ressaltar que, conforme demonstrado com exemplos reais, a
possibilidade de individuos com perfis heterozigotos apresentarem fenotipos alélicos

homozigotos, cria um cenério de potencial risco para determinacdo de falsa exclusdo de
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vinculo genético em analise de parentesco (Dakin and Avise, 2004). Neste sentido, para
reduzir a possibilidade de interpretacdo equivocada, a existéncia de dropout alélico e
outras variacdes na estrutura genémica, deve ser sempre considerada durante a analise
genética por microssatélites (Zhou et al., 2017; Zhang et al., 2016; Lane, 2013).

A utilizacdo do multiplex em situacOes especiais mostra que os loci STRs
presentes no painel desenvolvido contribuiram para a conclusdo de investigacdo de
paternidade a partir de reconstrucdo genética complexa e, também, para a reducdo da
possibilidade de equivoco provocado em funcéo da deteccdo de mutacdo germinativa. Por
ultimo, os iniciadores presentes no multiplex desenvolvido foram capazes de revelar
alelos dropout para os loci D8S1179 e D5S818, amplificados incialmente com o sistema
comercial PowerPlex® Fusion. Portanto, os resultados obtidos nessa se¢io evidenciam a
eficacia do multiplex como ferramenta complementar para aplicacdo em situacdes

complexas de identificacdo humana e investigacao de vinculo genético.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Em conformidade com o objetivo principal do estudo, foi desenvolvido um
sistema multiplex composto por 21 loci STRs autossémicos e 1 locus para determinagéo

sexual. Neste sentido:

e Em funcéo da limitacdo quanto a quantidade de loci microssatélites presentes em
um sistema multiplex, a partir de 43 loci pré-selecionados, 21 loci STRs
autossémicos e 1 locus para determinacdo de sexo foram incluidos para
composicdo do conjunto desenvolvido. Os loci STRs foram selecionados
considerando seu polimorfismo e a variacdo de tamanho dos fragmentos
esperados. O conjunto selecionado foi constituido por 15 loci STR sobrepostos ao
sistema CODIS expandido e 6 loci ndo-CODIS.

e Foram determinados os oligonucleotideos iniciadores passiveis de combinagdo
em PCR para composigdo do multiplex. Os primers foram obtidos considerando
a organizacdo dos loci STR na dimensdo espacial em funcdo da separacdo dos
fragmentos mediante eletroforese capilar, evitando sobreposicdo de tamanhos
entre 0os marcadores

e As condi¢cbes de amplificacdo e genotipagem dos microssatélites foram
padronizadas para serem realizadas em uma reacdo multiplex e separacdo de
fragmentos mediante eletroforese capilar.

e A avaliacdo da sensibilidade da amplificacdo de DNA em reacdo de PCR
multiplex foi testada em partir de diferentes tipos de amostras biologicas. As
amplificacdes foram eficientes a partir do DNA extraido de amostras de sangue,
swab bucal e cabelo, que s&o as amostras mais comumente usadas para 0s estudos
de vinculo genético com fins de identificagdo humana.

e Os testes de concordancia revelaram que os gendtipos obtidos por amplificacéo
com o sistema multiplex e com o kit comercial PowerPlex® Fusion, apresentaram
o mesmo perfil alélico para os loci sobrepostos dos dois conjuntos analisados.

e As frequéncias alélicas e os parametros forenses foram obtidos a partir da analise
genotipica dos loci presentes no multiplex desenvolvido, para um grupo de 450

individuos ndo relacionados geneticamente e residentes no Estado de Goias.
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e O custo de amplificacdo por amostra foi determinado para o sistema multiplex e
comparado com os principais kits comerciais atualmente disponiveis no Brasil. O
custo de amplificagdo com o multiplex desenvolvido foi de R$5,30 por amostra e
corresponde a aproximadamente 6% do custo médio para os kits comerciais
PowerPlex® Fusion, GlobalFiler™ PCR Amplification e Investigator 24plex.

e O sistema multiplex foi implantado em rotina laboratorial de identificacéo
humana e investigacdo de vinculo genético, sendo sua eficiéncia avaliada em
situacOes reais de investigagdo de vinculo bioldgico. Em todos os casos
analisados, envolvendo baixa e alta complexidade, o sistema multiplex apresentou
grande coeréncia com o kit comercial PowerPlex® Fusion. Os resultados obtidos
mostraram a eficadcia do multiplex para como ferramenta complementar para
aplicacdo em situagcdes complexas de investigacdo de vinculo genético, além de
se mostrar eficiente para resolver os casos da rotina do Laboratério Biocroma de

Goiania (Goiés).

O sistema multiplex de STRs autossémicos desenvolvido apresentou-se sensivel
para a identificagdo humana a partir de diferentes tipos de amostras bioldgicas, incluindo
amplificacdo diretaem FTA, proporcionando agilidade para a obtencao de perfil genético
na rotina laboratorial. Os valores obtidos para 0s parametros estatisticos sugerem que o
sistema multiplex desenvolvido é polimorfico e apresenta um elevado poder de
discriminacdo, o que revela sua eficiéncia e justifica a aplicacdo em estratégias
envolvendo identificacdo humana e investigacdo de vinculo genético.

A relevancia desse estudo, voltado para o desenvolvimento de uma ferramenta
biotecnolodgica acessivel, fica evidente ao constatar a performance satisfatoria no auxilio
a estudos envolvendo diversidade genética por microssatélites, além de, sobretudo,
fornecer um mecanismo robusto e confiavel capaz de discriminar com eficacia individuos

entre si.
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APENDICE |

Tabela suplementar - frequéncia alélica obtida para os 21 loci autossémicos que compdem o sistema multiplex desenvolvido

(continua)
Allele  D351358  THOL D21S11  DI18S51 PentaE  D55818 D13S317 D75820 D165539 CSFIPO PentaD  wWA  D851179  TPOX FGA D25441 D1751301 D195433 D185853 D205482 D1451434
22 - - - - - - - - - - 0,0433 - - - - - - - - - -
32 - - - - - - - - - - 0,0044 - - - - - - - - - -
5 - 0,0033 - - 0,0589 - - - 0,0011 - 0,0200 - - 0,0011 - - - - - - -
6 - 0,2100 - - - 0,0011 - - 0,011  0,0011 - - - 0,0189 - - - - - - -
7 - 0,2433 - - 0,1267  0,0278 - 0,0111 - 0,0089  0,0144 - - 0,0033 - - - - - - -
8 - 0,1133 - - 00589 00167 01011 01544 00244 00189  0,0400 - 0,0067 0,444 - 0,0022 - - - - 0,0022
9 - 0,1744 - - 00222 00333 00978 01133 02111 00300  0,1889 - 00133  0,1256 - 0,0022  0,0067 - 00056 00044 02078
9.2 - - - - - - - - - - 0,0067 - - - - - - - - - -
9.3 - 0,2433 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - 0,0122 - 00111 00533 00700 00567 02911 00756 02633  0,1311 - 0,0667  0,0833 - 02022 00222 00022 0018 00011  0,0367
102 - - - 0,0011 - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - -
10.3 - - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - -
11 0,0022 - - 00111  0,1100 03089 0282 02467 03022 02822 0,153 00044 00844  0,2833 - 03189 02922 00278 04111 00233  0,0467
11.3 - - - - - - - - - - - - - - - 0,0533 - - - - -
12 0,0022 - - 0,011 0,178 03656 03056 0,633 02167 03278  0,1567 - 0,1289 0,040 - 00656 04500 00944 01133 00289 03111
122 - - - 0,0011 - - . - - - . - . - . ) . 0,0133 . ) .
12.3 - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - 0,0033 - - - - -
13 0,0044 - - 00889 00922 01656 01056 00178  0,1456 00567  0,1667 00044  0,2978 - - 00378  0,1900 02444 01422 0,195  0,3678
132 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0522 - - -
14 0,1011 - - 0,522 00656 00100 00511 00011 00222 00100 00489 00733  0,2444 - - 02744  0,0378 02811 02344 04700  0,0211
14.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0422 - - -
15 0,3067 - - 01656  0,0778 0,001 - 0,0011 - 00011 00233 011256  0,1256 - - 00378 00011 01311 00711 02178  0,0067
15.2 0,0011 - - 0,0022 - - - - - - - - - - - - - 0,0556 - - -
16 0,2833 - - 01256  0,0422 - - - - - 00022 02844  0,0244 - 00022  0,0011 - 00356 00033  0,0578 -
16.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0189 - - -
17 0,1944 - - 0,1267  0,0344 - - - - - - 0,2700  0,0067 - 0,0022 - - - - 0,0011 -
18 0,1000 - - 0,022  0,0278 - - - - - - 0,1600 - - 0,0100 - - - - - -
182 - - - - - - - - - - - - - - 0,0067 - - - - - -
19 0,0044 - - 0,0544  0,0178 - - - - - - 0,0522 - - 0,0878 - - - - - -
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(continuag&o)

Allele  D3s1358  THO1 D21S11  D18S51 Penta E  D5S818 D135317 D75820 D165539 CSFIPO PentaD  WWA  D8S1179  TPOX FGA D25441 D1751301 D195433 D185853 D20S482 D1451434
19.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -
20 - - - 00311  0,0122 - - - - - - 0,0244 . - 0,0900 ) . - . ) .
202 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -
21 - - - 00133  0,0078 - - - - - - 0,0011 - - 0,1422 - - - - - -
212 0,0033 - - - - - -
22 - - - 0,0089  0,0111 - - - - - - - - - 0,1589 - - - - - -
222 0,0078 - - - - - -
23 - - - 0,0022 0,002 - - - - - - - - - 0,1522 - - - - - -
232 0,0044 - - - - - -
24 - - - 0,0011 - - - - - - - - - - 0,1422 - - - - - -
242 - - 0,0022 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - - - - - - 0,0967 - - - - - -
26 - - - - - - - - - - - - - - 0,0533 - - - - - -
27 - - 0,0278 - - - - - - - - - - - 0,0222 - - - - - -
28 - - 0,1789 - - - - - - - - - - - 0,0078 - - - - - -
29 - - 0,1956 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
30 - - 0,2533 - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -
302 - - 0,0244 - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -
31 - - 0,0789 - - - - - - - - - . - . ) . - . ) -
312 - - 0,0922 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
32 - - 0,0067 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
322 - - 0,0789 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
332 - - 0,0367 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
34 - - 0,0011 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
34.2 - - 0,0078 - - - - - - - - - - - 0,0011 ) - ) . ) .
35 - - 0,0111 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
36 - - 0,0044 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
422 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -
43.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0033 - - - - - -
N 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450

Fonte: Rodovalho RG, Rodrigues EL, Santos GS, Cavalcanti LM, Lima PR, Rodovalho AG, Vital RG, Gigonzac MAD, da Cruz, AD (2017). Development of a polymorphic short tandem repeat locus multiplex

system for efficient human identification. Genetics and molecular research: GMR, 16(2). (Capitulo 4 da tese)
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APENDICE II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs
polimorficos eficiente para a identificacdo humana. Meu nome é Ricardo Goulart
Rodovalho, sou o pesquisador (a) responsavel, doutorando em Biotecnologia e
Biodiversidade. Apds receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias e em todas
as paginas, sendo a primeira via de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a)
responsavel e a segunda via ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso
de recusa, vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de divida sobre a
pesquisa, Vocé podera entrar em contato com o (a) pesquisador (a) responsavel Ricardo
Goulart Rodovalho ou com o (a) orientador (a) da pesquisa Professor (a) Aparecido
Divino da Cruz, nos telefones: (62) 8105-1155/ (62) 3945-8162, ou através do e-mail
ricardogrodovalho@gmail.com.

Em caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé poderd entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias,
telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida Universitaria, N° 1069, Setor
Universitario, Goiania — Goiés.

Para garantir o principio da autonomia ao participante, atendendo o disposto na
Resolucdo 466/12, o esclarecimento referente a pesquisa sera realizado antes da coleta de
material bioldgico, nas dependéncias do Laboratorio Biocroma Clinica de Exames de
DNA. Sua participacdo na pesquisa se justifica porque o levantamento de perfil genético
individual deve ser realizado ao acaso na populagéo, tendo esta pesquisa como objetivo
desenvolver uma ferramenta altamente eficaz para o processo de identificacdo humana
pelo DNA.

Com a utilizacdo de uma lanceta, sera realizada uma coleta de sangue a partir de
uma pequena puncdo (“furo”) no dedo anelar ou médio direito. Os riscos decorrentes da
sua participagdo na pesquisa sdo minimos, proprios de qualquer coleta de sangue, que
sdo, dor no local e possivel aparecimento de manchas roxas (hematomas). Caso ocorra
qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue (crise nervosa, dificuldade respiratoria,
aumento da pressdo arterial, sudorese intensa), o (a) Sr. (a) serd encaminhado ao servico

de assisténcia a saude gratuita e integral para dano direto ou indireto, imediato ou tardio
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em decorréncia da sua participacdo na pesquisa. Para minimizar os riscos durante a coleta
de sangue, o coletador serd um profissional qualificado e com experiéncia para esta coleta
e ainda o participante do estudo sera orientado a pressionar a regido coletada por um
minuto para evitar a formacao de hematomas.

Em seguida, todos os procedimentos de manipulagdo serdo aplicados ao DNA
extraido desta amostra obtida. O DNA extraido entdo sera submetido as metodologias
préprias (PCR e eletroforese) para obtencdo do perfil genético a partir da analise das
regides STRs hipervariaveis. Sendo assim, sua participacao nesta pesquisa, no entanto, é
de extrema importancia, pois seus dados genéticos contribuirdo para a validacdo do
sistema a ser desenvolvido e para a composicao do banco de frequéncia alélica (perfis de
DNA que permitem estimar a diversidade genética de uma populacdo) para sua regido
geografica especifica. O (a) Sr. (a) tem a opcdo de tomar conhecimento ou ndo dos
resultados genéticos obtidos.

A sua participacdo nesta pesquisa € voluntaria e a recusa em participar ndo
acarretard qualquer penalidade ou perda de beneficios. O pesquisador ira tratar a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo e as informacdes colhidas serdo utilizadas
somente para fins cientificos. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados,
mas a sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que
permitam a identificacdo pessoal serdo mantidos em sigilo profissional e cientifico,
sendo-lhe garantido que todos os resultados obtidos serdo utilizados somente para estudos
cientificos e ndo irdo prejudicar qualquer tratamento que o participante esteja sendo
submetido (a).

E importante ressaltar que o(a) Sr.(a) ndo terd 6nus financeiro pela sua
participacdo nesta pesquisa e, por ser voluntaria, também ndo havera nenhuma
remuneracdo financeira. Os gastos necessarios para sua participacdo na pesquisa serao
integralmente assumidos pelo pesquisador, sendo ressarcidas todas as despesas geradas
pelo Sr. (a) e seus acompanhantes para esta participacdo. Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos comprovadamente decorrentes da participagdo na
pesquisa, conforme deciséo judicial (justica comum).

O () Sr. (a) podera a qualquer momento, antes ou durante sua participacéo, sem

penalidades ou prejuizo, desistir de participar desta pesquisa.
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Eu , RG :
abaixo assinado, discuti com o Sr. (Ricardo Goulart Rodovalho) sobre a minha decisao

em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia de assisténcia integral e gratuita
por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Goiania, , de ,de201 .
I |
Assinatura do participante Data
I |
Assinatura do responsavel pelo estudo Data

77



APENDICE I1I

TABELAS ALELICAS - ESTUDO DE CASOS

Para adequada interpretacdo das tabelas alélicas, a legenda abaixo devera ser

consultada.
CcODIGO DESCRICAO
MSP  Mae biolégica do Suposto Pai Ausente
PSP  Pai biolégico do Suposto Pai Ausente
SF Suposto Filho
MSF  Mae biolégica do Suposto Filho
SP Suposto Pai
IP indice de Paternidade
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PowerPlex® Fusion

Locus STR MSP PSP SF MSF IP
D351358 14 16 15 17 14 17 17 17 2,6837
D1S1656 15 16 15 16,3 11 15 11 13 3,1506
D25441 11 14 12 12 10 14 10 10 0,9597

D10S1248 13 14 13 14 11 14 11 14 1,5934
D13S317 12 13 11 12 11 11 10 11 0,8469
Penta E 11 12 7 12 8 11 8 8 2,2664
D16S539 9 11 8 13 9 11 9 11 1,1136
D18S51 17 17 18 18 18 22 11 22 6,4466
D251338 16 17 17 21 17 20 17 20 1,5142
CSF1PO 12 12 12 12 12 12 10 12 3,3063
Penta D 9 12 11 11 9 11 8 11 1,3577

THO1 6 9,3 7 7 9,3 9,3 6 9,3 1,1054
vVWA 16 20 16 17 17 20 16 17 17,6816
D21Ss11 29 30 28 32,2 31 322 31 31 3,3277
D7S820 8 10 10 11 10 11 8 11 1,818
D55818 11 13 10 11 11 12 11 12 0,7403
TPOX 8 11 8 8 8 10 9 10 1,6452
D8S1179 14 14 11 14 11 14 14 15 3,2423
D12S391 17 24 18 19 17 21 19 21 2,6042
D19S433 14 16,2 13 15,2 15 15,2 14 15 4,8924
FGA 20 25 21 23 20 22 21 22 2,1948
D22S1045 15 16 15 16 14 15 14 18 1,387
Amelogenina X X X Y X Y X X 1,0000
Indice Acumulado de Paternidade: 2,19E+07

Probabilidade de Paternidade:

99,99999%

Caso 1

Caso 2

Multiplex desenvolvido

Locus STR MSP PSP SF MSF IP
D351358 14 16 15 17 14 17 17 17 2,6837
THO1 6 9,3 7 7 9,3 9,3 6 9,3 1,1054
D21S11 29 30 28 32,2 31 32,2 31 31 3,3277
D18S51 17 17 18 18 18 22 11 22 6,4466
Penta E 11 12 7 12 8 11 8 8 2,2664
D5S818 11 13 10 11 11 12 11 12 0,7403
D13S317 12 13 11 12 11 11 10 11 0,8469
D7S5820 8 10 10 11 10 11 8 11 1,818
D16S539 9 11 8 13 9 11 9 11 1,1136
CSF1PO 12 12 12 12 12 12 10 12 3,3063
Penta D 9 12 11 11 9 11 8 11 1,3577
VWA 16 20 16 17 17 20 16 17 17,6816
D8S1179 14 14 11 14 11 14 14 15 3,2423
TPOX 8 11 8 8 8 10 9 10 1,6452
FGA 20 25 21 23 20 22 21 22 2,1948
D2S441 11 14 12 12 10 14 10 10 0,9597
D17S51301 11 12 13 14 11 12 11 12 0,6844
D19S433 14 16,2 13 15,2 15 15,2 14 15 4,8924
D18S853 11 13 11 14 11 14 11 13 1,0309
D20S482 15 15 15 15 13 15 13 14 3,3127
D14S1434 11 13 9 13 11 12 12 12 5,3305
Amelogenina X X X Y X Y X X 1,0000
Indice Acumulado de Paternidade: 9,95E+06
Probabilidade de Paternidade: 99,99999%
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PowerPlex® Fusion Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF SP 1P ~ Locus STR MSF SF SP P ~
Exclusdes Exclusoes
D351358 15 16 15 15 14 16 Exclusdo D351358 15 16 15 15 14 16 Exclusdo
D1S1656 15 17,3 153 173 12 17,3  Exclusdo THO1 6 9 9 9 9 9,3 3,0757
D2S441 12 15 11 15 11 14 1,7325 D21S11 30 31,2 30 30 28 31,2  Exclusdo
D10S1248 13 14 14 14 11 15 Exclusdo D18S51 14 16 14 18 12 17 Exclusdo
D13S317 11 12 11 12 11 11 1,6992 Penta E 13 16 9 13 8 12 Exclusdo
Penta E 13 16 9 13 8 12 Exclusao D5S818 11 11 11 14 9 11 Exclusao
D16S539 11 12 11 12 9 12 0,9179 D13S317 11 12 11 12 11 11 1,6992
D18S51 14 16 14 18 12 17 Excluséo D75820 11 12 11 11 10 11 2,1154
D251338 17 18 17 17 17 24 2,4355 D16S539 11 12 11 12 9 12 0,9179
CSF1PO 12 13 7 12 8 11 Exclusdo CSF1PO 12 13 7 12 8 11 Exclusdo
Penta D 10 13 12 13 10 13 Exclusdo Penta D 10 13 12 13 10 13 Exclusdo
THO1 6 9 9 9 9 9,3 3,0757 VWA 15 16 15 17 16 18 Exclusdo
VWA 15 16 15 17 16 18 Excluséo D8S1179 12 15 12 14 15 15 Exclusdo
D21S11 30 31,2 30 30 28 31,2 Exclusao TPOX 8 10 10 11 8 9 Exclusdo
D7S5820 11 12 11 11 10 11 2,1154 FGA 22 27 24 27 22 23 Exclusdo
D5S818 11 11 11 14 9 11 Excluséo D25S441 12 15 11 15 11 14 1,7325
TPOX 8 10 10 11 8 9 Exclusdo D17S51301 11 13 11 12 12 12 2,2222
D8S1179 12 15 12 14 15 15 Exclusdo D19S433 14 14 13,2 14 13,2 15 9,3458
D12S391 15 23 19 23 17 18 Exclusdo D18S853 14 14 14 14 12 13 Exclusdo
D19S433 14 14 13,2 14 13,2 15 9,3458 D20S482 15 15 13 15 11 14 Exclusdo
FGA 22 27 24 27 22 23 Excluséo D14S1434 9 13 12 13 13 13 Exclusdo
D2251045 15 15 15 16 11 16 1,5211 Amelogenina X X X X X Y 1,0000

Amelogenina X X X X X Y 1,0000

Quantidade incoeréncias alélicas 14 Quantidade incoeréncias alélicas 14

Caso 3

PowerPlex® Fusion




Locus STR MSF SP 1P o
Exclusoes
D3S1358 15 16 15 16 15 17 0,8908
D1S1656 13 15 13 15 12 16,3  Exclusdo
D2S441 10 10 10 11 11 14 1,7325
D10S1248 14 15 14 14 13 14 1,6404
D13S317 11 12 12 12 11 14 Exclusdo
Penta E 5 21 8 21 13 15 Exclusao
D16S539 11 12 11 11 11 11 3,4640
D18S51 17 18 15 18 16 18 Exclusdo
D2S51338 21 22 22 24 17 25 Exclusdo
CSF1PO 7 13 12 13 10 11 Exclusdo
Penta D 9 12 9 12 9 13 1,4303
THO1 6 7 7 7 7 9 2,0794
VWA 15 18 18 18 18 19 2,9385
D21S11 28 31,2 28 30 28 29 Exclusdo
D7S820 12 12 11 12 11 12 2,1154
D5S818 11 12 11 12 12 12 1,4805
TPOX 8 9 8 11 9 12 Exclusdo
D8S1179 13 14 14 16 10 13 Exclusdo
D12S391 18 19 18 19 18 19,3 1,3974
D19S433 13 13,2 13 15,2 12 15,2 9,7847
FGA 21 24 21 24 23 31,2  Exclusédo
D2251045 11 16 11 15 11 15 1,3870
Amelogenina X X X Y X Y 1,0000
Quantidade incoeréncias alélicas 10

PowerPlex® Fusion

Caso 4

Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF SP P ~
ExclusGes
D3S1358 15 16 15 16 15 17 0,8908
THO1 6 7 7 7 7 9 2,0794
D21S11 28  31.2 28 30 28 29 Exclusdo
D18S51 17 18 15 18 16 18 Exclusdo
Penta E 5 21 8 21 13 15 Exclusao
D55818 11 12 11 12 12 12 1,4805
D13S317 11 12 12 12 11 14 Excluséo
D75820 12 12 11 12 11 12 2,1154
D16S539 11 12 11 11 11 11 3,4640
CSF1PO 7 13 12 13 10 11 Exclusdo
Penta D 9 12 9 12 9 13 1,4303
VWA 15 18 18 18 18 19 2,9385
D8S1179 13 14 14 16 10 13 Excluséo
TPOX 8 9 8 11 9 12 Exclusdo
FGA 21 24 21 24 23 31,2  Exclusédo
D2S441 10 10 10 11 11 14 1,7325
D1751301 12 14 12 14 10 12 1,0251
D19S433 13 13,2 13 15,2 12 15,2 9,7847
D18S853 8 11 11 11 11 11 2,4324
D20S482 14 15 15 16 11 16 8,6538
D145S1434 12 13 12 13 12 13 1,4730
Amelogenina X X X Y X Y 1,0000
Quantidade incoeréncias alélicas 8




Locus STR MSF 1P o
Exclusoes
D3S1358 14 15 14 15 15 18 1,3016
D1S1656 14 17,3 14 15 15 17,3 3,1506
D2S441 10 11 11 14 10 14 1,9194
D10S1248 14 16 14 16 14 14 2,3787
D13S317 8 13 8 11 8 12 Exclusdo
Penta E 10 13 10 16 15 17 Exclusao
D16S539 11 12 9 12 9 11 3,1192
D18S51 12 18 12 15 15 19 3,2849
D2S51338 17 23 19 23 18 25 Exclusdo
CSF1PO 12 12 10 12 10 11 1,9057
Penta D 11 11 11 13 12 13 3,2395
THO1 6 8 6 6 6 9,3 2,367
VWA 16 17 16 19 14 19 7,6073
D21S11 28 29 28 30 27 30 2,1582
D7S820 10 12 10 11 10 11 2,1154
D5S818 12 12 11 12 11 12 1,5195
TPOX 8 11 8 8 8 11 1,0968
D8S1179 9 13 9 14 14 14 3,9861
D12S391 19 19 19 19 19 19 5,8858
D19S433 13 15 13 13 13 14 2,0048
FGA 21 23 23 24 19 21 Excluséo
D2251045 11 11 11 17 11 17 4,1528
Amelogenina X X X Y X Y 1,0000
Quantidade incoeréncias alélicas 4

PowerPlex® Fusion

Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF SP P ~
Exclusoes
D351358 14 15 14 15 15 18 1,3016
THO1 6 8 6 6 6 9,3 2,367
D21S11 28 29 28 30 27 30 2,1582
D18S51 12 18 12 15 15 19 3,2849
Penta E 10 13 10 16 15 17 Exclusao
D55818 12 12 11 12 11 12 1,5195
D13S317 8 13 8 11 8 12 Exclusdo
D75820 10 12 10 11 10 11 2,1154
D16S539 11 12 9 12 9 11 3,1192
CSF1PO 12 12 10 12 10 11 1,9057
Penta D 11 11 11 13 12 13 3,2395
VWA 16 17 16 19 14 19 7,6073
D8S1179 9 13 9 14 14 14 3,9861
TPOX 8 11 8 8 8 11 1,0968
FGA 21 23 23 24 19 21 Excluséo
D25S441 10 11 11 14 10 14 1,9194
D17S51301 11 12 12 12 12 12 2,2936
D19S433 13 15 13 13 13 14 2,0048
D18S853 13 14 11 13 14 15 Exclusdo
D20S482 14 15 12 14 14 16 Exclusdo
D14S1434 9 10 9 13 13 13 2,7152

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000

Quantidade incoeréncias alélicas 5

Caso 5
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Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF sP IP
D351358 16 18 14 16 14 18 5,3673 Locus STR MSF SF SP IP
D151656 13 183 12 13 11 12 50100

D25441 10 14 14 16 10 16  166,6667 Dﬁlo?’lss 176 3% 174 186 184 188 g'gggg
D1051248 13 15 14 15 12 14  1,6404 D21511 0 30 28 30 28 30 3134
D13S317 o u u 1z 8 12 1,7045 D18S51 15 18 15 18 14 15 21761

Penta E 8 10 8 414 14 14,3978 Penta E 8 10 8 14 14 14 143978
D165539 11 11 11 11 11 12 17320 D5S818 U 13 12 13 1o 1o 28870

D18S51 15 18 15 18 14 15 21761 125317 s 11 1 1 8 1 17w
CSF1PO 0 12 100 12 8 10 08852 D16S539 11 11 11 1 11 12 1,7320

Pemg D 9 335 314 9 14 3'2333 CSF1PO 10 12 10 12 8 10 08852

THO1 7 , 7 8 8 8 6955 Penta D 9 13 13 14 9 14 83433
VWA 4 19 1420 18 20 353632 VWA 14 19 14 20 18 20 353632

D21S11 30 28 30 28 30 31374 D8S1179 10 13 13 16 16 16 297354

D75820 11 12 11 12 11 12 25142 TPOX s 1 8 ° o 10 20085

D55818 11 13 12 13 12 12 28870 FGA o5 25 o5 27 22 27 3lsan

TPOX g 1 8 9 9 10 4028 D25441 10 14 14 16 10 16 1666667
D8S1179 1018 18 16 16 16 29,7354 D1751301 11 12 12 12 12 13 1,1111
D128391 8 20 20 22 20 22 7,9365 D195433 11 15 142 15 13 142 10,9409
D195433 11 15 142 15 13 142 10,9409 185823 T L T D)

FGA 25 2 25 2z7 22 27 313421 D205482 13 14 13 14 14 15 07513
D2251045 16 16 16 16 11 16 15211 1451434 s 1 S 13 o 13 1395

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 Amelogenina X X X Y X Y 1:0000

Indice Acumulado de Paternidade: 1,36E+17
Probabilidade de Paternidade: 99,9999999999999% ndice Acumulado de Paternidade: 1.08E+15

Probabilidade de Paternidade: 99,9999999999999%

Caso 6

PowerPlex® Fusion




Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF sP 1P
D351358 15 17 15 17 15 15 2,0232 Locus STR MSF SF SP IP
D151656 13 14 11 14 11 15 11,8765 S 5 T O § & 0%
D2S441 14 15 12 15 11 12 68399
THO1 7 7 7 8 7 8 3,3478
D13S317 o 10 9 1312 13 3,9550 D18S51 16 18 17 18 17 18 41012
Penta E - u 8 18 11 8,6226 Penta E 11 1 8 11 8 11 8622
D16S539 12 13 9 129 10 31192 D55818 2 12 12 12 12 12 2.8870
D18S51 16 18 17 18 17 18 41012 125317 s 10 s 13 12 13 5950
CSF1PO 10 11 10 12 12 13  1,6532 ‘
D16S539 2 13 9 12 9 10 31192
Penta D 5 9 9 9 5 9 2,7154 CSF1PO 10 11 10 12 12 13  1,6532
THO1 7 7 7 8 7 8 3,3478 Penta D 5 9 9 9 5 9 2,7154
VWA 5 19 15 16 16 L/ 1,9229 VWA 15 19 15 16 16 17 1.9229
D21511 28 35 28 30 28 30 21582 ’
D8S1179 11 13 11 15 14 15 36145
D75820 10 11 10 11 11 13 09777
TPOX 8 8 8 9 8 9 4,0285
D55818 12 12 12 12 12 12 28870 FGA B R T
TPOX 8 8 8 9 8 9 4,0285 D25441 14 15 12 15 11 12 68399
D8S1179 113115 14 15 36145 D1751301 2 13 12 12 12 13 1,1111
D125391 18 19 15 19 15 20 10,9649 105433 4 16 14 1t 130 1= 36023
D195433 14 15 14 15 132 15 12475 Dl8oge3 1 14 11 141 L.
FGA 2 24 22 24 22 26 1,5995 D205482 14 15 14 14 14 14 21277
D2251045 15 15 15 16 15 16 15211 1451434 s 13 9 ° o 12 24064

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 Amelogenina X X X v X v 1,0000

Indice Acumulado de Paternidade: 1,05E+11

Probabilidade de Paternidade: 99,999999999% indice Acumulado de Paternidade- 7.86E+08

Probabilidade de Paternidade: 99,9999999%

Caso 7

PowerPlex® Fusion




Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF sP P
D351358 15 17 17 17 15 17 24597 Locus STR MSF SF SP P
D1S1656 1314 141 1416 36819 D351358 15 17 17 17 15 17 24507
D25441 12 15 11 15 11 11 34650 THol e 7 7 77 & Soros
D10S1248 14 15 14 15 13 15 0,9709 D21511 20 30 20 30 29 30 22710
D13S317 1 12 11 11 11 11 33878 DI18SE1 15 15 16 16 18 34605
Penta B rowro 8 8 16 86226 Penta E 7 10 7 8 8 16 8626
D16S539 o 10 9 12 12 13 1958 !
D55818 12 14 11 14 11 11 3,0389
D18S51 @415 1516 16 18 34605 D135317 1 12 11 11 11 11 33878
CSF1PO 10 10 10 10 10 10 38113 165539 s 10 9 12 1o 13 198
Penta D 111 11 11 9 11 31888 !
CSF1PO 10 10 10 10 10 10 38113
THOL 6 o+ 1 8 2079% Penta D 1111 11 11 9 11 31888
VWA 181618 16 17 1,9229 VWA 15 18 16 18 16 17 19229
D21511 29 30 20 30 29 30 22740 ’
D8S1179 13 14 13 16 15 16 148677
D75820 o 10 10 11 11 13 21154
TPOX 8 8 8 8 8 8  2193%
D55818 12 14 11 14 11 11 30389 FGA 20 20 20 23 20 23 33493
TPOX 8 & 8 8 8 8 2196 D25441 12 15 11 15 11 11 3,650
D8S1179 o1 131 1 16 148677 D1751301 12 13 11 13 11 12 17110
D125391 15 18 16 18 16 21 14,1243 5195433 13 13 13 14 14 11 33168
D195433 13 13141414 38168 D185853 12 12 12 13 13 13 7,033
FGA 20 20 2028 2 23 3349 D205482 15 15 13 15 13 14 2,558
D2251045 15 16 15 15 15 15 2,7739 1451434 o o9 9 o 9 19 24084

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 Amelogenina X X X X X v 1,0000

Indice Acumulado de Paternidade: 2,79E+11

Probabilidade de Paternidade: 99,999999999% indice Acumulado de Paternidade- 3.69E+10

Probabilidade de Paternidade: 99,99999999%

Caso 8

PowerPlex® Fusion




Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF sP P
D351358 14 17 14 15 15 16 17183 Locus STR MSF SF SP P
D151656 14 183 183 193 183 193 1388889 5351358 N T v T T AT
D13s317 g8 8 8 11 8 11 16939 D18S51 18 18 12 18 12 20 41282
Penta B 213 12137 13 L9 Penta E 12 13 12 13 7 13 17792
D16S539 11 11 11 12 10 12 1,9528 !
D55818 11 12 11 11 11 11 3,0389
D18S51 18 18 12 18 12 20  4,1282 125317 s 8 8 11 8 11 Tee3o
CSF1PO o ue 13 100 13 7,8510 D16S539 11 11 11 12 10 12 19528
Penta D 10 13 10 14 14 14 16,6867 !
CSF1PO 10 11 11 13 10 13  7,8510
THol 93 93 93 93 93 93 4427 Penta D 10 13 10 14 14 14 166867
VWA v 16 15 16 1517 36233 VWA 16 16 15 16 15 17  3,6233
D21511 30 30 30 30 29 30 2,158 ’
D8S1179 15 15 11 15 11 14 6,4846
D75820 9 12 9 10 10 10 36359
TPOX 9 11 8 11 8 8 21936
D55818 1 12 11 11 11 11 3,0389 FGA 19 22 19 20 20 26 43808
TPOX °o 11 8 118 8 2196 D25441 10 14 12 14 11 12 68399
D8S1179 o 1l Iy 1l 1464846 D1751301 12 13 12 12 12 12 2,222
D125391 1518 1821 20 21 5,992 D195433 13 14 13 14 12 13 09777
D195433 111412130977 D185853 114 1 11 1 12 1262
FGA 9 2 19 20 20 26 43895 D205482 13 14 14 15 15 15 45918
D2251045 11 16 11 16 15 16 1,163 1451434 o 13 13 13 13 13 27180

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 Amelogenina X X X v X v 1,0000

Indice Acumulado de Paternidade: 6,15E+12

Probabilidade de Paternidade: 99,9999999999% indice Acumulado de Paternidade- 2.94E+10

Probabilidade de Paternidade: 99,99999999%

Caso 9

PowerPlex® Fusion




Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF sP 1P
D351358 16 18 15 16 15 16 1,7183 Locus STR MSF SF SP IP
D151656 12 12 12 183 173 183 11,0865 S % ¥ T © T © i&@
D2S441 10 11 10 11 11 11 1,819
THO1 7 93 7 9 7 9 3,0757
D10S1248 314 13 16 13 16 43253 D21511 30 32 312 32 30 312 55626
D13S317 12 14 12 14 12 13 14638 D18s5l b 17 1 16 18 16 aae0e
Penta E 10 14 10 155 15 8,0700 Penta E 10 14 10 15 5 15 80700
D165539 10 11 11 11 11 11 3.4640 D5S818 s 1» 1 1» 12 1» 28870
D18S51 2171216 16 19 3,4605 D135317 12 14 12 14 12 13 1.4638
CSF1PO 10 11 10 12 7 12 16532 ‘
D16S539 10 11 11 11 11 11 34640
Penta D 11 12 12 13 5 13 32395
CSF1PO 10 11 10 12 7 12 1,6532
THO1 793 7 9 7 9 3,0757 Penta D 11 12 12 13 5 13 32395
VWA 16 18 16 16 15 16 19229 VWA 16 18 16 16 15 16 19229
D21511 30 32 312 32 30 312 55626 ’
D8S1179 13 13 13 13 13 13 35886
D75820 11 12 12 12 11 12 30081 TPOX s 1» 1 12 8 11 18147
D55818 9 12 12 12 12 12 28870 FGA 23 26 20 23 20 25 43805
TPOX o 1z 1 12 8 11 18147 D25441 10 11 10 11 11 11 1,8192
D8S1179 3 18 13 13 13 13 3,5886 D1751301 11 13 11 12 11 12 1,1111
D128391 8 2 18 22 19 2 1,9928 D195433 14 15 14 15 14 14 24950
D195433 415 1415 1414 24950 D185853 13 14 12 13 12 14 44118
FGA 23 26 20 23 20 25 438% D205482 13 14 14 16 12 16 86538
D2251045 15 15 15 15 11 15  1,3870 1451434 s 1 8 13 15 13 13505

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 Amelogenina X X X X X v 1,0000

Indice Acumulado de Paternidade: 1,61E+10

Probabilidade de Paternidade: 99,99999999% indice Acumulado de Paternidade- 2.87E+09

Probabilidade de Paternidade: 99,9999999%

Caso 10

PowerPlex® Fusion




Locus STR MSF SP IP
D351358 15 17 17 17 16 17 2,4597
D1S1656 12 13 12 16,1 16,1 16,3 3,7651

D2S441 12 14 13 14 11,3 13 14,6628
D10S1248 13 13 13 13 13 14 1,8512
D13S317 9 11 9 9 9 12 6,1173
Penta E 12 12 5 12 5 15 8,2478
D16S539 9 11 11 12 11 12 1,9528
D18S51 13 18 13 18 12 18 2,6868
D251338 16 22 16 21 17 21 10,1626
CSF1PO 11 11 10 11 10 10 3,8113
Penta D 13 13 9 13 9 9 5,4309
THO1 6 8 6 7 7 9 2,0794
VWA 11 17 16 17 16 17 1,9229
D21S11 28 30 28 28 28 30 3,1374
D7S820 10 11 9 10 9 12 4,1483
D5S818 12 12 9 12 9 11 13,1154
TPOX 9 12 8 9 8 8 2,1936
D8S1179 10 14 14 15 15 15 7,2290
D12S391 19,1 21 19 21 19 19 5,8858
D19S433 12 13 12 14 11 14 1,9084
FGA 20 25 20 25 21 25 2,3009
D2251045 11 17 15 17 15 15 2,7739
Amelogenina X X X Y X Y 1,0000
Indice Acumulado de Paternidade: 1,09E+13
Probabilidade de Paternidade: 99,99999999999%

PowerPlex® Fusion

Caso 11

Multiplex desenvolvido

Locus STR MSF SF SP IP
D351358 15 17 17 17 16 17 2,4597
THO1 6 8 6 7 7 9 2,0794
D21S11 28 30 28 28 28 30 3,1374
D18S51 13 18 13 18 12 18 2,6868
Penta E 12 12 5 12 5 15 8,2478
D5S818 12 12 9 12 9 11 13,1154
D13S317 9 11 9 9 9 12 6,1173
D7S820 10 11 9 10 9 12 4,1483
D16S539 9 11 11 12 11 12 1,9528
CSF1PO 11 11 10 11 10 10 3,8113
Penta D 13 13 9 13 9 9 5,4309
VWA 11 17 16 17 16 17 1,9229
D8S1179 10 14 14 15 15 15 7,2290
TPOX 9 12 8 9 8 8 2,1936
FGA 20 25 20 25 21 25 2,3009
D2S441 12 14 13 14 11,3 13 14,6628
D17S51301 12 12 12 13 10 13 2,6316
D19S433 12 13 12 14 11 14 1,9084
D18S853 11 14 11 14 14 14 1,5491
D20S482 11 13 11 16 15 16 8,6538
D14S1434 13 13 9 13 9 13 2,4064
Amelogenina X X X Y X Y 1,0000

Indice Acumulado de Paternidade: 7,97E+11
Probabilidade de Paternidade: 99,9999999999%
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Locus STR SF SP P ~
Exclusoes
D351358 15 16 17 17 Excluséo
D1S1656 11 16 16 16,3 1,8825
D2S441 10 11 12 14 Excluséo
D10S1248 13 16 12 16 2,1626
D13S317 11 12 11 12 1,6992
Penta E 8 16 8 11 4,3113
D16S539 10 12 10 13 2,8279
D18S51 15 21 15 17 1,6424
D251338 17 17 21 22 Excluséo
CSF1PO 9 11 12 14 Excluséo
Penta D 10 12 5 12 1,5110
THO1 8 9 8 8 3,3478
VWA 16 17 15 19 Excluséo
D21S11 28 29 30 31,2  Exclusdo
D7S820 8 12 10 11 Excluséo
D5S818 11 12 11 12 1,4815
TPOX 8 11 9 11 0,9073
D8S1179 14 15 11 14 0,9965
D12S391 15 20 18 23 Excluséo
D19S433 12 15 12,2 14 Excluséo
FGA 24 25 20 25 2,4177
D2251045 15 17 15 16 0,6935
Amelogenina X X X Y 1,0000

Quantidade incoeréncias alélicas

Caso 12

Multiplex desenvolvido

Locus STR SF SP 1P o
Exclusoes
D351358 15 16 17 17 Excluséo
THO1 8 9 8 8 3,3478
D21S11 28 29 30 31 Exclusdo
D18S51 15 21 15 17 1,6424
Penta E 8 16 8 11 4,3113
D55818 11 12 11 12 1,4815
D13S317 11 12 11 12 1,6992
D7S820 8 12 10 11 Excluséo
D16S539 10 12 10 13 2,8279
CSF1PO 9 11 12 14 Exclusdo
Penta D 10 12 5 12 1,5110
VWA 16 17 15 19 Exclusdo
D8S1179 14 15 11 14 0,9965
TPOX 8 11 9 11 0,9073
FGA 24 25 20 25 2,4177
D25S441 10 11 12 14 Excluséo
D17S1301 11 12 11 13 0,8555
D19S433 12 15 12,2 14 Exclusdo
D18S853 11 11 14 15 Exclusdo
D20S482 13 14 14 14 1,0638
D14S1434 12 13 9 13 0,6798
Amelogenina X X X Y 1,0000

Quantidade incoeréncias alélicas
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PowerPlex® Fusion

Locus STR SP IP
D3S1358 15 16 15 16 1,7840
D1S1656 15 16,3 14 16,3 4,9505

D2S441 10 15 10 11 0,9575

D10S1248 12 13 13 14 0,9256

D13S317 11 12 11 12 1,6992
Penta E 8 11 11 13 2,2664
D16S539 9 10 9 10 4,3875
D18S51 16 18 16 18 4,9536
D251338 16 19 19 20 1,9920
CSF1PO 8 11 7 8 12,4782
Penta D 2,2 12 2,2 11 7,4629
THO1 6 8 6 9,3 1,1835
VWA 15 18 15 16 1,8117
D21S11 27 30,2 30,2 30,2 17,5840
D7S820 9 10 10 11 0,9090
D5S818 11 12 12 13 0,7218
TPOX 8 9 8 8 1,0968
D8S1179 14 15 14 15 2,8038
D12S391 18 21 21 23 2,9976
D19S433 12 13,2 12 13 2,4900
FGA 24 24 23 24 3,3128
D2251045 15 15 15 15 2,7739
Amelogenina X Y X Y 1,0000
Indice Acumulado de Paternidade: 6,34E+08
Probabilidade de Paternidade: 99,999999%

PowerPlex® Fusion

Caso 13

Multiplex desenvolvido

Locus STR SP IP
D3S1358 15 16 15 16 1,7840
THO1 6 8 6 9,3 1,1835
D21S11 27 30,2 30,2 30,2 17,5840
D18S51 16 18 16 18 4,9536
Penta E 8 11 11 13 2,2664
D5S818 11 12 12 13 0,7218
D13S317 11 12 11 12 1,6992
D7S820 9 10 10 11 0,9090
D16S539 9 10 9 10 4,3875
CSF1PO 8 11 7 8 12,4782
Penta D 2,2 12 2,2 11 7,4629
VWA 15 18 15 16 1,8117
D8S1179 14 15 14 15 2,8038
TPOX 8 9 8 8 1,0968
FGA 24 24 23 24 3,3128
D2S441 10 15 10 11 0,9575
D17S1301 12 13 12 13 1,8713
D19S433 12 13,2 12 13 2,4900
D18S853 10 13 10 10 26,4706
D20S482 11 14 11 14 11,2462
D14S1434 9 13 9 9 2,4064
Amelogenina X Y X Y 1,0000

indice Acumulado de Paternidade: 1,12E+10
Probabilidade de Paternidade: 99,99999999%
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Penta E 7 12 5 7 2,2855

Locus STR SF SP IP D5S818 12 12 1 12 1,4435
D3S1358 15 16 14 15 08591 D13S317 9 19 9 6l
D7S820 8 12 8 12 3,1406
D1S1656 15 17,3 15 17,3 3,3922
D16S539 12 13 9 12 0,9764
D2S441 11 11,3 11,3 14 5,4945
CSF1PO 10 12 10 10 1,9057
D10S1248 14 15 14 14 1,6404
Penta D 9 13 12 13 1,6197
D13S317 9 11 9 9 6,1173
VWA 15 19 18 19 3,8037
Penta E 7 12 5 7 2,2855
D8S1179 10 13 12 13 0,8971
D16S539 12 13 9 12 0,9764
TPOX 8 8 8 8 2,1936
D18S51 14 14 12 14 3,3962
FGA 21 212 21,2 22 186,0119
D2S1338 19 24 18 24 3,0414
D2S441 11 11,3 113 14 5,4945
CSF1PO 10 12 10 10 1,9057
D17S51301 13 14 12 14 6,6176
Penta D 9 13 12 13 1,6197
D195433 14 15,2 14 14 1,9084
THO1 6 9,3 6 9,3 2,2889
D18S853 12 13 12 13 3,9637
VWA 15 19 18 19 3,8037
D20S482 13 14 13 15 1,2784
D21S11 28 29 28 30 1,5687
D14S1434 13 13 9 13 1,3595
D75820 8 12 8 12 3,1406 Amelogenina X Y X Y 1,0000
D5S818 12 12 11 12 1,4435 9 !
TPOX 8 8 8 8 2,1936
D8S1179 10 13 12 13 0,8971 indice Acumulado de Paternidade: 1,33E+09
D125391 17 19 17 22 2,6042 Probabilidade de Paternidade: 99,9999999%
D19S433 14 15,2 14 14 1,9084 - !
FGA 21 21,2 21,2 22 186,0119
D2251045 15 15 15 16 1,3870
Amelogenina X Y X Y 1,0000
indice Acumulado de Paternidade: 6,34E+08
Probabilidade de Paternidade: 99,999999%

Multiplex desenvolvido

Locus STR SF SP 1P o
Exclusdes

D3S1358 15 16 14 15 0,8591

THO1 6 9,3 6 9,3 2,2889

D21S11 28 29 28 30 1,5687

D18S51 14 14 12 14 3,3962
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Short Communication

Mutation rates in 21 autosomal short
tandem repeat loci in a population from
Goias, Brazil

The appearance of new mutations in polymorphic markers plays a central role in a range
of genetic applications, including dating phylogenetic events, informing disease studies,
and evaluating forensic evidence. The present study estimated the mutation rates of 21
autnsomal STR loci in a population from Central Brazil. We studied 15 046 paternity cases
from Goids, Brazil from August 2012 to February 2015. We identified 262 mutations in
the 21 loci. The loci that presented more mutations were FGA and D18551, with a total
of 46 and 28 mutations, respectively. The results showed mutational rates ranging from
17 = 107 to 7.6 = 10~ mutations per site/region and the overall mutational rate was
2.1 » 107%; these values were within the expected values for the STR markers. The most
commeon type of mutation was ocne-step mutation, which totaled 96.2%. We found a higher
rate of mutations of paternal origin (67_6%) than of mutations of maternal origin. The
occurrence of mutations in 5TR= has important conseguences for human identification,
including the definition of criteria for exclusion in paternity testing and interpretation of
genetic profiles in criminal cases.
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Keywords:

Microsatellites or STHs are types of genetic markers that are
widely used in the study of human populations for a variety
of different purposes, including relationship tests for routine
parentage testing and forensic applications. They are highly
polymorphic markers and can be analyzed accurately, even
with low or degraded DNA [1-3].

EKnowledge about mutation rates and the mutational pro-
cess of STR or microsatellite loci used in paternity testing
and forensic analysis is cucial for the correct interpretation
of resulting genetic profiles [4].

Previous studies have estimated the rates and patterns of
de novo STR mutations by using CE genotyping of special-
ized sets of markers, combined DMNA index system mark-
ers, specific Y-chromosome STRs as well as STRs of the
¥ chromosome [4,5,7]-

Although several researchers have estimated the rates of
mutations in STHs in various populations, in Central Brazil,
these types of studies are imiportant despite peculiar genetic
characteristics in the population of this region [8, 9). The
central region of Brazil has a mixed population owing to
the historical process of colonization that contributed to the
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existence of high genetic diversity due to the contribution
of different ethnic groups, such as Europeans, Africans, and
Amerindians [§,9,11].

Microsatellite mutation rates can vary between different
populations, as well as being influenced by external factors
such as ionizing radiation. In the study by da Cruz etal. [12],
with 12 STR markers in families from Goiinia, Central Brazil,
in which at least one of the parents was accidentally exposed o
Cesium-137, amutational rate of 1.1 = 10" was verified. With
determination of the basal mutation rate for this population,
it is now possible to caloulate the actual increase in mutation
rate determined by the effect of radiation in that population.

In thiz study, germline mutations in 21 STR loci
were studied (FGA-Fibrinogen Alpha Chain, D18S51, VwA,
D55818, D135317, D21S11, DES1179, CSFIPO, Penta
D, D351358, Penta E, D16553%9, D75820, THOI1, TPOX,
D125391, D1451434, D1751301, D185853, DIGATA113, and
D2051082). We analyzed 631 932 allelic transfers invalv-
ing both biological parents and child, derived from 15 046
cases of paternity testing, with a combined paternity index
=99.9999%, between August 2012 and February 2015 in
Goias, Central Brazil.

Genomic DMA was purified from blood samples pre-
served on FTA cards (Whatman Bioscience, Cambridge, UE]),
following the manufaciurer's instructions. STRs were am-
plified by PCR using PowerPlex® (Promega Corporation®,
USA), AmpFISTRY Identifiler™ and NGM® (Applied
Biosystems, USA) according to the manufacturers’ rec-
ommendations to confirm the existence of the mutation.
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However, the same kit was used within families in deter-
mining mutation rates. The PCR products were separated
by CE using the ABI 3500% USA Genetic Analyzer (Life
Technology, Applied Biosystems, USA) to obtain the allelic
profiles that were then analyzed using the GeneMapper®
version 2.1 (Applied Biosystems, USA). All procedures
were carried out according to the laboratory internal con-
trol standards and international consensus guidelines and
recommendations.

Mutations were considered and scored following the step-
wise mutation model, assuming a one-step mutation from
parent to child as the most probable mutational event. All
mutations were confirmed by regenotyping of both parents
and offspring to reduce the impact of genotyping errors. All
confidence intervals for the mutation rates were in accordance
to Levin [13].

We identified 262 de novo mutations in the 21 STR loci
that were analyzed from 631 932 allelic transfers. With re-
spect to the parental origin of mutations, paternal mutations
(67.6%) were 3_5-fold more frequent than maternal mutations
(19.5%). On the other hand, 12.9% of the mutations could not
be assigned the parental origin. Generally, mutation rates are
about five imes higher in paternal lineage cells due to the
speed of cell divisions that ocour in the precursor cells of
male gametes during spermatogenesiz [1]. Our obzervation
of higher paternal contribution to the burden of mutations in
the offspring was also supported by Dupuy et al. [14], Gusmio
etal [15], Andrade et al. [16], Chula et al. [17], Mardini et al. [6],
Weng et al. [18], and Bo et al. [19]. In the study by Brinkmann
et al. [20] with autosomal STHs, an association between fa-
ther’s age and mutation rate was observed. However studies
of Y-chromosomal STR loci, [14, 21] found no correlation be-
tween mutation rate and paternal age. Because of anonymity,
the influence of paternal age could not be evaluated in our
study.

The one-step mutation model was more frequently ob-
served, corresponding to %6.2% in the Brazilian group which
iz consistent with the general notion that the majority of
mutations comprise single step repeat gain or loss due to
strand slippage during replication [22]. Moreover, we found
four two-step mutations in cur group. Furthermore, muta-
tions with gains in the STR core were more frequent than
losses as was also observed by Gusmio et al. [15]. The re-
sults presented here are similar to those reported for the
Chinese [19], Brazilian [6]. American from Texas [22], and
Polish populations [23]. FGA was the most frequently mu-
tated locus, with 46 mutations {17.6%) and a mutation rate
of 7.6 = 107, followed by D18551, with 28 mutations and
a mutation rate of 47 x 10~%. On the other hand, the STR
markers TPOX, 012539, and DIGATA113 showed the low-
est mutations rates, each with a frequency of 1.7 »« 10-%
The overall germline mutation rate for the Goiis popula-
tiom was 2.1 x 107°. All mutation rates were normally dis-
tributed, calmulated, and tested at a confidence interval of
95% using JavaStat (statpages.org/confint). Germline muta-
tion rates ranged from 1.7 = 10-% to 7.6 = 104, Our data
were in accordance with Butler et al. [24], Lu et al. [25), and
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Mardini et al. |6] for the combined DNA index system locus,
which was within the expected values for the STR markers
(Table 1).

The rates at which new mutations arise play a central role
in a range of genetic applications, incduding evolutionary and
population events, disease studies, and evaluating forensic
evidence. Thus, reliable estimates of mutation rates may be
used in the quantitative assessment of inclusion or exclusion
of an alleged parent during parentage testing and of con-
vict felons in forensic cases. Additionally, germline muntation
rates are useful for studying genetic and ancestry dynamics.
Therefore, the use of advanced tools and consistent under-
standing of the STR mutation pathways will ensure reliable
results when STR markers are used for human identification
bath in civil and forensic scenarios [21,26, 27).
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APENDICE V

JUSTICATIVA PELA AUSENCIA DE COMPARACAO ENTRE
BANCOS DE FREQUENCIAS ALELICAS

Os alelos de um locus microssatélite geralmente sdo nomeados de acordo com a
estrutura do seu ndcleo de repeticdo e com a quantidade de repeticdes em série dentro da
sequéncia. No entanto, como a deteccdo destes alelos é executada considerando o
tamanho do fragmento amplificado e a migracdo no processo de eletroforese, sua
nomenclatura ocorre através de uma relacdo com seu peso molecular e ndo com a
composicdo da sua sequéncia nucleotidica. Sendo assim, variagdes nucleotidicas
adjacentes ao nucleo de repeticdo podem influenciar a determinacdo de um alelo,
prejudicando a nomeacao de acordo com o nimero de repeticoes.

As sequéncias de iniciadores presentes em um conjunto multiplex podem
influenciar a amplificacdo de um alelo em um determinado locus e, assim, provocar
discordancia entre resultados obtidos a partir de painéis multiplex compostos por
iniciadores diferentes para 0 mesmo locus.

Uma vez que as regides flanqueadoras do STR podem esconder polimorfismos
presentes em uma populacdo, recomenda-se, para estudo comparativo de frequéncias
alélicas entre diferentes populacdes, o profundo conhecimento acerca de possiveis
variagOes na estrutura gendmica dos loci a serem confrontados. Neste sentido, como 0s
iniciadores referentes aos loci de um sistema multiplex geralmente ndo sdo idénticos, a
comparacao de frequéncia alélica entre popula¢@es pode nédo oferecer resultados seguros,
desde que os fragmentos a serem amplificados sejam previamente sequenciados em esfera
populacional.

Como a estratégia de sequenciamento ndo foi adotada neste projeto e ndo existem

bancos consistentes de frequéncias alélicas referentes aos loci adicionais do multiplex
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desenvolvido para outras populacfes brasileiras, a analise comparativa entre bancos
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ANEXO |

Quadro com a descricdo dos indices estatisticos normalmente aplicados em investigacdo

de vinculo genético.

indice

Descricéo

indice de Paternidade

Corresponde a razdo de verossimilhanca entre duas hipdteses mutuamente
excludentes, sendo calculado para cada locus individualmente. A hipdtese
priméria é baseada na presuncéo de que o individuo testado é o (a) pai/mée
bioldgico do suposto filho, enquanto a hipdtese alternativa se baseia na
vaticinacdo de que o individuo testado néo é o (a) pai/mée biolégico do suposto
filho, sendo esse, um individuo com genétipo desconhecido, ndo relacionado
com o (a) pai/mae testado e selecionado randomicamente na populagéo.

indice Acumulado de
Paternidade

E o produto dos IPs parciais. Este indice mede a forca da evidéncia genética
global, indicando se é mais aceita a hipotese de que os individuos testados
apresentam vinculo genético ou a hipétese vinculada a suposicdo de que
alguém randomicamente escolhido na populagdo apresenta o vinculo genético
investigado.

Probabilidade de Vinculo
Genético a priori

Pode caracterizada por uma probabilidade marginal, sobre uma varidvel, na
auséncia de evidéncia genética, sendo baseada em toda e qualquer informacéao
que ndo advenha da andlise genética. Como normalmente o laboratério ndo
dispde do dado ndo genético, é usual aplicar um valor nulo, ou parcialmente
nulo & ambas as hip6teses testadas. Neste sentido, convencionalmente, no
intuito de manter o principio da imparcialidade, a maioria dos laboratérios
utilizam o valor de 0,5 para a probabilidade a priori, 0 que corresponde a uma
razdo de verossimilhanca igual a 1.

Probabilidade de Vinculo
Genético a posteriori

E assentada pela informagdo genética analisada e baseada no Teorema de
Bayes. Para célculo desta probabilidade é considerado o valor obtido na
estimativa do IPC.

Pode de Exclusao

Esta estimativa corresponde ao poder com o qual um individuo selecionado
aleatoriamente na populacéo e ndo testado, seja excluido do vinculo genético
investigado. E calculado desconsiderando a frequéncia alélica do individuo
investigado, restringindo-se a combinagdo genotipica do genitor “conhecido”
e do suposto filho.

Probabilidade de Exclusdo

E baseada no Teorema de Bayes e calculada considerando os resultados
obtidos a partir da combinag&o dos PEs individuais.

Fonte: Garrido and Rodrigues, 2014; Primorac et al., 2000.
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