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RESUMO

Os laboratérios de genética forense das policias cientificas utilizam conjuntos
comerciais para a geracdo de perfis genéticos, os quais sdao amplamente
utilizados para identificacdo humana e aplicados na resolucédo de diferentes
tipos de crimes. Para garantir a confiabilidade dos perfis genéticos, os
laboratorios devem seguir padrées internacionais de qualidade, os quais
preconizam a validacédo interna dos métodos e conjuntos comerciais utilizados.
Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi promover a validacao interna de um
método de amplificacdo do sistema comercial Promega Power Plex Y23 que
recentemente comecou a ser utilizado pelo Laboratério de Genética Molecular
Forense (LGMF) de Curitiba. A analise de marcadores do cromossomo Y é
complementar a amplificacdo de cromossomos autossémicos e auxilia na
elucidacao de crimes por meio da identificacdo do perfil masculino, bem como
na determinacdo de sua linhagem parental. Os perfis sdo gerados pelo
conjunto de genotipos de marcadores STR (Short Tandem Repeats) oriundos
de analise de tamanhos de fragmentos em sequenciador de DNA. Em termos
técnicos, a atribuicdo dos gendtipos é feita a partir da interpretacdo dos picos
de fluorescéncia gerados nos eletroferogramas. Os dados obtidos do
sequenciador passaram por andlise e foram excluidos todos os picos que
ultrapassaram 300 RFUs (Relative Fluorescence Unit). ApOs esse tratamento,
os dados filtrados foram submetidos a andlises estatisticas onde por dois
métodos os valores de AT (Analytical Threshold) foram determinados. No
primeiro método padronizou-se um valor em comum para todos os marcadores
e no segundo, um valor especifico para cada marcador. Concluimos que para
fins de confiabilidade do método na caracterizacdo de um perfil, 0 segundo

meétodo demonstrou maior intervalo de confiabilidade.



ABSTRACT

The forensic genetics laboratories of the scientific police use commercial sets
for the generation of genetic profiles, which are widely used for human
identification and applied in solving different types of crimes. To ensure the
reliability of genetic profiles, laboratories must follow international quality
standards, which advocate the internal validation of the methods and
commercial assemblies used. Therefore, the objective of this work was to
promote the internal validation of an amplification method of the Promega
Power Plex Y23 commercial system that has recently started to be used by the
Laboratory of Forensic Molecular Genetics (LGMF) in Curitiba. The analysis of
markers of the Y chromosome is complementary to the amplification of
autosomal chromosomes and helps in the elucidation of crimes by means of the
identification of the masculine profile, as well as in the determination of its
parental lineage. The profiles are generated by the set of STR (Short Tandem
Repeats) markers derived from fragment sizes analysis in DNA sequencer. In
technical terms, the attribution of the genotypes is made from the interpretation
of the fluorescence peaks generated in the electropherograms. Data from the
sequencer were analyzed and all peaks exceeding 300 RFUs (Relative
Fluorescence Unit) were excluded. After this treatment, the filtered data were
submitted to statistical analysis where by two methods the AT (Analytical
Threshold) values were determined. In the first method a common value was
standardized for all markers and in the second, a specific value for each
marker. We conclude that for the reliability of the method in the characterization

of a profile, the second method demonstrated a greater reliability interval.
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1 INTRODUCAO

Diante da rotina dos laboratérios de genética forense, o processo de
validacéo interna dos sistemas comerciais é importante para a consisténcia do
meétodo de analise de DNA (4cido desoxirribonucleico) na elucidacéo de perfis
genéticos. Os dados gerados pelo laboratério necessitam de padronizacdo e
verificagdo do método de genotipagem, principalmente quando estes serdo
utilizados para alimentar a plataforma de bancos de dados tal como o CODIS
(Combined DNA Index System) e o RIBPG (Rede Integrada de Bancos de
Perfis Genéticos). Ainda, os laboratérios devem seguir a Direcdo de Controle
da Garantia de Padrdes do FBI (QAS), a qual preconiza validacéo interna dos
métodos.

As técnicas utilizadas na obtencdo de perfis genéticos vém adquirindo
cada vez mais relevancia e espago nas investigagdes criminais que auxiliam
diversas é&reas das ciéncias forenses como a biologia, medicina e a
antropologia a obter respostas com bons indices de consisténcia em seus
resultados. A andlise de DNA é aplicada a casos de confronto genético para
crimes ou identificacdes onde nao é possivel a elucidacdo por outros métodos.

O DNA humano esta presente em células nucleadas onde estdo
presentes 0s cromossomos autossémicos e sexuais. Ao que diz respeito aos
cromossomos, existem regides variantes chamadas STRs (do inglés, Short
Tandem Repeats) ou repeticdes curtas em tandem. Tais variacdes, em sua
maioria, sdo polialélicas e polimoérficas, ou seja, apresentam mais de dois
alelos, nenhum dos quais com frequéncia superior a 99% na populacdo em
estudo. Assim, essas variacdes, em conjunto podem ser diferenciar individuos
e se tornam marcadores moleculares ideais para técnicas de genotipagem de
DNA para fins de identificagdo humana (MALAGHINI et al., 2006).

Os cromossomos sexuais também possuem variantes STRs, porém o
cromossomo Y tem menor variabilidade, j& apresenta baixa taxa de mutacdo. A
consequéncia da baixa taxa mutacional € que na maioria das vezes 0 processo
de discriminacdo de individuos aparentados ndo é possivel. Ou seja, onde as
variagcbes pouco mudam, todos os homens geneticamente relacionados em

uma familia acabam compartiihando o mesmo haplétipo do cromossomo Y.
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Porém, a deteccdo do marcadores do Y auxilia a identificar células de origem
masculina coletadas em uma cena de crime ou em casos de crimes sexuais
onde é essencial determinar o perfil do criminoso em um perfil de mistura com
o da vitima. Também € muito importante na determinacdo do grau de
parentesco de uma linhagem paterna em individuos masculinos para casos de
identificacdo de cadaveres em acidentes onde o reconhecimento visual da
vitima ndo mais € possivel. Assim o emprego do cromossomo Y em analises
forenses € um auxilio a0 que se obtém com cromossomos autossdmicos na
elucidacdo de um perfil e & essencial em crimes sexuais (PRINZ, M. et al.
1997, SWGDAM 2014).

Nos laboratérios de genética forense, é imprescindivel que os sistemas
comerciais disponiveis para genotipagem passem por uma validacao interna.
Esta consiste em acumular dados obtidos em testes de laboratério a fim de
demonstrar a eficiéncia e funcionamento dos métodos e procedimentos
estabelecidos. Também auxilia na definicdo de uma margem das condi¢cdes
para se obter resultados confiaveis em um laboratério e € recomendado pela

empresa responsavel pelo sistema comercial.

O método de andlise empregado pelos sistemas comerciais € a andlise
de tamanho de fragmentos em sequenciador de DNA. Sendo assim, 0s
resultados das genotipagens sao visualizados através de picos de
fluorescéncia em eletroferogramas. Os principais problemas associados a
analise de fragmentos por eletroforese capilar e que precisam ser identificados
e corrigidos sdo os picos resultantes de artefatos (stutter), perda alélica (allele
drop-out) e sinal muito intenso (offscale). Se estes ndo forem devidamente
corrigidos pode-se originar um perfil errado. Os chamados thresholds (limiares
de deteccao) permitem avaliar a qualidade dos dados. Por exemplo, as alturas
dos picos nos eletroferogramas se correlacionam com a intensidade do sinal ou
unidades fluorescentes relativas (RFUs). Existem dois tipos béasicos de
thresholds usados na analise de DNA forense - analitica e estocastica. Um
threshold analitico € o menor valor de RFU no qual o DNA pode ser distinguido
do ruido. O sinal acima pode ser um pico de DNA ou um artefato; sinal abaixo é
geralmente desconsiderado. Para estabelecer limiares analiticos, se mede o

ruido de fundo da quimica e do instrumento. O objetivo deste trabalho € avaliar
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a sensibilidade do sistema comercial Y23 da Promega quanto a sua efetividade
em amplificar amostras com baixas concentracbes de DNA, visto que em
amostras forenses a quantidade é sempre limitada. A quantidade minima de
material amplificado necessita ser padronizada em virtude de resultados
positivos e que estejam de acordo com 0s outros métodos de etapas prévias do
laboratorio de Genética Molecular Forense (LGMF). Este sera testado em
comparacdo ao sistema ja validado Yfiler da Life Technologies a fim de se
avaliar os resultados de picos verdadeiros de STR na elucidacdo de um perfil
obtido e diferenciar estes picos alélicos de possiveis ruidos e artefatos de PCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction) captados pelo sequenciador na

genotipagem e DNA através da determinacao do threshold analitico.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MARCADORES MOLECULARES NA IDENTIFICACAO HUMANA

Os marcadores moleculares sdo amplamente empregados no ramo da
genética e para a genética forense esses marcadores possuem aplicabilidade
na determinacdo do perfil genético do individuo, os quais sdo baseados nos
marcadores denominados STRs. Os STRs sao sequéncias repetitivas nao
conservadas de tamanho curto no DNA, de 2 a 7 nucleotideos e se repetem ao
longo do genoma. S&o varidveis em uma populagéo e entre individuos de uma
mesma populacdo com elevado grau de polimorfismo e polialelismo. Estes sao
amplificados pela técnica de PCR, o que torna essas variacdes efetivas para
identificagbes humanas (BUTLER, 2012)

A escolha de um marcador esta relacionada com a frequéncia daquela
variante na populacao e a sua relevancia que é medida pela taxa de mutacéao,
ou seja, 0 quanto aquela variagdo ainda pode variar em um determinado
espaco de tempo, se ha elementos evolucionistas como a selec¢do natural ou a

deriva genética atuando sobre aquele gene, delimitando um periodo de tempo
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em que aquele loco pode ser utilizado. Ha estudos de escalas temporais de
marcadores que estimam o tempo em anos como eventos recentes que variam
de 50.000 até 200.00 mil anos (RIBEIRO, 2009).

Os perfis genéticos amplamente utilizados na genética forense sao
compostos pelos genotipos de no minimo 13 marcadores, estabelecidos
inicialmente pelo Departamento Federal de Investigacdo dos estados Unidos
(FBI, do inglés, Federal Bureau of Investigation). S&o estes o TPOX, D3S1358,
D5S818, FGA, CSF1PO, D7S820, D8S1179, THO1, VWA, D13S317, D16S539,
D18S51 e D21S1 e a amelogenina distribuidos pelo genoma (Figura 1). Com
excecdo da amelogenina, todos os demais STRs estdo em cromossomos
autossodmicos. Os perfis sdo obtidos a partir da amplificacdo dos marcadores
de interesse através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction), que permite a analise de DNA a partir de
quantidades pequenas de amostras biolégicas, como as provenientes de
cabelo, manchas de sangue e outras que podem ser coletadas na cena de um
crime. Em seguida a obtencdo e amplificacdo do DNA, é feita a analise de
tamanhos dos fragmentos amplificados. Uma vez que tais regides sao
hipervariaveis € possivel se obter um perfil caracteristico e Unico de cada

individuo.

Em laboratérios forenses do mundo inteiro sdo usados 0s mesmos
marcadores STR para construcdo dos perfis com o propdsito de que estes
possam ser incluidos na plataforma mundial, cedida pelo FBI, o Sistema
Combinado de indices de DNA (CODIS, do inglés, Combined DNA Index
System). O FBI padronizou e selecionou 13 marcadores STRs no inicio, porém
desde janeiro de 2017, foram incluidos mais 7 marcadores, D1S1656, D2S441,
D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 e D22S1045 sendo hoje portanto,
20 marcadores no total. No Brasil, existe o banco de dados nacional, o RIBPG
(Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos) que utiliza os mesmos STRs
para a inclusdo dos perfis. Esta padronizacdo permite que as informacdes

relativas aos perfis genéticos sejam trocadas em ambito mundial.

FIGURA 1. Treze locos STRs que inicialmente compunham o CODIS

juntamente com suas posi¢cdes cromossdmicas.
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Fonte: Butler, 2006.

2.2 STRS DO CROMOSSOMO Y

Os STRs do cromossomo Y (Y-STRs) sdo os marcadores mais comumente
usados no campo da genética forense devido a sua praticidade quando ao
nivel de diversidade e especificidade. Isso remete a uma diversidade de
marcadores como opg¢do para o emprego da PCR em casos de amostras

comprometidas quantitativamente ou qualitativamente.

De todos os Y-STRs utilizados em genética forense ou em genética de
populacdes, todos séo referentes a regido ndo recombinante do cromossomo
Y. A regido recombinante do cromossomo, regides PAR, do inglés
pseudoautosomal regions sao regides pseudo autossdmicas homologas ao
cromossomo X da espécie humana e ndo possuem relevancia para fins
forenses, uma vez que a mesma sofre recombina¢cées com o cromossomo X, a
identidade de um perfil masculino estard comprometida quanto a sua origem
(Snustad, 2013).

Sendo assim, as regides utilizadas como marcadores STR sé&o
exclusivamente as regibes fora do espectro de recombinagdo com o
cromossomo X, é a chamada regido MSY a qual ndo sofre recombinacao e é

exclusiva do cromossomo Y, contém genes como o SRY, fundamental para a
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diferenciacdo sexual e outros genes relevantes para a fertilidade da espécie
humana e onde estdo localizadas as sequéncias de STRs relevantes a
genética forense (Snustad, 2013).

Alguns possuem mais dados conhecidos sobre suas particularidades,
sendo eles DYS19, DYS385, DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393 e YCAII que foram os pioneiros no campo das analises forenses, bem
como populacionais. Mais tarde foram adicionados mais sequencias STR ao
campo, como o DYS434, DYS435, DYS436, DYS437, DYS438, DYS439,
DYS460 (figura 2) entre outros que ganharam popularidade em estudos
forenses e também, populacionais devido a praticidade em amplificar esses

alelos com iniciadores especificos (Gusmao et. al., 2003).

O DNA do cromossomo Y apresenta uma heranga paterna, na forma
hapléide, de forma a ndo apresentar uma copia homéloga como acontece com
o restante dos cromossomos. A falta de recombinacdo na maior parte do
cromossomo Y faz com que ele se comporte como um fragmento Unico de
DNA, que se transmite intacto por via paterna a descendéncia masculina. A
Unica fonte de variacdo nessa regido sdo as mutacdes que, com o tempo, se
acumulam gradativamente. Ao conjunto da informacdo relativa a varios
marcadores STRs em um mesmo cromossomo da-se o nome de haplétipo. Um
haplétipo de Y-STR pode, portanto ser compartilhado por um individuo com
seus irmaos, tios, primos, avb e demais antepassados masculinos. Portanto,
estes ultimos, ndo individualizam uma pessoa, mas individualizam um grupo de
pessoas do sexo masculino em uma linhagem parental (KAYSER, 2007).

Desde a descoberta dos primeiros polimorfismos no cromossomo Y, 0
namero de marcadores vem aumentando significativamente. A regido nao
recombinante do cromossomo Y possui diferentes tipos de polimorfismos que
apresentam taxas de mutacéao diferentes, permitindo assim selecionar o tipo de
marcador mais adequado para os diferentes tipos de estudo e abordagens
(KAYSER, 2007).

O baixo indice de taxa de mutacdo do cromossomo Y, faz dessa regiao
nao recombinante pouco diferente e sem grandes alteracdes em uma mesma

linhagem de paternidade, o que faz desses marcadores Uteis para estudos de
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paternidade civel ou criminal, estudos de parentesco e na identificacdo de
pessoas desaparecidas devido a sua transmissdo dentro de uma linhagem
paterna (PRINZ, M. et al. 1997, 2001, SWGDAM 2014).

Além das aplicagdes mencionadas acima, outra de suma importancia em
termos de utilizacdo dos Y-STRs acontece em casos de violéncia sexual. As
amostras de mistura provenientes de casos de agressbes sexuais sao,
predominantemente, constituidas por quantidades infimas de DNA masculino
mascaradas em grandes quantidades de DNA feminino, o que dificulta
tecnicamente a andlise relativa ao contribuinte minoritario. Sendo assim, nestes
casos muitas vezes ndo é possivel obter um perfil genético de STRs
autossdmicos que permita a identificacdo Unica do agressor. Nestas situacoes,
€ possivel analisar apenas 0os Y - STRs, 0 que aliado a outras provas periciais

podem auxiliar na identificacéo do agressor. (GUSMAO et al, 2006, 2003).

FIGURA 2. STRs totais presentes no cromossomo Y da espécie humana

identificados até o momento.
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Fonte: Gusmao, 2014

2.3 SISTEMA COMERCIAL PROMEGA POWER PLEX Y23

Os sistemas comerciais de amplificacdo de marcadores de regides STRs
para 0 cromossomo Y sao comercializados pela Promega, uma das maiores
empresas fornecedoras de sistemas comerciais para fins forenses de

amplificacdo em marcadores STRs.

Diversos sistemas comerciais ja foram validados pela Promega e
anteriormente ao sistema Power Plex, no laboratério de Genética Molecular
Forense do Instituto de Criminalistica do Parana, era utlizado o sistema
comercial Yfiler (Life Technologies) e este foi substituido pelo sistema Power
Plex, devido ao aumento de sensibilidade do sistema em relacdo ao Y filer
quanto a amplificacdo eficaz de DNA masculino em relacdo a abundancia de
material feminino presente na amostra (PROMEGA CORPORATION, 2017).

O sistema comercial Power Plex Y23 permite a amplificacdo de 23 locos de
STRs do cromossomo Y do genoma humano, os quais foram selecionados
como locos principais aceitos no sistema do CODIS, sendo eles DYS576,
DYS389I, DYS448, DYS389Il, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533,
DYS438, DYS411, DYS570, DYS635, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635,
DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393, DYS458, DYFS385a / b,
DYS456 e Y-GATA-HA4.

A genotipagem se da por analise de fragmentos através de eletroforese
capilar. Essa técnica baseia-se na determinacdo do tamanho de fragmentos
amplificados por PCR, utilizando iniciadores (primers) marcados com
fluorescéncia, por comparagdo com um marcador de tamanho conhecido (size
standard). O uso de diferentes fluorescéncias permite a analise de varios
fragmentos (locos) ao mesmo tempo. Apdés a PCR, os fragmentos sao
submetidos a uma eletroforese capilar, nos sequenciadores automaticos de
DNA. Diferentes fluorocromos sao empregados e uma vez excitados por um
feixe de laser emitem luz em diferentes comprimentos de onda. Os produtos da

reacdo de sequenciamento, marcados com os fluorocromos, ao serem
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submetidos a eletroforese passam pelo feixe de laser, que promove a excitacao
dos fluorocromos. A luz emitida pelos fluorocromos é detectada por um
fotomultiplicador e a informacdo é processada através de um software
especifico que traduz a informacdo em uma sequéncia de picos mostrados na

forma de eletroferograma (Figura 3).

Figura 3. Exemplo de eletroferograma gerado por andlise de tamanho de
fragmentos em sequenciador automatico de DNA.

a [=i38iia3s [ miasssor e ROSO3R wraasiva | [r=EasTies ESALCL-1L] AL LALF ) a6 e EIi=11 Teisaswer |
10 L 0 e

Fonte: O autor

No Power Plex Y23 os iniciadores utilizados na PCR sdo marcados com
quatro fluoréforos diferentes. Produtos de amplificacdo de tamanhos similares
ficardo marcados com o mesmo fluoréforo, enquanto que o de tamanhos

diferentes ficam com o mesmo (Figura 4) (Promega, 2017).

Figura 4. Fluoréforos presentes nos locos correspondentes com o tamanho do
fragmento para 23 locos.

DYS570 DYS635 DYS390 DYS439 DYS392 DYS643
| 1 1 1P 1P 1P b 1P 111

i 1 I 1 1 1 1
60 100 200 300 400 500

Fonte: Promega, 2017.
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2.4 VALIDACAO INTERNA

A validacdo interna consiste em acumular dados obtidos em testes de
laboratorio a fim de demonstrar a eficiéncia e funcionamento dos meétodos e
procedimentos estabelecidos. Também auxilia na definicho de uma margem
das condicbes para se obter resultados confiaveis em um laboratorio.
Diferentemente da validacdo de desenvolvimento na qual se aplicam testes no
funcionamento direto de equipamentos e reagentes, a validacao interna se
fundamenta na garantia da qualidade dos dados obtidos através do
equipamento ou do reagente em questdo. Conforme os dados forem
documentados e resumidos, o responsavel deve aprovar os estudos internos
de validacao (Butler 2015, FBI 2011, QAS 2011).

2.5 THRESHOLDS

Os thresholds séo limiares de uma curva gaussiana ou curva padrao que
nos possibilitam inferir a veracidade de picos STRs obtidos na genotipagem de
DNA, diferenciando de ruidos ou artefatos presentes na amostra em analise e
necessitam ser determinados previamente por calculos estatisticos (BUTLER,
2015). Esses picos que serdo analisados sao gerados por fluorescéncia
presente nas amostras amplificadas por PCR e detectadas pelo sequenciador
em unidade relativa de fluorescéncia (RFU) do inglés relative fluorescence
units. Existem varios tipos de limiares ou thresholds, porém o que vamos

abordar no presente trabalho sera o analitico.

A quantidade de RFU captada pelo aparelho na determinacdo de um pico
real varia de aparelho para aparelho, porém nesse trabalho todos os dados
para a analise serdo gerados a partir da genotipagem de um unico aparelho
sequenciador, de modo a padronizar RFUs com a metodologia empregada.

Os principais problemas associados a andlise de fragmentos por
eletroforese capilar e que precisam ser identificados, corrigidos e serdo alvo da
validacdo sdo os picos resultantes de artefatos de PCR (stutter), perda alélica

(allele drop-out) e sinal muito intenso (offscale).
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2.5.1 PICOS STUTTER

Os picos stutter sédo artefatos resultantes da amplificacdo dos STRs,
caracterizados pela presenca de uma unidade de repeticdo mais curta em
relacdo ao alelo principal (frequéncia de 3-12%) (Figura 5). Para um dado loco
STR, a probabilidade de stutter geralmente aumenta com o tamanho dos alelos
(maior nimero de unidades de repeticdo) e com o tamanho da unidade de
repeticdo (em pares de bases). A quantificacdo dos picos pode facilitar a

interpretacdo dos resultados quando ocorre sobreposicdo dos picos com
stutters.

Figura 5. Perfis de picos stutter.
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Fonte: O autor

2.5.2 PERDA ALELICA

A perda alélica (drop-out) refere-se a falha de amplificacdo de
locos/alelos especificos. A possibilidade de ocorrer drop-out aumenta quando
se utilizam-se pequenas quantidades de DNA, quando existe algum
contaminante inibidor na amostra (ex: hematina, acido humico, fenol), ou

gquando as amostras estdo degradadas ou comprometidas. Esta também
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costuma ser mais frequente quando ha duas cépias para 0 mesmo gene, isto €,
no lote diploide cromossémico, sendo o Y composto de apenas um lote, a
perda alélica e seus riscos aqui sdo menores quando comparados aos

cromossomos autossémicos.

2.5.3 SINAL MUITO INTENSO (OFFSCALE)

A ocorréncia de um sinal de fluorescéncia muito intenso ou do padrdo de
peso molecular (size standard) pode derrubar os valores de qualidade dos
gendtipos atribuidos as amostras. Picos com sinais muito intensos sao

marcados pelo software GeneMapper com uma faixa lilas (Figura 6).

Figura 6. Exemplo de amostra com sinal muito intenso, ultrapassando o limiar

de deteccéo.
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Fonte: O autor

3 OBJETIVOS

De acordo com o0 exposto, percebe-se que a determinagédo de perfis
genéticos confiaveis é de suma importancia nas analises forenses, uma

vez que estes sdo utilizados para incriminar ou inocentar individuos e
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também séo inclusos em bancos de dados de perfis genéticos. Sendo

assim, o objetivos deste trabalho séo:

° Analisar e determinar o threshold analitico para amplificacdo de
locos especificos do cromossomo Y.

° Contribuir para a qualidade dos resultados gerados pelo
Laboratdrio de Genética Molecular Forense do Instituto de Criminalistica

do Parana.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram utilizados como amostras o controle com perfil masculino do
sistema comercial da Promega Y23, o controle 2800M com concentracao de
10ng/uL, lote 0000209890, o controle com perfil masculino Power Quant
System Male (PQSM) com concentracdo de 50ng/uL, lote 0000150482 e o
controle interno  masculino do laboratério (LGMF) concentrado a
aproximadamente 3ng/uL e por fim o controle negativo com &agua ultrapura

autoclavada.

As amplificac6es foram feitas em triplicatas juntamente com o controle
negativo, que acompanhou todas as etapas do processo auxiliando na
deteccdo de casos de contaminacdo assim como também em casos de

alteracOes indesejadas nas amostras com DNA.

Para tanto, foram realizadas diluicbes das amostras em agua ultrapura
na concentracao de 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 e 0.01563ng/uL de
DNA de cada amostra seguindo-se a amplificagdo com o sistema comercial
Power Plex Y23. Para tanto foi necessaria a realizacdo da quantificacdo de
DNA nas amostras para entdo ser realizado o teste de sensibilidade e
estocasticidade.
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a. TESTE DE SENSIBILIDADE E ESTOCASTICIDADE

Os estudos de sensibilidade sdo necessarios durante a validagcéo interna
nos laboratérios para determinar a quantidade minima de material genético ao

qual o teste € sensivel além da faixa recomendada pelo fabricante.

A empresa Promega recomenda o procedimento de validacéo interna nos
laboratorios para delimitar um padrdo minimo de amostra a ser usado no
sistema comercial, além da faixa ja testada nos procedimentos de validacdo do
sistema pela empresa. Para os procedimentos de cada laboratério é
recomendado determinar através do teste de sensibilidade, acompanhado aos
métodos de quantificacdo do laboratério que sejam aplicaveis no restante das

etapas seguintes.

Os picos STRs obtidos pelo sequenciamento, séo influenciados diretamente
pela quantidade de DNA dos ensaios a fim de se obter os resultados desejados
e filtrar resultados de natureza aleatdéria como picos ndo verdadeiros
comumente associados a amostras de baixa qualidade devido a baixa
guantidade de material genético na amostra (SWGDAM 2014, NIST, 2015).

4.2.1 QUANTIFICACAO

As amostras que foram diluidas para a realiza¢do do teste de sensibilidade
foram quantificadas, pois o0 sistema comercial necessita de uma quantidade
ideal de DNA para amplificar com precisdo a fim de se obter resultados
satisfatorios, reduzindo a probabilidade da ocorréncia de artefatos de PCR ou
sinais intensos como off scale, ou perda de alelos como também em casos de
amostras criminais, excluir eventuais possibilidades de se obter na amostra,
DNA n&o humano. (Butler, 2012)

A quantificacdo foi realizada através de PCR em tempo real no
equipamento 7500 da Applied Biosystems, na qual se detecta intensidade de
fluorescéncia a medida que os produtos sao amplificados. As amostras séo
quantificadas por comparacdo com uma curva padrdo onde as concentragdes

ja estdo determinadas pelo programa responsavel pela leitura da flourescéncia
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e esta € usada como controle para as absorbancias geradas pelas amostras. O
sistema de amplificacdo por fluoréforos é especifico para DNA humano,
portanto toda a quantidade de DNA quantificado ser& de total relevancia para a
PCR posterior e desprezado a quantidade de DNA nao humano caso houver,

na amostra.

Os resultados das quantificacées sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. QUANTIFICACAO DOS CONTROLES

CONTROLES PERFIL Y23 CONCENTRACAO (ng/ pL)
2800 6,32
CONTROLE LGMF 2,64
PQSM 44,15
BRANCO 0

3.3 PCR E SEQUENCIAMENTO POR GENOTIPAGEM

O DNA quantificado foi submetido a amplificagdo por PCR utilizando-se
o sistema comercial Power Plex Y23 (Promega).

As amplificacdes foram feitas seguindo-se as recomendagbes do
fabricante nas diluicbes determinadas e em triplicatas como ilustrado nas
tabelas 2, 3 e 4. O produto amplificado foi submetido a analise de fragmentos
no sequenciador 3500 Genetic Analyzer Applied Biosystems, juntamente com a
escala alélica (allelic ladder), o tamanho padrdo ILS600 (size standard) e
formamida Hi-Di e posteriormente submetido a analise pelo software

GeneMapper IDX.

TABELA 2. AMOSTRAS CONTROLE 2800
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1 2 3
A 1 CONTROLE POSITIVO 1
B 0,5 0,01563 0,5
C 0,25 0,03125 0,25
D 0,125 0,0625 0,125
E 0,0625 0,125 0,0625
F 0,03125 0,25 0,03125
G 0,01563 0,5 0,01563
H LADDER 1 CONTROLE NEGATIVO
TABELA 3. AMOSTRAS CONTROLE LGMF
1 2 3
A CONTROLE NEGATIVO 1 LADDER
B 0,01563 0,5 0,01563
C 0,03125 0,25 0,03125
D 0,0625 0,125 0,0625
E 0,125 0,0625 0,125
F 0,25 0,03125 0,25
G 0,5 0,01563 0,5
H 1 CONTROLE POSITIVO 1
TABELA 4. AMOSTRAS CONTROLE PQSM
1 2 3
A 1 LADDER 1
B 0,5 0,01563 0,5
C 0,25 0,03125 0,25
D 0,125 0,0625 0,125
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E 0,0625 0,125 0,0625
F 0,03125 0,25 0,03125
G 0,01563 0,5 0,01563
H CONTROLE NEGATIVO 1 CONTROLE POSITIVO

Apés as amostras serem submetidas ao sequenciamento por genotipagem
de acordo com as Tabelas 2, 3 e 4 obtemos os perfis gerados de acordo com
os controles amplificados nas regifes de interesse do cromossomo Y, onde as
amostras biologicas sdo convertidas a dados de fluorescéncia em
comprimentos de onda especificos aos quais sdo essencialmente separados
por cores de acordo com o tamanho em pares de bases (pb) onde serdo

interpretados através do programa GeneMapperIDX 1.4.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica se consistiu em calculos de média e desvio padréao
e resultou em um intervalo de confianca de unidades de fluorescéncia obtida
para a caracterizacdo do threshold analitico, ou seja, na veracidade daquele

pico obtido, se ele é realmente um alelo ou se s&o ruidos ou artefatos de PCR.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DE PICOS NO PROGRAMA GeneMapperIDX 1.4

Como ja foi explicado previamente, na analise de tamanho de fragmentos
os alelos séo estabelecidos através dos picos de floorencéncia gerados nos

eletroferogramas. Na figura 7, ha picos verdadeiros e ndo verdadeiros.

A base do threshold no programa GeneMapperIDX 1.4 foi delimitada para 1
RFU sendo essa a linha de base ou ruido de fundo, de forma a todos os picos
aparecem no painel dos locos, assim todos os picos ficam evidenciados. Foi
delimitada uma faixa que servird como faixa de espectro do threshold analitico

(AT, do inglés, analythical threshold) que sera determinado. Usamos essa faixa
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para fins de exclusdo de picos, em torno de 300 RFU (Figura 8), assim tudo
que estiver acima dessa marca, sera excluido e o que estiver abaixo
permanecera para as analises. A escolha do valor de referéncia é devido a
padrées internos laboratoriais onde denomina o que estiver acima de 300
RFUs seguramente sera um pico alélico, enquanto valores abaixo ndo ha a

seguranca de haver um pico correspondendo a um alelo ou ao ruido do
aparelho.

Figura 7. Flouréforo azul com os picos totais.
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Figura 8. Picos acima de 300 RFUs excuidos.
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Com os picos acima da linha de base excluidos como mostrado na figura 8,
foram utilizados dois métodos para calcular a determinacédo do threshold

analitico para o sistema de amplificacdo Promega Power Plex Y 23.

a. METODOS DA ANALISE ESTATISTICA

Para determinar a o limiar da curva ou threshold analitico de um pico
verdadeiro que ir4 corresponder a um loco de um perfil genético, utilizamos de
dois métodos empregados baseados em estudos relevantes na area.
Utilizamos os métodos de Bregul et.al. (2012) de formas diferentes e o método
de ISHI et. al. (2017).

4.2.1 METODO 1
No primeiro método calculamos o AT para todos os picos de todos os

fluoréforos, sem separacdo por cor, de forma a determinamos um AT geral,

onde a formula utilizada foi:

AT = Average Noise + 10(SD) (ISHI et. al., 2017) ou ATM1 = Ybl + ksYbl
(Bregul, et. al., 2012)
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Onde AT corresponde a Analitycal Threshold, Average Noise corresponde a
média de picos abaixo da linha de 300 RFU e SD é o desvio padrdo dos
mesmos picos da média o mesmo vale para a féormula de Bregul
respectivamente. O numero 10, corresponde ao k da formula de Bregul e esta
relacionado ao intervalo de confianca da curva normal ou gaussiana que

corresponde um pico alélico.

Para tanto, obtemos o resultado de AT para 70,95 RFUs. Valor que esta
dentro do esperado para os padrdes de picos verdadeiros ja validados
anteriormente pelo LGMF, porém possui baixa relevancia quando fluoréforos
de tamanho de pares de bases diferentes estdo presentes, para tanto é

necessario valores especificos para cada fluor6foro empregado.

4.2.2 METODO 2

O método 2 é semelhante ao método 1, porém aqui separamos por
fluoréforo e calculamos a média e desvio padrédo para cada um dos marcadores

para 0 cromossomo Y como mostrado a seguir na tabela 5.

Porém aqui nosso valor de k da férmula sera 3, correspondente ao intervalo

de confianca de 99.87% determinado por Bregul et. al., 2012.

Tabela 5. VALORES DE THRESHOLD PARA CADA MARCADORY'Y.

MARCADOR MEDIA DESVIO VALORES DE

PADRAO(SD) AT (EM RFUS)
DYS576 26,59 28,81 113,02
DYS389l 16,65 13,44 56,97
DYS448 22,52 24,03 94,65
DYS389ll 22,09 35,96 129,68
DYS19 10,69 7,94 34,51
DYS391 42 44,39 175,18
DYS481 32,46 37,34 144,49
DYS549 24,30 22,15 90,76
DYS533 24,79 16,93 75,68
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DYS438 21,79 16,34 70,7
DYS437 17,1 11,66 52,88
DYS570 60,62 54,18 223,17
DYS635 27,85 15,76 75,16
DYS390 39,13 37,28 151
DYS439 29,05 24,58 102,92
DYS392 24,66 19,78 84,01
DYS643 26,43 22,64 94,37
DYS393 59,53 58,11 233,88
DYS458 37,66 17,50 90,16
DYS385A/B 33,84 16,12 82,22
DYS456 30,78 17,51 83,33
Y-GATA-H4 25,12 9,93 54,93

Para diferentes marcadores obteve-se entdo com o método 2 diferentes
valores de AT em um intervalo de confianca de k = 99,87%, 0 que nos remete a
valores diferentes para cada marcador, onde para cada peso observamos
semelhancas nos valores obtidos. Como por exemplo, no marcador DYS570, o
valor de AT é 223,17, enquanto no marcador DYS393 o valor para AT é de
223,88. Valores parecidos para alelos de peso parecido, porém nao igual como

0 método 1 nos oferece.

Essa semelhanca também ndo € observada em todos os marcadores de
peso parecidos, um exemplo disso € o marcador DYS576 em relacdo ao

marcador DYS570, possuem valores de AT calculados bem discriminados.

Esses valores individuais serdo por fim aplicados a analises no Laboratério
de Genética Molecular Forense, onde para cada marcador, valores acima da
marca serdo considerados picos referentes a alelos verdadeiros, enquanto
valores abaixo serdo considerados picos referentes ao ruido de sistema bem

como artefatos de PCR, spikes e picos sttuter.

Portanto € ressaltada a importancia do segundo método de analise para
cada marcador, devido a possuirem pesos diferentes e mesmo quando ha
pesos semelhantes, os valores de AT podem néo ser semelhantes e quando
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padronizados como no primeiro método, se despreza a possibilidade de
diferenca entre eles e como consequéncia a validacdo de um pico nao
verdadeiro, comprometendo a veracidade de um perfil obtido. Em situacbes de
mistura de perfis em casos de estupro onde ha mais de um estuprador, a
confiabilidade do laudo pode incriminar ou inocentar erroneamente um

suspeito.

5 CONCLUSOES

No primeiro método padronizou-se um valor em comum para todos o0s
marcadores e no segundo, um valor especifico para cada marcador.
Concluimos que para fins de confiabilidade do método na caracterizagdo de um
perfil, o0 segundo método demonstrou maior intervalo de confiabilidade.

Diante do cenario atual onde diariamente casos de estupro séo registrados
nos mais diversos paises, a importancia de ferramentas na ciéncia que
auxiliem a justica para incriminar ou inocentar um suspeito séo cada vez mais
necessarias e o sistema comercial da Promega Power Plex Y23 possui um
amplo espectro de marcadores que auxiliam na discriminacdo de um perfil
masculino em amostras de mistura com células femininas. A determinacéo do
AT por marcadores ira por sua vez, contribuir na veracidade de um perfil obtido,

pelos peritos do Laboratério de Genética Forense do Parana.
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