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RESUMO

A descoberta do DNA fetal livre de células na circulagédo materna viabilizou o
desenvolvimento de tecnologias para o diagnostico pré-natal ndo invasivo.
Neste trabalho foram desenvolvidos trés estudos independentes relacionados
a este tema. O objetivo do primeiro estudo foi determinar o haplétipo Y-STR
do feto no plasma materno durante a gravidez e estimar, de forma nao
invasiva, se o suposto pai e feto pertencem a mesma linhagem masculina. O
estudo incluiu casais com gravidez unica e paternidade supostamente
conhecida. O sangue periférico foi coletado em tubos EDTA (m&e) e em
papel FTA (pai). O DNA do plasma materno foi extraido usando NucliSens
EasyMAG (Biomerieux). O sexo fetal foi determinado por gqPCR pesquisando
o alvo DYS-14 no plasma materno e também foi confirmado apds o parto.
Dos voluntarios incluidos, 20 maes com fetos masculinos e 10 maes com
fetos femininos foram selecionadas para a analise de Y-STR. A moda da
idade gestacional foi de 12 semanas. Todas as amostras de DNA foram
submetidas a amplificacdo por PCR com kits PowerPlex Y23, ampFLSTR
Yfiler e dois multiplexes proprios, que em conjunto representam 27 diferentes
Y-STR. Os produtos de PCR foram detectados no analisador genético 3500 e
foram analisados usando o software GeneMapper-IDX (Life Technologies).
Os haplétipos fetais (formato Yfiler) foram comparados com outros 5328
hapldtipos brasileiros disponiveis no banco de dados de referéncia de
haplétipos cromossémicos Y (YHRD). Como resultado, entre 22 e 27 loci
foram amplificados com sucesso a partir do plasma materno em todos os 20
casos de fetos masculinos. Nenhuma das mulheres com fetos femininos
apresentou um haplétipo Y-STR falsamente amplificado. O haplétipo
detectado no plasma materno correspondeu ao haplotipo do pai alegado em
16 dos 20 casos. Quatro casos apresentaram inconsisténcias simples e que
ndo configuravam exclusdes; 1 caso mostrou uma mutagdo no locus DYS458
devido a contracdo de uma unidade repeticido e 3 casos apresentaram
“‘dropout” em um dos locus DYS385 I/ll. Todas as inconsisténcias foram



confirmadas apds o nascimento do bebé. Dezesseis haplotipos fetais néo
foram encontrados em YHRD e um deles apresentou mutagdo, o que
corresponde a probabilidade de paternidade de 99,9812% e 95,7028%,
respectivamente. Trés hapldtipos fetais ocorreram duas vezes no YHRD, o
que corresponde a probabilidade de paternidade de 99,9437%. Em
conclusdo, um haplétipo Y-STR fetal discriminatorio pode ser obtido da
analise do plasma materno durante a gravidez a partir da décima segunda
semanas de gestacdo. Todos os fetos masculinos puderam ser atribuidos a
linhagem masculina do pai alegado no inicio da gravidez. A alta probabilidade
de paternidade associada a cada caso sugere que a relagdo n&o é aleatéria e
essa estratégia pode ser usada como alternativa para analise de parentesco
fetal masculino. Posteriormente foi questionado se o DNA fetal estaria
presente na microcirculagdo materna e se a determinacdo nao invasiva do
sexo fetal utilizando o sangue capilar coletado por pungao digital é
comparavel aos resultados obtidos do plasma isolado do sangue venoso.
Desta forma, o segundo estudo envolveu 101 voluntarias gravidas. A
mediana da idade gestacional (min—max) foi 11 (8—20) semanas. Inicialmente
o desenho experimental do estudo foi prospectivo. No entanto, apds iniciar os
experimentos resultados falsos positivos para o DNA masculino foram
identificados nas amostras de sangue capilar usando um protocolo de
assepsia com alcool isopropilico. Suspeitou-se da contaminagao da pele dos
dedos maternos com DNA exdgeno masculino. Subsequentemente novos
protocolos de assepsia do local de coleta do sangue capilar (ponta dos
dedos) foram implementados (hipoclorito de sédio 0,5% tamponado aplicado
duas vezes e hipoclorito de sédio 1% tamponado aplicado uma vez). Os
resultados obtidos do plasma isolado do sangue venoso e capilar foram
comparados com o sexo do recém-nascido ao nascimento. As analises
revelaram que a sensibilidade e especificidade da determinacéo do sexo fetal
no sangue venoso comparado ao sexo no nascimento foi 100% (95%IC 93-
100%) e 100% (95%IC 93-100%). No sangue capilar, os resultados foram
100% (95%IC 78-100%) e 58% (95%IC 27-84%) para o grupo do alcool
isopropilico, 100% (95%IC 83-100%) e 100% (95%IC 82-100%) para o grupo
do hipoclorito de so6dio tamponado a 0,5%, e 100% (95%IC 80-100%) e 100%
(95%IC 81-100%) para o grupo do hipoclorito de soédio tamponado a 1%,



respectivamente. Em conclusdo, o DNA fetal esta presente no sangue capilar
materno permitindo a determinagdo n&o invasiva do sexo fetal. O DNA
masculino exogeno pode estar presente nas pontas dos dedos das mulheres
gravidas e ser detectavel gerando resultados falsos positivos. Por isto, a
eliminacdo do DNA masculino exdgeno é critica para uma confiavel
determinacgdo do sexo fetal usando o sangue capilar materno. As solugdes de
hipoclorito de sédio diluido e tamponado, entre 0,5% e 1% pode ser usado
para eliminar o DNA masculino exdégeno das pontas dos dedos das mulheres
gravidas. Por fim, o uso do cromossomo Y no diagnostico pré-natal nao
invasivo limita sua aplicagdo aos fetos masculinos. Portanto, seria importante
o desenvolvimento de tecnologias para analise do DNA fetal
independentemente do sexo fetal e que contemple os cromossomos
autossdmicos. Assim, hipotetizou-se usar os polimorfismos de insercéo e
delecdo (Indels) presentes no pai e ausentes na mée como “pequenas ilhas”
de diferengas genéticas entre mae e feto para o estudo pré-natal n&o invasivo
das caracteristicas genéticas do feto. Entretanto, antes de desenvolver esta
metodologia seria necessario conhecer as frequéncias alélicas e os
parametros forenses destes Indels usando um conjunto de marcadores que
tenha sido previamente validado e de preferéncia na populagao local. O tema
de pesquisa do terceiro estudo foi avaliar as frequéncias alélicas de 38 indels
na populagao do Distrito Federal. Os resultados indicam que este conjunto &
um sistema genético altamente informativo, pois a probabilidade de
discriminar dois individuos selecionados ao acaso é de 99,9999999999993%
e a probabilidade de excluir um individuo falsamente acusado em um caso de
paternidade é 99,81%. Com base nas frequéncias alélicas foram calculadas
as distancias genéticas da populagédo estudada (Distrito Federal) em relagao
as populagdes descritas em outros estudos (Portugal, Africa, Asia, tribo
Terena e do estado do Rio de Janeiro). A analise das distancias genéticas
entre as diferentes populagdes revelou que o Distrito Federal € mais
semelhante ao Rio de Janeiro, assumindo uma posi¢ao intermediaria em
relacdo a Europa e Rio de Janeiro - Afrodescendente e foi distante dos
nativos americanos, africanos e do leste asiatico. Esta conclusdo esta de
acordo com a composi¢cado da populagao relatada no Censo 2010, em que a
maioria dos imigrantes era do Nordeste e do Sudeste. Estes trés estudos
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ABSTRACT

The discovery of cell-free fetal DNA in the maternal circulation enabled the
development of technologies for noninvasive prenatal diagnosis. In this work,
three independent studies related to this topic were developed. The aim of the
first study is to determine the fetus Y-STR haplotype in maternal plasma
during pregnancy and estimate, non-invasively, if the alleged father and fetus
belong to the same male lineage. The study enrolled couples with singleton
pregnancies and supposedly known paternity. Peripheral blood was collected
in EDTA tubes (mother) and in FTA paper (father). Maternal plasma DNA was
extracted by using NucliSens EasyMAG. Fetal gender was determined by
gPCR targeting DYS-14 in maternal plasma and it was also confirmed after
the delivery. From all included volunteers, 20 mothers bearing male fetuses
and 10 mothers bearing female fetuses were selected for the Y-STR analysis.
The mode gestational age was 12 weeks. All DNA samples were subjected to
PCR amplification by PowerPlex Y23, ampFLSTR Yfiler, and two in-house
multiplexes, which together accounts for 27 different Y-STR. The PCR
products were detected with 3500 Genetic Analyzer and they were analyzed
using GeneMapper-IDX. Fetuses’ haplotypes (Yfiler format) were compared to
other 5328 Brazilian haplotypes available on Y-chromosome haplotypes
reference database (YHRD). As a result, between 22 and 27 loci were
successfully amplified from maternal plasma in all 20 cases of male fetuses.
None of the women bearing female fetuses had a falsely amplified Y-STR
haplotype. The haplotype detected in maternal plasma completely matched
the alleged father haplotype in 16 out of the 20 cases. Four cases showed
single mismatches and they did not configure exclusions; 1 case showed a
mutation in the DYS458 locus due to the loss of one repeat unit and 3 cases
showed one DYS385I/Il locus dropout. All mismatches were confirmed after
the delivery. Seventeen fetuses’ haplotypes were not found in YHRD and one
of them had a mutation, which corresponded to the paternity probability of
99.9812% and 95.7028%, respectively. Three fetuses’ haplotypes occurred
twice in YHRD, which corresponded to paternity probability of 99.9437%. In

conclusion, high discriminatory fetal Y-STR haplotype could be determined



from maternal plasma during pregnancy starting at 12 weeks of gestation. All
male fetuses could be attributed to the alleged father male lineage early in
pregnancy. The high probability of paternity associated with each case
suggests that the relationship is not random and this strategy can be use as
an alternative for male fetal kinship analysis. Posteriorly, questioned whether
the presence of fetal DNA on maternal microcirculation and investigate
whether the fetal sex determination performed on plasma isolated from
capillary blood is comparable to results obtained using plasma isolated from
venous blood. Thus, the second study involved 101 pregnant volunteers. The
median (min—max) gestational age was 11 (8-20) weeks. The initial study
design was prospective. However, after commencement of the study the
appearance of false positive results for male DNA among the capillary
samples lead us to suspect maternal skin contamination with exogenous male
DNA. We subsequently instituted new skin-cleansing protocols for the
capillary samples (isopropyl alcohol, 0.5% buffered sodium hypochlorite
applied twice and 1% buffered sodium hypochlorite applied once), and
compared with these results with our plasma samples. The analysis reveled
that, compared to the clinical examination at birth, sensitivity and specificity of
the fetal sex determination in venous blood was 100% (95%CI 93-100%) and
100% (95%CI 93-100%). In capillary blood, results were 100% (95%CI 78-
100%) and 58% (95%CI 27-84%) for the isopropyl alcohol group, 100%
(95%ClI 83-100%) and 100% (95%CI 82-100%) for the 0.5% buffered sodium
hypochlorite group and 100% (95%CI 80-100%) and 100% (95%CI 81-100%)
for 1% buffered sodium hypochlorite group, respectively. In conclusion, fetal
DNA is present in maternal capillary blood allowing for non-invasive fetal sex
determination. Exogenous male DNA may be present, and detectable, on the
fingertips of pregnant women. So, the elimination of the exogenous male DNA
is critical for a reliable fetal sex determination using maternal capillary blood.
A diluted buffered sodium hypochlorite (0.5% - 1%) can be used to eliminate
exogenous male DNA from the fingertips of pregnant women. Exploration of
the Y chromosome in non-invasive prenatal diagnosis limits its application to
male fetuses. Thus, it is important to develop technologies for fetal DNA
analysis regardless of the fetal sex and that contemplate the autosomal
Chromosomes. Thus, it was hypothesized to use insertion and deletion



polymorphisms (Indels) present in the father and absent in the mother as
"small islands" of genetic differences between mother and fetus for the non-
invasive prenatal study of genetic characteristics of the fetus. However, before
developing this methodology it is necessary to know the allelic frequencies
and the forensic parameters of these Indels using a set of markers that has
been previously validated and preferably in the local population. Thus, the
third study was to evaluate the allelic frequencies of 38 indels in the
population of the Federal District. The results indicate that this set is a highly
informative genetic system. Therefore, the probability of discriminating two
individuals selected at random is 99.9999999999993% and the probability of
excluding a falsely accused individuals in a paternity case is 99.81%. Based
on the allelic frequencies, the genetic distances of the study population
(Federal District) were calculated in relation to the populations described by
different studies (Portugal, Africa, Asia, Terena and Rio de Janeiro).
Furthermore, analysis of genetic distances between diferents populations
revealed that Federal District was plotted closer of Rio de Janeiro. Moreover,
it assumed an intermediate position relative to Europe and RJ-AFD and was
quite distant from Native Americans, Africans and East Asians. This
conclusion agrees with the population composition reported in the 2010
National Survey Inquiries, in which most of the immigrants were from the
northeast and the southeast. The studies developed were approved by a local

ethics committee and all participants signed the informed consent form.

Keywords: Y-STR, maternal plasma, noninvasive prenatal testing cell-free
fetal DNA, fetal prenatal kinship analysis, non-invasive fetal sex
determination, capillary blood, exogenous male DNA, insertion and deletion
polymorphisms, Brasilia, Distrito Federal (Brazil), Indel, Forensic genetics
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1 INTRODUGAO GERAL

Esta tese de doutorado € composta por trés estudos independentes
relacionados ao estudo pré-natal n&o invasivo das caracteristicas genéticas
do feto, area de pesquisa viabilizada pela descoberta do DNA fetal livre de
células (cfDNA) na circulacdo materna. Inicialmente, esta descoberta permitiu
a deteccdo das caracteristicas genéticas herdadas do pai e que n&o estao
presentes no genoma de origem materna (1). Atualmente, com o avango das
tecnologias de sequenciamento, o DNA de origem fetal na circulagdo materna
pode ser distinguido dos pais com maior facilidade (2).

Em relagdo ao primeiro estudo, sabe-se que em algumas situagdes
existe a necessidade de se identificar o pai biolégico antes do nascimento da
crianga (1). Na maioria das vezes, a investigagdo do vinculo genético preé-
natal ainda depende de métodos invasivos como amniocentese ou bidpsia da
vilosidade coribnica. Ambos procedimentos sao estressantes e conferem
risco pequeno, mas existente, tanto para a mae quanto para o feto (3).

O desenvolvimento de um teste de paternidade fetal confiavel
executado pela analise do sangue periférico materno é desafiador, pois nédo é
simples a diferenciacdo entre o DNA fetal livre de células e o DNA materno
usando tecnologias moleculares tradicionais (como eletroforese capilar), ja
que as sequéncias maternas vao estar em concentragcdes superiores as do
feto (4). Logo, nestas condigbes, a principal estratégia usada para aplicagao
do DNA fetal livre de células na pratica € explorar as diferengas genéticas
entre mae e feto como, por exemplo, o cromossomo Y.

Aproveitando-se da principal diferengca genética entre mae e feto
masculino, analise dos marcadores do tipo “short tandem repeats” (STRs) do
cromossomo Y poderia permitir a identificagdo do haplétipo Y-STR do feto
presente no sangue da mae. A posterior comparagao com o haplétipo Y-STR
do pai poderia permitir a conclusao ou estimativa de que ambos pertencem a

mesma linhagem patrilinear ou nao.
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Em relagdo ao segundo estudo, sabe-se que o método padrdo-ouro
para coleta do sangue materno na analise ndo invasiva das caracteristicas
genéticas do feto é a pungdo venosa na fossa antecubital (5).

Desta forma, foi questionado se o DNA fetal estaria presente na
microcirculacdo materna e se a determinacao do sexo fetal, pela deteccédo ou
nao do cromossomo Y no sangue materno, ainda durante a gravidez poderia
ser feita no sangue capilar. Esta duvida subsidiou o desenvolvimento do
segundo estudo (determinagc&o ndo invasiva do sexo fetal no sangue capilar
materno coletado por puncéo digital).

O uso do sangue capilar coletado por uma pungao digital poderia
trazer mais conforto para a mae, pois trata-se de uma coleta menos invasiva
e principalmente possibilitaria a coleta de material em areas onde nao ha
flebotomista.

Em relacdo ao terceiro estudo, sabe-se que o uso do cromossomo Y
no diagndstico pré-natal ndo invasivo limita sua aplicacdo aos fetos
masculinos. Consequentemente, seria importante o desenvolvimento de
tecnologias para analise do DNA fetal independentemente do sexo fetal e que
contemple os cromossomos autossémicos. Portanto, hipotetizou-se usar os
polimorfismos de insercéo e delegao (Indels) presentes no pai e ausentes na
mae como “pequenas ilhas” de diferengas genéticas entre mae e feto para o
estudo pré-natal ndo invasivo das caracteristicas genéticas do feto.

No entanto, antes de desenvolver esta metodologia € necessario
conhecer as frequéncias alélicas e os parametros forenses destes Indels
usando um conjunto de marcadores que tenha sido previamente validado e
de preferéncia na populagao local. Assim, o tema de pesquisa do terceiro
estudo foi avaliar as frequéncias alélicas de 38 indels na populagdo do
Distrito Federal. A aplicagao dos indels no diagnostico pré-natal ndo invasivo
ainda encontra-se em desenvolvimento.

Por fim, os estudos 1 e 3 foram publicados na revista “Forensic
Science International: Genetics” e o estudo 2 na revista "Prenatal Diagnosis”,
ambas indexadas no Medline e com fator de impacto “Journal Citation
Reports” de 3.911 e de 2.523, respectivamente.
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2 INVESTIGAGAO DE VINVULO GENETICO FETAL PELA ANALISE DO
PLASMA MATERNO

2.1 INTRODUCAO

A identificagdo do DNA fetal livre de células na circulagcdo materna tem
possibilitado o teste pré-natal ndo invasivo (6). Desde a sua descoberta, o
cfDNA chamou muita atengdo porque sua analise fornece informacdes
genéticas sobre o feto com risco reduzido associado a obtengdo do material
fetal. A amniocentese e a amostragem das vilosidades coribnicas
representam um pequeno, mas claro, risco de aborto (3). Atualmente, varias
aplicagdes envolvendo a analise genética fetal ndo-invasiva estao disponiveis
nos servigos clinicos e incluem detecgao do sexo fetal (5), tipagem sanguinea
Rhesus (7), aneuploidias (8, 9), mutagdes de origem paterna (10), sindromes
de microdelecao e duplicacéo (11), e, também, paternidade (1, 4).

O cfDNA é originario das células da placenta e a apoptose parece ser
o principal mecanismo que controla sua liberagdo para a circulagdo da mae
(12-14). Na décima semana de gestagdo, a mediana da fragdo de cfDNA no
plasma materno é de 10,2% e seus niveis aumentam ao longo da gravidez,
com um aumento inicial de 0,1% por semana de 10 a 20 semanas de
gestacdo, seguido de um aumento acentuado de 1% por semana apos 21
semanas até o termo (15).

As sequéncias de DNA fetal no plasma materno estdo presentes em
uma maior proporgédo considerando o tamanho de até 150 pares de base, e
sdo raramente maiores que 250 pares de base (16-18). A sua depuragao na
circulagao materna ocorre depois de um a dois dias pos-parto, o que significa
que sua rapida remogao nao interfere em posterior gravidez (19, 20).

O principal desafio para os ensaios envolvendo cfDNA é distinguir as
sequéncias fetais em um alto "background" de DNA materno homologo.
Muitos pesquisadores basearam-se na estratégia de detecgéo das diferengas
genéticas entre mae e feto. A diferenga genética mais amplamente utilizada
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nos estudos de cfDNA & o cromossomo Y (21, 22). De fato, o plasma de uma
mulher gravida de um feto masculino € uma mistura de DNA masculino e
feminino.

Na ciéncia forense, a analise de misturas de DNA masculino/feminino
€ bastante comum, como por exemplo, casos de agressdo sexual. A
haplotipagem de “short tandem repeats” do cromossomo Y (Y-STR) € um
método de escolha para detectar e diferenciar de forma ndo ambigua o
componente masculino em misturas com maior quantidade de DNA feminino
(23). Na verdade, Mayntz-Press et al. relatou que os perfis Y-STR completos
sao obtidos a partir de amostras com misturas de DNA masculino:feminino na
proporgao de 1:1000 (24). Além disso, a tecnologia Y-STR provou ser util na
identificacdo do vinculo paterno (25) e existem muitos kits comerciais
disponiveis para haplotipagem Y-STR.

Algumas caracteristicas peculiares do cromossomo Y como estar
presente somente no genoma de individuos do sexo masculino e auséncia de
recombinagao, possibilita que todas as sequéncias localizadas na regi&do nao
recombinante Y sejam transmitidas as geragdes posteriores em blocos
(haplotipo), sem alteragbes genéticas ao menos que ocorra mutagado o que
torna-o um marcador de linhagem (26).

A descoberta de eventos mutacionais fornece diferentes tipos de
polimorfismos com distintas taxas de mutacao facilitando significativamente o
aumento do numero de marcadores. Desta forma, a diferenciacdo entre
individuos da mesma linhagem patrilinear podera ser realizada por causa do
acumulo de mutagdes dos Y-STR de geragao para geragao (27, 28).

A primeira descricdo na literatura sobre o estudo de vinculo genético
pré-natal ndo invasivo envolveu a analise de STRs a partir da coleta de
sangue periférico materno de vinte mulheres gravidas. A amplificagdo dos
alelos fetais no plasma foi realizada pelos kits ampFLSTR Identifiler™ e
ampFLSTR Yfiler™. Nao houve nenhuma amplificacdo eficaz dos loci
autossbmicos fetais, exceto a amelogenina (regido utilizada para
determinagcdo do sexo) usando o primeiro kit comercial. Esta amplificagao
aleatdria pode ser resultante da supressao causada pelo excesso de DNA
materno sobre a quantidade de DNA fetal no plasma (1).
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Para sancionar essa questao utilizou-se o kit Yfiler que € especifico
para STRs do cromossomo Y. Observou-se que entre seis e dezesseis loci
fetais foram amplificados com sucesso a partir do plasma das maes que
carregavam fetos do sexo masculino (n=13). Outro resultado relevante neste
estudo é que houve concordancia entre os alelos fetais do cromossomo Y
encontrados no plasma com os alelos do pai alegado. Tais achados sugerem
que é possivel determinar a linhagem patrilinear do feto durante a gestagao
através da analise dos Y-STR no sangue materno (1).

Rong e colaboradores também analisaram o plasma materno para
detectar sequéncias fetais, entretanto, o objetivo do estudo foi determinar o
sexo fetal. Da mesma forma do estudo anterior, os autores aproveitaram-se
da principal diferenga genética entre a mae e o feto masculino, o
cromossomo Y, mas também genotiparam STRs autossémicos. Os Kkits
utilizados foram ampFLSTR Identifiler, Agcu Mini-STR e ampFLSTR Yfiler™.
Os loci autossdmicos amplificaram esporadicamente e o unico locus
amplificado com sucesso foi a amelogenina. Com relagdo aos loci Y-STR,
das 25 amostras de plasma materno de fetos masculinos tiveram entre 5 e 12
loci Y-STRs amplificados, enquanto que nenhuma amplificagao foi observada
em 15 amostras de plasma materno de mées de fetos femininos. Os dados
obtidos foram confirmados confrontando com os dados da analise do liquido
amnidtico e com o perfil Y-STR dos pais alegados (29).

Resumidamente, as duas descri¢des supracitadas mostraram que a
amplificagdo com sucesso de STRs autossdmicos fetais através do plasma
materno ainda ndo € possivel. Por outro lado, a genotipagem de Y-STR
apresentou resultados superiores, mas € preciso que a técnica seja
aperfeicoada para que a determinacdo da linhagem patrilinear fetal no
sangue materno torne-se uma realidade (1, 29).

Hoje, em nossa complexa sociedade, ha muitas situacbes em que
seria desejavel conhecer a linhagem patrilinear do feto masculino ainda
durante a gravidez. Assim, os objetivos deste estudo sdo determinar o
hapldtipo Y-STR de fetos masculinos no plasma materno durante a gravidez
e estimar, de forma n&o invasiva, se o feto e o suposto pai pertencem a

mesma linhagem paterna.
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2.2 OBJETIVOS

. Determinar o haplétipo Y-STR de fetos masculinos no plasma
materno durante a gravidez;
. Estimar de forma nado invasiva se o feto e o suposto pai

pertencem a mesma linhagem patrilinear.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Sujeitos

Este estudo experimental envolveu 30 casais com gestagdes unicas e
com paternidade supostamente conhecida. Os voluntarios que aceitaram
participar foram recrutados em um laboratério clinico do Distrito Federal e as
primeiras vinte maes consecutivas que carregavam feto do sexo masculino
(casos) e as primeiras dez maes consecutivas que carregavam feto do sexo
feminino (controles) foram selecionados para analise de Y-STR. Os aspectos

éticos deste trabalho estao descritos no item 2.3.11.

2.3.2 Amostras De Referéncia Do Suposto Pai E Da Crianca

A amostra de referéncia do suposto pai foi obtida durante a sua
primeira visita e a amostra de referéncia da crianga foi coletada depois do
nascimento durante a ocasiao da coleta do teste do pezinho. As amostras de
sangue foram obtidas a partir da pungdo do dedo anelar (suposto pai) e do
calcanhar (crianca) em um cartdo de papel Whatman® FTA™.

O DNA foi extraido a partir das manchas de sangue presente neste
cartdo. Perfurou-se um disco de 1,2 mm com o auxilio de um “Harris Micro
Punch”. Em seguida, o disco foi colocado em tubo de amplificagcdo de PCR e
lavado com 200 pl de FTA Purification Reagent (Life Technologies). Apos 10
minutos de agitacdo horizontal (700 rpm), a temperatura ambiente, o
reagente FTA é removido, e repete-se esse passo de purificagdo por trés
vezes. Logo, faz-se a lavagem do disco com 200 ul de agua livre de
DNAse/RNAse por 05 minutos sob agitagdo horizontal (700 rpm) e apds a
retirada de todo o liquido, a reagcdao de PCR é executada no préprio tubo

utilizado na extracgéao.
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2.3.3 Coleta, Processamento E Transporte Do Sangue Materno

O sangue materno foi coletado por pungédo venosa em trés tubos de 4
mL Vacuette K2 EDTA Sep (Greiner Bio-one). Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 3100 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para
obtencdo do plasma materno. Depois disto, eles foram transportados para o

centro de processamento as 22 + 4°C e armazenados a —20°C até seu uso.

2.3.4 Extracao De DNA Do Plasma Materno

ApoOs o descongelamento dos tubos, 1100 yL de plasma materno
foram transferidos para tubos de polipropileno e centrifugados a 14.000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. O DNA foi extraido a partir de 1
mL de cada amostra utilizando o protocolo genérico 2.0.1 do sistema de
Nuclisens EasyMag (bioMérieux), com 50 pyL de particulas de silica
magnética e eluicdo em 25 pL.

2.3.5 Determinacao Do Sexo Fetal (Ensaio DYS-14)

Os alvos da reacao multiplex de gqPCR para a determinagdo do sexo
fetal foram a sequéncia especifica do cromossomo Y (DYS-14) (30) e RNAse
P (controle interno). As sequéncias de primers e sondas com as respectivas
fluorescéncias para os marcadores supracitados estdo descritos na tabela
2.1. Ambos foram adquiridos como ensaios PrimeTime qPCR da Integrated
DNA Technologies.
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Tabela 2.1 — Sequéncias de primers utilizados para a determinagao do sexo

fetal
Conjunto PrimeTime Sequéncia (5' - 3)
DYS-14 forward CCATGACCCCAGAGTCTGC
DYS-14 reverso CTTCCTGGCTTGGGCATTAAC
DYS-14 sonda 6-FAM-CTCCAGCTC/ZEN/CACCTGAACGGCC-IABFQ
RNAse P forward AGATTTGGACCTGCGAGCG
RNAse P reverso GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
RNAse P sonda HEX-TTCTGACCT/ZEN/GAAGGCTCTGCGCG-IABFQ

Brevemente, o ensaio de qPCR consistiu de 2 pl de 10X DYS-14
PrimeTime, 1 pyl de 10X RNAse P PrimeTime, 12,5 yl do master mix Maxima
Probe gPCR (Fermentas) e 9 pyl do DNA extraido em 25 pl de volume
ajustado com agua livre de DNase/RNase (Fermentas). Este ensaio foi
realizado no ABI StepOne qPCR System (Life Technologies). As condigdes
de ciclagem da PCR foram: pré-incubagéao por 10 minutos a 95°C, 60 ciclos
de 95°C a 15 segundos e 60°C a 60 segundos. Todas as amostras foram
feitas em quadruplicata e em cada ensaio foram incluidas trés amostras
controle: uma feminina, uma masculina e uma negativa (auséncia de DNA).

O critério de interpretacdo para o ensaio de sexagem fetal foi: 4
resultados positivos para DYS-14 com o ciclo quantitativo (Cq) menor que 34
indica um feto masculino; 0 ou 1 resultado positivo com Cq maior que 40 para
0 DYS-14 indica um feto feminino; todos outros resultados foram
considerados indeterminados e a reacgao foi repetida. A RNAse P tem que
obrigatoriamente amplificar em todas as ocasides, exceto no controle
negativo (agua), caso contrario, o resultado sera invalido. O sexo fetal foi
também confirmado por visualizagdo da genitalia externa depois do

nascimento.
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2.3.6 Amplificagdao De Y-STR No Plasma Materno

2.3.6.1 Powerplex Y23

O primeiro kit comercial para amplificacdo de Y-STR foi o Powerplex
Y23 System (Promega). Este kit inclui os seguintes Y-STR /oci (DYS576,
DYS389I, DYS448, DYS389l1l, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533,
DYS438, DYS437 DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643,
DYS393, DYS458, DYS3851/1l, DYS456, e Y-GATA-H4). Esta reacdo foi
realizada de acordo com as instrugdes do fabricante no PCR GeneAmp 9700

(Life Technologies), exceto o uso de 60 ciclos na PCR.

2.3.6.2 Yfiler

O segundo kit comercial usado para a amplificacdo de Y-STR foi o
AmpFIST Yfiler PCR Amoplification (Life Technologies). Este possui os
seguintes Y-STR Joci (DYS456, DYS389I, DYS390, DYS389ll, DYS458,
DYS19, DYS385l1/1l, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y-GATA-
H4, DYS437, DYS438, e DYS448) e todos eles estdo também incluidos no
Powerplex Y23. Esta reacao foi realizada de acordo com as instru¢gdes do
fabricante no termociclador GeneAmp 9700 (Life Technologies), exceto o uso
de 60 ciclos na PCR.

2.3.6.3 Sistemas multiplex Mini-1 e Mini-2 Y-STR (Mini-1/-2)

A terceira (Mini-1) e quarta (Mini-2) reacdo multiplex utilizadas para a
amplificagdo de Y-STR foram previamente descritas por Asamura et al., e
somente incluem mini Y-STR (31).

A reacdo multiplex Mini-1 Y-STR (4-plex) consistiu de 1,0 yl de mix
primer, 12,5 pyl de master mix Maxima Probe gPCR (Fermentas) e 10 ul de
DNA extraido em 25 pl de volume ajustado com agua DNase/RNase-free
(Fermentas). A concentragdo dos primers foram as seguintes: DYS522
(6FAM) 0,5 uM, DYS508 (VIC) 0,6 uM, DYS632 (NED) 0,6 uM, DYS556
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(PET) 1,4 uM. As condi¢bes da ciclagem da PCR foram: pré-incubacao por
10 minutos a 95°C, 50 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e
uma extensao final de 20 minutos a 60°C.

A reacdo multiplex Mini-2 Y-STR (3-plex) foi idéntica a do Mini-1,
exceto na composi¢cdo de mix de primer DYS570 (6FAM) 0,5 uM, DYS576
(VIC) 0,5 uM, DYS540 (PET) 1,4 uM, além das condigdes de ciclagem da
PCR (pré-incubagao por 10 minutos a 95°C, 50 ciclos de 15 segundos a
95°C, 30 segundos a 55°C e uma extenséo final de 20 minutos a 60°C). O
termociclador TC-3000 (Techne) foi usado para realizar ambas reag¢des e 0s
primers para Mini-1 e Mini-2 loci foram sintetizados pela Life Technologies.

2.3.7 Amplificacao De Y-STR Das Amostras De Referéncia Do Suposto
Pai E Da Crianca

Os sistemas Powerplex Y23 e Mini-1/-2 foram usados para a genotipar a
amostra de referéncia do pai. As reacdes foram realizadas como descritas
acima, exceto a ciclagem na PCR que foi reduzida para 30 ciclos. Além disso,
um total de 0,5 — 1,0 ng de DNA (continham em um punch de 1,2 mm de
FTA) foi usado por reacédo de PCR.

2.3.8 Analise De Parentesco Com NGM™

Quando necessario, o kit de amplificagdo AmpFISTR NGM™ PCR foi
usado para confirmar o parentesco. As reacdes foram realizadas de acordo
com as instrugdes do fabricante.

2.3.9 Eletroforese Capilar

Os produtos de PCR foram separados e detectados no Analisador
Genético 3500. O threshold de detecgao do pico foi de 200 unidades relativas
de fluorescéncia (URF) para identificar os alelos dos marcadores.

Para as reagbes do Yfiler, NGM™ e Mini-1/-2 foi utilizado o seguinte

protocolo: 1 yl da amostra amplificada foi adicionada em 8,5 ul de Formamida
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Hi-Di e 0,5 yl de GeneScan 600 LIZ. A condigcdo da eletroforese foi 15
segundos de tempo de injecdo, 1.2 kV de voltagem da injecédo, 15 kV de
voltagem na corrida, 60°C, 20 minutos de tempo da corrida, Dye Set G5
(6FAM, VIC, NED, PET e LIZ).

Para a reacdo do Powerplex Y23, 1 pl da amostra amplificada foi
adicionada em 10 pl de Formamida Hi-Di e 1 yl de CC5 ILS Y23 (Promega).
A condigao da eletroforese foi idéntica ao Yfiler, exceto para o Dye Set G5
(FL, JOE, TMR-ET, CXR-ET e CC5 (Promega). Os dados brutos foram
analisados com o Software GeneMapper® ID-X V.1.2 (todos os
equipamentos e reagentes sao fabricados pela Life Technologies, exceto
quando indicado).

2.3.10 Analises Estatisticas

Pelo fato do cromossomo Y n&o segregar independentemente a “regra
do produto” ndo pode ser aplicada, assim, as frequéncias haplotipicas nao
podem ser calculadas a partir das frequéncias alélicas por multiplicagdo como
é feito em marcadores autossémicos, por isto, este marcador de linhagem é
referido como ferramenta complementar. Desta forma, a analise de varios loci
de forma combinada define o haplétipo do individuo e este pode ser
comparado com os bancos de dados de hapldétipos para que se estime a
frequéncia deste perfil (32).

As frequéncias haplotipicas s&do estimadas utilizando o método de
contagem. Tal método pesquisa um determinado haplétipo contra uma base
de dados para determinar o numero de vezes que o haplétipo foi observado.
O resultado da frequéncia do haplétipo Y-STR € o numero de vezes que o
haplétipo foi observado dividido pelo numero de hapldtipos registrados no
banco (33).

Neste estudo, as frequéncias haplotipicas foram estimadas pesquisando
0 haplétipo Y-STR do plasma materno no banco de dados brasileiro (n =
5.328) no Y-Chromosome Haplotype Reference Database (YHRD) (33). Os
17 loci incluidos no Yfiler foram considerados nesta analise (haplétipos no
formato Yfiler), por causa do numero pequeno de haplétipos do Powerplex
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Y23 no banco de dados para a populacdo considerada e a auséncia de
dados para alguns loci incluidos nas reagées do Mini-1 (DYS522, DYS508,
DYS632, DYS556) e Mini-2 (DYS540).

O indice de paternidade para cada caso foi calculado como descrito por
Rolf e colaboradores. Em resumo, os casos sem mutagdo, o indice de
paternidade € 1 dividido pela frequéncia do haplétipo; em casos com
mutacéo/exclusdo, o indice de paternidade é (0,5 x p) dividido pela
frequéncia haplotipica, onde u € a taxa de mutagao do locus, mostrando uma
unica mutacao/exclusao devido a contragcao/expansdo de uma unidade de
repeticéo (34).

A probabilidade de paternidade foi calculada pela seguinte formula:
indice de paternidade x 100/(indice de paternidade + 1) (35).

2.3.11 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa intitulado como “Investigagdo do vinculo genético
fetal pela analise do sangue materno”, foi encaminhado ao Comité de Etica
da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB), e
aprovado através do protocolo 188/12 (Anexo 1), de acordo com o
estabelecido pela Resolucdo n° 196/96. Todos os participantes assinaram o

termo de consentimento livre e informado.
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24 RESULTADOS

2.4.1 Determinagao Do Sexo Fetal No Inicio Da Gravidez

O ensaio DYS-14 foi utilizado para determinar o sexo fetal durante a
gravidez e guiou a selegdo das voluntarias para a analise de Y-STR. As
primeiras vinte e dez consecutivas maes que carregavam fetos masculinos e
femininos, respectivamente, foram selecionadas para a analise de Y-STR.
Depois do nascimento, observou-se uma concordéncia completa entre o sexo
fetal atribuido pelo ensaio do DYS-14 e o sexo do recém-nascido.
Adicionalmente, em 24 das 30 gravidas voluntarias a moda da idade
gestacional foi 12 semanas (Tabela 2.2).

2.4.2 Amplificagao De Y-STR No Plasma Materno

Considerando todos os sistemas multiplex (Powerplex Y23, Yfiler e
Mini-1/-2) foram amplificados com sucesso no plasma materno entre 22 e 27
loci (mediana de 25) em todos os casos de fetos masculinos. Em mulheres
que carregavam fetos femininos nenhuma amplificagédo foi observada (Tabela
2.2).

Os eletroferogramas representativos obtidos do plasma materno
usando o Powerplex Y23 e o Yfiler em amostras masculinas e femininas
estdo ilustradas na figura 2.1 e figura 2.2, respectivamente. Além destes, as
figuras 2.3 e 2.4 mostram eletroferogramas representativos usando o Mini-1/-
2.
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Tabela 2.2 - Resultados qualitativos para detecgado de Y-STR /oci fetal no

plasma de mées que carregavam fetos masculinos (n=20) e fetos femininos

(n=10) e sua concordéncia com os /oci do pai alegado

Numero Idade gestacional ~ Ensaio DYS-14 Sexo do Y-STRloci  Concordancia com os Concordancia com os
do caso (semanas) (plasma materno) recém-nascido (plasma materno) loci do suposto pai  loci do recém-nascido

1 12 Masculino Masculino 26 25° 26
2 12 Masculino Masculino 25 25 25
3 12 Masculino Masculino 22 21° 21°
4 12 Masculino Masculino 26 26 26
5 24 Masculino Masculino 23 23 23
6 36 Masculino Masculino 27 27 27
7 12 Masculino Masculino 24 24 24
8 17 Masculino Masculino 24 24 24
9 12 Masculino Masculino 25 25 25
10 12 Masculino Masculino 26 26 26
11 16 Masculino Masculino 26 26 26
12 12 Masculino Masculino 26 26 26
13 12 Masculino Masculino 25 25 25
14 12 Masculino Masculino 24 24 24
15 12 Masculino Masculino 23 23 23
16 12 Masculino Masculino 25 25 25
17 12 Masculino Masculino 25 24° 24°
18 12 Masculino Masculino 25 24° 24°
19 12 Masculino Masculino 25 25 25
20 17 Masculino Masculino 24 24 24
21 13 Feminino Feminino 0 0 NA
22 12 Feminino Feminino 0 0 NA
23 12 Feminino Feminino 0 0 NA
24 12 Feminino Feminino 0 0 NA
25 12 Feminino Feminino 0 0 NA
26 12 Feminino Feminino 0 0 NA
27 12 Feminino Feminino 0 0 NA
28 12 Feminino Feminino 0 0 NA
29 12 Feminino Feminino 0 0 NA
30 12 Feminino Feminino 0 0 NA

NA - ndo de aplica

a - Caso com mutagdo no locus DYS 458

b - Casos com alelo dropout em um do locus DYS 385/Il no plasma materno
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Figura 2.1 - Perfis representativos de Y-STR obtidos do plasma de uma mae
que carregava um feto masculino (caso 7) usando o PowerPlex Y23 e Yfiler
*Locus excluido da andlise
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Figura 2.2 - Perfis representativos de Y-STR obtidos do plasma de uma mae

que carregava um feto feminino (caso 25) usando o PowerPlex Y23 e Yfiler
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Figura 2.3 - Perfis representativos de Y-STR obtidos do plasma de mulheres

que carregavam um feto masculino (caso 7) usando os sistemas Mini-1/-2
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Figura 2.4 - Perfis representativos de Y-STR obtidos do plasma de mulheres

que carregavam um feto feminino (caso 25) usando os sistemas Mini-1/-2

Claramente, a deteccdo com sucesso de Y-STR fetal foi dependente

do tamanho do produto, pois os loci com tamanho de produtos menores

mostraram altas taxas de deteccdo. A taxa de detecg¢ao variou entre 5% a
100% no Powerplex Y23, 50% a 100% no Yfiler e foi 100% para todos os loci

incluidos no Mini-1/-2. Além disso, todos os Y-STR loci com 55% de detecgao

com sucesso ou inferior foram produtos com tamanho maior que 250 pb

(Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 - Tamanho do produto e taxa de detecg¢do para cada locus Y-STR

incluido nos sistemas multiplex utilizados no estudo

Powerplex Y 23 (1 Rxn) Yeiler (2 Rxn em 8 dos 20 casos) Mini-1/-2 (1 Rxn)
Tamanho do produto (ph)  Taxa de deteccdo (%) Tamanho do produto (pb) Taxa de deteccdo (%) Tamanho do produto (pb) Taxa de detecgdo (%)
DYS 522 NA NA NA NA 112132 100
DYS 508 NA NA NA NA 105129 100
DYS632 NA NA NA NA 9-99 100
DYS 556 NA NA NA NA 96112 100
DYS540 NA NA NA NA 113-145 100
DYS 576 97-145 100 NA NA 109141 100
DYS 3891 147179 9% 130175 100 NA NA
DYS 448 196-256 2N 213332 % NA NA
DYS 389l 269-303 70 244-301 75 NA NA
DYS19 312352 25 167-218 100 NA NA
DYS 391 86-130 100 145179 100 NA NA
DYS 481 139-184 85 NA NA NA NA
DYS 549 198-238 80 NA NA NA NA
DYS 533 245285 75 NA NA NA NA
DYS438 203-343 4 215-250 % NA NA
DYS 437 344-380 Bl 173-209 %0 NA NA
DYS570 90-150 100 NA NA 115147 100
DYS 635 150-202 8 22274 80 NA NA
DYS 390 207-25 % 179-238 100 NA NA
DYS439 263307 5 129232 % NA NA
DYS 392 314-362 15 283-333 50 NA NA
DYS 643 367423 5 NA NA NA NA
DYS 393 101145 % 98-136 100 NA NA
DYS 458 159-215 90 127-160 100 NA NA
DYS 385l 23307 9% 234-304 8 NA NA
DYS 456 316-364 Bl 100-127 )] NA NA
YGATAH4 374414 10 114-150 % NA NA

NA - Nao aplicavel

A contribuicdo especifica de cada multiplex para a deteccdo com
sucesso para os Y-STR loci esta detalhada na tabela 2.4. O Powerplex Y23 e
0s Mini-1/-2 contribuiram somente com 3 e 5 loci, respectivamente, uma vez
que sdo exclusivos para estes sistemas (tabela 2.4, 1% e 3 colunas), além
disso, eles se sobrepéem em 2 Joci detectados com sucesso (tabela 2.4, 4°

coluna).
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Tabela 2.4 - Os principais contribuintes do sistema multiplex para a detecgao
com sucesso de cada Y-STR no plasma materno

. - Mini-1/-2 + Powerplex Y23 +
Powerplex Y23 Yfiler# Mini-1/-2 Powerplex Y23 Yeiler#
DYS 481 DYS 19 DYS 522 DYS 576 DYS 389l
DYS 549 DYS 438 DYS 508 DYS 570 DYS 448
DYS 533 DYS 437 DYS 632 DYS 389l
DYS 439 DYS 556 DYS 391
DYS 392 DYS 540 DYS 635
DYS 456 DYS 390
YGATA H4 DYS 393
DYS 458
DYS 385/

# - Duas reagdes do Yfiler foram realizadas em 8 dos 20 casos

Além disso, o Yfiler e o Powerplex Y23 detectaram igualmente 9 /oci
com sucesso (tabela 2.4, 5% coluna) e, apesar da redundancia entre os
sistemas, o Yfiler foi o contribuinte principal para a detecgdo de 7 Y-STR
(tabela 2.4, 2% coluna), porque o tamanho do produto para estes loci eram
menores quando comparados com o Powerplex Y23 (tabela 2.3), como por
exemplo, o tamanho do produto do DYS19 varia de 167 pb a 281 pb no Yfiler
e no Powerplex Y23 de 312 pb a 352 pb. No entanto, ndo podemos excluir
que este resultado € secundario ao fato de que em 8 dos 20 casos foram
realizadas duas reacdes para o Yfiler.

2.4.3 Analise Da Linhagem Masculina Fetal — Resultados Qualitativos

O haplétipo Y-STR detectado no plasma materno concordou
completamente com o suposto pai em 16 dos 20 casos e 4 casos mostraram
simples inconsisténcias (Tabela 2.2). Em sintese, os hapldtipos extensos
obtidos do plasma materno resultaram em uma concordancia geral de 99,2%
Y-STR loci. A figura 2.5 representa um exemplo da analise de concordancia
entre o haplétipo Y-STR do plasma materno e do suposto pai.
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Figura 2.5 - Analise de concordancia de haplétipos Y-STR representativos do

suposto pai e do plasma materno usando alguns loci do PowerPlex Y23.

Painel superior - caso 4; painel inferior - caso 13

As inconsisténcias encontradas nos 04 casos foram as seguintes:

a) o caso 1 apresentou uma exclusdao/mutagao paterna no locus

DYS458 devido a contragado de uma unica unidade de repeticdo. A analise de

parentesco do caso 1 (trio) realizada depois do nascimento baseou-se no

estudo de marcadores STR autossémicos incluidos no kit AmpFLSTR NGM

PCR Amplification (Life Technologies) e os dados da frequéncia alélica local
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da populagdo (36) confirmou a paternidade (indice de paternidade de
3.472.249.188,76 e probabilidade de paternidade de 99,999999971%). A
mutacao foi também confirmada depois do nascimento usando o Powerplex
Y23 (Figura 2.6).

Pai
alegado & h k

Plasma

materno l J
A a) L A ’

1
13 18 14 15 11
7510 10756 1539 689 480

120 160 200 240 280 320 360 400

Recém- L { h
nascido L k

13 18 14 15 11

Figura 2.6 - Mutacdo no locus DYS458 do caso 1 detectado no plasma

materno e na amostra de referéncia do recém-nascido

b) Os casos 3, 17 e 18 mostraram alelo dropout em um do locus
DYS385 I/ll no perfil Y-STR fetal quando comparado com o suposto pai. Isto
foi confirmado utilizando o Powerplex Y23 na amostra do recém-nascido
(Figura 2.7).
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Figura 2.7 - Alelo dropout no locus DYS385 no plasma materno nos casos 17
e18

244 Analise Da Linhagem Masculina Fetal — Resultados Quantitativos

O numero de loci Y-STR pesquisado no YHRD em cada caso variou
entre 13 a 16 e a mediana foi de 15 (Tabela 2.5). Quantitativamente, o indice
de paternidade e a probabilidade de paternidade foram atribuidos para cada
caso. Essas estimativas foram baseadas na frequéncia do haplétipo do feto
através do banco de dados nacional brasileiro encontrado no YHRD.

Em 16 dos 20 casos, o haplétipo fetal ndo concordou com qualquer
dos 5.328 haplotipos brasileiros encontrados no YHRD, o que resultou em
uma frequéncia haplotipica de 0,0001877 (1/5.328), um indice de paternidade
de 5.328 (1/0,0001877), exatamente o tamanho do banco de dados, e a
probabilidade de paternidade foi 99,9812%.
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Tabela 2.5 - Resultados quantitativos de haplétipos Y-STR correspondentes

do plasma materno e suposto pai, considerando-se a frequéncia dos

haplétipos fetais em formato Yfiler no banco de dados do Brasil (n = 5.328) no

YHRD

Y-STR fetal loci

o Loci fetal Concordanciados Frequénciado  Indicede  Probabilidade de
N°docaso  detectados no ) " L . .
plasma matemo considerados  haplétipos no YHRD  haplétipo paternidade paternidade
1 26 15 0 0,0001877 22,271 95,7028
2 25 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
3 21 13 0 0,0001877 5327,65 99,9812
4 26 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
5 23 14 0 0,0001877 5327,65 99,9812
6 27 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
7 24 15 0 0,0001877 5327,65 99,9812
8 24 16 2 0,0005631 1776,00 99,9437
9 25 15 0 0,0001877 5327,65 99,9812
10 26 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
" 26 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
12 26 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
13 25 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
14 24 15 0 0,0001877 5327,65 99,9812
15 23 14 0 0,0001877 5327,65 99,9812
16 25 15 0 0,0001877 5327,65 99,9812
17 24 15 2 0,0005631 1776,00 99,9437
18 24 16 0 0,0001877 5327,65 99,9812
19 25 14 2 0,0005631 1776,00 99,9437
20 24 15 0 0,0001877 5327,65 99,9812

Em 1 dos 20 casos, o haplétipo fetal ndo concordou com qualquer dos

haplétipos brasileiros encontrados no YHRD, e tem a mutagdo no locus
DYS458. Neste caso, a frequéncia do haplétipo foi 0,0001877 (1/5.328), e o
indice de paternidade foi calculado com uma férmula especifica descrita na
secdo de materiais e métodos [(0,5 x 0,00836)/0,0001877 = 22,271], o qual
incluia uma penalizacdo que representa a taxa de mutagao do locus DYS458

(0,00836) (37) e este indice de paternidade resultou em uma probabilidade
de paternidade de 95,7028%.

Em 3 dos 20 casos, o haplétipo fetal coincidiu com dois haplotipos

brasileiros encontrados no YHRD, o que resultou em uma frequéncia
haplotipica de 0,0005631 (3/5.328), um indice de paternidade de 1776
(1/0,0005631) e em uma probabilidade de paternidade de 99,9437%. O locus

DYS385 foi excluido da analise quantitativa nos casos com /locus dropout (3,

17 e 18) e n&o alterou o numero de concordancias no banco de dados.
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Quantitativamente, os resultados podem ser divididos em trés
categorias: 1) os casos que n&o concordaram com qualquer hapl6tipo no
YHRD (n = 16); Il) o caso que ndo concordou com qualquer haplotipo no
YHRD e tem uma mutacdo (n = 1); lll) os casos que mostraram duas
concordancias no YHRD (n = 3). A probabilidade de paternidade para cada
caso foi 99,9812% (1), 95,7028% (Il) e 99,9437% (ll1).
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2.5 DISCUSSAO

Neste estudo, determinou-se o haplétipo Y-STR de fetos masculinos no
plasma materno durante a gravidez e estimou-se, de forma n&o invasiva, se o
feto e o pai alegado pertencem a mesma linhagem patrilinear. Os resultados
mostraram que (a) um hapldtipo Y-STR fetal altamente discriminatério pode
ser obtido do plasma de mulheres gravidas de fetos masculinos e ndo das
gravidas de fetos femininos e (b) este haplétipo pode ser usado para estimar,
qualitativamente e quantitativamente, se o feto pertence a mesma linhagem
masculina do suposto pai ainda durante a gestagao.

O primeiro achado foi que um haplétipo Y-STR fetal extenso pode ser
formado no plasma materno € sustentado pela amplificacdo consistente de
pelo menos 22 Joci Y-STR diferentes de mulheres com fetos masculinos com
12 semanas de gestacdo. Em m&es com fetos femininos, no entanto, isto néo
foi possivel pelo fato do cromossomo Y nao estar presente na sua circulagéo.

Qualitativamente, houve concordancia completa do haplétipo Y-STR do
feto e do suposto pai em 16 dos 20 casos deste estudo e 4 casos mostraram
uma unica inconsisténcia entre os loci Y-STR amplificados com sucesso. Em
conclusao, houve uma concordancia quase completa entre os loci Y-STR dos
fetos e supostos pais (99,2%).

Estudos anteriores mostraram Y-STR amplificados com sucesso no
plasma materno utilizando kits comerciais, contudo, os haplétipos obtidos
foram consideravelmente menos extensos, variando de 6 a 16 Y-STRs,
mediana de 12 (1) ou 5 a 12 Y-STRs, mediana de 8 (29). Como
consequéncia, estes haplotipos supracitados teriam uma maior frequéncia
comparado aos haplétipos encontrados no presente estudo, logo, estariam
associados a um menor indice de paternidade e probabilidade de
paternidade.

O segundo achado foi que o haplétipo Y-STR obtido a partir do cfDNA
presente no plasma materno pode ser usado para associar o feto a linhagem
masculina do pai alegado ainda durante a gravidez sendo confirmado por
evidéncias qualitativas e quantitativas.

E de grande importancia desenvolver base de dados para haplétipos Y-
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STR ja que a identificagdo de homens distintos pode ser realizada pela
tipagem do cromossomo Y, além de poder ser utilizado para fazer analise
comparativa entre as populacdes. A partir da base de dados YHRD pode-se
obter estimativas confiaveis da frequéncia do haplétipo Y-STR fetal e assim
avaliar de modo quantitativo o indice de paternidade (33).

Quantitativamente, os resultados podem ser divididos em trés
categorias: 1) os casos que n&o concordaram com qualquer hapl6tipo no
YHRD (n = 16); Il) o caso que ndo concordou com qualquer haplotipo no
YHRD e tem uma mutacdo (n = 1); lll) os casos que mostraram duas
concordancias no YHRD (n = 3).

Dos 20 casos que carregavam fetos masculinos, 01 caso apresentou
uma mutagdo no locus DYS458 devido a uma contragdo na unidade de
repeticdo. Segundo Gusmao e colaboradores, a probabilidade de encontrar
pelo menos uma mutagéo entre 2 haplétipos Y-STR na primeira geragao, se
22 e 26 loci forem genotipados, é relativamente alta, 6 e 7%, respectivamente
(28).

O locus DYS385I/11 foi excluido da analise quantitativa nos casos com
alelo "dropout" (caso 3, 17 e 18) e n&o alterou o numero de concordancias no
banco de dados. O Jocus dropout observado pode ser secundario a
peculiaridade deste locus ser Y-STR multicopia que ocorre em duas regides
no brago longo do cromossomo Y separadas por cerca de 40 quilobases.
Estas regides sdo amplificadas por um conjunto de primers que se anelam
em ambas as regides, simultaneamente, devido a presenga de sequéncias
idénticas nas duas copias do DYS385 gerando dois alelos distintos (28).
Ademais, o dropout também pode estar associado ao tamanho grande do
produto (223 - 307 pb no PowerPlex Y23 e 234 - 324 pb no Yfiler).

A obtencao consistente de haplétipos extensos foi possivel devido a
diferentes razdes:

a) Houve sobreposi¢cdes entre os loci incluidos nos sistemas multiplex
usados no estudo, e isso fez com que eles fornecessem contribuicbes
especificas para formar o haplétipo Y-STR no plasma materno, uma vez que
os loci menores que 250 pb sdo variaveis em cada sistema e possuem
desempenho muito melhor quando comparados com os /oci de tamanhos

maiores.
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b) Devido a nossa experiéncia na determinagdo do sexo fetal com 8
semanas de gestacdo, o numero de ciclos de PCR (50 a 60 ciclos) foi
aumentado em todos os sistemas de multiplex em comparagdo com os
estudos anteriores (1, 29). Este aumento significativo viabilizou a detecgéo de
pelo menos 22 loci Y-STR diferentes no plasma materno.

O numero elevado de ciclos na PCR €& um procedimento padrdo no
diagnostico pré-natal ndo invasivo e inumeros estudos neste campo de
atuagado descreveram esse processo (5, 16, 38, 39). No entanto, esta
metodologia, juntamente com a analise de eletroforese capilar esta propenso
a producao de artefatos como a amplificagdo nédo especifica e pull-up que
resulta em drop in (figura 2.1). Pull-up sao picos resultantes de uma
sobreposicao espectral dos fluoroforos utilizados na detecgdo dos alelos STR
devido a uma calibracdo espectral deficiente ou pela incapacidade do
software do sequenciador automaticamente filtrar determinada cor
(comprimento de onda). Os drop in sdo alelos adicionais frequentemente
observados no perfil de DNA devido as esporadicas contaminagdes (40).
Portanto, deve-se ter muito cuidado na interpretacédo dos perfis genéticos.

Além disso, a alta ciclagem também proporciona uma contaminagéo na
PCR e os procedimentos conhecidos para evitar carreamento de produto
amplificado devem ser aplicados de forma estrita. Pelo fato das sequéncias
fetais estarem em maior concentragdo considerando o tamanho de até 150
pb no plasma materno, o uso somente de mini-Y-STR, (marcadores
amplamente utilizados quando se analisa amostras degradadas) permitiria
diminuir o numero de ciclos de amplificacdo eliminando este problema (16,
31).

c) O Analisador Genético 3500 tem varias mudangas significativas
quando comparado a versdes anteriores dos instrumentos 31xx da geragao
anterior, incluindo o tipo de laser e aumento da intensidade do sinal (41).

d) O grande volume do plasma materno (1 mL) usado para a extragao
de DNA aumentou a sensibilidade possibilitando uma maior detec¢do de Y-
STR fetal.

Uma limitagdo clara da analise do cromossomo Y é o seu modo de
transmissao que implica diretamente no resultado da investigagcéo forense ou

de paternidade, pois a informacédo encontrada remete a heranga haplotipica,
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ou seja, a linhagem paterna sendo assim mais esclarecedora em situagdes

de excluséo (32).
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2.6 CONCLUSAO

Este estudo descreve que um haplétipo Y-STR poderia ser formado
pela analise do plasma de gravidas de fetos do sexo masculino usando os
sistemas multiplex (PowerPlex Y23, Yfiler e dois sistemas de mini-Y-STR in-
house), e isto poderia ser usado para determinar se o feto e o pai alegado

pertencem a mesma linhagem patrilinear ainda no inicio da gravidez.
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3 DETERMINAGAO NAO INVASIVA DO SEXO FETAL PELA ANALISE
DO DNA FETAL LIVRE DE CELULAS NO SANGUE CAPILAR
MATERNO OBTIDO POR PUNGAO DIGITAL

3.1 INTRODUCAO

A determinag¢ao nao invasiva do sexo fetal € um teste capaz de indicar
o sexo do feto no primeiro trimestre da gestagdo. O ensaio pesquisa a
presenca de uma sequéncia especifica do cromossomo Y, como por
exemplo, DYS-14, no plasma materno isolado do sangue venoso colhido por
puncdo venosa. A detecgdo de sequéncias do cromossomo Y indica a
gestagdo de um feto masculino. Por exclusdo, a sua ndo detecgéo indica a
gestagao de um feto feminino (42).

O teste é considerado seguro se executado por reagao em cadeia da
polimerase quantitativa (qPCR) apds a oitava semana de gestagao.
Sensibilidade de 95,4% (95%IC 94,7%-96,1%) e especificidade de 98,6%
(95%IC 98,1%-99,0%) foram reportadas (43).

No Brasil, o teste é oferecido comercialmente pelos laboratérios
particulares e apesar da determinagdo do sexo fetal ser vista no mercado
como uma forma de saciar a curiosidade dos pais em relagdo ao
conhecimento do sexo do feto, a sua aplicacdo € clinicamente util para
desordens monogénicas como hiperplasia adrenal congénita, doencgas
ligadas ao cromossomo X como hemofilia e distrofia muscular Duchenne e
genitalia ambigua (43, 44).

Na China e na india, o teste é proibido por razdes culturais e éticas
quando se trata de conhecer somente o sexo (45, 46). Ja em alguns paises
europeus, o teste é oferecido gratuitamente no sistema de saude publica para
aplicacéo clinica (21).

Ademais, investigar a presengca do DNA fetal na microcirculagao
materna, desenvolver e executar a determinacdo nao-invasiva do sexo fetal

utilizando o sangue capilar coletado por puncéo digital contribuiria para o
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avancgo do conhecimento na area, além de proporcionar mais conforto para a
mae, pois trata-se de uma coleta menos invasiva e principalmente
possibilitaria a coleta de material em areas onde nio ha flebotomista.

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar se a determinagé&o do
sexo fetal executado no plasma isolado do sangue capilar € comparavel aos
resultados obtidos do plasma isolado do sangue venoso. Este ultimo é um
método bem estabelecido (42).
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3.2 OBJETIVOS

. Investigar a presenga do DNA fetal na microcirculagdo materna;
. Analisar se a determinag&o néo invasiva do sexo fetal utilizando
0 sangue capilar coletado por puncdo digital € comparavel aos

resultados obtidos do plasma isolado do sangue venoso.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Sujeitos

Este estudo experimental envolveu 101 voluntarias gravidas a partir da
oitava semana de gestagdo. As voluntarias que aceitaram participar foram
recrutadas em um laboratorio clinico do Distrito Federal. Os aspectos éticos
deste trabalho est&do descritos no item 3.3.11.

3.3.2 Delineamento Experimental

Inicialmente o delineamento experimental do estudo foi prospectivo.
No entanto, apds comecar os experimentos, resultados falsos positivos para
o DNA masculino foram identificados nas amostras de sangue capilar.
Suspeitou-se da contaminacdo da pele dos dedos maternos com DNA
exdgeno masculino. Subsequentemente novos protocolos de assepsia do
local de coleta do sangue capilar foram implementados e seus resultados
foram comparados com os resultados obtidos do plasma isolado do sangue
venoso. E importante ressaltar que todas as coletas tanto capilar quanto
venosa foram executadas por mulheres.

As voluntarias do estudo foram divididas em trés grupos
independentes de acordo com o método de assepsia do local da coleta, no
caso, do sangue capilar (ponta dos dedos):

1) Alcool isopropilico (n = 27);

2) Hipoclorito de sodio a 0,5% tamponado aplicado duas vezes (n =
39);

3) Hipoclorito de sodio a 1% tamponado aplicado uma vez (n = 35).

Os protocolos de assepsia para puncao capilar estdo detalhados nos
itens 3.3.3 a 3.3.5.
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3.3.3 Assepsia com Alcool Isopropilico para Pungio Capilar

Antes da coleta do sangue capilar, foi solicitado que as voluntarias
lavassem as maos com agua e sabdo, especialmente o dedo minimo, e a
assepsia da pele foi realizada antes de puncionar o dedo (procedimento
executado em todos os protocolos de assepsia).

Para o grupo do alcool isopropilico, limpou-se a pele da ponta do dedo
minimo com um lengo de papel embebido em alcool isopropilico a 70%
(BioSoma). O alcool isopropilico permaneceu em contato com a ponta do
dedo por 2 minutos e, entdo, o dedo minimo foi enxaguado com agua

destilada. A agua destilada secou naturalmente.

3.3.4 Assepsia com Hipoclorito de Sédio a 0,5% Tamponado Aplicado
Duas Vezes para Pungao Capilar

Uma solucdo de hipoclorito de sédio com 4% de cloro disponivel
(Sigma-Aldrich) foi diluida para 0,5% ou 1% com agua destilada e o pH foi
ajustado para 7,0 usando bicarbonato de sddio (Vetek Quimica- Sigma-
Aldrich).

Para o grupo do hipoclorito de sodio a 0,5% tamponado aplicado duas
vezes, a ponta do dedo minimo foi assepsiada com um algoddo embebido
com hipoclorito de soédio 0,5% tamponado. O hipoclorito de sédio
permaneceu em contato com a ponta do dedo por dois minutos. O dedo
minimo foi enxaguado com agua destilada. Este procedimento foi repetido
duas vezes neste grupo. Em seguida, a assepsia com alcool isopropilico foi
executada.

3.3.5 Assepsia Com Hipoclorito De Sédio A 1% Tamponado Aplicado

Uma Vez Para Puncgao Capilar

Para o grupo do hipoclorito de sddio a 1% tamponado esta solugéo é
aplicada somente uma vez na ponta do dedo minimo. O hipoclorito de sodio
permaneceu em contato com a ponta do dedo por dois minutos. Logo, o dedo
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minimo foi enxaguado com agua destilada. Em seguida, a assepsia com
alcool isopropilico foi executada.

A grande diferenca entre esse protocolo e o anterior (item 3.3.4) € a
concentracdo do hipoclorito que € maior, por conseguinte, € aplicado

somente uma vez na ponta do dedo.

3.3.6 Assepsia Para Puncgao Venosa

A assepsia da pele da fossa antecubital foi realizada antes da
venipuntura e foi executada com um lengo de papel embebido com alcool
isopropilico a 70% (BioSoma). O alcool isopropilico secou naturalmente antes

da pungao venosa.

3.3.7 Processamento Para Obtencao Do Plasma Materno

ApoOs a assepsia, 0 sangue venoso (método referéncia) e o sangue
capilar (método teste) foram coletados na mesma ocasido em um tubo
Vacuette K2 EDTA Sep e em um tubo MiniCollect TmL K3 EDTA (ambos da
Greiner Bio-one) por venipuntura da fossa cubital e pungdo no dedo minimo,
respectivamente. Em seguida, os plasmas-EDTA dos diferentes tubos foram
isolados por centrifugagdo a 2000 g por 10 minutos a temperature ambiente
dentro de duas horas apdés a coleta.

3.3.8 Extragcdao De DNA Do Plasma Materno

O plasma materno foi transferido para tubos de polipropileno apds
centrifugacéo e o DNA foi extraido de 150 pL de plasma capilar e de 1000 yL
de plasma venoso utilizando o protocolo genérico 2.0.1 do sistema
NucliSENS EasyMag com 50 pL de particulas de silica magnética e eluicdo
em 55 L.
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3.3.9 Determinacao Do Sexo Fetal (Ensaio DYS-14)

A reacdo de gPCR multiplex para a determinacao do sexo fetal
envolveu dois alvos: uma sequéncia multicopia especifica do cromossomo Y
(DYS-14) e uma sequéncia de controle de amplificacdo, ou seja, controle
interno (RNAse P). Esta metodologia ja foi descrita anteriormente (47).

Resumidamente, os critérios de interpretagdo do ensaio quando
executado no sangue venoso sdo: 3 ou 4 resultados positivos para DYS-14
com ciclo quantitativo (Cq) <34 indica feto masculino; 0 ou 1 resultado
positivo com Cq> 34 para DYS-14 indica feto feminino; dois resultados
positivos com Cq < 34 indica um resultado inconclusivo e, neste caso, a
reacao é repetida. A RNAse P deve amplificar com Cq < 35, exceto na agua
(“no template control”). Caso contrario, o resultado foi considerado invalido. O
mesmo critério de interpretacdo de resultado aplicado no sangue venoso
também foi usado para o sangue capilar.

3.3.10 Analises Estatisticas

Para avaliar a capacidade diagndstica da determinagdo do sexo fetal
executada no sangue capilar e no sangue venoso foi calculado as medidas
de sensibilidade e especificidade em relacdo ao exame clinico do sexo fetal
ao nascimento. Ambos parametros foram computados usando o software
Graphpad Prism v 6.0h (GraphPad).

Os valores brutos dos ciclos quantitativos (Cq) para as reagdes de DYS-
14 e RNAse P obtidos no sangue venoso e no sangue capilar de cada

voluntaria também foram apresentados.

3.3.11 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Comité de Etica do Centro
Universitario de Brasilia e aprovado com o registro CAAE
52869116.1.0000.0023 (Anexo Il). Todos os participantes assinaram o termo

de consentimento livre e informado.
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3.4 RESULTADOS

Neste estudo recrutamos 101 voluntarias e a mediana da idade
gestacional foi 11 semanas variando entre 8 a 36 semanas. Todas as
amostras, tanto do sangue capilar quanto do sangue venoso, passaram no
controle de qualidade em relacdo ao volume inicial e foram incluidas na
analise final do estudo.

Os ciclos quantitativos das reagcdes multiplex de qPCR para o DYS-14
e RNAse P para todas as voluntarias estao representados na figura 3.1. Nos
graficos estdo incluidas todas as replicatas das reagbes executadas para

cada participante.
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Figura 3.1 - Grafico de dispersdo mostrando os ciclos quantitativos (Cq) das
reacdes de qPCR para o DYS-14 (A, B e C) e RNAse P (D, E e F) com os

diferentes protocolos de assepsia antes da coleta do sangue capilar
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E notavel que os valores de Cq sdo maiores no sangue capilar em
relacdo ao sangue venoso. Estes resultados s&o esperados para esta
espécime devido ao menor volume de amostra primaria do sangue capilar
(150 pl versus 1000 pl).

Os resultados da determinagao n&o invavisa do sexo fetal no sangue
venoso foram concordantes com o sexo do recém-nascido em todas as
instancias. No entanto, no sangue capilar cinco amostras tiveram resultados
falsos positivos para o sexo masculino no grupo do alcool isoproprilico, mas

nao foi observado nos demais protocolos de assepsia da pele (tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Comparacdo da determinacdo n&o invasiva do sexo fetal
executada no sangue venoso e no sangue capilar com diferentes protocolos
de assepsia da pele versus a examinagao clinica do sexo do recém-nascido

ao nascimento

Exame clinico ao nascimento
Masculino (n) Feminino (n)
Sangue venoso

Alcool isopropilico (70%)
Masculino 52 0
Feminino 0 49

Sangue capilar

Alcool isopropilico (70%)

Masculino 15 5
Feminino 0 7
Hipoclorito de sédio (0,5%) aplicado 2 vezes

Masculino 20 0
Feminino 0 19

Hipoclorito de sédio (1%) aplicado 1 vez

Masculino 17 0
Feminino 0 18
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3.5 DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se a presenca do DNA fetal na microcirculagao
materna e analisou se a determinacdo do sexo fetal realizada no plasma
isolado do sangue capilar € comparavel aos resultados obtidos do plasma
isolado do sangue venoso.

A determinagao do sexo fetal executado no sangue venoso apresentou
concordancia completa com o exame clinico do sexo fetal ao nascimento.
Todas as amostras que apresentaram amplificagado para o cromossomo Y no
sangue venoso também amplificaram no sangue capilar. De forma contraria,
5 das 49 (10,2%) amostras que foram negativas para o cromossomo Y no
sangue venoso, mostraram-se positivas no sangue capilar utilizando o
protocolo de assepsia com alcool isopropilico (tabela 3.1).

Comparando a determinagédo ndo invasiva do sexo fetal executada no
sangue venoso, um forte sinal falso positivo ocorreu no sangue capilar de
maes com fetos femininos, pois um aumentado numero de reagbes DYS-14
positivas foi observado nestas amostras femininas e, para algumas delas, o
valor de Cq falso positivo associado era indistinguivel aos valores de Cq
verdadeiros positivos.

Estas observagbes sugerem que no sangue capilar, mas nao no
sangue venoso, havia uma contaminagdo com sequéncias do cromossomo Y.
De fato, as amostras de sangue capilar estdo mais susceptiveis a
contaminantes da pele, porque a gota formada na superficie da pele permite
que tais contaminantes entrem na amostra. Por outro lado, o sangue venoso
€ aspirado diretamente para dentro do tubo de coleta estéril.

A assepsia usando hipoclorito de sédio diluido e tamponado foi capaz
de diminuir a contaminagdo exdégena de cromossomo Y. O hipoclorito de
sodio diluido é amplamente usado para eliminar DNA indesejaveis (48, 49).
Além disso, a segurancga e as propriedades néo irritantes das concentragdes
escolhidas sdo bem conhecidas e aceitas (50, 51).

O protocolo com hipoclorito de sédio 1% parece funcionar melhor, pois

os valores de Cq para o DYS-14 nas amostras femininas foram maiores
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(Figura 3.1, item C). Adicionalmente, existe a vantagem desse protocolo de
limpeza ser mais rapido do que o de hipoclorito de sddio a 0,5%.

Portanto, o protocolo recomendado para uma futura analise do DNA
fetal livre de células no sangue materno obtido por punc¢ao digital é: a) passar
um algodado embebido em hipoclorito de sédio 1% tamponado na ponta do
dedo e esperar dois minutos; b) enxaguar o dedo com agua destilada e
deixar seca-lo naturalmente; c) passar um lengco de papel embebido em
alcool isopropilico 70% e deixar o alcool secar naturalmente; d) proceder com
a punc¢ao no dedo e coletar o sangue capilar.

Os resultados indicam que sequéncias exdgenas de DNA do
cromossomo Y estdo presentes na ponta dos dedos das mulheres, e estas
sequéncias podem ser detectadas por gPCR. O falso sinal do cromossomo Y
foi significativamente diminuido ap6s a descontaminagdo topica da area de
coleta com hipoclorito de sédio.

E importante destacar que a assepsia com hipoclorito de sédio n&o
interferiu com a amplificacdo da RNAse P, caso contrario a reagao seria
considerada invalida (figura 3.1). Entretanto, os valores de Cq da RNAse P
no sangue capilar estavam mais amplamente distribuidos do que no sangue
venoso, provavelmente devido ao menor volume inicial desta amostra (se o
Cq for alto) e/ou extravazamento do DNA gendmico de leucdcitos durante a
coleta de sangue (se o Cq for baixo).

Assim, pode-se concluir que o DNA fetal esta presente na
microcirculacdo materna. Este conhecimento permitiria a execucao de testes
pré-natais nao invasivos no sangue capilar, pelo menos para a determinagao
do sexo fetal. Entretanto, a eliminagdo do DNA masculino exdgeno do sitio de
coleta é essencial para um teste confiavel.

A coleta do sangue capilar apresenta vantagens sobre a coleta do
sangue venoso: a) é considerada menos invasiva e mais confortavel para a
mae permitindo a coleta em mulheres com fobia de agulhas ou muita
ansiedade em relagdo a venipuntura; b) requer uma menor quantidade de
sangue e permite coleta no caso a mée possua veias de dificil acesso venoso
ou ndo possa doar um tubo completo de sangue venoso; c) pode ser
executado de forma rapida e facil permitindo que amostras possam ser
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colhidas em locais onde n&o haja um flebotomista como, por exemplo, em
areas rurais.

Por fim, o conhecimento adquirido neste trabalho tem potencial de
impactar a fase pré-analitica dos testes genéticos que envolvam o uso do

sangue capilar.



63

3.6 CONCLUSAO

Este estudo concluiu que o DNA fetal esta presente na microcirculagao
materna permitindo a determinagdo n&o invasiva do sexo fetal. O DNA
masculino exdgeno pode estar presente nas pontas dos dedos das mulheres
gravidas e ser detectavel gerando resultados falsos positivos.

Portanto, a eliminagdo do DNA masculino exdgeno é critica para uma
confiavel determinacdo do sexo fetal usando o sangue capilar materno. A
assepsia com hipoclorito de sdédio diluido e tamponado, entre 0,5 e 1%,
poderia ser usado para eliminar o DNA masculino exdgeno das pontas dos
dedos das mulheres gravidas.



64

4 FREQUENCIAS ALELICAS DE 38 POLIMORFISMOS DE INSERGAO E
DELEGAO EM UMA AMOSTRA POPULACIONAL DO DISTRITO
FEDERAL DO BRASIL — UM TERRITORIO QUE SURGIU DO NADA

41 INTRODUCAO

Na identificagdo genética humana é importante selecionar marcadores
altamente polimdrficos para alcancar um poder de discriminagao elevado. Por
isto, os STRs s&o os marcadores de DNA mais utilizados e a maioria
apresentam tamanhos de produtos relativamente grandes, entre 150 e 450
pares de bases, o que pode influenciar negativamente a analise de amostras
de misturas ou degradadas (32).

Sabe-se que produtos pequenos de PCR sdo muito mais propensos a
serem amplificados, por isso, a fim de superar as limitagbes dos STRs
descritas acima, os marcadores bialélicos de evolugdo lenta, incluindo
polimorfismos de unico nucleotideo (SNP) e polimorfismos de insercédo e
delegdo (Indels), foram recentemente introduzidos no campo de identificagao
forense (52-54).

As estratégias até entdo utilizadas para analise do DNA fetal livre de
células na circulagdo materna exploram as diferengas genéticas entre a méae
e o feto, como o cromossomo Y (estudo 1 - especifico para fetos do sexo
masculino). Pois, o DNA extraido deste tipo de amostra € uma mistura de
acidos nucleicos, sendo que o DNA materno supera o fetal em quantidade
(55). Além disso, ambos compartilham genomas similares tornando as
genotipagens desta amostra de dificil interpretagcdo (1), apesar da
concentracdo do DNA fetal tender a aumentar com a progresséo da gestagéo
(15).

Neste sentido, as inser¢cdes ou delecbes de DNA autossdébmicas de
origem paterna e ausentes no genoma da mée poderiam ser consideradas
diferengas genéticas entre mée e feto e serem exploradas no diagnéstico pre-

natal ndo invasivo independentemente do sexo fetal.
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Assim, desenvolver um ensaio de polimorfismos bialélicos baseado em
gPCR alelo especifico para genotipar a mae e o suposto pai, € em seguida,
analisar somente as diferengas que estdo em homozigose seria de interesse
para esta area de pesquisa.

Entretanto, antes de desenvolver esta metodologia é necessario
conhecer as frequéncias alélicas e os parametros forenses dos Indels na
populacao do Distrito Federal usando um conjunto de marcadores que tenha

sido previamente validado.

4.1.1 Polimorfismos De Inser¢ao E Delegao

Os polimorfismos de insergéo e delecado (Indels) s&o polimorfismos de
comprimento caracterizados pela adicdo ou perda de um ou mais
nucleotideos em uma determinada sequéncia do genoma. Os marcadores
Indels bialélicos apresentam dois alelos e podem ser classificados como alelo
longo (inserc¢do) ou alelo curto (delegcdo), neste sentido, sdo possiveis apenas
trés gendtipos (32, 56).

Os Indels s&o altamente abundantes no genoma humano, perdendo
apenas para os polimorfismos de unico nucleotideo (SNP), e perfazem 15 a
21% dos polimorfismos humanos (57, 58). Nos ultimos anos os Indels tem
sido bastante explorados no campo forense devido a uma série de
propriedades vantajosas que incluem: a) distribuicdo ampla ao longo do
genoma (56, 59); b) taxa de mutagdo muito menor em comparagao aos "short
tandem repeats” (STR) ou microssatélites (60); c) diferengas significativas
nas frequéncias de alelos entre grupos de populagdo separados
geograficamente, portanto, tém potencial como marcadores informativos de
ascendéncia; d) possibilidade de amplificar fragmentos relativamente curtos
(50 a 150 pares de base), o que facilita a multiplexacdo em larga escala e
analise de DNA altamente degradado; e) a genotipagem de Indels é
relativamente simples, e econémica (PCR e eletroforese capilar); e f) Indels
pequenos também sdo adequados para automacido e analise com

tecnologias de alto rendimento.
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Em suma, os Indels combinam caracteristicas desejaveis de outros
marcadores genéticos comumente usados na ciéncia forense (STR e SNP),
assim, destacam-se na identificagdo humana como ferramenta complementar

devido as suas peculiaridades supracitadas (52, 54, 56).

4.1.2 Conjunto 38 Indel-Plex

Atualmente dois ensaios de Indel multiplexados estao disponiveis para
fins forenses: DIPplex comercial de 30 Indels (Qiagen) (61) e conjunto de 38
Indel-plex desenvolvido por Pereira e colaboradores (52).

O foco deste estudo sao os trinta e oito Indels desenvolvidos em 2009.
Os autores selecionaram marcadores bialélicos, ndo codificantes, com
frequéncia alélica minima maior ou igual a 0,25, heterozigosidade média de
0,40 e variacao de comprimento do alelo de 2 a 5 pb. Os 38 marcadores do
painel estavam distribuidos em 22 cromossomos autossémicos e eram
sabidamente polimérficos para as populagdes da Africa, Asia e Europa (52).

O conjunto de 38 marcadores foi amplificado por uma unica PCR
multiplex (Indel-plex) onde os fragmentos amplificados s&o detectados
(produto menor que 160 pb) por eletroforese capilar (52). A validagdo da
metodologia envolveu amostras de diferentes grupos populacionais,
entretanto, faz-se necessario conhecer as caracteristicas analiticas dos 38
Indel-plex na populacdo do Brasil e, especificamente, do Distrito Federal

antes do seu uso.

4.1.3 Brasilia E Distrito Federal

O Distrito Federal do Brasil e Brasilia, a atual capital federal, foram
fundados em 21 de abril de 1960 com base no desejo de transferir a capital
federal do Rio de Janeiro para o centro do pais. O territério artificial e a
cidade foram construidos em apenas 4 anos na regido anteriormente n&o
habitada no Centro-Oeste do Brasil, como resultado dos esforgos do
presidente Juscelino Kubitschek, juntamente com o arquiteto Oscar
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Niemeyer, o urbanista Lucio Costa e mil funcionarios civis, conhecidos como
"candangos" (62).

De acordo com o Censo 2010, a populacdo do Distrito Federal do
Brasil era composta por 2.570.160 habitantes; 54% das pessoas nasceram
localmente e os 46% restantes eram imigrantes das outras macrorregides
brasileiras: Norte (2%), Nordeste (23%), Centro-Oeste (6%), Sudeste (13%) e
Sul (2%) (63). Além disso, o Brasil foi colonizado por Portugal, e a mistura de
nativos americanos, africanos e europeus ocorreu em diferentes proporcoes
entre as cinco macrorregides (64), mas a ascendéncia europeia foi a mais

prevalente em todas as populagdes urbanas (com valores até 74%) (65).

4.1.4 Descrigoes De Frequéncias Alélicas Envolvendo O Conjunto 38
Indel-Plex No Brasil

As descricdes de dados populacionais sobre os 38 Indel-plex de
Pereira e colaboradores para caracterizar a populagdo brasileira sao
escassas, e nenhuma caracterizou o Distrito Federal especificamente.

Manta e colaboradores genotiparam o conjunto multiplex de 38 Indels
para avaliar o potencial destes marcadores como uma ferramenta
complementar na analise de parentesco. Dessa forma, foram estudadas trés
populag¢des do Brasil, uma amostra de nativos americanos (tribo Terena) que
moravam no estado de Mato Grosso do Sul, Centro-Oeste do Brasil (n = 45),
além de dois grupos que moram no Rio de Janeiro: individuos que se auto
declararam como afrodescendentes (n = 115) e individuos da sua populagao
em geral (n = 137). Ao comparar as populagdes deste estudo com ftrés
grupos populacionais continentais (Europa, Africa e Asia) (52) observou-se
que as amostras do Rio de Janeiro e Rio de Janeiro Afrodescendente tinham
maior similaridade com a Europa e a Africa, respectivamente. Os nativos
americanos (Terena) posicionaram-se mais distantes dos outros trés grupos.
Os autores concluiram que o conjunto de 38 Indel-plex mostrou-se adequado
para fins forenses gerais em populagdes heterogéneas, como as amostras
brasileiras do Rio de Janeiro (66).
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Ademais, descri¢des de frequéncias alélicas de Indels na populagao
do Distrito Federal sdo essenciais para estimar a probabilidade de ocorréncia
do perfil encontrado de forma aleatoria, auxiliando as investigagdes forenses,
bem como estudos de vinculo genético.

Assim, neste trabalho, investigou-se os parametros de eficiéncia
forense dos 38 Indel-plex em uma amostra populacional do Distrito Federal
com objetivo principal de descrever as frequéncias alélicas e estimar os
parametros forenses e de paternidade. Além disso, analisou-se a distancia
genética da populagdo do Distrito Federal em relacdo as populagdes
africanas, europeias, asiaticas e do Rio de Janeiro, com a finalidade de se
produzir uma evidéncia genética sobre a formacdo da populagdo deste

territorio.
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4.2 OBJETIVOS

* Descrever as frequéncias alélicas e os parametros forenses de 38
polimorfismos de inser¢cédo e delecdo em uma amostra populacional do
Distrito Federal;

* Analisar a distancia genética da populacdo do Distrito Federal em
relagdo as populacdes africanas, europeias, asiaticas, estado do Rio

de Janeiro e tribo Terena.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Populagao

Foram recrutados aleatoriamente 200 individuos saudaveis nao
relacionados (148 mulheres e 52 homens) residentes no Distrito Federal de
um laboratério clinico que tivessem interesse em participar da pesquisa. Os

aspectos éticos deste trabalho estdo descritos no item 4.3.6.

4.3.2 Coleta De Sangue

Amostras de sangue periférico dos voluntarios foram coletadas por
puncao venosa em um tubo de 4 mL Vacuette K2 EDTA (Greiner-bio-one). As
amostras do estudo foram processadas em um laboratério clinico do Distrito
Federal (Sabin).

4.3.3 Extracao De DNA

O DNA genbmico foi extraido de sangue total utilizando o kit Q/Aamp
DNA Mini (Qiagen) conforme as instrugdes do fabricante (67).

4.3.4 Genotipagem Dos Marcadores Indels

Os 38 Indel-plex foram genotipados usando o protocolo de PCR
multiplex originalmente descrito por Pereira e colaboradores (52) no
termociclador GeneAmp PCR System 9700. Este conjunto inclui os seguintes
marcadores distribuidos em 22 cromossomos autossOmicos (rs34541393,
rs16624, rs2307689, rs35769550, rs2307700, rs140809, rs3047269,
rs33972805, rs33917182, rs16402, rs1610871, rs2067238, rs2067294,
rs2307710, rs2308242, rs2307580, rs1160956, rs34511541, rs2307978,
rs3051300, rs10629077, rs10688868, rs2067208, rs2307579, rs2308020,
rs3080855, rs1610919, rs2307839, rs2308137, rs36040336, rs1160886,
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rs2308026, rs2307526, rs34811743, rs2308189, rs5895447, rs2308171 e
rs35605984) (52).

Apos amplificagao, 1 ul do produto de PCR foi adicionado a 8,5 ul de
formamida Hi-Di e 0,5 pl de 600 LIZ GeneScan. Os produtos de PCR foram
detectados por eletroforese capilar no Analisador Genético 3500 e os alelos
foram atribuidos usando o software GeneMapper1 ID-X, v.1.2. O conjunto de
fluorescéncia utilizado € o G5 (6FAM, VIC, NED, PET e LIZ) (todos os
equipamentos e reagentes da eletroforese capilar sdo fabricados pela Life
Technologies, Foster City, CA, EUA).

4.3.5 Analise Estatistica Dos Dados

4.3.5.1 Frequéncias Alélicas

As frequéncias alélicas dos 38 polimorfismos de insercdo e delegao
autossémicos nos 200 individuos foram obtidas por meio do programa
Arlequin v.3.1 (68), pelo método de contagem direta, ou seja, numero de
vezes em que o alelo é observado, dividido pelo numero total de alelos

averiguados para o marcador.

4.3.5.2 Heterozigosidade

Significa a proporgdo de individuos com dois alelos diferentes em
determinado Jocus, ou seja, corresponde a quantidade de individuos
heterozigoticos. Quanto maior a heterozigose, maior € a variabilidade
genética do locus na populagdo em questédo, assim, a probabilidade de que
dois individuos tenham o mesmo perfil torna-se menor (32).

A heterozigose pode ser esperada ou observada. A heterozigose
observada determina a proporgéao real de heterozigotos para um determinado
locus na amostra estudada. E calculada diretamente dos genétipos
encontrados na populagdo. Trata-se do numero de heterozigotos em cada
locus dividido pelo numero total de individuos pesquisados. A heterozigose
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esperada é a fragdo estimada de heterozigotos para um locus, assumindo a
condicdo de equilibrio de Hardy-Weinberg na populagdo. Difere-se da
observada por ser calculada a partir das frequéncias alélicas segundo a
férmula (69):

Heterozigotos + Homozigotos = 1

Heterozigotos = 1 — Homozigotos

Homozigotos = Soma das frequéncias alélica ao quadrado (Freq. Alelo
12 + Freq. Alelo2? + Freq. Alelo 3 + Freq. Alelo 4% + ... + Freq. Alelo N?)

As heterozigoses esperada e observada foram obtidas pelo software
Arlequin v. 3.1 (68). E importante calculé-las individualmente para constatar
se existe redugao na heterozigose observada o que pode ser consequéncia
do excesso de homozigotos (devido a um problema na técnica de PCR, pois,
o sistema amplifica preferencialmente um alelo em detrimento de outro) ou
ocorréncia de endogamia na populagdo (32). Portanto, o ideal é que

apresentem valores similares.

4.3.5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

A partir das frequéncias alélicas observadas obtem-se as frequéncias
genotipicas esperadas considerando que as frequéncias alélicas nao devem
modificar ao longo das geragbdes se o locus € estavel. Caso a frequéncia
genotipica esperada seja semelhante a frequéncia genotipica observada
pressupde-se que o locus na populagdo analisada estd em equilibrio de
Hardy-Weinberg (32). A questdo basica desse pressuposto € definir se os
alelos encontrados dentro do locus sao independentes, caso contrario, a
populacdo esta em desequilibrio, o qual € calculado pelo teste chi-quadrado
pelo software Arlequin v. 3.1 (68).

A populagcdo pode estar em desequilibrio quando se analisa
subpopulagdes ou se tem excesso de homozigose devido a amplificagao
preferencial um alelo em detrimento de outro (32). Os valores do equilibrio de

Hardy-Weinberg foram corrigidos pelo calculo de Bonferroni para neutralizar



73

a andlise de comparagbes multiplas, considerando resultados
estatisticamente significantes se p<0,0013 (valor de alfa 0,05 foi dividido pelo
numero de Indels investigados) (32, 70).

4.3.5.4 Desequilibrio de ligagao

Denomina-se marcadores sinténicos quando localizados no mesmo
cromossomo. Na area forense caso utilize-os, o ideal é que estejam a uma
distancia fisica de pelo menos 30 megabases entre si. Esta regra € utilizada
para garantir a independéncia entre os marcadores (52, 71).

O grupo de Pereira e colaboradores combinou no Indel-plex
marcadores independentes, por isso selecionou Indels em cromossomos
distintos ou com uma separagdo minima de 30 megabases entre os
marcadores localizados no mesmo cromossomo, exceto nos Cromossomos
18, 20 e 21 (distancia fisica entre 13,3 -18,5 megabases) (52).

No entanto, apesar da regra, podem existir desequilibrios de ligagao
especificos de cada populagdo (72). Assim, o desequilibrio de ligagdo dos
marcadores contidos no mesmo cromossomo foi calculado na populacdo do
Distrito Federal: cromossomo 1 (rs3047269 e rs2307579), cromossomo 5
(rs2307526, rs1160956 e rs1610871), cromossomo 6 (rs2307710, rs2307839
e rs2308137), cromossomo 8 (rs35769550 e rs5895447), cromossomo 9
(rs2067294 , rs16402 e rs2307580), cromossomo 10 (rs140809 e rs1160886),
cromossomo 11 (rs10688868, rs34811743 e rs33972805), cromossomo 12
(rs1610919 e rs2067238), cromossomo 18 (rs3080855 e rs34511541),
cromossomo 19 (rs36040336 e rs2307689), cromossomo 20 (rs33917182 e
rs34541393) e cromossomo 21 (rs35605984 e rs10629077). Os marcadores
nao independentes foram excluidos dos calculos (73). Para esta analise o
software Arlequin v. 3.1 foi utilizado (68).

4.3.5.5 Conteudo de informacé&o polimorfica (CIP)

E utilizado para aferir o quanto um marcador genético é informativo,

sendo uma medida capaz de estimar o quao polimérfico € o Indel. O grau de
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polimorfismo é determinado pelo numero de alelos e suas frequéncias.
Quando o marcador tem CIP menor que 0,25 (25%) indica que € pouco
informativo (74). Esse parametro foi mensurado pelo programa PowerStats v.
12 (75), trata-se de um calculo complexo, e sua formula foi descrita por
Botstein e colaboradores (74).

4.3.5.6 Probabilidade de coincidéncia (“matching”) (PM)

E a probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso
tenham genétipo idéntico para um determinado locus (32). E calculado pela
soma dos quadrados das frequéncias genotipicas observadas. Pois, a
chance de encontrar um determinado genaétipo = sua frequéncia observada; a
chance de encontrar um determinado genoétipo e, em seguida, o0 mesmo
gendtipo = sua frequéncia observada ao quadrado. Assim, a soma das
frequéncias observadas ao quadrado € igual a probabilidade de coincidéncia
para o locus (76-78). Neste trabalho este parédmetro foi calculado pelo
PowerStats v.12 (75). Os valores individuais de cada locus podem ser
multiplicados para obtengdo da probabilidade de coincidéncia combinada
(79), que representa a probabilidade de dois individuos ndo relacionados
selecionados randomicamente terem perfis genéticos idénticos para todos os
Indels testados.

4.3.5.7 Poder de discriminagéo (PD)

E a probabilidade de encontrar dois individuos ao acaso na populagéo
e eles possuirem perfis genéticos diferentes. Refere-se a probabilidade
contraria de se encontrar dois perfis iguais (probabilidade de coincidéncia).
Ou seja, é calculado pela féormula PD = 1 — PM (32, 79). Nesta investigagéao,
foi calculado através do programa PowerStats v.12 (75). Os valores
individuais de cada locus podem ser agrupados no poder de discriminagao
combinado de acordo com as férmulas: 1 — [(PM1) x (PM2) x (PM3) X ... X

(PMy)] ou 1 — (PM combinado), o qual foi executado no Microsoft Excel.
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4.3.5.8 Poder de exclusao (PE)

Corresponde a probabilidade de se excluir qualquer individuo que
tenha sido falsamente acusado em teste de paternidade (79). E equivalente a
frequéncia de todos os homens, em uma determinada populagdo, que nao
tem os alelos concordantes com o alelo paterno obrigatério (alelo herdado do
pai bioldgico) da criangca em um teste de paternidade (32, 79). O valor é
determinado pela seguinte formula: PE = h*(1-2hH?), onde h significa a
frequéncia observada de heterozigotos e H é a frequéncia observada de
homozigotos (79). Este parametro foi calculado pelo programa PowerStats v.
12 (75). Os valores individuais de cada locus podem ser agrupados no
poder de exclusdao combinado pelo Microsoft Excel seguindo a férmula: 1 —
[(1-=PEy)x(1-PE2)x (1-PE3)x...x (1-PEN)] (32, 80).

4.3.5.9 Distancia genética

Com base nas frequéncias alélicas foram calculadas as distancias
genéticas da populagdo estudada (Distrito Federal) em relagdo as
populagdes de Portugal, Africa, Asia (52), tribo Terena e do estado do Rio de
Janeiro (66). A finalidade desta analise foi investigar a semelhanga genética
entre as populagbes analisadas. Em seguida, as distédncias genéticas
segundo a metodologia de Nei (1983) foram mensuradas pelo software
Dispan (81), devido ao fato desse programa utilizar com frequéncias alélicas,
diferentemente dos demais softwares para mesma finalidade que exigem
gendtipos. Normalmente, os gen6tipos ndo sdo publicados.

A matriz de distancia genética gerada pelo Dispan correlaciona as
diferengcas entre as populacbes analisadas e para facilitar a sua
interpretacdo, os dados foram representados graficamente pela analise de
coordenadas principais (PCoA) do software GenAlEx v.6.5 (82).
Resumidamente, este tipo de grafico dispde os valores das distancias em um
espago dimensional dividido em 04 quadrantes. As populagdes que
concentrarem-se no mesmo quadrante sdo mais semelhantes. A distancia
entre os pontos representativos de cada populagdo também indicam

proximidade genética, quanto mais préximos mais semelhantes.
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Além disso, a segunda forma para se visualizar os dados da matriz de
distancias genéticas utilizada no estudo foi o dendrograma elaborado pelo
software Dispan (81). Através do método chamado de neighbor-joining o
programa faz uma reconstru¢cdo na forma de arvore filogenética com base
nos valores das distancias. O principal objetivo € encontrar pares, no caso,
regides que diminuam o comprimento do ramo que € formado a depender da

similaridade construindo, assim, um grafico de ramificagbes (83).

4.3.6 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB), e
aprovado através do registro CAAE: 15253913.5.0000.0030) (Anexo IlI).

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento informado.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Frequéncias Alélicas

As frequéncias alélicas dos trinta e oito /oci polimorfismos de insergao
e delecdo avaliados na amostra populacional estdo apresentadas na tabela
4.1.

4.4.2 Heterozigose

A heterozigose observada variou entre 0,25 (rs10629077) a 0,56
(rs16624) e a heterozigose esperada variou entre 0,321 (rs10629077) a
0,501 (rs3047269, rs1610871, rs2308189 e rs35605984). Observou-se uma
consideravel similaridade entre os dois parametros em todos os /oci (Tabela
4.1).

4.4.3 Equilibrio De Hardy-Weinberg

As frequéncias genotipicas demonstraram que o conjunto de Indels
estudado estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), exceto o locus
rs10629077. No entanto, este desvio ndo permaneceu significativo apds
aplicacdo da correcdo de Bonferroni para analises multiplas (p < 0,0013)
(Tabela 4.1).

4.4.4 Desequilibrio De Ligagao

Foi observado evidéncia de desequilibrio de ligagdo apenas para o
cromossomo 9 entre os marcadores rs2067294 e rs16402 (p = 0,028),
rs2067294 e rs2307580 (p = 0,00030), mas nao entre rs16402 e rs2307580
(p = 0,93). Assim, o Indel rs2067294 foi excluido das analises subsequentes,
pois € necessario que o marcador apresente equilibrio de ligagdo, ou seja,
independéncia estatistica dos outros marcadores.
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Tabela 4.1 - Frequéncias alélicas e parametros estatisticos para os 38 indel-

plex em uma amostra populacional do Distrito Federal (n = 200)

Codigo ReferénciaIndel (rs) Delegéo Insercao Hobs Hexp P
B01 rs34541393 0,423 0,578 0,475 0,4892 0,772
B02 rs16624 0,555 0,445 0,56 0,495 0,089
B03 rs2307689 0,378 0,623 0,485 0,471 0,763
B04 rs35769550 0,37 0,63 0,51 0,467 0,224
B05 rs2307700 0,388 0,613 0,525 0,476 0,181
B06 rs140809 0,32 0,68 0,44 0,436 1.000
B07 rs3047269 0,495 0,505 0,49 0,501 0,778
B08 rs33972805 0,44 0,56 0,54 0,494 0,2
B09 rs33917182 0,628 0,373 0,495 0,469 0,448
B10 rs16402 0,308 0,693 0,415 0,427 0,74
G01 rs1610871 0,51 0,49 0,53 0,501 0,478
Go02 rs2067238 0,558 0,443 0,435 0,495 0,113
G03 rs2067294 0,278 0,723 0,395 0,402 0,86
G04 rs2307710 0,295 0,705 0,4 0,417 0,609
GO05 rs2308242 0,255 0,745 0,41 0,381 0,351
GO06 rs2307580 0,443 0,558 0,475 0,495 0,667
Go07 rs1160956 0,733 0,268 0,365 0,393 0,366
G038 rs34511541 0,423 0,578 0,485 0,489 1.000
G09 rs2307978 0,273 0,728 0,405 0,397 0,859
Y01 rs3051300 0,378 0,623 0,485 0,471 0,763
Y02 rs10629077 0,2 0,8 0,25 0,321 0,003
Y03 rs10688868 0,29 0,71 0,45 0,413 0,232
Y04 rs2067208 0,233 0,768 0,385 0,358 0,322
Y05 rs2307579 0,425 0,575 0,54 0,49 0,193
Y06 rs2308020 0,67 0,33 0,45 0,443 0,874
Y07 rs3080855 0,283 0,718 0,415 0,406 0,862
Y08 rs1610919 0,588 0,413 0,485 0,486 1.000
Y09 rs2307839 0,263 0,738 0,375 0,388 0,714
RO1 rs2308137 0,333 0,668 0,445 0,445 1.000
R02 rs36040336 0,685 0,315 0,47 0,433 0,253
RO3 rs1160886 0,37 0,63 0,49 0,467 0,542
R04 rs2308026 0,285 0,715 0,45 0,409 0,169
RO5 rs2307526 0,328 0,673 0,475 0,442 0,338
R06 rs34811743 0,695 0,305 0,44 0,425 0,74
RO7 rs2308189 0,485 0,515 0,49 0,501 0,778
RO8 rs5895447 0,28 0,72 0,41 0,404 1.000
R09 rs2308171 0,258 0,743 0,385 0,383 1.000
R10 rs35605984 0,518 0,483 0,465 0,501 0,322

Hobs - heterozigose observada, Hexp - heterozigose esperada, p - valor de p

para o equilibrio de Hardy-Weinberg
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4.4.5 Parametros Forenses

O conteudo de informagao polimérfica variou entre 0,269 e 0,375.
Os quatro loci mais polimérficos foram rs3047269, rs1610871, rs2308189 e
rs35605984. O locus que apresentou menor informatividade foi o rs10629077
(Tabela 4.2).

A probabilidade de coincidéncia (“matching”) combinada foi 7,2 x
10"°, sendo esta a probabilidade de selecionar dois individuos
aleatoriamente e estes apresentarem gendtipos idénticos para o conjunto de
37 Indels. As probabilidades de coincidéncia para cada locus podem ser
evidenciadas na tabela 4.2.

O poder de discriminagao variou entre 0,476 (rs10629077) a 0,645
(rs2067238) e o poder de discriminagdo combinado foi
0,999999999999993 (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - Parametros forenses para os 37 indel-plex em uma amostra

populacional do Distrito Federal (n = 200)

Cdédigo Referéncia Indel (rs) CIP PD PM
BO1 rs34541393 0,369 0,625 0,375
B02 rs16624 0,372 0,584 0,416
B03 rs2307689 0,36 0,602 0,398
B04 rs35769550 0,358 0,586 0,414
B05 rs2307700 0,362 0,586 0,414
B06 rs140809 0,341 0,585 0,415
B07 rs3047269 0,375 0,63 0,37
B08 rs33972805 0,371 0,595 0,405
B09 rs33917182 0,358 0,595 0,405
B10 rs16402 0,335 0,583 0,417
GO1 rs1610871 0,375 0,608 0,392
G02 rs2067238 0,372 0,645 0,355
Go04 rs2307710 0,329 0,576 0,424
GO05 rs2308242 0,308 0,538 0,462
G06 rs2307580 0,372 0,63 0,37
GO07 rs1160956 0,315 0,557 0,443
G083 rs34511541 0,369 0,62 0,38
G09 rs2307978 0,318 0,555 0,445
Y01 rs3051300 0,36 0,602 0,398
Y02 rs10629077 0,269 0,476 0,524
Y03 rs10688868 0,327 0,558 0,442
Y04 rs2067208 0,293 0,52 0,48
Y05 rs2307579 0,369 0,591 0,409
Y06 rs2308020 0,344 0,588 0,412
Y07 rs3080855 0,323 0,562 0,438
Y08 rs1610919 0,367 0,617 0,383
Y09 rs2307839 0,312 0,551 0,449
RO1 rs2308137 0,345 0,592 0,408
RO2 rs36040336 0,338 0,57 0,43
RO3 rs1160886 0,358 0,596 0,404
R04 rs2308026 0,325 0,554 0,446
RO5 rs2307526 0,343 0,577 0,423
RO6 rs34811743 0,334 0,574 0,426
RO7 rs2308189 0,375 0,629 0,371
RO8 rs5895447 0,322 0,561 0,439
RO9 rs2308171 0,309 0,545 0,455
R10 rs35605984 0,375 0,64 0,36

CIP - conteudo de informacao polimorfica, PD - poder de discriminagao, PM -

probabilidade de matching
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4.4.6 Parametro De Paternidade

O marcador que apresentou maior poder de exclusao foi rs16624
(0,246) e menor rs10629077 (0,045) (tabela 4.3). O poder de exclusao
combinado calculado a partir do poder de exclusao individual foi 0,9981.

Tabela 4.3 - Resultados do poder de exclusdo dos 37 indel-plex em uma
amostra populacional do Distrito Federal (n = 200)

Codigo Referéncia Indel (rs) PE
BO1 rs34541393 0,167
B02 rs16624 0,246
BO3 rs2307689 0,175
B04 rs35769550 0,196
BO5 rs2307700 0,21
B06 rs140809 0,14
BO7 rs3047269 0,179
BO8 rs33972805 0,225
B0O9 rs33917182 0,183
B10 rs16402 0,123
GO1 rs1610871 0,215
GO02 rs2067238 0,137
Go4 rs2307710 0,114
GO05 rs2308242 0,12
GO06 rs2307580 0,167
GO07 rs1160956 0,094
GO08 rs34511541 0,175
GO09 rs2307978 0,117
Y01 rs3051300 0,175
Y02 rs10629077 0,045
Y03 rs10688868 0,147
Y04 rs2067208 0,105
Y05 rs2307579 0,225
Y06 rs2308020 0,147
Y07 rs3080855 0,123
Y08 rs1610919 0,175
Y09 rs2307839 0,099
RO1 rs2308137 0,144
RO2 rs36040336 0,163
RO3 rs1160886 0,179
RO4 rs2308026 0,147
RO5 rs2307526 0,167
RO6 rs34811743 0,14
RO7 rs2308189 0,179
RO8 rs5895447 0,12
RO9 rs2308171 0,105
R10 rs35605984 0,159

PE - poder de exclusao
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4.4.7 Distancia Genética

A tabela 4.4 mostra as distancias genéticas de NEI entre a populagao
do estudo (Distrito Federal) e as populagdes do Rio de Janeiro (populagao
heterogénea, Regido Sudeste), RJ-AFD (populagdo do Rio de Janeiro que se
auto declarou como afrodescendentes, Regido Sudeste) e Terena (nativos
americanos que moram no estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro-
Oeste) (66). Os grupos populacionais da Europa (Portugal), Africa (Angola e
Mogambique) e do Leste Asiatico (Macau e Taiwan) também foram incluidos
na analise (52). Todos os marcadores Indels foram considerados, exceto
rs2067294.

Tabela 4.4 - Matriz da distancia genética de Nei (DA) calculada pelo software

DISPAN a partir das frequéncias alélicas entre diferentes populagdes

Distrito Federal Rio de Janeiro RJ-AFD Terena Africana Europeia Leste Asiatico
Distrito Federal 0

Rio de Janeiro 0,001 0

RJ-AFD 0,0031 0,0023 0

Terena 0,0195 0,0216 0,0253 0

Africana 0,0182 0,0157 0,0078  0,0436 0

Europeia 0,0029 0,004 0,0084  0,0289  0,0286 0

Leste Asiatico 0,0178 0,0192 0,0199  0,0268 0,0342  0,0244 0
RJ-AFD - populagdo do Rio de Janeiro e auto declarada como
afrodescendentes

A anadlise de coordenadas principais (Figura 4.1) foi construida a partir
da tabela 4.4. Os dados mostraram que o Distrito Federal foi agrupado mais
perto do Rio de Janeiro. Além disso, assumiu uma posicao intermediaria em
relacdo a Europa (mesmo quadrante, mais semelhante) e RJ-AFD (quadrante
diferente, menos similar) e era bastante distante dos nativos americanos,
africanos e asiaticos.

O dendrograma gerado pelo software Dispan a partir das distancias
genéticas (Figura 4.2) apresentou resultados semelhantes, embora o Rio de
Janeiro ter sido colocado em um ramo diferente do Distrito Federal e da
Europa.
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Coordenadas Principais (PCoA)

Africana Leste Asiatico

RU-AED Terena

Coord. 2

Distrito Federal

Rio de Janeiro

Europeia

Coord. 1

Figura 4.1 - Analise de coordenadas principais das distancias genéticas de

Nei (DA) entre as populagbes estudadas. Dados da matriz de distancia
genética (tabela 4.4).

RJ-AFD - populagdo do Rio de Janeiro e auto declarada como
afrodescendentes

Africana

Rio de Janeiro

Distrito Federal

Europeia

Terena

Leste asiatico

Figura 4.2 - Dendrograma gerado pelo software Dispan (método neighbor-
Joining) a partir da matriz de distancias genéticas de Nei (DA) das populagdes
estudadas.

RJ-AFD - populagdo do Rio de Janeiro e auto declarada como
afrodescendentes
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4.5 DISCUSSAO

No presente estudo descreveu-se as frequéncias alélicas e parametros
forenses de trinta e oito polimorfismos do tipo insercéao e delegdo em uma
amostra populacional residente no Distrito Federal e, além disso, investigou-
se a composicao desta populacio utilizando como ferramenta o DNA de seus
individuos. Os Indels sdo marcadores genéticos bem distribuidos no genoma
humano, apresentam baixa taxa de mutacéo, sao faciimente amplificados e
por isso tem sido recentemente introduzido na identificagcdo forense como
ferramenta complementar. Neste sentido, recomenda-se o uso de
frequéncias alélicas locais para que os calculos envolvidos na ciéncia forense

sejam o mais realista possivel da populagéo estudada.

4.5.1 Frequéncias alélicas

Os trinta e oito Indel-plex avaliados foram: rs34541393, rs16624,
rs2307689, rs35769550, rs2307700, rs140809, rs3047269, rs33972805,
rs33917182, rs16402, rs1610871, rs2067238, rs2067294, rs2307710,
rs2308242, rs2307580, rs1160956, rs34511541, rs2307978, rs3051300,
rs10629077, rs10688868, rs2067208, rs2307579, rs2308020, rs3080855,
rs1610919, rs2307839, rs2308137, rs36040336, rs1160886, rs2308026,
rs2307526, rs34811743, rs2308189, rs5895447, rs2308171 e rs35605984.
Suas frequéncias alélicas em uma amostra populacional do Distrito Federal
se encontram na tabela 4.1. O presente estudo é de grande relevancia por
caracterizar uma amostragem significativa (200 individuos) e especifica do
territorio. Assim, as frequéncias alélicas locais descritas neste trabalho
agregam maior confianga estatistica aos calculos forenses e de vinculo

genético.
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4.5.2 Parametros Forenses

A diversidade genética dos marcadores foi primeiramente investigada
por meio da heterozigose esperada e observada. A maioria dos marcadores
apresentaram estes parédmetros maiores que 0,40 (40%) e frequéncias
alélicas maiores que 0,25. Estes dados sugerem que o conjunto de 38 Indels
autossdmicos € altamente polimorfico e muito informativo na populagao
estudada.

Em seguida, a analise do equilibrio de Hardy-Weinberg revelou que
todos os loci analisados apresentavam-se estaveis ao longo das geracgoes,
exceto rs10629077 (p = 0,03). Entretanto, a significancia foi perdida apods
correcéo de Bonferroni para analises multiplas, ja que o valor de P para todos
os loci sao analisados simultaneamente pelo software Arlequin. Nestas
circunstancias, o conjunto de 38 Indel-plex analisados esta em equilibrio de
Hardy-Weinberg tornando possivel seu uso em teste de paternidade e
identificacdo humana. Ademais, estes dados corroboram com estudos
envolvendo o mesmo conjunto de Indels (52, 66, 84).

O teste para desequilibrio de ligagdo avaliado em 12 cromossomos
autossémicos distintos (28 marcadores no total) mostrou que especificamente
no cromossomo 9 (rs2067294, rs16402 e rs2307580), o locus rs2067294
estava em desequilibrio, assim, ele foi excluido das analises posteriores.
Para determinar as caracteristicas analiticas do conjunto de Indels é
importante incluir somente marcadores que estejam em equilibrio de ligagéo,
isto €, que ndo apresentem sinais de associacdo e, portanto, podem ser
tratados como marcadores independentes na analise estatistica forense (73).
O cromossomo 9 possui trés marcadores que respeitam a distdncia minima
de 30 megabases entre eles, por isso n&do foi analisado em outros estudos
(52), entretanto na investigagdo observou-se desequilibrio de ligagdo em um
locus.

Por motivo de comparagao, os parametros forenses sdo normalmente
descritos e comparados de forma combinada. Os indices de probabilidade de
coincidéncia combinada e poder de discriminacdo combinado, juntamente
com o parametro de paternidade, esclarecem as caracteristicas analiticas do
conjunto estudado. Assim, na populacao do Distrito Federal, a probabilidade
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de coincidéncia combinada (probabilidade de ocorréncia de 02 perfis de DNA
idénticos ao acaso) é 7,2 x 10™"°. Para uma melhor contextualizagdo deste
valor, a probabilidade de ser sorteado na megasena com uma unica tentativa
é de 1,1 x 10® (85). Assim, é 1,5 x 10° (15 milhdes) vezes mais provavel
ganhar na megasena do que encontrar dois individuos com o mesmo
genodtipo ao acaso utilizando o conjunto de 37 Indels deste trabalho.

Pereira e colaboradores demonstraram que a probabilidade de
coincidéncia nas populacdes africana, europeia e asiatica foram 3,4 x 10",
3,6 x 10" e 1,7 x 10", respectivamente (52). A probabilidade de coincidéncia
combinada (PMC) para as populagdes do estado de Rio de Janeiro e tribo
Terena variaram nas ordens de magnitude de 10" & 107° (66). Fondevila e
colaboradores ao avaliar diferentes populag¢des (n = 712) também determinou
que a média da PMC variou entre 10™* a 10" (84). Em suma, os dados
obtidos neste trabalho assemelham-se com a literatura, pois as ordens de
grandeza estdo proximas. Portanto, os 37 Jloci Indels sdo altamente
informativos na populagao do Distrito Federal.

Neste estudo, o poder de discriminagdo combinado, ou seja,
probabilidade de diferenciar individuos escolhidos aleatoriamente, foi de
0,999999999999993 ou 99,9999999999993% (13 casas apos a virgula). Para
facilitar a compreensao, quanto mais proximo de 100%, melhor a capacidade
de diferenciacdo. O poder de discriminacdo combinado obtido foi
99,9999999999999% (13 casas apoOs a virgula) para Rio de Janeiro,
99,99999999997% (11 casas apO6s a virgula) para Terena,
99,9999999999997% para Rio de Janeiro afrodescendente (66),
99,999999999994% (12 casas apos a virgula) para africanos,
99,9999999999995% (13 casas apOs a virgula) para europeus e
99,999999999997% (12 casas apos a virgula) para asiaticos (52). Em todos
os trabalhos supracitados o conjunto de Indels multiplex utilizado foi o mesmo
deste estudo. Nota-se que este conjunto na populagdo do Distrito Federal,
assim como em outros grupos populacionais, apresenta parametros forenses
satisfatorios de informatividade.

Os valores de probabilidade de coincidéncia combinada e poder de
discriminagdo combinado obtidos com o kit de 15 microssatélites
autossdmicos na populacdo do Distrito Federal foram 4,85 x 10 e
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99,999999999999999995% (18 casas apods a virgula), respectivamente (86).
Os valores obtidos com quinze microssatélites s&o consideravelmente
superiores quando comparados com o conjunto de 37 Indels. No entanto,
estes resultados sdo esperados pois os marcadores Indels sao bialélicos
(alelo longo ou alelo curto), diferentemente dos microssatélites que sé&o
multialélicos (varios alelos para 0 mesmo marcador), gerando maior poder de
discriminagdo (32). Ademais, o numero de Indels necessarios para atingir o
poder de discriminagdo obtido por 15 loci STRs em uma analise de
parentesco, como por exemplo, seria de aproximadamente 60 Indels (84).
Todavia, o uso de STR em determinados contextos como amostras altamente
degradadas ou em pequenas quantidades € desvantajoso, pois a analise de
STR pode apresentar dificuldades de amplificacdo devido ao tamanho
relativamente grande do fragmento (100 a 400 pb) obtendo-se perfis
genéticos parciais ou até mesmo auséncia de perfil (87, 88).

4.5.3 Parametro De Paternidade

O poder de exclusdo combinado obtido neste trabalho é de 0,9981 ou
99,81%, valor idéntico ao obtido por Manta e colaboradores nas populacdes
do Rio de Janeiro (99,83%), Rio de Janeiro afrodescendentes (99,88%) e
Terena (99,26%) (66). Conclui-se que o conjunto de 37 Indels na populagao
do Distrito Federal pode ser utilizado como marcadores adicionais na analise
de parentesco e para alcangar maior poder de exclusdo € necessario
genotipar um numero maior de Indels.

Os Indels bialélicos podem funcionar como uma ferramenta
complementar nas investigagbes de paternidade devido a ocorréncia de
incompatibilidades mendelianas entre o suposto pai e a crianca.

Poucas incompatibilidades entre os STR do filho e do suposto pai néo
€ um cenario incomum nas investigagdes de paternidade e muitas vezes
tornam-se problematicas. Em algumas situagbes, pode existir duas
incompatibilidades em um teste de paternidade do tipo trio (méo, filho e
suposto pai) e mesmo assim, o indice de paternidade e probabilidade de

paternidade podem até serem relativamente baixos, mas ndo exclui o homem
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em questdo. Neste cenario pode surgir a duvida se o suposto pai era o
verdadeiro pai da crianga e duas mutag¢des de STR haviam ocorrido, ou se o
homem testado é um parente proximo de primeiro grau do verdadeiro pai,
como por exemplo, seu irmao, pai e tio. Sabe-se que os microssatélites
possuem altas taxas de mutagao, e este problema pode ser superado pelo
uso de um grande numero de marcadores com baixas taxas de mutagéo, que
€ 0 caso de marcadores como Indels ou polimorfismos de unico nucleotideo
(53, 54, 89).

4.5.4 Distancia Genética

As distancias genéticas de Nei (DA) foram calculadas a partir das
frequéncias alélicas descritas por Pereira (52), Manta (66) e as originadas
neste trabalho. Como os valores das distancias correspondem a comparagao
das populagdes aos pares, o formato da matriz dificulta a visualizacdo e a
interpretacdo dos resultados. Por isto, usa-se o grafico de coordenadas
principais e/ou dendrograma. A comparag¢ao entre as duas representagdes
graficas revela uma concordéncia completa.

Os resultados indicam que a populagcdo do Distrito Federal € mais
proxima geneticamente do Rio de Janeiro, assumindo uma posi¢cao
intermediaria em relacdo a Europa e Rio de Janeiro Afrodescendente e era
bastante distante dos nativos americanos, africanos e do leste asiatico. Este
resultado esta em consonancia com a composi¢cao da populacéo estudada de
acordo com os Inquérito de Pesquisa Nacional (2010), em que as principais
contribuigdes de imigrantes foram as regides Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste, populagbes com composi¢cao genética muito similar; principalmente de
ascendéncia europeia (56-61%), seguido por africanos (26-28%) e depois
nativos americanos (12-16%) (65, 90).

Conclusbes semelhantes podem ser extraidas do dendrograma
(neighbor-joining com distancias genéticas). Embora o Rio de Janeiro ter sido
colocado em um ramo diferente do Distrito Federal e da Europa, o valor de
bootstrap associado a esta separacdo de ramificacdo foi de 56, o que

significa uma menor confianga (91). Ademais, varios ramos bifurcados com
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valores baixos de bootstrap sdo combinados em ramos multibifurcados (92).
De fato, a analise das coordenadas principais pode refletir relagdes evolutivas
mais precisas do que o dendrograma, porque ndo impde um modelo
bifurcador em uma matriz de distancia genética, que pode ser inadequada
para populagdes intimamente relacionadas (64, 93).

Em conclusdo, observou-se que os 37 Indel-plex autossémicos
caracterizados neste estudo poderiam ser utilizados para fins forenses gerais

na populacao do Distrito Federal (Brasil).
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4.6 CONCLUSAO

As frequéncias alélicas, os parametros forenses e de paternidade
revelam que o conjunto de 37 polimorfismos de inser¢gdo e delegdo € um
sistema genético altamente informativo para a populagéo do Distrito Federal.
O poder de discriminacdo combinado e o poder de exclusdo combinado
foram 99,9999999999993% e 99,81%, respectivamente.

O Distrito Federal é geneticamente mais proximo do Rio de Janeiro,
assumindo uma posic¢ao intermediaria em relacdo a Europa e Rio de Janeiro
Afrodescendente e mais distante dos nativos americanos, africanos e do leste

asiatico.
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6 ANEXOS

6.1 ANEXO | - APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

Registro do Projeto no CEP: 188/12

Titulo do Projeto: “Investigagio do vinculo genético fetal pela
‘materno”.
Pesquisadora Responsavel: Gustavo Barcelos Barra
* Data de Entrada: 23/11/12

Com base na Resolugdo 196/96, do CNS/MS, que

“Investigagdo do vinculo genético fetal pela
11° Reunido Ordinéria, realizada no dia 1
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6.2 ANEXO Il - APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CENTRO UNIVERSITARIO DE Plataforma
BRASILIA - UNICEUB %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacédo do sexo fetal pela anélise do sangue materno colhido por puncgéo digital
(furo no dedo).

Pesquisador: Gustavo Barcelos Barra

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 52869116.1.0000.0023

Instituicao Proponente: LABORATORIO SABIN DE ANALISES CLINICAS LTDA
Patrocinador Principal: LABORATORIO SABIN DE ANALISES CLINICAS LTDA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.414.100

Apresentacao do Projeto:

Esse parecer relata as informagdes do projeto: "Determinagdo do sexo fetal pela anélise do sangue materno
colhido por puncao digital (furo no dedo)". A sexagem fetal € um ensaio capaz de indicar o sexo bebé no
inicio da gestacéo, mais especificamente apés a oitava semana. Neste ensaio, pesquisa-se 0 cromossomo
Y na circulagdo materna. A presenca deste cromossomo indica a gestacdo de um menino e sua auséncia
uma menina. O teste é simples, ndo-invasivo, de facil execucédo e envolve a coleta de 4 mL de sangue em
tubo por puncéo de veia do brago. Com a intengdo de trazer maior conforto para a gestante e avaliar a
presenca do DNA fetal na microcirculagdo materna, idealizou-se executar a sexagem fetal no sangue capilar
a partir de 0,5 mL de sangue colhido por uma pungéo digital. O objetivo primario desse projeto sera
investigar se a sexagem fetal executada no sangue capilar e no sangue venoso sdo comparaveis. A
metodologia consiste no recrutamento de 80 gravidas com mais de 8 semanas de gestacéo. Apds assepsia
da pele com lencgo de alcool isopropilico 70%, serdo colhidos dois tubos (Vacuette K2 EDTA, Greiner-bio-
one) de 4 mL de sangue por pung¢éo de venosa e um tubo (Minicollect K3 EDTA, Greinerbio-one) de 0,5 mL
por pungéo digital. O plasma sera imediatamente separado por centrifugagdo, submetido a extragdo de DNA
no equipamento EasyMag (Biomerieux) e analisado pela reacao de
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Bairro:  Setor Universitario CEP: 70.790-075
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3966-1511 E-mail: cep.uniceub@uniceub.br

Péagina 01 de 04



CENTRO UNIVERSITARIO DE Plataforma
BRASILIA - UNICEUB %oﬂ

Continuagéo do Parecer: 1.414.100

qPCR ja validada no laboratério. A gPCR tem como alvo a regido multicopia DYS-14 e é executada no
equipamento StepOne (Thermo Fisher). Com relagdo a metodologia de analise de dados, serdo avaliadas
sensibilidade e especificidade do novo teste (pungéo digital) em relagdo com o ensaio tradicional
(venipuntura) por meio das ferramentas tradicionais de comparacdo de metodologias para métodos
qualitativos (tabela 2 x 2, indice de correlagdo Kappa, teste exato de fisher ou Chi-quadrado). Foi
apresentado o critério de inclusdo dos participantes da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo primério sera investigar se a sexagem fetal executada no sangue capilar e no sangue venoso sdo
comparaveis.

Nao foi apresentado o objetivo secundario.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos associados a este projeto foram definidos pelos pesquisadores como sendo os mesmos
associados a coletas de material para exames bioguimicos tradicionais, considerados risco minimo aos
participantes, definido como aquele geralmente encontrado na vida cotidiana ou durante a realizagéo e
avaliagoes fisicas de rotina, incluindo coleta de espécimes por pungéo venosa, procedimentos néo-invasivos
empregados rotineiramente em praticas clinicas. Se necessario, 0 pesquisador principal se dispde para o
esclarecimento de qualquer duvida em relagdo aos resultados e se necessario fornecer o aconselhamento
genético.

E como beneficios os pesquisadores informam que este trabalho fornecera evidéncias se o DNA fetal esta
presente na microcirculagdo materna e se a venipuntura pode ser substituida pela puncéo digital, que &
mais confortavel para a paciente.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O parece diz respeito ao projeto "Determinagdo do sexo fetal pela analise do sangue materno colhido por
puncéo digital (furo no dedo)", que tem como objetivo primério investigar se a sexagem fetal executada no
sangue capilar e no sangue venoso sdo comparaveis. Serdo recrutadas 80 gestantes com mais de 8
semanas de gestagéo e serdo feitas duas coletas: 1 - 4 mL de sangue por punc¢do de venosa; 2 - 0,5 mL por
puncao digital. O pesquisador apresentou o critério de inclusédo dos participantes da pesquisa.

O projeto € de interesse clinico por tentar uma estratégia para coleta de sangue de forma menos invasiva e
dolorosa. A principio o projeto satisfaz aos principios preconizados na Resolugéo 466/2012/CNS/MS.
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes termos: 1) Folha de rosto devidamente preenchida; 2) Informagdes
basicas do projeto; 3) Documento de autorizagdo para a realizagdo da pesquisa em unidade dos
laboratérios Sabin; 4) Termo de responsabilidade; 5) Projeto de pesquisa; 6) TCLE.

Recomendacoes:

O CEP-UniCEUB ressalta a necessidade de desenvolvimento da pesquisa, de acordo com o protocolo
avaliado e aprovado, bem como, atengdo as diretrizes éticas nacionais quanto aos incisos XI.1 e XI.2 da
Resolugdo n°® 466/12 CNS/MS concernentes as responsabilidades do pesquisador no desenvolvimento do
projeto:

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

c)desenvolver o projeto conforme delineado;

d)elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e)apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

fymanter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;

g)encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h)justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcdo do projeto ou a ndo publicagéo
dos resultados.

- Resolugcdo CNS n. 441/11, referente a analise ética de projetos de pesquisa que envolvam
armazenamento de material biolégico humano ou uso de material armazenado em pesquisas anteriores.
Observagédo: Ao final da pesquisa enviar Relatério de Finalizagdo da Pesquisa ao CEP. O envio de relatérios
devera ocorrer pela Plataforma Brasil, por meio de notificacdo de evento. O modelo do relatério encontra-se
disponivel na pagina do UniCEUB
http://www.uniceub.br/instituicao/pesquisa/ins030_pesquisacomitebio.aspx, em Relatério de Finalizagcdo e
Acompanhamento de Pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto atendeu as solicitacdes desse CEP e, dessa forma, tem condi¢cdes de aprovacgao.
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Consideracodes Finais a critério do CEP:
Protocolo previamente avaliado por este CEP, com parecer N° 1.408.101/2016, tendo sido homologado na
12 Reuni&o Ordinaria do CEP-UniCEUB, em 05 de fevereiro de 2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Béasicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 28/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_654759.pdf 14:11:22
Declaragao de Termo_de_concordancia_sexagem_capi| 28/01/2016 |Gustavo Barcelos Aceito
Instituicéo e lar.pdf 14:08:32 (Barra
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE_sexagem_v1.pdf 28/01/2016 | Gustavo Barcelos Aceito
Assentimento / 14:07:29 |Barra
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhaDeRostoSexagemCapilar.pdf 28/01/2016 | Gustavo Barcelos Aceito
13:54:12 |[Barra

Declaragédo de Termo_de_responsabilidade_sexagem_| 28/01/2016 |Gustavo Barcelos Aceito

Pesquisadores capilar.pdf 13:52:27 [Barra

Outros Curriculo_Lattes_assistente1.pdf 28/01/2016 | Gustavo Barcelos Aceito
13:20:15 |Barra

Outros Curriculo_Lattes_pesquisador.pdf 28/01/2016 | Gustavo Barcelos Aceito
13:19:31 Barra

Projeto Detalhado / |projeto_ CEP_sexagem_v1.pdf 28/01/2016 | Gustavo Barcelos Aceito

Brochura 13:18:28 (Barra

Investigador

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
BRASILIA, 18 de Fevereiro de 2016
Assinado por:
Marilia de Queiroz Dias Jacome
(Coordenador)
Endereco: SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar
Bairro:  Setor Universitario CEP: 70.790-075
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3966-1511 E-mail: cep.uniceub@uniceub.br
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6.3 ANEXO lIl - APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W““‘
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de 38 loci INDEL nas populagdes de Brasilia, Salvador e Manaus.
Pesquisador: Gustavo Barcelos Barra

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 5

CAAE: 15253913.5.0000.0030

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: LABORATORIO SABIN DE ANALISES CLINICAS LTDA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 491.475
Data da Relatoria: 02/12/2013

Apresentacao do Projeto:
Esta é a quinta relatoria do presente projeto. A Ultima relatoria ocorreu em 12/11/2013.

Resumo do Projeto: a proposta trata de estudo transversal com componente descritivo e analitico sobre as
frequéncias alélicas de 38 loci INDEL em 300 voluntarios das cidades de Brasilia (DF), 100 voluntarios das
cidades de Salvador (BA) e Manaus (AM) totalizando 500 sujeitos de pesquisa, visando o uso destes novos
marcadores de DNA em aplicagdes forenses, estudos de vinculo genético e analises filogenéticas. A
escolha da populagdo se deu por conveniéncia da existéncia de unidades de anélises clinica do
Patrocinador, Laboratério Sabin de Anéalises Clinicas LTDA.

Obijetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO:
Descrever as frequéncias alélicas de 38 loci INDEL (rs3047269, rs2307579, rs16624, rs2308242,
rs2308026, rs2307526, rs1160956, rs1610871, rs2307710, rs2307839, rs2308137, rs2307978, rs35769550,
rs5895447, rs16402, rs2067294, rs2307580, rs140809, rs1160886, rs10688868, rs34811743, rs33972805,
rs1610919, rs2067238, rs2308171, rs2308189, rs2308020, rs2067208, rs3051300, rs3080855, rs34511541,
rs36040336, rs2307689, rs33917182, rs34541393, rs35605984, rs10629077, rs2307700) em 300 voluntarios
das cidades de Brasilia,
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SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W““‘
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagéo do Parecer: 491.475

100 voluntérios das cidades de Salvador e Manaus totalizando 500 sujeitos de
pesquisa.

OBJETIVOS SECUNDARIO:

Desenvolver uma metodologia baseada em PCR alelo especifica em tempo real para enotipagem dos
INDELSs listados no objetivo primario, visando comparagdo e validacdo frente a técnica de eletroforese
capilar.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:

Os riscos associados a este projeto sdo os relacionados a coletas de material para exames bioquimicos
tradicionais, considerados de risco minimo aos participantes, definidos como aqueles geralmente
encontrados na vida cotidiana ou durante a realizagéo de avaliacdes fisicas ou psicolégicas de rotina,
incluindo coleta de espécimes por puncdo venosa e procedimentos nédo-invasivos empregados
rotineiramente em praticas clinicas.

BENEFICIOS:
Determinacéo das frequéncias dos polimorfismos em questéo possibilitando seu uso em analises forense e
desenvolvimento de técnica baseada em PCR tempo real para genotipagem de indels.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A proposta se refere a um estudo transversal com componente descritivo e analitico sobre as frequéncias
alélicas de 38 loci INDEL, em 300 voluntarios das cidades de Brasilia, 100 voluntéarios das cidades de
Salvador e Manaus, totalizando 500 sujeitos de pesquisa. O projeto visa 0 uso destes novos marcadores de
DNA em aplicagdes forenses, estudos de vinculo genético e analises filogenéticas. E alvo do referido estudo
a comparacao e validacdo entre as técnicas de PCR em tempo real e eletroforese capilar. Os dados serao
avaliados quanto a parametros forenses (equilibrio de Hardy-Weinberg, poder de discriminagdo, contetido
de informagéo polimérfica, e poder de excluséo) e serdo determinados para cada populagédo por meio dos
softwares Arlequin v3.1 e GeneALEx 6.5. Adicionalmente, o calculo de estatistica Kappa para correlagéo
entre as duas metodologias seré realizado por meio do site QuickCalc (Graphpad Software).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os seguintes documentos foram anexados ao processo: Projeto de Pesquisa,Folha de Rosto, Carta
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W““‘
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagéo do Parecer: 491.475

de Encaminhamento do CEP-FS/UnB, Termo de Responsabilidade, Termo de Concordancia, Cronograma
de execugdo, Orgamento, TCLE e Lattes dos pesquisadores.

Recomendacées:
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Na relatoria anterior, ficaram pendentes a incluséo da logomarca, ou cabegalho, da Instituicdo de pesquisa,
bem como telefone e e-mail do CEP-FS/UnB. O pesquisador atendeu as exigéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Né&o

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 12 de Dezembro de 2013

Assinador por:
Natan Monsores de Sa
(Coordenador)

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 Fax: (61)3307-3799 E-mail: cepfs@unb.br
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