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RESUMO

Quando se analisa a possibilidade de dois individuos ndo aparentados serem compativeis
com hipétese de parentesco, os STRs (Short Tanden Repeat) destacam-se por apresentarem
elevada quantidade de variacdes polimoérficas de facil diagnéstico por PCR, mesmo com o
DNA parcialmente degradado ou em pouca quantidade. Diferente dos cromossomos
autossomicos, o pai transfere 100% de seu cromossomo X as filhas. Dessa forma, quando
a reconstrucao do perfil genético de um suposto pai ausente é feita com o emprego de X-
STRs ndo sao necessarios muitos parentes a serem analisados. X-STRs sao Uteis ainda
quando dois individuos do sexo feminino possuem o mesmo pai, pois assim ambas devem
compartilhar sempre pelo menos um alelo. Com marcadores autossoémicos, porém, ambas
poderiam ter alelos diferentes herdados do mesmo pai, tornando a exclusao mais dificil.
Foram utilizadas 52 amostras de DNA de individuos que procuraram o servico de
Investigacao de Paternidade do Departamento de Genética do Hospital das Clinicas da
FMRP-USP, obtidas e armazenadas no Laboratorio de Genética e Bioquimica, totalizando
11 casos de paternidade do tipo incompleto, isto é, aqueles em que o suposto pai esta
ausente, e um completo, mas com relacao incestuosa, permitindo, portanto, a analise por
X-STRs. Neste estudo, é avaliado o impacto do emprego de 13 lécus do tipo STR,
recentemente descritos por ANDRADE (2014), em testes de paternidade em ntucleos
familiares selecionados. Os l6cus analisados constituem dois blocos de haplétipos ligados
ao cromossomo X: o primeiro com sete l6cus na regido Xp21, préxima ao l6cus da distrofina
(Distrofia Muscular de Duchene — DMD) e o segundo com seis 16cus pericentroméricos (PC)
na regido Xpl1l.1-Xql1.21. A comparacao destes resultados com aqueles obtidos pela
analise de rotina, previamente realizada com marcadores autossoémicos, indicou que ha
situagcoes em que os marcadores ligados ao cromossomo X acrescentam informacéo

significativa para a concluséao dos casos, tornando as analises mais precisas.
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INTRODUCAO

A maioria dos testes de identidade humana utiliza marcadores genéticos autossomicos.
Dentre os varios tipos de marcadores genéticos, destacam-se os STRs (Short Tanden
Repeats) geralmente encontrados nas regidoes nao codificantes — regides intergénicas e
introns (BUTLER, 2005). Alguns se localizam em exons, entre eles os genes de algumas
doencas neurodegenerativas, tais como SCA1l e Huntington (ORR et al, 1993; The

Huntington Disease Collaborative Research Group, 1993).

Entre os marcadores de DNA utilizados para testes de identificacdo humana, os STRs
ganharam significativa importancia por apresentarem elevada quantidade de variacodes
polimérficas (alelos), essenciais quando se pretende analisar a possibilidade de que dois
individuos aleatérios tenham o mesmo genétipo ou sejam compativeis com hipétese de
parentesco (BUTLER, 2005). Também séao faceis de se diagnosticar por PCR, mesmo com o
DNA parcialmente degradado e/ou em pouca quantidade, gerando resultados faceis de
interpretar e comparar com dados armazenados em arquivos computadorizados.

(GOODWIN et al, 2007).

Os marcadores presentes em cromossomos autossomicos possuem 50% de chance de
serem transmitidos a prole, uma vez que um filho herda um dos cromossomos do pai e

outro da mae, formando assim um par de cromossomos homologos.

Diferentemente dos autossomos, o pai transfere 100% de seu cromossomo X as filhas. O
cromossomo X dos filhos é de origem exclusivamente materna, enquanto que nas filhas
uma copia € recebida do pai e a outra da mae. Dessa forma, conhecendo os genoétipos de
STRs de uma filha e de seu pai, € possivel ter informacao sobre os hapléotipos de X-STRs
maternos e, no sentido inverso, conhecendo-se os genétipos da mae e da filha, o haplétipo
paterno pode ser quase integralmente determinado. Devido a essas propriedades do
cromossomo X, em investigacdes de paternidade em casos incompletos (pai ausente), a
possibilidade de determinar o haplétipo paterno pelo estudo de familiares consanguineos
para reconstruir seu perfil genético permite a analise destes exames com mais facilidade

(GOMES et al., 2007).

Examinando apenas os tradicionais STRs autossdomicos, estes casos muitas vezes
permanecem inconclusivos, pois a reconstrucdo do perfil do suposto pai exigiria varios
parentes a serem analisados. Como frequentemente poucos parentes estao disponiveis para

o exame, o indice de parentesco final €, muitas vezes, baixo.
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Quando a reconstrucao do perfil genético do suposto pai é feita com o emprego de X-STRs,
mae, filhas e irmas dele tornam-se importantes na analise, pois os alelos paternos podem
ser facilmente determinados a partir delas. Dessa forma, muitas vezes, a presenca apenas
da avoé paterna do individuo questionado é suficiente para aumentar a probabilidade de que
o perfil genético do suposto pai seja reconstruido, uma vez que ele herda apenas um
cromossomo X, o materno, diferentemente do que ocorre com a aplicacdo de marcadores

autossémicos, que exigem a analise de mais parentes do suposto pai (ROSS et al., 2005).

Outra situacdo em que marcadores X-STRs mostram grande utilidade é na comparacao
entre duas possiveis irmas (Figura 1). Neste caso, se elas forem filhas do mesmo pai (Figura
1.a), compartilhardao um dos cromossomos X, herdado do pai. Portanto, nesta comparacao,
elas necessariamente apresentardo igualdade em pelo menos um dos alelos de cada lécus.
Dai resulta que o teste de paternidade para as duas irmas ou meio irmas pode ser feito até
mesmo sem a analise de pais biolégicos ou parentes. Com marcadores autossémicos,
porém, ambas poderiam ser consideradas irmas, mesmo com dois alelos diferentes, o que
tornaria a exclusdo extremamente dificil (Figura 1.b). Turina e colaboradores (2007)
solucionaram um caso de meio irmas no qual apenas quatro X-STRs foram utilizados

enquanto que a analise de 15 autossémicos nao foi suficiente.

a) 5 b) 5

XY 1/2

XIX XIX 1/3 2/4

Figura 1: Situacdes de comparacado entre duas possiveis irmas. (a) Confirmacao de paternidade
mediante uso de marcadores ligados ao cromossomo X. O pai transfere apenas um cromossomo X
as suas filhas, elas necessariamente apresentardo, portanto, igualdade em pelo menos um dos
alelos de cada locus. (b) Comparacao de paternidade mediante uso de marcadores autossoémicos,
exemplificados pelos alelos 1 a 4 na figura, sendo que ambas poderiam ser consideradas irmas

ainda que apresentem alelos diferentes.

Em situacdes nas quais existe mais de um suposto pai, e que sejam da mesma familia
(Figura 2), o cromossomo X também pode ser usado, facilitando a determinacao de
paternidade. Quando os supostos pais de uma crianca sao pai e filho (Figura 2.a),
utilizando-se de STRs autossémicos, estes obrigatoriamente compartilham 50% dos alelos,
dificultando a diferenciacao entre suposto pai e verdadeiro pai biolégico da crianca e relativa

proximidade de parentesco entre eles. No caso dos X-STRs, a resolucao fica mais facilitada,
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pois pai e filho nao compartilham nenhum alelo por descendéncia, uma vez que herdam o
cromossomo X cada um de suas maes e ambas sdo diferentes. Entretanto, no caso dos
supostos pais serem dois irmaos (Figura 2.b), ambos recebem o cromossomo X da mesma
mae e por isso ha uma chance de 50% destes possuirem alelos idénticos por descendéncia,
da mesma forma como ocorre com os STRs autossomicos, sendo ambos os sistemas

equivalentes nesta situacao.

a) | pp — @ b) PP @ XIX

e XIX
127 | XIX |
Xiy f (M P N
E 1/_ou 2/_ IP1 M P
L~ | XV U
XouX/Y , XouX/Y
]
1,20u_/30u4 @
XouX/X XouX/X

Figura 2: Situacdes nas quais existe mais de um suposto pai, e que sejam da mesma familia. (a)
Supostos pais sendo pai e filho. A analise por autossémicos se mostra dificil pois ambos os
suspostos pais compartilham 50% do genétipo obrigatoriamente. Com a analise por X-STRs, nao
compartilham nenhum alelo por descendéncia, evidenciando quem é o verdadeiro pai de F. (b)
Supostos pais sendo dois irmaos. Ambos podem receber o mesmo cromossomo X de sua méae, sendo

o uso de X-STRs, portanto, equivalente ao sistema autossémico neste caso

HIPOTESE/OBJETIVOS

Ha situacoes, portanto, em que se prevé que marcadores genéticos polimoérficos ligados ao
cromossomo X podem trazer informacdes adicionais a analise de marcadores autossdémicos.
No presente trabalho, procura-se quantificar o efeito da analise de tais marcadores ligados

ao X e testar a hipoéstese de que eles sao Uteis em tais analises.

O objetivo do presente trabalho & avaliar o impacto do emprego de 13 l6cus do tipo STR,
recentemente descritos (ANDRADE, 2014), distribuidos em dois blocos de haplétipos
ligados ao cromossomo X, na investigacdo de paternidade em grupos de casos em que o
suposto pai é desconhecido, ndo se podendo constituir, portanto, um trio convencional

formado por mae, filho e pai, utilizando para tanto os demais parentes disponiveis.
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METODOLOGIA

Foram selecionados 12 casos com suposto pai desconhecido, totalizando 52 individuos,
para analise de 13 lécus. Os resultados e conclusdes dai obtidos foram comparados com
os anteriormente obtidos na analise de rotina (15 a 20 16cus de marcadores autossémicos)
e registrados no Laboratério de Genética e Bioquimica da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto, USP.

AMOSTRAS

As amostras analisadas neste trabalho sdo provenientes de individuos que procuraram o
servico de Investigacdo de Paternidade do Departamento de Genética do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP), totalizando 11 casos de paternidade do tipo incompleto, ou seja, com o
suposto pai falecido ou desconhecido, e um completo, mas com suposta relacao incestuosa,

permitindo, portanto, a analise por X-STRs.

Amostras de sangue e/ou swab bucal dos individuos que procuraram o servico de
Investigacao de Paternidade foram coletadas, quando do atendimento, pelo pessoal
atendente e, posteriormente, processadas e armazenadas, segundo protocolos de

procedimento adiante descritos.

Algumas amostras utilizadas neste trabalho ja tinham o seu DNA extraido e estocado.
Quando necessario, novas aliquotas foram extraidas seguindo a metodologia adiante

descrita.

LOCUS ANALISADOS

Utilizando a metodologia de PCR, seguida de PAGE (Polyacrylamide Gel Eletrophoresis) e
coloracdo por nitrato de prata (ver Protocolos 2, 3 e 4 adiante no anexo), foram analisados
dois blocos de haplétipos, um contendo sete l6cus na regido Xp21 (8,25cM) préxima ao
locus da distrofina (Distrofia Muscular de Duchene - DMD) e outro contendo seis lécus

pericentromeéricos (PC) na regiao Xp11.1-Xq11.21 (0,66 cM).

Os sete locus da regido DMD (aqui designados por PR1, 4, 8, 9, 10, 13 e 14, de acordo com
o primer utilizado para sua amplificacao), foram descritos e utilizados por Sarlo (2011) para
a identificacao indireta de portadores de mutacédo no gene DMD. Este haplobloco encontra-

se em uma regido onde apenas um locus foi analisado em estudos de populacoes
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brasileiras, préximo e/ou sobreposto ao gene da distrofina (Xp21). E o mais extenso dos

estudados neste trabalho, com 8,25cM entre o primeiro e o ltimo l6cus (Andrade 2014).

O procedimento para deteccao dos alelos de seis locus do tipo STR da regido
pericentromeérica (PC) do cromossomo X humano foi realizado pela primeira vez por Andrade
(2014), sendo, portanto, estes l6cus e iniciadores ainda néao descritos até entdo. E o menos
extenso dos estudados (0,66cM), localiza-se em uma regido cromossomica ainda nao
empregada em estudos deste tipo. A tabela 1 apresenta informacodes sobre os 13

marcadores analisados neste estudo.

Tabela 1: Informacoes sobre os 13 marcadores propostos para o presente estudo. cM: Distancia
genética em centimorgans. pb: nimero de pares de bases do amplicon. A distancia genética foi

obtida em http://compgen.rutgers.edu/old /map-interpolator/ (Andrade 2014).

Primer Locus Repeticdo (UR) Localizacédo (pb) (cM) (pb)
Xp21 - Distrofia Muscula de Duchene (DMD) — 8,25Cm
PR1 DXS31212596 CTT 31302625--31302831 53,3270 207
PR4 DXS31841757 AAAAC 31931802--31932007 54,7628 206
PR8 DXS32069474 CAAAAA 32159403--32159628 55,5868 226
PR9 DXS32064591 AAACA 32154641--32154744 55,5646 274
PR10 DXS32161638 TTTA 32251680--32251841 56,1903 136
PR13 DXS32336904 ATCT 32426703--32427069 57,3406 367
PR14 DXS33001871 AAAT 33091924--33092130 61,5753 207
Xp11.1-Xq11.21 — Pericentroméricos (PC) — 0,66cM
PC1 DXS56749371 GAAA 56749371--56749571 90,0056 230
PC2 DXS56909198 ATTT 56909000--56909298 90,1024 126
PC3 DXS57434969 ATTT 57434869--57435069 90,4398 125
PC4 DXS61920979 CTTT 61920879--61921079 90,6504 209
PC5 DXS62085977 TAAAA 62085877--62086077 90,6569 325
PC6 DXS62290471 GAAA 62290371--62290671 90,6642 334

A localizacao dos haploblocos propostos para este estudo ao longo do cromossomo X

humano esta representada na Figura 3.

DMD PC

22 2324 25 26 27

Figura 3: Localizacdo dos dois blocos de l6cus STRs no cromossomo X propostos para este trabalho.
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ANALISE LABORATORIAL

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das amostras armazenadas a -20 °C no laboratério seguiu o Protocolo
1 (Anexo). Apés todo o processo de extracdo, o DNA extraido foi armazenado em a -20°C até

ser utilizados no processo de PCR.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)

Os procedimentos basicos para a técnica de PCR estédo descritos no Protocolo 2 (Anexo). A

seguir sdo citadas apenas as condicoes especificas para a situacdo aqui descrita.

Os 13 16cus utilizados (Tabela 1) foram amplificados por PCR. Para sua otimizacédo, avaliou-
se os efeitos da concentracao do DNA alvo, dos iniciadores e a ciclagem. Foram realizados
ensaios de temperaturas (PCR gradiente) com as seguintes variaveis: (1) temperatura de
pareamento, (2) concentracdo de iniciadores; (3) concentracdo de MgCly; e (4) concentracéo
de DNA. Este ultimo foi usado, em média, na quantidade de 2 ng/uL em volume final de 25
pL de uma mistura de reacdo composta por 15,15 pL de agua, 2,5 pL de tampéao de reacéo
(750 mM Tris HC1 pH 9.0, 500 mM KCl, 200 mM (NH4)2SO4; 10X Reaction Buffer MgCls
FREE, Biotools B&M LABS.S.A., Cat. Nr. 10.047) e reagentes na concentracao final de 0,2
puMPrimer, 0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 0,1 Taq Polimerase (S U/uL) (Alves Da Silva, 2007).

Para a realizacao da PCR, foi usado um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700
Applied Biosystems). A ciclagem otimizada para a PCR para o haplobloco DMD foi: um
aquecimento inicial a 95°C por onze segundos, e em seguida 35 ciclos de trés temperaturas:
94°C por um minuto para desnaturar o DNA, 63°C por um minuto para o pareamento dos
iniciadores e 72°C por um minuto para a extensao do fragmento, finalizando a reagcdo com
60°C por 60 minutos. Para o haplobloco PC, seguiu-se o mesmo procedimento, com excecao
da segunda temperatura de ciclagem ter sido 65°C no lugar de 63°C e variando entre 33 ou

34 ciclos ao invés de 35.

Para padronizacédo das condi¢coes de PCR, os iniciadores sintetizados (SIGMA-ALDRICH)

foram diluidos em agua destilada ultrafiltrada para uma solucao estoque a 50 pM.

PAGE

O DNA das 52 amostras foi genotipado para cada um dos 13 lécus, a partir de seus
programas de PCR (individual). Para aquelas amostras com resultados inconclusivos

(bandas espurias, alteradas ou claras) e aquelas que nao apresentaram amplificacdo, o
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ensaio foi repetido com mudancas no protocolo, novas extracoes e novas PCRs até ser

possivel observar amplificacdo das bandas nos géis.

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
descrito no Protocolo 3 (Anexo). O cassete utilizado é constituido por placas de vidro de
22,0 cm x 17,0 cm e pente para 28 pocos. As eletroforeses duraram aproximadamente entre
trés a quatro horas e meia a 24mA constantes. Conforme indicado no Protocolo 4 anexo,
para observacdo do padrao de bandas, a coloracdo do gel foi feita com nitrato de prata e

secagem em condicao ambiente.

RESULTADOS

A leitura das bandas ocorreu de duas maneiras distintas, dependendo do lécus ou da
eletroforese, conforme o grau de desnaturacado das moléculas de DNA. Na figura 4, esta
exemplificada, pelo l6cus PR9, a leitura de um alelo a cada 2 bandas, devido as duas fitas
da dupla-hélice do DNA de cada cromossomo que desnaturaram durante a eletroforese. Na
figura 5, através do lécus PC6, esta exemplificado a leitura de um alelo a cada banda, devido
ao menor grau de desnaturacado das fitas de DNA. Em ambas, apresenta-se também como
foi feita a leitura dos individuos de cada nucleo familiar segundo o fenétipo de amostras

previamente conhecidas (Padrées de Leitura). Usou-se também amostras controle (Branco).



16 /51

Figura 4: Gel de Poliacrilamida para o lécus PR9. Acima, amostras dos casos E, H e G junto a 2
Padroées de leitura (P: e P2) e amostra controle (Br) para o locus PR9. A leitura de cada 2 bandas,
nessa situacdo, corresponde a um alelo. Abaixo, caso H ampliado. O Padrao 1 corresponde aos
alelos 1/4, enquanto que o Padrdo 2 corresponde aos alelos 3/3. De acordo com essas leituras,
observa-se que M = 3/3, F = 3/3 e IP = 4, uma vez que por ser homem apresenta apenas 1

cromossomo X.
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Figura 5: Gel de Poliacrilamida de amostras dos casos A, B e C junto a 2 Padroes de leitura (P1 e
P2) e amostra controle (branco) para o lécus PC6. A leitura de cada banda, nessa situacao,
corresponde a um alelo. Abaixo, Ampliacdo do caso B. O Padrado 1 corresponde aos alelos 2/3,
enquanto que o Padrao 2 corresponde aos alelos 1/3. De acordo com essas leituras, observa-se que
MM=3/5M=3/5,F=3eP=3.

Os 52 individuos, pertencentes a 12 nucleos familiares, foram classificados segundo seu

fenotipo relativo a sete 16cus do haplobloco DMD e seis 16cus do haplobloco PC (Tabela 2).
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Tabela 2: Fenotipos de todos os individos amostrados relativo aos lécus analisados dos

haploblocos DMD e PC. Alguns em que nao foi possivel realizar a leitura estdo em branco.

Locus
IDdo 4 sexo DMD PC
Caso
PR1 PR4 PR8 PR9 PR10 PR13 PR14 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
A PP Ma 17 9 5 7 12 13 5 6 4 4 2
IP1  Fe 17/17 9/10 5/5 777  10/12  11/13 5/5 5/6 4/5 46 212
M Fe 19/21 10/11 5/5 9/10 12/14  11/12 3/5 4/5 35 207 23
F Fe 17/21 10/11 5/5 7/10 10/12 1111 5/5 4/6 34 206 204
FP1 Ma 16 10 6 9 13 13 3 5 6 3
B MM  Fe 18/20 10/11 5/7 8/10 12/12  11/12 3/4 36 2/6 4/4  3/5 3/5
M Fe 20/20 10/10 5/6 810 10/12  11/11 3/4 5/6  2/6 4/5 45 3/5
Fe 20/20 10/10 6/6 88  10/10 11/11 4/6 5/5  6/6 5/5 414 33
P Ma 20 10 6 8 10 11 4 5 6 5 4 3
C IPL  Ma 20 10 5 9 10 11 4 4 4 2
E Fe 24/25 10/10 5/5 9/10 11/12 1111 4/4 5/6 4/5 2/5
FP1 Ma 25 10 5 9 12 11 4 6 4 6 2
FP2  Ma 25 10 5 9 12 11 4 6 4 6 2
M Fe 12/22  10/10 5/66  9/9  11/13  8/11 3/3 3/6 4/6 2/5
F Fe 12/22 1011 5/6 9/9 911 8/12 3/4 4/6 4/6 45 25
D IPL  Ma 19 10 6 7 15 10 3 1 5 3 3 4 8
P2 Ma 8 9 6 7 13 10 4 2 5 1 2 9 7
M Fe 11/20  9/10 6/7 7/8  13/14 9/9 3/3 13 5/5 313 2/3 810 5/5
F1 Ma 8/11 910 6/7 77  13/14  9/10 3/4 23 5/5 13 22 89 57
F2 Fe 8/11  9/10 6/7 77  13/14  9/10 3/4 12 5/5 13 213 910 5/7
F3 Fe 8/11 910 6/7 77  13/14  9/10 3/4 23 5/5 13 22 89 57
E PP Ma 21 10 5 9 12 13 5 4 8 6 5 4
MP  Fe 12/14 9/10 5/5 9/9 1213 1111 5/5 37 24 35 37 33
M Fe 12/21 10/10 6/6 9/10 12/13  11/13 5/5 a5 212 5/5 205  2/4
Fe 12/21 10/10 5/6  9/9  12/12  11/12 4/5 35 22 5/5  5/7  3/4
F Ma 22 10 6 9 12 12 5 5 3
MP  Fe 17/19 9/10 5/6  9/9  13/14  11/12 4/4 3/6 5/7 47 34
M Fe 22/22  9/11 5/6 89 1213  12/12 4/5 4/6 215 206 44
F Fe 17/22  9/11 5/6 9/9  13/14  11/12 4/4 4/6 5/5 46  3/4
G IP Ma 19 10 5 10 10 12 6 2 6 3/6
M Fe 19/21 1111 5/7 9/9  13/13  11/14 6/6 a6 206 1/7
F Fe 19/19 1011 5/7  9/9 1213  11/12 4/6 36 2/6 17
H IP1  Ma 13 10 5 9 13 13 5 5 2 7 6
P2 Ma 24 10 5 9 12 13 6 6 2 6 6
M Fe 13/26 1111 5/5 7/9 11/12 1111 5/6 34 6/6 4/6
F Fe 13/24 9/11 5/5 7/10 12/12 1111 5/6 4/4  6/6 5/5 68

FP Fe 13/24  10/10  5/5 9/9 13/13 12/13 5/5 3/5 2/4 3/6
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Tabela 2: (Continuacao).

| E Fe 12/18 10/10 5/5 10/10 11/13 11/12 5/5 5/5 6/6 214
FP1 Ma 12 10 5 10 12 12 5 5 6
FP2  Fe 12/18 10/10 5/5 9/10  12/13 11/12 5/5 4/5 4/6 4/6
F Fe 16/20 10/10 5/5 10/11 9/11 11/12 3/4 3/5 4/6 2/6
J PP Ma 10 11 5 10 13 13 5 5 4 5
P Fe 10/21  10/11 5/5 9/9 12/13 11/13 5/5 3/5 4/6 5/5 6/7
M Fe 21/21 10/11 5/6 9/10  10/12 11/12 1/4 3/6 2/6 2/5 2/5
F Fe 21/21 10/11 5/6 9/10  10/11 11/13 1/5 5/6 2/6 5/5 207
K PP Ma 12 10 7 9 12 11 3 4 2 3 7
MP Fe 16/20 10/10 5/5 10/11 12/12 11/11 3/6 3/5 2/6 4/4 7/8
F Fe 12/21 10/11 5/5 10/10 9/12 11/11 3/4 3/5 2/6 4/4 5/7
F2 Ma 23 10 5 10 10 11 3 5 4 5 7
L M Fe 12/15 10/11 5/6 8/9 12/12 11/12 17 3/4 3/4 11 2/3 4/8
F1 Fe 15/18 10/11 5/6 97 12/12 11/12 7/6 3/5 3/5 1/1 3/4 6/8
F2 Fe 15/18 10/11  5/6 9/7 12/12 11/12 7/6 3/5 3/5 1/1 3/4 6/8

2/5
2/3
22

2/3
2/4

3/7
5/7
5/7

Os resultados sao reapresentados a seguir em cada um dos heredogramas de cada familia
analisada e seus resultados de acordo com cada lécus. As abreviaturas mencionadas estao
listadas no fim deste trabalho. Para alelos encontrados na suposta filha que ndo sao
compativeis com a hipétese desta ter recebido o mesmo cromossomo X de seu suposto pai
em questdo no heredograma, adotou-se o termo “inconsisténcia”, enquanto que para todos
os alelos encontrados que sdo incompativeis com a premissa de parentesco alegado

previamente ao exame, adotou-se o termo “incompativel”.
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Caso A
PP
@ M
FP1 F

Ind. PR1 PR4 PR8 PR9 PR10 PR13 PR14 PCl PC4 PC5 PCe
PP 17 9 5 7 12 13 5 6 4 4 2
IP1 17/17 9/10 5/5 7/7 10/12 11/13 5/5 5/6 4/5 4/6 2/2
IPmp 17 10 5 7 10 11 5 5 5 6 2
IPpp 17 9 5 7 12 13 5 6 4 4 2
M 19/21 10/11 5/5 9/10 12/14 11/12 3/5 4/5 3/5 2/7 2/3
F 17/21 10/11 5/5 7/10 10/12 11/11 5/5 4/6 3/4 2/6 2/4
Fm 21 10/11 5 10 12 11 5 4 3 2 2
Fp 17 10/11 5 7 10 11 5 6% 4* 4*
FP1(**) 16 10 6 9 13 13 3 5 6 3

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X; (**)

FP1 foi incluido na tabela, mas nao é informativo.

Nao foi possivel realizar a leitura dos lécus PC2 e PC3 para todos os individuos do

heredograma A.

A MP (ausente na amostragem) possui dois cromossomos X e transmitiu um para IP1. Ha
50% de chance de transmitir o mesmo X para P (ausente na amostragem). A presenca de
PP permite definir com exatidao os alelos que IP1 recebeu de MP. Portanto, na linha IPmp
da tabela acima estao apresentados os alelos que IP1 recebeu de MP. Fica também definido
uma parte do genétipo de MP. F recebeu um X de M e outro de P. Como M foi analisada,
sabe-se exatamente quais os alelos que F recebeu de M (linha Fm) e de P (linha Fp).
Observa-se que no lécus PR4 nao é possivel determinar se F recebeu o alelo 10 ou o 11 e,
por este motivo, ambos estao listados. Se o X que F herdou de P for o mesmo que IP1
recebeu de MP, F tera pelo menos um alelo de cada lécus igual aos de IP1, e,

consequentemente, um alelo de cada locus igual aos de MP. De fato, esta concordancia é



21/ 51

observada integralmente para os 7 locus PR, mas néo para os locus PC1, PC4 e PC6.
Interpreta-se este achado como decorrente da recombinacdo entre os dois blocos, pois os
alelos dos lécus PR sugerem o recebimento de um cromossomo X de MP, mas os alelos dos
lécus PC sugerem o recebimento de outro cromossomo X. Isto sugere recombinacao entre

os dois blocos de haplétipos.

O indice de parentesco baseado nos autossémicos foi de 679, correspondente a
probabilidade 99,85%.

Neste caso os marcadores de X nao podem ser computados pela presenca da recombinacéo,

pois a probabilidade desta ndo pode ser estimada com preciséo.
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Caso B

Ind. PR1 PR4 PR8S PR9 PR10 PR13 PR14 PC1 PC2 PC4 PC5 PC6
MM 18/20 10/11 5/7 8/10 12/12 11/12 3/4 3/6 2/6 4/4 3/5 3/5

M 20/20 10/10 5/6 8/10 10/12 11/11 3/4 5/6 2/6 4/5 4/5 3/5

MMm 20 10 5 10 12 11 3 6 2 4 5 5
Mp 20 10 6 8 10 11 4 5 6 5 4 3
F 20/20 10/10 6/6 8/8 10/10 11/11 4/6* 5/5 6/6 5/5 4/4 3/3
Fm 20 10 6 8 10 11 4 5 6 5 4 3
Fp 20 10 6 8 10 11 4/6* 5 6 5 4 3
P 20 10 6 8 10 11 4 5 6 5 4 3

(*) denota inconsisténcia com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X.

Nao foi possivel realizar a leitura do locus PC3 para todos os individuos do heredograma B.

Neste caso, testa-se a hipotese de incesto, isto &, o pai de M (P) foi acusado de também ser
o pai de F. Tratando-se de um incesto, o pai ndo é ausente, mas a analise por X-STRs pode

ser aplicada da mesma forma como proposto neste trabalho.

Pelos dados expostos na tabela acima, & possivel estabelecer com exatidao os alelos que M
recebeu de P e MM (Mp e MMm, respectivamente). Também foi possivel estabelecer, com
exatidao, pelo genoétipo de F, que esta apresenta um elevado ntmero de lécus em
homozigose, confirmando o recebimento do haplétipo de P que, por sua vez esta presente

também em M.
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Houve, entretanto, uma inconsisténcia quanto ao resultado do lécus PR14 para F que
apresentou o genétipo 4/6 o que € discrepante em relacdo a sua filiacdo, uma vez que o
alelo PR14*6 nao esta presente nos genitores de M. Ainda nao foi possivel elucidar se se

trata de mutacao ou resultado de algum artefato laboratorial.

Através da leitura dos alelos do haplobloco de PR e PC, com excecdo do PR14 que apresenta
uma inconsisténcia, € possivel notar que M transmitiu a F o mesmo cromossomo que

recebeu de P, sendo F, portanto, homozigota para todos os locus.

Este resultado corroborou fortemente as conclusées alcancadas pelo estudo de marcadores
autossomicos, pois estes demonstraram indice de parentesco 4562705225.76 e

probabilidade 99,99%.



Caso C
1P1

Ind. PR1 PR4
IP1 20 10
E 24/25 10/10
FP1 25 10
FP2 25 10
M 12/22 10/10
F 12/22 10/11
Fm 12/22 10
Fp 12/22 11

PRS8

5/5
5
5

5/6

5/6

5/6

5/6

®

—

FP1
PR9 PR10
9 10
9/10 11/12
9 12
9 12
9/9 11/13
9/9 9/11
9 11
9 9

—

'S

FP2

PR13 PR14 PC1

11 4
11/11 4/4 5/6
11 4 6
11 4 6
8/11 3/3 3/6
8/12 3/4 4/6
8 3 6

12 4 4

O

PC4 PC5 PCé6

4 4 2
4/5 2/5
4 6 2
4 6 2
4/6 2/2
4/6 4/5 2/5
4/6 4/5 2
4/6 4/5 5

(**) E, FP1 e FP2 foram incluidos na tabela, mas nao sao informativos.

24/ 51

Nao foi possivel realizar a leitura dos locus PC2 e PC3 para todos os individuos do

heredograma C, além do l6cus PCS para M e E e PC1 para IP1.

A partir de IP1, é possivel reconstruir parcialmente os genotipos do cromossomo X de MP

(ausente na amostragem). O haplétipo descrito na linha IP1 esta presente, com certeza, em

MP. Um dos cromossomos X de F foi herdado de M e o outro de P. Comparando-se os alelos

de F com os alelos M, conclui-se que F recebeu de P os alelos descritos na linha Fp.

Comparando-se com o haplétipo da linha IP1, conclui-se que P herdou o cromossomo nao

representado aqui e o passou para F ou é uma exclusdao. Em conclusdo, nao indica

confirmacdo da paternidade, mas também nao é suficiente para excluir a paternidade

investigada. Os marcadores autossomicos indicaram possibilidade de parentesco com

indice de paternidade 199 e probabilidade 99,95%.



25/ 51

Caso D

IP1 P2 @

| v W 4
Fl1 2

Ind. PR1 PR4 PR8 PR9 PRI10 PR13 PR14 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
IPL 19 10 6 7 15 10 3 1 5 3 3 4 8
P2 8 9 6 7 13 10 4 2 5 1 2 9 7
M 11/20 9/10 6/7 7/8 13/14 9/9 3/3 1/3 5/5 3/3 2/3 8/10 5/5
F1 8/11 9/10 6/7 7/7 13/14 9/10 3/4 2/3 5/5 1/3 2/2 8/9 5/7
Flm 11 9/10 6/7 7 13/14 9 3 3 5 3 2 8 5
Flp 8 9/10 6/7 7 13/14 10 4 2 5 1 2 9 7
F2 8/11 9/10 6/7 7/7 13/14 9/10 3/4 1/2 5/5 1/3 2/3 9/10 5/7
F2m 11 9/10 6/7 7 13/14 9 3 1 5 3 2/3 10 5
F2p 8 9/10 6/7 7 13/14 10 4 2 5 1 2/3 9 7
F3 8/11 9/10 6/7 7/7 13/14 9/10 3/4 2/3 5/5 1/3 2/2 8/9 5/7
F3m 11 9/10 6/7 7 13/14 9 3 3 5 3 2 8 5

F3p 8 9/10 6/7 7 13/14 10 4 2 5 1 2 9 7

O teste de paternidade foi realizado para determinar se F1, F2 e F3 eram irmaos. Ao exame,
constatou-se que o individuo F1 era portador da Sindrome de Klinefelter (XXY), o que

explicou a ocorréncia de heterozigose em varios dos lécus do cromossomo X.

A partir de IP1 e IP2 que receberam cromossomos X diferentes, pode-se determinar os alelos
de cada lécus analisado neste trabalho para o genétipo do cromossomo X de MP (ausente
na amostragem). Ha 50% de chance de um destes cromossomos X também ter sido

transmitido para P. Dessa forma, F2 e F3 devem apresentar pelo menos um dos alelos de
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cada l6cus comum a MP por ascendéncia, uma vez que receberam um alelo de M e outro
alelo de P (ausente na amostragem), herdado de MP. Na tabela, para F1, F2 e F3, estéao
representados os possiveis haplétipos (F1m, Flp, F2m, ... etc.) herdados de M e P. A analise
exclusiva destes ultimos e M nao permite concluir com exatidao os haplétipos herdados,
especialmente em relacdo aos locus PR4, PR8 e PR10. No entanto, pode-se notar que F1 e
F3 receberam de M os dois haplétipos (PR e PC) no mesmo cromossomo, enquanto que em
F2 pode ter ocorrido recombinacdo entre os cromossomos X de M, uma vez que F2
apresenta todo o haplétipo DMD idéntico ao de seus irmaos, ou seja, pertencentes ao
mesmo cromossomo X de M, mas todo o haplotipos PC pertencente ao outro cromossomo
X, o que pode ser observado pelos seus alelos complementares aos transmitidos a F1 e F3,

comparando-se com o gendtipo de M.

Sendo assim, o conjunto de concordancias é suficiente para concluir-se que os trés
receberam os mesmos haplotipos de IP2. Esta concordancia levaria a uma elevada

estimativa de indices de parentesco.

O indice de parentesco obtido pelos marcadores autossémicos foi 7286104, com
probabilidade 99,99%, concordantes com a conclusdo do exame de marcadores do
cromossomo X. Neste caso, em particular, a deteccao casual de paciente XXY permite inferir

que o cromossomo X duplicado trata-se do de origem paterna.
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Caso E

PP MP

Ind. PR1 PR4 PRS PR9 PR10 PR13 PR14 PCl1 PC2 PC4 PC5 PC6
PP 21 10 5 9 12 13 5 4 8 6 5 4
MP 12/14 9/10 5/5 9/9 12/13 11/11 5/5 3/7 2/4 3/5 3/7 3/3
M 12/21 10/10 6/6 9/10 12/13 11/13 5/5 4/5 2/2 5/5 2/5 2/4
F 12/21 10/10 5/6 9/9 12/12 11/12 4/5 3/5 2/2 5/5 5/7 3/4
Fm 12/21 10 6 9 12 11 5 5 2 5 5 4

Fp 12/21 10 5 9 12 12* 4* 3 2 5 7 3

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X. (**)

PP foi incluido na tabela, mas néo é informativo.

Nao foi possivel realizar a leitura do l6cus PC3 para todos os individuos do heredograma.

Comparando-se os resultados de F com os de M, determinam-se parcialmente os alelos
recebidos de P (Linha Fp) e que devem todos estar presentes em MP. Ha duas
inconsisténcias: os alelos PR13*12 e PR14*4 presentes em F deveriam estar presentes em
MP, mas nao estdo. Este achado entra em conflito com a informacao obtida a partir dos
marcadores autossdmicos, a partir dos quais foi calculado um indice de parentesco de
51238215, equivalente a uma probabilidade de parentesco muito superior a 99,99%. A
explicacao possivel € que trata-se de erro de classificacdo decorrente da auséncia de

marcadores de referéncia completamente padronizados (ver DISCUSSAO).



Caso F
Ind. PR1
PP+ 22
MP 17/19
M 22/22
F 17/22
Fm 22
Fp 17

PR4
10
9/10
9/11
9/11
9/11

9/11

PP

PRS
6
5/6
5/6
5/6
5/6

5/6

PR9

9/9

8/9

9/9
9

9

®

PR10
12
13/14
12/13
13/14
13

14

MP

I'4
PR13 PR14 PC1
12 5
11/12 4/4 3/6
12/12 4/5 4/6
11/12 4/4 4/6
12 4 4/6
11 4  4/6

PC4

5/7
2/5

5/5

PC5

477
2/6

4/6

PC6

3/4
4/4

3/4

(*) PP foi incluido na tabela, mas nao é informativo.
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Nao foi possivel realizar a leitura dos lécus PC2 e PC3 para todos os individuos, além dos

lécus PC1 e PCS5 para PP. Este, no entanto, nao é informativo nesta situacao.

Assim como o heredograma anterior, analisando os alelos de F recebidos de M, é possivel

determinar os alelos que F recebeu de seu pai. Todos eles, listados na linha Fp, estao

presentes em MP, o que concorda com os resultados da analise de marcadores

489103959,

autossomicos,

cuja analise

apontou um

indice

correspondente a uma probabilidade superior a 99,99%.

de

parentesco de



29 / 51

Caso G

1P

Ind. PR1 PR4 PRS PR9 PR10 PR13 PR14 PCl PC2 PC4
IP 19 10 5 10 10 12 6 2 6

M 19/21 11/11 5/7 9/9 13/13 11/14 6/6 4/6 2/6 17
F 19/19 10/11 5/7 9/9 12/13 11/12 4/6 3/6 2/6 17
Fm 19 11 5/7 9 13 11 6 6 2/6 1/7

Fp 19 10 5/7 9%  12* 12 4% 3% 2/6 1/7

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X.

Nao foi possivel realizar a leitura dos l6cus PC3, PC5 e PC6 para todos os individuos, além
de PC4 para IP.

IP herdou apenas um cromossomo X de MP, ausente na amostragem. Ha 50% de chance
desta transmitir o mesmo X para P, também de genétipo desconhecido. Comparando-se os
alelos de F recebidos de M com os alelos de IP recebidos de MP, é possivel inferir os alelos
que F recebeu de P. Se P for realmente pai de F, ha 50% de chance de ser o mesmo
cromossomo X presente em IP. Portanto, F e IP podem ou nao apresentar alelos em comum
para cada locus. Em quatro locus (PR9, PR10, PR14 e PC1), os alelos que F recebeu de seu
pai (linha Fp) nao estao presentes em IP. Embora nao indique diretamente uma exclusao,
reduz significativamente o indice de parentesco eventualmente estimado, o que concorda
com os resultados da analise de marcadores autossémicos que apontou um indice de
parentesco baixissimo de 0.0007, correspondente a Probabilidade total de apenas 0,07%,

resultando em “Exclusao” da paternidade investigada.
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Caso H

) [ A

Ind. PR1 PR4 PR8 PR9 PR10 PR13 PR14 PCl1l PC2 PC4 PCS5

IP1 13 10 5 9 13 13 5 5 2 7 6
P2 24 10 5 9 12 13 6 6 2 6 6
M 13/26 11/11 5/5 7/9 11/12 11/11 5/6 3/4 6/6 4/6
F 13/24 9/11 5/5 7/10 12/12 11/11 5/6 4/4 6/6 5/5 6/8
Fm 13 11 5 7 12 11 5/6 4 6 5 6
Fp 24+ o 5  10* 12% 11*  5/6 3* 6% 5% 8*
FP  13/24 10/10 5/5 9/9 13/13 12/13 5/5 3/5 2/4 3/6
FPe 24 10 5 9 13 12 5 3 4 3
FPp 13 10 5 9 13 13 5 5 2 6

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X.

Nao foi possivel realizar a leitura dos locus PC3 e PC6 neste caso, além do locus PC4 para

alguns individuos.

Através das leituras dos genoétipos de IP1 e IP2, pode-se reconstruir os genétipos de MP
(ausente na amostragem) como heterozigota para os lécus PR1, PR10, PR14, PC1 e PC4 e

homozigota para os demais l6cus analisados.

Ao analisar F e comparar seus alelos com M, pode-se listar quais alelos F recebeu de P na
linha Fp. Ha ainda FP que auxilia na reconstituicdo do genoétipo de P, listando quais alelos
ela pode ter recebido de sua mae (E, ausente na amostragem) e de P. Comparando estes

alelos com os de IP1 e IP2, nota-se que P herdou de MP o mesmo cromossomo X que IP1,
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transmitindo-o posteriormente a FP, o que é possivel se observar com base nos alelos
PR1*13, PR10*13, PR14*5 e PC1*5, que indicam que FP apresenta assim o mesmo
cromossomo X de IP1 e nao o de IP2. Através disso, reconstréi-se o genétipo de P como
sendo o mesmo X de IP1. No entanto, ao analisar os alelos que F recebeu de seu pai,
observa-se muitas discrepancias com o possivel genotipo de MP, uma vez que sete alelos
da linha Fp nao sédo encontrados em nenhum dos supostos cromossomos X presentes em
MP, transmitidos a IP1, IP2 e P, e outros dois alelos que nao estdo presentes no provavel
cromossomo X de P herdado de MP. Conclui-se, assim, que ndo ha relacao de paternidade
entre F e o suposto pai (P), indicando clara excluséo, o que concorda com os resultados da
analise pelos autossomicos. Neste caso, portanto, os marcadores de X contribuem para

maior certeza da conclusao.
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Caso I

E
Ind. PR1 PR4 PRS PR9 PR10 PR13 PR14 PCl PC2 PC5
E 12/18 10/10 5/5 10/10 11/13 11/12 5/5 5/5 6/6 2/4
FP1 12 10 5 10 12%* 12 5 5 6

FP2  12/18 10/10 5/5 9/10 12/13 11/12 5/5 4/5 4/6 4/6

FP2e 12 10 5 10 13 12 5 5 6 4
FP2p 18 10 5 9 12 11 5 4 4 6
F 16/20 10/10 5/5 10/11 9/11 11/12 3/4 3/5 4/6 2/6

Fm 16/20 10 5 10/11 9/11 11/12 3/4 3/5 4/6 2/6

Fp 16/20* 10 5 10/11* 9/11* 11/12 3/4* 3/5* 4/6 2/6

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X. (**)

denota alelo incompativel.

Nao foi possivel realizar a leitura dos locus PC3, PC4 e PC6 para todos os membros do

heredograma I, além do lécus PCS5 para FP1.

FP1 informa com precisdo um dos cromossomos presentes em E, com excessdo de uma
incompatibilidade no lécus PR10 (Alelo 12). Consequentemente, facilita a comparacao de
FP2 com E e a determinacado do haplétipo paterno em P. Os alelos PR1*12, PR9*10,
PR13*12, PC1*5 e PC2*6 em FP2 podem ser determinados segundo FP1, estando portanto
no mesmo cromossomo que os demais alelos de FP1. Com a reconstrucdo parcial do
genotipo de P através de F na linha Fp, pode-se comparar estes alelos com os de FP2
recebidos de P, listados na linha FP2p. Nesta linha da tabela esta, portanto, o haplétipo

presente em P que pode ser comparado aos resultados de F. A analise locus a locus
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evidencia inconsisténcias nos lécus PR1, PR9, PR10, PR14 e PC1, nos quais F apresenta
alelos que nao estao presentes em FP2p e que, portanto, ndo pertencem ao pai de FP1 e
FP2. O exame pelos marcadores do cromossomo X aponta para exclusdo clara, o que
corrobora a conclusdo baseada nos marcadores autossémicos que indicaram um indice de
parentesco de apenas 0.1173, correspondente a Probabilidade total de 10,50%,

confirmando a “Exclusédo” da paternidade alegada.
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Caso J

PP

Ind. PR1 PR4 PRS PR9 PR10 PR13 PR14 PC1 PC2 PC4 PC5 PC6
PP 10 11 5 10 13 13 5 5 4 5
IP  10/21 10/11 5/5 9/9 12/13 11/13 5/5 3/5 4/6 5/5 6/7 2/5
IPpp 10 11 5 9% 13 13 5 5 4 5 6/7 5
IPmp 21 10 5 9 12 11 5 3 6 5 6/7 2
M 21/21 10/11 5/6 9/10 10/12 11/12 1/4 3/6 2/6 2/5 2/5 2/3
F 21/21 10/11 5/6 9/10 10/11 11/13 1/5 5/6 2/6 5/5 2/7 2/2
Fm 21 10/11 5/6 9/10 10 11 1 6 2/6 5 2 2

Fp 21 10/11 5/6 9/10 11*  13* 5 5% 2/6 5 7 2

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X. (**)

denota alelo incompativel.

Nao foi possivel realizar a leitura do lécus PC3, além dos locus PC4 e PC5 para PP, o que

nao interferiu na analise dos marcadores.

Com base nas leituras de PP e IP, foi possivel reconstruir os haplétipos de um dos
cromossomos X de MP (ausente na amostragem), salvo o lécus PR9 no qual ha uma
incompatibilidade dos alelos de IP para com o de PP. Ainda assim, ha 50% de chance de

MP transmitir a P (ausente na amostragem) o mesmo X transmitido a IP.

As inconsisténcias observadas em F em relacdo ao haplotipo conhecido de MP demonstram
apenas que F nao recebeu aquele haplotipo, mas nao invalilda a hipotese de que o
parentesco alegado seja verdadeiro, uma vez que € possivel que MP tenha um segundo

haplétipo compativel com os resultados de F. Portanto, neste caso, os marcadores ligados
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ao X nao contribuem para o calculo do IP. O indice de parentesco baseado nos autossémicos
de 10660670, com probabilidade de 99%, indicou paternidade possivel e praticamente

confirmada.
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Caso K

PP MP

F2

Ind. PR1 PR4 PR8 PR9 PR10 PR13 PR14 PCl1 PC2 PC4 PC5 PC6
PP** 12 10 7 9 12 11 3 4 2 3 7 3
MP 16/20 10/10 5/5 10/11 12/12 11/11 3/6 3/5 2/6 4/4 7/8 2/3
F 12/21 10/11 5/5 10/10 9/12 11/11 3/4 3/5 2/6 4/4 5/7 2/4
Fm 12/21 10/11 5 10 9/12 11  3/4 3/5 2/6 4 5/7 2/4
Fp 12/21* 10/11 5 10 9/12 11  3/4 3/5 2/6 4 5/7 2/4

F2 23* 10 5 10 10* 11 3 5 4 5 7 2

(*) denota inconsisténcia destes alelos com a hipétese de ter recebido o mesmo cromossomo X. (**)

PP foi incluido na tabela, mas néo é informativo.

Nao foi possivel realizar a leitura dos lécus PC3 para todos os individuos do heredograma

K.

Com a analise de F2, & possivel reconstruir parcialmente o gendtipo de um dos
cromossomos de M, sendo que ha 50% de chance de esta transmitir o mesmo X para F.
Conhecendo o genétipo de alguns l6cus dos cromossomos X de MP, dado que também ha
50% de chance de cada X ser transmitido para P (ausente na amostragem), pode-se entao
comparar os provaveis alelos destes locus de F recebidos de P com os genétipos conhecidos

de MP.

Esta analise se torna dificil porque um dos cromossomos de M pode ter qualquer outro
alelo e muitas combinacbes seriam possiveis para os haplotipos de F. Mas é simples
comparar diretamente F com MP porque entre ambas deve haver pelo menos um alelo

compartilhado. E o que se observa em todos os lécus, com excessdo a inconsisténcia
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encontrada nos alelos PR1*12/21, o que pode ser uma mutacao ou erro de tipificacao. No
entanto, ainda persiste a necessidade de se estimar um indice de parentesco para esta
situacdo, o que é complexo e ainda demanda extenso trabalho de informatica. Fica
registrado apenas que os marcadores autossomicos indicaram indice de parentesco
718892, com probabilidade de 99,99%, e os marcadores de X, portanto, corroboram tal

conclusao.
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Caso L

Ind. PR1 PR4
M 12/15 10/11
F1 15/18 10/11
Flm 15 10/11
Flp 18 10/11
F2 15/18 10/11
F2m 15 10/11

F2p 18 10/11

PRS
5/6
5/6
5/6
5/6
5/6
5/6

5/6

PR9
8/9

9/7

PR10
12/12
12/12
12
12
12/12
12

12

PR13
11/12
11/12
11/12
11/12
11/12
11/12

11/12

M

PR14 PC1
7/7 3/4
7/6 3/5
7 3
6 5
7/6 3/5
7 3
6 5

PC2
3/4

3/5

PC3
1/1

1/1

PC4
2/3

3/4

PC5
4/8

6/8

PC6
3/7

5/7

Este foi um exame de maternidade acionado por F1 a fim de

saber se era realmente filha

de M. A partir da analise dos marcadores autossomicos, verificou-se que F1 e F2 sao de

fato filhas de M, porém diferem na maior parte dos lécus analisados em relacao ao seu

suposto pai, uma vez que apresentam mais de dois alelos diferentes para estes marcadores

autossomicos, o que indica serem de pais diferentes. Mediante esta duvida, realizou-se a

analise de paternidade usando os marcadores X-STRs e seus resultados estao dispostos no

heredograma acima.

Ao se comparar o genoétipo de F1 e F2 com o de M, nota-se que estas apresentam sempre

um alelo em comum, evidenciando que receberam o mesmo X de M. Ja quando os demais

alelos das filhas foram comparados, diferente do que se observou nos marcadores

autossomicos, estas também apresentaram os mesmos alelos, ou seja, receberam o mesmo

X paterno.
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Neste caso, a maior parte dos alelos dos marcadores autossémicos apontaram-nas como
meio-irmas, ou seja, indicam que os pais seriam dois individuos diferentes, ao passo que
os marcadores ligados ao cromossomo X divergiram, indicarando como possivel a

paternidade de ambas as filhas para o mesmo pai, confirmando que sejam de fato irmas.

Como o unico individuo que poderia apresentar o mesmo cromossomo X de P mas com
diferentes cromossomos autossdémicos seria um possivel irmédo seu (IP, ausente no
heredograma), pode-se supor que F1 e F2 sejam filhas de M mas com pais diferentes e
irmédos (P e IP) ou, menos provavel, seriam primos que teriam recebido o mesmo
cromossomo X de suas maes, porém com autossomicos distintos. Indice de Parentesco

baseado nos autossoémicos igual a 23,44.

A tabela 3 apresenta, por fim, o que se conclui pela comparacdo da analise feita por
marcadores autossdémicos obtidos anteriormente no laboratério e a analise por X-STRs
realizada neste estudo. Pode-se notar que sete casos analisados por macadores X-STRs
corroboraram com os marcadores autossémicos, enquanto dois casos néo corroboraram,

dois foram inconclusivos, e um nao poéde ser computado.

Tabela 3: Conclusdo das analises feitas por marcadores autossémicos e X-STRs comparadas.

Andlise por Marcadores

ID do Caso Concluséo
Autossémicos X-STRs

A Paternidade possivel N&o computado N&o computado
B Paternidade possivel Paternidade possivel Corroboram

C Paternidade possivel Inconclusivo Inconclusivo

D Paternidade possivel Paternidade possivel Corroboram

E Paternidade possivel Exclusédo de paternidade Divergem

F Paternidade possivel Paternidade possivel Corroboram

G Exclusé&o de paternidade Exclusédo de paternidade Corroboram

H Exclusé&o de paternidade Exclusédo de paternidade Corroboram

| Excluséo de paternidade Excluséo de paternidade Corroboram

J Paternidade possivel Inconclusivo Inconclusivo

K Paternidade possivel Paternidade possivel Corroboram

L Excluséo de paternidade Paternidade possivel Divergem
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DISCUSSAO

A tabela 4 apresenta o numero de alelos encontrados por Andrade (2014), do qual este
trabalho deriva diretamente, comparados aos encontrados neste estudo. Andrade (2014)
relatou, no haplobloco DMD, 21 alelos para o l6cus PR1, 3 para o lécus PR4, 4 para PRS,
6 para PR9, 9 para PR10, 12 para o locus PR13 e 7 para PR14. Neste trabalho, porém, o
numero de alelos encontrados foi um pouco diferente: 18 alelos para o lécus PR1, 3 para

os locus PR4 e PRS8 cada, 5 para PR9, 7 para PR10 e 6 para os locus PR13 e PR14 cada.

Andrade (2014) também encontrou, para o haplobloco PC, 10 alelos no l6cus PC1, 8 para
PC2, 4 para PC3, 10 para PC4, 11 para PC5 e 12 para PC6, em contraste com 0s nossos
numeros: 7 alelos para os locus PC1 e PC4, 6 para PC2 e PC6, 2 para PC3 e 9 para PCS5.

E possivel observar que neste trabalho o namero de alelos encontrados para todos os lécus
foi menor, o que provavelmente deve-se ao fato de que Andrade (2014) trabalhou com um
numero amostral muito maior, englobando populacdées urbanas diferentes, como
amerindias e de outros estados, enquanto este estudo analisou populacoes em sua maioria
da cidade de Ribeirao Preto (SP) e regido, sendo todas do Estado de Sao Paulo. Outro motivo
para o baixo numero de alelos seria o fato de que muitas amostras pertencentes ao mesmo
nucleo familiar possuem graus de parentesco entre si, apresentando, portanto, baixa

diversidade alélica, e compartilhando os mesmos alelos para alguns locus.

Tabela 4: Numero de alelos encontrados por Andrade (2014) e neste estudo para cada locus dos

dois haploblocos estudados neste projeto (DMD e PC).

DMD PC
Autor
PR1 PR4 PR8 PR9 PR10 PR13 PR14 PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
Andrade
(2014) 21 3 4 6 9 12 7 10 8 4 10 11 12
Presente
estudo 18 3 3 5 7 6 6 7 6 2 7 9 6

Os locus aqui analisados, apesar de ja descritos por Andrade (2014) e Sarlo (2011), ainda
tém muitos aspectos a serem estudados para sua aplicacdo em casos de investigacdo de
parentesco ou em casos forenses. A taxa de mutacao e a certeza de segregacao de acordo

com as leis mendelianas da heranca biologica sdo alguns desses aspectos.

Neste trabalho, em muitos casos, foram encontrados fenoétipos incompativeis com o
parentesco alegado previamente. Repeticoes seriam necessarias para se confirmar as razoes

para tais incongruéncias.
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O numero de individuos geneticamente independentes que compdem a amostra aqui
analisado € muito pequeno, mas permitiu estimar com razoavel precisdo as frequéncias
alélicas que se demonstraram semelhantes aquelas descritas por Andrade (2014). Como a
descricao destes locus é muito recente, ndo ha comparacado possivel com dados da

literatura.

Ha muitos outros locus de X, do tipo STR descritos, inclusive, um conjunto de 12 l6cus que
forma um kit sob nome Argus (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). A grande diferenca, que
podera ser explorada, é que tal conjunto de alelos forma grupos de haplétipos com alta taxa
de recombinacao (Elakkary 2014), enquanto que os dois blocos aqui analisados sao
formados por locus muito estreitamente ligados, o que permite a determinacado de
haplétipos com mais seguranca. Entre os dois blocos, a distancia é razoavelmente grande
e a ocorréncia de recombinacao entre os blocos é bastante possivel, tal como provavelmente

ocorreu nos heredogramas A e D.

Nao ha ainda softwares que calculem indices de parentesco a partir de marcadores ligados

ao cromossomo X. Na verdade, existem programas que fazem analises apenas parciais.

Como dificuldade a ser relatada, observou-se que a classificacdo fenotipica destes sistemas
ainda se recente de metodologia completamente padronizada, principalmente no que se
refere a um painel de referéncia para todos, ou pelo menos a maior parte, os alelos possiveis
para cada sistema. Muitos resultados incompativeis com o parentesco alegado tiveram que

passar por varias tentativas de determinacao.

CONCLUSAO

Ainda € necessario aprimoramento da técnica de determinacdo destes marcadores e dos
padroes de referéncia. Apesar disso, os dados até agora obtidos demonstram que esses
locus X-STRs atenderdo ao objetivo de tornar mais precisa a estimativa de probabilidades
de parentesco em casos de investigacdo da paternidade de filhas em que o suposto pai esta
ausente, podendo também trazer informacdes adicionais a analise de marcadores

autossomicos.
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ANEXO. PROTOCOLOS PARA ANALISE LABORATORIAL

PROTOCOLO 1 - EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Reagentes e solu¢cdes

Detergente Nonidet (polyhethoxyethanol).
Triton X.
Tween 20.

Tampao de Lise de Eritrécitos: Tris/HCl 0,01 M pH 7,6; sacarose 0,32 M; MgCl 5,0 mM;
e Triton X-100 1%.

Tampao de lise de leucécitos: Tris/HCl 0,01 M pH 8,5; KCI 50 mM; MgCl, 2,5 mM; NP-
40 0,45%; Tween 20-0,45%.

Proteinase K (10 mg/mL).

Procedimentos

A extracao de DNA para as amostras de sangue foi realizada seguindo uma adaptacao ao
meétodo de HIGUCHI (1989).

Colocar aproximadamente 1,0 pL de sangue total em um microtubo de polipropileno de 1,5

mL (tipo eppendorf), por meio de uma micropipeta e ponteiras estéreis.
- Em seguida, adicionar 1,0 mL de tampao de lise de eritrocitos a cada microtubo.

- Homogeneizar a mistura e centrifugue o contetido dos microtubos a 6000 giros por 2

minutos.
- Retirar o sobrenadante.

O procedimento todo deve ser repetido até que o precipitado apresente cor branca (3-4
repeticoes), indicando a presenca de globulos brancos (leucécitos) e a auséncia de

hemacias.

Ao adquirir aparéncia branca, retirar o sobrenadante e suspenda o precipitado em 300 pL

de tampao de lise de leucocitos, adicionando-se 5 pL de Proteinase K em cada microtubo.



45/ 51

Terminadas estas etapas da extracao, colocar as amostras em uma estufa a 65°C por um
periodo de 1 hora e, em seguida, em uma estufa a 37°C por um periodo de

aproximadamente 12 horas.

Por fim, submeter as amostras a um passo de desnaturacao da Proteinase K (94°C por 10

min) e entdo armazena-las em um refrigerador com temperatura aproximada de -20°C.

Para a extracdo de swab bucal, apés homogeneizacdo do tubo VacuTainer, colocar
aproximadamente 700 pL da amostra em um microtubo de polipropileno de 1,5 mL (tipo

eppendorf), utilizando-se uma micropipeta e ponteiras estéreis.
- Em seguida, adicionar 700 pL de tampao de lise de eritrécitos a cada microtubo.

- Homogeneizar a mistura e centrifugue o contetido dos microtubos a 6000 giros por 2

minutos.

- Retirar o sobrenadante e suspendar o precipitado em 300 pL de tampao de lise de

leucécitos, adicionando-se S pL de Proteinase K em cada microtubo.

Os passos seguintes sao realizados como na extracao de sangue.
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PROTOCOLO 2 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Reagentes e solucdes

Tampao de reacao 10X livre de MgClz: Tris/HC1 75 mM pH 9,0; KCl 50 mM; (NH4)2SO4
20 mM (BIOTOOLS-B&M Labs, SA).

MgClz: 50mM (BIOTOOLS-B&M Labs, SA).

Solucao de primers: solucao trabalho a 2,5 uM, sendo 10 puL do primer forward, 10 pL do

primer reverse e 180 pL de agua destilada.

dNTP: 20 mM (BIOTOOLS-B&M Labs, SA).

DNA polymerase (Taq): 5 U/puL (BIOTOOLS-B&M Labs, SA).
Agua destilada ultrafiltrada (MilliQ - Millipore Corporation).
Procedimento

Ensaio de PCR convencional com volume final de 25 pL:

— Misturar os reagentes acima em quantidades especificas: 2,5 pL de tampao de

reacao; 1 pL de MgCl,; 0,25 pL de ANTP; 1,5 pL de primer; 0,1 pL de Tagq.
As quantidades de primer e Taq podem ser variaveis para cada lécus.

— Acrescentar agua destilada para completar o volume final de 21 pL para o mix de

reagentes.
Em microtubos de 0,5 mL (ou 0,2 mL quando em placa de 96 pocos):

— Pipetar 4 pL de DNA gendémico, ja extraido das amostras, em seu respectivo

microtubo;

— Pipetar 4 pL de agua destilada em um microtubo como controle negativo de

amplificacao;
— Acrescentar em cada microtubo os 21 pL do mix de reagentes.

Cada reacao deve ter um controle negativo.
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PROTOCOLO 3 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
DESNATURANTE

Reagentes e solu¢cdes
Solucao de acrilamida/bisacrilamida (29:1): 29 g de acrilamida (PM= 71,08); 1 g de

bisacrilamida (N,N’-metileno-bis-acrilamida; PM= 154,17), 100 mL de agua destilada.

Solucao de EDTA 0,5 M pH 8,0: 186 g de EDTA (PM = 372,24); 1 L de agua destilada;
pastilhas de hidréoxido de s6dio (NaOH) para ajuste do pH.

Tampao TBE 10X 0,9 M pH 8,0: 108 g de Tris (PM = 121,1); 53 g de acido bérico (PM =
61,83); 40 mL de solucdao de EDTA 0,5 M pH 8,0; agua destilada para completar volume
final de 1 L.

Tampao de corrida TBE 1X 0,9 M pH 8,0: 100 mL de Tampéao TBE 10X; 900 mL de agua
destilada.

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina) (SIGMA-ALDRICH).

Formamida

Solucao saturada de persulfato de potassio: 650 mg de persulfato de potassio (PM =

270,32); 6,5 mL de agua destilada.

Tampao de amostra (Loading Buffer): 900 pL de bromofenol; 900 pL de xilenocianol; 900
pL de TBE 10X; 4,5 mL de Ficol 30% diluido em agua; 1,8 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0; 3,6
g de sacarose (completamente diluida na solucao final). Misturar tudo até a dissolucao

completa da sacarose.
Tampao da amostra desnaturante: 300 uL de tampéao de amostra; 900 puL formamida.

Mix para Gel desnaturante 10%: 9,6 g uréia, 9,742 mL de H;O; 6,667 mL solucdo de
bisacrilamida; 2 mL TBE (10x); 22 pL TEMED; 200 pL solucdo de persulfato de potassio.

Procedimento

Montagem do cassete de vidro:

— Colocar, entre duas placas de vidro (tamanho 22,0 x 17,0 cm) proprias para

eletroforese, dois espacadores de teflon em cada borda lateral;
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— Prender o conjunto com grampos nas bordas laterais;
Preparacao do gel:

— Misturar 20 mL do mix para gel mais 22 pL de TEMED e 300 pL de persulfato de

potassio (catalisadores da polimerizacao);

— Imediatamente depois, colocar cuidadosamente a mistura no cassete de vidro

montado;

— Encaixar um pente de teflon no limite superior do cassete com o gel ainda nao
polimerizado para que sejam formados os pogos, onde serdo aplicadas as amostras
do DNA amplificado.

O pente deve ser colocado o mais rapido possivel evitando que posteriormente fiquem

resquicios de gel polimerizado nos pocos.
A polimerizacéo do gel ocorre em aproximadamente 20 minutos.

— Remover o pente e os grampos cuidadosamente e lavar os pocos com agua sem

desmontar o cassete.

A agua acumulada nos pocos pode ser removida vertendo-se repetidamente o cassete com

0s pocos para baixo, de maneira cuidadosa.
Eletroforese:

— Posicionar o cassete com o gel na cuba de eletroforese vertical, contendo tampao de
corrida (TBE 1X) em ambos os polos (superior e inferior), de maneira que os pocos

se encham com o tampao;

— Conectar a cuba a uma fonte de voltagem constante.

Por seguranca, € recomendado fazer uma pré-corrida ligando-se a fonte antes da aplicacao

das amostras para checar o correto funcionamento do aparato.

— As amostras devem ser pré aquecidas por 10 minutos a 94°C para desnaturar a

dupla fita de DNA.

— Pipetar em cada poco um mix de 6 pL da amostra de DNA amplificado e

aproximadamente 7 pL de tampao formamida.
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E recomendado que se coloque um poco com uma amostra ja sequenciada (conhecida) ao

lado de cada l6cus analisado num mesmo gel para posterior comparacao.

— Apés aplicacao das amostras, iniciar a eletroforese ligando a fonte na voltagem

padronizada.

A duracado da corrida eletroforética é baseada no tamanho das bandas e sua posicdo

desejada no gel.



50/ 51

PROTOCOLO 4 - COLORACAO COM NITRATO DE PRATA

Reagentes e solucdes

Solucao fixadora: 166,67 mL de alcool etilico; 6,67 mL de acido acético glacial e 826,66
mL de H20.

Solucao reveladora: 22,5g de NaOH (PM= 40,00); 1L de H20. No momento da coloracéo,
adicionar 3 mL de formaldeido (PM = 30,05) para cada 100 mL de solucdo reveladora

utilizada (6 em 200 mL).

Solucao de nitrato de prata: 100g de nitrato de prata; 1 L de agua (armazenar a solucdo

sob abrigo da luz).

Procedimento

— Retirar os espacadores do cassete e separar as placas de vidro, cuidadosamente com

ajuda de uma espatula, para remocao do gel;
— Mergulhar o gel em recipiente contendo 100 mL de solucao fixadora;
— Logo apos, acrescente 6 mL da solucao de nitrato de prata;

— Manter o gel em agitacdo nessa solucdo por 5 minutos para uma impregnacao

uniforme da prata;

— Descartar a solucao anterior e adicione 200 mL de agua destilada a 60°C para

lavagem do gel;

— Descartar a agua com resquicios de nitrato de prata e adicione 200 mL da solucao

reveladora levemente aquecida;
— Acrescentar de maneira uniforme 3 mL de formaldeido.
O recipiente deve ser agitado por alguns minutos até que as bandas estejam nitidas.

Apos descarte da solucao reveladora, a reacao de revelacao € bloqueada com um pouco de

solucao fixadora.

A secagem ¢é feita forrando-se uma placa de vidro com papel celofane umedecido.
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— Sobre a placa forrada, colocar o gel e, por cima, outra folha de papel celofane

umedecido, evitando-se que haja bolhas de ar entre as folhas de papel e o gel.

Em condicdo ambiente, o conjunto de celofane e gel resseca completamente em um ou dois
dias e o gel podera ser identificado e conservado em colecao para registro dos resultados e

para consultas posteriores.



