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Impressoes Digitais de DNA
Minissatélites e Microssatélites

No genoma humano ha milhares de regioes diferentes (locos) chamadas

minissatélites, onde uma determinada sequéncia de DNA se repete varias vezes,
como se o DNA estivesse gaguejando. Se essas sequéncias sdo pequenas (<6
pares de base), elas sdo chamadas de microssatélites

-
- ~.
-

— T
—a D T T T T
Os minissatélites e microssatélites apresentam variagdo (polimorfismo) no

numero de repeti¢des. Cada variante é chamada de um alelo.
Em cada pessoa hd dois alelos, um paterno e um materno.
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Coluna Deriva Genética — Revista Ciéncia Hoje
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VNTR: nimero varavel de repeticoes em tandem
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VNTR: nimero variavel de repeticoes em tandem

e
Repeats
VUNTRs - Minissatelites —
wmoame - sondas multilocais = A informativas

- sondas unilocais = A interpretaveis
- requerem A gtd ONA = vestigios (W DNA)
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Caso Pitchfork: Inglaterra 1983/88

O primeiro caso de condenacio através
do DNA

Colin Pitchfork - estuprou e estrangulou duas jovens em uma cidade da
Inglaterra. Lynda Mann foi morta em 1983 e Dawn Ashworth em 1986. Na
ocasiao do segundo crime, um jovem chamado Richard Buckland confessou
ter assassinado Dawn mas disse nao ter feito nada a Lynda. A policia havia
recolhido amostras de sémen nas 2 vitimas e usando a nova técnica de
Jeffreys comparou com o DNA de Richard mas nao encontrou combinacao. e
percebeu que o DNA encontrado nas vitimas eram pertencentes a uma mesma
pessoa.

A policia, entao, resolveu coletar amostras de 5000 homens da cidade e apés
6 meses

de trabalho nao encontrou combinacao. Entao, Ian Kelly comentava com os
amigos que doou o seu material biolégico no lugar do amigo Colin, um padeiro
local. Colin foi preso dentro de casa, e apds a coleta de amostras e
comparacio com o DNA do sémen encontrado nas vitimas, foi achada uma
combinacao. Colin confessou.
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STR: repeticoes curtas em Tandem

| VNTR (D1580) |

Regido de repeticdo

| easeaccaccaceans |

Unidade de repetigdo 16pb

STR (THO1) |

Regides flangueadoras

e

i A N N S S S I

Regido de repeticdo

Unidade de repetigdo 4pb

Figure 5.1. JM Butler (2005) Forensic DNA Tiping, 2% Edition © 2005 Elsevier Academic Press
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STR: repeticoes curtas em Tandem

I N4

7 repeats
(NSNS N BN DN [ —
8 repeats

A regiao de repeticao é variavel nas amostras enquanto
que as regioes flanqueadoras sao constantes nos
primers para o PCR.

Homozigoto: ambos alelos tém o mesmo tamanho

Heterozigoto: alelos de tamanhos diferentes
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STR: repeticoes curtas em Tandem

O PCR (reacao da polimerase em cadeia) é usado para
amplificar as regioes de STR e os amplicons sao marcados
com Dyes (fluorescéncia) usando primers locus especificos.

. 8 repeats
Locus 1 —

. 10 repeats

- W W
—

. 8 repeats

Locus 2 . 9 repeats
—
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STR: repeticoes curtas em Tandem

STRs - Microssatélites —
- monoplex STRs com revelagdo
= multiplex STRs com corantes fluorescentes

€
10[:bp C " 200 bp o anabp b I 4U;bp
D3 VWA FGA
T T B
D5 D13 D7 NED (yellow)

I I I I I I I I I ROX (red)
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STR: repeticoes curtas em Tandem

Teste multiplex : amplifica varias regioes de STR
simultaneamente e sao separadas por fluorescéncia

13 CODIS Core STR Loci
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AN

Eletroforese Capilar

O resultado sai em algumas horas com uma
pequena quantidade de DNA

(CE)

Fill with Polymer

Argon Ion
Solution g0t

Laser

| 50-100 ym x 27 cm I

Burn capillary
window

+

~—
Outlet
anode

5-20kV |

Data Acquisition and Analysis
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STR: repeticoes curtas em Tandem
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Amelogenina

6bp
Y deletion
X =
ran
TS
Y —_ =
ETEL
= X =106 bp -‘""b X=212bp
* Y =112 bp " y=218bp
AMpFISTR kits PowerPlex 1.1

and PowerPlex 16

Female: X, X
1:1 Mixture: 3X + 1Y

Male: X, Y
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STR: repeticoes curtas em Tandem

Um miniSTR é um amplicon de STR de tamanho reduzido que permite mais
facilmente a amplificacdo, e é comumente usado em casos de DNA bastante

degradado.
Conventional miniSTR
PCR primer primer

—
—n
STR repeat region g —
miniSTR Conventional
Testing must be performed to show allele p'n'mer PCI; pri'mer
concordance between primer sets
295 260" 285 230 oys’

I I
225 230 235 240 245 250

D16SS29
x Conventional STR test
n I 2000  (COfiler™ Kkit)
& |
246.27) 254 37
70 75 80 85 oo o5 100 105 1o 118 1 125 130
[ 0165539 ]
~150 bp smaller w0 MiniSTR assay (using
=oo  Butler et al. 2003 primers)

Butler, J. M. (2005) Forensic [

*ivis
BLAS
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SNP: Polimorfismo de Base Unica

ATCATGTGTGGCTACTTACTGTCACT

t T

ARTCATGTGTAGCTACTTACTGTCAC

- v
-
G/G G/A A/A
homezygous hetenorygous hometygous
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SNP: Polimorfismo de Base Unica

013

B o R S ,-i-' Linked SNPs
e : ! | outside of gene

‘ no effect on
protein production
of function

bl ety | Ao | e Causative SNPs d
i in gene
|

il 1 Non-oodngSNP

|‘l‘ A \ -T_ @ changes amount of
| f\ il

| 1) I'! A lJ.L!.lJ‘

protein produced

i Coding SNP:
s drchs bl |/ e 3 ® changes amno ding

acid sequence l
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2 repetigOes

MAIOR TAXA DE MUTAGAO: 1 EM 103
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STR X SNP

Caracteristicas STR SNP
Ocorre no genoma humano 1 a cada 15 kb 1acadalkb
Informativo Alta Baixa, cerca de 10 a 30%

quando comparadas com STR

Tipo de marcadores Di, tri, tetra, penta Maioria bialélica
Nuameros de alelo por >5 Tipicamente 2
marcador
Multiplex >10 marcadores usando Potencial de milhares no
fluorescéncia microchip
Maior vantagem para a Muitos alelos, permitindo Produtos de PCR feitos a
aplicacio forense taxas mais altas de sucesso partir de pouco DNA,
para detectar e separar permitindo uma taxa maior
misturas de sucesso com DNA
degradado

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC)
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Marcadores InDel

Assim como os SPN’s, sao marcadores bialélicos que podem ser
detectados em pequenos amplicons e possuem uma pequena taxa de
mutacao, portanto, sio melhores para analisar DNA degradado.

wild-type sequence

ATCTTCAGCCATAAAAGATGAAGTT

3 bp deletiox_a _
ATCTTCAGCCAAAGATGAAGTT

4 bp insertion (orange)

ATCTTCAGCCATATGIGARAGATGAAGTT

=

12
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Cromossomo X

Q Pai Mae

Pai Mae (xY) (XX)
(xXY) (XX)
Crianga
Crianca ()
(XY
)\Marcador de linhagem Marcador autossémico
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Cromossomo

Produto de PCR (bp)

1 L] 1 1 1 L | 1 1 T | T 1 T | |
100 bp 200 bp 300 bp 400 bp

DXS7423 DXS10146 DXS10079

Investigator Argus X-12 Kit

29/06/2015
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Cromossomo X

X-STR Multiplex Kit

N » w »
: IAM DXS10103 DXS8378 DXS7132 DXS10134
- 1 | L GFAM
© ™ ] i b
- - - -
)
o ( |
o | pxsto07s DXS10101 | DXS10135
BTG
S = & 3
" - - -
)
o DXS7423 DXS10146 DXS10079
' | ‘ A L) BIY
| =) =5 )
[}
" o w -
" HPRTB DXS$10148
I | i e
- e
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Cromossomo X: aplicacoes

Xa Xa
X, Xa

Casos complexos

X Xp

X,ou Xg

Avoé paterna-neta

Meia-irmandade

Casos complexos de vinculo genético envolvendo pelo menos uma mulher;
Investigaciao de paternidade de uma suposta filha (especialmente em casos de
mae ausente);

Investigacao de meia-irmandade onde o pai é o genitor em comum;

Casos de paternidade incestuosa.

29/06/2015
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Cromossomo Y

Heranca Haplotipica
95% regiao nao recombinante
Marcador de linhagem patrilinea

Utilizacao em crimes sexuais

e,
) - .
iy - Confirmacao de paternidade
(D . . =
b ; , S0Mb - Identificacio de
Non-Recombin desaparecidos
Region 1 PAR1) Partion of Y Chromosome  Region 2 (PARZ)
(NRY) : . .
- Pesquisa genealdgica,
Wale-speciic region ol the Y histéri luti
(MSY) istorica e evolutiva.

OPNCQé
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Cromossomo Y
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ChrY-STR: linhagem patrilinea

@ &
o 6B B o
!
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15



@ Programa Nacional de Controle de Qualidade S e (G Maviasao
AS

REBLAS 050
et e Ervans
e Proficiincia

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC)
Provedor de ensaies de Proficiéncia para Laboratorios Clinicos, Bancos de Sangue, e
PNCQ Organizagbes de Diagnostico in vitro e Alimentos [CimroaE

16 loci de ChrY-STR

100 110 120 13 140 150 160 170 180 1 200 20 220 230 240 280 260 270 280 20 0 30 .0 30 340

o DYS456 DY5389 1 BYS350 BYS389 Tl

1200
600

100 110 120 W 1@ 150 160 170 180 1w 200 10 20 30 240 2 260 I N0 20 M0 W0 M0 W0 14

- DYS458 DYS19 DYS385 a/b

-

100 110 120 W 1@ 150 180 10 480 10 200 10 20 250 240 20 280 IO 20 20 30 30 30 30 340

g
Ep—
Elfpm—

» DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392
| »
12 Y GATA H4 DYS437 DYS438 DYS448
: |
[T} ]
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- Obtencao de perfil exclusivamente masculino;
- Auxilia em separacoes incompletas das fracées masculina e feminina em
casos de crimes sexuais;

Auxilia na anilise de misturas que contém:

- Miltiplos doadores de sémen;
- Misturas de diversos tipos de fluidos corporais (nao sémen).

> Paternidade: o descendente apresenta o haplétipo idéntico ao do pai

» Determinacao de linhagem paterna: pode estabelecer relacao de
paternidade ao longo da arvore genealdgica

> Estudos evolutivos

Limitacao: nao pode diferenciar individuos que descendem da
mesma linhagem paterna.

29/06/2015
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Cromossomo Y

Captured December 13, 2003

Matching Y-STR
Haplotype Used to

Confirm Identity
<

>
(along with allele sharing
from autosomal STRs)

y Uday and Qusay Hussein
Is this man really
Sadaam Hussein?

Killed July 22, 2003

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2" Edition, Box 23.1, p. 534
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DNA Mitocondrial

o

Located in cell nucleus

Autosomes > com}

Located in
per cell mitochondria
(multiple copies
in cell cytoplasm)

// " oA \\
/ 16,569 bp \\\
: - O
. |

E E g E E FE(E G \ Mitochondrial /
13 14 15 16 17 18 20 21 22|Ix ¥ ‘\ DNA /
Sex- N S

Nuclear DNA

\ 3.2 billion bp

-
chromosﬁ 100s of copies

Figure 2.3, J. M. Buller (2005) Forensic DNA Typing, 2~ Edition @ 2005 Elsevier Academic Press

(LT

per cell
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Estrutura do DNA Mitocondrial

RE

18024 6305 I M0 438 574

[ hw " Hv2 wa |

-.::.::‘\ Control region (D-Ioop_]_,./‘ L

- Localizado nas mitocondrias;
- Circular e pequeno;
- Existem varias copias por célula;

- Resistente as condicoes adversas do
meio

- Heranca matrilinea (ndo mendeliana)

Fonte: BUTLER. J. M. Forensic DNA Typing. London Contém regides codificantes e nao-
codificantes.

Elsevier Academic Press, 2005

o, .
{// Habilitagio
4 ANVIS:
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DNA Mitocondrial:
marcador de linhagem

Lineage Markers

Autosomal i Y-Chromosome Mitochondrialk
(passedoninpart, | (passed on complete, (passed on complete,
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ro 0013

Aspectos moleculares do mtDNA

A taxa de mutaciao é de 5 a 10 X maior que no genoma humano:
1 a cada 33 geracoes;

Exposto aos  radicais livres - baixa " fidelidade da DNA
polimerase - poucos mecanimos de reparo;

Anderson e cols. 1981: sequéncia -completa do genoma
mitocondrial humano;
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DNA Mitocondrial: aplicacoes e vantagens

- Unica evidéncia encontrada siao fios de cabelos, sem o bulbo.
Devido a baixa quantidade de DNA, a chance de uma boa
amplificacao por PCR é maior, considerando o mtDNA, que se
encontra em maior nimero de copias nesse material;

- Amostras muito antigas e altamente degradadas. O fato do mtDNA
ser uma molécula circular, torna-o menos susceptivel a degradacao
por exonucleases;

- Casos de identificacido de restos mortais, onde apenas parentes
distantes sdao conhecidas. Devido a heranca do mtDNA estar
associada a linhagem materna, independente da geracao, o parente
materno pode ser utilizado na verificacao.

. -
~. Habilitagio
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Provedor de ensaios

Controle de Qualidade: Forense

Em 1974 nos Estados Unidos, a Forensic Science Foundation conduziu um
estudo que trouxeram diversos problemas na analise e interpretacdo dos
resultados. Uma combinacdo de grandes esforcos dos laboratérios resultou no
aperfeicoamento na educacdo e mnas oportunidades de treinamento,
implementacdo de programas de certificacdo e acreditacdo, bem como a
realizacdo de testes de proficiéncia e implementacdo de programas de controle
de qualidade (PETERSON & MARKHAM, 1995 a e b).

Estabeleceu-se, nos EUA, um conjunto de padrdes em controle de qualidade e
testes de proficiéncia para aplicacdo em laboratérios forenses. O teste de
proficiéncia é utilizado para monitorar o rendimento e para identificar tépicos
que devem ser aperfeicoados, e a auditoria para averiguar a qualidade das
atividades realizadas pelo laboratério (DNA ADVISORY BOARD, 2000).

Assim, na Genética Forense, busca-se qualidade nos exames de DNA que sao
relatados na forma do laudo pericial e tém como cliente final a Justica

(Garrido, Giovanelli, 2011).
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PNCQ: Programas Paternidade e Forense

Paternidade: sao enviadas duas (duo) ou trés (trio) amostras para
anilise de paternidade/maternidade. Sao enviadas amostras de
sangue no papel cartdo tipo FTA para realizacio do teste. Os
resultados siao colocados pelos participantes no site informando a
inclusao/exclusao de paternidade/maternidade.

Forense: siao enviadas em geral trés amostras para analise de
mistura. Sdo enviadas amostras de sangue no papel cartao tipo FTA
para realizacao do teste. Os resultados sao colocados pelos
participantes no site informando a presenca de perfil dnico ou
mistura nas amostras.

M 3 0 PNCQ é acreditado pelo ™
Programa Nacional de Controle de Qualidade G do INMIETRO Habiaco
comn Provedor de A A

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Anlises Clinicas (SBAC) Ew-iu!&' P:\f’:rii‘nnn
em conformidade com a
Provedor de ensaios de Proficiéncia para Laboratérios Clinicos, Bancos de Sangue, ISO/TEC 17043 so0b o REBLAS 06
nimero 0013 iy e e

e Pt

PNCQ Organizagées de Diagndstico in vitro e Alimentos

29/06/2015

21



