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RESUMO

O Distrito Federal do Brasil foi criado em 1960 na Regido Centro-Oeste em uma
area anteriormente despovoada. Em 2010, este territorio artificial estava povoado
por 2.556.121 habitantes. Neste estudo, analisou-se na populacdo do Distrito
Federal as variacdes genéticas dos quinze loci STRs incluidos no kit AmpFISTR®
NGM™ (Life Technologies) (D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656, D12S391,
D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1
e VWA). Os resultados indicam que o NGM™ é um sistema genético altamente
informativo. Pois, a probabilidade de discriminar dois individuos selecionados ao
acaso € de 99,999999999999999995% e a probabilidade de excluir um individuo
falsamente acusado em um caso de paternidade € 99,99998%. Ademais, a analise
das distancias genéticas entre as populagbes das cinco macrorregides brasileiras
revelou que o Distrito Federal é mais semelhante ao Sudeste, ao Nordeste e a
populagdo brasileira como um todo do que as populagdes do Sul, Centro-Oeste e
Norte. Esta conclusdo esta de acordo com a composi¢ao da populagao relatada no
Censo 2010, em que a maioria dos imigrantes era do Nordeste e do Sudeste.

Palavras-chave: Short tandem repeats, Brasil, Brasilia, Distrito Federal (Brasil),
NGM™, Genética forense



ABSTRACT

The Federal District of Brazil was created in 1960 in the Central-West Region of
Brazil in a previously unpopulated area. In 2010, this artificially founded district was
populated by 2,562,963 inhabitants. In this study, we analyzed the genetic variations
of the fifteen STRs loci (D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656, D12S391,
D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1
and vWA) included in the kit AmpFISTR® NGM™ (Life Technologies) in this
population. The results indicate that the NGM™ is a highly informative genetic
system. Therefore, the probability of discriminating two individuals selected at
random is 99.999999999999999995% and the probability of excluding a falsely
accused individuals in a paternity case is 99.99998%. Furthermore, analysis of
genetic distances between populations of the five macroregions revealed that the
Brazilian Federal District is more similar to the southeastern, northeastern and overall
Brazil population compared to Southern, Central-Western and Northern populations.
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.

™
Keywords: Short tandem repeats, Brazil, Brasilia, Federal District (Brazil), NGM

Forensic genetics
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PREFACIO

Este estudo descreve na populagdo do Distrito Federal do Brasil, as
frequéncias alélicas e os parametros forenses e de paternidade dos quinze
marcadores de DNA do tipo “Short Tandem Repeats” (STRs) incluidos no ensaio
comercial kit AmpFISTR® NGM" (Life Technologies). A importancia destas
descricoes reside no fato de subsidiar o uso do kit na populagdo analisada. Pois,
recomenda-se o0 uso de dados locais para os calculos envolvidos na identificacdo
humana e na investigagao de vinculo genético.

Além disso, o Distrito Federal é um territorio artificial inaugurado em 1960 no
centro do pais com a finalidade de interiorizar a capital federal. O local escolhido era
inicialmente despovoado e atualmente possui mais de dois milhdes e meio de
habitantes. Assim, trata-se de uma populacdo nova e de rapido crescimento.
Embora o NGM™ tenha sido langado no Brasil em 2010 sua concepgdo baseou-se
nas necessidades da comunidade forense europeia. Isto faz com que o
conhecimento de suas caracteristicas analiticas na populagcdo do Distrito Federal
seja desejavel antes do uso.

Para a execugao do trabalho, as frequéncias alélicas foram calculadas a partir
do banco de dados de resultados de investigagbes de vinculo genético de um
laboratorio clinico do Distrito Federal (Laboratério Sabin). Trata-se assim de uma
amostragem de conveniéncia. Entretanto, a distribuicdo do local de nascimento da
amostra ndo foi significativamente diferente da populagdo do territorio brasileiro
conforme o Censo 2010, possibilitando a extrapolacdo dos dados. Ademais, é
preciso ressaltar que o trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
de Brasilia, e houve dispensa de termo de consentimento devido a analise ser de
banco de dados obtidos da rotina laboratorial sendo descritos de forma agregada
impossibilitando a identificacdo de qualquer participante.

Por fim, a validagdo externa do estudo foi obtida pelo aceite do trabalho na
revista forense “International Journal of Legal Medicine” de fator de impacto “Journal
Citation Reports” de 2.8 e indexada no Pubmed (Medline). Na publicagao (apéndice
), a autora desta dissertagéo divide primeira autoria com o seu orientador.
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1 INTRODUGAO

1.1 BRASILIA E O DISTRITO FEDERAL

O Brasil é um pais continental dividido em cinco macrorregides: Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (1). O Distrito Federal e Brasilia foram
fundados em 21 de abril de 1960 baseado no desejo de transferir a capital federal do
Rio de Janeiro para o centro do pais. Ambos foram construidos em apenas 4 anos
em um territério anteriormente ndo povoado na regido Centro-Oeste, como resultado
dos esforgos do presidente Juscelino Kubitschek, em conjunto com o arquiteto Oscar
Niemeyer, o urbanista Lucio Costa, e milhares de trabalhadores civis, conhecidos
como "candangos" (2).

De acordo com o Censo 2010, a populacédo do Distrito Federal € composta
por 2.556.121 habitantes, 54% das pessoas nasceram localmente, e os 46%
restantes eram imigrantes das outras macrorregides brasileiras: Norte (2%),
Nordeste (23,5%), Centro-Oeste (6,5%), Sudeste (12,5%) e Sul (1,5%) (3). Segundo
estas frequéncias e outras descricbes da literatura, as principais migragdes
aconteceram da regidao Nordeste e Sudeste (4). Além disso, o Brasil foi colonizado
por Portugal, e o processo de mistura entre o nativo americano, africano e europeu
ocorreu em diferentes propor¢des nas cinco macrorregides, o que torna a populagéo
brasileira heterogénea (1, 5-7). Assim, a populacéo do Distrito Federal € nova, mista,
formada a partir de populagdes heterogéneas, de rapido crescimento e instalada em

um territério artificial.

1.2 OS “SHORT TANDEM REPEATS”

Os “short tandem repeats” (STRs) ou microssatélites sdo sequéncias de DNA
de 2 a 7 nucleotideos que se repetem consecutivamente. Tais sequéncias
representam cerca de 3% do genoma humano total, sdo variaveis de pessoa para
pessoas e transmitidas de forma mendeliana (8). Atualmente, sdo os marcadores de
DNA mais utilizados na identificagdo humana e estudos de vinculo genético. Pois,
séo facilmente amplificados por PCR e apresentam ampla variabilidade genética, ou
seja, sdo altamente polimorficos. Fato que diminui a probabilidade de que os
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individuos testados apresentem os mesmos alelos (8, 9). Por causa da sua alta
aplicabilidade existem empresas que produzem kits para deteccdo de STR que
possibilitam a analise simultanea de 15 ou mais marcadores como especificado
pelas sociedades forenses internacionais (8). Exemplos de kits comerciais para
genotipagem de STRs sdo AmpFISTR® NGM™ (Life Technologies), PowerPlex® 16
(Promega) e AmpFISTR® Identifiler™ (Life technologies).

1.3 O KIT AMPFLSTR® NGM™

O foco deste estudo sdo os STRs presentes no kit AmpFISTR® NGM"™
(NGM™) langado no Brasil em 2010 e desenvolvido pela Life Technologies de acordo
com as recomendacodes da comunidade forense europeia. Os 15 loci STRs contidos
neste ensaio comercial sdo: D10S1248, D22S51045, D2S441, D1S1656, D12S391,
D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1
e vWa (10, 11). O conjunto compde o “Expanded European Standard Set of Loci”
(ESSL), cinco deles sdo novos marcadores (D10S1248, D22S1045, D2S441,
D1S1656 e D12S391) e os demais fazem parte tanto do “Combined DNA Index
System” (CODIS) americano quanto do ESSL europeu (12, 13). Portanto, a
concepcdo do NGM™ baseou-se nas necessidades europeias e isto faz com que o
conhecimento das caracteristicas analiticas do kit na populagdo do Brasil e,

especificamente, do Distrito Federal seja desejavel antes do uso.

1.4 A NECESSIDADE DE FREQUENCIAS ALELICAS LOCAIS PARA OS
CALCULOS FORENSES E DE PATERNIDADE

Pelo fato de ndo haver a possibilidade de ter acesso aos perfis de DNA de
todos os individuos existentes, sdo utilizados dados de amostras populacionais
menores e extrapola-se a possibilidade de coincidéncia entre perfis genéticos.
Dessa forma, as frequéncias alélicas de STRs sao coletadas a partir de um grupo de
pessoas e, em seguida, os postulados de genética populacional sdo aplicados para
inferir se é razoavel que um individuo tenha, ao acaso, o mesmo perfil genético que
outro (8). Como a distribuicdo da frequéncia alélica de qualquer marcador de DNA é
variavel entre populagdes distintas, faz-se necessario estudos de frequéncias locais
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para conhecer os alelos mais comuns numa determinada regido, a fim de definir os
marcadores mais informativos para as investigacoes forenses (14).

Os calculos envolvidos nos estudos de vinculo genético também dependem
das frequéncias alélicas da populacdo em questdo. Por exemplo, em um estudo de
vinculo genético de paternidade ao se investigar o marcador D18S51 os seguintes
genotipos sado obtidos: méae (17/20), crianga (14/17) e o suposto pai (14/22). Este
resultado caracteriza uma inclusdo para o locus em questdo. Diante de uma
inclusdo, trés questionamentos sado feitos: 1° qual € o alelo obrigatoriamente
transmitido pelo pai? (o alelo 14); 2° qual € a probabilidade do suposto pai ter
passado o alelo 14 para a crianga? (50% de chance); 3° qual € a probabilidade de
outro homem ter transmitido o alelo 14, ser o verdadeiro pai da crianca e o suposto
pai do caso ter sido incluido ao acaso? (frequéncia alélica do alelo 14 na populagao
a qual os periciandos pertencem). Assim, a razao entre a probabilidade do suposto
pai ter transmitido o alelo 14 (0,5) e a probabilidade de outro homem ter transmitido
o alelo 14 para o filho (0,1201) corresponde ao indice de paternidade para o locus
D18S51 (0,5 / 0,1202 = 4,1631). Isto é feito para o conjunto de quinze STRs, e 0
produto dos indices de paternidade individuais de cada locus € denominado indice
de paternidade acumulado. Assim, a conclusdo da investigagdo depende das
frequéncia alélicas locais, sendo esta a importancia de se conhecer as frequéncias
alélicas para os STRs utilizados nos exames de paternidade.

1.5 PARAMETROS FORENSES E DE PATERNIDADE

A partir dos gendtipos dos individuos incluidos na amostra populacional
calculam-se as frequéncias genotipicas e as frequéncias alélicas, e destas estimam-
se os parametros forenses e de paternidade. Os parametros forenses incluem
heterozigose esperada, heterozigose observada, equilibrio de Hardy-Weinberg,
conteudo de informagéao polimorfica, probabilidade de coincidéncia (“matching”) e
poder de discriminagdo. Os parametros de paternidade incluem poder de exclusao e
indice de paternidade tipico. A seg¢do “Materiais e Métodos” desta dissertagao
contém uma descricdo detalhada dos parametros supracitados e como foram
calculados.
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1.6 DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS LOCI/

Os calculos forenses e de paternidade exigem que os STRs sejam
estatisticamente independentes, ou seja, que estejam em equilibrio de ligacéo.
Normalmente, garante-se esta independéncia ao utilizar STRs localizados em
cromossomos distintos, que é o caso da maioria dos loci incluidos no kit NGM™,
exceto VWA e D12S391. Para STRs localizados no mesmo cromossomo (STRs
sinténicos) é necessario comprovar que a segregagdo de seus alelos ocorre de
forma independente (15). Desta forma, o desequilibrio de ligacdo entre VWA e

D12S391 foi calculado (vide materiais e métodos).

1.7 DESCRICOES DE FREQUENCIAS ALELICAS ENVOLVENDO O NGM™ NO
BRASIL

Descricdes de frequéncias alélicas envolvendo os loci do NGM™ em diferentes
populagdes estédo disponiveis na literatura (16-20). Entretanto, poucos estudos foram
desenvolvidos para caracterizar a populagdo brasileira, e nenhum caracterizou o
Distrito Federal especificamente. Raimann e colaboradores, genotiparam 850
individuos das cinco macrorregides brasileiras: Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul com o kit NGM™. No entanto, destes 850 individuos apenas 91 eram
da regido Centro-Oeste. Além disso, quando as cinco macrorregides foram
comparadas entre si, trés diferentes agrupamentos baseados em semelhanca
genética puderam ser identificados: um incluindo o Sul, Sudeste e Centro-oeste,
outro o Norte, outro o Nordeste (21). Portanto, existem subpopulagdes dentro da
populacao brasileira, o que justifica ainda mais o uso de frequéncias alélicas locais
para que os calculos de inclusdo ao acaso sejam o mais realista possivel.

As frequéncias alélicas dos cinco novos marcadores incluidos no ESS e
presentes no kit NGM"™ foram descritas também para populacdo do Rio Grande do
Sul (n=353). Neste trabalho, Rodenbusch e colaboradores descreveram os
parametros forenses e de paternidade apenas para um conjunto limitado de loci (22).
Ao comparar as frequéncias alélicas do Rio Grande do Sul (Sul do Brasil) com seis
populacdes: Norte da ltalia, Europa, Africa, Leste da Asia, Oceania e México,
observaram uma proximidade genética do Sul do Brasil com a Europa e uma menor

similaridade genética com relacdo as demais. Além disso, os cinco novos /oci
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analisados sdo uma ferramenta poderosa para a identificacdo forense e testes de
paternidade na populag¢ao do Rio Grande do Sul.

Assim, os trabalhos de Raimann e Rodenbusch sdo duas descri¢des sobre o
kit NGM anteriores a esta dissertacdo no Brasil, reforcando sua importancia.

1.8 DISTANCIAS GENETICAS ENTRE AS POPULACOES

Com base nas frequéncias alélicas de locus homdlogos em duas ou mais
populagdes € possivel estimar a divergéncia genética entre elas. Isto é util para
esclarecer as relagdes evolutivas entre populagdes proximas (inter-relacionadas) e
quanto menor a distancia genética maior a similaridade entre as populagdes (23). A
distancia genética utilizada neste trabalho foi a distancia de Nei (DA) que assume
que as diferengas se originam a partir de mutagdes ou deriva genética (24). Trata-se
de uma medida mais apropriada para marcadores do tipo STR e é possivel ser
mensurada a partir das frequéncias alélicas, dispensando a necessidade de se
conhecer os genotipos dos individuos que dificilmente sao publicados (23). O calculo
desta distancia é feito com o auxilio de softwares especificos (vide Materiais e
Métodos). Portanto, neste trabalho, para se conhecer a histéria da formagdo da
populacao do Distrito Federal por meio de uma evidéncia genética comparou-se sua

distancia genética em relagdo as demais macrorregides brasileiras.

1.9 SINTESE E CONSIDERAGCOES FINAIS

Desta forma, as frequéncias alélicas dos STRs incluidos no kit NGM™ em
uma amostra populacional do Distrito Federal s&o essenciais para estimar a
probabilidade de ocorréncia do perfil encontrado de forma aleatéria, auxiliando as
investigacdes forenses, bem como estudos de vinculo genético. A distribuicdo dos
alelos é distinta entre as populagdes, portanto, recomenda-se que o préprio
laboratdrio construa uma base de dados representativa da populagdo que atende e
use as frequéncias alélicas locais. E importante ressaltar que a depender do banco
de dados (tamanho) e das frequéncias alélicas utilizadas (populagdo) pode-se
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encontrar evidéncias de DNA distintas, ou seja, uma frequéncia de perfil de DNA
diferente (8, 25).

Assim, neste trabalho, investigou-se os parametros de eficiéncia forense e o
polimorfismo genético dos quinze loci STRs presentes no kit NGM™ (D10S1248,
D22S1045, D2S441, D1S1656, D12S391, D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539,
D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1 e vWA) 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 populagédo do Distrito Federal em relagdo ao Brasil como um todo e as
cinco macrorregides brasileiras, com a finalidade de se produzir uma evidéncia

geneética sobre a formagao da populagéo deste territorio.
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OBJETIVOS

* Descrever as frequéncias alélicas e os parametros forenses dos quinze STRs
incluidos no kit AmpFISTR® NGM™ (Life Technologies) em uma amostra

populacional do Distrito Federal;

* Analisar a distancia genética da populagao do Distrito Federal em relagdo ao
Brasil como um todo e suas cinco macrorregides (Norte, Nordeste, Sul,

Sudeste e Centro-Oeste).
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3 METODOS

3.1 POPULACAO E BASE DE DADOS

O banco de dados de resultados das investigagdes de vinculo genético
realizadas pelo laboratério Sabin de Analises Clinicas foi utilizado como fonte dos
perfis genéticos deste estudo. Durante o periodo de maio de 2011 a outubro de 2012
o laboratorio realizou 1167 investigagdes.

Os critérios de inclusdo foram ser periciando em estudo de vinculo genético,
ter perfil genético determinado pelo kit AmpFISTR® NGM"™, residir no Distrito Federal
e, por fim, ter apresentado informacéo sobre a sua naturalidade. Foram excluidos os
individuos em duplicidade, ou seja, que tiveram perfil genético presente mais de uma
vez na base de dados e também caso tivesse algum grau de parentesco com os
participantes ja incluidos (exemplo: os filhos nos casos de paternidade por serem
relacionados aos pais recrutados).

Assim, 462 adultos n&o relacionados (230 mulheres e 232 homens)
residentes no Distrito Federal foram selecionados e os perfis de STRs anonimizados
foram recuperados e os parametros forenses e de paternidade calculados e
descritos em um contexto populacional (de forma agregada). Por se tratar de uma
amostragem de conveniéncia, avaliou-se sua representatividade em relagcdo a
populacdo do Distrito Federal (vide item 3.4.1). Os aspectos éticos deste trabalho
estdo descritos no item 3.5.

3.2 EXTRACAO DE DNA

Para a analise de parentesco de rotina, amostras de sangue s&o coletadas a
partir da puncéo da ponta de dedo anelar em um cartdo de papel Whatman® FTA™.
O DNA ¢ extraido a partir de manchas de sangue presente neste cartdo. Perfura-se
um disco de 1,2 mm do cartdo FTA com o auxilio de um “Harris Micro Punch” que
em seguida é colocado em tubo de amplificagdo de PCR e lavado com 200 ul de
FTA Purification Reagent (Life Technologies).

Apo6s 10 minutos de agitagao horizontal (700 rpm), a temperatura ambiente, o
reagente FTA & removido, e repete-se esse passo de purificagdo por trés vezes. Em
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seguida, faz-se a lavagem do disco com 200 pl de agua livre de DNAse/RNAse por
05 minutos sob agitagdo horizontal (700 rpm) e apds a retirada de todo o liquido a
reacao de PCR ¢é executada no proprio tubo utilizado na extragao.

3.3 AMPLIFICACAO DE PCR E GENOTIPAGEM

Para a rotina de investigacdo de vinculo genético, o DNA contido em um
disco de 1,2 mm (0,5 - 1,0 ng) é amplificado pela reagdo de PCR “multiplex” do kit
AmpFISTR® NGM™ em um termociclador GeneAmp PCR System 9700. A reagao é
executada de acordo com o protocolo do fabricante (26) . Em seguida, os produtos
da PCR sao detectados por eletroforese capilar no Analisador Genético 3500. Apds
amplificagdo, 1 pl do produto de PCR ¢é adicionado a 8,5 pl de formamida Hi-Di e
0,5ul de 600 LIZ GeneScan. Os alelos sao identificados utilizando software
GeneMapper®-X v.1.2. O conjunto de fluorescéncia utilizado € o G5 (6FAM, VIC,
NED, PET e LIZ) (todos equipamentos e reagentes deste item s&o fabricados pela
Life Technologies, Foster City, CA, EUA).

3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

3.41 Comparagao entre a amostra populacional e os dados do Censo 2010

Como as frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas a partir do
banco de dados de um laboratério clinico, do Distrito Federal (Laboratério Sabin),
refere-se @ uma amostragem de conveniéncia. Neste sentido, comparou-se a
distribuicdo do local de nascimento dos periciandos com a distribuicdo da
naturalidade da populacao do Distrito Federal, de acordo com o Censo 2010. O teste
chi-quadrado do software Graphpad Prism 6.0 (27) foi utilizado para a execugéo
desse calculo e o nivel de significancia considerado foi 0,05.
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3.4.2 Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas dos 15 microssatélites do kit AmpFISTR® NGM™ nos
462 individuos foram obtidas por meio do programa Arlequin v.3.1 (28), pelo método
de contagem direta, ou seja, numero de vezes em que o alelo € observado, dividido

pelo numero total de alelos averiguados para o marcador.

3.4.3 Heterozigose (ou heterozigosidade)

Significa a proporcdo de individuos com dois alelos diferentes em
determinado /locus, ou seja, corresponde a quantidade de individuos heterozigoéticos.
Quanto maior a heterozigose, maior € a variabilidade genética do /locus na
populagdo em questdo, assim, a probabilidade de que dois individuos tenham o
mesmo perfil torna-se menor. O ideal é utilizar marcadores genéticos que tenham
heterozigose superior a 70%, pois sdo mais informativos (8).

A heterozigose pode ser esperada ou observada. A heterozigose observada
determina a proporgéao real de heterozigotos para um determinado /ocus na amostra
estudada. E calculada diretamente dos genétipos encontrados na populagéo. Trata-
se do numero de heterozigotos em cada locus dividido pelo numero total de
individuos pesquisados. A heterozigose esperada é a fragdo estimada de
heterozigotos para um locus, assumindo a condigao de equilibrio de Hardy-Weinberg
na populagdo. Difere-se da observada por ser calculada a partir das frequéncias
alélicas segundo a férmula (29):

Heterozigotos + Homozigotos = 1
Heterozigotos = 1 — Homozigotos

Homozigotos = Soma das frequéncias alélica ao quadrado (Freq. Alelo 12 +
Freq. Alelo2? + Freq. Alelo 32 + Freq. Alelo 4 + .... + Freq. Alelo N?)

As heterozigoses esperada e observada foram obtidas pelo sofwtare Arlequin
v. 3.1 (28). E importante calcula-las individualmente para constatar se existe redugéo
na heterozigose observada o que pode ser consequéncia do excesso de
homozigotos (devido a um problema na técnica de PCR, pois, o sistema amplifica
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preferencialmente um alelo em detrimento de outro) ou ocorréncia de endogamia na

populacao (8). Portanto, o ideal € que apresentem valores similares.

3.4.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg

A partir das frequéncias alélicas observadas obtem-se as frequéncias
genotipicas esperadas considerando que as frequéncias alélicas ndo devem
modificar ao longo das geracdes se o locus é estavel. Caso a frequéncia genotipica
esperada seja semelhante a frequéncia genotipica observada pressupde-se que o
locus na populagao analisada esta em equilibrio de Hardy-Weinberg (8). A questéo
basica desse pressuposto € definir se os alelos encontrados dentro do locus séo
independentes, caso contrario, a populagcdo esta em desequilibrio, o qual é
calculado pelo teste chi-quadrado pelo software Arlequin v. 3.1 (28).

A populacido pode estar em desequilibrio quando se analisa subpopulacdes
ou se tem excesso de homozigose devido a amplificacdo preferencial um alelo em
detrimento de outro (8). Os valores do equilibrio de Hardy-Weinberg foram corrigidos
pelo calculo de Bonferroni para neutralizar a analise de comparagdes multiplas,
considerando resultados estatisticamente significantes se p<0.0033 (valor de alfa
0.05 foi dividido pelo numero de STRs investigados) (8, 30).

3.4.5 Desequilibrio de ligacao

Denomina-se STRs sinténicos os localizados no mesmo cromossomo. E,
caso se utilize STRs sinténicos, o ideal € que estejam a uma distancia fisica de pelo
menos 50 megabases entre si. Esta regra € utilizada para garantir a independéncia
entre os /loci. Para STRs localizados a uma distadncia menor é necessario calcular o
desequilibrio de ligagdo, ou seja, a independéncia entre eles (8, 15). No kit
AmpFISTR® NGM™, os STRs VWA e D12S391 s&o sinténicos (cromossomo 12) e a
distancia entre eles é de 6.3 megabases. Neste caso, o desequilibrio de ligagao foi
calculado para se conhecer a forma com que o VWA e o0 D12S391 sao transmitidos,
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ja que apenas loci independentes devem ser incluidos nos calculos (15). Para isto o
software Arlequin v. 3.1 foi utilizado (28).

3.4.6 Conteudo de informacgao polimérfica (CIP)

E utilizado para aferir o quanto um marcador genético é informativo, sendo
uma medida capaz de estimar o quéo polimérfico é o STR. O grau de polimorfismo &
determinado pelo numero de alelos e suas frequéncias (31). Recomenda-se utilizar
marcadores com valor de CIP maior que 0,5 (50%) (32), pois possuem maior
eficacia em diferenciar individuos (33). Esse parametro foi mensurado pelo
programa PowerStats v. 12 (34), trata-se de um calculo complexo, e sua férmula foi
descrita por Botstein e colaboradores (32).

3.4.7 Probabilidade de coincidéncia (“matching’) (PM)

E a probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso tenham
gendtipo idéntico para um determinado locus (8). E calculado pela soma dos
quadrados das frequéncias genotipicas observadas. Pois, a chance de encontrar um
determinado gendtipo = sua frequéncia observada; a chance de encontrar um
determinado gendtipo e, em seguida, o mesmo genotipo = sua frequéncia observada
ao quadrado. Assim, a soma das frequéncias observadas ao quadrado é igual a
probabilidade de coincidéncia para o locus (35-37). Neste trabalho este parédmetro
foi calculado pelo PowerStats v.12 (34). Os valores individuais de cada locus podem
ser multiplicados para obtengdo da probabilidade de coincidéncia combinada (33),
que representa a probabilidade de dois individuos nao relacionados selecionados
randomicamente terem perfis genéticos idénticos para todos os STRs testados.

3.4.8 Poder de discriminacao (PD)

E a probabilidade de encontrar dois individuos ao acaso na populagdo e eles

possuirem perfis genéticos diferentes. Refere-se da probabilidade contraria de se
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encontrar dois perfis iguais (probabilidade de coincidéncia). Ou seja, € calculado
pela formula PD = 1 — PM (8, 33). Nesta investigagao, foi calculado através do
programa PowerStats v.12 (34). Os valores individuais de cada locus podem ser
agrupados no poder de discriminagao combinado de acordo com as formulas: 1 —
[(PM1) x (PM32) x (PM3) x ... x (PMy)] ou 1 — (PM combinado), o qual foi executado no

Microsoft Excel.

3.4.9 Poder de excluséao (PE)

Corresponde a probabilidade de se excluir qualquer individuo que tenha sido
falsamente acusado em teste de paternidade (33). E equivalente a frequéncia de
todos os homens, em uma determinada populagdo, que n&o tem os alelos
concordantes com o alelo paterno obrigatorio (alelo herdado do pai biolégico) da
crianga em um teste de paternidade (8, 33). O valor é determinado pela seguinte
férmula: PE = h?(1-2hH?), onde h significa a frequéncia observada de heterozigotos
e H é a frequéncia observada de homozigotos (33). Este parametro foi calculado
pelo programa PowerStats v. 12 (34). Os valores individuais de cada locus podem
ser agrupados no poder de exclusao combinado pelo Microsoft Excel seguindo a
férmula: 1 — [(1 — PE4) x (1 = PE2) x (1 —PE3) x... x (1—=PEN)] (8, 38).

3.4.10 indice de paternidade tipico (IPT)

Esse paréametro estatistico de estudo de vinculo genético determina a
probabilidade de que o individuo que estda sendo testado seja realmente o pai
biolégico da crianga, do que um homem selecionado aleatoriamente. Os indices de
paternidade (IP) de cada locus representam a raz&o entre a probabilidade do
suposto pai e a probabilidade de qualquer outro individuo da populacao, transmitir o
alelo em questao para o filho. A probabilidade de qualquer outro individuo transmitir
o alelo paterno obrigatorio corresponde a frequéncia do alelo na populagéo avaliada.
O indice de paternidade combinado (IPC) € o produto dos indices de paternidade
individuais para cada locus investigado e determina a forga da evidéncia genética do
suposto pai ser o pai biolégico. Dessa forma, quanto maior o indice maior é a
evidéncia genética (8, 39).
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A partir das frequéncias alélicas € possivel calcular o indice de paternidade
tipico para cada locus na populagao avaliada, e corresponde ao valor para o indice
de paternidade mais comum a ser observado na rotina (33). Este parametro foi
calculado pelo programa PowerStats v. 12, através desta formula: IP = (H + h)/2H,
onde h significa a frequéncia de observada de heterozigotos e H € a frequéncia
observada de homozigotos (34).

Além disso, calcula-se a probabilidade de paternidade. No calculo estatistico
€ obrigatério o uso de uma probabilidade “a priori”. Como os peritos desconhecem
estas evidéncias ndo-genéticas, e devem permanecer neutros na disputa, utilizam o
valor de 0,5 (50%) em seus calculos para que n&o exista tendéncia matematica
prévia a favor ou contra a paternidade. A probabilidade de paternidade é calculado
da seguinte forma (39):

Probabilidade de paternidade = 0,5 x IPC /[0.5 x (IPC) + (1-0,5)]
=0,5x 10.000/ [0.5 x (10.000) + (1-0,5)]
= 5.000/5.000 + 0,5
= 10,9999 x 100%
=99,99%

A formula pode ser simplificada para: IPC/ (IPC + 1) (39). No geral, o valor
obtido & dado em percentagem (multiplicado por 100) e os testes de vinculo genético
tem como regra para aceitagdo de paternidade uma probabilidade acima de 99,99%

que implica em um IPC maior que 10.000 (8, 39).

3.4.11 Distancia genética

Com base nas frequéncias alélicas foram calculadas as disténcias genéticas
da populacdo estudada (Distrito Federal) em relagdo as cinco macrorregides
brasileiras (Norte, Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-Oeste) e o Brasil como um todo.
A finalidade desta analise foi investigar a semelhanga genética entre as populagdes
analisadas. As frequéncias alélicas para cinco macrorregides brasileiras, e do Brasil
como um todo foram obtidas do trabalho de Raimann e colaboradores (21). Em

seguida, as distancias genéticas segundo a metodologia de Nei (1983) foram
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mensuradas pelo software Dispan (40), devido ao fato desse programa utilizar com
frequéncias alélicas, diferentemente dos demais softwares para mesma finalidade
que exigem genotipos. Normalmente, os genotipos n&o sao publicados.

A matriz de distancia genética gerada pelo Dispan correlaciona as diferengas
entre as popula¢des analisadas e para facilitar a sua interpretacéo, os dados foram
representados graficamente pela analise de coordenadas principais (PCoA) do
software GenAlEx v.6.5 (41). Nesta analise os quinze STRs foram considerados.
Resumidamente, este tipo de grafico dispde os valores das distdncias em um
espaco dimensional dividido em 04 quadrantes. As popula¢gdes que concentrarem-se
no mesmo quadrante s&o mais semelhantes. A distancia entre os pontos
representativos de cada populagdo também indicam proximidade genética, quanto
mais proximos mais semelhantes.

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 (40). Através do método chamado de neighbor-joining o programa faz uma
reconstrugdo na forma de arvore filogenética com base nos valores das distancias.
O principal objetivo é encontrar pares, no caso, regides que diminuam o
comprimento do ramo que é formado a depender da similaridade construindo, assim,

um grafico de ramificagbes (42).

3.5 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa intitulado como “Analise genética populacional de 22
microssatélites no Distrito Federal”, que também contempla a analise de STRs do
Cromossomo Y néo incluidos nesta dissertagdo, foi encaminhado ao Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB), e
aprovado em (13/12/2012), através do protocolo 165/12 (Anexo 1), de acordo com o
estabelecido pela Resolugdo n° 196/96 (Brasil, 1996). Por se tratar de analise de

banco de dados, houve a dispensa do termo de consentimento informado especifico.



28

4 RESULTADOS

4.1 A AMOSTRA POPULACIONAL DO ESTUDO REPRESENTA A POPULACAO
DO DISTRITO FEDERAL

Inicialmente, foi questionado se a amostra populacional originada de uma
base de dados representaria a composi¢cao da populagcdo do Distrito Federal. Neste
sentido, comparou-se a distribuicdo da naturalidade dos 462 individuos incluidos no
presente estudo com a do ultimo Censo (2010) (3) (Tabela 1). A comparacéo revelou
que néo existia diferenca estatistica significativa entre as proporg¢des (p = 0,26).

Tabela 1 — Comparacao entre as distribuicbes do local de nascimento da amostra
populacional extraida do banco de dados e da populagdo do Distrito Federal de
acordo com o Censo 2010

Este trabalho % Censo 2010 %

Centro-Oeste 33 7,14 164.215 6,50
Nordeste 116 25,11 602.104 23,50
Norte 13 2,81 47.783 2,00
Sudeste 66 14,29 321.368 12,50
Sul 5 1,08 38.634 1,50
Distrito Federal 229 49,57 1.382.017 54,00
Total 462 100 2.556.121 100

chi-quadrado = 6,419, graus de liberdade = 5, p = 0,26

4.2 FREQUENCIAS ALELICAS

As frequéncias alélicas dos quinze Jloci STRs avaliados na amostra
populacional estdo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2 - Frequéncias alélicas de quinze STRs incluidos no kit NGM™ em uma

amostra populacional do Distrito Federal (n = 462)

Alelo D10S1248 vWA D16S539 D2S1338 D8S1179 D21S11 DISS51 D22S1045 D19S433 THOI FGA D2S441 D3S1358 DIS1656 D128391
5 0,0011

6 0,413

700011 0,2543

8 00011 0,0227 0,0087 0,1299

9 00032 0,1721 0,0097 0,1558 0,0022

93 0,2045

10 0,0032 0,092 0,0790 0,097  0,0141 00032 0,013 02165 0,0076
1100162 0001 02944 0,084 00108 0,1028 00173 03323 0,0639

11,2 0,0011

11,3 0,0541

12 00519 0,2619 0,1158 01169  0,0184  0,1006 00617 0,0032 0,104

12,2 0,0216

12,3 0,0032

1302727 0,007 0,1439 0,2933 0,120 0,013 02511 00292 0,0054  0,0768

132 0,0011 0,0379

14 02868 0091 00119 00011 02424 0,132 00444 029 02587 0,066 0,1439  0,0022
14,2 0,0325

14,3 0,0087

15 02013 0,153 00011 0,1396 01613 03355  0,1461 0,379 02803  0,1688  0,0682
152 0,0519

15,3 0,0422

16 0,266 0266 0,519 0,0271 0,1288 03387 0,026 0,0043 02738 0,119  0,0433
16,2 0,0141

16,3 0,0509
1700325 0257 02154 01342 0,1212  0,0043 0,0011 0,1959  0,0325  0,0952
172 0,0022

173 0,1266 0013
18 00032 0,152 0,0725 0,758  0,0108 0,0076 0,1429 0,002  0,1872
18,2 0,0032

18,3 0,04 00173
19 0,06 0,1494 00574 0,0011 0,0909 0,0119 0,1623
19,1 0,0032
19,2 0,0011

193 0,0054  0,0162
20 0,015 0,1201 0,026 0,092 0,1385
20,3 00011  0,0011
21 0,0552 0,0152 0,1331 0,0823
21,2 0,0011 0,0011

%) 0,0758 0,0032 0,1613 0,0812
2,2 0,0043

23 0,1028 0,1439 0,0552
23,2 0,0022

24 0,0855 0,0032 0,1764 0,0227
24,2 0,0011

25 0,0606 0,0011 0,1093 0,0087
25,2 0,0054 0,0011

26 0,0097 0,0422 0,0022
26,2 0,0011

27 0,0281 0,002 0,0195

28 0,158 0,0022

29 0,2013 0,0043

30 0,2229 0,0011

30,2 0,0249

31 0,0714 0,0011

31,2 0,1104 0,0011

ky) 0,0119

322 0,1028

33 0,0022

332 0,04

34 0,0032

3422 0,0032

35 0,0076

35,2 0,0011

36 0,0022

37 0,0011
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4.3 HETEROZIGOSE

A heterozigose observada variou entre 0,753 (D22S1045) a 0,876 (D2S1338
e FGA), a heterozigose esperada variou entre 0,745 (D22S1045) a 0,892 (D1S1656)
e houve uma consideravel similaridade entre os dois parametros em todos os /oci
(Tabela 3).

Tabela 3 — Heterozigose observada e heterozigose esperada dos quinze STRs
incluidos no kit NGM™ em uma amostra populacional do Distrito Federal (n=462)

Locus Heterozigose Heterozigose
observada esperada
D10S1248 0,7810 0,7830
VWA 0,8030 0,8050
D16S539 0,7960 0,7860
D2S1338 0,8760 0,8790
D8S1179 0,8050 0,8080
D21S511 0,8240 0,8540
D18S51 0,8700 0,8840
D2251045 0,7530 0,7450
D19S433 0,8110 0,8150
THO1 0,7980 0,7940
FGA 0,8760 0,8740
D2S441 0,7660 0,7670
D3S1358 0,7790 0,7800
D1S1656 0,8650 0,8920
D12S391 0,8700 0,8870

4.4 EQUILIBRIO DE HARDY - WEINBERG

As frequéncias genotipicas demonstraram que os STRs avaliados estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), exceto o locus D2S441 (p = 0,011). No
entanto, este desvio ndo permaneceu significativo apds aplicagdo da corregcéo de
Bonferroni (p = 0,05/ 15 = 0,0033) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Resultados do valor de P para o equilibrio de Hardy-Weinberg dos quinze
STRs incluidos no kit NGM™ em uma amostra populacional do Distrito Federal
(n =462)

Locus Valor de P
D10S1248 0,2970
vWA 0,5380
D16S539 0,8520
D2S1338 0,7960
D8S1179 0,9060
D21S11 0,2680
D18S51 0,4510
D22S1045 0,9950
D19S433 0,7400
THO1 0,8160
FGA 0,0680
D2S441 0,0110*
D3S1358 0,4620
D1S1656 0,3080
D12S391 0,9650

* valor de p < 0,05

4.5 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

N&o foi detectado evidéncia de desequilibrio de ligagdo entre os loci VWA e
D12S391 (p = 0,18) refletindo uma independéncia entre os seus respectivos alelos.

4.6 PARAMETROS FORENSES

O conteudo de informagao polimérfica variou entre 0,7056 e 0,8813. Os
cinco loci mais polimérficos foram D1S51656, D12S391, D18S51, D2S1338, e FGA.
Os cinco loci menos polimoérficos foram D22S1045, D2S441, D3S1358, D10S1248,
D16S539 (Tabela 5).

A probabilidade de coincidéncia (“matching”) combinada foi 4,85 x 1072,
sendo esta a probabilidade de selecionar dois individuos aleatoriamente com perfis
iguais. As probabilidades de coincidéncia para cada locus podem ser evidenciadas
na tabela 5.
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O poder de discriminacdo variou entre 0,893 (D22S1045) a 0,977
(D1S51656) e o poder de discriminagdo combinado foi 0,99999999999999999995

(Tabela 5).

Tabela 5 - Parametros forenses dos quinze STRs incluidos no kit NGM™ em uma

amostra populacional do Distrito Federal (n = 462)

Locus CIP PM PD
D10S1248 0,7498 0,0812 0,9188
vWA 0,7775 0,0674 0,9326
D16S539 0,7528 0,0801 0,9199
D2S1338 0,8668 0,0287 0,9713
D8S1179 0,7827 0,0620 0,9380
D21S11 0,8373 0,0368 0,9632
D18S51 0,8722 0,0268 0,9732
D22S1045 0,7056 0,1065 0,8935
D19S433 0,7917 0,0569 0,9431
THO1 0,7616 0,0759 0,9241
FGA 0,8601 0,0314 0,9686
D2S441 0,7313 0,0931 0,9069
D3S1358 0,7453 0,0848 0,9152
D1S1656 0,8813 0,0232 0,9768
D12S391 0,8756 0,0238 0,9762

CIP - Conteudo de informagao polimérfica, PM - Probabilidade de coincidéncia, PD -

Poder de discriminagéao

4.7 PARAMETROS DE PATERNIDADE

O poder de exclusdao combinado foi 0,9999998. Os STRs que apresentaram
maior poder de exclusao foram FGA e D2S1338 (0,748) e menor D22S1045
(0,515). Os STRs com maiores indices de paternidade tipicos foram D2S1338

(4,05), FGA (4,05), D18S51 (3,85) e D12S391 (3,85) (Tabela 6).

O indice de

paternidade combinado calculado a partir dos indices de paternidade tipico resulta

em 6131861,1 que corresponde a uma probabilidade de paternidade acumulada de

99,999984%.
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Tabela 6 — Parametros de paternidade para os quinze STRs incluidos no kit NGM™

em uma amostra populacional do Distrito Federal (n = 462)

Locus Poder de exclusao Inf:llce de’ .
paternidade tipico
D10S1248 0,5650 2,2871
vWA 0,6047 2,5385
D16S539 0,5926 2,4574
D2S1338 0,7480 4,0526
D8S1179 0,6087 2,5667
D21S11 0,6456 2,8519
D18S51 0,7349 3,8500
D22S1045 0,5153 2,0263
D19S433 0,6209 2,6552
THO1 0,5966 2,4839
FGA 0,7480 4,0526
D2S441 0,5379 2,1389
D3S1358 0,5611 2,2647
D1S1656 0,7262 3,7258
D12S391 0,7349 3,8500

4.8 DISTANCIA GENETICA

A tabela 7 mostra as distancias genéticas entre as populagdes estudadas.

Tabela 7 - Matriz da distancia genética de Nei (DA) calculada pelo software DISPAN

a partir das frequéncias alélicas deste estudo e de Raimann e colaboradores (21)

(n = 462)
Brasil CcoO ND N SD S DF
Brasil 0
(010) 0,0114 0
ND 0,0071  0,0206 0
N 0,0166  0,0265 0,0266 0
SD 0,0045 0,0188 0,0123 0,0232 0
S 0,0043 0,0141 0,0152 0,0198 0,0122 0
DF 0,0043 0,0146 0,0098 0,0204 0,0086 0,0078 0
CO - Centro-oeste, ND - Nordeste, N - Norte, SD - Sudeste, S — Sul, DF — Distrito Federal



34

De acordo com a analise de coordenadas principais destas distancias
geneticas o Distrito Federal, a regido Sudeste, Nordeste e o territério nacional foram
agrupados préoximos, e em um mesmo quadrante, sugerindo uma maior semelhanca
geneética (Figura 1). A regido Sul se posicionou a uma distancia intermediaria e em
um outro quadrante. Por fim, as regides Norte e Centro-Oeste se posicionaram mais
distantes, e em quadrantes distintos do agrupamento que inclui o Distrito Federal, o

que sugere uma menor semelhanga genética.

Coordenadas principais (PCoA)

» Centro-Oeste

Coord. 2

®| Sul

Distrito Federal ¢ ¢ Brasil

» Sudeste Norte
» Nordeste

Coord. 1

Figura 1 - Analise de coordenadas principais das distancias genéticas de Nei (DA)
entre as populagdes estudadas. Dados da matriz de disténcia genética (tabela 7)

O dendrograma gerado pelo software Dispan a partir das distancias genéticas
(Figura 2) corrobora com o grafico de coordenadas principais (Figura 1). O Distrito
Federal, Sudeste, Nordeste e Brasil como um todo situam-se na mesma ramificagéo.
O Sul e Centro-Oeste na mesma ramificacdo, mas distantes entre si, sendo que o
Sul esta posicionado préximo ao Brasil como um todo. Por fim, o Norte em uma

ramificagéo distinta e distante das demais.
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Nordeste

Sudeste

Distrito Federal

Brasil

Centro-QOeste

Norte

Figura 2 - Dendrograma gerado pelo software Dispan (método neighbor-joining) a

partir da matriz de distancias genéticas de Nei (DA) das populacdes estudadas
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5 DISCUSSAO

Este trabalho visa descrever as frequéncias alélicas e parametros forenses de
quinze marcadores genéticos do tipo STR, para uma amostra populacional do
Distrito Federal e, além disso, investigar a composigao desta populagao utilizando
como ferramenta o DNA de seus individuos. Os STRs s&o marcadores genéticos
extremamente polimérficos e utilizados para identificagdo humana e investigagédo de
vinculo genético. Recomenda-se o uso de frequéncias alélicas locais para os
calculos envolvidos nestas analises, como probabilidade de coincidéncia e indice de
paternidade.

Entretanto, o Distrito Federal € um territorio artificial inaugurado a 53 anos em
um local até entdo despovoado. Sua populagao fundadora era composta apenas por
imigrantes e, historicamente, as principais migragbes aconteceram da regido
Nordeste e Sudeste (4). Atualmente, o Distrito Federal possui mais de 2.500.000 de
habitantes, e metade destas pessoas nasceram localmente. Este fato reforca ainda
mais a necessidade de se conhecer as frequéncias alélicas da regido.

Ademais, a composi¢cdo da populagao brasileira € complexa (mista) e com
contribuigbes de povos distintos (europeu, nativo americano e africano) e em
diferentes proporgdes. Estudos recentes revelam uma maior contribuicdo dos
nativos americanos para as frequéncias alélicas da regido Norte, africana para o a
regido Nordeste e europeia para as demais (1, 5-7). Assim, o Distrito Federal € uma

populagdo mista formada a partir de populagdes heterogéneas.

5.1 A AMOSTRA POPULACIONAL DO ESTUDO REPRESENTA A POPULAGCAO
DO DISTRITO FEDERAL

Neste estudo, a amostra populacional do Distrito Federal foi originada a partir
dos individuos que procuraram um laboratério clinico local, para realizagdao de
exame de vinculo genético de paternidade. Assim, trata-se de uma amostragem de
conveniéncia. O banco de dados de STRs do laboratério foi analisado e as
frequéncias alélicas e parametros forenses foram descritos em um contexto

populacional e de forma agregada conforme aprovado pelo comité de ética. Por isto,
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foi necessario comparar a distribuicdo do local de nascimentos (macrorregides) dos
individuos incluidos no estudo com a distribuicdo de naturalidade da populacéo
relatada no Censo 2010. N&o foi observado diferenga significativa nesta analise e
conclui-se que a amostra populacional utilizada nessa investigagao representa a
populagdo do Distrito Federal. Em ambas populagcbes a maior parte dos individuos

era nascida no proprio Distrito Federal, seguidos das regides Nordeste e Sudeste.

5.2 FREQUENCIAS ALELICAS

Os quinzes marcadores genéticos avaliados foram: D10S1248, D22S1045,
D2S441, D1S1656, D12S391, D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11, FGA, THO1 e vVWA. Suas frequéncias alélicas se encontram na
tabela 2 e, atualmente, sdo as utilizadas na rotina do laboratério clinico que as
originou, em substituicdo as do territério nacional, outrora utilizadas (21). Portanto, o
presente estudo € de grande relevancia por caracterizar uma amostragem
significativa (462 individuos) e especifica do territorio. Assim, as frequéncias alélicas
locais descritas neste trabalho agregam maior confianga estatistica aos calculos

forenses e de vinculo genético.

5.3 PARAMETROS FORENSES

A diversidade genética dos marcadores foi primeiramente investigada por
meio da heterozigose esperada e observada. Estes parametros foram maiores que
70% para todos os loci, o que confere a populagdo gendtipos diversificados e,
consequentemente, maior capacidade do conjunto de STRs em diferenciar
individuos. Ademais, os valores esperados e observados foram proximos sugerindo
auséncia de problemas inerentes a técnica de PCR e endogamia na populagéo.

Em seguida, a analise do equilibrio de Hardy-Weinberg revelou que todos os
loci analisados apresentavam-se estaveis ao longo das geragoes, exceto o D2S441
(p = 0,011). Entretanto, a significancia foi perdida apds correcdo de Bonferroni para
analises multiplas, ja que o valor de P para todos os loci sdo analisados
simultaneamente pelo software Arlequin. Nestas circunstancias, o conjunto de STRs

analisados esta em equilibrio de Hardy-Weinberg tornando possivel seu uso em
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teste de paternidade e identificagdo humana. Ademais, Rodenbusch e colaboradores
ao investigarem a populagao do Rio Grande do Sul (n = 353) também notaram que o
marcador D2S441 estava em desequilibrio (p = 0,022) (22). Pontes e colaboradores
ao estudarem a populagdo do Norte de Portugal (n = 213) constataram esse mesmo
dado (p = 0,008) (16). No entanto, ao analisar a populagao brasileira total (n = 835),
Raimann e colaboradores evidenciaram equilibrio (p = 0,68) (21), talvez em
decorréncia do maior tamanho amostral. Em todos os casos supracitados o kit
NGM™ utilizado foi o mesmo deste trabalho.

O teste para desequilibrio de ligagdao entre VWA e D12S391 mostrou
independéncia entre os dois loci. Os achados corroboram com outros quatro estudos
(11, 15, 21, 43), e supde-se que essa independéncia seja em consequéncia das
elevadas taxas de mutacao destes STRs ou presencga de um sitio de recombinagao
entre os loci apesar da proximidade (11).

O conteudo de informacao polimorfica, probabilidade de coincidéncia e poder
de discriminacdo sao parametros forenses relacionados. O locus que apresentar
maior conteudo de informac&o polimérfica, ou seja maior numero de alelos
encontrados, também sera o com menor probabilidade de coincidéncia e maior
poder de discriminacdo. Dois dos novos loci recomendados pelo comunidade
forense europeia (D1S1656 e D12S391) encontram-se entre os cinco com maior
conteido de informagdo polimérfica no kit NGM™, juntamente com (D18S51,
D2S1338, e FGA). Portanto, s&o loci altamente polimérficos e recomendados
também para a populacdo do Distrito Federal.

Por motivo de comparagao, os parametros forenses dos conjuntos de STRs
(kits) sdo normalmente descritos e comparados de forma combinada. Os indices de
probabilidade de coincidéncia combinada e poder de discriminacdo combinado,
juntamente com os parametros de paternidade, esclarecem as caracteristicas
analiticas do kit. Assim, na populagcdo do Distrito Federal, a probabilidade de
coincidéncia combinada (probabilidade de ocorréncia de 02 perfis de DNA idénticos
ao acaso) é 4,85 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°®
(44). Assim, é 2,2 x 10" (220 bilhdes) vezes mais provavel ganhar na megasena do
que encontrar dois individuos com o mesmo gendtipo ao acaso utilizando o conjunto

de quinze STRs deste trabalho.
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Raimann e colaboradores demonstraram que a probabilidade de coincidéncia
do kit NGM™ na populagdo brasileira é de 4,0 x 10?°, assemelhando-se ao dado
obtido neste trabalho, pois estdo dentro da mesma ordem de grandeza (21). Os
outros dois kits comerciais mais utilizados na populacao brasileira descreveram que
a probabilidade de coincidéncia combinada é de 1,15 x 107 (Identifiler™ — Life
Technologies) e 2,08 x 107 (PowerPlex® 16 - Promega), respectivamente (45, 46).
Apesar de pouca disparidade no desempenho desses ensaios comerciais, nota-se
que o NGM" apresenta menor valor de probabilidade de coincidéncia que os demais
kits.

Neste estudo, o poder de discriminagdo combinado, ou seja, probabilidade de
diferenciar individuos escolhidos aleatoriamente, foi de 0,99999999999999999995
ou 99,999999999999999995% (18 casas apos a virgula). Para facilitar a
compreensdo, quanto mais proximo de 100%, melhor a capacidade de
diferenciagdo. Raimann e colaboradores ao analisar a populacédo brasileira total
obteve 99,99999999999999996% (17 casas apos a virgula) (21). Este parametro
para o kit PowerPlex® 16 também na populacdo brasileira total &
99,99999999999999997% (17 casas apOs a virgula) (46) e para o Identifiler™ &
99,9999999999999998% (16 casas apds a virgula) (45). O kit NGM™ na populagédo
do Distrito Federal apresenta parametros forenses melhores que o Identifiler™, o
PowerPlex® 16, e inclusive o préprio kit na populacéo brasileira como um todo.

5.4 PARAMETROS DE PATERNIDADE

O poder de exclusao combinado obtido neste trabalho € de 0,9999998 ou
99,99998%, valor idéntico ao obtido por Raimann e colaboradores (99,99998%)
(21). Para os kits Identifiler™ e o PowerPlex® 16 na populagéo brasileira o valor do
poder de exclusdo acumulado é 99,99992% (45) e 99,99995%(46), respectivamente.

Faz-se necessario esclarecer as diferencas entre o poder de exclusdo e o
poder de discriminacdo. Pois, sdo os dois parametros que resumem as
caracteristicas analiticas dos kits para identificacdo humana. O poder de exclusao é
a capacidade do conjunto de STRs excluir um individuo falsamente acusado em um
teste de paternidade. O poder de discriminagdo € a capacidade do conjunto de STRs

diferenciar um individuo do outro. Para discriminar um individuo de um outro
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compara-se o genoma diploide, ou seja, os gendtipos completos (os dois alelos para
o locus). Por outro lado, o poder de exclusao considera o genoma haploide, ou seja,
a presenga ou auséncia do alelo paterno obrigatério e diferentes gendtipos podem
conter o alelo paterno obrigatério. Por isto, o poder de exclusdo normalmente é
menor que o poder de discriminacgao.

Extrapolando o conceito de indice de paternidade combinado para os indices
de paternidade tipicos obtém-se o valor de 6131861,1, o qual corresponde a uma
probabilidade de paternidade acumulada de 99,999984%. Sendo esses os valores
tipicos que seréo obtidos na rotina diaria. Lembrando que o indice minimo aceitavel
é de 10.000 que corresponde a 99,99% (39). A mesma extrapolagao para o trabalho
de Raimann e colaboradores resulta em 6157696,78, o qual corresponde a
99,999983% (21). Ja para o trabalho de Aguiar e colaboradores (PowerPlex® 16) foi
obtido o valor de 2221267,4, o qual corresponde a 99,999955% (46). Portanto,
parametros praticamente idénticos nestas descricdes.

Conclui-se que o kit NGM™ na populacdo do Distrito Federal apresenta
parametros de paternidade os quais atendem as exigéncias das sociedades

forenses.

5.5 DISTANCIA GENETICA

A formacgao recente e ndo-natural do territorio faz do Distrito Federal um
importante objeto de estudo antropologico e genético, por se tratar de uma
populagcdo jovem e originada de migragdes. Historicamente, sabe-se que as
principais migragdes ocorreram do Nordeste e do Sudeste. Entretanto, este estudo
de frequéncias alélicas permite a comprovacgao deste dado a partir de uma evidéncia
cientifica, no caso, genética. As distancias genéticas de Nei (DA) foram calculadas a
partir das frequéncias alélicas descritas por Raimann (21) e as originadas neste
trabalho. Como os valores das distancias correspondem a comparagcdo das
populag¢des aos pares, o formato da matriz dificulta a visualizagao e a interpretagao
dos resultados. Por isto, usa-se o grafico de coordenadas principais e/ou
dendrograma. A comparagao entre as duas representagdes graficas revela uma

concordancia completa.
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Os resultados indicam que a populagdo do Distrito Federal € mais préxima
geneticamente do Brasil, Sudeste e Nordeste. Resultado que corrobora com as
descricdes historicas e também com os locais de nascimento conforme o Censo
populacional (3). A regido Sul apresenta-se com uma semelhanga menor quando
comparada com Nordeste e Sudeste. Interessantemente, o Centro-Oeste local onde
o territorio foi construido posicionou-se relativamente distante, o que sugere uma
menor semelhanga genética com o Distrito Federal quando comparado com
Sudeste, Nordeste e o Sul. Por fim, a regido Norte se posicionou distante de todas
as demais regides. Este resultado corrobora com a descrigdo de que a mistura entre
o nativo americano, africano e europeu ocorreu em diferentes propor¢des nas cinco

macrorregides (1, 5-7).
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6 CONCLUSAO

As frequéncias alélicas, os parametros forenses e de paternidade revelam
que AmpFISTR® NGM™ é um sistema genético altamente informativo para a
populagao do Distrito Federal. O poder de discriminagao combinado e o poder
de exclusdo combinado foram 99,999999999999999995% e 99,99998%,
respectivamente.

O Distrito Federal € geneticamente mais proximo das populagdes do Sudeste,
Nordeste e Brasil como um todo do que das populagdes do Sul, Centro-Oeste
e Norte.
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Abstract The Federal District (Brazil) was created in 1960 in
the Central-West Region of Brazil in a previously unpopulated
area. In 2010, this artificially founded district was populated
by 2,562,963 inhabitants. In this study, the genetic variations
of the 15 Next Generation Multiplex (NGM™) short tandem
repeat loci were analyzed. The results indicate that the
NGM™ is a highly informative genetic system in this popu-
lation, which is more similar to the southeastern, northeastern,
and overall Brazil populations. 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.

Keywords Short tandem repeats - Brazil - Brasilia - Federal
District (Brazil) - NGM™ . Forensic genetics

Brazil is a continental country divided into five macroregions:
North, Northeast, Central-West, Southeast, and South [1].
Brazil’s Federal District and Brasilia, the actual federal capital,
were founded on April 21, 1960 based on a desire to transfer
the federal capital from Rio de Janeiro to the center of the
country. The Federal District and Brasilia were built in only
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4 years in previously unpopulated territory in Brazil’s Central-
West Region as a result of the efforts of President Juscelino
Kubitschek, together with the architect Oscar Niemeyer, the
urbanist Lucio Costa, and thousands of civil workers, known
as “candangos” [2]. According to the most recent National
Survey Inquiries in 2010, the Federal District population was
comprised 0f 2,562,963 inhabitants; 54 % of people were born
locally, and the remaining 46 % were immigrants from the
other Brazilian macroregions: North (2 %), Northeast (23 %),
Central-West (6 %), Southeast (13 %), and South (2 %) [3].
Brazil was colonized by Portugal, and the admixture of Native
Americans, Africans, and Europeans occurred in different
proportions among the five macroregions [4]. In this work,
we investigated the forensic efficiency parameters and the
genetic polymorphism of 15 short tandem repeat (STR) loci
(D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656, D12S391,
D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11, FGA, THO1, and vWA) in individuals
from Brazil’s Federal District. To this end, anonymized STR
profiles of 462 unrelated adults (230 females and 232 males)
residing in the Federal District were retrieved from the Sabin
Laboratory paternity testing results database; 49.57 % of these
people were born locally, and 50.43 % immigrated from other
Brazilian macroregions. The complete distribution of birth-
place for all participants, given in Table S1, was similar to the
distribution in the 2010 National Survey Inquiries (chi-
squared=7.641, df=5, p=0.17). The allele frequencies and
forensic parameters were analyzed and described in a popula-
tion context (aggregated form). The University of Brasilia
Health Science Faculty Ethical Committee approved this stud-
y and waived the need for specific informed consent (protocol
165/12). This paper follows the guidelines for the publication
of population data requested by the journal [5], and Sabin
Laboratory is 1SO9001/2008-certified and participates in
GHEP/ISFG proficiency testing. For routine kinship analysis,
blood samples were collected from the ring finger tip on a
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Whatman® FTA™ paper card. DNA was purified from blood
spots using the paper card manufacturer’s protocols. A total of
0.5-1.0 ng of DNA, contained in a 1.2-mm punch, was
amplified in one multiplex reaction using an AmpFISTR®
NGM™ PCR kit in a GeneAmp 9700 PCR System. The
PCR products were detected in a 3500 Genetic Analyzer,
and the alleles were assigned using GeneMapper® ID-X soft-
ware, v.1.2 (all from Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). The allele frequencies, Hardy—Weinberg equilibrium
deviation, and linkage disequilibrium between the syntenic
loci vWA and D12S391 were calculated using Arlequin soft-
ware, v.3.5 [6]. The polymorphism information content, pow-
er of discrimination, power of exclusion, matching
probability, typical paternity index, expected heterozygosity,
and observed heterozygosity were calculated using
PowerStats v.1.2 [7]. Nei’s genetic distances and dendrograms
(neighbor-joining method) were computed using DISPAN
software [8]. The principal coordinate analysis implemented
in GenAlEx v.6.5 was also used to visualize the patterns of
genetic relationships in the Nei’s genetic distances matrix [9].
No significant deviation from the Hardy—Weinberg expecta-
tions were found, except for the locus D2S441 (p=0.011).
However, the deviation of this locus was not significant after
applying the Bonferroni correction for multiple analyses. No
significant evidence of linkage disequilibrium was observed
between VWA and D12S391. The allele frequencies and the
population statistics parameters are given in Table S2. In
summary, for all STR, the combined matching probability
was 4.85x1072°, the combined power of discrimination was
0.999999999999999999951, and the combined power of ex-
clusion was 0.9999998. The genetic distances (Table S3) were
estimated for the populations of the Federal District, the five
macroregions, and Brazil as a whole [4], and all STR markers
were included in the analysis. Principal coordinate analysis
(Fig. S1) and the dendrogram (Fig. S2) showed that the
Federal District allele frequency was comprised of clusters
corresponding to the Southeast and Northeast Regions and
Brazil as a whole. Moreover, the Federal District assumes an
intermediate position relative to the South Region and is quite
distant from the North Region and even the Central-West
Region, where the territory is located. This result is in keeping
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with the population composition reported in the 2010 National
Survey Inquiries, in which most immigrants were from the
Northeast and Southeast Regions.
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Frequéncias alélicas de 15 short tandem repeats autossémicos em uma
amostra populacional do Distrito Federal (Brasil) - um territério que surgiu do
nada para a realidade. (Trabalho selecionado para apresentagdo oral no
40°Congresso Brasileiro de Analises Clinicas em 2013).

T. Santa Rita', C. Chianca’', L. Abdalla®, S. Costa®, C. Sousa?, G. Barra.
1- Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazil, 2- Laboratério Sabin, Brasilia, Brazil.

Introducéo:

O Distrito Federal do Brasil e de Brasilia, a atual capital federal, foi fundado em 21
de abril de 1960 a partir do desejo de transferir a capital federal do Rio de Janeiro
para o centro do pais. Em 2010, a populagao do Distrito Federal € composta de
2.562.963 habitantes, 54% das pessoas nasceram localmente e os 46% restantes
eram imigrantes de outras macrorregides brasileiras. O teste de paternidade esta
progressivamente a tornar-se um teste de laborat6rio clinico. Esta analise é feita
com base na existéncia ou n&o de alelos short tandem repeats (STR) que sao
compartilhados entre a crianga e o suposto pai. Se tiver inclusao de paternidade ha
duas possibilidades: o suposto pai € o pai biolégico ou, devido ao acaso, ele tem um
perfil idéntico de STR do verdadeiro pai biolégico. A possibilidade de dois individuos
nao aparentados possuirem perfis de STR idénticos pode ser determinada
estatisticamente (Random match probability). Neste trabalho, investigamos as
frequéncias alélicas e os parametros forenses de 15 loci STR autossémicos na
populagao do Distrito Federal.

Material e Métodos:

Através da analise retrospectiva de nosso banco de dados de resultados do
laboratorio, recuperamos os perfis de STR de 462 adultos ndo relacionados (230
mulheres e 232 homens) envolvidos em testes de paternidade realizados entre Maio
de 2011 e Outubro de 2012. Todos os perfis foram de individuos que residem no
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Distrito Federal. As frequéncias alélicas, desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg,
conteudo de informacgao polimorfica, poder de discriminagao, poder de exclusao,
random match probability, indice tipico de paternidade, e as distancias genéticas de
Nei para outras populagbes das macrorregides brasileiras foram calculados para os
15 STRs incluidos no AmpFISTR® NGM™ (Applied Biosystems). O comité de ética
da Universidade de Brasilia aprovou este estudo.

Resultados:

Nenhum desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi encontrado. Para
todos os STRs, a random match probability combinado foi de 4,85 x 10?°, o poder de
discriminagdo combinado foi 0,999999999999999999951, e o poder de exclusao
combinado foi 0,9999998. O maior indice de paternidade foi 4,0526 para D2S1338 e
FGA e o menor foi de 2,0263 para D22S51045. As distancias genéticas de Nei
mostraram que a populagéo do Distrito Federal foi agrupada em um cluster
composto por Sudeste, Nordeste e populagdes do Brasil. Assim, o Distrito Federal
assume uma posicao intermediaria em relagdo ao Sul, e € muito distante do Norte e
até do Centro-Oeste, onde o territorio esta localizado.

Concluséo:

Os 15 loci STR estudados s&o um sistema genético altamente informativo para a
populacao do Distrito Federal. Além disso, as disténcias genéticas encontradas
foram adequadas para a composi¢cao da populacido de acordo com o Inquérito de
Pesquisa Nacional em 2010, em que a principal proporgao de imigrantes no Distrito
Federal era do Nordeste e Sudeste. As frequéncias alélicas descritas aqui serao
usadas nos casos de rotina.

EDTA-mediated inhibition of nuclease protects cell-free fetal DNA from ex-vivo
degradation in blood samples. (Trabalho premiado pela Research in Molecular
Pathology Division no congresso American Association for Clinical Chemistry em
2013).

J. Vasques1, T. Santa Rita2, C. Chiancaz, L. Velasco1, L. Abdalla1, S. Costa1, G.

Barra1

Brazil?

. Laboratorio Sabin, Brasilia, Brazil1; Universidade de Brasilia, Brasilia,

Background:

The cell-free DNA (cfDNA) in bloodstream is becoming an important analyte. Several
studies have shown that its measurement is useful for monitoring patients with
cancer and other health conditions. Moreover, the fetal cfDNA in the maternal
circulation is currently the method of choice for non-invasive determination of fetal
genetic traits. However, cfDNA is unprotected and it may be susceptible to known
blood high nuclease activity. In this study, we use Y chromosome-specific sequence
(DYS-14) levels in maternal serum and EDTA-plasma to investigate the ex-vivo
impact of this nuclease activity on cfDNA quantity.
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Methods:

This study used banked (-20°C) EDTA-plasma and serum paired samples (n=34)
from women with a male fetus (gestational age, 12 + 4 weeks). Informed consent was
obtained from all participants and institutional review board approved the study.
Experiments were done with sets of 9-10 paired samples, except the -20°C/4°C/24°C
assay (EDTA- plasma and serum sample were not paired). Nucleic acid extraction
was performed by using Nuclisens easyMAG (bioMerieux). DYS-14 assays were
performed on a StepOne Real-time PCR Systems (Applied Biosystems) by using of
hydrolysis probe chemistry and absolute quantification. The results were shown as
median (Genomic Equivalents/mL). Statistical analyses were Wilcoxon's test or
Friedman's test. For exogenous nuclease assay samples were treated or not with
25U of DNase | (Fermentas) for 1 hour at 37°C before DYS-14 assay. For
endogenous nuclease assay a hydrolysis probe and a passive reference (ROX) were
added to the crude serum or EDTA-plasma, fluorescence increase were measured
for 10 hours at 37°C in the Real-time PCR System. For serum nuclease inhibition
assay a serial dilution of EDTA from 0.000005 to 50 mM was used.

Results

DYS-14 quantity was higher in EDTA-plasma than in serum (24.77 versus 18.13
GE/ml, P=0.0137). This difference increased after specimen exposure to 37°C for 24
hours, 22.22 GE/ml for EDTA-plasma versus 5.18 GE/ml for serum, P=0.002. Next,
the samples were subject to -20°C, 4°C or 24°C for 24 hours and no difference was
observed on DYS-14 concentration in EDTA-plasma, 36.24, 38.02 and 37.31 GE/ml
(p=0.328), respectively. In serum, DYS-14 concentration was reduced at 24°C (11.60
GE/ml) compared to -20°C (18.65 GE/ml) and 4°C (17.90 GE/ml), p = 0.0002.
Furthermore, DNAse-| treatment did not alter the DYS-14 amount in EDTA-plasma
(untreated 16.07 versus treated 17.57 GE/ml, p=0.42) but completely eliminates it in
serum, (untreated 9.21 versus treated 0.0003 GE/ml, p=0.0039). Additionally,
hydrolysis probe degradation could be detected in serum (12.7-fold) but not in EDTA-
plasma (0.28-fold). Finally, hydrolysis probe and DYS-14 degradation in serum was
inhibited from 0.5 mM of EDTA.

Conclusions

We found that cfDNA is subject to a temperature-triggered degradation in serum but
not in EDTA-plasma. Moreover, exogenous and endogenous nucleases were active
only in serum. EDTA probably by chelation of divalent ions inhibits blood nucleases
conferring an ex-vivo protection to cfDNA. Ultimately, we developed a real-time
fluorescence method to detect nuclease activity in clinical samples.
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Comparison of four commercial assays for human papillomavirus detection in
consecutive clinical laboratory samples including men and women. (Trabalho
selecionado para apresentagdo oral no congresso American Association for Clinical
Chemistry em 2013).

T. Santa Rita', M. Caixeta?, C. Chianca', L. Velasco?, L. Abdalla?, S. Costa?, G.
Barra®. "Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazil, °’Laboratorio Sabin, Brasilia, Brazil,

Background:

Currently, there are several commercial assays for Human Papillomavirus (HPV)
detection. However, there are substantial differences between their proposals, such
as genotypes detected, methodology, and viral genomic target region that confer
unique analytical performances for each one. Here, we compare four commercial
HPV assays in consecutive samples from our HPV detection routine that’s include
1/3 of men and 2/3 women.

Methods:

The assays were Hybrid Capture (HC2-Qiagen), Papillocheck (Greiner-bio-one),
Clart-HPV2 (Biomerieux), and Real-Time High-Risk HPV (Abbott-PCR). Ninety two
(61 women and 31 men) consecutive genital samples were included. Requesting
physician performed the samples collections in Specimen Transport Medium
(Qiagen). Results were shown as HPV positivity (any HPV detected) and High-Risk
HPV positivity (at least one HR-HPV detected). Statistical analysis were chi-square
test and Cohen’ Kappa agreement coefficient. In divergence investigation, fail was
characterized by a negative result in a sample classified positive in any other
method, except if the genotype was not detected by the method.

Results:

The overall concordance was 78.7% for women and 45.2% for men. HPV positivity
was 19.7, 24.6, 27.9 and 27.9% (P=0.69) in women and 29.0, 58.1, 67.7 and 32.3%
in men (P=0.0035) for HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR, respectively.
HR-HPV positivity was 18.0, 19.7, 24.6 and 27.9% (P=0.58) in women and 22.6,
38.7, 48.4 and 32.3% in men (P=0.18) for HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and
Abbott-PCR, respectively. The concordance and kappa between each method are
shown in Table 1. HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR fail in 13.1, 9.8,
8.2 and 0% of the samples in women and in 35.5, 12.9, 3.2, and 12.9% in men,
respectively. Not detected genotype account for 8.2% and 19.3% of the divergence in
women and men, respectively.
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Conclusion:

For women, HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR shown similar analytic
performances. For men, Papillocheck and Clart-HPV2 shows better analytic
performance than HC2 and Abbott-PCR.

Table 1.The concordance (%) and kappa between each HPV assay

HPV Detection HR HPV Detection
Method 1 Method 2 Agreement Kappa | Interpretation | Concordance | Kappa Conclusion
(%) (%)
HC2 Papillocheck 91.80 0.763 Good 93.44 0.778 Good
Women HC2 Clart-HPV2 91.80 0.776 Good 93.44 0.806 Very Good
HC2 Abbott-PCR 85.25 0.597 Moderate 90.16 0.726 Good
Pappilocheck Clart-HPV2 86.89 0.662 Good 90.16 0.709 Good
Pappilocheck | Abbott-PCR 83.61 0.577 Moderate 88.52 0.686 Good
Clart-HPV2 Abbott-PCR 90.16 0.755 Good 93.44 0.831 Very Good
Method 1 Method 2 Concordance Kappa Agreement Concordance | Kappa Agreement
(%) (%)
HC2 Pappilocheck 70.97 0.456 Moderate 83,87 0.632 Good
HC2 Clart-HPV2 48.39 0.101 Poor 67,74 0.343 Fair
HC2 Abbott-PCR 77.42 0.469 Moderate 83,87 0.599 Moderate
Pappilocheck Clart-HPV2 77.42 0.521 Moderate 83,87 0.668 Good
Pappilocheck | Abbott-PCR 74.19 0.512 Moderate 90,32 0.786 Good
Clart-HPV2 Abbott-PCR 64.52 0.37 Fair 83,87 0.674 Good

HCV genotype distribution and determination of others variables releted to the

virus by assessing a clinical laboratory results database. (Congresso American

Association for Clinical Chemistry em 2012).

G. B. Barra'?, C. F. Chianca?®, T. H. Santa Rita®, P.G.G. Costa, W.L.P. Vivas®, P.O.S.
Almeida®, L.F.R. Velasco', L.F. Abdala’, S.S.S. Costa’.

'Laboratério Sabin de Analises Clinicas, Brasilia, Brasil: 2Universidade de Brasilia,

Brasilia, Brasil; *Universidade Tiradentes, Aracaju, Brasil

Introduction

In 2011, FDA announced a recall of an in vitro nucleic acid amplification test for the

quantitation of HCV RNA that has been shown to under-quantitate a subset of
genotype 4 in patient specimens by approximately 1.0-1.5 log 10 in the absence of
any sequence mismatches. The distribution of these test include your country. As the
HCV genotype has significant geographic variation, this recall encorage us to
determine the prevalence of HCV genotypes and others variables releted to the virus
by assessing our clinical laboratory results database, and evaluate the possible
impact of this under-quantitation in our region.

Methods
Through retrospective analysis of our HCV genotyping database, we assessed the
samples results between January 2005 and September 2011. 480 samples were
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analyzed, 394 (82%) genotypes were determined and 86 (17.9%) had negative
results (no genotype detected). Of these, 280 (58,2%) perform quantitation of HCV
RNA in the same day. The genotype prevalences and RNA quantification were
identified and presented by gender and age group <50 years (n=162) and =50 years
(n=118). HCV genotyping was performed by three different techniques in the
analyzed period, PCR-RFLP, reverse hibridization, and RT-qPCR, they were also
compared.

Results

The obeserved genotype distribution was HCV-1 288 (73%), HCV-3 91 (23%), HCV-
213 (3.2%), and HCV-4 2 (0.5%). The genotypes HCV-6 and HCV-5 were not found.
The three techniques show related capabilities, since they result in similar genotypic
distributions frequency (p=0.98). The average viral load was 6.11 log 10 copies/ml
and did not differ with genotype (p=0.48), or gender of the patient (p=0.54). By
separating the sample into age groups <50 and = 50 years the average viral load was
6.13 and 6.41 log10 copies/ml (P=0.032) respectively.

Conclusion

In this study we noted that the distribution of HCV in our samples is HCV-1, HCV-3,
HCV-2 and HCV-4. The genotype 4 is rare in our region, as was found in only two
individuals, or 0.5% of samples in six and half years. Thus, the impact of under-
quantitation in our region would be minimal. When comparing the different
techniques used for molecular genotyping showed that all three techniques (RT-
gPCR real-time Reverse Hybridization and PCR-RFLP) have similar capabilities to
determine the genotypes. With respect to viral load, no difference was observed
between genotypes, or in genotypes according to gender, nor in the genotypes
according to age. However, the group aged = 50 had a mean viral load significantly
greater than <50.

Paternity inclusion and exclusion in different types of genetic kinship
investigations conducted in a clinical laboratory of the Federal District (Brazil).

(Congresso American Association for Clinical Chemistry em 2012).

C. Chzianca1, T. Santa Rita', J. Vasques?, L. Abdalla®, S. Costa®, C. Sousa?, G.
Barra“.

'Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazil; 2Laboratorio Sabin de Analises Clinicas,
Brasilia, Brazil.

Background:

The paternity test is progressively becoming a clinical laboratory test. This analysis is
based on comparing at least fifteen short tandem repeat (STR) DNA markers
between the child and alleged father, in the presence or absence of the biological
mother, which classifies the exam in trio or duo, respectively. The incompatibility in
three or more STRs characterizes a paternity exclusion. The compatibility between
all regions characterizes a paternity inclusion. The description of the types of cases
(duo/trio) and results (inclusion/exclusion) in clinical laboratories are scarce. In this
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work, these parameters were evaluated retrospectively after eighteen months of
implementation of this test in our laboratory.

Methods:

Through the retrospective analysis of our database, we assessed the genetic kinship
investigations performed between May 2011 and October 2012. Nine hundred and
fourteen investigations were conducted, all involving individuals residing in Brazil's
Federal District. The type of case, the conclusion and their distribution over the
months were recorded and presented as absolute and/or relative frequency and
mean + standard deviation, when appropriate. The chi-square test was used to
compare the obtained ratios. University of Brasilia ethical committee approved this
study.

Results:

Out of a total of 914 paternity cases, the trios occurred in a higher prevalence
compared to duos, 596 (65.2%) versus 318 (34.8%). Moreover, the inclusions were
more prevalent than exclusions, 610 (66.7%) versus 304 (33.3%). Besides that, the
proportion of inclusion/exclusion were similar between trios and duos, 201 (33.72%)
exclusions for trios and 103 (32.39%) exclusions for duos (p=0.68). Furthermore, the
inclusion/exclusion and trio/duo proportions remained homogeneous in the eighteen-
month studied period, 34.78 + 6.78% for exclusions (p = 0.45) and 34.72 + 5.26% for
duos (p = 0.97).

Conclusion:

In paternity testing, the trios were more frequent than duo. This result can be
explained by the fact that trio has lower complexity analysis than duo, because the
alleles not transmited from mother are determined with precision, making it a test
cheaper than duo. Furthermore, the paternity inclusion is the most prevalent result
type and the inclusion/exclusion proportion observed in this study is similar to that
reported by forensic laboratories (32%). Moreover, the homogenity in
inclusion/exclusion and trio/duo proportions suggest that these parameters
associated with paternity testing remain similar over time.

Distribution of genotypes/species of hpv in penile lesions biopsies (Congresso

American Association for Clinical Chemistry em 2012).

Gustavo Barcelos Barra', Ticiane Henriques Santa Rita?, Maria Cecilia Sant’ Anna
Soares Borges Caixeta', Camilla Figueiredo Chianca?, Wanessa Lordélo Pedreira

Vivas?, Patricia de Oliveira Santos Aimeida?, Lara Franciele Ribeiro Velasco', Lidia
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Introduction
Investigations on the human papillomavirus (HPV) are mostly focused on women.
However, HPV infection in men and its consequences are not completely
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understood. The limited studies available suggest that the virus prevalence in men is
high, and that they are the spreader of the infection. Thus, the aim of this study was
to describe the HPV infection in penile lesions by comparing the results of biopsies
with viral genotyping.

Methods

Through retrospective analysis of our laboratory results database, we assessed
patients who had undergone biopsies and HPV genotyping in penile injury on the
same day, between February 2009 and May 2011. Forty-three samples met this
condition. Next, we evaluated the prevalence of HPV genotypes/species, and
concordance between the two methodologies. In addition, we correlated the different
cytological abnormalities evidenced by biopsy (exophytic lesion, hyperkeratosis,
parakeratosis, irregular acanthosis, papillomatosis, hypergranulosis, coilocitotic
atypia, keratinization and hyperplasia and loss of basal polarity) with the presence of
the virus, the type of infection (simple and multiple) and its oncogenicity (high and
low risk). The average age of patients was 30.3 + 7.9 years, and genotyping was
performed by PapilloCheck (Greiner Bio-One), which evaluates 24 different HPV
types (18 high risk and 6 low risk).

Results

Genotyping demonstrated that 72.1% of penile lesions were positive for HPV. Among
these, 38.7% were single infections and 61.3% multiple infections. Of 68 found
viruses, 57.3% were low risk, 42.6% high risk, and the five most prevalent genotypes
were 6 (25%), 11 (13.2%), 42 (10.3%), 39 (5.9%) and 44/55 (5.9%). When we
grouped the genotypes in species, A10 was the most prevalent (44.1%), consisting of
low-risk genotypes, followed by A7 (14.7%) consisting of high-risk genotypes.
However the biopsy demonstrated that 65.1% of the penile lesions showed cellular
changes suggestive of viral infection. Thus, the agreement among the two methods
was 69.6% (P = 0.078). The cellular changes associated with HPV were
hyperkeratosis (P = 0.003), irregular acanthosis (P = 0.003) and papillomatosis (P =
0.037). The Koilocitétic atypia was close to significance (P = 0.09). In addition, we
observed that parakeratosis (P = 0.046), koilocitétic atypia (P <0.0001), hyperplasia
(P =0.024) and loss of basal polarity (P = 0.024) are more prevalent in multiple
infections than in simple. However, we found no association between virus
oncogenicity and cytological alterations.

Conclusion

In penile lesions for HPV positivity is high, multiple infections surpass the simple, and
the genotypes/species of low risk are the most prevalent. The correlation between
biopsy and genotyping is not complete, suggesting the presence of HPV types not
covered by the genotyping test run, and the presence of the virus in the form of
subclinical lesions. On the other hand, the association among the multiple infections
and some types of cellular changes indicate the need for the presence of more than
one type of viruses for its appearance in men. Thus, it is noted that important
information about HPV infection in men could be extracted by analyzing a database
of a clinical laboratory.
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HPV infection pattern and genotype distribution in cervical cytology and in
penile lesion biopsies. (Congresso American Association for Clinical Chemistry em
2012).
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Background

Investigations on the human HPV are mostly focused on women. However, HPV
infection in men and its consequences are not completely understood. The aim of
this study was to describe the HPV infection pattern and genotypes distribution in
cervical cytology and in penile lesions biopsies by assessing our clinical laboratory
results database.

Methods

We assessed patients who had undergone cervical cytology/penile lesion biopsies
and HPV genotyping on the same day, between February 2009 and May 2011. 1731
women and 43 men samples met this condition. Positivity, type of infection,
oncogenicity, and genotypes were identified and presented. In addition, we
correlated these parameters with different cytological abnormalities evidenced by
cytology (Bethesda system), or by biopsy. Genotyping was performed by
PapilloCheck (GreinerBio-One).

Results

Positivity were 38,37% and 72.1% for cervical cytology and penile lesions,
respectively. Multiple infections account for 41,5% in cervical cytology, and 61.3% in
penile lesions. Of 1311 found viruses in cervical cytilogy, 73,7% were high risk, and
of 68 found viruses in penile lesion 42.6% were high risk. In cervical cytology,
positivity (P<0,0001) and high risk genotypes (P=0,0087) increased with the degree
of cell injury. Moreover, the seven most common genotypes in normal cervical
cytology were 16/56/44/53/6/39/42, in ASC-US 16/52/56/31/53/39/73, in LSIL
16/56/66/68/53/31/51, in HSIL 16/58/73/52/56/39/68, and in penile biopsies,
6/11/42/59/44/31/51. Additionally, hyperkeratosis (P=0.003), irregular acanthosis
(P=0.003), and papillomatosis (P=0.037) were associated with HPV in penile
biopsies. Parakeratosis (P=0.046), koilocitotic atypia (P<0.0001), hyperplasia
(P=0.024) and loss of basal polarity (P=0.024) were more prevalent in multiple
infections than in simple.

Conclusion

There are differences in positivity, multiple infections, and high risk genotypes
prevalence between cervical cytology and penile lesion. Also, proportion of positivity
and high risk genotypes increase with degree of cell injury in cervical cytology. Some
cellular/hystological changes are significantly associated with HPV and multiple
infections in penile lesions.
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