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RESUMO: O DNA extraido a partir de amostras forenses se encontra com frequéncia em estado de degradagéo,
0 que afeta a analise de maneira significativa. Além disso, tais amostras sdo comumente contaminadas com
micro-organismos, de forma que o DNA extraido podera conter grandes quantidades de material genético
nao-humano, levando a um valor superestimado da concentragdo do DNA pelo método padrdo de absorbancia
no UV a 260 nm. A quantificagdo por PCR em tempo real tem sido aplicada para a quantificagdo de DNA
humano em amostras forenses e alguns kits para esse propdsito sdo atualmente comercializados. Nos
descrevemos o desenvolvimento de um sistema para quantificacdo de DNA humano baseado na utilizagcao
de PCR em tempo real para amplificar de forma especifica, e no mesmo tubo, sequéncias presentes nos
cromossomos autossémico e Y humanos. A metodologia utiliza “quenchers” BHQ ligados covalentemente a
um oligonucleotideo genérico (antiprimer), capaz de parear com os primers fluorescentes livres de cada um
dos alvos e inibir suas fluorescéncias. A fluorescéncia aumenta a medida que os produtos sdo amplificados,
possibilitando a captagao do sinal pelo equipamento. O sistema também possui um controle interno constituido
por uma sequéncia de DNA sintético, com objetivo principal de indicar a presencga de inibidores da reagéo no
material genético extraido. Nds demonstramos que o triplex em questdao € uma importante ferramenta para
andlises forenses, pois permite saber sobre a quantidade e a qualidade do DNA humano existente em uma
dada amostra antes que 0 mesmo seja empregado nos onerosos sistemas de identificacao humana, tais como
andlises de STRs, SNPs e DIPs.

DESCRITORES: Quantificacao de DNA forense; PCR em tempo real; Identificagdo humana; Inibidores da PCR,;
PCR multiplex.
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INTRODUCAO

Q identificacdo humana por DNA é
comumente baseada na analise de

marcadores moleculares presentes no
genoma conhecidos como “short tandem repeats”
(STRs), “single nucleotide polymorphisms” (SNPs)
e “deletion insertion polymorphisms” (DIPs).
Os marcadores mais utilizados sdao os STRs,
caracterizados por pequenas sequéncias de 2 a
6 nucleotideos repetidas vérias vezes em uma
determinada regido do genoma, chamada de loco.
Estas regibes possuem grande interesse forense,
pois proporcionam a existéncia de uma grande
variabilidade entre os individuos de uma populagéo,
visto que 0 numero de vezes que a sequéncia se
repete é variavel de pessoa para pessoa’. Assim,
com a analise de diferentes locos STRs presentes
no DNA é possivel concluir com mais de 99% de
certeza se determinada amostra bioldgica pertence
ou n&o a um individuo em questao.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
seguida de eletroforese capilar é a técnica utilizada
para identificacdo humana por DNA, uma vez que
possibilita a analise simultdnea de varios locos
STRs. Diversos sistemas de andlise de STRs
estdo disponiveis no mercado e exigem uma
quantidade de DNA inicial entre 0,1 — 2,0 ng por
reacao, sendo a qualidade do DNA usado um fator
determinante para o sucesso do resultado?. Dessa
forma, deve-se considerar que fatores ambientais
como altas temperaturas, o tempo, nucleases e
umidade contribuem para uma rapida degradacéo
do DNA e que a presenca de inibidores da PCR é
muito comum nos vestigios, tais como a melanina
dos cabelos, ureia e a hemoglobina dos eritrocitos,
podendo ser facilmente extraidos juntamente com
0 DNA da amostra 4.

Segundo a “DNA Advisory Board” (standard
9.3), a quantificacago de DNA humano é um
procedimento recomendado para assegurar que
a quantidade de DNA presente em uma amostra
é indicada para a posterior amplificacdo por PCR,
que o DNA extraido é especificamente humano,
e ndo de outra fonte bioldgica, e possibilita que
apenas uma quantidade minima de DNA seja
utilizada para analise. Em geral, a quantificacdo
das amostras de DNA baseia-se principalmente
em dois procedimentos espectrofotométricos: 1)
Absorgcédo de luz UV em comprimento de onda a
260 nm, que permite a identificacdo dos acidos
nucléicos presentes na amostra, mas nao discrimina
o DNA de possiveis contaminagbes com RNA
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provenientes do processo de extracdo, resultando
muitas vezes em um valor superestimado®; 2)
Utilizagdo de substancias fluorescentes capazes
de intercalar em DNA dupla-fita, mas ndo DNA
simples-fita ou RNA. Nesse caso, o DNA ¢é
analisado em comprimento de onda no espectro
visivel e a sua concentracdo na amostra é obtida
com mais alto grau de certeza. Em contrapartida,
mesmo sendo especifico para moléculas de DNA
dupla-fita, esse procedimento ainda pode gerar um
valor superestimado de concentracdo, uma vez que
néo discrimina o DNA humano daquele proveniente
de microorganismos contaminantes comumente
presentes nas amostras. Além disso, o estado de
degradacdo da amostra, bem como a presenca
de possiveis inibidores capazes afetar a reacéo
da PCR nao podem ser avaliados através dessas
técnicas de espectrofotometria.

A correta quantificacdo do DNA de uma
amostra forense permite reduzir custos e agilizar o
processo de emissdo do resultado. Nesse aspecto,
faz-se necessario a elaboracdo de técnicas e
procedimentos capazes de aferir de forma sensivel
e discriminatéria a quantidade de DNA gendmico
humano obtida de uma amostra forense, bem como
a presencga de possiveis inibidores da reagcédo de
PCR presentes na mesma.

OBJETIVOS

Desenvolver um sistema de quantificacao
de DNA que permita discriminar e quantificar de
forma especifica 0 DNA humano presente em uma
amostra forense, bem como investigar a presenca
de possiveis inibidores da reagdo de PCR.

MATERIAL E METODOS

O sistema desenvolvido baseia-se na
utilizacdo de PCR em tempo real para amplificar
e quantificar, de forma especifica e no mesmo
tubo, sequéncias presentes nos cromossomos
autossébmico e Y humanos (Tabela 1). Além de
uma ferramenta de quantificacao, a amplificagcéo do
cromossomo masculino pode ser importante para
a confirmacao da presenca de material masculino
em amostras femininas. O kit também conta com
um controle interno (IPC), constituido por uma
sequéncia de DNA sintético, cujo objetivo principal
€ analisar a presenca de possiveis inibidores da
reacé@o presentes no DNA extraido. Os trés pares
de “primers” sintetizados para os alvos descritos
resultam em um sistema triplex.
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Tabela 1. Alvos usados no sistema de quantificacdo de DNA humano

Alvo Gene Alvo Fluoréforo Tamanho do amplicon Ploidia

Autossémico Retinoblastoma 1 FAM 110 pb Diploide

Cromossomo Y DAZ Texas-Red 110 pb Hapldide
IPC DNA sintético Cy5 110pb e

A quimica escolhida para o sistema baseia-
se na utilizagdo de “quenchers” BHQ ligados
covalentemente a um oligonucleotideo genérico
(antiprimer), capaz de parear com os “primers”

inibir a fluorescéncia dos mesmos. A fluorescéncia
aumenta a medida que os produtos sao
amplificados, possibilitando a captagédo do sinal
pelo equipamento (Figura 1).
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I
~ o
/.

Ciclo 1: Sintese da primeira fita do template,

N/

9 —

Ciclo 2: Sintese da fita complementar, incluido aregifio contendo
a sequéncia genérica,

Diminuicio datemp eratura para permufir aligacSo do anti-pnmer aos primers livres e captacdo da fluorescéncia das duplas-fitas geradas,

~ 'r
il =

GENE 1

——

+

quenching
~

Y
A4
Repeticio por 40 ciclos. A captagiio da fluorescéncia aumenta 4 medida que os pordutos s3o gerados.
Figura 1. A cada final de ciclo, a temperatura da reacao é diminuida para permitir a ligagdo do antiprimer aos

oligonucleotideos marcados livres. O antiprimer nao é capaz de ligar aos produtos de PCR dupla-fita, permitindo que
a amplificagcdo dos produtos com primers marcados com FAM ou Texas Red resulte em um aumento exponencial da

fluorescéncia’

Todos os reagentes necessarios para a
amplificagdo dos 3 alvos foram reunidos em dois
tubos para agilizar o processo. O tubo 1 é constituido
por uma mistura de MgCIl, deoxinucleotideos
trifosfatos e Tag DNA polimerase em solugédo
tampao apropriada, enquanto que o tubo 2 contém
“primers” fluorescentes “Foward” e “Reverse” para
amplificacdo dos 3 alvos, o antiprimer contendo o
quencher BHQ-2 e a referéncia passiva Cy3. As
reacgoes foram feitas com adi¢do de 25 uL do tubo
1 a 3 uL do tubo 2 e 2 uL da curva padrdo ou da
amostra forense a ser analisada. O equipamento
utilizado foi o Applied Real-time PCR 7500 e o
programa foi 95°C por 5 minutos, seguido de
40 ciclos de 95° por 15 segundos, 60 °C por 60
segundos e 50°C por 45 segundos.
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DISCUSSAO

O National Institute of Standards and
Technology (NIST) dos Estados Unidos comercializa
um material de referéncia certificado (MRC),
especifico para quantificacdo de DNA humano pela
PCR®. Para gerar uma amostra de DNA de referéncia
para o sistema, DNA gendémico foi extraido a partir de
3 mL de sangue colhido com anticoagulante EDTA®.
A amostra masculina obtida foi entao quantificada em
equipamento NanoDrop 3300 Fluorospectrometer,
a partir de uma curva padrao feita com diferentes
concentragcées da amostra NIST A, constituida por
DNA gendmico humano de um Unico individuo do
sexo masculino®. O DNA extraido foi entéo diluido a
uma concentragao final de 50 ng/uL e utilizado em
diluicdes seriadas na proporgéo de 1:5 (Tabela 2).
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Tabela 2. Diluicbes seriadas do DNA controle para composicao da curva padrao. O DNA padrao a 50 ng/uL foi
quantificado a partir do padrao de DNA NISTA obtido pelo National Institute of Standards and Technology

Tubo Volume do DNA (50 ng/uL)
Nao diluido
8uL tubo 1
8uL tubo 2
8uL tubo 3

8ulL tubo 4

a oD =

Buffer TE Concentracao Final
------ 50 ng/uL
32 uL 10 ng/uL
32 uL 2 ng/uL
32 uL 0,4 ng/uL
32 uL 0,08 ng/uL

Um volume de 2 uL de cada diluicdo foi
usado em cinco reagbes para gerar uma curva
padrao para os alvos RB1 e DAZ. O grafico obtido
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A validacao do sistema foi feita com amostras
de DNA humano de concentragdes previamente
determinadas por espectrofotometria. As amostras
foram provenientes de trés diferentes fontes: NIST,
kits comerciais de identificacdo humana e amostras
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para o IPC indica o comportamento do controle
interno em diferentes concentracbes de DNA
(Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Graficos esperados para as reagoes triplex
feitas com os pontos da curva padrédo. As linhas nos
graficos RB1 e DAZ séo ,respectivamente, os pontos
de 50ng/uL, 10ng/uL, 2ng/uL, 0,4ng/uL, 0,08ng/uL e
NTC. Todas as reagoes foram feitas em duplicata

quantificadas em Nanodrop 3300 Fluorospectrome-
ter. Os resultados mostraram que 0 que o sistema
é eficiente para quantificacdo em ambos os alvos
analisados, além de apresentar poder de discrimi-
nagao entre DNA feminino e masculino (Tabela 3).
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Figura 3. Curvas padrao para os alvos RB1 e DAZ. Os pontos em vermelho referem-se, respectivamente, as
concentragdes de 50ng/uL, 10ng/uL, 2ng/uL, 0,4ng/uL, 0,08ng/uL

Tabela 3. Amostras usadas como “template” nas reagcdes de validagédo do sistema de quantificacao

Concentracéao Concentracéao

Nome Descricao Concentracao (CromossomoY) (Autossémico)
Amostra 12 DNA masculino 0,1ng/uL 0,05 0,08
Amostra 2° DNA masculino 0,29ng/uL 0,13 0,14
Amostra 3° DNA de multiplos homens e 2ng/ul 0.28 1,69

mulheres
Amostra 42 DNA masculino 2ng/uL 0,18 0,94
Amostra 52 DNA feminino 13,5ng/uL 0 7,64
Amostra 62 DNA masculino 16 ng/uL 6,15 9,66
Amostra 72 DNA feminino 22ng/uL 0 26,4
Amostra NIST A¢ DNA masculino de um dnico 5ng/ul 5,1 8,75
individuo
Amostra NIST B¢ DNA de multiplas mulheres 5ng/uL 0 8,96
Amostra NIST C¢ DNA de mditiplos homens e 5ng/ul 3,76 10,2

mulheres
@ Amostras padrdes fornecidas com kits de identificagdo humana.
® Amostras quantificadas em nanodrop.
¢ Amostras adquiridas com concentracdes previamente determinadas por espectrofotometria a 260 nmé.

A sensibilidade do sistema na presengca gens em relagdo aos métodos de quantificacdo es-
de inibidores foi avaliada a partir de amostras pectrofotométricos, como a utilizagdo de um pequeno
contendo quantidades crescentes de hematina, volume de amostra sem a necessidade de etapas de
uma molécula encontrada nas células vermelhas do  dilui¢do, limite de detec¢éo na ordem de picogramas,
sangue’'® (Figura 4). O comportamento do controle  especificidade para o DNA humano e capacidade de
interno IPC e suas interpretacbes estdo descritos  discriminagdo entre o material genético masculino ou

na Tabela 4. feminino. A quantificacdo do DNA a partir de PCR
_ em tempo real permite ampliar a certeza de sucesso
CONCLUSAO na andlise dos STRs, uma vez também possibilita a

identificacéo da presenca inibidores da reagao comu-
O sistema descrito apresenta diversas vanta- mente encontrados apds as extragoes.
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Figura 4. Amostras de concentragcdo 1 ng/uL de DNA gendmico masculino humano foram geradas com diferentes
concentragdes do inibidor hematina. A) Cts observados para os alvos RB1, DAZ e IPC. B) Quantificagcdo obtida das
amostras em cada situagao de inibi¢&o.

Tabela 4. Interpretacbes com base na amplificagdo do controle interno da reagéo

Alvos DAZ ou RB1 IPC Interpretacao
Sem amplificagao Amplificagdo Resultado negativo- DNA
P ¢ P ¢ humano n&o encontrado
Sem amplificagéo Sem amplificacéo Resultado invalido
Ampllflcag;?ocggnbalxo Cte Sem amplificagéo ou Ct alto (>29) Resultado do IPC inconclusivo

Presenca de inibidores na

Amplificagdo com alto Ct Sem amplificagé@o ou Ct alto (>29) reaco

Francischini, CW; Sumita, DR; Whittle, MR. Deyelopment and use of triplex real-time PCR assay for human
DNA quantification in forensic samples. Saude, Etica & Justica. 2013;18(Ed. Especial):72-8.

ABSTRACTS: It is usual for the human DNA samples encountered in forensic casework to be variably degraded,
thus significantly affecting downstream analysis. Furthermore these samples are commonly contaminated with
micro-organisms, so that total DNA extraction from the samples will contain variable amounts of non-human
DNA, thus difficulting the quantification of the human DNA component by standard UV absorbance at 260 nm.
It has become almost routine to quantify the human DNA component of forensic DNA extractions by using real-
time PCR (qPCR) and commercially sold kits are presently available for this. We describe the development
and use of a single-tube triplex gPCR assay for quantifying human DNA in extracted forensic samples prior
to amplification of STR loci. Two nuclear loci are targeted, one being autosomal and the other situated on
the Y chromosome. The third target is a synthetic oligonucleotide which is present during amplification and
which acts as an internal control for amplification inhibition. Three different common fluorophores are used
and the chemistry is based on a quencher molecule linked to an antiprimer which suppresses fluorescence
until the generation of sufficient amplicon during amplification overcomes the quenching. The amplicon sizes
are approximately 80 bp. Signal generation is monitored in a gPCR instrument in the presence of a passive
reference dye. We demonstrate that the qPCR triplex in question is an important tool for our forensic analyses,
because it allows us to obtain information concerning the quantity and quality of the human DNA in our extracted
samples, prior to using the costly human identification reagents, such as in the analysis of STRs, SNPs and
DIPs.

KEYWORDS: Forensic DNA quantification; Real-time PCR; Human identification; PCR inhibitor; Multiplex PCR.
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