





Editora chefe
Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Editora executiva
Natalia Oliveira
Assistente editorial
Flavia Roberta Bardo
Bibliotecaria
Janaina Ramos
Projeto grafico
Camila Alves de Cremo
Luiza Alves Batista 2021 by Atena Editora
Maria Alice Pinheiro  Copyright © Atena Editora
Natéalia Sandrini de Azevedo  Copyright do texto © 2021 Os autores
Imagens da capa Copyright da edicao © 2021 Atena Editora
iStock Direitos para esta edicdo cedidos a Atena Editora
Edicdo de arte  pelos autores.
Luiza Alves Batista Open access publication by Atena Editora

Todo o conteldo deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
@ Atribuigao Creative Commons. Atribuigao-Nao-Comercial-

NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, corre¢cdo e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posi¢ao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliagdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacdo com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora é comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicagao, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padrdes éticos da publicagao. Situacdes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Biologicas e da Salide

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr® Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof? Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri


https://www.edocbrasil.com.br/
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4267496U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773603E6
http://lattes.cnpq.br/5082780010357040
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4767996D6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4574690P9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751642T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4125932D9

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr* Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof? Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salide de Coimbra
Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondénia

Prof® Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franca Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Goncalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Vanessa da Fontoura Custddio Monteiro - Universidade do Vale do Sapucai

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4785541H8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707037E3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4721661A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4799345D2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4431074H7
https://orcid.org/0000-0002-5205-8939
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4421455Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777457H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4732623J3&tokenCaptchar=03AGdBq24iB-Pof08yPIxT6yxqim-Gnz-Y1IERLxwCNF6X8B9QzolzMoUtSDkPD6WZqA3yZ9AocEA-Ms1KKdTiOsRHg3DhIQwGo4ezaV3L0m_jo_oNAt2bpDjn-YYZVFAVh_wflb5D7E2YzRSy1Owzi0PkDAULG_dxn3s8nGd7OI4JiQUTInBUYirVwP-tlf_CP0AcGDIRSR6_ywnG_r5InTp1TG4mF2qZpMSWM8YklIs672ldbN7qYBYirnIjtrefebeiYbxomms41FywGx-yEcO10Ztb8x6DRdgHU_a6cXS8Z5k5ISxMK1MurH5TXXMv9GTYdgr_kZ6P2pZflXWlKOY_cNoCwIwSPAUTQ1VJR-fpO869k8oAgy1VpCxPKUoVcP6Vb9d4XrDijweLhiAXfO1_iH0V6LyUyw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730979Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770360J4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4177965H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4762258U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769144H2&tokenCaptchar=03AGdBq24Yxzjqjp7LskrufFVo0QrNAEv_wS-y9Yis7IH_xN8FImtn8T7wzW4CuISziPu87d95GO0da-CoAH7yG2-Z2mAJEQjgvyA7RGZsPKjEBx32rZJKmJkeRFMazOtWfpab87pjaC_XpeRceOifpsHXhAnXcuOqREUS4W1iUHMb0B_kvJKY7FRdnJRer3EHn5Ez_79p0cFso7UE5Ym0ET4ptZXWlpQ4RcrS0hQDiJS-IDoKSOxiaCZF9pFNEWki2O6bRejqfEqUlEGc3UTwcq_vkXTUgvNSnjeSCGbS09fo5UGVZP1Q1YNrzuIHhujGsB_BvTjjlC7fLNxfU2r2qpuzV9xULL7P5sLJPBFGqY_mZQuN-2tBIEujGguY81LwJm0GB4sgtmYJDc-JU-tiU1QrsExBI9_OKg
http://lattes.cnpq.br/1353014365045558
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4417033E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4723835T5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208877H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4467061D7&tokenCaptchar=03AGdBq267s04IEVTMOWiqwurh_lBmUoi-vS7BW6P--0eLLmrOX3otZcGuK9_kzkerITV0xTmMad5fjY73BQjeAr5HU9a3VsN-BCAhIdFq3Bt2GghD1Sac4QbYFTuCxGCEajtFe9GBasPKJhvDIpQspDMnFXYyXhHAERpCeeFfUl-iWYu92wzV213OW5WT39pXNY-Eox-fBJemXlD4lUsNjSNqJhZOaj3MQ-6ZihaP2Bg1nKJ0H9sKrRw-M0ZFfilSGsFeVwe3HiyIPVrLdZmeB7rN1ldWt1HHwAcgJKtUFD_QaprpSqT135HrPW6GG3n5UBd7lKNvk0MnETJZHSV49UlnpJDy3cXwa7ZZu2KGU4X3fIN6o1YHVJzMsQXodx0lT8nC0uhPIUElyD694XgZv0L-mmWMl1PrDw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208106A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4728374J9&tokenCaptchar=03AOLTBLSd782i965vCUhSY1Tf89Z5X-2c8WmQvb5mB04zomll-Y2szBLd81HYsfkufWR-gBq5feMUL2LWVFOYezaaB_N8HJrg444SriTsScGQwNgFRlNqEFWVKgyr2LcdZC3TwBSOhFrHcx-fB9E_MLK9TEcuTIrweDsrLptGONUQHuGFs0w5Tq8zQpUJ1oBPW9PWJ8VOWknBRF_vyVj1043dMF4u7HT9lUeOC53CV1mxxrgJEBlXqXYuUVzFKRNUjZtRAg0W3aGDTT2BjW1kOtBkozSKnk_ZrFpMuxqzujBD_5zoN8hKsmKWbn3uvYuw3FAHhvtXhc6GbwtFn3NTSeOo1d4iFG-ODet7uvVFJJSRSVuPPDEtHMRVcm082SntHNs8rB_cBPJmK54nRqSxougSpTfA7kq3Zjn_SoOeKo22R-2b_C9U4nAfxhKkzip5nV4cA1A13DrZ2vOSMGmMiBVqvhhr5ywn6Quy_pPEuWwca5XKP15frqfeIQiObr5VsyngYyyE7JyIDfhQ1UDigdsGHLGH2ZEl_Y1Mf83-z6bui470oWfCD8hBgg9UBOgnyvJ91B6S1qDi
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773701H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496674E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4708470J3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4241566A7

Genética: molecular, humana e médica 2

Diagramacao:
Corregao:
Indexagao:
Revisao:
Organizador:

Daphynny Pamplona

Bruno Oliveira

Gabriel Motomu Teshima

Os autores

Benedito Rodrigues da Silva Neto

Dados Internacionais de Catalogac¢é@o na Publicacao (CIP)

G328 Genética: molecular, humana e médica 2 / Organizador
Benedito Rodrigues da Silva Neto. - Ponta Grossa - PR:
Atena, 2021.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5983-575-1

DOI: https://doi.org/10.22533/at.ed.751211410

1. Genética. I. Silva Neto, Benedito Rodrigues da
(Organizador). Il. Titulo.

CDD 576

Elaborado por Bibliotecaria Janaina Ramos - CRB-8/9166

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
Telefone: +55 (42) 3323-5493
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br



http://www.atenaeditora.com.br/

DECLARACAO DOS AUTORES

Os autores desta obra: 1. Atestam nao possuir qualquer interesse comercial que constitua um
conflito de interesses em relacédo ao artigo cientifico publicado; 2. Declaram que participaram
ativamente da construcao dos respectivos manuscritos, preferencialmente na: a) Concepcao do
estudo, e/ou aquisi¢gao de dados, e/ou analise e interpretacao de dados; b) Elaboragao do artigo
ou revisao com vistas a tornar o material intelectualmente relevante; c) Aprovacao final do
manuscrito para submissao.; 3. Certificam que os artigos cientificos publicados estdo
completamente isentos de dados e/ou resultados fraudulentos; 4. Confirmam a citacao e a
referéncia correta de todos os dados e de interpretacdes de dados de outras pesquisas; 5.
Reconhecem terem informado todas as fontes de financiamento recebidas para a consecugao
da pesquisa; 6. Autorizam a edi¢do da obra, que incluem os registros de ficha catalogréfica,
ISBN, DOI e demais indexadores, projeto visual e criacao de capa, diagramac¢ao de miolo, assim

como langcamento e divulgacao da mesma conforme critérios da Atena Editora.



DECLARAGAO DA EDITORA

A Atena Editora declara, para os devidos fins de direito, que: 1. A presente publicagao constitui
apenas transferéncia temporaria dos direitos autorais, direito sobre a publicacao, inclusive ndo
constitui responsabilidade solidaria na criacdo dos manuscritos publicados, nos termos
previstos na Lei sobre direitos autorais (Lei 9610/98), no art. 184 do Codigo Penal e no art. 927
do Cédigo Civil; 2. Autoriza e incentiva os autores a assinarem contratos com repositérios
institucionais, com fins exclusivos de divulgagdo da obra, desde que com o devido
reconhecimento de autoria e edigao e sem qualquer finalidade comercial; 3. Todos os e-book
sao open access, desta forma nao os comercializa em seu site, sites parceiros, plataformas de
e-commerce, ou qualquer outro meio virtual ou fisico, portanto, esta isenta de repasses de
direitos autorais aos autores; 4. Todos os membros do conselho editorial sao doutores e
vinculados a instituicdes de ensino superior pUblicas, conforme recomendacao da CAPES para
obtencao do Qualis livro; 5. Nao cede, comercializa ou autoriza a utilizagao dos nomes e e-mails
dos autores, bem como nenhum outro dado dos mesmos, para qualquer finalidade que nao o

escopo da divulgacao desta obra.



APRESENTACAO

Podemos definir a genética como a parte da ciéncia que estuda a hereditariedade,
assim como a estrutura e fungdo dos genes e a variagdo dos seres vivos. Através da genética
podemos compreender os mecanismos e leis que regem a transmisséo das caracteristicas
através das geracgdes. Essa genética classica quando aprofundada revela outras subéreas,
como a genética molecular que tem as suas fundagbes na genética classica, mas da um
enfoque maior a estrutura e funcéo dos genes ao nivel molecular, abordando o DNA, genes
e 0 genoma que controlam todos os processos vivos, nos ajudando na compreensao da
biologia humana em saude e doenga.

Outra subarea de importancia € a genética humana, que tem como estratégia
descrever o estudo da transmisséo genética em seres humanos, englobando a genética
classica propriamente dita, a citogenética, a bioquimica , genética populacional, genética
do desenvolvimento etc. Por fim a genética médica ou genética clinica é a especialidade
que lida com o diagnéstico, tratamento e controle dos distlrbios genéticos e hereditarios.
E uma area que enfoca ndo sé o paciente, mas também toda a familia, principalmente por
meio do aconselhamento genético.

Além das trés subareas que destacamos acima a genética compreende um leque
outras areas especificas, no entanto ao mencionar a genética humana, molecular e médica
estamos abrindo caminho para o segundo volume do livro publicado dentro do contexto
dessas defini¢des.

E muito nitido que nos ultimos anos a genética tem influenciado diversas pesquisas
promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa em diversas areas e
principalmente na saude e aliada a revolugéo tecnologica essa tem contribuido muito com
0 avango no campo da pesquisa.

Assim, esperamos que mais uma vez o conteudo deste material possa somar de
maneira significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando
cada vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Desejamos que seja mais um volume
que anteceda inUmeros outros dentro desse contexto. E por fim parabenizamos cada autor
pela teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geragOes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Anormalidades cromossomicas
surgem principalmente durantes os processos
meibticos e/ou mitéticos modificando a quantidade
ou estrutura dos cromossomos nas células. Nos
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GENETICO E ICSI

mamiferos, o cromossomo Y € essencial para
a determinacéo do sexo, diferenciacdo precoce
de género e controle da espermatogénese. Uma
variedade de anormalidades citogenéticas esta
associada a perturbacbes da espermatogénese
resultantes da diminuicdo da fertilidade ou
infertilidade masculina, tais como oligozoospermia
e azoospermia. O aconselhamento genético é
definido como um processo de comunicagado
relativo & ocorréncia e ao risco de recorréncia de
uma doenga genética em uma familia. Envolve-se
num estudo abrangente de genética com varios
protocolos, condutas éticas, conhecimento dos
métodos de diagnosticos empregados em cada
situagcéo. A ICSI é uma das mais tecnologias de
reproducéo assistida que pode ser utilizada para
a reproducdo de homens oligozoospérmicos
graves e azoospérmicos. No campo da
infertilidade masculina, sobretudo com as
anormalidades cromossémicas, o aconselhador
genético deve utilizar-se de protocolo especifico
para a orientacdo néo diretiva na decisdo dos
meios de tratamento que podem beneficiar na
aquisicao de uma gravidez normal como também
na orientagdo na transmissdo de mutagbes e
€Cromossomos anormais nos seus descendentes.
PALAVRAS-CHAVE: Aconselhamento Genético,
ICSI, Anomalias Cromossémicas, Infertilidade
masculina.

CHROMOSOMIC ABNORMALITIES
AND MALE INFERTILITY: GENETIC
COUNSELING AND ICSI

ABSTRACT: Chromosomal abnormalities arise
mainly during meiotic and/or mitotic processes,
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modifying the amount or structure of chromosomes in cells. In mammals, the Y chromosome
is essential for sex determination, early gender differentiation and spermatogenesis control. A
variety of cytogenetic abnormalities are associated with spermatogenesis disorders resulting
from decreased fertility or male infertility, such as oligozoospermia and azoospermia.
Genetic counseling is defined as a communication process regarding the occurrence and
risk of recurrence of a genetic disease in a family. It engages in a comprehensive study of
genetics with various protocols, ethical conduct, knowledge of diagnostic methods used in
each situation. ICSI is one of the assisted reproductive technologies that can be used for the
reproduction of severe oligozoospermic and azoospermic males. In the field of male infertility,
especially with chromosomal abnormalities, the genetic counselor must use a specific protocol
for non directive guidance when deciding on the means of treatment that can benefit in the
acquisition of a normal pregnancy as well as guidance in the transmission of mutations and
abnormal chromosomes in their descendants.

KEYWORDS: Genetic counseling, ICSI, Chromosomal Anomalies, Male infertility

11 INTRODUGAO

Uma variedade de anormalidades citogenéticas estd associada com perturbacbes da
espermatogénese resultantes da diminui¢édo da fertilidade masculina. Uma revisdo de dados
de 11 pesquisas de 9.766 homens inférteis com oligozoospermia e azoospermia revelou uma
incidéncia de 5,8% de anomalias cromossdmicas. Anomalias dos cromossomos sexuais foram
predominantes em homens inférteis azoospérmicos e oligospérmicos com uma incidéncia de
4,2%, enquanto que as anomalias autossémicas foram observadas em apenas 1,5% das
populagdes combinadas. Estas frequéncias foram significativamente maiores do que os
0,38% da incidéncia de anomalias cromossO6micas encontradas em uma série de triagens
citogenéticas neonatais. A incidéncia de anomalias cromossOmicas sexuais e autossémicas
em triagens neonatal foi de 0,14% e 0,25%, respectivamente (BARROS et al., 2020).

Em um comentario publicado na literatura os dados reunidos a partir de seis pesquisas
citogenéticas de homens com azoospermia e cinco pesquisas citogenéticas de homens com
oligozoospermia (BARROS et al., 2020) revelaram uma incidéncia de anomalias citogenéticas
em 13,7% e 4,6% da populacéo, respectivamente. A sindrome de Klinefelter (47,XXY) e
mosaico de Klinefelter (46,XY/47,XXY) foram as anomalias predominantemente observadas
em 10,8% dos homens com azoospermia. As anomalias dos cromossomos sexuais nao-
Klinefelter e anomalias autossémicas foram observadas em apenas 1,8% e 1,1% dos homens
com azoospermia, respectivamente. Na populagdo de oligozoospérmicos, as anomalias
autossOmicas foram relatadas em 3% dos homens e as anomalias dos cromossomos sexuais
foram observados em apenas 1,6% da populagéo.

Diante destas circunstancias dentre outras tantas relacionadas a infertilidade humana
vivenciamos nas ultimas décadas um avango das pesquisas e tecnologias em reprodug¢éo
assistida na expectativa de viabilizar a reproducdo humana (SAKKAS et al., 2015).
Considerando a complexidade de fatores envolvidos a figura do conselheiro genético se torna
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fundamental. Seu papel, de um modo geral, € entrevistar pacientes e conhecer as historias das
familias de cada cdnjuge. Abordar, além das questbes relacionadas a infertilidade masculina,
as questodes relacionadas a infertilidade feminina como é o caso da idade materna avancada,
e discutir os riscos genéticos de ICSI e outras manipulagdes de gametas e embrides.
Recomendar a triagem genética quando necessario e oferecer aconselhamento genético
antes e depois da triagem considerando as informagdes obtidas a partir dos testes genéticos
(KOHN et al., 2015). Especificamente com relagdo a infertilidade masculina, o conselheiro
deve considerar ainda, o rastreamento de etiologia genética fundamental, particularmente
analise cromossOmica para rearranjos de alteragdes numéricas e estruturais, delecbes ou
mutacdes do cromossomo Y e teste para portador de fibrose cistica para todos os pacientes
com auséncia congénita bilateral dos vasos deferentes (BARROS et al., 2020).

Com tudo o objetivo do trabalho foi revisar a literatura a respeito da infertilidade
masculina provocada pelas anormalidades cromossdmicas e o aconselhamento genético
para a reproducéo assistida por meio de ICSI.

21 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo bibliografica de literatura especializada sobre as principais
anormalidades cromossémicas que apresentam como infertilidade masculina e como deve
ser realizado o aconselhamento genético para reprodugéo assistida por meio de ICSI. Foi
realizado um levantamento bibliografico nas bases de dados Google Scholar, Scientific
Electronic Library Online (SciELO), PubMed até o ano de 2021, que permite 0 uso de
terminologia comum em inglés, portugués e alemao, utilizando os descritores: Aconselhamento
Genético, ICSI, infertilidade masculina, Anomalias Cromossdmicas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Anormalidades cromossOmicas surgem principalmente durante 0s processos
meio6ticos e/ou mitoticos modificando, ou ndo, a quantidade de cromossomos de uma célula,
determinando o aparecimento de quantidades de cromossomos anormais, ou alteragdes
nas estruturas dos cromossomos. Nos mamiferos, o cromossomo Y € essencial para a
determinacdo do sexo, diferenciacdo precoce de género e controle da espermatogénese
(ISHIKAWA et al., 2007).

3.1.1 CONDICOES ANEUPLOIDES: 47,XXY (SINDROME DE
KLINEFELTER) E 47,XYY

Estudos indicam que cerca de 80% dos homens com sindrome de Klinefelter (SK) tém
o cari6tipo 47,XXY e 20%, aneuploidias cromossémicas de alto grau, mosaicismo 46,XY /
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47,XXY, ou cromossomo X estruturalmente anormal. Com uma prevaléncia estimada de cerca
de 1 em 600 homens recém-nascidos, a SK é a anomalia de cromossomo sexual mais comum.
Ela esta entre as causas genéticas mais frequentes de infertilidade humana, ocorrendo em
11% dos homens com azoospermia e 4% de homens inférteis apresentam o fenétipo classico
da SK, que é bastante conhecido, mas muitos individuos afetados apresentam apenas
sinais muito discretos. Consequentemente, a doenca é subdiagnosticada; Apenas cerca de
25% dos homens adultos recebem diagnésticos e menos de 10% do numero esperado sao
diagnosticados antes da puberdade (WIKSTROM et al., 2011).

Na maioria das vezes, a Unica esperanga de paternidade biolégica em casais SK &
extracéo testicular de espermatozoides (TESE) combinada com injecéo intracitoplasmética
do espermatozoide (ICSI). Até a data, ja se relatou que mais de 100 criangas nasceram
saudaveis apés ICSI com espermatozoide testicular de homens SK ndo mosaico. A taxa
de sucesso inicial de TESE nos homens adultos 47,XXY em pequenos estudos foi de 40
a 50%. Até o momento, uma nova técnica chamada microdissec¢éo testicular (MICRO-
TESE) demonstrou taxas significativamente melhores de recuperagdo de espermatozoides
em comparagado com a TESE convencional. As diferengas das taxas de recuperacédo de
espermatozoides foram além de 70% em comparagéo com a TESE convencional, portanto,
esta técnica deve ser favorecida em vez da TESE. Taxas de nascidos vivos de 20 a 46% foram
relatadas, uma vez que o espermatozoide é obtido. No homem SK, o Unico fator preditivo
para a recuperac¢ao bem-sucedida do espermatozoide parece ser a histopatologia testicular,
mas, mesmo com nenhum espermatozoide em cortes histolégicos, a TESE tem sido bem-
sucedida. Nem ultrassonografia testicular, extensa analise cromossémica, grau de virilizagéo,
volume testicular, nem soro de testosterona, FSH, LH, nem nivel de inibina B € preditivo para
o resultado da TESE; assim, mesmo os pacientes com niveis de inibina B imensuravel foram
sujeitos a TESE bem-sucedida (WIKSTROM et al., 2011).

Em meninos com SK, o numero de espermatogénias adultas tipo Ad - de importancia
fundamental para o desenvolvimento da fertilidade masculina - € marcadamente reduzido e
indica um potencial de fertilidade severamente prejudicado, mesmo antes da puberdade. A
criopreservagéo de sémen contendo nimeros muito baixos de espermatozoides de meninos
SK em puberdade precoce é possivel e deve ser adequadamente oferecida aos pacientes
antes do inicio da suplementagéo de testosterona. A taxa de sucesso esperado é, no entanto,
extremamente baixa porque desde o inicio da puberdade evidencia-se uma aceleracédo
acentuada na deplecéo de células germinativas, além disso, a capacidade dos meninos para
fornecer amostras de sémen durante a puberdade precoce € limitada. Outra opgéo seria
TESE, se a amostra de bidpsia contiver células germinativas haploides (WIKSTROM et al.,
2011).
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3.1.2 CARIOTIPO 47, XYY

Muitos homens com cariétipo 47,XYY s&o férteis, apesar da anormalidade
cromossOmica sexual. Alguns pesquisadores tém sugerido que o cromossomo Y extra
é perdido antes da meiose partena, conservando assim a fertilidade nestes pacientes.
Estudos comparando a aneuploidia dos espermatozoides entre homens 47,XYY férteis e
inférteis revelam que a maior parte dos espermatozoides produzidos por estes homens tem
cariétipo normal. Um ponto de impedimento para as células germinativas geneticamente
anormais pode residir nos espermatécitos ou espermatides nas fases primaria e secundaria
de desenvolvimento que conduzem a uma eliminagdo continua dessas células durante
a espermatogénese. Isso pode causar varios graus de parada de maturagdo, bem como
as concentracbes de espermatozoides heterogéneos vistas em homens com anomalias
genéticas (KIM et al., 2013).

Por outro lado, varios estudos demonstram homens 47,XYY com uma porcentagem
significativa de mosaicismo no sémen, aneuploidia, ou hiperdiploidia, variando de 0,57% a
77,8%. O aumento da taxa de dissomia YY em homens com o cari6tipo 47,XYY transmite
células hiperdipléides particulares que podem sofrer divisdo meidtica. Foi levantada a
hipétese de que as células com dissomia YY surgem por causa de pares bivalentes YY na
meiose | que deixam o univalente X livre, eliminando-o na anafase. Estes espermatozoides
podem sofrer divisdo meibtica, aumentando assim o risco de transmissao genética anormal
a prole (KIM et al., 2013).

3.1.3 TRANSLOCACOES AUTOSSOMICAS DO X E AUTOSSOMICAS
DOY

Em homens com oligozoospermia e azoospermia inexplicavel, anormalidades
genéticas foram identificadas, incluindo anormalidades cromossémicas e delecbes (del)
da regido do fator de azoospermia (AZF) do cromossomo Y. Além de algumas excegdes
associadas com fenétipos férteis ou subférteis, transloca¢des Y/autossomo geralmente
levam a infertilidade masculina (ISHIKAWA et al., 2007).

Em translocagbes X/autossomo no sexo masculino, a azoospermia € o achado mais
frequente, embora alguns poucos casos tenham sido relatados com oligozoospermia severa.
A falha espermatogenética de uma translocagcdo X/autossomo é muito mais sensivel as
interrupgdes meibticas do que na oogénese, devido a uma série de checkpoints no ciclo
celular da meiose. Alguns estudos meibticos de homens inférteis que possuem rearranjos
cromossOmicos sugeriram que a falha meidtica observada nesses pacientes pode estar
ligada a uma interacado entre o “sex body” e o rearranjo (ISHIKAWA et al., 2007).

3.1.4 TRANSLOCACOES AUTOSSOMICAS RECIPROCAS

Translocagdes reciprocas de cromossomos autossOmicos estéo presentes em cerca
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de 1/625 homens, mas muitas vezes ndo ha sintomas, exceto infertilidade primaria. Um
estudo relatou um homem de 37 anos de idade e sua mulher com 39 anos que se queixava
de infertilidade primaria. A Fertilizacéo in vitro (FIV) resultou na gravidez, mas dois abortos
espontaneos. Apos testes cromossdmicos, o homem foi diagnosticado com uma translocagéo
reciproca e sua esposa foi diagnosticada com mosaico de sindrome de Turner. Através de
TESE e FIV com PGD, eles conseguiram ter dois filhos saudaveis (KOHN et al., 2015).

As translocac¢des balanceadas s&o mais comumente em casais que tiveram dois
ou mais abortos espontdneos e em homens inférteis do que na populacdo em geral. Os
portadores de translocagéo reciproca balanceada se pareiam na meiose e na anafase,
0S Cromossomos se segregam a partir de trés configuragdes (Alternada, adjacente-1 e
adjacente-2). Assim, leva a gametas balanceados, desbalanceados e normais. Embora a
segregacéo 2:2 € a mais comum, pode acontecer a segregagéo 3:1, levando a uma trissomia
ou monossomia (NUSSBAUM et al., 2008).

3.1.5 TRANSLOCAGCOES ROBERTSONIANAS

Translocagdes Robertsonianas sdo anomalias cromossémicas mais comuns
entre homens inférteis, caracterizado pela fusdo céntrica de dois dos cromossomos
acrocéntricos (cromossomos 13, 14, 15, 21, 22) e resultando em um cariétipo de 45
cromossomos. As mais frequentes reorganizag¢des séo t (13q; 14q) e t (14q; 21qg), com uma
frequéncia estimada de 0,97% e 0,20%, respectivamente. Recentemente, em um estudo
de SOBOTKA et al. (2015) foi encontrado uma translocagdo Robertsoniana rara entre
0 14 e 22 caracterizado por azoospermia, defeitos meibticos e aneuploidia testicular do
esperma. Desde 1976, varios estudos tém demonstrado que os portadores de anomalias
cromossdmicas, especialmente translocagbes, tém uma espermatogénese alterada
caracterizada por oligozoospermia grave. Além disso, as anomalias ultra estruturais
incomuns de espermatozoides relacionadas com a imaturidade foram observadas em
portadores de translocagdo Robertsoniana. Alteragbes espermatogenéticas podem ser
consequéncia de anomalia no emparelhamento dos cromossomos reorganizados durante
a profase | da meiose originando uma configuracao trivalente que propicia a segregagao
de forma alternada, produzindo espermatozoide normal ou equilibrado. Espermatozéides
desequilibrados s&o gerados por um padrdo de segregacdo adjacente e que poderiam
ser responsaveis por abortos espontaneos ou descendentes aneuploides. Em portadores
de translocagdes Robertsonianas a analise de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
demonstrou uma porcentagem de espermatozoide normal ou equilibrado que vao desde
73,6% até 91%. Contrastando resultados que mostram uma elevada porcentagem de
espermatozoides desequilibrados derivados de segregacdo adjacente variando de 3% a
36% (PIOMBONI et al., 2014).
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3.1.6 RISCOS DE ICSI PARA HOMENS PORTADORES DE
TRANSLOCACOES CROMOSSOMICAS

A injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) ao contrario da fertilizagcdo
in vitro, que necessita de uma quantidade e qualidade 6timas de espermatozoides para o
sucesso da fertilizagédo, € uma técnica de micromanipulagdo que envolve a injecao direta de
espermat6zoide no odcito. A ICSI pode ser realizada com semem fresco ou criopreservado.
Entretanto, apesar da larga aplicagao desta técnica, falta consenso relacionado as implicagoes
genéticas da ICSI e eficacia do diagnéstico pré-implantacional na reproducéo assistida. Além
disso, 0 aumento das evidéncias de fatores genéticos envolvidos com a infertilidade masculina
e o risco potencial de transmisséo de desordens genéticas a prole gera uma preocupacao
maior com relagdo a seguranca da técnica (MERCHANT et al., 2011).

Portadores de translocagdes equilibradas, tanto reciprocas quanto Robertsonianas,
ndo tém necessariamente infertilidade ou fenotipos anormais. No entanto, como as
translocacdes interferem com o pareamento e segregagdo nos Cromossomos normais na
meiose |, existe um potencial para formacéo de gametas desbalanceados e subsequentemente
descendentes anormais desbalanceados. Em portadores de translocag¢des equilibradas,
a espermatogénese resulta na producdo de trés combinagdes de gametas, normais,
balanceados anormais e desbalanceados anormais. As primeiras duas combinagdes
podem levar a prole fenotipicamente normal; contudo, a Gltima combina¢do pode produzir
concepcbes desequilibradas contendo uma duplicagcdo e uma delecdo de segmentos dos
cromossomos (NUSSBAUM et al., 2008).

KISS et al. (2009) relataram os resultados de seu programa de rastreamento de
cariétipo de todos os casais com infertilidade masculina grave e sua prole derivada de
ICSI. Nos 261 casais atendidos, 11 homens (4,2%) e 3 mulheres (1,2%) tinham cari6tipo
anormal, todos consistindo de anomalias cromossémicas estruturais. Os 11 homens
cromossomicamente anormais tinham seis transloca¢cdes Robertsonianas 13q14q, duas
translocacdes autossOmicas, duas inversbes autossémicas e um cromossomo marcador.
Nas 83 gestacbes concebidas por ICSI, oito fetos foram produzidos a partir dos 14 casais
com portadores de anomalias cromossdmicas estruturais. Trés dos oito filhos eram normais e
cinco fetos herdou as anormalidades cromoss6micas idénticas as encontrados em seus pais.
KISS et al. (2009) concluiram que a prole cromossomicamente normal pode ser concebida
através de ICSI para portadores inférteis de translocacdes cromossémicas balanceadas.
Além disso, os investigadores recomendaram fortemente que o cariétipo deve ser realizado
em todos os homens inférteis antes de iniciar a ICSI e o diagnostico pré-natal deve ser
oferecido para todas as gestacgdes derivados de ICSI (MARQUI, 2018).

3.1.7 INVERSOES

Inversao pericéntrica € um rearranjo cromossémico estrutural, que é o resultado de
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duas quebras de ambos os lados do centrdbmero em um Unico cromossomo e € seguida por uma
rotacéo de 180° e reintegra¢do do segmento invertido no mesmo cromossomo. Na populacao
em geral, a frequéncia de inversdes pericéntricas é estimada como sendo variavel a partir
de 0,089% a 0,34%, ou mesmo a 1-2%. A maioria das inversdes pericéntricas afeta a propria
regido pericéntrica do cromossomo 2 e a regido heterocromética dos cromossomos 1, 9, 16
ou Y, que séo consideradas como polimorfismos ndo-patologicos. Geralmente, os portadores
de inversodes pericéntricas ndo mostram alteracdo fenotipica, mas eles podem ter riscos para
a fertilidade, tais como a producdo de gametas cromossomicamente desbalanceados e /
ou insuficiéncia espermatogenética causada pela reorganizagdo cromossémica. Durante a
meiose, 0 emparelhamento total de um invertido e seus cromossomos homélogos normais
requer a formacéo de um circuito de inversao, o que pode produzir dois gametas anormais
com ambos segmentos de cromossomos duplicados e deletados para as regides distais a
inverséo [duplicacdo p / eliminagéo q (dup p / del g) ou eliminagéo p / q duplicagédo (del p/ q
dup)] (LUO et al., 2014).

3.1.8 CROMOSSOMOS MARCADORES SUPRANUMERARIOS E
ANEIS

Pequenos cromossomos marcadores supranumerarios (SSMC) sdo cromossomos
muito pequenos e nao identificados que s&o ocasionalmente observados em preparagdes
de cromossomos, geralmente em mosaicismo e estdo em adicdo aos cromossomos normais
(NUSSBAUM et al., 2008). Eles sdo encontrados quatro vezes mais frequentemente em
fenétipos de subfertilidade em comparagcdo com a populagdo em geral. A razéo para esta
observacéo ainda é incerta. No entanto, sugere-se uma ligacdo de arquitetura da intérfase e
a fungéo do genoma. Um estudo revelou que a presenga de SSMC influencia a arquitetura
nuclear de células do sangue periférico e fibroblastos, levando a hipétese de que os SSMC
poderiam ter efeitos semelhantes em células de espermatozoide, possivelmente levando a
infertilidade (KARAMYSHEVA et al., 2015).

A configuragdo em anel dos cromossomos foi observada como uma alteracdo
estrutural possivel de ocorrer em todos os cromossomos. Esta alteragéo geralmente resulta
de quebras das partes terminais em ambos os bragos do cromossomo, seguindo por fuséo
das extremidades quebradas. Como consequéncia pode-se obter: nenhuma perda de material
genético e a formagao de um completo cromossomo em anel, ou a perda de material genético
que pode resultar na sindrome de microdelegdo subtelomérica. Um cromossomo em anel
também pode resultar a partir da fusdo dos teldbmero de um cromossomo inerentemente
instavel propenso a circularizagédo. (RAJESH et al., 2011).

Genética Molecular, humana e médica 2 Capitulo 1 _



3.1.9 DELECOES YQ11 E OSAZFS

Segundo POONGOTHAI et al., (2009) O cromossomo Y é um dos menores
cromossomos humanos e consiste de um braco curto (Yp) e um longo (Yqg). O cromossomo
Y possui 60 megabases (MB) em tamanho, 60 milhdes de nucleotideos. Dos 27 genes
dos cromossomos Y identificados, nove estdo localizados no Yp e 0 18 no Yq. As regides
pseudoautossémicas (PARS), que pareiam com o cromossomo X durante a meiose, estdo
localizadas em ambas as extremidades do cromossomo Y. A regido exterior da PARS que
ndo recombinam é chamada de regido de ndo recombinagédo do cromossomo Y (NRY). O
Yp e a parte proximal da Yq consistem de eucromatina, enquanto que a parte distal do Yq
é composta de heterocromatina e esta regido pode variar em comprimento para constituir
cerca de metade a dois tergos da Yq. Portanto, o Yq pode ser citogeneticamente dividido em
uma regido proximal eucromatica (Yq11, subdividida em Yq11.1, 11,21, 11,22 e 11,23) e uma
regido distal heterocromatica (Yq12), enquanto que o brago curto eucroméatico € chamado de
Yp11. Recentemente, os métodos moleculares identificaram os loci envolvidos na produgéo e
diferenciacédo do esperma. O cromossomo Y foi dividido em sete intervalos de delecdo. Cada
um destes intervalos é subdividido em sub-intervalos (A, B, C, etc.).

Em 1976, Tiepolo e Zuffardi foram os primeiros a hipotetizar uma relagéo entre delecdes
do cromossomo Y e infertilidade masculina. As microdele¢oes Yq foram detectados em 5%
a 15% dos homens com falha na espermatogénese. Essas dele¢cbes incluem o bloqueio
total da heterocromatina Yq12 e parte da eucromatina adjacente da Yq (Yq11.23) e estéo
agrupados dentro dos intervalos de 5 e 6 do cromossomo Y. Consequentemente foi postulado
que pelo menos um fator genético do cromossomo Y, essencial para o desenvolvimento de
células germinativas do homem, estéa localizado no Yq11 distal. Ele foi definido como o gene
fertil Y suportado ou fator de azoospermia (AZF). A regido AZF é subdividida em trés regides
de ponto de acesso que nédo se sobrepdem definidos como AZFa, AZFb e AZFc. Além disso,
recentemente, uma quarta regido, AZFd, foi proposta entre AZFb e AZFc. Até agora, pelo
menos, 12 genes foram isolados a partir destas regides. Varios genes localizados nas regides
AZF estao expressos nos testiculos e poderia, portanto, ser visto como “genes candidatos
AZF” (POONGOTHAI et al., 2009).

Seguindo o aconselhamento genético sobre os problemas nas regides do cromossomo
Y, a maioria dos casais ainda prossegue com a FIV utilizando tanto os espermatozoides do
parceiro masculino quanto espermatozoides de doadores. Em um pequeno nimero de casos,
os casais tém usado PGD para selecionar embrides do sexo feminino para a transferéncia,
em uma tentativa de evitar a transmisséo da anomalia genética a seus filhos, enquanto outros
pacientes optam pela adogéo de embrido (POONGOTHAI et al., 2009).

Ainda segundo POONGOTHAI et al., (2009) havera uma maior sobreposi¢céo entre a
medicina reprodutiva e genética e é imperativo que os profissionais que trabalham nesses
dois campos, colaborarem estreitamente para tratar pacientes com infertilidade da melhor
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maneira possivel.

3.1.10 ACONSELHAMENTO GENETICO, TRIAGEM DE CARIOTIPO E
TESTES DE MICRODELECOES DO AZF.

A definicdo de aconselhamento genético é fornecida pela National Society of Genetic
Counselors, dos Estados Unidos (2006), estabelecendo que o aconselhamento genético
€ 0 processo de ajudar as pessoas a compreender e se adaptar as implicagdes médicas,
psicolégicas e familiares decorrentes da contribuicéo genética para a enfermidade. Também,
engloba a interpretacdo das histérias clinicas e familiares para avaliar a probabilidade de
ocorréncia ou recorréncia da doencga; a educagéo a respeito de hereditariedade, exames,
tratamento, prevencéo, ajuda e pesquisa; e o aconselhamento adequado para promover
escolhas conscientes e adaptagéo a condig¢éo de risco.

Homens inférteis 46,XY considerando ICSI devem receber aconselhamento genético
em relacdo aos seus riscos de ter uma microdelecdo em AZF, que poderia ser a causa de
sua infertilidade e que a microdelecdo poderia ser transmitida a seus filhos, provavelmente
resultando em sua futura infertilidade. Os homens devem ter a oportunidade de serem
examinados para microdelecées na regidao AZF. Ainda precisardo saber que os homens
inférteis ndo mosaicos que carregam microdelecoes AZF em seu DNA extraido de leucocitos
irdo transmitir a mutacao para todos os seus filhos ( KISS et al. 2009).

Se 0 mosaicismo gonadal é prevalente na populacao masculina estéril selecionada,
entdo o risco de transmisséo de cada individuo de uma microdelecao é maior do que a
incidéncia geralmente citada de 18%. A transmissdo de mutagdes em homens com
mosaicismo gonadal depende da razédo do Y intacto para os cromossomos de Y mutantes
na sua linha germinal. Borges e Macedo (2016) propuseram que a gestdo dos homens
inférteis com possivel mosaicismo com microdelecdo AZF gonadal seria melhorada com
diagnéstico genético pré- implantacional. O diagnostico pré-implantacional iria permitir a
separacédo de embrides gerados por ICSI carregando microdele¢cdes AZF de embrides com
0s cromossomos Y intactos antes da transferéncia de embrides ndo afetado para o Utero.
(ARMBRUSTER, QUAYLE, 2016).

41 CONCLUSAO

O capitulo revela que ha um risco maior de homens inférteis carregarem e transmitirem
para a sua prole anormalidades cromossOmicas significativas, no entanto, oferece a ICSI
como uma nova forma de viabilizar a reprodugéo destes pacientes. Além disso, o capitulo
revela que o aconselhamento genético deve levar os pacientes a compreenderem melhor
as suas anormalidades genéticas. O aconselhamento genético visa um tipo de abordagem
que facilita a estes pacientes melhores compreensdes as implicagdes médicas, sociais e
psicolégicas em que estdo envolvidos, o que evidencia uma crescente necessidade de
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aconselhadores genéticos na populacao, em especial, que oferecam suporte ao trabalho das
clinicas de reproducgéao assistida.
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RESUMO: Os grandes avancos nas varias areas
da ciéncia desde o século XX até os dias atuais
repercutiram diretamente no campo da ciéncia
forense. Dentre estas areas estd a genética
molecular, a qual proporciona uma gama de
conhecimentos e técnicas imprescindiveis para
as investigacdes na identificacdo de individuos.
No presente estudo foi realizada uma revisao
sobre este assunto focando nas aplicagbes da
genética molecular na ciéncia forense e suas
contribuicdes nas esferas civil e criminal. Com o
desenvolvimentodastécnicasdareacdoemcadeia
da polimerase, seqlienciamento automatizado do
DNA e as analises dos marcadores moleculares
baseados em polimorfismos do tipo VNTRs,
STRs e SNPs, as analises genéticas de DNA
tornaram-se ferramentas poderosas e essenciais
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para a identificagcdo pessoal e em investigacoes
de vinculo genético, sendo essenciais no
esclarecimento da identidade em analises
forenses.

PALAVRAS-CHAVE: ciéncia forense; genética
molecular; técnicas moleculares.

APPLICATIONS OF MOLECULAR
GENETICS IN FORENSIC SCIENCE —
BIBLIOGRAPHIC REVIEW

ABSTRACT: The great advances in some
areas of science from the 20th century to the
present day had direct repercussions in the
field of forensic science. Among these areas is
molecular genetics, which provides a range of
essential knowledge and techniques for individual
investigations. In the present study, a review
about this subject focusing on the applications
of molecular genetics in forensic science and its
contributions in the civil and criminal spheres.
With the development of polymerase chain
reaction, automated DNA sequencing techniques
and the analysis of molecular markers based on
polymorphisms such as VNTRs, STRs and SNPs,
genetic DNA analysis has become powerful and
essential tools for personal identification, genetic
investigations, being essential in clarifying the
individual identity in forensic analysis.
KEYWORDS: DNA, polymorphisms,
discrimination, techniques.
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11 INTRODUGAO

A genética forense é considerada como
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uma das importantes competéncias adotadas pela ciéncia forense, apresentando sua
significancia nas investiga¢des criminais e testes de parentescos (MIOZZO, M., 2019). Nos
laborat6rios criminais, as aplicagdes de técnicas da biologia molecular estdo sendo cada vez
mais utilizadas, visto que esta ciéncia possui uma gigantesca capacidade de identificacdo de
individuos a partir de vestigios deixados nos locais de crimes ou nos corpos das vitimas, como
pélos, fluidos corporais, manchas de sangue, sémen, dentre outros materiais geneticamente
identificaveis (LEITE, V. 2013; MIOZZO, M., 2019). Portanto, através do estudo de amostras
bioldgicas, a genética forense visa a obtencédo de perfis genéticos. A partir desta obtencéo, a
identificacdo e comparacao entre determinados perfis podera auxiliar no dmbito dos tribunais
de justica (AMORIM, A. 2015).

Acredita-se que a genética forense comegou a se estabelecer no ano de 1985, a partir
das pesquisas e investigacdes de Alec Jeffreys sobre marcadores moleculares polimoérficos
(GILL; JEFFREYS; WERRETT, 1985). No Brasil, os esforcos para a implementacdo das
analises de DNA comegaram em 1992 pela policia técnica do distrito federal. Em dezembro
de 1994, a legislagao brasileira aceitou as anéalises de DNA em investigagdes criminais ao
aprovar a lei n.° 803 criando a “Divisdo de Pesquisa de DNA forense (DP/DNA)” da Policia
Civil do Distrito Federal (BRASIL, 2003).

Portanto, diante dos conhecimentos gerados nos ultimos anos acerca da ciéncia
forense e da sua potencial aplicagdo nas investigacdes criminais sdo de suma importancia
a elaboragéo e publicagdo de contetdos detalhados sobre esta area. Contudo, o presente
trabalho objetivou relatar, mediante uma revisao bibliogréafica, as aplicagbes e contribuicdes
da Genética Molecular na ciéncia forense, assim como a importancia destas na area civil e

criminal.

21 TECNICAS MOLECULARES

2.1 Southern Blot: enzimas de restricao, eletroforese e analises

As técnicas moleculares de clonagem e o sequenciamento de DNA podem depender
do uso de enzimas sitio-especificas, denominadas endonucleases de restricdo. As enzimas
de restricdo sdo equiparadas a tesouras moleculares por cortarem as fitas de DNA em
sequéncias-alvo especificas de nucleotideos resultando em fragmentos de restricdo
(SNUSTAD; SIMMONS, 2008). Este procedimento consiste em colocar os fragmentos em
um pequeno pogo em gel (agarose ou acrilamida), que € colocado em um campo elétrico e
solugdo tampao. A eletricidade faz com que os fragmentos migrem para o p6lo positivo da
cuba de eletroforese (GRIFFITHS et al., 2008; NEVES, 2017).

Apbs a eletroforese, os fragmentos separados sdo submetidos ao procedimento
conhecido como transferéncia de Southern. O gel é colocado em uma solugdo alcalina,
promovendo a desnaturacdo do DNA e assim, o transferindo para uma membrana de
nailon (transferéncias chamadas de Southern blot - manchas). Uma sonda radioativa ou
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quimioluminescente de DNA contendo a seqiiéncia de interesse que se hibridiza a uma
sequéncia complementar de DNA, do tipo VNTRs (do inglés, Variable Number of Tandem
Repeats). A membrana é exposta a um filme de raios-X, que detecta o sinal emitido pela
quebra do substrato pela sonda marcada resultando em bandas escuras que mostram as
posicoes das sequiéncias de DNA que se hibridizaram com a sonda (BROWN, 2001; NEVES,
2017). Essa caracteristica permite a individualizagdo, com exce¢édo de gémeos idénticos e
um modelo semelhante ao que foi descrito foi empregado por Jeffreys, em 1985, que utilizou
o termo DNA fingerprinting para definir esses padrdes individuais (JEFFREYS; WILSON;
THEIN, 1985a; 1985b; GRIFFITHS et al., 2008).

2.2 Reacao em cadeia da polimerase e eletroforese capilar

Desenvolvida por Kary Mullis, a técnica de reagéo em cadeia da polimerase ou PCR (do
inglés, Polymerase Chain Reaction) pode amplificar uma regido de DNA por ciclos repetidos
de sintese de DNA, in vitro, em poucas horas (SAIKI et al., 1985; MELLO; FONSECA-COSTA,
2005). A PCR possui enorme aplicagcdo na area forense e criminalistica pelo fato de se tornar
uma grande ferramenta na investiga¢do de marcadores moleculares e permitir analisar casos
de identidades contestaveis utilizando até mesmo sequéncias de DNA degradadas, ou fontes
escassas de acidos nucléicos (NEVES, 2017; DALE; GREENSPAN; OROKOS, 2006).

Apobs o DNA ser extraido e quantificado, ele podera passar pela PCR em um aparelho
termociclador automatizado. Esta técnica é basicamente dividida em trés passos que se
repetem dezenas de vezes: desnaturacdo do DNA, anelamento de primers e extensao da
fita nova de DNA pela enzima DNA polimerase. A desnaturagédo ocorre quando a temperatura
esta a cerca de 95°C, separando a molécula de DNA em duas fitas. O alinhamento e unido
ocorrem entre 50-65°C, onde os primers se ligam nas fitas de DNA que foram anteriormente
separadas. O ciclo finaliza com a temperatura em cerca de 72°C, em que a polimerase ira
adicionar os nucleotideos na extremidade 3-OH’ livre do primer, levando a extensdo da
regido de interesse e formando uma nova fita complementar a fita molde (MIOZZO, M., 2019;
NEVES, 2017).

Apés a amplificagédo do alvo, os produtos da PCR podem ser analisados pela técnica
de eletroforese com gel de agarose, um dos mais simples métodos de deteccdo de um
produto de DNA, corado com corantes fluorescentes intercalantes de bases, como o brometo
de etidio, sendo os produtos visualizados em luz ultravioleta. Em gel de poliacrilamida o
produto podera ser visualizado com coloragéo utilizando o nitrato de prata, a qual permite a
deteccgéo direta da sequéncia amplificada pelo desenvolvimento de cor.

Um variac¢do da eletroforese convencional para &cidos nucléicos é a técnica capilar cuja
separacgao dos fragmentos alvos ocorre de acordo com o tamanho e padréo de marcagéao por
fluor6foros especificos, normalmente feita em aparelhos de sequenciamento de DNA. Como

o didmetro do capilar é pequeno, o mesmo permite que elevadas tensdes sejam utilizadas,
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fazendo assim com que o calor dissipado seja eficiente e resulte em separagdes satisfatorias
e tempo reduzido das andlises. (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA, J., 2019).

2.3 PCR-STRs para analise de sequéncias localizadas em cromossomos
humanos

As regides do DNA curtas e repetidas de forma seqiiencial ou em fandem conhecidas
como STRs (short tandem repeats) ou microssatélites consistem em seqliéncias com menos
de 350 pares de base, com unidades que variam de dois a seis nucleotideos. Os locos STRs
sdo abundantemente dispersos no genoma, tanto nos cromossomos autossémicos quanto
nos sexuais (SILVA, 2018).

A partir de 1990, os STRs tornaram preferenciais nas tipagens de DNA de vestigios
bioldgicos por serem passiveis de analise apds a reacédo de PCR devido ao seu pequeno
tamanho. Por serem altamente informativos e eficazes na individualizacdo de um grande
nuamero de amostras forenses, em 1997, 13 locos STRs foram incluidos no CODIS (do
inglés, Combined DNA Index System) sendo utilizado pelo FBI (do inglés, Federal Bureau of
Investigation) em véarios casos forenses (KASHYAP et al., 2004; NIAZI, 2007; TAMAKI, 2007).
O banco de dados eletrénico CODIS foi desenvolvido pelo FBI e armazena dados de perfis
de DNA provenientes de laboratérios forenses locais, estaduais e federais. Esse sistema
integrado permite que os laboratérios criminais possam comparar e compartilhar dados de
DNA forense (DALE, GREENSPAN; OROKOS, 2006).

Para realizar a andlise de locos STRs é realizada a amplificacdo da regido de interesse
com primers especificos para cada alvo. Apés amplificacdo, os produtos sao analisados por
separagéo eletroforética, sendo atualmente a capilar a mais utilizada, devido ao sistema
fechado e rapidez na obtenc¢éo dos resultados. Os dados obtidos s&o analisados por software
que determina o tamanho dos alelos STRs, permitido a sua genotipagem, por meio da
comparacao dos tamanhos dos alelos de cada amostra com os da escala alélica (BUTLER et
al., 2004 apud LAZARUK et al., 1998; GOES, 2005; GARRIDO, 2009 apud BUTLER, 2005).

Algumas vantagens da PCR-STRs em relagéo a outras técnicas consistem na rapidez
do procedimento, geralmente menos de 24 horas, na eficiéncia e simplificagcéo decorrentes
da amplificacdo simultanea dos locos STRs e automatizagédo da coleta e analise de dados,
na disponibilidade de kits comerciais capazes de amplificar de 3 a 16 locos em uma Unica
reacao e baixo custo do método, requer quantidades infimas de DNA para analise, permite
analisar amostras de DNA degradadas, ja que ha maior possibilidade das seqliéncias curtas
de DNA estarem intactas pds-degradacéo, o elevado poder discriminativo devido ao alto
numero de locos (KASHYAP et al., 2004). A fim de recuperar o0 maximo de informagées do
DNA degradado, foram desenvolvidos primers para amplificar seqiiencias STRs gerando um
tamanho menor que o padréao comercial, denominados de mini-STRs. Estes se ligam o mais
proximo possivel da regido de repeticdo STR, produzindo resultados mais eficientes nas
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analises das amostras de DNA degradadas.

Parsons et al. (2007), evidenciaram em seus estudos que o miniplexes séo vantajosos,
como em casos de analises de DNA para reassociacdo em larga escala de partes de
esqueletos misturadas provenientes de valas comuns secundérias. Dentre as limita¢des esta
a dificuldade em separar multiplos locos pelo tamanho utilizando um mesmo fluoréforo, a
necessidade de se trabalhar com um namero menor de locos na rea¢do multiplex, possivel
inibicdo da DNA polimerase e presenca de DNA n&o humano.

As anadlises dos STRs dos cromossomos Y (Y-STRs) também s&o ferramentas
valiosas por se limitarem aos individuos do sexo masculino, ou seja, apresentam heranga na
forma hapléide, hemizigota, diferentemente do resto dos cromossomos que apresentam uma
copia homologa. Os cromossomos Y apresentam auséncia de recombinagéo, com exceg¢ao
de pequenas regides pseudo-autossdmicas, permitindo que seja realizada a patrilinhagem,
uma vez que o haplétipo (bloco de alelos de diferentes STRs) da regido néo recombinante
do cromossomo Y (Non-Recombinant Y Chromosome - NRY) é transmitido do pai aos
seus descendentes homens até que ocorra uma mutacdo. Desta forma, os locos STRs no
cromossomo Y sdao denominados marcadores de linhagem, ja que sdo bastante informativos
em relagédo a linhagem paterna, mas ndo sobre o individuo especificamente, ou seja, ndo
permite a identificacdo de individuos dentro da mesma linhagem (PENA; PRADOEPPLEN,
1995; PENA; CARVALHO-SILVA; SANTOS, 1997; WALSH, 2007).

Os Y-STRs sdo marcadores importantes na reconstrugdo das relagdes evolutivas
entre individuos de mesma regido geografica ou entre diferentes grupos de individuos e
migracéo, por ser uma heranca uniparental paterna e apresentar auséncia de recombinacéo
em sua maior parte (PENA, CARVALHO-SILVA; SANTOS, 1997; KASHYAP et al., 2004;
KAYSER, 2007).

A tipagem do cromossomo Y é relevante na investigacdo forense, como nos casos
de agressdes sexuais fornecendo informacéo especifica do esperma ou células epiteliais
masculinas (na auséncia de espermatozoides) e consequentemente do perfil do(s)
estuprador(es), mesmo havendo mistura de fluidos corporais do(s) agressor(es) e da vitima
(SHEWALE et al., 2003; KASHYAP et al., 2004; KAYSER, 2007). Além dos casos de estupro,
a analise do cromossomo Y vem sendo empregada, na identificacdo da ascendéncia genética
de um homem, na vinculagdo de restos mortais com seus parentes masculinos, testes de
vinculo genético tanto com presenca, quanto com a auséncia do suposto pai (KAYSER, 2007;
WALSH, 2007; CICV, 2009).

Para realizar a andlise do Y-STR, o procedimento € o mesmo para os STRs
autossémicos, sendo necessaria a extracdo do DNA da amostra biologica e em seguida a
PCR das seqiéncias alvo, geralmente multiplex, utilizando primers especificos marcados
com fluoréforos. Apés a amplificagc@o, os produtos sdo submetidos a eletroforese capilar,
onde os locos séo separados de acordo com seus pesos moleculares e detectados por laser.
Os dados serao processados pelo software resultando na determinagéo do genétipo Y-STR
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(BUTLER et al., 2005; JOBIM et al., 2008).

Assim como para o cromossomo Y, a analise de marcadores STRs do cromossomo
X (X-STRs) também ¢é utilizada na ciéncia forense. Face ao seu poder de discriminacao,
os X-STRs séo utilizados no intuito de complementar, de forma eficiente, a andlise dos
marcadores autossémicos e do cromossomo Y, principalmente em casos complexos de
investigacdo e em vinculo de parentesco (SZIBOR et al.,, 2003). No entanto, em casos
de alteragbes cromossdmicas e sindrome de Turner (45, X0), fazem-se necessarias as
consideragdes éticas (SZIBOR et al., 2007).

O cromossomo X apresenta caracteristicas Unicas no genoma humano, pois em
individuos do sexo biol6gico feminino esta presente como um par de homélogos, sendo um de
origem materna e o outro paterna, embora apresentando semelhan¢ca com os cromossomos
autossdmicos, apenas um dos cromossomos X encontra-se ativado, sendo que o outro
cromossomo € inativado conforme a hipétese de Lyon. Em contrapartida, nos individuos do
sexo masculino, o cromossomo X esta presente em estado hemizigético, ou seja, apresenta
apenas um cromossomo X de origem materna (ROSS et al., 2005).

Essa diferenga de alelos evidenciada entre marcadores autossémicos e os do
cromossomo X, em relagdo ao sexo masculino, resulta na utilizacdo de um menor nimero de
marcadores do cromossomo X em casos de testes de parentesco e uma maior capacidade
de exclusdo, uma vez que, diferentemente dos autossomos, a determinagéo de haplétipos
torna-se facilitada no cromossomo X (em homens); o pai transfere seu haplé6tipo (100%) do
cromossomo X para a filha, todas as irmas apresentam o mesmo haplétipo do cromossomo
X paterno, havendo a possivel estabilidade dos hapl6tipos de grupos de ligagéo no decorrer
das geragdes, 0 que garante um bom mecanismo para demonstrar parentesco (SZIBOR et
al., 2003).

Os X-STRs tém apresentado grande utilidade na resolugcdo de casos deficientes
de paternidade quando a crianca é do sexo feminino. Os marcadores do cromossomo X
mostram-se mais eficientes que os marcadores autossOmicos em casos de parentesco
de trios envolvendo uma filha, nos casos de duos (pai e filha) com informagéo ausente do
genotipo materno, nos testes de maternidade duo (méae e filho). Em casos de paternidade em
trios (mae, filho e suposto pai), ndo ha necessidade de inclusdo de X-STRs em testes, mas
se o teste envolver pai € filha, os X-STRs podem ser utilizados nos testes, especialmente em
casos envolvendo restos mortais exumados, amostras antigas, entre outros (SZIBOR et al.,
2007).

Em casos de incesto, estupro e paternidade envolvendo parentes de sangue,
os marcadores do cromossomo X também podem ter um maior poder de distincdo em
comparagdo aos marcadores autossémicos. Em casos de parentesco onde s6 é possivel
realizar teste de parentes distantes, quando ha o desejo de reunir familias separadas pela
guerra ou migracao e em alguns casos de identificacdo de restos mortais e corpos de vitimas

de guerra e desastres em massa, a utilizagdo de marcadores do cromossomo X pode
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apresentar maior eficiéncia (SZIBOR et al., 2007).

Em andlises de misturas de fluidos corporais feminino e masculino, o poder de
discriminacdo dos X-STRs varia em relagdo ao sexo. Os marcadores do cromossomo X
tornam-se mais eficientes que os marcadores autossémicos, quando é realizada a analise
de tracos femininos na contaminagédo masculina (estupro). Na investigagdo de tragos em
amostras, ambos do sexo feminino, o poder de discrimina¢do dos X-STRs é equivalente aos
dos marcadores autossémicos e no caso do sexo masculino os marcadores do cromossomo
X €& menor do que os marcadores autossémicos (SZIBOR et al., 2007).

2.4 Analise de DNA Mitocondrial

Em 1992, Rebecca Cann & Allan Wilson, lancaram a hip6tese da Eva Mitocondrial,
propondo que todos os seres humanos descendem, ou seja, herdaram DNA mitocondrial
(DNAmt) de uma unica mulher de origem africana que viveu ha aproximadamente 200.000
anos atrds. Em 1987, estes mesmos autores juntamente com Mark Stoneking haviam
publicado na revista Nature, o artigo intitulado Mitochondrial DNA and human evolution, cujo
estudo com pessoas de populagbes geograficamente distintas, mostrou que, provavelmente,
os DNAmt humanos sdo de um ancestral proveniente da Africa (CANN; STONEKING;
WILSON, 1987; WILSON; CANN, 1992).

Assim, além do nuicleo, as células humanas possuem as organelas mitocondrias que
também portam o seu material genético na forma de DNA circular, de fita dupla e hapl6ide. No
estudo forense, ambos, DNA nuclear e DNAmt podem ser usados para investigar vestigios
ou amostras biolégicas (LEITE, 2019; PINTO; CAPUTO; PEREIRA, 2016). De acordo com
Reis (2019), quando nédo ha possibilidade de se obter o DNA nuclear, a aplicagdo do DNAmt
se torna uma opgao viavel pelo fato do mesmo possuir um alto nimero de copias por célula,
gerando dados que s&o passiveis de interpretacdes em analises de determinadas amostras
como vestigios carbonizados, em decomposicéo, degradados, antigos, fios de cabelo, ossos,
sangue e outros fluidos corporais.

Pelo fato do DNAmt ser de um modelo de heranga materna, as sequéncias obtidas de
irmaos e de todos os parentes maternos séo iguais, caso ndo haja mutagdes, possibilitando
tracar a linhagem materna de um individuo, o que é de grande relevancia em casos de
identificacdo de restos mortais de pessoas desaparecidas (PEREZ; MONTESINOS, 2004;
CICV, 2009). O DNAmt apresenta uma regido codificante e uma regido néo codificante,
denominada regido controle, D-loop ou regido hipervariavel (BUDOWLE et al., 2003). O
alto grau de polimorfismo evidenciado nas regides hipervariaveis permite seus estudos na
identificacdo forense, sendo as regides hipervariaveis | e Il (HVI e HVII, respectivamente)
geralmente sequenciadas (MORENO; MCCORD, 2008). Atualmente, em decorréncia das
analises trabalhosas e demoradas do método de sequenciamento de Sanger do DNA, outros
métodos tém sido desenvolvidos, como por exemplo, 0 pirosequenciamento, que consiste em

um método robusto, rapido, confiavel e de alto poder discriminatério em analises de DNAmt
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(ANDREASSON et al., 2002).

Além do sequienciamento das HVI e HVII, também é investigado os marcadores
polimorficos de nucleotideo simples ou SNPs (do inglés, Single-Nucleotide Polymorphism),
presentes em todo o DNAmt (JOBLING; GILL, 2004). Desta forma, os SNPs contribuem
com um poder de discriminagéo adicional as analises forenses (MORENO; MCCORD, 2008;
JUST et al., 2004).

Outra questao relacionada a analise do DNAmt refere-se a ocorréncia de heteroplasmia
dada pela presenca de duas ou mais sequéncias de DNAmt em um individuo. A heteroplasmia
decorre de polimorfismos de DNA mitocondrial, desta forma ocasionando uma mistura de
sequéncias de DNAmt mutantes e normais. A heteroplasmia pode ser tanto de sequéncia
quanto de comprimento. A homoplasmia corresponde a presenga de um unico tipo de DNA,
ou seja, o individuo apresenta apenas DNAmt normal (MATSUDA; YUKAWA, 2007).

No contexto forense € de extrema importancia levar em consideracéo a heteroplasmia,
uma vez que esta pode dificultar ou pode auxiliar o processo de identificagdo. Quando as
heteroplasmias encontram-se em posicoes idénticas entre os individuos, pode elevar o poder
de determinacéo do perfil analisado. No entanto, geralmente podem ocorrer interpretacdes
equivocadas prejudicado o processo discriminatério o que evidencia a necessidade de
preparagéo dos cientistas forenses para lidarem com anélises que envolvam heteroplasmia
sendo capazes de interpreta-las (MATSUDA; YUKAWA, 2007).

2.5 SNPs

Os SNPs consistem em polimorfismos de base Unica resultante na substituicdo de uma
base (A, C, T ou G) por outra. Os SNPs podem ser bi, tri ou treta alélicos, sendo que os dois
Ultimos sé@o extremamente raros em humanos (BROOKES, 1999; BORSTING; SANCHEZ;
MORLING, 2007; SILVA, 2018). Os marcadores SNPs possuem algumas caracteristicas
vantajosas para a identificagcdo forense em rela¢édo a outros marcadores, como a possibilidade
de serem estudados em regides-alvo de DNA mais curtas para amplificacdo, apresentando
resultados consideraveis em amostras degradadas importante para testes de paternidade e
parentesco, em analises em elevada escala, facilidade de automatizagéo, possibilidade de
multiplexacéo (SILVA, 2018; WALSH, 2007).

Dentre as desvantagens do uso de SNPs esta o fato de serem bi-alélicos em sua
maioria, o que os tornam menos informativos para testes de identidade em comparagao com
os marcadores STRs, havendo necessidade de analises de um maior nUmero SNPs (40-60
locos) para ter poder discriminatério equivalente aos dos STRs (13-16 locos) (BUTLER et
al., 2007 apud CHAKRABORTY et al., 1999, GILL, 2001 e AMORIM, 2005). O numero limitado
de alelos dificulta a interpretacdo quando ocorrem misturas de fluidos corporais, como em
casos de estupro, onde duas ou mais amostras de DNA podem estar presentes (BORSTING;
SANCHEZ; MORLING, 2007).

Os SNPs informativos de linhagem encontrados no cromossomo Y e no DNAmt
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tém mostrado alto poder informativo decorrente da auséncia de recombinacdo e baixa
taxa de mutacdo. Esses marcadores sdo utilizados em estudos evolutivos, parentesco e
casos forenses relacionados a pessoas desaparecidas e desastres em massa. Os SNPs
informativos de ancestralidade esté@o distribuidos em todo genoma humano e apresentam
baixa heterozigosidade. Esses SNPs sdo adequados para determinar a origem ancestral
da amostra de determinado individuo e isso pode vir a auxiliar as investigacdes forenses,
uma vez que fornecem indiretamente algumas caracteristicas fenotipicas do individuo
(BORSTING; SANCHEZ; MORLING, 2007; BUDOWLE; DAAL, 2008).

Os SNPs informativos de fenétipo permitem direcionar de forma mais precisa as
investigagcdes criminais, uma vez que caracteristicas fenotipicas especificas podem auxiliar no
estabelecimento da identidade de um individuo. A maioria dos estudos de SNPs informativos
de fendtipo tem sido realizada em genes de pigmentagéo, sendo aqueles encontrados em
alguns desses genes tém sido associados a varios fenoétipos da cor de cabelo, olhos, pele
(BORSTING; SANCHEZ; MORLING, 2007; BUDOWLE; DAAL, 2008).

Além do sequenciamento direto de DNA (KWOK; CHEN, 2003), a tipagem de SNPs
pode ser realizada por variadas técnicas com capacidade de discriminagéo alélica. Dentre
estas técnicas destacam-se a hibridizacéo alelo especifica (ASO, do inglés, Allele Specific
Oligonucleotide Hybridization) combinada a PCR em Tempo Real por meio da captacdo do
sinal de fluorescente (FRET, do inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer) por um
software especifico a partir do uso de sondas marcadas; a hibridagdo em array (microarray de
SNPs) por meio da detecgéo fluorescente de sondas ASO, em que um grande nimero de SNPs
s&o analisados (como o array GeneChip® - Affymetrix); o pirosequenciamento por detec¢éao
luminométrica do pirofosfato liberado durante a sintese de DNA e o minisequenciamento
(SYVANEN, 2001; VIGNAL et al., 2002; SOBRINO; BRION; CARRACEDO, 2005).

O minisequenciamento € o método mais utilizado em laboratérios forenses,
principalmente, seguido por eletroforese e detec¢ao de fluorescéncia (SNaPshot - Applied
Biosystems). Uma vez que ndo é necessario o investimento em equipamentos especificos,
pois a deteccdo é realizada com equipamento de eletroforese capilar, a capacidade do
multiplex corresponde as necessidades forenses, e consiste em um método rapido, robusto
e preciso (SANCHEZ et al., 2003; BRION et al., 2004; GRIGNANI et al., 2006; SANCHEZ et
al., 2006).

No entanto, o minisequenciamento seguido de detecgéo direta por MALDI-TOF MS
(do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) e
microarrays também podem apresentar vantagens em andlises forenses (SOBRINO; BRION;
CARRACEDO, 2005). As vantagens MALDI-TOF MS, principalmente quando envolve
grandes conjuntos de amostras, consistem na sua precisédo, confiabilidade, sensibilidade,
especificidade, rapidez e baixo custo. No entanto, apresenta limita¢cdes para investigacdes
forenses devido ao elevado custo de equipamentos especificos, dificuldade em analisar
SNPs em amostra contendo DNA de mais de um individuo, menor sensibilidade do multiplex,
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necessidade de rigorosos procedimentos de purificagdo em amostras de DNA (MENGEL-
JORGENSEN et al., 2004; KEYSER; PETKOVSKI, 2006).

O pirosequenciamento pode ter vantagens como a capacidade de analisar amostras
de DNA de baixa qualidade e quantidade diminuta, sensibilidade, rapidez, simplicidade,
precisao, capacidade de quantificacéo de cada alelo em amostras contendo misturas de DNA
de diferentes individuos. As desvantagens deste método sé@o a capacidade de multiplexa¢éao
reduzida e a automacdo trabalhosa em decorréncia da execugdo de varias etapas
antecedentes a deteccdo (ANDREASSON et al., 2002; SOBRINO; BRION; CARRACEDO,
2005; HARRISON et al., 2006; ANDREASSON et al., 2006).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do exposto, percebe-se que a genética molecular trouxe e traz contribuicdes
de suma importancia para as investigagdes que necessitam das discriminac¢des individuais,
que se deve sobretudo pela evolugdo do conhecimento cientifico e o desenvolvimento de
novas plataformas para a identificacdo e andlise de marcadores moleculares, as quais
aumentam o poder de genotipagem na identificacdo de individuos. As andlises genéticas
do DNA tornaram-se ferramentas poderosas e essenciais na esfera judicial, tanto nos casos
referentes a investigagcdo de vinculo genético, quanto em casos de identificacdo individual.
As técnicas que permitem o estudo de marcadores moleculares, principalmente do tipo STRs
tem se tornado rotina nos laboratérios mundiais por serem primordiais para realizagéo da
identificagdo empregando pequena quantidade de material biologico, o que é freqiientemente
comum nas analises forenses. Desta forma, é de suma importancia a presenca da genética
molecular forense em instituicdes periciais brasileiras, a fim de promover um aumento da
eficiéncia de distingdo entre os individuos investigados na resolugdo de casos forenses.
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RESUMO: Introducgao: A Fibrose Cistica (FC)
€ a doenca genética mais comum na populagéo
caucasiana, com prevaléncia de 1/3000 e mais
de 2000 mutacbes documentadas. De heranca
monogénica e autossdmica recessiva, a FC
€ decorrente de uma mutagdo no regulador
transmembrana, CFTR, que age como canal
ibnico e esta presente no tecido epitelial dos
mais diversos 6rgaos. Sua disfungdo acarreta
producédo de secrecbes espessas que tendem a
obstruir os ductos dos 6rgéos afetados. O objetivo
do trabalho é revisar a literatura a respeito dos
aspectos genéticos da FC. Metodologia: Foi
conduzida uma busca nos bancos de dados
cientificos eletrénicos LILACS, MEDLINE e Web
of Science. Os descritores utilizados foram:

“cystic fibrosis”, “genetic heterogeneity”, “CFTR
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protein” e “molecular targeted therapy”. Foram utilizados 34 artigos nesta revisdo, os quais
foram analisados e sintetizados de forma reflexiva, a fim de obter informagdes consistentes
e relevantes para a revisdo. Resultados: A FC, apesar de ser monogénica, conta com
uma heranga genética complexa. O grande nimero de mutagdes a causam, assim como a
quantidade de genes modificadores que interagem com as disfun¢des do CFTR, fazem da
FC um grande desafio clinico. A FC tem sido alvo de inUmeras pesquisas para terapias alvo e
genéticas que tem melhorado a sobrevida dos pacientes, causando aumento da expectativa
de vida. Conclusao: O avanco da biotecnologia traz perspectivas promissoras para o
tratamento da FC. Para o futuro, os grandes desafios sdo o desenvolvimento de terapias alvo
e de terapias genéticas capazes de reduzir a morbimortalidade e mudar a histéria natural da
doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Fibrose cistica, Proteina CFTR, Genética, Terapia alvo, Terapia genética

GENETIC ASPECTS OF CYSTIC FIBROSIS: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Introduction: Cystic Fibrosis (CF) is the most common genetic disease in
the Caucasian population, with a prevalence of 1/3000 and more than 2000 documented
mutations. With monogenic and autosomal recessive inheritance, CF results from a mutation
in a transmembrane regulator, CFTR, which acts as an ion channel and is present in the
epithelial tissue of the most diverse organs. lts dysfunction leads to the production of thick
secretions that tend to obstruct the ducts of the affected organs. The objective is to review
the literature regarding the genetic aspects of CF. Methodology: A search was conducted in
the electronic scientific databases LILACS, MEDLINE and Web of Science. The descriptors
used were: “cystic fibrosis”, “genetic heterogeneity”, “CFTR protein” and “molecular targeted
therapy”. Thirty-four articles were used in this review, which were analyzed and synthesized
in a reflective way, in order to obtain consistent and relevant information for this article.
Results: CF, despite being monogenic, has a complex genetic inheritance. The large number
of mutations that cause the disease, as well as the amount of modifying genes that interact
with CFTR dysfunctions, make CF a great clinical challenge. CF has been the target of
numerous researches for targeted and genetic therapies that have improved survival, causing
an increase in life expectancy. Conclusion: The advance of biotechnology brings promising
prospects for the treatment of CF. For the future, the great challenges are the development
of targeted therapies and gene therapies capable of reducing morbidity and mortality and
changing the natural history of the disease.

KEYWORDS: Cystic Fibrosis, CFTR Protein, Genetics, Targeted therapy, Gene therapy.

11 INTRODUGAO

A Fibrose Cistica (FC) é a doencga genética autossdmica recessiva mais frequente na
populacédo caucasiana, com uma prevaléncia média de 1:3000 na Europa, América do Norte
e Oceania (CFF, 2020). No Brasil, por sua vez, a prevaléncia é em torno de 1:7000 (RASKIN,
2001). A doencga tem caracteristica recessiva e monogénica e afeta o canal regulador de
condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR), que atua no controle de eletrélitos
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de células epiteliais e, portanto, no balango osmético de secre¢des. Devido a expresséao
multissistémica desse canal, diferentes 6rgdos sdo afetados em graus varidveis, o que
leva a diversidade de manifestagbes fenotipicas da FC (ELBORN, 2016). Pacientes com
FC apresentam secre¢des viscosas e espessas no trato biliar, pancreas, intestino, sistema
reprodutor e, notadamente, no sistema respiratorio. A historia natural da doenca evolui com
infecgbes crdnicas e recorrentes do trato respiratorio, além de presenca de flora bacteriana
especifica e alteragdes funcionais e estruturais pulmonares que culminam em insuficiéncia
respiratoria (DRUMM, 2013). Com o avan¢o da medicina e do diagnéstico precoce através da
triagem neonatal, os pacientes com FC tém elevado sua expectativa de vida, podendo atingir
até a quinta década de vida (KEOGH, 2018).

Até o momento mais de 2000 variantes do gene CFTR s&o conhecidas, o que
possibilita um amplo espectro de gravidade e de manifestagbes clinicas. A mutagdo mais
prevalente, a F508del (dele¢do do residuo de fenilalanina na posicdo 508), é a variante
com melhor correlagéo genétipo-fenétipo para as manifestagdes clinicas da FC e é o alvo
principal das terapéuticas em estudo atualmente. Devido ao carater monogénico da doenca
e a razoavel prevaléncia da condi¢éo na populagdo caucasiana, a FC tornou-se um modelo
de estudo para terapias alvo moleculares e terapias genéticas. O conhecimento a respeito
dos aspectos genético-moleculares da doenga, portanto, torna-se essencial no contexto de
avanco das técnicas de biotecnologia (FAJAC, 2017).

21 OBJETIVO

O objetivo deste artigo € discutir, por meio de uma revisdo narrativa, os aspectos

genéticos da FC, bem como sua influéncia nas novas modalidades terapéuticas disponiveis.

31 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma pesquisa bibliogréafica do tipo descritiva, caracterizando-
se como uma revisdo narrativa. Para a elaboragéo desta revisao foi conduzida uma busca nas
bases de dados cientificos eletrénicos LILACS, MEDLINE e Web of Science via Portal BVS,
PubMed e Portal CAPES, respectivamente. Aplicaram-se os seguintes descritores presentes
no DeCS e MESH, assim como suas combinagdes na lingua inglesa e portuguesa: “cystic
fibrosis”, “genetic heterogeneity”, “CFTR protein” e “molecular targeted therapy”. Foram
introduzidas também fontes localizadas por busca externa de sites oficiais, como o Cystic
Fibrosis Foundation (CFF). O conteldo utilizado para a construgéo da revisao foi examinado
a partir de publicagcbes compreendidas no periodo entre 2015 e 2021.

Os critérios de inclusdo estabelecidos foram: a) artigos publicados em inglés ou
portugués e b) abordagem dos aspectos genéticos da FC. J& os critérios de excluséo
utilizados foram a) fuga ao tema central da pesquisa, b) auséncia de abstract disponivel para
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leitura e ¢) auséncia de atualizac¢des relevantes sobre o tema. Foram selecionados 34 artigos
para a producéo desta revisao, tendo sido analisados e sintetizados de forma reflexiva.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Canal Regulador De Condutancia Transmembranar da Fibrose Cistica
(CFTR)

Identificado e clonado em 1989 por Riordan e colaboradores, o gene responsavel
pela proteina CFRT contém 27 éxons distribuidos em aproximadamente 189 kb de DNA
no braco longo do cromossomo 7 (locus 7g31). Quando transcrito, o RNA maduro origina
uma proteina com 1.480 aminoacidos em sua composigdo. O canal CFTR é membro da
superfamilia de transportadores com cassetes de ligacao a ATP (ABC). O canal conta com
dois dominios integrais de membrana, que formam o poro do canal, e dois dominios de
ligacdo a nucleotideo (NBD1 E NBD2), que se ligam ao ATP. A principal mutagéo responsavel
pela FC, a F508del, ocorre no dominio NBD1 (ARONSON, 2015).

O CTFR é localizado na superficie apical de células epiteliais € atua no controle
de eletrélitos destas células e, portanto, no balanco osmético de secregbes exocrinas. E
responsavel por conduzir cloreto e bicarbonato na membrana apical de diferentes epitélios,
regulando o transporte de agua e ions e mantendo a hidratagcdo da superficie epitelial
(FARREL, 2020). Quando o CFTR apresenta algum defeito, ocorrem altera¢des no transporte
de cloreto e bicarbonato para a superficie apical do epitélio, o que pode desregular a
osmolaridade das secre¢des. Como consequéncia, ocorrem obstrugées ductais devido a
formacéo de secre¢des desidratadas e espessas, levando a danos teciduais. Além disso, o
CFTR também tem papel de absor¢cdo nas glandulas sudoriparas, o que faz com que sua
disfuncéo cause o tipico suor salgado do fibrocistico (ELBORN, 2016).

4.2 Caracteristicas Genéticas

A FC é uma doenga genética monogénica de heranga autossémica recessiva. E
causada pela presenca de mutagbes em ambas as copias do gene que codifica o canal
CFTR. Ela ocorre tanto pela presenca de uma mesma mutagdo nos dois alelos como por
mutacbes diferentes em cada um deles, caracterizando um heterozigoto composto. Essa
variedade genética deve-se a grande diversidade de muta¢des que podem desencadear a
doenga, sendo registradas, até o momento, mais de 2000 variantes do gene para o CFTR
(CFF, 2020). Essa grande quantidade de mutagbes tem levado a crer que a maior parte da
populacédo caucasiana carrega alguma mutagéo para a codificagdo do canal (QUON, 2016).

Apesar do grande numero de mutacdes, a F508del é a variante mais prevalente,
estando presente em 82,4% dos pacientes europeus (CUTTING, 2015). E também a mutagéo
que melhor correlaciona-se fenotipicamente com as manifesta¢des clinicas tipicas da FC,
como sintomas respiratérios e insuficiéncia pancreatica (BAREIL, 2020).
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As diferentes mutagdes tém frequéncias variaveis entre grupos étnicos distintos.
Na Gré-Bretanha, por exemplo, a F508del tem uma prevaléncia de 81%, enquanto na
Turquia, apenas de 24,5%. Além disso, outras variantes sdo prevalentes em grupos étnicos
particulares, como a ¢.273+1G>A nas populagbes eslavas e a 405+1G>A entre os judeus
(BAREIL, 2020; CFF, 2020). O conhecimento a respeito da prevaléncia local de variantes
€ uma ferramenta de auxilio para triagem e diagnostico precoces da FC em determinadas
populacgdes e pode guiar a investigacdo genética de forma mais precisa e acurada.

No Brasil, essa diversidade de variantes é acentuada gracas a miscigenacéo da
populacao, o que traz como consequéncia uma variagao alélica significativa com interessantes
diferengas regionais entre os estados (DE SOUZA, 2017). Por exemplo, na Bahia, estado
notadamente afro-descendente, a prevaléncia de F508del & de 8,7%, estando abaixo dos
dados mundiais, principalmente quando comparamos com paises de populagéo caucasiana.
Ja para a G542X, a segunda mutagdo mais frequente no Brasil, a diversidade regional varia
de uma prevaléncia de 8,3% em S&o Paulo até 0% no Maranhdo (MOTA, 2015).

Um estudo publicado em 2018 por Rosa e colaboradores elencou as principais
mutagdes encontradas em criancgas e adolescentes fibrocisticos no sul do Brasil, elencando
a correlagéo genotipo-fenotipo encontrada. A F508del esteve presente em cerca de 90% dos
pacientes, correlacionando-se a fenétipos de insuficiéncia pancreatica, reducéo da funcéo
pulmonar e aumento do cloro no suor. Além disso, outras variantes encontradas em maior
prevaléncia foram G542X, N1303K e R1162X (ROSA, 2018). No quadro 1 estdo elencadas

as principais mutagdes encontradas, além de sua frequéncia e seu fenétipo correlato.

MUTACAO FREQUENCIA DE ALELOS FENOTIPO

F508del 71,43% e Insuficiéncia pancreatica
e Cloro no suor elevado
s Reducéo da fungdo pulmonar

Gb542X 7,14% e ileo Meconial
e Insuficiéncia pancreatica

R1162X 4,76% e  Cloro no suor elevado
e Reducdo na fungdo pulmonar leve
e Insuficiéncia pancreatica

N1303K 4,76% e Insuficiéncia pancreatica grave
e Diabetes Mellitus

711+5G>A 1,1% e Pancreatite
e Hepatopatias
e Colonizagdo Pseudomonas
aeruginosa e Staphilococcos aureus

Quadro 1 - Variantes do CFTR frequentes no Brasil e sua relagdo gend6tipo-fenétipo.
FONTE: Rosa, 2018
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4.3 Fisiopatologia

CLASSE MECANISMO MUTAGOES
| Mutagbes de produgéo: Auséncia completa da proteina CFTR devido G542X
a terminagdo prematura do mRNA W1282X
R553X
621+G>T
1717-1G> A
I Mutagbes de processamento: Modificagbes pos-traducionais anormais F508del
que impedem a proteina de trafegar para a localizagao celular correta N1303K
A455E
1] Mutagdes de passagem: Anormalidades nas regi6es de dobra de G551D
ligagao nuclear levando a diminui¢do da atividade da proteina como S549N

canal de cloreto

v Mutagdes de condugdo: Redugdo da frequéncia do fluxo de fons e da D1152H
duragao da abertura do canal. R347P
R117H
v Reducéo do CFTR funcional: Mutagdes que alteram a estabilidade do A455E
mRNA, levando a quantidades insuficientes de CFTR maduro na
membrana.
\ Aumento do turnover: Rotatividade aumentada devido a Q1412X

anormalidades do terminal C.

Quadro 2 - Classe de mutagdes do CFTR.
FONTE: Welsh, 1993 e Rafeeq, 2017.

Em 1993 Welsh e Smith propuseram uma classificacdo das mutacdes do CFTR
baseada nos mecanismos patogénicos, nos efeitos das muta¢cdes nas proteinas e na
quantidade de produto expresso.

As mutacgdes da classe | caracterizam-se por defeitos genéticos que causam auséncia
completa da proteina CFTR devido a instabilidade molecular causada por terminagédo
prematura do RNA mensageiro. Ja as mutagdes classe Il sdo decorrentes de defeitos de
processamento ou transporte do CFTR, levando a redugédo da expressao apical do canal.
As mutacges classe Il dizem respeito a anormalidades de regulagdo do canal levando a
reducdo da sua atividade ou defeitos de passagem. Mutacdes classe IV geram alteracdo de
condutancia do fluxo ibnico, especialmente do ion cloreto. Ja a classe V representa redugéo
da transcricdo do CFTR, com menor producao de canais funcionais. A classe VI, por sua vez,
caracteriza-se pela presenca de mutacdes que aumentam a degradacdo do CFTR presente
na membrana apical (WELSH, 1993; RAFEEQ, 2017).

A variante mais prevalente, F508del, apresenta-se como classe Il, pois produz defeito
na maturacéo e no processamento do canal CFTR, levando a redug¢édo de CFTR funcional na
superficie das células epiteliais. Além disso, 0s canais que conseguem alcangar a membrana
apical também apresentam defeito de passagem - defeito da classe Ill e IV (ELBORN, 2016).

Apesar de didatica, esta classificagdo ndo engloba o processo fisiopatologico de todas

as variantes conhecidas. Algumas mutacdes inclusive interferem em mais de um mecanismo
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molecular classificado, como a propria F508del. Além disso, as fungbes relacionadas ao
transporte de bicarbonato e a regulagdo do pH néo sédo englobadas por esta classificacéo,
mesmo podendo ter algum impacto na manifestagdo clinica multissistémica (BAREIL, 2020).

4.4 Correlacao Genoétipo-fenétipo

Considerando a classificagdo das variantes pelos mecanismos fisiopatologicos,
a presenca de duas variantes das classes |, Il ou Il estdo associadas a um fenétipo mais
grave, geralmente evoluindo com insuficiéncia pancreética. J& a presenca concomitante de
mutacdes das classes IV, V ou VI associam-se a feno6tipos mais brandos devido a presenca
de funcao residual do CFTR (RAFEEQ, 2017).

Os dados de diversos estudos levam a crer que os individuos homozigotos para
F508del costumam apresentar sintomatologia pulmonar precoce e fungéo pulmonar reduzida,
além de pronunciada insuficiéncia pancreatica (ROSA, 2018 e CORREIA, 2015). Dentre as
mutacdes frequentes na populagédo brasileira, as mais prevalentes apresentam correlagao
genotipo-fenotipo bem estabelecida para doenga pulmonar e pancreatica, como observado
no quadro 1.

Uma metanalise recente analisou a associagédo de algumas variantes do CFTR com
a manifestacao clinica de infertilidade masculina e observou maior prevaléncia da mutagéo
IVS5-5T em pacientes com infertilidade ou azoospermia néao obstrutiva (YANG, 2020). Esse
dado pode tanto orientar o aconselhamento pré-concepcional de pacientes fibrocisticos
como auxiliar no diagnostico de casos de infertilidade masculina de causa ndo obstrutiva
sem histéria conhecida de FC.

Apesar de algumas variantes apresentarem correlagdo genotipo-fenétipo bem
conhecida, isso ndo se aplica a todas as mutagdes ou manifestagcdes clinicas. Em certas
populagdes héa disparidade entre o genétipo estudado e o fenétipo apresentado. Observa-
se que entidades multifatoriais interferem no fenétipo final das manifestagdes clinicas,
especialmente no quadro pulmonar. Condigbes socioeconémicas, aderéncia a tratamentos,
nivel de desenvolvimento local e genes modificadores podem interferir no fenétipo clinico da
FC (STEPHERSON, 2017).

4.5 Genes Modificadores

Ao expressarem-se em um mesmo ambiente celular ou tecidual, os genes tendem
a interagirem e influenciarem uns aos outros, modificando sua forma de expresséo e seus
produtos. Essas interagbes nos levam a crer que o padrao de heranca ligado ao fenétipo
€ mais complexo do que se imaginava para doengas monogénicas como a FC (CORVOL,
2015).

Apesar das manifestagbes pancredticas apresentarem uma correlagdo genoétipo-
fenétipo mais estabelecida, isto ndo se aplica as doencas pulmonares e hepaticas ligadas
a FC (TROUVE, 2017). A presenca de genes modificadores parece causar grande impacto
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na gravidade da manifestacéo clinica final, apontando a importancia do conhecimento a seu
respeito.

Observa-se melhor correlacdo geno6tipo-fenétipo para as manifestacdes respiratérias
quando s&o observadas mutagbes em genes modificadores. Um exemplo é o fator
transformador de crescimento beta 1 (TGF-beta 1). O TGF-beta 1 suprime a atividade de
linfocitos T e, consequentemente, a producéo de citocinas. Estudos recentes tém observado
que a presenca de polimorfismos no gene TGF-beta 1 estdo associados ao aumento da
gravidade das manifesta¢des pulmonares (KRAMER, 2018).

Além disso, tém-se estudado o gene MBL (lecitina ligante de manose) devido a sua
relacao com infec¢bes na FC. Como componente do sistema complemento, o MBL tem func¢éo
na protecdo inata contra infeccdes. Variantes do gene MBL que causem reducdo dos seus
niveis séricos podem levar ao aumento da susceptibilidade a infec¢bes, especialmente por
Pseudomonas aeruginosa, o que causa grande impacto na morbimortalidade dos pacientes
fibrocisticos (NOURKAMI-TUTDIBI, 2021).

No quadro 3 estdo ilustrados alguns genes ou loci que sdo apontados como genes
modificadores na FC, influenciando manifestagdes clinicas especificas.

Quadro 3 - Genes modificadores e manifestagdes clinicas associadas.
FONTE: Egan, 2020 e Corvol, 2015.

4.6 Terapias Alvo e Terapias Genéticas

Historicamente, o tratamento da FC consistia em lidar com as consequéncias dos
acometimentos orgéanicos especificos, como, por exemplo, das infec¢gdes pulmonares ou da
insuficiéncia pancreética. Entretanto, com o avango da biotecnologia e com a identificagcao
de novas mutagdes no gene CFTR, a utilizagéo de terapias genéticas e de terapias alvo tem
emergido (FAJAC, 2017).

As terapias alvo tém como principal objetivo corrigir anormalidades estruturais e
funcionais do CFTR. Para tanto, a identificacdo do defeito do condutor é essencial. Essas
terapias podem agir sobre o CFTR potencializando-o, modulando-o, corrigindo-o ou
modificando sua traducdo (QUON, 2016).

O primeiro modulador do CFTR aprovado para tratamento da FC foi o Ivacaftor. A
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droga classifica-se como potencializadora, ou seja, sua agéo baseia-se na estabilizagdo do
estado patente do CFTR, aumentando seu tempo de abertura. E indicado, portanto, para
pacientes com defeitos de abertura do canal, como os provocados pelas muta¢des da classe
Il - que tem quantidades normais de CFTR, porém com redugéo do fluxo i6nico (BARRY,
2021). Os ensaios com lvacaftor demonstraram melhoria notavel da fun¢do pulmonar e do
estado nutricional, além de confirmarem no teste do suor a restauracdo da fungéo normal do
CFTR, com a medida de cloreto abaixo de 60 mEqg/L (ROSENFELD, 2019). Os estudos dessa
droga, entretanto, devem ser continuados a fim de verificar seus efeitos a longo prazo. Alguns
dos efeitos colaterais relatados incluem catarata e aumento das transaminases hepaticas, o
que alerta para a necessidade de acompanhamento constante dos pacientes que fazem uso
da droga (FAJAC, 2017).

Como cerca de 80% dos fibrocisticos apresentam a F508del em algum alelo do CFTR,
o desenvolvimento de uma droga para corre¢cdo das mutacbes classe Il tem um grande
impacto no tratamento da FC. Nesse cenario, o Lumacaftor, um corretor do CFTR, tem sido
bastante estudado. Sua acgdo baseia-se na facilitagdo da maturagdo e do transporte correto
do CFTR, por estabilizar conformacionalmente o produto mutado e permitir sua conducao a
superficie celular. Estudos in vitro com células epiteliais bronquicas humanas comprovaram
melhoria na maturacdo do CFTR e no transporte de cloreto. Em associacdo com Ivacaftor,
o Lumacaftor demonstrou melhora significativa da funcéo pulmonar e do estado nutricional,
com diminuicdo do numero de episddios de exacerbagbes pulmonares (WAINWRIGHT,
2015).

Estudos recentes também tém investigado o impacto da terapéutica combinada
de corretores e potencializadores no tratamento de pacientes homozigotos para F508del.
Um estudo analisou o impacto funcional do uso de Ivacaftor, Tezacaftor e Elexacaftor
concomitantemente - o primeiro sendo potencializador e os dois Ultimos, corretores. O
estudo demonstrou melhoria expressiva na fungdo pulmonar, concentragcdo de cloreto no
suor, qualidade de vida relacionada a respiragéo e parametros nutricionais. Os dados foram
comparados com pacientes que faziam uso de terapia dupla com Tezacaftor e Ivacaftor.
Quanto aos efeitos colaterais, a terapéutica foi bem tolerada, apresentando bom perfil de
seguranca (HEIJERMAN, 2019).

No quadro 4 encontra-se as principais medica¢gdes moduladoras do CFTR de acordo
com sua fase do estudo clinico. Algumas ja estao disponiveis no mercado, fazendo parte do
arsenal terapéutico de fibrocisticos com mutac¢des especificas.

Apesar dos moduladores do CFTR representarem um grande avanco para a melhoria
da qualidade de vida dos pacientes com FC, as medicag¢des disponiveis ainda séo restritas
a mutagbes especificas, limitando o publico-alvo da terapéutica. Nesse contexto, a terapia
genética surge como uma alternativa que poderia contemplar uma ampla variedade de
mutacdes e oferecer solugbes permanentes para doengas monogénicas como a FC (MAULE,
2020).

Genética Molecular, humana e médica 2 Capitulo 3 “



Quadro 4 - Principais moduladores do CFTR em estudo clinico

FONTE: Barry, 2021; Rosenfeld, 2019; Favia, 2020; Schwarz, 2021; Bell, 2019

Apesar dos moduladores do CFTR representarem um grande avanco para a melhoria
da qualidade de vida dos pacientes com FC, as medicagdes disponiveis ainda séo restritas
a mutagbes especificas, limitando o publico-alvo da terapéutica. Nesse contexto, a terapia
genética surge como uma alternativa que poderia contemplar uma ampla variedade de
mutacgdes e oferecer solugdes permanentes para doengas monogénicas como a FC (MAULE,
2020).

A terapia genética caracteriza-se pela introdu¢do de genes normais recombinantes
em células sométicas para tratamento de doencas genéticas. Essa transferéncia de genes,
realizada através de vetores como adenovirus recombinantes e lipossomas, tem como
objetivo, na FC, produzir expressdao normal do gene CFTR (MAULE, 2020). Apesar de a
FC apresentar manifestacbes multissistémicas, a melhoria na fun¢do pulmonar apresenta-
se como ponto principal na qualidade de vida dos pacientes fibrocisticos, sendo o principal
alvo das terapias genéticas atualmente. Além disso, o sistema respiratério tem a vantagem
de poder ser acessado através de terapias tépicas, como a nebulizagdo (COONEY, 2015). O
acesso do material genético até o epitélio pulmonar, entretanto, encontra algumas barreiras.
A presenca de muco espesso que impede o contato com o epitélio, a resposta imune contra
vetores virais e a renovagao constante do epitélio das vias aéreas sdo apenas algumas das
barreiras naturais que desafiam o acesso e a transferéncia de genes de forma vetorial na FC
(GUGGINO, 2017; MAULE, 2020).

Embora promissores, os estudos envolvendo terapia genética para FC ainda
se encontram em fase pré-clinica. Beumer e colaboradores utilizaram o QR-010, um

oligonucleotideo experimental de RNA de fita simples, para reparagdo do RNAm na presenca
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de F508del. O estudo utilizou tanto células brénquicas humanas in vitro quanto camundongos
in vivo, analisando o efluxo de cloreto em vias aéreas e a secregéo salivar. Observou-se
que o QR-010 restaurou a funcdo do CFTR tanto em células humanas in vitro quanto de
camundongos com F508del in vivo (BEUMER, 2015).

Outras terapias genéticas estdo sendo desenvolvidas em fases pré-clinicas. Espera-
se que em breve o avanc¢o da biologia molecular e da farmacogenética possam oferecer
terapéuticas acuradas e definitivas para doencas genéticas como a FC.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento a respeito dos aspectos genéticos da FC auxilia a comunidade
médica devido ao fato de que as variantes génicas proporcionam impacto direto nas
manifestagcdes clinicas e nas terapéuticas disponiveis para cada mutagéo. Diante disso,
torna-se imprescindivel atualizar-se ndo somente a respeito dos tratamentos convencionais
das manifestagbes pulmonares e pancreaticas, mas também sobre as medicac¢des alvo e

sobre o papel da variedade genética nas suas indicagoes.
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RESUMO: Introducdo e objetivos: O
polimorfismo de nucleotideo Unico Val66Met no
gene do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) exibe uma das maiores variabilidades em
termos de distribuicdo alélica entre populagdes.
Estudos sugerem que os portadores de BDNF
met podem ter maior risco de dor pélvica ou
abdominal crénica. O objetivo do presente estudo
foi comparar a distribuicdo dos alelos Val66Met
em um grupo de pacientes com doenca falciforme
com osteonecrose e sem osteonecrose.
Metodologia: O DNA foi isolado de leucocitos
de sangue total usando o Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA) e
mantido a 20°C. A genotipagem BDNF Val66Met
foi realizada usando o método de sistema de
mutacéo refrataria amplificada com primer tetra
(ARMS)-PCR. Genotipo e frequéncias de alelos
foram determinados. Os desvios do equilibrio
de Hardy-Weinberg também foram examinados.
Todas as andlises estatisticas envolveram
testes x2 executados em SPSS. Resultados e
conclusées: As frequéncias foram de 0,93 para
o alelo Val e 0,07 para o alelo Met. As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e ndo foi encontrada associag¢éo entre o
polimorfismo Val66Met e os grupos estudados (x2
(4 fd) =8.745; a = 0,068). Os dados deste estudo
estendem os esforgos para mapear a distribuicéo
alélica do BDNF Val66Met em populagcbes ao
redor do mundo e enfatiza que a estratificacao
populacional deve ser controlada em estudos
futuros que relatem associag¢des fenotipicas em
amostras de diferentes populagdes.
PALAVRAS-CHAVE: BDNF; Polimorfismo;
Val66Met; Doenca Falciforme.
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ALLELIC DISTRIBUTION OF BDNF VAL66MET POLYMORPHISM IN SICKLE
CELL DISEASE PATIENTS OF BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: Introduction and objectives: The Val66Met single-nucleotide polymorphism
in the brain-derived neurotrophic factor gene (BDNF) exhibits one of the highest variability
in terms of allelic distribution between populations. Studies suggest that BDNF met carriers
may be at higher risk for chronic pelvic or abdominal pain. The aim of the present study was
to compare the distribution of Val66Met alleles in a group of patients with sickle cell disease
with osteonecrosis and without osteonecrosis. Metodology: DNA was isolated from whole
blood leukocytes using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA)
and kept at 20°C. BDNF Val66Met genotyping was performed using the tetra primer amplified
refractory mutation system (ARMS)-PCR method. Genotype and allele frequencies were
determined. Departures from Hardy-Weinberg equilibrium were also examined. All statistical
analyses involved x2 tests run in SPSS. Results and conclusions: The frequencies were
0.93 for the Val allele and 0.07 for the Met allele. The genotype frequencies are in Hardy-
Weinberg equilibrium and no association was found between the Val66Met polymorphism and
the groups studied (x2(4 fd) = 8,745; a=0,068). The data from this study extends efforts to
map the allelic distribution of BDNF Val66Met in populations around the world and emphasizes
that population stratification should be controlled for in future studies that report phenotypic
associations in samples from different populations.

KEYWORDS: BDNF; Polymorphism Val66Met; Sickle Cell Disease.

11 INTRODUGAO

As Doengas Falciformes (DF) s&o um conjunto de doencas hereditarias cuja causa
€ a presencga da hemoglobina S (HbS) proveniente de uma mutacdo pontual no gene da
B-Globina, levando a substituicdo do aminoacido Acido Glutamico pela Valina na sexta posicdo
das cadeias B. Existem outras hemoglobinas mutantes, como por exemplo, HbC, HbD, HbE,
dentre outras que, associadas a HbS (SC, SD, SE), constituem o grupo denominado de
doencas falciformes sendo a anemia falciforme (SS) a mais conhecida (CANCADO; JESUS,
2007; KATO et al., 2018). A anemia falciforme € a doenga monogénica mais comum no Brasil
e seu mecanismo de heranga € autossémico recessivo, ou seja, individuos afetados herdam
o alelo da HbS tanto do pai quanto da mae.

O alelo HbS tem frequéncia elevada nas populagdes africanas e sua distribuicao
geografica coincide com a distribuicdo geografica do Plasmodium falciparum, agente causador
da maléria. Individuos com HbS em heterozigose, quando infectados pelo Plasmodium
falciparum, apresentam vantagem seletiva em relagéo aos individuos que ndo carregam esse
alelo anémalo. Isso explica a elevada frequéncia deste alelo nas populagbes africanas em
areas onde a malaria é endémica e, consequentemente, a elevada incidéncia da doenca
nessas regides (MEREMIKWU; OKOMO, 2016).

O gene da HbS foi introduzido no continente americano através do trafico de africanos
escravizados pelo Oceano Atlantico e sua distribuicdo no Brasil é bastante heterogénea
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dependendo da composicdo negroide ou caucasoide da populagdo. Assim, a prevaléncia
de heterozigotos para a HbS é maior nas regides norte e nordeste (6% a 10%), enquanto
nas regides sul e sudeste a prevaléncia é menor (2% a 3%). Existem mais de 2 milhdes
de portadores do traco (AS) e cerca de 30.000 individuos com anemia falciforme (SS). O
numero estimado de criangas que nascem com doencas falciformes € de um para cada
mil nascimentos no pais (CANCADO; JESUS, 2007). A prevaléncia nos estados do Brasil
varia de 1/650 na Bahia a 1/13.000 em Santa Catarina (tabela 1). Um estudo revelou uma
propor¢ao de criangas que nasceram com DF no Recdncavo Baiano de 1/314 colocando esta
regido como uma das regides com maior frequéncia de hemoglobinas variantes no estado da
Bahia (SILVA et al., 2016).

DOENCAS FALCIFORMES
Estados Proporcao de nascidos vivos/ano

Bahia 1:650

Rio de Janeiro 1:1200
Pernambuco, Maranhao, Minas Gerais e Goias 1:1400
Espirito Santo 1:1800
Sao Paulo 1:4000
Mato Grosso do Sul 1:5850
Rio Grande do Sul 1:11000
Santa Catarina e Parana 1:13500

Tabela 1. Proporcédo de nascidos com doencas falciformes em alguns estados do Brasil que realizam o
teste do pezinho.

*Extraido do artigo “A implantagdo do Programa de Doenca Falciforme no Brasil.” SUS: Mosaico de
Inclusdes, V. 13 N° 2, 2011.

Nos Ultimos anos, tem surgido evidencias crescentes sobre a presenga de
neuroplasticidade mal adaptativa de individuos com DF (CAMPBELL et al., 2016; CASE et
al.,, 2017; DARBARI et al., 2015), as quais sdo responsaveis por diversos problemas de
saude na DF, tais como, dor (DA SILVA et al., 2019), ansiedade/depressao (TOUMI et al.,
2018) e déficit cognitivo (HARDY et al., 2021).

Neste contexto de plasticidade neural, o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) merece especial atencéo pois esta envolvido na regulagdo neural, manutencéo e
formacgéo sindptica, tendo um papel importante na plasticidade do sistema nervoso central
(PARK; POO, 2013). O gene BDNF esta localizado no brago curto (p) do cromossomo 11
(11p13) e compreende 11 exons e 9 promotores funcionais (CHEN et al., 2014; EGAN et
al., 2003) (SHEN et al., 2018) Um polimorfismo funcional de ocorréncia natural no gene do
BDNF humano no nucleotideo 196 (G/A) codifica uma substituicdo de aminoacido valina
pela metionina na posicao 66 (Val66Met ou Met66Met). Este polimorfismo resulta em menor
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producdo e quantidade circulante de BDNF e tem sido associado a maior suscetibilidade
de disturbios neurodegenerativos. Funcionalmente, os polimorfismos Met66Met e Val66Met
causam prejuizos no trafego intracelular e na secregcéo regulada em neurénios (CHEN et al.,
2014).

O polimorfismo de nucleotideo Unico Val66Met (rs6265) no gene do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) exibe uma das maiores variabilidades em termos
de distribuicao alélica entre populag¢des. Estudos sugerem que os portadores de BDNF Met
podem estar em maior risco de dor pélvica ou abdominal crénica. O objetivo deste estudo
piloto foi comparar a distribuicéo dos alelos Val66Met em um grupo de pacientes com doenca
falciforme com osteonecrose e sem osteonecrose.

METODOLOGIA

A amostra foi composta por 48 pacientes com DF sendo 24 com osteonecrose e
48 sem osteonecrose. O DNA foi isolado de leucocitos de sangue total usando o Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA) e mantido a 20 ° C. A genotipagem
BDNF Val66Met foi realizada utilizando o método de sistema de mutacgéao refrataria amplificada
com primer tetra (ARMS)-PCR (SHEIKH et al., 2010). As amplificacbes de PCR foram
realizadas em um volume de reagdo de 25 ul contendo 50 ng de molde de DNA gendmico,
12,5 ul de PCR mastermix (2x) e todos os quatro primers [P1 (direto): 5’CCT ACA GTT CCA
CCA GGT GAG AAG AGT G- 3 ‘; P2 (reverso): 5-TCA TGG ACA TGT TTG CAG CAT CTA
GGT A-3 ‘; P3 (especifico do alelo G): 5'-CTG GTC CTC ATC CAA CAG CTC TTC TAT AAC-
3’e P4 (especifico do alelo A): 5’-ATC ATT GGC TGA CAC TTT CGAACC CA-3 ’]. O primeiro
conjunto de primers (P1 e P2) amplifica a regido de 401 bp contendo o SNP de interesse,
enquanto o segundo conjunto (P3 e P4) de primers sé&o alelos especificos e sdo responsaveis
pela substituicdo G> A (VULTURAR et al., 2016). Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade de Brasilia (CAAE 021.0.000.012-04).

RESULTADOS E CONCLUSOES

As frequéncias foram de 0,93 para o alelo Val e 0,07 para o alelo Met. As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e nao foi encontrada associacdo entre
0 polimorfismo Val66Met e dor crénica osteoarticular em DF (x2 (4 fd) = 8.745; a = 0,068).
As frequéncias encontradas nesse estudo sdo semelhantes as frequéncias encontradas
para as populacdes africanas. Os resultados também corroboram outros estudos que néo
encontraram associa¢ao entre o polimorfismo Val66Met com niveis elevados de BDNF em
pacientes com dor crénica. Uma limitacao deste estudo € o tamanho da amostra. Portanto,
mais estudos sd@o necessarios para saber as frequéncias dos alelos Val e Met na populagao
da Bahia. Os dados deste estudo estendem os esforcos para mapear a distribuicdo alélica
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do BDNF Val66Met em populagdes ao redor do mundo e enfatiza que a estratificacdo
populacional deve ser controlada em estudos futuros que relatem associa¢des fenotipicas
em amostras de diferentes populagoes.
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ABSTRACT: DNA repair genes polymorphisms
cancontributeforincreasedamageinautoimmune
diseases, considering that accumulated DNA
damage promotes chronic inflammatory
processes. Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) is an autoimmune disorder characterized
by chronic inflammatory response and a wide
spectrum of clinical manifestations. SLE patients
display an inefficient DNA repair mechanism
and some genes have been associated with this
process. LIG4 and SKT17A are genes involved
in the main pathways to repairing DNA damage.
Therefore, we assessed five Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) in the DNA repair LIG4
and STK17A genes, and its possible association
in SLE development and clinical manifestations.
Genotyping was performed using fluorogenic
probes Tagman® in 202 SLE patients and 190
healthy individuals from the Northeast Brazilian
population. We observed a protective factor
for LIG4 SNP rs3093740 G/T genotype (OR =
0.32, p = 0.018) against nephrite development
and for STK17A SNP rs2330875 in A (OR=
0.47, p = 0.007) allele and A/A genotype (OR =
0.15, p = 0.010) to malar rash development in
SLE patients. Our results suggested that DNA
repair genes LIG4 and STK17A polymorphisms
are associated with some clinical SLE features
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highlighting the important role of DNA repair pathways upon disease’s course.
KEYWORDS: DNA repair genes; LIG4; STK17A; Systemic Lupus Erythematosus; SNPs

11 INTRODUCTION

DNA repair genes are known to be impaired in SLE individuals causing excessive
DNA damage accumulation, which may increase clinical features in disease (Bassi et al.,
2008; Choi et al., 2012; Jahantigh et al., 2015; Mireles-Canales et al., 2018). Double strand
breaks (DSB) are the most critical damage to the cells and is a marker of environmental stress
in which both strands of DNA are affected inducing loss of genetic material, mutagenesis,
apoptosis and disease activity in lupus (Danoy et al, 2008; Rastogi et al., 2010; Namas et al.,
2016). Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disorder presenting diverse
clinical manifestations with involvement of several organ and systems. SLE is a disease
characterized by deregulated inflammatory response, in which the immune system fails to
distinguish self from non-self (Magalhaes et al., 2003; Tsokos 2011).

Altered immune responses, including the loss of self-tolerance with subsequent
deregulation of the immune system are the result of genetic, hormonal and environmental
factors (Tsokos 2011; Liu and Lu 2020). Ultraviolet (UV) light exposure is an environmental
factor that produces reactive oxygen species (ROS) that might induce DNA damage (Hanssen-
Bauer et al., 2012). Accumulation of DNA damage leads to the production of autoreactive
antibodies and immune complexes that accumulate in various tissues and organs increasing
the damage and inflammation (Braunwald et al., 2011; Jahantigh et al., 2015). In this context,
Tumurkhuu et al. (2020) observed that oxidative DNA damage accelerates skin inflammation
in lupus-induced mice model.

Those cells with DNA damage can follow two major DNA repair pathways: homologous
recombination (HR) and non-homologous end-joining (NHEJ) (Sonoda et al., 2006). DNA
ligases protein family are involved in DNA-end-joining mechanisms in DSB repair. DNA
LIG4, located on 13q33.34, encodes LIGIV protein, which forms complexes with XRCC4
protein acting directly in NHEJ pathway (Burma et al., 2006; Davies et al., 2012) being
the most used DSB repair mechanism. NHEJ pathway promotes DNA DSB repair in cells
deficient of HR, and there is evidence that it operates at all stages of the cell cycle (Yu et
al., 2020).

The gene serine/threonine kinase 17a (STK17A), located on chromosome 7p13,
encodes a nuclear protein autophosphorylated also known as DRAK1 (protein kinase
related apoptosis inducing PAD1) (Ashurst et al., 2005). STK77A knockdown in human
embryonic carcinoma results in decreased reactive oxygen species (ROS) associated with
increased expression of antioxidant genes (Mao et al., 2011). STK17A regulates nuclear
processes in response to DNA damage in the cascade of intracellular protein kinase (Sanjo
et al., 1998) and its related with several cell death signaling pathways (Mao et al., 2011).
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Therefore, oxidative stress performs a crucial role in SLE (Shah et al., 2014; Fujii et
al., 2015) and LIG4 and SKT17A are main genes involved in the DSB repair mechanisms
into DNA (Bassi et al., 2008). Association studies between LIG4 and SKT17A and DNA
repair/damage are well established in some diseases such as cancer, however, only a
few studies evaluated the association of these genes in autoimmune diseases (Da Silva
Fonseca et al., 2013; De Azevédo Silva et al., 2014; Wei and Liu 2020).

In this study, we assessed SNPs in LIG4 and SKT17A in SLE patients and healthy
controls in a Northeast Brazilian population in order to understand the relationship between

development or clinical manifestations of SLE and DNA repair genes.

21 MATERIAL AND METHODS

2.1 Patients and controls

We performed a case-control study enrolling 202 SLE patients (96.1% females and
3.9% males), mean age 34,05 years SD+ 8.74 years, selected from Nephrology Division from
the Clinical Hospital at Federal University of Pernambuco (UFPE) between August 2015 and
July 2017. Allwere >18 years of age, unrelated, with the criteria of Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/American College of Rheumatology - Damage Index (SLICC/ACR). The
following laboratorial and clinical data regarding the SLE patients were collected: hematological
alterations (hemolytic anemia, leucopenia, lymphopenia, thrombocytopenia), immunological
alterations (Anticardiolipin, Anti-Sm, Anti-RNP), presence of antinuclear antibodies (ANA),
photosensitivity, serositis (pleuritis, pericarditis), arthritis, cutaneous manifestations (malar or
discoid rashes), oral ulcers, neuropsychiatric disorder (seizures, headache, psychosis) and
nephritic disorder. The diagnosis of the nephrite was histologically confirmed by renal biopsy.

The control group consisted of 190 healthy individuals (75.8% females and 24.2%
males), mean age 32 years old (SD+ 13 years old), from Metropolitan region of Recife,
Pernambuco, Northeast of Brazil.

All individuals provided written informed consent and the local ethics committee (CAAE
n° 24374913.0.0000.5208) approved this study.

Clinical manifestations regarding sex and age described in our SLE group are show
in Table 1.
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Demographic and clinical / laboratorial characteristics SLE n=202

Sex
Male 3.96%
Female 96.03%

ACR Characteristics

Malar Rash 67.82%
Discoid Rash 33.66%
Photosensitivity 70.29%
Arthritis 60.39%
Oral Ulcerations 59.90%
Serositis 35.15%
Hematological alterations 23.76%
Nephritic disorder 45.05%
Neuropsychiatric disorder 38.12%
ANA+ 49.50%
Immunological alterations 60.89%

Table 1. Clinical features from the SLE patients studied.

2.2 DNA/RNA Isolation and cDNA Synthesis

Genomic DNA was isolated from whole blood samples in both assessed groups
using the Salting Out method (Sambrook and Russell, 2006). Total RNA was isolated using
Trizol Reagent (Invitrogen, USA) according to manufacturer’s instructions. RNA integrity was
verified by 1.5% agarose gel electrophoresis and the RNA quantification/quality was verified
by Nanodrop ND 1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies Inc, Delaware, USA).
The cDNA synthesis was performed with 500 ng of RNA input from each sample and using
GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, USA) following the manufacturer’s

instructions.

2.3 Polymorphisms Analysis

SNPs were selected using SNPBrowser software (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) and National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
according the following criteria: Minor Frequency Allele (MAF), TagSNPs and gene coverage.
The SNPs rs10131, rs1805388, rs3093740 (L/G4) and rs7805969, rs2330875 (STK17A) were
genotyped with Tagman SNP Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) using
the ABI 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
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The chi-square test (x2) was used to assess the Hardy-Weinberg equilibrium in the
studied population. The data analysis was performed by Fisher’s exact test, along with
SNPStats tool and the R version 3.0.2 program (http://cran.r-project.org/mirrors.html).

31 RESULTS

A total of 392 subjects were genotyped, including 202 SLE patients (51.53%) and
190 healthy controls (48.47%). All frequencies assessed were in Hardy-Weinberg Equilibrium
(HWE) in SLE patients and health control groups except for rs1805388 (L/G4) and rs2330875
(STK17A) in both groups (p<0.05).

The allele and genotypic frequencies for LIG4 and STK17A SNPs were assessed and
no significant association was observed for polymorphisms tested with SLE development
(Table 2). When considering clinical features we identified two polymorphisms with protection
for SLE patients (Table 3). For LIG4 SNP rs3093740, we observed association between
G/T genotype (OR = 0.32, Cl = 0.10-0.89, p = 0.018) with lower susceptibility to nephrite
development. STK77A SNP rs2330875 was associated with A allele (OR = 0.47, Cl =
0.27-0.84, p = 0.007) and A/A genotype (OR = 0.15, Cl = 0.02-0.78, p = 0.010) with lower
susceptibility to malar rash. No association was observed for remaining clinical manifestations
tested (p>0.05).
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Controls Patients
GENE SNP OR Cl (95%) P
N* % N* %
289 84.5 331 87.56 1.00
53 15.49 47 12.43 0.77 0,49 -1.21 0.238
rs1805388 GG 119 69.6 142 75.1 1.00
AG 51 29.8 47 24.9 0.77 0.47-1.26 0.288
AA 1 0.6 0 0 NA NA - 32,96 0.458
HWE p=0.083 HWE p=0.084
C 236 84.53 231 85.55 1.00
43 15.46 39 14.44 0.93 0.56 - 1.52 0.811
rs10131 CcC 101 72.7 98 72.6 1.00
LiG4 CT 33 23.7 35 25.9 1.09 0.61-1.97 0.780
TT 5 3.6 2 1.5 0.41 0.04 —2.60 0.446
HWE p=0.32 HWE p=0.74
T 331 85.3 359 92.52 1.00
G 25 7.02 29 7.47 1.07 0.59-1.94 0.888
T 155 87.1 167 86.1 1.00
rs3093740
GT 21 11.8 25 12.9 1.10 0.57-2.17 0.875
GG 2 1.1 2 1 0.93 0.07 - 12.95 1.000
HWE p=0.2 HWE p=0.28
G 138 39.65 142 37.36 1.00
A 210 60.34 238 62.63 1.1 0.81 -1.51 0.542
rs7805969 GG 68 39.1 74 39 1.00
AG 74 42.5 90 47.4 1.12 0.69-1.80 0.647
AA 32 18.4 26 13.7 0.75 0.38-1.44 0.436
STK17A HWE p=0.15 HWE p=1
T 90 27.77 76 22.7 1.00
A 234 72.22 258 77.24 1.30 0.90-1.89 0.151
rs2330875 T 89 54.9 100 59.9 1.00
AT 56 34.6 58 34.7 0.92 0.56 — 1.51 0.812
AA 17 10.5 9 5.4 0.47 0.18-1.19 0.096
HWE p=0.08 HWE p=0.83

Table 2. Genotype and allele frequencies from LIG4 and STK17A in Systemic Lupus Erythematosus
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* Due to technical issues, some samples were not genotyped. OR - Odds Ratio; Cl - Confidence
Interval; P - p-value; HWE — Hardy-Weinberg Equilibrium; NA - Not Available.

CLINICAL Patients Patients

GENE  FEATURE (CL) withoutCL withcL  OR Cl (95%) 7
(SNP)
N % N %
T 187 90 172 9 1.00
G 21 10 8 4 041  015-101  0.051
" s 40) Nephite ~ TT 84 8 83 92 1.00
GT 19 18 6 7 032 010-089  0.018
GG 1 1 1 1 101 001-8032 1
T 66 67 192 81 1.00
A 32 33 44 19 047  027-084  0.007
(rsszgég)g/;s) MalarRash TT 23 47 77 65 1.00

AT 20 41 38 32 057 0.26 -1.24 0.139

AA 6 12 3 3 0.15 0.02-0.78 0.010

Table 3. Clinical features associated with SNPs from LIG4 and STK17Ain Systemic Lupus
Erythematosus by Fisher’s exact test.

* Due to technical issues, some samples were not genotyped; OR - Odds Ratio; Cl - Confidence
Interval; P - p-value.

4| DISCUSSION

Genetic factors may confer a predisposition to development of SLE by the combined
effect of polymorphisms in a large number of genes involved in various pathways, among
these DNA repair genes pinpoint their importance in disease development (Bassi et al., 2008;
Jahantigh et al., 2015; Mireles-Canales et al., 2018). In this study, we evaluated the possible
association between LIG4 and STK17A and SLE development and clinical features.

In this study we identified a G/T genotype association between LIG4 SNP rs3093740
and nephrite in SLE patients indicating lower susceptibility to this clinical feature. The LIG4
SNP rs3093740 is a TagSNP and is tagged by rs1805388, which in our study was not
associated with the disease or its clinical characteristics. Polymorphisms in DSB repair genes
could influence individually or in combination on the efficacy of DSB repair processes, or even
act as a protective factor (Yin et al., 2012; Mumbrekar et al., 2016). Unresolved DSB lead to
apoptosis with subsequent accumulation of immune complexes in tissue organs, including
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kidneys, being a more important cause associated with worsening SLE (Tsokos 2011, Liu
et al., 2013). When DNA repair mechanisms as HR are defective, alternative pathways as
NHEJ are triggered (Yu et al., 2020). Our results suggest that SNPs in LIG4, involved directly
in NHEJ repair, might influence clinical features development in SLE patients. Jahantigh et
al. (2015) performed a genetic association study with DNA repair genes XRCC5, XRCC6 and
XRCC?7, also involved in NHEJ pathway, and observed that the genotypes with XRCC5 VNTR
OR allele (rs6147172) and XRCC7 6721G allele (rs7003908) could be risk factors for SLE
susceptibility.

The A allele and A/A genotype of STK717A SNP rs2330875 were associated to
lower susceptibility to malar rash in SLE patients. Agreeing to our results, another STK17A
polymorphism (rs7805969) also was associated with lower susceptibility to cutaneous
alterations in a Southeast Brazilian population, although a risk to SLE and others clinical
features, as arthritis and immunological alterations were observed for authors (Da Silva
Fonseca et al., 2013). UV light exposure is capable of producing DSB, leading to direct or
subsequent DNA oxidative damage (Rastogi et al., 2010; Souliotis et al., 2019). STK17A
regulates nuclear processes in response to DNA oxidative damage and is involved in apoptotic
pathway, being activated in response to environmental factors, such as UV light exposition
(Sanjo et al., 1998; Mao et al 2011). Oxidative stress performs a crucial role in SLE, being
used as biomarker to the disease (Shah et al., 2014; Fujii 2015; Tumurkhuu et al., 2020).
Individuals with SLE show increased cutaneous manifestations in response to DNA breaks,
induced by immune response due to apoptotic bodies’ deposition and subsequent immune
complexes formation (Meas et al., 2017), justifying inflammation and rash after UV light skin
exposition.

Although exposure to UV radiation has been shown as related to development of
various clinical manifestations in SLE, in the present study in Northeast Brazilian population,
the LIG4 and STK17A were photoprotective factors to SLE clinical features. Northeast
Brazilian population often had a higher UV-light exposure when compared to the other regions
in Brazil, resulting in a higher melanin production. Melanin, in turn, acts as a natural protection
from sunlight exposition (Bohm et al., 2005). In addition, smaller quantities of ROS induce less
DSB formation and less recruitment of DNA repair proteins.

51 CONCLUSIONS

We identified that polymorphisms within DNA repair genes might influence SLE
susceptibility and its clinical features such as malar rash and nephrite highlighting the
importance of studying another DNA repair genes polymorphisms and the potential role of
DNA repair pathway impairment upon disease’s course.
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RESUMO: As ciéncias forenses, em sua
abordagem  multidisciplinar, vém  sendo
amplamente utilizada na investigagdo de casos
do sistema de justica criminal. Neste contexto,
uma das suas subdivises conhecida como DNA
forense (ou genética forense) utiliza de técnicas
moleculares a fim de vincular uma evidéncia
de origem biolégica a um suspeito através de
seu DNA. Deste modo, este capitulo tem como
objetivo discutir o uso do DNA forense como
ferramenta para a solugdo de crimes sexuais.
Para tanto, foram realizadas buscas nas base
de dados: PubMed, Google académico e Scielo.
Além disso, também foram pesquisados artigos
nas bases juridicas do pais. Foram incluidos
artigos em portugués e inglés que pudessem
fundamentar a discussdo sobre a aplicacdo do
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DE CRIMES SEXUAIS

DNA forense na investigacéo de crimes sexuais.
Como resultado, foi possivel identificar que o
DNA forense pode ser extremamente Util na
investigacdo forense de crimes pela possibilidade
de associacao entre o conteudo genético presente
nos fluidos coletados na situagéo do crime com o
DNA do suspeito. A genética forense constitui-se
de um excelente ferramenta na investigacédo de
crimes mas seu uso tem sido limitado por fatores
econdmicos.

PALAVRAS-CHAVE: DNA, ciéncias forenses,
delitos sexuais, PCR

FORENSIC GENETIC APPLIED IN THE
INVESTIGATION OF SEXUAL CRIMES

ABSTRACT: Forensic science, in its
multidisciplinary approach, has been widely used
in the investigation of cases in the criminal justice
system. In this context, one of its subdivisions
known as forensic DNA (or forensic genetics)
using molecular techniques in order to link
evidence of biological origin to a suspect through
their DNA. Thus, this chapter aims to discuss
the use of forensic DNA as a tool for solving sex
crimes. Therefore, searches were performed in
the databases: PubMed, Academic Google and
Scielo. In addition, articles in the country’s legal
bases were also searched. Articles in Portuguese
and English that could directly or indirectly support
the discussion on the application of forensic
DNA in the investigation of sexual crimes were
included. As a result, it was possible to identify
that forensic DNA can be extremely useful in
forensic investigation of crimes by the possibility
of associating the genetic content present in the
fluids collected in the crime situation with the
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suspect’s DNA. Forensic genetic is an excellent tool in the investigation of crimes, but its use
has been limited by economic factors.
KEYWORDS: DNA, Forensic Sciences, Sex Offenses, PCR

11 INTRODUGAO

O termo “ciéncias forenses” vem sendo empregado para designar um conjunto de
disciplinas que se concentram na investigacdo de casos do sistema de justica criminal.
Dentre elas é possivel destacar o DNA forense, também conhecido como genética forense.
Esta subcategoria utiliza técnicas de biologia molecular com a finalidade de associar uma
evidéncia criminal de origem biol6gica a um potencial suspeito através de seu DNA (&cido
desoxirribonucleico, do inglés, deoxyribonucleic acid) (DECANINE, 2016).

O DNA é uma molécula composta de duas cadeias polinucleotidicas em formato
de dupla hélice que carregam informagdes genéticas para o desenvolvimento de todos os
organismos. Os nucleotideos séo compostos formados pela ligagéo covalente entre um agucar
chamado desoxirribose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada (citosina [C], guanina [G],
adenina [A] ou timina [T]). Deste modo, a variagdo da sequéncia e propor¢céo dessas bases
€ o que torna os organismos diferentes uns dos outros. Sendo assim, o conhecimento sobre
a variabilidade genética tem sido utilizada como ferramenta nas investigacdes criminais
(ALBERTS et al., 2010).

A principal técnica molecular utilizada nas andlises forenses é a reagéo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés, Polimerase chain reaction). Este método de analise envolve a
multiplicacédo de regides do DNA contendo pares de bases nitrogenadas repetidas diversas
vezes. Devido a alta variabilidade dessas regides, a frequéncia desses alelos pode ser
calculada para atestar o principio da individualidade. Desta maneira, esta ferramenta pode
ser extremamente Util na investigacao forense de crimes de natureza sexual (NUSSBAUM,
2008).

O abuso sexual pode ser caracterizado por uma atividade sexual (estupro, caricias
ou contato intimo) sem consentimento ou incapacidade para compreender o ato. Nestas
situacdes, as agressbes sexuais se diferenciam de outros tipos de abuso pelo fato do
comportamento sexual ser forgado e inapropriado, gerando sentimento de repulsa e violagao
por parte da vitima. Desta maneira, este tipo de crime pode ainda levar sequelas a saude do
paciente. As vitimas podem apresentar ainda quadros de estresse pOs traumatico, gravidez
indesejada e até mesmo o aparecimento de infec¢cbes sexualmente transmissiveis (ISTs)
(ARAUJO, 2002).

Ao contrario de outros crimes, em que a investigacdo concentra-se na cena do crime,
nos casos de agressao sexual a propria vitima constitui a “cena” primaria. Como resultado
dos avancos cientificos nos ultimos anos, a andlise de DNA de fluidos biolégicos e manchas

em tecido ou no ambiente, aumentou a possibilidade de identificacéo dos agresseores. Deste
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modo, o perfil de DNA da vitima pode ser obtido a partir de swab das regiées genais ou
unhas do suspeito. Por outro lado, o perfil de DNA do agressor pode ser obtido de tecido da
pele ou sangue coletado debaixo das unhas da vitima. Sendo assim, através dos avancos
das técnicas envolvendo o DNA, a pericia criminal passa a ser fundamental na absolvi¢gdo
ou condenacao de um réu acusado de cometer um crime de violéncia sexual (JOHNSON et
al., 2012). Diante do exposto, este capitulo reune os principais conceitos e achados sobre as

técnicas moleculares aplicados aos crimes sexuais.

21 CIENCIAS FORENSES

O termo “ciéncias forenses” descreve a agao de associar pessoas, lugares ou coisas
a uma determinada atividade criminal. A palavra “forense” é derivada do latim, férum, que
significa publico, fazendo referéncia aos lugares de discussdes e debates no periodo romano.
Todavia, o termo “ciéncia forense” faz referéncia especificamente a area criminal encarregada
de investigar potenciais crimes (HOUCK; SIEGEL, 2009). De acordo com o dicionario de
Oxford, ciéncias forenses remete a aplicagéo da andlise cientifica em um contexto legal que
desempenha um papel vital na resolucdo de crimes. Em definicdo mais restritiva (RIBAUX et
al., 2010), define o termo como: “a aplicagédo da ciéncia para resolver questdes relacionadas
com a lei”.

Em alguns casos, a coleta de evidéncias forenses é a unica forma de estabelecer
ou excluir uma associag@o entre o suspeito e a vitima ou cena do crime. Deste modo, é
possivel afirmar que a area forense € caracterizada por ser uma ciéncia multidisciplinar.
Neste contexto, pode-se dizer que diferentes abordagens, subdivididas em categorias,
tém sido utilizadas para investigar a ocorréncia de crimes na esfera criminalistica. Dentre
elas, é possivel destacar as seguintes esferas forenses (CALAZANS; CALAZANS, 2005;
INMAN; RUDIN, 2000): toxicologia, balistica, patologia, entomologia, psiquiatria, odontologia,
antropologia, DNA ou genética.

O DNA forense, também conhecido como genética forense merece destaque dentre
estas subcategorias. Esta diviséo procura encontrar variagdes ao nivel de DNA para garantir
a investigacéo correta de uma amostra biolégica coletada durante uma investigagéo criminal
(CHAKRABORTY; DEKA, 2019). Neste contexto, o conhecimento com relagdo as estruturas
genéticas associadas as técnicas de biologia molecular séo essenciais (DECANINE, 2016).

31 TECNICAS E MARCADORES MOLECULARES

O DNA foi descoberto pelo bioquimico aleméo Frederich Miescher no ano de 1869
e sua estrutura de dupla hélice foi originalmente descoberta por Rosalind Franklin. No ano
de 1953, James Watson, Francis Crick e Maurice Wikins mostraram o funcionamento e
estrutura da dupla hélice, os mesmos foram laureados com o prémio Nobel de Medicina em
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1962. Basicamente, 0 DNA é composto de nucleotideos, o qual possui grupos fosfatos ligado
quimicamente a um agucar (tipicamente a desoxirribose) e uma base nitrogenada. Os quatro
tipos de bases sdo: Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) e Citosina (C) (ALBERTS et al.,
2010).

Neste sentido, o material genético presente nas matrizes bioldgicas encontrados
em cenas de crimes podem desempenhar um papel fundamental na solu¢gdo de um crime.
Esse processo pode ser chamado de DNA fingerprinting (impresséo digital do DNA), neste
contexto, regides hipervaridveis com sequéncia nucleotidica repetitivas, denominadas
repeticdes curtas em tandem (RCT) e minissatélites, sdo comparados entre pessoas (BURG
etal., 2011).

As RCTs, também chamadas de microssatélites, sdo regides de DNA repetitivas com
cerca de um a seis pares de bases repetidos entre 5 a 50 vezes. Este fendmeno ocorre em
milhares de locais dentro do genoma humano com taxas de muta¢do mais elevadas, gerando
alta variabilidade génica. Desta maneira, esta regido é amplamente utilizada no diagnéstico
de alguns tipos de cancer, testes de paternidade e também nas andlises forenses. Os
minissatélites s@o semelhantes aos microssatélites. Estas regides também possuem uma
sequéncia de DNA repetitivo, porém variando em comprimento de 10 a 60 pares de repetidos
diversas vezes que nao codificam nenhuma proteina. Além disso, os minissatélites também
ocorrem em diversos locais no genoma humano com elevada variabilidade e mutabilidade
(ALBERTS et al., 2010; NUSSBAUM, 2008).

Devido a alta variabilidade dessas regides, a frequéncia desses alelos pode ser
calculada para atestar o principio da individualidade. Desta maneira, a aplicacéo da técnica
chamada de reagédo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, Polimerase chain reaction),
que multiplica estas regides contendo pares de bases nitrogenadas repetidas pode ser
extremamente Util na investigagcéo forense de crimes, incluindo aqueles de natureza sexual
(NUSSBAUM, 2008). Deste modo, pode se dizer que as analises forenses baseadas na
técnica de PCR revolucionaram o sistema de justica criminal. Os métodos atuais de DNA
sdo capazes de produzirem resultados altamente confiaveis devido a sua sensibilidade,
especificidade, robustez e poder de discriminagcdo (JOHNSON et al., 2012). Sendo assim, o
DNA tem sido utilizado tanto na esfera criminal para identificar criminosos, como na esfera
civil para a realizagdo de testes de paternidade (DOLINSKY; PEREIRA, 2007).

A técnica de PCR é usada para amplificar os micro e minissatélite presentes em
regides especificas do DNA. Desta maneira os tamanhos dos fragmentos bem como os alelos
presentes indicardo a similaridade do DNA da amostra com o DNA do suspeito. Como esta
técnica é capaz de multiplicar pequenos fragmentos, apenas uma pequena quantidade de
amostra é necessaria para a andlise. Desta maneira, fio de cabelo, alguns espermatozoides
ou células epiteliais da pele sob as unhas da vitima podem fornecer DNA suficiente para uma
analise conclusiva (BURG et al., 2011; DOLINSKY; PEREIRA, 2007).

A metodologia de PCR se baseia na exposicdo do DNA a alguns reagentes (primers
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e enzimas) mediante a ciclos repetidos de aquecimento e resfriamento. Os primers s@o
oligonucleotideos de fita simples complementar a regido de DNA alvo. A DNA polimerase
€ a enzima (originalmente isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus) capaz de
catalisar a reagéo genética a fim de produzir diversas cépias do DNA da amostra. Na primeira
etapa, as duas fitas da dupla hélice do DNA sdo desnaturadas mediante a aplicagéo de alta
temperatura. Em seguida, a temperatura é diminuida e os primers se ligam as sequéncias
complementares de DNA. As duas fitas de DNA tornam-se modelos para a DNA polimerase
que compdem uma nova fita de DNA a partir de nucleotideos livres. A medida que a reagéo
avanga, o proprio DNA gerado é usado como molde para a replicacao, iniciando uma reagéo
em cadeia na qual o molde original do DNA é amplificado exponencialmente (ZAHA et al.,
2014).

Técnicade PCR possuidiversas vantagens. Dentre elas, é possivel citar principalmente:
a praticidade do método, a rapidez, alta sensibilidade e a capacidade de produzir milhGes
de cépias de uma pequena quantidade de amostra. Entretanto, a técnica também possui
algumas limitacbes. Na maioria dos casos, é necessario saber a fonte da amostra a fim de
conhecer a sequéncia de primers a ser inserida para iniciar a reagdo em cadeia. Além disso,
a principal desvantagem da PCR é que mesmo a menor quantidade de DNA contaminante
pode ser amplificada, resultando em resultados falsos. Nestes casos, o material genético
pode ter sido depositado em circunstancias inocentes, horas ou dias antes do crime. Deste
modo, a coleta de evidéncias fisicas de agressao sexual por equipes de salde precisa ocorrer
de maneira cautelosa, preservando as evidéncias potenciais associadas a vitima do abuso
sexual (BURG et al., 2011; JOHNSON et al., 2012).

41 ABUSO SEXUAL

O abuso é definido pela atividade sexual sem consentimento. Esta definicdo
pode ser estendida para casos em que a vitima também n&o esta preparada ou ndo tem
capacidade para compreender o desenvolvimento da relagdo. Este tipo de abuso pode
ainda ser dividida em diferentes categorias: (ARAUJO, 2002).

»  Pedofilia (quando a estimulacdo sexual de uma criancga é feita por um adulto ou
adolescente mais velho)

»  Violéncia doméstica (quando o abuso ocorre entre cénjugues)
+  Assédio (em casos em que a vitima é tocada sem o consentimento)
+  Estupro (Quando ocorre o ato sexual sem consentimento da vitima)

Nestas situagdes, mesmo sem a presenca de lesdes fisicas, estas situagbes podem
levar sequelas a saude mental do paciente. Em alguns casos, os pacientes podem ainda
apresentar estresse pOs traumatico, gravidez indesejada e até mesmo o aparecimento de
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs). Deste modo, os cenarios de abuso sexual
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constituem em um problema de salde publica, acarretando até mesmo em prejuizos
econOmicos quando avaliado também a produtividade e perda de qualidade de vida de um
individuo (FAUNDES et al., 2006).

Uma pesquisa realizada pelas Organiza¢des das nagbes unidas mostrou que mais
de 250.000 estupros ou tentativas de estupro foram registradas nos boletins policiais de
65 paises no mundo todo (OMS, 2020). Entretanto, esta estimativa ainda pode estar muito
subestimada devido a maioria das vitimas de estupro nao reportarem os casos as autoridades
competentes. Neste contexto, a violéncia sexual contra a mulher se baseia no desequilibrio
de poder existente entre homens e mulheres, ao redor do mundo. Além disso, a maior parte
dos servicos de emergéncia ndo estdo preparados para prestar atendimento adequado
(FAUNDES et al., 20086).

Nos Estados Unidos, a RAINN (Rede nacional de estupro, abuso e incesto, do inglés,
Rape, Abuse & Incest National Network), mostrou que em menos de 80 segundos, um
americano € vitima de abuso sexual, uma média de mais de 400.000 abusos no periodo de
um ano. No Brasil, o forum brasileiro de seguranga publica avaliou durante os anos de 2011
a 2014 as notificagbes de estupro no pais. A pesquisa verificou que quase 70% das vitimas
eram criangas e que 40% dos estupradores tinham parentesco direto com as vitimas. Os
dados também mostraram que 10% dos abusados sofriam algum tipo de deficiéncia, além
de registrar um aumento significativa da frequéncia de estupros coletivos, principalmente
quando os abusadores eram desconhecidos das vitimas.

O cédigo penal brasileiro traz em seu artigo. 213 as leis com relagdo ao estupro.
“constranger alguém, mediante violéncia ou grave ameacga, a ter conjungdo carnal ou a
praticar ou permitir que com ele se pratique outro ato libidinoso”. Nestes casos a pena é de
reclusdo, de seis a dez anos. Se da conduta resulta leséo corporal de natureza grave ou se a
vitima € menor de 18 a pena é de recluséo de oito a doze anos. Se da conduta resulta morte:a
pena é de reclusao, de doze a trinta anos (BRASIL, 2009). Neste contexto, & necessario fazer
com que a aplicacdo da lei seja cumprida mediante a comprovacgéo do ato libidinoso através
de provas cabais do acontecimento. Deste modo, a aplicagdo do DNA forense pode ser uma
técnica valiosa na comprovacéo cientifica com alto grau de acuréacia.

51 APLICAGAO DA GENETICA FORENSE NA INVESTIGACAO DOS CRIMES
SEXUAIS

O uso do DNA para invesgar crimes sexuais tem como objetivos detectar, recuperar e
caracterizar as evidéncias fisicas e fornecer informagdes sobre o crime aos investigadores.
As evidéncias podem estabelecer os elementos do crime, reconstruir a sequéncia de eventos,
estabelecer as identidades da vitima e do agressor ou até mesmo atestar o alibi de um
potencial suspeito. Dentre as fontes de material genético mais encontradas é possivel citar
principalmente: sangue, saliva, pelos, cabelos, unhas e sémen (MAGALHAES et al., 2015;
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NEWTON, 2013).

Além disso, uma grande vantagem da aplica¢cdo do DNA forense na investigacédo de
crimes de natureza sexual é a possibilidade de se separar o DNA espermatico de outros
fluidos bioldgico, praticamente excluindo uma grande limitacdo de especificidade da técnica
de PCR. Nesta situagéo, o DNA ndo-esperméatico pode ser separado da amostra através da
técnica de lise diferencial de membranas, permitindo a individualizagdo da fonte do sémen.
Nesta ocasido, os peritos fazem o uso primeiramente de uma substancia com propriedades
detergentes fracas para remover o DNA das células epiteliais e em seguida com uma
substancia com potencial de lise mais elevado, para que sé e entdo seja liberado o DNA
proveniente das células espermaticas (DAVIES, 1982; GARVIN et al., 2009).

GOLDING et al. (2000) realizaram dois experimentos investigando o impacto do
exame confirmativo de DNA envolvendo um caso hipotético de uma criangca de 6 anos de
idade. Em um primeiro cenario, os participantes leram resumos de julgamentos criminais de
casos nos quais: (1) apenas evidéncias de DNA foram apresentadas, (ll) apenas o depoimento
da suposta crianga vitima foi apresentado ou (lll) ambas as formas de evidéncia foram
apresentadas. Como resultados, quando as provas de DNA foram apresentadas, houve mais
vereditos de culpa associado a maior crenga vitima quando comparado apenas com somente
o testemunho. Em um segundo cenério, além das provas, estava também o testemunho
de um terceiro que garantiria o alibi do acusado no momento da alegada agressdo. Nesta
situacdo, o testemunho reduziu a influéncia das evidéncias de DNA em comparagdo com
quando as evidéncias de DNA foram apresentadas sem esta testemunha. Estes resultados
demonstram o peso comparativo de uma amostra positiva quando comparada somente ao
testemunho da vitima.

Ingemann-Hansen et al. (2008) realizaram uma pesquisa com 307 vitimas de
violéncia sexual na Dinamarca no periodo de 1999 até 2004. A disposigéo legal foi apurada
e relacionada as caracteristicas da vitima e da agressao, juntamente com os laudos médicos
forenses e laboratoriais. A policia apresentou acusagdes em mais da metade dos casos em
que 11% eram acusagoes falsas. Nesta ocasido, apenas 19% de todos os casos terminaram
com a sentenga do réu mesmo com o DNA espermatico detectado em 35% dos casos. Neste
contexto, as informacdes do relatério forense sobre a detec¢éo de esperma nao ajudaram no
julgamento do caso.

Um estudo em grande escala realizado por Gingras et al., (2009), avaliou mais de
mil casos de agressédo sexual a fim de verificar a probabilidade de obter evidéncias de DNA
de boa qualidade. Neste contexto, os autores demonstraram que cerca de 50% dos casos
apresentavam prova genética mas que apenas 30% forneceram evidéncias de qualidade.

Thackeray et al., (2011) reavaliam as recomendagdes com relagdo ao momento da
coleta de evidéncias em casos de agressao sexual infantil. Os autores fizeram uma revisdo
retrospectiva dos prontuarios médicos e legais de pacientes com idade entre 0 e 20 anos
que necessitaram de coleta de evidéncias forenses por suspeita de abuso sexual. Como
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resultados, 25 % dos kits testados foram positivos e 65% produziram DNA identificavel. Neste
contexto, os resultados demonstraram que na maioria dos casos em que a amostra foi colhida
com um intervalo menor que 24 horas, ainda foi possivel realizar a identificagcdo do suspeito,
entretanto, em periodos prolongados essa identificagcdo se tornou um pouco mais dificil.

Rocha et al. (2013) realizaram um estudo de caso com o objetivo de demonstrar
a importancia da coleta de material peniano dos suspeitos em casos de crime sexual. Os
autores avaliaram um caso de estupro de uma crian¢a autista de 11 anos de idade. Os
pesquisadores coletaram a amostra do abusador e da vitima com o auxilio de swabs para a
determinac@o do DNA. Nesta situagcdo, na amostra anal da vitima néo foi possivel detectar o
material genético do acusado, todavia, na amostra colhida com swab peniano do acusado,
foi constatada presencga de perfil genético da vitima. Entretanto, vale a pena ressaltar que
no sistema judiciario brasileiro, a amostra genética do abusador nem sempre é concebida
devido a lei que ndo obriga o réu a produzir provas contra si mesmo que esta contida no
artigo 14 do pacto internacional sobre os direitos civis.

Campbell; Fehler-Cabral (2018) realizaram um trabalho utilizando a teoria das
preocupagdes focais com a finalidade de entender por que as amostras de DNA coletadas no
local do crime néo séo utilizadas em corte. Os autores avaliaram por trés anos milhares de
testes de DNA coletados entre 1980 e 2009 na cidade de Detroit, no estado de Michigan, que
nunca tiveram seus resultados avaliados. Baseando-se em dados de observacgéo, entrevista
e arquivo, os autores destacaram que embora as preocupacgbes praticas em relacdo aos
recursos disponiveis para andlise forense fossem claramente um fator determinante, ja que
Detroit ndo tinha financiamento ou pessoal capacitado para testar todos os kits, preocupacoes
focais em relagéo a credibilidade da vitima foram mais influentes. Deste modo, os resultados
dessa pesquisa podem ser atribuidos a uma cultura que costuma atribuir a culpa do estupro
a uma caracteristica da vitima e ndo ao comportamento agressivo do abusador.

Um estudo realizado por davis; Wells (2019) avaliaram 1.200 casos arquivados
de agressdo sexual na cidade de Denver, no estado americano de Colorado, a fim de
determinar a taxa de processos judiciais bem-sucedidos em que havia provas genéticas e
o custo por condenagédo. Os autores perceberam que quase 40% dos casos em que houve
uma correspondéncia de DNA néo resultaram em prisdo, principalmente porque as vitimas
ndo cooperaram ou porque seu depoimento foi considerado ndo confiavel. Outros fatores
que afetaram a condenacéao incluiram o contexto do crime, a disponibilidade da vitima e a
capacidade do réu de montar uma defesa. Uma vez feita a prisdo, no entanto, o indice de
condenacéo ultrapassou 90%.

Pombo et al. (2020) mostrou que pode ocorrer a contamina¢do cruzada em um
laborat6rio de ciéncias forenses. Os autores realizaram varias coletas utilizando um swab
estéril em varios pontos do laboratério, antes e apds o processo de limpeza. Neste contexto,
os resultados gerados mostraram que mesmo apds o procedimento de limpeza, ainda foi

possivel encontrar material genético nas dependéncias do laboratorio. Nesta ocasido, os
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resultados s6 foram satisfatorios ap6s um segundo ciclo de limpeza.

61 CONCLUSOES

As ciéncias forenses, em especial a genética forense, tem se consolidado como
uma excelente ferramenta na investigagcdo de crimes sexuais. A busca por informacées
genéticas contidas nas regides hipervariaveis do DNA da vitima e do acusado (contidas nas
unhas, roupas ou fluidos biolégicos) podem contribuir diretamente para a solugdo de uma
investigacdo criminal. Entretanto, apesar de ser uma excelente fonte de provas, este tipo
de tecnologia ndo vem sendo explorado em seu maximo, seja por limitacdes de recurso ou
pela limitacdo do poder juridico. Todavia, acredita-se que existe uma tendéncia crescente da

utilizagé@o dessas estratégias, tanto na esfera civil como criminal.
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RESUMO: A definicdo de medicina personalizada
se baseia naquilo que podemos chamar de
customizacgéo do tratamento médico, objetivando
categorizar individuos em subpopulagbes
baseadas tanto na diferenca da resposta a um
tratamento especifico quanto na susceptibilidade
a uma determinada doenga. Nos Ultimos anos
esse novo conceito sobre a forma de diagnéstico
e tratamento tem sido amplamente discutido
principalmente pelo advento da biologia molecular
e das ferramentas biotecnolégicas. Sao inUmeras
as estratégias passiveis de serem utilizadas com
o objetivo de caracterizar informagdes genéticas
de individuos, familias e populagbes, tais como
os diversos testes genéticos, biossensores
inteligéncia artificial, terapias celulares/génicas,
e mais recentemente o CRISPR. Atualmente ja é
possivel mensurar os pontos positivos e também
vislumbrar novas possibilidades para o tratamento
de diversas doencas, todavia varias incertezas
se tornam em desafios para seu uso coletivo,
desde o contexto financeiro ao bioético. A partir
deste material pretendemos adentrar no contexto
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da medicina personalizada abrindo caminho para
futuros capitulos e novas discussdes sobre sua
eficacia, importancia, eficiéncia, e impactos nos
custos e nos sistemas de saude.
PALAVRAS-CHAVE: Saude;
personalizada; genémica; desafios.

medicina

THE IMPACT OF CUSTOMIZED
MEDICINE ON THE HEALTH SECTOR

ABSTRACT: The definition of personalized
medicine is based on what we might call the
customization of medical treatment, aiming to
categorize individuals into subpopulations based
both on the difference in response to a specific
treatment and on their susceptibility to a particular
disease. In recent years, this new concept
of diagnosis and treatment has been widely
discussed, mainly due to the advent of molecular
biology and biotechnological tools. There are
countless strategies that can be used in order to
characterize genetic information from individuals,
families and populations, such as the various
genetic tests, artificial intelligence biosensors,
cell/gene therapies, and more recently, CRISPR.
It is currently possible to measure the positive
points and also glimpse new possibilities for the
treatment of various diseases, however, several
uncertainties become challenges for its collective
use, from the financial to the bioethical context.
From this material, we intend to enter the context
of personalized medicine, opening the way for
future chapters and new discussions about its
effectiveness, importance, efficiency, and impacts
on costs and on health systems.

KEYWORDS: Health; personalized medicine;
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genomics; challenges.

11 INTRODUGAO

Temos observado recentemente a evolugdo do campo médico de forma pessoal
e contemporanea, poderiamos dizer que quase que em tempo real, ja que as facilidades
dos novos sistemas de comunicag¢do permitem a entrega rapida da informacgéao e também
porque os sistemas de analise e divulgacéo de dados cientificos se adaptaram aos avangos
tecnologicos permitindo a troca de informagdo entre os avaliadores, a facilidade na
divulgacéo em plataformas on-line e principalmente o avango das técnicas e equipamentos
disponiveis.

Este conceito pode ser facilmente contextualizado quando observamos
desenvolvimento de vacinas e de antibi6ticos, utilizando-se do aprimoramento de
tecnologias que avangaram ao longo dos anos, por exemplo a vacina de mRNA ja utilizada
no combate ao avanco da pandemia de COVID-19 que até alguns anos atras ndo passava
de um vislumbre e hoje contribuem para uma nova era no campo das imunizacoes.

Dentre essas novas tecnologias disponiveis, que tem transformado o modo de se
pensar em tratamento, estéo as ferramentas que direcionam cada vez mais para um campo
de tratamento particular para cada individuo e esta relacionada a medicina personalizada ja
que esta modifica a forma de assisténcia a saude, tornando o individuo o seu foco.

A Medicina Personalizada, também conhecida como Medicina de Precisdo ou
Medicina Individualizada, se baseia na utilizagdo de informagéo biologica especifica de
cada individuo (comumente categorizamos esta no campo molecular, baseada no cédigo
genético informacional) para definir os medicamentos e/ou procedimentos clinicos que
sejam mais precisos possiveis, no menor tempo possivel e com a maior probabilidade e
chance de sucesso possivel.

Portanto, a medicina de personalizada diz respeito ao desenvolvimento de técnicas
para a customizacdo dos tratamentos de salde levando em conta as particularidades
genéticas de cadaindividuo e suas respostas tanto as enfermidades quanto aos tratamentos,

levando em considerag@o também o meio ambiente e o estilo de vida de cada paciente.

DESENVOLVIMENTO

O Projeto Genoma Humano, finalizado em 2003 com um custo de pelo menos 3 mil
milhdes de dolares, mais de 10 anos de trabalho, e cerca de 5 mil cientistas de varios paises,
propés o mapa detalhado do genoma humano. Deve-se destacar aqui que ndo apenas
providenciou a gama de informacgdes, que temos em maos hoje, sobre a espécie humana, mas
também otimizou equipamentos como sequenciadores automaticos que puderam também ser

utilizados para avangos genémicos das mais variadas espécies do planeta. Assim, a medida
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que a tecnologia de sequenciamento, a bioinformatica e a capacidade de armazenamento
de informagdes foram progredindo exponencialmente, de forma inversamente proporcional o
preco e tempo necessarios para ler o cddigo genético foi diminuindo.

Mais recentemente, em 2015, o governo americano governado por Barack Obama
langou um programa de mais de US$ 200 milhdes (Precision Medicine Initiative, National
Institutes of Health), com o principal objetivo de alavancar a medicina de personalizada e
propor uma nova era no tratamento e diagnostico de doencas.

Atualmente no Brasil o Programa Nacional de Genémica e Saude de Preciséao,
batizado de Genomas Brasil, langado no ano de 2020, tem como objetivo sequenciar genes de
portadores de doencas raras, cardiacas, cancer e infectocontagiosas, tal como a COVID-19.
A escolha das doengas foi baseada na quantidade de casos no pais e o0 alto custo que geram
ao Sistema Unico de Salde, segundo informou o Ministério da Satde. O principal objetivo
sera mapear o genoma de 100 mil brasileiros, provendo um banco de dados sélido para
pesquisas, implantagéo no SUS e fortalecimento da indUstria da &rea personalizada no pais.

Mas em que pese, 0 que é a medicina personalizada?

De acordo com a definicdo de 2008 do National Research Council, a medicina
de personalizada se refere a customizagcdo de tratamento médico para a caracteristica
individual de cada paciente. N&do se trata necessariamente da criacdo de novas drogas ou
novos dispositivos médicos especificos de um Unico paciente, mas sim a uma determinada
habilidade de classificar individuos em subpopulagcdes que diferem na susceptibilidade a
uma determinada doencga assim como na resposta a um tratamento especifico. Assim, a
prevencgéo ou intervengéo terapéutica podera concentrar naqueles que de fato terdo beneficio,
economizando gastos e diminuindo efeitos adversos naqueles que néo terdo beneficios com
aquele determinado medicamento.

Precisamos reforcar que informagées individuais como idade, historico familiar e
estilo de vida, de certo modo a muito tempo ja séo utilizados na medicina todavia ha um
novo conceito implicito quando falamos de medicina personalizada, e exatamente por
isso abordamos aqui a importédncia dos avangos gendmicos, pois a disponibilidade de
informacéo sobre o perfil genético do individuo e consequentemente como ele se relaciona
com determinadas doencgas nos revela o que ha de mais importante quando se busca
efetividade no tratamento, as caracteristicas presentes no DNA do individuo e que em
determinado instante seréo expressas.

Um dos grandes motivos para o avango na area da medicina personalizada foi a
acessibilidade em valores financeiros das analises que podem ser realizadas com material
genético. Segundo publicacdo recente do Massachusetts Institute of Technology (MIT),
entre 2001 e 2017, o custo para o sequenciamento de um genoma passou de mais de US$
95 milhdes para pouco mais de US$ 1.000, uma redugdo extremamente consideravel. Deste
modo, 0 nUmero de consumidores de testes em todo o0 mundo aumentou exponencialmente,
tanto pelo lado da busca por respostas as causas de doencgas, quanto pelo uso comercial
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para genealogias, estudos populacionais etc. Finalmente, a comunidade cientifica como
um todo acaba por possuir novas possibilidades de responder as demandas como “que tipo
de gene esta relacionado com o aparecimento de determinada doenga” e assim por diante.

Outro fator fundamental a ser destacado aqui é importancia da conexdo de dois
campos: a Biologia e a Informatica. A bioinformatica exatamente essa area multidisciplinar
que reline genética, ciéncia da computagéo, matematica e estatistica, podendo ser entendida
como a ciéncia de dados voltada para solucionar problemas bioldgicos. As técnicas
gendmicas tem a capacidade de gerar uma quantidade muito significativa de dados, estes
por sua vez precisam ser armazenados, organizados e comparados com padrbes para
possibilitar a interpretacdo mais fiel possivel dos resultados, consequentemente ferramentas
de bioinformatica se tornam fundamentais nesse processo, pois permitem que todas essas
informagdes génicas e suas variagdes possam ser analizadas e interpretadas.

Dentro do conceito de medicina de precisdo podemos encontrar na literatura algumas
tecnologias que sdo primordiais tais como os testes genéticos, sensores para monitorar
pacientes, inteligéncia artificial, terapias celulares e génicas (destacando a mais recente e
promissora ferramenta de edi¢do génica, vencedora do Prémio Nobel de 2020: CRISPR).

A possibilidade de entrega do tratamento correto para a pessoa certa no momento
certo podera melhorar a qualidade do tratamento além de reduzir custos com tratamentos
ineficazes. O custo dos exames genéticos e, principalmente, das terapias celulares e génicas
ainda é alto, todavia, a medicina personalizada tem o potencial de aprimorar e diminuir
seu custo-efetividade relativo, haja vista que as tecnologias citadas aqui ainda estdo em
desenvolvimento. Assim temos, de um lado, um diagndstico mais preciso e um tratamento
mais adequado ao perfil genético que podem resultar em maior efetividade e menor
desperdicio. Do outro lado, sabemos que todos os testes moleculares e genéticos ainda
sdo mais caros do que 0s convencionais, contudo um dos mecanismos atuais amplamente
estudados para remediar esse contraponto tem sido a utilizacdo de big data, inteligéncia
artificial e dispositivos de monitoramento da salde das pessoas que necessariamente sdo
bem mais baratos.

CONCLUSAO

Finalmente, é importante destacar que outras variaveis ainda tem sido discutidas e
consideradas no aspecto da implementagcédo da medicina personalizada, como a possibilidade
de se formar nichos de mercado menores, atendidos por apenas uma ou poucas empresas
com maior poder de mercado que consequentemente pode alterar a concorréncia no setor
farmacéutico, e a propria questao bioética em se ofertar tratamentos mais eficientes apenas
a uma determinada parcela da populacdo que tenha condigéo financeira, ou até mesmo a
possibilidade de bancos dados gendmicos serem oferecidos ou adquiridos por empresas
para selegdo de funcionarios, ou até para planos de saude tabelarem seus valores. Ainda
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temos um caminho arduo a ser percorrido, fomentando expectativas de solu¢gdes médias para
a humanidade e ao mesmo tempo atentando para os desafios éticos, assim pretendemos
fomentar esse assunto em futuros capitulos em obras do campo da genética e da medicina
para elucidar também a medicina personalizada no Sistema Unico de Saude e o futuro dos
testes genéticos, a genémica na saide de precisdo em tempos de pandemia e os desafios
atuais da medicina genémica.
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