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Resolugdo de discrepancias alélicas em marcadores STR
atraves de tecnologias de sequenciagcao de nova geracao (NGS)
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Introducao

A tipagem de microssatélites (STRs, Short Tandem Repeats) constitui um pilar da genética forense, baseando-se na inferéncia dos alelos através do tamanho
dos fragmentos de DNA obtido por eletroforese capilar. No entanto, a obtencao de perfis genéticos discrepantes, para um mesmo marcador STR, entre
diferentes kits comerciais, levanta duvidas quanto a veracidade dos resultados.

Neste trabalho, apresentamos o caso de estudo de uma amostra forense que, quando determinado o perfil genético STR por eletroforese capilar (CE),
exibiu resultados discrepantes para o locus D251338. Com o Kit de amplificacao GlobalFiler™ PCR Amplification foi obtido o perfil genético 18.2, 23 (Figura
1A), enquanto que com o kit de amplificacao PowerPlex® Fusion 6C System foi determinado o perfil genético 18, 23 (Figura 1B). Tendo em conta a auséncia
de evidéncia de drop in alélico, e apds reanalise dos resultados, tornou se imprescindivel recorrer a uma abordagem que permitisse a leitura direta da
sequéncia, e nao apenas a inferéncia pelo tamanho. Para tal, recorreu-se a sequenciacao da amostra por tecnologias de NGS (Next Generation Sequencing),
onde é possivel efetuar uma sequenciacao efetiva dos fragmentos, por oposicao a CE, onde é analisado apenas o tamanho do fragmento (Figura 2).
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Para o procedimento de NGS, procedeu se a extracao de DNA segundo protocolos 187 .
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referéncia (hgl9). A analise secundaria foi feita com recurso ao software

i Figura 1 - Perfil genético obtido, por electroforese capilar, no marcador D251338 com: A) PowerPlex®
Converge™ (Figura 3). " 5 P g )

Fusion 6C System; B) GlobalFiler™ PCR Amplification; e comparacao do fragmento com o “allelic ladder”
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Figura 3 - Sintese do protocolo laboratorial

Figura 2 — Diferenca entre analise de fragmentos por tamanho (CE - Eletroforese Capilar)

Re S u Ita d Os e por sequencia (sequenciacao NGS)

Os resultados de NGS confirmaram a presenca efetiva dos alelos 18 e 23 no locus D251338 (Figura 4), explicando a discrepancia observada entre os dois kits
comerciais e validando o verdadeiro resultado para este marcador (Figura 1). A discrepancia entre os resultados obtidos pelos kits utilizados na CE deveu-se
provavelmente a uma mutacao InDel, na zona intercalar entre a zona de ligacao dos primers e o marcador STR. Uma mutacao deste tipo altera o tamanho
final do amplicao que ira ser observado por CE, obtendo-se assim um perfil genético incorreto para este marcador.
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Figura 4 — Perfil genético obtido no marcador D251338, obtido por sequenciacdo NGS com o kit Reference Guide (Pub. No. 100039539).
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Este caso de estudo sublinha a importancia da integracao da tecnologia NGS como ferramenta
complementar na pratica forense, especialmente em situacdoes de perfis genéticos discrepantes,
mutacoes pontuais ou amostras degradadas. A sequenciacao direta dos STRs torna a tipagem genética
mais robusta e reduz ambiguidades. Esta abordagem reforca a fiabilidade dos resultados, tanto em
investigacoes criminais como na validacao de perfis em bases de dados forenses.
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