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RESUMO

Até o advento do Teste em DNA, nao era possivel garantir se um individuo era ou nado o filho biolégico de
determinado casal. Com o advento dos testes que analisam o DNA, este problema ficou definitivamente resolvido,
jd que agora é possivel ndo s6 apenas excluir os individuos falsamente acusados, porém também obter probabilida-
des de inclusdo extremamente préximas de 100%, ou seja, é possivel através de Teste em DNA afirmar que um
individuo é com certeza o genitor de determinada pessoa. A técnica de PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase)
vem sendo utilizada ha mais de 4 anos nesta drea com enorme sucesso e precisao 7). Neste artigo descrevemos

porque a PCR deveria, ao nosso ver, ser amplamente aceita na realizacdo dos Testes de Paternidade em DNA.
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SUMMARY

There is a discussion if Polymerase Chain Reaction (PCR) should or should not be used as a method to solve
Paternity disputes. In this manuscript we show our opinion of why these technique has advantages over the other

commonly used approaches (single locus and multilocus probes).

method of choice in the last four years, for Paternity DNA tests.
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| INTRODUCAO

OR QUE DNA?

Nos Ultimos cinco anos os méto-

dos tradicionais de Investigacao de
Paternidade (Marcadores Sanguineos,
Séricos, Enzimaticos e Leucocitarios
HLA) vem sendo substituidos, nos me-
Ihores Laboratérios de Determinacao
de Paternidade, pelas modernas técni-
cas de identificacdo deste vinculo em
DNA. Diversos estudos demonstram
que cerca de 1/4 dos Testes de Deter-
minacdo de Paternidade tém como re-
sultado a exclusdo de um individuo
acusado de ser o pai biolégico. Fazen-
do-se uso de todos os marcadores tra-
dicionais em conjunto, a probabilida-
de de exclusao de um homem falsa-
mente acusado de paternidade atinge
nos melhores laboratérios uma taxa de

cerca de 95%, ou seja, em cada 100
testes realizados pelos métodos tradi-
cionais que deveriam apontar uma ex-
clusao, existe uma chance de que em
5 exames ndo se consiga provar que
um individuo estd sendo falsamente
acusado, com conseqUéncias ébvias.
Estas falhas dos exames que utilizam
os marcadores tradicionais sdo devidas
a presenca muito freqiente de um
mesmo marcador tradicional em diver-
sas pessoas da populacdo, ou seja, ha
uma variabilidade pequena entre indi-
viduos em seus marcadores tradicio-
nais. Por exemplo, se a mae tem um
tipo sanglineo A e o filho também
possui o tipo sangulineo A, qualquer
que seja o tipo sanglineo do suposto
pai (O, A, B, AB), ndo seré possivel ex-
cluir (através da tipagem ABO) a pos-
sibilidade dele ser o pai biolégico. Com

We discuss why we have elected PCR as our

o advento das técnicas de anélise em
DNA para Determinacdo de Paternida-
de, todas essas falhas foram resolvidas,
ja que a extrema variabilidade das se-
qUéncias genéticas que constituem o
DNA, faz com que a freqUiéncia de cada
marcador seja extremamente baixa na
populacdo, ou seja, uma caracteristica
(alelo) no DNA presente em um deter-
minado individuo muito dificilmente
estard presente em outro individuo da
populacdo que nao seja o seu pai e/ou
sua mae bioldgica. Além disto o Teste
em DNA é o Unico teste de Determina-
cdo de Paternidade capaz de confirmar
o vinculo com certeza, ou seja, de afir-
mar que o suposto pai é o pai biolégi-
co e/ou que a mae é realmente a mae
biolégica. Em um teste em DNA feito
com qualidade, todos aqueles indivi-
duos que nado puderem ser excluidos,
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assumem automaticamente uma pro-
babilidade de paternidade extrema-
mente préxima de 100%. Pelos moti-
vos técnicos acima citados, a American
Association of Blood Banks (AABB),
6rgao maximo de supervisao, controle
e regulamentacao de Laboratérios que
realizam exames de Determinacao de
Paternidade nos Estados Unidos, ad-
mite que baseado na extrema eficién-
cia atingida atualmente pelos testes
em DNA, ndo ha mais necessidade de
se realizar testes utilizando os
marcadores tradicionais, a ndo ser em
regides onde as modernas técnicas em
DNA néo estejam disponiveis a popu-
lacdo.

REALIZAR O TESTE EM SUAS
PROPRIAS INSTALACOES OU
TERCEIRIZAR?

E importante que o laboratério que
se propde a oferecer o Teste de Pater-
nidade em DNA, seja qual for a técni-
ca escolhida, seja especializado e es-
teja preparado, ndo sé em termos de
equipamentos, mas principalmente
com recursos humanos capacitados
para efetuar todas as etapas da técni-
ca escolhida, dentro de suas depen-
déncias (desde a coleta de material até
a entrega do laudo), reduzindo muito
a possibilidade de haver alguma que-
bra na cadeia de custédia do material,
aumentando portanto a seguranca e a
privacidade do exame e do resultado.
Caso um laboratorio opte por terceirizar
este teste, é importante que receba um
treinamento especializado, pois a co-
leta e mesmo o envio deste exame se-
gue normas muito diferentes de ou-
tros exames de Patologia Clinica. A pre-
feréncia neste caso deve ser dada para
um laboratério nacional. Terceirizar um
exame de Determinacdo de Paternida-
de para um laboratério do exterior nao
é 0 mesmo que terceirizar um exame
da rotina de Patologia Clinica para o
exterior. Assim como os povos diferem
entre si, também o DNA difere ndo sé
de individuo para individuo, mas tam-
bém de populacédo para populacdo. Os
resultados dos calculos de probabili-
dade de paternidade gerados toman-
do por base dados da populacédo nor-
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te-americana, por exemplo, podem ser
substancialmente diferentes dos resul-
tados destes mesmos calculos quando
usarmos dados genéticos da popula-
cao brasileira. Para que o exame de de-
terminacdo de paternidade em DNA
confira resultados particularizados para
as caracteristicas étnicas peculiares da
populacao brasileira, é imprescindivel
que se disponha de um estudo prévio
das peculiaridades genéticas da nossa
populacdo. Este banco de dados nédo
deve ser montado “a medida em que
0s casos vao aparecendo”, sob pena
de comprometer os resultados dos pri-
meiros exames, e como conseqUéncia
abalar a confiabilidade no laboratério.
Outro pré-requesito para absoluta se-
guranca dos resultados é que todas as
etapas do exame sejam supervisiona-
das por um profissional qualificado.

MULTI-LOCOS, LOCOS UNICO

OU PCR?

Muito se tem discutido a respeito
de qual técnica seria a melhor, se é que
existe técnica melhor. Cada uma tem
suas vantagens e desvantagens. No
quadro 1 citamos os motivos e as van-
tagens pelas quais escolhemos e reali-
zamos ha mais de 4 anos nossos tes-
tes pela PCR analisando Short Tandem
Repeats (STRs).

A PCR-STR E UM BOM METODO
PARA TESTES DE

PATERNIDADE EM DNA?

A PCR tem sofrido criticas quando
utilizada como método de escolha nos
Testes de Determinacdo de Paternida-
de. Muitas das criticas citadas héd anos
atras eram construtivas, e tiveram
como conseqUéncia o aprimoramen-
to do teste em DNA por PCR, a ponto
de hoje ter sido atingido um padréo
excelente. Nos Estados Unidos a PCR é
amplamente aceita em Testes de Pa-
ternidade ha muitos anos ?. O Labo-
ratério que mais realiza testes de Pa-
ternidade em DNA no mundo todo,
LabCorp, é um Laboratério norte-ame-
ricano, que segue as rigorosas leis de
controle de qualidade deste pals, e rea-
liza todas as suas andlises pela técnica
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Quadro 1- VANTAGENS DE PCR-STR.

— MENOR TAXA DE MUTACAO

— FACILIDADE DE DISCRIMINAR ALELOS
DIFERENTES

— FACILIDADE DE MONTAR BANCOS DE
DADOS DA POPULACAO LOCAL

— PROCEDIMENTO COMPLETO SEM USO DE
RADIOATIVIDADE

— ANALISE POSSIVEL COM POUCO OU MUITO
DNA, DEGRADADO OU INTACTO

— FACILIDADE DE EXAME PRE-NATAL, EM
RECEM-NATOS E EM VESTIGIOS DE CRIMES

— POR NECESSITAR DE POUCO SANGUE NAO
EXIGE FLEBOTOMIA (DNA DA MUCOSA
ORAL E SUFICIENTE)

— PERMITE A CONSTRUCAO DE ESCADAS
ALELICAS COM TODOS 0OS ALELOS
POSSIVEIS

— NAO NECESSITA DEFINIR “BINS”
ARBITRARIOS COM OS RFLPs

— FACIL INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
POR NAO-GENETICISTAS

— PROCEDIMENTO ANALITICO TECNICAMENTE
SIMPLES

— RAPIDEZ NO RESULTADO

— FACIL PADRONIZACAO INTRA e
INTERLABORATORIAL

— CONTROLE DE QUALIDADE MUITO MAIS
EFICIENTE

— POSSIVEL DETERMINAGAO SIMULTANEA DO
SEXO DOS INDIVIDUOS TESTADOS,
IMPORTANTE PARA EVITAR TROCA DE TUBOS

— TAMANHOS PEQUENOS E DEFINIDOS DOS
FRAGMENTOS PERMITEM MULTIPLAS
AMPLIFICACOES SIMULTANEAS (MULTIPLEX)

— POSSIBILIDADE DE AUTOMATIZACAO

— CUSTO DO PROCEDIMENTO REDUZIDO EM

RELACAO AS OUTRAS TECNICAS.

de PCR. Este Laboratorio ja realizou
mais de 200.000 (duzentos mil) casos
de paternidade usando apenas a PCR,
e atualmente tem o incrivel volume de
7.000 (sete mil) casos por més utili-
zando apenas a PCR (V. Sem termos de
comparacéo, a experiéncia do Genetika
no Brasil ndo é de toda desprezivel; Nos
Gltimos trés anos realizamos a anélise de
4.500 individuos envolvidos em Testes de
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Figura 1 - Exemplo de Automatizacdo Multiplex PCR-STR com 8
STRs (Cortesia Promega).

Paternidade, utilizando apenas a téc-
nica de PCR-STR, e temos hoje um vo-
lume de 70 casos/més, que vem cres-
cendo em média 15% a cada més.

POR QUE E COMO DEFENDER O
USO DA PCR-STR COMO METODO
PARA TESTES DE
PATERNIDADE EM DNA?

Seguem alguns questionamentos e nos-
sos comentarios a respeito do uso da PCR
nos Testes de Paternidade em DNA.

Critica - "A VARIABILIDADE DA MAIO-
RIA DOS STRs TESTADOS POR PCR E
TAO LIMITADA QUE UM NUMERO
ENORME DE LOCOS PRECISARIAM SER
ANALISADOS”

Comentario: O fato dos locos analisa-
dos por PCR terem variabilidade me-
nor do que os comumente analisados
por sonda multi ou unilocais, realmen-
te exige que a maioria dos casos se-
jam analisados por um nimero maior
de STRs. Porém isto de modo algum é
contratempo, pelo contrario. Ninguém
duvida que é tecnicamente mais facil
testar 12 STRs do que analisar duas
sondas unilocais ou quatro multilocais.
A abundancia de STRs no genoma hu-
mano é uma fonte inesgotavel de varia-
bilidade, j& que existem hoje centenas
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Figura 2 - Exemplo de Multiplex PCR-STR com 9 STRs utilizados em

criminalistica (Cortesia Dr. Ron Fourney).

<t ———

Bloodstain, dry,
M days, RT.

de STRs aptos a serem utilizados e
automatizados em sistemas Multiplex.
Por outro lado, a alta variabilidade das
sondas unilocais e multilocais carregam
ao mesmo tempo o fardo das altas ta-
xas de mutacdo encontradas nestes
locos, que tornam complicada a anéli-
se de muitos casos quando utilizamos
sondas multilocais ou unilocais. Sera
uma mutagao Unica ou serd uma ex-
clusdo de paternidade? Esta duvida,
tdo frequente nos laboratérios que
optam pela utilizacdo de sondas
multilocais (e algumas unilocais como
D1S7) nao fazem parte da rotina dos
Laboratérios que escolheram a PCR, de-
vido as baixas taxas de mutacdo dos
STRs @,

Critica - "MESMO QUE SEJAM ANALI-
SADOS POR PCR VARIOS LOCOS DIFE-
RENTES, NUNCA SAO ALCANCADAS
AS PROBABILIDADES DE PATERNIDADE
E PODER DE EXCLUSAO DAS SONDAS
MULTILOCAIS OU UNILOCAIS”

Comentario: As probabilidades de Pa-
ternidade dependem de cada caso. Se
naquele caso especifico os alelos pa-
ternos obrigatérios forem extrema-
mente raros, pode-se atingir probabi-
lidades de paternidades altissimas
usando um nimero muito pequeno de
marcadores, sejam eles STRs ou pro-

- i
. Bloodstain. drv.
28 days, RT.

venientes de sondas unilocais ou
multilocais. Em outro caso, se os alelos
paternos obrigatérios forem extrema-
mente freqlentes na populacéo, para
se atingir as mesmas probabilidades de
paternidade necessitaremos analisar
um nUmero maior de marcadores,
sejam eles STRs ou sondas unilocais ou
multilocais. E importante compreender
que nao é o numero de marcadores
que determina a qualidade final do
exame (se assim fosse os proprios exa-
mes de PCR seriam superiores aos ou-
tros, pela abundancia de STRs poten-
cialmente testaveis), mas sim o poder
de exclusdo do Sistema e a Probabili-
dade de Paternidade minima necessa-
ria para assinar um laudo ©®. Se para
se atingir estes requisitos minimos fo-
rem necessarios, naquele caso espe-
cifico, analisar 6 STRs, serdo analisa-
dos 6 STRs; Se para se atingir estes re-
quisitos minimos forem necessérios,
naquele caso especifico, analisar 23
STRs, serdo analisados 23 STRs. Fontes
de erro existem em todos os laborato-
rios. No Canadé foi relatado um caso
aonde 7 sondas unilocais ndo foram
capazes de acusar uma exclusao, e o
primeiro STR testado acusou a exclu-
sao “. Recentemente foi descrito no
Brasil um caso semelhante aonde uma
sonda multilocal nao foi capaz de
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excluir um caso facilmente excluido
por varios STRs ©. Nossa opinido, é
de que néo existe o tdo almejado “pa-
drdo ouro” e que todas as trés técni-
cas sdo extremamente eficientes
guando bem utilizadas.

Critica - "A ESTRUTURA DAS POPULA-
COES HUMANAS FAZ COM QUE A CON-
FIABILIDADE DOS TESTES DE PCR SEJA
PEQUENA"

Comentdrio: Diversos artigos cientifi-
cos j& comprovaram exaustivamente
que a subestrutura populacional, mes-
mo que presente, tem efeito minimo
no indice de Paternidade final, e efei-
to negligivel na conclusao final (exclu-
sao ou inclusdo).

Critica - "A PCR DEVE TER UM PAPEL
EXCLUSIVAMENTE COMPLEMENTAR
AS SONDAS MULTILOCAIS EM DETER-
MINA(;AO DE PATERNIDADE"
Comentario: Nos Estados Unidos pra-
ticamente as sondas multilocais j&d ndo
sdo mais utilizadas pelas altas taxas de
mutacdo. Como a PCR poderia ser
complementar a uma técnica que tem
seus dias contados nos Laboratorios de
Determinacao de Paternidade?

Critica - “SO DEVEMOS USAR PCR
QUANDO AS AMOSTRAS SAO PEQUE-
NAS OU DEGRADADAS “
Comentario: Esta é uma das criticas
mais ouvidas e de menor embasamen-
to cientifico; Obviamente qualquer téc-
nica que é eficiente para analisar pou-
ca quantidade de DNA ou DNA degra-
dado, serve também para quando o
DNA estiver intacto ou em grande
quantidade, como na maioria dos ca-
sos de Testes de Paternidade. O con-
trario sim seria verdadeiro, ou seja, em
Testes de Paternidade nos quais con-
tamos com pouco DNA ou degradado
(exumacédo, recém-nascidos, exame
pré-natal, area criminal) a PCR é a Uni-
ca técnica que deveria ser usada!

Critica - "POR CAUSA DA POSSIBILIDA-
DE DE MUTACOES, EXCLUSOES DE PA-
TERNIDADE NUNCA PODEM SER BA-
SEADAS EM UM UNICO SISTEMA, POR-
TANTO NAO SE DEVE USAR SO PCR”

Comentario: Esta é uma regra da As-

@) waesthnes

‘ Validade.pmd 5

*

sociagdo Americana de Bancos de san-
gue que deve ser obedecida, apesar de
que, devido a baixa taxa de mutacdes
dos STRs, uma Unica exclusdo ja pode-
ria ser considerada como falsa pater-
nidade, o mesmo nao valendo para
sondas unilocais e muito menos para
multilocais @. Repare que a palavra
“Sistema” tem sido utilizada de ma-
neira dubia, pois a AABB se refere a
pelo menos dois LOCOS para conferir
um laudo de exclusdo, e andlises em
duplicata, porém jamais exigindo que
um Laboratério realize o mesmo exa-
me duas vezes utilizando Técnicas di-
ferentes. O exemplo do LabCorp cita-
do acima, é auto-explicativo novamen-
te. O fato de que normalmente se ana-
lisam mais locos quando utiliza-se a
técnica de PCR-STR, é um excelente
controle de qualidade intra-analitico,
ou seja, uma PCR controla a quali-
dade da outra, tornando extrema-
mente improvavel que se erre tecni-
camente 2 vezes. Praticamente todos
os Laboratorios que realizam exames
de Paternidade em DNA tem sua téc-
nica preferida, e realizam todas ané-
lises com a mesma técnica. Alids,
esta pratica é rotineira em Medicina
Laboratorial.

Critica - “O INDICE DE PATERNIDADE
DE 99,99%, OU SEJA, 9.999 ACERTOS
EM 10.000 INCLUSOES, E INACEITA-
VEL DO PONTO DE VISTA ETICO, ME-
DICO E CIENTIFICO”

Comentario: Tudo depende dos inte-
resses de quem dita o que é aceitavel
e 0 que é inaceitavel. Nos EUA e na
Alemanha, paises desenvolvidos que
ndo tem por tradicdo poupar esforcos
na defesa do cidadao, as Probabilida-
des de Paternidade s&o caracterizadas
da seguinte maneira;

90-95% - PATERNIDADE PROVAVEL;
95-99% - PATERNIDADE MUITO PRO-
VAVEL; 99-99,73% - PATERNIDADE
EXTREMAMENTE PROVAVEL; e acima
de 99,73% - PATERNIDADE PRATICA-
MENTE PROVADA ©. As baterias de
STRs utilizadas nos primérdios do uso
desta tecnologia atingiam probabilida-
des de 99,9% . Os criticos da PCR
consideraram entao estas probabilida-
des “inaceitaveis do ponto de vista
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ético, médico e cientifico”. A pressao
serviu como alavanca para que siste-
mas ainda mais robustos fossem cria-
dos. Atualmente, as Probabilidades de
Paternidade média geradas pelos STRs
sdo superiores a 99,99% . O Poder
de discriminacado de uma bateria de
doze STRs (nimero médio de individuos
que teriam que ser analisados pelo
sistema para encontrar duas pessoas
com os mesmos alelos nos 12
marcadores) é de cerca deumem 178
bilhdes a um em 3 trilhdes, ou seja,
muitas vezes a populacdo do planeta ©.
Vocé considera este nimero aceitavel
para a qualidade do seu Laboratoério?

Diante destas evidéncias, os criticos
da PCR se encontram agora divididos;
alguns decretaram que 99,99% (e ndo
mais 99,9%) é uma probabilidade “ina-
ceitavel do ponto de vista ético, médi-
co e cientifico”; outros estdo comecan-
do a substituir suas metodologias pela
PCR-STR, porém, estes Ultimos terao de
suportar o dnus enorme de ter critica-
do a técnica de maneira tao contun-
dente no passado, a ponto de que di-
ficilmente suas préprias criticas deixa-
rao de ser usadas contra si proprios se
agora optarem pela PCR.
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