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RESUMO

MORETI, T. IDENTIFICACAO HUMANA: Uma proposta metodoldgica para obtengio
de DNA em ossos e implementacéo de banco de dados de frequéncias alélicas de STRs
autossémicos na populacdo de Santa Catarina. Floriandpolis, Dissertacdo de Mestrado.
Universidade Federal de Santa Catarina, 2009.

Nos casos forenses, cadaveres ou suas partes sdo encontrados em diferentes estagios
de decomposicdo, sendo nestes casos o tecido Gsseo quase sempre o melhor material
bioldgico disponivel para a identificacdo pelo DNA. Devido as baixas concentracfes de
DNA enddgeno, a recuperacdo deste é um grande desafio perante aos danos ambientais,
bacteriano e p6s-morte que a molécula sofre, assim como a presenga potencial de inibidores
co-extraidos. Vérias metodologias tém sido empregadas para obtencdo de DNA a partir dos
0ssos, sendo que o uso do equipamento como o Moinho Criogénico e da coluna
concentradora Microcon sdo os procedimentos-padrdo mais utilizados e difundidos, porém,
demorados e de custos elevados. Devido & baixa qualidade e a exiguidade destas amostras
bioldgicas que rotineiramente aportam em um laboratério de DNA forense, a metodologia
aplicada é baseada na andlise de STR. Nos casos de identificagdo utilizando STR, o
laboratorio deve possuir uma base de dados de frequéncias alélicas propria da populacéo a
qual presta servicos. Esta base de dados deve ter sido produzida com as mesmas técnicas
usadas pelo laboratério em sua rotina e com a mesma populacdo. O objetivo é ampliar as
condigBes técnico-cientificas no cenério estadual, pois se pretende, atraves de técnicas
utilizadas em Biologia Molecular, testar e padronizar um novo método econdmico e répido
para a obtencdo de DNA de 0ssos e a implementacdo de um banco de frequéncias alélicas
STR para maior confiabilidade dos resultados gerados. Para nosso estudo, selecionou-se 19
0ssos, fornecidos pelo IGP-SC e compreendem casos recebidos durante os anos de 2005 e de
2006. Comparou-se a eficiéncia e os custos de nove métodos de extracdo de DNA, mostrando
que o método “substitutivo” é o que possui maior custo-beneficio entre todos eles. A
extracdo por este método conduziu a uma quantidade aumentada de DNA amplificado
(36,84%) quando comparado ao protocolo de fenol-cloroférmio-microcon (12,28%), sendo
esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,0240). Sendo assim, sugere-se que 0
procedimento “substitutivo” seja a escolha mais acertada quando o material biolégico sejam
0ss0s. Em relagdo a criagdo da base de dados STR, utilizou-se as frequéncias alélicas para os
15 marcadores STR incluidos no kit AmpFISTR Identifiler (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D351358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D195433, VWA, TPOX, D18S51,



D5S818, e FGA). A amostra constitui-se de 452 individuos ndo relacionados do estado de
Santa Catarina, representando uma populacdo tri-hibrida, composta pela mistura de
individuos euro-descendentes, africanos-subsaarianos e amerindios. As distribuicbes dos
gendtipos estdo em equilibrio Hardy-Weinberg. As frequéncias alélicas foram comparadas as
existentes em outros estados brasileiros, sendo encontradas diferengas significativas em pelo
menos um loco em relacéo a todos os estados analisados. O poder de exclusdo combinado €
estimado em 0,99999682066 e o poder da discriminagdo combinado é de
0,99999999999999999828465. Finalmente, os parametros forenses calculados mostraram
que o banco de dados de frequéncias alélicas de Santa Catarina é uma ferramenta util para a

identificagdo pessoal, justificando seu uso para a populacdo de nosso estado.

Palavras-chave: Banco de dados, DNA degradado, extracdo de DNA, frequéncias alélicas,
Genética Forense, 0ss0s, post mortem, Santa Catarina, STR.



ABSTRACT

In the forensic cases, human remains or its parts are found on the land in different
periods of training of decomposition, under the ground for determined periods of time or
immersed in the water. In this cases, bone sample are often the only, and almost always the
best, biological material available for DNA typing. Due to low levels of endogenous DNA,
because environmental, bacterial, and postmortem DNA damage, as well as the potential
presence of environment-born inhibitors that co-extract with DNA, the recovery of DNA data
from degraded specimens can still pose a significant challenge. A large number of different
protocols for the efficient isolation of highly purified DNA from bone cells are extant. Being
that, the use of the equipment Cryogenic Mill and of the concentrator column Microcon is
procedures standard more used and spread out. The joint use of these two methodologies is,
however, delayed and of high cost. Due to low quality and to the puny of these biological
samples that routinely arrive in a forensic laboratory of DNA, the applied methodology is
based on the STR analysis. In the case of identification for STR, the laboratory must have
constructed a data base of the population frequencies of the used genetic systems for it. This
data base must to have been gotten with the same used techniques for the laboratory in its
routine and using the same population. The general objective of this project is to extend the
technician-scientific conditions in the state scene, therefore it is intended through techniques
used in Molecular Biology, to test and to standardize a new economic and efficient method
for the attainment of DNA of bones for forensic studies and the creation of a data base STR
for better trustworthiness of the generated results. For our study, we selected 19 challenging
bone samples, they had been supplied by the IGP-SC and they understand cases received
during the years of 2005 and 2006. We have compared efficiency and costs of nine methods
of extraction DNA, showing that the “substitute” method is the more cost-benefit of the
methods. “Substitute” extraction resulted in an increased amount of amplified DNA
(36.84%) when compared to phenol-chloroform-Microcon (12.28%), and that difference are
statistically significant (p=0.0240). In our hands, the “substitute” extraction procedure is an
obvious choice when the biological material available is decomposed human bone. In
relation the creation of the data base STR, allele frequencies for 15 STR markers included in
the AmpFISTR Identifiler kit (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO01,D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, and FGA)

were obtained from a sample of 452 unrelated individuals from the state of Santa Catarina.



This population represents a trihybrid population composed of individuals presenting an
admixture of Caucasian, African, and Native American. In the present study, the distributions
of the genotypes are in Hardy-Weinberg equilibrium. The data were compared to others
Brazilian states. Differences were found at 5% significance level between distributions the
allele frequencies in all states analyzed. The combined power of exclusion is estimated as
0.99999682066 and the combined power of discrimination is 0.99999999999999999828465.
Finally, the calculated forensic parameters showed that the Santa Catarina allelic frequencies
databases are useful tool for personal identification, justifying their use for the population our

state.

Key words: Allele frequencies, degraded DNA, extraction of DNA, Forensic Genetics,

genetic data, human remains, loci frequencies, post mortem, Santa Catarina, STR.
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I. INTRODUCAO

A introdugdo das técnicas de Biologia Molecular na anélise para identificagdo
humana é um avanco recente na area de identificacdo dos individuos. A teécnica de
identificacdo pelo acido desoxirribonucléico (DNA) foi desenvolvida na segunda metade da
década de 80, pelo Prof. Alec Jeffreys que utilizou essa descoberta na resolugdo de um
problema de imigracdo na Inglaterra e descreveu certas regides do genoma humano que
apresentavam um padrdo Unico para cada individuo, podendo ser utilizadas como
“impressdes digitais” do DNA desse individuo (JEFFREYS, 1985). Um ano apoés, esta
mesma técnica se aplicou pela primeira vez em um caso criminal, para identificar o
verdadeiro estuprador e assassino de duas jovens, mortas em 1983 e 1986, no condado de
Leicester no Reino Unido. Neste caso, a prova de DNA ndo apenas contribuiu para a
identificacdo do criminoso, mas também, para demonstrar que a confissdo do individuo
inicialmente detido e acusado dos crimes, era falsa (GILL; WERRETT, 1987).

A partir deste caso, a analise genética do DNA substituiu, em curto espaco de tempo
as analises soroldgicas do polimorfismo de proteinas e grupos sanguineos, tornando-se uma
ferramenta fundamental ao sistema judiciario, sendo atualmente um dos principais pilares das
ciéncias forenses no que diz respeito ao apoio a investigacdo criminal, ao estabelecimento de
lagos de parentesco e a identificacdo individual de pessoas.

A identificacdo humana por DNA fundamenta-se na individualizacéo bioldgica que
cada ser humano representa e fundamenta-se na exclusividade do seu perfil genético e na
igualdade e invariabilidade deste em todas as células do organismo ao longo da vida, exceto
nos casos envolvendo gémeos monozigoticos. O perfil genético, do ponto de vista médico-
legal, pode ser definido como sendo o conjunto de caracteristicas hereditarias ou padrdes
fenotipicos que um individuo possui, para um determinado nimero de marcadores genéticos,
detectavel em qualquer amostra biol6gica que Ihe pertenca (PINHEIRO, 2004).

As metodologias referentes a tipagem de regides polimérficas do DNA em amostras
bioldgicas coletadas in vivo estdo bem estabelecidas. Por outro lado, amostras bioldgicas
coletadas post mortem podem apresentar limitacfes a anélise do DNA, tendo em vista 0s
diferentes graus de degradagdo da macromolécula, relacionados com o tempo decorrido ap6s
a morte do individuo e as condi¢gbes ambientais e climaticas em que o cadaver estiver

exposto.
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1.1 IDENTIFICACAO DE RESTOS CADAVERICOS

Desastres em massa, como 0s ocorridos nas Torres Gémeas nos Estados Unidos
(2001), a Tsunami do Oceano indico (2004), ou ainda a enchente no Vale do Itajai no estado
de Santa Catarina, ocorrida no final do ano de 2008, sdo um desafio para os setores de
Biologia Molecular encarregados da identificagdo das vitimas e dos restos mortais.
Entretanto, todo esse aparato molecular ndo esta restrito aos casos envolvendo catastrofes.
Devido a dindmica social das grandes metropoles, existe sempre uma familia procurando
uma pessoa desaparecida. Em adi¢do a estes casos, nos Ultimos anos, também tem ocorrido o
aumento nas solicitacbes para a coleta de material bioldgico em casos de exumagéo
destinados a investigages de paternidade em processos civis (IWAMURA; SOARES-
VIEIRA; MUNOZ, 2004).

Usualmente, ndo existem dificuldades em se identificar um cadaver recente. Fei¢des
do rosto, cor dos cabelos, impressdes digitais promovem provas. No entanto, a identificagdo
de cadéveres humanos em avancado estado de decomposi¢do, restando apenas o esqueleto ou
alguns fragmentos deste, em casos como, por exemplo, afogado, esquartejado, ocultado sob
condigdes diversas, expostos ao tempo e a agdo de animais, ou carbonizados, fica
extremamente prejudicada uma vez que os elementos utilizados pelos médicos legistas,
odontos legistas e/ou papiloscopistas para tal identificagdo, podem estar alterados a ponto de
impossibilitar qualquer conclusdo (PINHEIRO, 2004). Desta forma, sem as impressdes
digitais; identificacdo do sexo; compleicéo fisica; grupo étnico; estatura e arcada dentéria, a
Unica possibilidade de identificacdo € através da analise genética por DNA (GRAW;
WEISSER; LUTZ, 2000).

Nos casos forenses, geralmente, cadaveres ou suas partes sdo encontrados sobre a
terra em diferentes estagios de decomposicdo, sob o solo por determinados periodos de
tempo ou imersos na agua. Como na maioria dos casos a coleta de sangue encontra-se
prejudicada, o material biologico vidvel sdo os musculos ou 0ssos. Nos casos post mortem,
onde o tempo decorrido € maior que dois anos, o material bioldgico de escolha s&o 0s 0ssos,
uma vez que os tecidos moles j& desapareceram, os dentes se perdem facilmente e, os
cabelos, se ainda existirem, possuem quantidades exiguas e degradadas de DNA
(PINHEIRO, 2004).

A extracdo de DNA a partir de tecidos duros oferece resultados mais satisfatorios,

pois se constitui de um depdsito natural de &cidos nucléicos protegido do meio ambiente
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(COOPER, 1997). O DNA torna-se estavel apos a esqueletizagdo, ja que este processo torna
0 tecido 6sseo desidratado, deixando-o protegido de danos hidroliticos. Por outro lado, o
DNA de tecidos moles desidratados continua a ser severamente danificado por oxidagdes
(TUROSS, 1994). A degradacdo de tecidos moles é particularmente evidente apds curtos
intervalos de tempo, consequéncia do rapido aumento bacteriano natural de corpos em
decomposicdo, especialmente daqueles que estdo expostos a temperaturas elevadas em paises
tropicais como o Brasil (IWAMURA; SOARES-VIEIRA,; MUNOZ, 2004). Além disso, 0
0sso é o material bioldgico que tem a maior falta de liquidos e enzimas, consequentemente,
as células existentes no osso teoricamente sofrem menos com processos de autolise e
provavelmente, ficam mais bem protegidas contra influéncias de diagénese que outros
tecidos (BAUBLIENE; DAUGNORA; MICEKIENE, 2003). Apesar de ser o melhor tecido
para extracdo de DNA post mortem, existem dois obstaculos principais para a recuperacdo do
DNA a partir dos ossos: A degradacdo do material molecular, que diminui a quantidade de
material possivel de amplificacdo, e materiais organicos co-extraidos com o DNA, que
inibem a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (O’ROURKE; HAYES; CARLYLE, 2000).

Dentro das células vivas, a integridade da molécula de DNA é continuamente mantida
através dos processos com enzimas de reparo. Apds a morte do organismo, ndo existe mais o
balanceamento do processo de reparo e danos progressivamente vao se acumulando, até que
o DNA perde a sua integridade (PAABO et al., 2004). Os compartimentos celulares
normalmente se degradam pela invaséo de enzimas catabdlicas e, como consequéncia 0 DNA
é rapidamente degradado por enzimas como as nucleases lisossomais. Adicionalmente, o
DNA sofre uma degeneracdo por microorganismos (bactérias, fungos, protozoérios) que
conseguem desmineralizar 0s 0ssos, produzindo varios tipos de destruicdo histolégica, como
tlneis e perfuracdes, e degradando as macromoléculas existentes (GOODWIN; LINACRE;
HADI, 2007).

Acidos nucléicos gradualmente sio degradados durante o periodo de morte através de
processos de hidrdlise e oxidacdo. A hidrolise acarreta a quebra das pontes N-glicosil entre o
acUcar e as bases na presenca de 4gua. As bases puricas, guanina e adenina, sdo 20 vezes
mais suscetiveis & remocgdo (depurinacdo) do que as pirimidicas, citosina e timina
(depirimidinacéo). J& a oxidagdo é um processo no qual a dgua, derivada de hidroxilas ou
radicais superoxidos, modifica as bases ou distorce a hélice do DNA. Este e outros eventos
degenerativos se acumulam continuamente no periodo post mortem, resultando em sitios

abésicos, modificacdes de base ou aglcar que rapidamente desestabilizam a molécula,
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produzindo quebras na fita e outros tipos de danos degenerativos (O’ROURKE; HAYES;
CARLYLE, 2000).

A degradacéo do DNA pode parti-lo em fragmentos menores, geralmente entre 100 e
500 pb. Quando genotipada, essa amostra apresentard um eletroferograma caracteristico,
representado pela visualizagéo de locos de menor tamanho e uma perda de amplificacdo dos
marcadores de maiores dimensdes (BUTLER, 2005). A degradagdo pressupde a néo
obtencdo de resultados e nunca o aparecimento de um genétipo distinto daquele que
corresponderia & amostra (processo de contaminacéo) (PINHEIRO 2004). O DNA é mais
estdvel do que outros marcadores convencionais, como as proteinas, e, por isso, vem sendo
utilizado, especialmente pela técnica da PCR, proporcionando a obtencdo de bons resultados
(PAABO et al., 2004).

O DNA geralmente é degradado por nucleases enddgenas ap6s a morte do organismo.
Sob condicfes 6timas, como répida dessecacdo, baixas temperaturas ou altas concentragdes
de sais, as nucleases podem ser destruidas ou inativadas antes dos &cidos nucléicos se
reduzirem a mononucleotideos. Estima-se que a molécula teria uma vida longa, se fosse
mantida em um ambiente frio, seco, anoxico e longe de microrganismos (MAROTA,
ROLLO, 2002). Assumindo-se um ambiente hipotético, com concentracdes de sais
fisiologicos, pH neutro e temperatura em torno de 15°C, levaria aproximadamente cerca de
100.000 anos para que danos hidroliticos destruissem todo DNA, sendo que dentro deste
periodo ele ainda poderia ser razoavelmente recuperado (BAUBLIENE; DAUGNORA;
MICEKIENE, 2003). A obtencdo e qualidade do material genético parecem estar
relacionados com a preservacgéo e o0 estado do 0sso, e ndo diretamente correlacionado com a
idade deste, e sim ao ambiente onde esse esta localizado (HOLLAND et al., 2003).

BUCKLETON; TRIGGS; CLAYTON (2005) classificam em quatro as categorias de
decomposicdo cadavérica, segundo o grau de decomposicdo do material bioldgico.

Categoria 1: partes que apresentam relativamente poucos sinais de decomposigao,
onde tecidos moles ndo foram afetados.

Categoria 2: partes que apresentam decomposi¢do parcial, onde os tecidos moles
exibem sinais de putrefagdo em sua superficie.

Categoria 3: partes que apresentam avancado estado de decomposi¢cdo, onde oS
tecidos moles perdem a maioria da sua integridade e vestigios de medula.

Categoria 4: partes que apresentam esqueletizacdo total, pela acdo da microbiota com

destruicdo dos tecidos, restando apenas o esqueleto, cabelos e dentes (3 anos).
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1.2 ESTRUTURA E FORMACAO DO 0SSO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado pela intima
associacdo de fibras protéicas e cristais minerais (TRUEMAN; MARTILL, 2002) (Figura 1).
A fase protéica, formada principalmente de colageno, prové flexibilidade e forma a matriz,
aonde, dentro, os cristais minerais vao se desenvolvendo. A matriz 6ssea € composta por uma
parte organica, principalmente fibras colagenas (35%, representa a flexibilidade do 0sso), e
uma parte inorganica (65%, representa a rigidez e resisténcia do 0sso), aonde 0s ions mais
encontrados séo o fosfato e o célcio que formam cristais de hidroxiapatita. Os cristais de
hidroxiapatita sdo formados por fosfato de célcio cristalino (Ca;o(PO4)s(OH),) e representam
um deposito de 99% do célcio corporal (TRUEMAN; MARTILL, 2002). O célcio e o
colageno sdo os mais importantes inibidores de PCR presentes neste tipo de amostra
(BESSETTI, 2007). A extrema rigidez do tecido 6sseo € resultado da interacdo entre o
componente organico e o componente mineral da matriz (TRUEMAN; MARTILL, 2002).

Molécula de
T2 colageno
0Oss0 esponjoso /
Tz :
/ Fib Fibrila
i Colagena

Lamela Colagenas

Osso compacto \

Osteon Canal de

Z Havers \ e

-1

Cristais de
Hidroxiapatita

H
Microestrutura Nanoestrutura
Macroestrutura Sub-microeestrutura Sub-nanoestrutura

Figura 1. Estrutura do osso, demonstrando que o componente principal da matriz € composto por
fibras colagenas com cristais de hidroxiapatita, que se formam nos espagos entre as fibras. Fonte:
AFARENSIS (2008).
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Observando-se superficialmente um osso serrado, verifica-se que ele é formado por

tecidos sem cavidades visiveis, 0 0sso compacto, e por partes com muitas cavidades
intercomunicantes, 0 0sso esponjoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) (Figuras 2A, B, C,
D).
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a llustragdo tricimensional do tecido dsseo
(0550 esponjoso).

b Ampliacio de a: remodelagdo de uma tra-

Osteoclastos béeula do 0550 esponjoso.

Osteoblastos
ativos

Figura 2A. Corte grosso de um 0sso seco ilustrando o osso cortical compacto e 0 0sso esponjoso.
B. Esquema ilustrativo da composicdo do tecido 6sseo compacto e esponjoso. C. Caracteristica
macroscépica de 0sso em regido posterior a mandibula, mostrando na periferia o tecido compacto e
ao centro o tecido esponjoso. D. Corte transversal realizado em diafise femural demonstrando que a
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regido de tecido compacto é mais resistente, sendo que o tecido esponjoso que se localiza em regides
mais centrais pode ser facilmente removido com a ajuda de um bisturi. Fontes A e B: JUNQUEIRA;
CARNEIRO, (2004). C: Presente Trabalho. D: KAISER et al. (2008).

Ambos os tecidos apresentam o mesmo tipo de célula e de substancia intercelular,
diferindo entre si apenas na disposicdo de seus elementos e na quantidade de espagos
medulares. As células dsseas podem ser de trés tipos: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.
Ndo ha grandes diferencas entre esses tipos, que sdo, na realidade, mudancas da forma de
uma mesma célula, em diferentes estagios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) (Figura 3).

Células Osseas

Coppright© The e P dsplny

Osteo-progenitor
(Celula tronco)

v

Degradacao da matriz
osteoclasto ossea.

Some osteoblasts N,

differentiate into osteocytas.

_ . -
osteoblasto N_,

ostedcito )
Deposicao da matriz ossea

Figura 3. Principais células encontradas nos tecidos 6sseos. Fonte; GARCIA (2008).

Os osteoclastos originam-se pela fusdo de células mononucleares da medula 0ssea,
que em contato com o tecido 6sseo, unem-se para formar os osteoclastos multinucleados com
a funcdo de fazer a reabsorcdo da matriz e a regeneracdo do tecido Gsseo apos fraturas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos sdo células jovens com intensa atividade metabdlica e responsaveis
pela producdo da parte organica da matriz. Sdo encontradas na superficie do 0sso, periésteo
(membrana fina que reveste o 0sso). Durante a formagcdo Gssea, a medida que se da a

calcificacdo da matriz dssea, esta se deposita ao redor do corpo da célula e de seus
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prolongamentos e o0s osteoblastos acabam ficando em lacunas, aprisionados pela matriz
recém sintetizada (Figura 4) , diminuem sua atividade metabdlica e passam a ser ostedcitos,

células adultas que atuam na manutencdo dos componentes quimicos da matriz .

Gsla:::lct.ustn Mesénguima Matriz neoformada
Ostecblasto | Ostedeito | Matriz dssaa {o:ataé%da]

AR R, i
o~
“ -

; 8
.
il

Figura 4. Esquema de ossificagdo intramembranosa: a matriz do 0sso é secretada pelos osteoblastos,
que se localizam na superficie da matriz existente e depositam camadas de osso sobre ela. Alguns dos
osteoblastos permanecem livres na superficie, enquanto outros se tornam gradualmente embutidos na
sua prépria secrecdo. Uma vez aprisionado na matriz dura, a célula original formadora de osso, agora
chamada de ostedcito, ndo tem oportunidade de se dividir embora continue a secretar mais matriz em
pequenas quantidades em torno de si mesma. Fonte;: JUNQUEIRA; CARNEIRO (2004).

Apo6s a morte do individuo, o DNA esta melhor preservado dentro dos grdos de
cristais agregados que ndo se desagregam nem quando a matriz de colageno se degrada
(SALAMON et al., 2005). Dessa forma, as células mais bem protegidas sado os ostedcitos, ja
que estes estdo depositados sob fosfato de calcio, aprisionados em cristais de hidroxiapatita, e
ainda resguardados pela cobertura de colageno produzida por eles mesmos, que foi
solidificada com fosfato de célcio, ficando muito mais protegidos, sendo uma fonte com
DNA melhor conservado que os osteoblastos e osteoclastos que se localizam em uma camada
na superficie do 0sso. O DNA se encontra escasso, na matriz dura e calcificada, requerendo

procedimentos especiais para sua obtencéo e purificagéo.
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1.3 EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE OSSOS

E a etapa mais dificultosa, devido a escassez e degradacdo do material bioldgico
através de contaminacbes por fungos, bactérias, acidos humicos e falvicos e sujeito a
exposicdo da luz solar e intempéries. Os acidos himicos e fulvicos sdo componentes de uma
familia de moléculas abundantes no solo que podem ser co-extraidas com o DNA causando a
inibicdo da reacdo de PCR (BESSETT], 2007; SUTIOVIC; GOJANOVIC; ANDELINOVIC,
2007). Nesta etapa, sio gastos dias ou as vezes, semanas. E esta dificuldade que vai
diferenciar a analise de DNA, realizada em um laboratério de DNA forense, daquelas
desenvolvidas em laboratérios privados, voltadas & investigacdo de paternidade, onde o
material bioldgico utilizado é o sangue em grande quantidade e em O6timo estado de
conservagéo.

Em linhas gerais, o objetivo de qualquer protocolo de extragdo consiste em obter
DNA de alta qualidade, em quantidade suficiente, de forma rapida e eficiente. Geralmente, 0s
protocolos de extracdo de DNA a partir de 0ssos apresentam duas fases: na primeira,
pretende-se quebrar as células e solubilizar o DNA, e na segunda, eliminar, por métodos
enzimaticos e/ou quimicos, as proteinas, 0 RNA e outras macromoléculas.

Antes da etapa de extragdo de DNA, deve-se realizar a limpeza dos 0ssos para
remover da superficie das amostras possiveis contaminantes e o0 excesso de solo. Nesta etapa
podem ser utilizados materiais como amoladores (ANDELINOVIC et al., 2005), bisturi
(BUDIMLUIJA et al.,2003), lixa (HOLLAND et al., 2003; IWAMURA et al., 2005), rapida
irradiacdo por luz ultravioleta (KALMAR et al., 2000; O’ROURKE; HAYES; CARLYLE,
2000), jateamento de Oxido de aluminio (HAGELBERG; CLEGG, 1991), imersdo em
hipoclorito de sodio em diferentes concentracdes (BUDIMLIJA et al.,2003; KEMP, SMITH,
2005) ou etanol 70% (O’ROURKE; HAYES; CARLYLE, 2000) e 100% (IWAMURA et al.,
2005). Consecutivamente, segue-se para 0 processamento do 0sso, que em geral consiste na
reducdo do 0sso em pd, atraves de pulverizagdo mecénica: sonicadores (BUDIMLIJA et al.,
2003), moedores de café (IMAIZUMI et al., 2004), brocas (IWAMURA et al., 2005;
RENNICK; FENTON; FORAN, 2005), almofariz/pistilo (SALAMON et al., 2005; EDSON
et al., 2004), liquidificadores especiais (HOLLAND et al., 2003; NELSON; MELTON,
2007) e aparelhos que utilizam nitrogénio liqguido como o moinho criogénico
(GOTHERSTROM et al; 2002; VALLE, RODRIGUEZ, ESPINOZA, 2004). O objetivo
desta etapa € criar um aumento da superficie da area do 0sso para entrar em contato com 0s

reagentes e enzimas provenientes do tampé&o de extragéo.
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As amostras de ossos também podem ser reduzidas quimicamente, com 0 0SS0 j&
pulverizado, através de um processo de descalcificacdo, para a retirada do célcio da amostra.
Geralmente o agente descalcificador € o &cido tetracético etilenodiamino (EDTA) 0,5M
(HAGELBERG; CLEGG, 1991; IMAIZUMI et al., 2004; ANDELINOVIC, et al., 2005), no
entanto descalcificagbes com é&cido cloridrico (HCI) 0,6M (NICHOLSON, 1998;
GOTHERSTROM, et al; 2002) e com A4&cido tetracético etilenoglicol (EGTA) 0,6M
(VALENTIN, 2007) encontram-se referidas na literatura. Esse processo geralmente dura 72
horas, sendo o agente descalcificante trocado a cada 24 horas (HAGELBERG; CLEGG,
1991; IMAIZUMI et al., 2004; ANDELINOVIC et al., 2005).

Posterior & etapa de descalcificagcdo, segue o processo de extracdo de DNA
propriamente dito, descrito em um grande nimero de procedimentos utilizados pela
comunidade cientifica para extracdo de DNA em 0ssos e uma variedade de reagentes que
podem ser utilizados em cada etapa do processo (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas e funcbes de alguns reagentes utilizados na técnica de extragdo de DNA em
diferentes tipos de amostras. Fonte: SAMBROOK; RUSSEL (2001).

Reagente | Caracteristica | Funcdo
Tris Tampéo biolégico  Estabiliza o pH da solugéo entre 7,0 e 8,0.
Quela os ions magnésio presentes na solucéo
EDTA Agente quelante evitando a agdo de enzimas que degradam o
DNA.
Cloreto de Sodio Sal Em altas concentragdes solubiliza 0 DNA.
Cloreto de Potéssio Sal Equilibra as forcas ionicas da solugao.
Acetato de Sddio Sal Precipita 0 DNA.
Fenol Solvente organico  Desnatura proteinas.
Cloroférmio Solvente organico  Desnatura proteinas.
SDS Detergente aniénico  Solubiliza proteinas e membranas.
Lauril sarcosina Detergente aniénico Inibe hexoquinases e solubiliza proteinas e
membranas.
CTAB Detergente cationico Solubiliza polissacarideos.
Triton X - 100 Detergente Solubiliza proteinas e membranas.
B - Mercaptoetanol Antioxidante Inativa proteinas por reducdo das pontes
dissulfetos.
DTT Antioxidante Reduz os grupos sulfato das proteinas.
Alcool isoamilico Alcool Diminui a formagao de espuma da solucéo.
Polivinil Pirrolidona Detergente Elimina compostos fendlicos que podem inibir
a atividade de enzimas.
Etanol Alcool Precipita &cidos nucléicos.
Isopropanol Alcool Precipita &cidos nucléicos.

RNase Enzima Degrada RNA.
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De modo geral, os métodos de extracdo de 0ssos consistem dos seguintes passos:

a) liberacdo de componentes celulares num tampé&o de lise da membrana (Tris-HCI;
sais como NaCl, MgCl, ou KCI; e EDTA), detergentes e surfactantes (dodecil sulfato de
sodio, brometo de cetiltrimetilamonio, Tween20, Triton-X, Igepal, lauril sarcosina,
isotiocianato de guanidina, entre outros). As enzimas presentes no detergente desestruturam
as moléculas de lipidios presentes nas membranas celulares. O tampdo de extragdo deve
possuir pH entre 8 e 9, desfavoravel & agdo de nucleases. Além disso, uma digestdo através
de uma protease (proteinase-K), durante algumas horas em temperaturas moderadas (40-
60°C) para desnaturar as proteinas que protegem as moléculas de DNA ao longo do
Cromossomo.

b) neutralizacdo de nucleases e oxidagOes por esses detergentes e agentes quelantes
como o EDTA. O EDTA imobiliza cétions de Mg*? que sdo cofatores para vérias
endonucleases. A emulsificacdo da mistura de tampdo e tecido com fenol ou cloroférmio leva
a desnaturacdo das proteinas. A PVP (polivinil pirrolidona), o DTT (Ditiotreitol) e BSA
(albumina sérica bovina), por possuirem efeitos antioxidantes, sdo adicionados para evitar a
oxidacao de polifendis. O agente redutor 2-mercaptoetanol inibe a atividade de peroxidases e
polifenoloxidases.

c) remocdo dos residuos celulares e precipitacdo das proteinas é a principal etapa
no processo de extragdo de DNA. Na comunidade cientifica, 0 método mais utilizado de
desproteinizacdo € realizado através de um tratamento com fenol e cloroférmio, pois esses
solventes organicos desnaturam as proteinas e enzimas, e sdo separadas apds centrifugacéo,
permanecendo na interface entre a fase aquosa (superior) contendo os &cidos nucléicos e a
fase orgénica (inferior). Os grupos hidrofébicos podem romper interacdes intramoleculares
estabilizantes da estrutura da proteina. Um volume elevado de solvente organico reduz a
concentragdo efetiva da &gua, deixando menos moléculas de &gua para hidratacdo da
proteina.

Existem vérias alternativas ao método orgénico descrito na literatura forense. Alguns
protocolos incorporam proteases (proteinase K) para facilitar a separagdo do DNA das
proteinas da cromatina. Outros sugerem que, para maior rendimento nos processos de
extracdo de DNA de 0ssos, recomenda-se seguir protocolos especiais, como a utilizagéo de
meétodos baseados em ligagdo de DNA a silica (TUROSS, 1994). Hoss e Paabo (1993) ainda
demonstraram ser a silica capaz de remover inibidores do DNA extraido de equinos de

25.000 anos de idade. De acordo com Yang et al. (1998), o método de extracdo com silica
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mostrou-se mais eficaz que a purificagdo organica em colunas concentradoras, propiciando a
amplificacdo de locos minissatélites de ossos de 5.000-15.000 anos de idade.

Outro método bastante descrito na literatura envolve a resina chelex, cujo processo de
extracdo se da levando a amostra a 100°C, seguido do resgate do DNA do sobrenadante. A
resina Chelex-100, como método de extracdo de DNA, € anidnica, composta de copolimeros
de divinilbenzeno estireno, contendo pares de ions iminodiacetato que agem quelando grupos
com ions metalicos polivalentes como o magnésio. Como 0 magnésio é cofator para
nucleases, sua remocdo inativa catalisadores na quebra do DNA (WALSH et al., 1991), por
isso previne a degradacdo do DNA em presenca de ions metélicos a altas temperaturas e em
condigdes de baixa forca ibnica (BAREA; PARDINI; GUSHIKEN, 2004).

Outros estudos demonstraram que a combinacdo de acetato de sodio e isopropanol
(CATTANEO, 1997) proporciona resultados melhores na amplificagdo e aumenta em trés
vezes a quantidade de DNA obtido desses materiais em relacdo a técnica de fenol-
cloroférmio. Além disso, existem métodos rapidos, que ndo envolvem solventes organicos ou
vérias enzimas digestivas, utilizando-se uma combinacdo de isopropanol com iodeto de
sodio, testada com 6tima eficiéncia por SASAKI et al. (1997).

Recentemente, foi proposto um método simples e efetivo de extracdo de DNA de
amostras antigas. Esse método é baseado na precipitagdo alcodlica com a adicéo da dextrana
azul (reagente comercializado com o nome de “Dextran Blue”) que, seletivamente e
eficientemente, liga-se ao DNA que se encontra em baixas concentragdes, e € mais eficiente
que outros métodos de extracdo, demonstrando isso em 0ssos humanos de 700 a 1500 anos
atras (KALMAR, 2000).

d) Recuperacdo dos &acidos nucléicos totais por precipitacdo em &lcool (etanol,
isopropanol, butanol). Os &lcoois desidratam a molécula de DNA que expde as cargas
negativas de seus grupos fosfatos. Assim, a precipitacdo alcodlica s6 ocorre mediante a
existéncia de cétions suficientes para neutralizar as cargas repulsoras que foram geradas entre
as cadeias polinucleotidicas. Os sais mais utilizados sdo o acetato de aménia, o cloreto de
litio, o cloreto de sddio e o acetato de sddio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Dessa forma,
quando o sal é adicionado & solucédo, os ions com carga positiva do sal sdo atraidos pelas
cargas negativas do DNA, neutralizando a carga elétrica. Isto permite que as moléculas de
DNA se juntem em vez de se repelirem. A adicdo do alcool em baixas temperaturas precipita
0 DNA, uma vez que este € insollvel em concentracdes elevadas de sal e alcool. O DNA
precipita-se na camada alcodlica enquanto as outras substancias celulares permanecem

dissolvidas na solucdo.
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1.4 MARCADORES GENETICOS DE INTERESSE FORENSE

O genoma humano é constituido de 3 bilhGes de pares de bases, sendo que apenas 2%
dele é codificante. Os 98% restantes constituem DNA néo codificante ao que se atribui entre
outras funcbes desconhecidas, uma funcédo estrutural e reguladora. E é nesta parte do DNA
onde se encontra a maior parte da variabilidade genética entre os individuos, j& que as
mutacgdes ndo estdo submetidas a uma presséo seletiva tdo forte como a que ocorre no DNA
codificante (ESPUNY, 2005).

A variabilidade humana em termos de DNA é enorme. Dois genomas humanos,
escolhidos ao acaso, diferem em, aproximadamente, um a cada 500 nucleotideos, sendo
assim, em virtude do amplo tamanho do genoma humano, isso implica em seis milhGes de
diferencas. Certamente, essa enorme variagdo poderia ser completamente elucidada e
caracterizada se fosse realizado o sequenciamento completo dos dois genomas e estes
comparados (PENA, 2005).

Entretanto, isto ndo é necessario porque a abundéncia de variacéo é tal que a simples
amostragem de um determinado numero de regides varidveis do DNA permite caracterizar
confiavelmente a individualidade humana. As regides escolhidas para a anéalise do DNA séo
aquelas que apresentam maior variacdo individual e facilidade de estudo. Essas regifes sdo
denominadas de marcadores genéticos ou moleculares. Os marcadores moleculares podem
ser utilizados para caracterizar o DNA de um individuo em um padrdo ou perfil de
fragmentos que lhe é particular. Neste caso, sdo utilizados marcadores polimorficos, cujos
alelos sdo definidos como variages na sequéncia genética que ocorrem na populagdo com
uma frequéncia igual ou superior a 1% (SHASTRY, 2002).

A variacdo existente no DNA se d& de duas formas principais. Uma variabilidade
correspondente ao tamanho de fragmentos repetidos em tandem, que perfaz quase metade da
constituicdo do DNA ndo codificante, constituida por uma determinada sequéncia que se
repete uma ao lado da outra, variadas vezes. Dependendo do tamanho da unidade de
repeticdo, estas sequéncias podem ser denominadas de DNA satélite (unidade de repeticéo
entre 100 e 10.000 nucleotideos), DNA minissatélite (unidade de repeticdo entre 10 e 100
nucleotideos) e DNA microssatélites ou STR (cuja unidade de repeticdo contém de 2 a 9
nucleotideos) (BUTLER, 2005) (Figura 5a).

Como visto, além da variabilidade de tamanho existente no DNA, h& uma

variabilidade de sequéncia, sendo esta a forma mais frequente de variacdo, onde ocorre a
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substituicdo de um unico nucleotideo por outro, denominado, polimorfismo de nucleotideo
Unico (SNP) (Figura 5b). Os SNPs sdo mais comuns do que qualquer outro tipo de
polimorfismo e ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente 1 em 1000 pares de bases

em todo o genoma (SHASTRY, 2002).

(a) wariahilidade de tamanho de fragmentos repetidos (microssatélite)

------- (AATG)(AATG)(AATG) ----—--

3 repetigies

—mmmm=- (AATQ)AAT Q) -------

Z repeticies

(b) variabilidade de Sequéncia (SNP)

Figura 5. Comparagdo entre a variabilidade de tamanho do DNA (a. representada pelos
microssatélites) e a variabilidade de sequéncia do DNA (b. representados pelos SNPs). Fonte:
BUTLER (2005).

O primeiro polimorfismo de um Unico nucleotideo foi detectado nos anos 60, através
do advento de enzimas de restricdo com capacidade de produzir clivagens em sequéncias
especificas do DNA. A amplitude desta ferramenta foi sensacional, sendo possivel
fragmentar o DNA de forma reprodutivel possibilitando inferir diferencas e trechos na
sequéncia de DNA. Os polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), e as
metodologias congéneres permitiram identificar diferencas individuais nos genomas, com
diversas aplicagfes (THE FUTURE OF FORENSIC DNA TESTING, 2008).

Na década de 80, os primeiros dados sobre marcadores genéticos utilizados na
genética forense foram publicados sobre o uso de fragmentos de DNA minissatélites,
também chamados VNTRs (nimero variavel de repeticbes em tandem) que seriam utilizados
como ferramentas de identificacdo individual Os VNTRs sdo regides do DNA altamente
polimorficas que, quando estudadas em conjunto, podem formar um perfil genético Unico
para um individuo (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985 ).

Durante a década 1985-1995, uma técnica revolucionaria e inovadora comegou a se
tornar mais extensamente usada em Biologia Molecular, tornando-se quase universal. A
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi concebida por Kary Mullis em meados
da década de 80. A maior aplicacdo desta metodologia foi a amplificacdo de uma

determinada sequéncia do DNA sem a necessidade do uso das tradicionais técnicas de
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clonagem molecular. Uma simples copia de uma sequéncia especifica dentro de um genoma
pode ser amplificada para alguns microgramas, partindo-se de quantidades minimas, como
picogramas de DNA total. 1sso tornou ser possivel detectar e analisar pequenas quantidades
de DNA deixadas em uma cena de crime ou em amostras bioldgicas ja degradadas pelo
tempo (THE FUTURE OF FORENSIC DNA TESTING, 2008). Consequentemente, novas
sequéncias com caracteristicas similares aos VNTRs, porém de tamanho menor e com cerne
de repeticho mais curto, foram descobertas. Estas sequéncias foram denominadas de
microssatélites ou STRs (sequéncias curtas de repeticdes em tandem) (JOBLING; GILL,
2004).

.5 VANTAGENS DOS LOCOS STRs SOBRE OUTROS MARCADORES
GENETICOS

Em relacdo ao uso dos microssatélites (STRs) nos estudos de vinculo genético,
algumas vantagens em relacdo as VNTRs podem ser citadas, incluindo a rapidez e a
facilidade da técnica, a pouca concentragdo de DNA requerida para o teste (0.1ng a 1ng), a
possibilidade de estudar um maior nimero de locos numa Unica mistura de reagdo (PCR
multiplex) obtendo um nivel de discriminacdo excelente e a dtima reprodutibilidade
(BUTLER, 2005).

Dada a baixa qualidade e & exiguidade das amostras biol6gicas que rotineiramente
aportam em um laboratério de DNA forense, a metodologia preferencialmente aplicada é
baseada na anélise de STR. A exposi¢do ao ambiente (umidade, tipo de solo, radiacdo solar,
agentes quimicos) degrada as moléculas de DNA, fragmentando-as em pequenos pedacos
(CAPELLI; TSCHENTSCHER; PASCALLI, 2003). Neste caso, a analise de regides VNTR
em DNA degradado torna-se bastante comprometida. Devido ao curto tamanho, as regides
STR podem ser analisadas com maior chance de sucesso j& que as modificagdes sofridas
pelos tecidos em degradagdo ndo afetam a estabilidade destes marcadores, sendo isso crucial
para a seguranca e confiabilidade destas analises (ROEPER, REICHERT, MATTERN;
2007).

Em relagdo aos SNPs, a principal vantagem dos marcadores microssatélites é devido a
grande variabilidade que este tipo de marcador exibe. Geralmente um loco do tipo SNP é
bialélico, podendo conter trés ou no maximo até quatro alelos, sendo um problema para

analises de mistura em um caso forense. O pequeno nimero de alelos acarreta também um
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pequeno poder de discriminacgdo, sendo necessario um vasto nimero de locos existentes a
serem analisados. Ja os marcadores microssatélites variam em um loco numa quantidade de 7
a 30 alelos em funcdo do numero em que a unidade de repeticdo é encontrada ao longo
daquela regido do DNA, obtendo dessa forma um grande poder discriminatdrio por loco.

Os fatores responsaveis pela popularizagdo dos STRs como sistemas de escolha em
casos de paternidade ou identificacdo de individuos no contexto forense sdo: a sua
abundancia no genoma humano, o seu elevado grau de polimorfismo, a possibilidade de
estudar vérios microssatélites em uma Unica reacdo (multiplex) e o desenvolvimento de
plataformas para analise automatizada. Tais aspectos proporcionam o aumento do poder de
discriminacéo e a diminuicdo do tempo de analise, bem como das quantidades de DNA e de
reagentes utilizados (PINHEIRO, 2004).

1.6 ANALISE GENETICA ATRAVES DOS MARCADORES STRs

A anélise de DNA ndo identifica um Unico individuo, mas sim fornece a
probabilidade, estatisticamente comprovada de sua inclusdo. A analise estatistica em casos
forenses é realizada para determinar a frequéncia de ocorréncia do perfil obtido, que
representa o nimero de vezes que um determinado perfil ocorre na populagéo. A frequéncia
com que cada alelo ocorre na populacéo € determinada previamente por uma amostragem da
populacdo de estudo e armazenada em um banco de dados (PINHEIRO, 2004).

Atualmente existem milhares de locos STRs identificados e se calcula que no genoma
humano exista um STR a cada 10.000 pares de bases (ESPUNY, 2005), fornecendo uma
variedade para a escolha dos locos para testes de identificagdo. Os primeiros relatos da
utilizacdo da PCR para estudos de microssatélites em andlises forenses, foram realizadas com
unidades de repeticdo com apenas dois nucleotideos [(CA)n], por TAUTZ et al. (1989) na
Alemanha e por Weber e May (1989) e Litt e Luty (1989) nos Estados Unidos. Ficou
evidente que esses microssatélites escolhidos exibiam dificuldades de tipagem, pela
proximidade dos diferentes alelos (apenas dois pares de base de diferenca) e pelo fato que na
PCR eram consistentemente geradas pequenas “bandas fantasma” por causa do deslizamento
das fitas do DNA durante a sintese (PENA, 2005).

Ambos os problemas podiam ser solucionados pelo uso de microssatélites com
unidades de repeticbes maiores, especialmente de quatro nucleotideos. Os primeiros sucessos

foram de Yandell e Dryja (1989) com um microssatélite de repeticdo (CTTT)n e, em 1990,
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por Peake et al. com um microssatélite no gene do fator de von Willebrandt (Figura 6). Com
o0 aperfeicoamento desta técnica para um grande niimero de locos de tetranucleotideos, estes
passaram a ser comumente usados com finalidade forense, apresentando vantagem frente
aqueles com repeticbes menores, j4 que possuem uma melhor resolucdo entre alelos de
tamanho préximo em individuos heterozigotos, além de uma redugdo na formacéo de bandas
do tipo “stutter” (BUTLER, 2005).

VWA GenBank Sequence
{Accassion M2585E)

COCTAGTEEA TEATAAGAAT AATCASTATE TEACTTEAT

FEATCACCT ACTATTCTTA TTASTCATAC ACTEAACCTA
1 2 A 4 5 & 7 k| )

g1 TSATCTATCT GICTGTCTGT CTGTCTATCT ATCTATCTAT
ACTAGATAGA CAGACAGACA GACAGATAGLE TAGATAGATA
14 alh; 12 13 14 15 16 17 18 149

g1 CTATCTATCT ATCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT
GATAGATAGA TAGATAGATA GATAGATAGA TAGATAGGETA
24

B TCCATCC ATCCTATGTA TTTATCATCT GTCC

lElGATAGGTAGG TASZATACAT AAATAGTAGA CASS

FIGURA 6. Sequéncia do loco VWA (von Willebrandt). As chaves indicam as repeticdes em

tandem do loco. Fonte: Instituto Nacional de PadrGes e Tecnologia (NIST) (2007).

Estes marcadores fazem parte de varias pesquisas por todo o mundo e os resultados
geram um rico banco de dados sobre populacdes de diferentes continentes. Suas sequéncias
sdo amplamente conhecidas e disponiveis em alguns bancos de dados na Internet como pode
ser encontrado no Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST).

Para que haja um intercAmbio e comparacdo de resultados efetivos e distintos, é
necessaria a utilizacdo de uma série de marcadores genéticos comuns, existindo-se critérios
na selecdo dos marcadores STRs a serem aplicados na identificagdo humana: devem possuir
um alto poder de discriminagdo, alta frequéncia de heterozigosidade, localizagdo em distintos
cromossomos para evitar a ligacdo entre marcadores, reprodutibilidade em reages multiplex,
baixa taxa de mutagdo e tamanho entre 90 e 500 pares de bases (GILL; BUCKLETON,
2005).

Atualmente os marcadores mais utilizados mundialmente sdo os 13 STRs

autossdomicos integrados ao sistema CODIS (Combined DNA Index System) estabelecido em
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1997 pelo Federal Bureau of Investigation (FBI) para a criagdo de um banco de dados

nacional (Figura 7, Tabela 2).
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1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12
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Figura 7. Distribuicdo dos 13 locos pollmorflcos e mais dois para determinagdo do sexo

recomendados pelo Federal Bureau of Investigation e sua posi¢do no cromossomo. Fonte: NIST

(2007).

Tabela 2. Os 13 STRs autossdmicos integrados ao sistema CODIS, com suas respectivas sequéncias

repetitivas e variagdes alélicas. Fonte: BUTLER (2006).

Loco | Unidade de Repeticio | Variagdo Alélica | Nimero de alelos existentes
D8S1179 [TCTA] [TCTG] 7-20 15
D21511 [TCTA] [TCTG] 12412 89
D75820 GATA 5-16 30
CSF1PO TAGA 5-16 20
D351358 [TCTG] [TCTA] 8- 21 25
THO1 TCAT 3-14 20
D13S317 TATC 5-16 17
D16S539 GATA 5-16 19
VWA [TCTG] [TCTA] 10-25 29
TPOX GAAT 4-16 15
D18S51 AGAA 7-39.2 51
D5S818 AGAT 7-18 15

FGA CTTT 12.2-51.2 80
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A probabilidade de coincidéncia ao acaso entre individuos ndo relacionados, mediante
a analise destes 13 marcadores estabelecidos no CODIS, é superior a um em um trilhdo (THE
FUTURE OF FORENSIC DNA TESTING, 2000). Atualmente existe uma grande quantidade
de conjuntos comerciais que permitem o estudo dos STRs indicados pelo CODIS, o que
favorece uma maior padronizagdo em relagdo ao sistema de justica e um maior intercambio
entre os laboratorios de genética forense existentes nas diferentes partes do mundo.

Para se ter um uso correto e uma melhor interpretacéo dos resultados das analises dos
marcadores STRs na Genética Forense, é necesséria a existéncia de um banco de dados de
frequéncias alélicas para a populacdo onde os sistemas serdo utilizados. No caso deste
trabalho, informagBes genéticas obtidas a partir do DNA extraido de restos mortais (0Ssos -
amostra questionada) devem ser comparadas com informagBes genéticas obtidas a partir do
DNA doado pelos parentes da pessoa desaparecida (amostra referéncia) em meio a um banco
de dados destes marcadores STR cujas frequéncias dos alelos em cada loco STR devem ser
conhecidas na populacdo para que haja a probabilidade de se calcular a combinacgéo

genotipica do perfil STR obtido na amostra questionada (Figura 8).
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Figura 8. Dois passos cruciais na analise genética de amostras post mortem. Primeiro passo, sucesso
na extragdo do DNA de osso com consequente amplificacdo dos locos marcadores. Segundo,
comparacao dos perfis genéticos da amostra questionada e amostra referéncia com um banco de
dados genéticos que deve ser prdprio de cada populacdo. Fonte: UFAL (2008).
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Il. JUSTIFICATIVA

E indiscutivel o valor da identificagdo humana post mortem. As relagdes sociais,
exigéncias civis, administrativas, comerciais e penais reclamam essa forma de
reconhecimento (FRANCA, 2001). Quando impressdes digitais, exames de arcos dentérios e
exames antropométricos ja estabelecidos sdo invidveis de serem realizados em uma
identificacdo humana devido & decomposicdo, fragmentag&o, incineracdo ou inexisténcia de
dados comparativos antemortem; a analise de DNA se faz necessaria.

Aproximadamente 30 casos envolvendo ossadas de cadaveres sdo encaminhados ao
Laboratorio de Genética Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP-SC)
por ano para identificagdo através do DNA. Esta quantidade de cadaveres necessita de
analises moleculares eficazes para sua identificacdo tanto no &mbito legal, pois na auséncia
de uma identificagdo positiva ndo existe a imputagdo do crime quando o caso for de
homicidio, como no ambito familiar, dado que familiares das vitimas aguardam uma
resolucdo dos casos em que seus aparentados estiveram envolvidos. Além disso, no
Laboratdrio de Genética Forense do IGP-SC, atualmente, ha a necessidade de identificar
ossadas anteriormente armazenadas, devido a uma demanda reprimida de casos para anélise
através do DNA anteriores ao ano de sua criagdo. Observa-se, portanto, a necessidade de
acesso a uma tecnologia de obtencdo de DNA para estudos forenses, que seja além de eficaz,
econdmica e rapida, no intuito de auxiliar e agilizar a resolucéo das pendéncias, bem como
atender a crescente demanda do laboratério.

ExtracBes de DNA em tecidos 6sseos sdo de grande importancia na identificacdo
humana post mortem, mas sdo particularmente dificeis e possuem vérios problemas
metodoldgicos, sendo que os protocolos frequentemente empregados, especialmente
utilizando a técnica de fenol-cloroférmio, nem sempre sdo satisfatérios (CATTANEO et al.,
1995).

Como os marcadores moleculares STR sdo atualmente os mais utilizados nas analises
forenses, ha necessidade da implementacdo de um banco de dados de frequéncias alélicas
para estes locos na populagdo do estado de Santa Catarina. J& que a comparagdo dos perfis
genéticos da amostra questionada e amostra referéncia com um banco de freqliéncias alélicas

da populacdo em estudo permite resultados estatisticos mais configveis.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Os resultados oriundos deste trabalho visaram atender aos interesses do Convénio de
Cooperacao entre o Laboratério de Polimorfismos Genéticos da Universidade Federal de
Santa Catarina e 0 Laboratorio de Genética Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa
Catarina, com o objetivo de desenvolver conhecimento que atenda as necessidades de avango

na linha de investigacdo da Genética Forense.

111.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver metodologias que possibilitem a tipagem fidedigna de regides
polimoérficas de DNA extraidos de tecidos duros (0ssos) post mortem, objetivando a
diminuicdo de custos e tempo de execugdo, propondo uma metodologia padrdo para a

identificagdo em 0ssos humanos.

- Avaliar diferentes métodos de extracdo de DNA em fragmentos 0sseos de
cadveres, bem como analisar a quantidade e a qualidade do DNA extraido, de modo a
determinar os melhores procedimentos para serem utilizados na rotina do Laboratorio de

Genética Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina.

- Construgdo de um banco de dados de frequéncias alélicas de regides polimorficas
do tipo STR, através da tipagem de mais de 400 individuos ndo relacionados da populacdo do

estado de Santa Catarina.

- Estimar as frequéncias alélicas dos 13 locos STRs que integram o sistema CODIS
na populacdo de Santa Catarina, avaliando pardmetros estatisticos de interesse forense

relacionados aos exames de identificagdo nestes marcadores.

- Avaliar o equilibrio genotipico, postulado pela lei de Hardy-Weinberg, e comparar
as frequéncias alélicas obtidas com dados de populacdes de outras regides do Brasil, com a

finalidade de verificar se ha diferencas significativas entre elas.
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IV. MATERIAIS E METODOS

A pericia médico-legal no &mbito da Genética Forense, seja investigacdo de filiacéo,
criminalistica biolégica ou identificacdo, desenrola-se em duas fases: analise laboratorial e
analise bioestatistica dos resultados.

Neste trabalho a analise laboratorial foi realizada em 19 o0ssos de sete individuos.

Para se realizar a andlise bioestatistica em qualquer investigacdo envolvendo Genética
Forense, deve se estudar os marcadores genéticos a usar, na populacéo relacionada, no nosso

caso, na populagéo catarinense.

IV.1 ANALISE LABORATORIAL POST MORTEM ATRAVES DE OSSOS

As amostras biol6gicas dos tecidos 6sseos foram fornecidas pelo IGP-SC. Todo o
trabalho utilizando esse material obedeceu as normativas determinadas pela PORTARIA N°.
504/GABS/SSP de 01 de Agosto de 2006 (SANTA CATARINA, 2006) e pelo parecer
consubstanciado do projeto 105/02 aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Santa Catarina.

Os 19 ossos analisados (Tabela 3) fazem parte da rotina do laboratério de Genética

Forense do IGP-SC e compreendem casos recebidos durante os anos de 2005 e 2006.

Tabela 3. Classificagdo das amostras disponibilizadas pelo IGP-SC para o presente estudo. Os 19
0ss0s sdo pertencentes a sete individuos diferentes (amostras). De cada amostra foi coletado o minimo

de 1 osso e maximo de 10 0ss0s (sub-amostras). (continua)

Amostras Sub-amostras Estado de Degradacéao Local em que se
(BUCKLETON; TRIGGS; encontrou a peca

CLAYTON, 2005). Ossea

Amostral Ulna Categoria 3: Avancado estado  Sobre a terra, proximo
de decomposicao a rodovia

Amostra2 Mandibula Categoria 4: Esqueletizado Exumacéo

Fémur
Amostra3 Clavicula Categoria 4: Esqueletizado Mangue

Vértebra (axis)
Rédio

Amostra4  Fémur Categoria 4: Esqueletizado Exumacéo
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Tabela 3. Classificagdo das amostras disponibilizadas pelo IGP-SC para o presente estudo. Os 19
0ss0s sdo pertencentes a sete individuos diferentes (amostras). De cada amostra foi coletado o minimo
de 1 0sso e méximo de 10 0ssos (sub-amostras).

(conclusdo)

Amostras Sub-amostras

Estado de Degradacéao
(BUCKLETON; TRIGGS;
CLAYTON, 2005).

Local em que se
encontrou a peca
Ossea

Amostra5 Costela
Cranio (frontal)
ilio
Isquio e Pdbis
Umero
Rédio
Tibia
Fibula
Escapula
Ulna

Amostra6 Tarso e Metatarso

Amostra7 Sacro

Categoria 2: Decomposigao
parcial

Categoria 4: Esqueletizado

Sobre a terra, coberto
por matéria orgénica
(folhas e grama),

ambiente imido (mata).

Ambiente marinho

Sobre a terra, proximo
a rodovia

IV.1.1 RECUPERACAO E LIMPEZA DO MATERIAL BIOLOGICO

Estes ossos foram processados em cabina de fluxo laminar vertical, e de cada sub-

amostra obteve-se dez fragmentos cortados através de uma serra manual (Figura 9). Foram

processados (limpeza) e pulverizados antes da etapa de extragdo, exceto um pedago de cada

sub-amostra que permaneceu em fragmento para uma técnica especial de extragdo em 0sso

nao pulverizado.
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Figura 9. Corte em regido mandibular com o auxilio de serra manual, mostrando o tecido 6sseo
esponjoso (ao centro) e tecido désseo compacto (nas extremidades ja lixadas). Fonte: Presente
trabalho.

Antes da etapa de pulverizacdo da amostra, as superficies externas (parte externa do
0ss0) e internas (substancia 6ssea esponjosa) dos 0ssos sao retiradas através de raspagem por

lixa de papel e bisturi para remover e excluir contaminagdes (Figura 10).

Figura 10. Fragmento de 0sso obtido a partir de uma ulna (amostra 1), processado e limpo. Retira-se
ao maximo a quantidade de tecido 6sseo esponjoso, ficando apenas o tecido 6sseo compacto, onde o
DNA esta mais bem preservado. Fonte: Presente trabalho.
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IV.1.2 PULVERIZACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Os fragmentos de cada osso foram pulverizados por golpes e resfriamento com
nitrogénio liquido no aparelho Moinho Criogénico, Modelo MA-775 (Marconi equipamentos
para laboratdrios). O equipamento realiza moagens a temperaturas criogénicas, de modo a
impedir a elevacdo de temperatura dos materiais durante o processo, evitando desta forma,
alteracOes nas caracteristicas do material biologico.

Os cilindros de policarbonato utilizados para pulverizar as amostras (Figura 18A)
foram previamente autoclavados e irradiados com luz ultravioleta, seguido pelo acréscimo de
pequenos fragmentos 6sseos juntamente com a barra moedora que pulveriza 0s 0sso0s. Ap6s 0
acondicionamento dos cilindros no moinho criogénico, foi utilizado o seguinte programa:
15min de pré-resfriamento, e quatro ciclos de pulverizacdo a 10Hz/seg durante 3min. Cada
ciclo de pulverizacdo foi intercalado por 1min de resfriamento da amostra, sendo cada sub-
amostra pulverizada separadamente. A partir da obtengdo do material 6sseo pulverizado, este

foi fracionado em aliquotas de 360mg+10mg em microtubos de 2ml.

IV.1.3 DESCALCIFICACAO VS. NAO DESCALCIFICACAO DO MATERIAL
PULVERIZADO

Para cada método de extracdo, foram separadas de cada sub-amostra, trés aliquotas de
0sso pulverizado (360mg+10mg cada), para dois tratamentos de descalcificagcdo antes do
inicio da etapa de extragdo do DNA.

Dessa forma, uma aliquota recebeu um tratamento com adicdo de EDTA a 0,5M, a
segunda aliquota recebeu um tratamento contendo EGTA a 05M como agente
descalcificante. A terceira aliquota ndo recebeu nenhum tipo de reagente com a finalidade de
descalcificacdo do material, ficando dessa forma conservada no freezer até a etapa de
extracdo de DNA, servindo como tratamento testemunha (controle), para se avaliar a

eficiéncia da descalcificagéo.
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IV.14 PROCEDIMENTO DE DESCALCIFICACAO DO MATERIAL
PULVERIZADO

Nas aliquotas destinadas a descalcificagdo, foram adicionados nos respectivos tubos,
EDTA a0,5M e EGTA a 0,5M ambos em pH 8,0, até completar o volume de 2ml e a amostra
ficou incubada sob agitagcdo durante 72h. A cada 24h a solucdo descalcificante era trocada
ap0ds precipitacdo do material 6sseo pulverizado com centrifugacéo a 600xg por 5min. Apos
as 72h, com a Gltima remogéo do agente descalcificante, 0 material 6sseo pulverizado foi
lavado trés vezes com A&gua ultra pura-estéril nas mesmas condi¢bes de centrifugacéo
descritas anteriormente (HAGELBERG; CLEGG, 1991).

IV.1.5 EXTRACAO E PURIFICACAO DO MATERIAL GENOMICO EM
OSSOS PULVERIZADOS.

Para as aliquotas de ossos pulverizados foram testados oito protocolos diferentes,
incluindo-se o método de extragdo atualmente utilizado pelo IGP-SC nos procedimentos de
extracdo de DNA em o0ssos. Os protocolos de cada método de extracdo empregados no

presente trabalho seguem abaixo:

Método | - Protocolo de extracdo com Fenol-Cloroférmio-Microcon (FEDERAL
BUREAL OF INVESTIGATION 1996 modificado pelo Protocolo de Granada),

utilizado atualmente pelo IGP-SC, na extracdo de DNA em 0Ss0s.

1. 360mg do material 6sseo pulverizado sdo incubados em um microtubo contendo
600ul de tampéo de extracdo pH 7,5 (10mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 10mM EDTA,
SDS a 2%), 24ul de proteinase-K e 48ul de DTT.

2. Homogeneizar bem. Incubar a 56°C, por 2h e adicionar mais 20ul de proteinase-K.
Incubar 12h a 56°C.

3. Adicionar 600ul de fenol-cloroférmio-IAA (se necessério, dividir o volume em 2
tubos) e homogeneizar até a formagdo de uma emulsao leitosa.

4. Centrifugar por 7min a 9.700xg.



10.
11.

12.
13.
14.
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Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtubo.

Passar a fase aquosa para o tubo MicroconTM-100 contendo 100ul de &gua ultra
pura.

Centrifugar a 500xg até que o volume tenha sido filtrado.

Descartar o liquido filtrado e adicionar 500ul de agua ultra-pura na membrana.
Centrifugar novamente a 500xg até que todo volume seja filtrado.

Repetir passos 8 e 9.

Adicionar 50uL de &gua estéril (a temperatura ambiente) ou de T.E no MicroconTM-
100 e pipetar varias vezes, tendo o cuidado de ndo romper a membrana.

Inverter o MicroconTM-100 em um tubo novo e centrifugar por 7min a 1.000xg.
Incubar 95°C por 10min.

DNA extraido, armazenar a —20°C.

Método Il - Protocolo de extracdo com Fenol-Cloroférmio e precipitacdo

alcoolica (SAMBROOK: RUSSEL, 2001).

1.

10.

360mg do material 6sseo pulverizado s&o incubados em um microtubo contendo
600ul de tampéo de extragdo pH 7.5 (10mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 10mM EDTA,
SDS a 2%), 24l de proteinase-K e 48ul de DTT.

Homogeneizar bem. Incubar 56°C, por 12h e adicionar 24l de proteinase-K, 2h antes
de reiniciar a extracao.

Adicionar 600ul de fenol-cloroformio-IAA (se necessério, dividir o volume em 2
tubos) e homogeneizar até a formagdo de uma emulsao leitosa.

Centrifugar por 7min a 9.700xg.

Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtubo.

Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar a mesma quantidade de
cloroférmio a cada amostra e homogeneizar por 15seg.

Centrifugar por 7min a 9.700xg.

Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtubo, cuidando para néo
interagir com a interface (camada de proteinas entre as fases da solucéo).

Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar 1/10 ou 10% do volume
transferido de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e isopropanol bem gelado na mesma
quantidade em que foi estimado o volume do sobrenadante transferido.

Misturar bem devagar, invertendo o microtubo manualmente durante 90seg.
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11. Deixar as amostras em repouso no freezer a -20°C (pelo menos 2h) ou a -80°C
(30min).

Centrifugar por 10min a velocidade maxima, a 0°C .

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Remover o &lcool (sobrenadante).

Lavar o precipitado com 350l de etanol 70%.

Deslocar o precipitado do fundo do microtubo e homogeneizar durante 15 seg.

Centrifugar por 2min a velocidade méaxima, a 4°C.
Repetir os passos 13, 14, 15, 16.

Remover o &lcool (sobrenadante) e deixar o microtubo com a tampa aberta no banho

seco a 70°C, para eliminar os residuos de alcool (em torno de 20min).

Ressolubilizar as amostras em 60ul de T.E, deixar as amostras atingirem a

temperatura ambiente e armazenar a -20°C.

Método 111 - Protocolo de extracdo com Acetato de Sédio (CATTANEOQO et al., 1995).

1.

360mg do material 6sseo pulverizado sdo incubados em um tubo conico de 10ml,
contendo 2ml de solugdo tampédo (10mM Tris-HCI (pH 7.6), 10mM Na,EDTA,
50mM NaCl) com adi¢do de 25ul de proteinase-K (20mg/ml) e 50ul de SDS a
10%, durante 12h a 42°C.

Adicionar 1ml de acetato de sddio saturado (5M) ao tubo e homogeneizar
manualmente por 30seg e centrifugar a 4.000xg por 10min.

Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um novo tubo conico de 10ml e
adicionar 4ml de isopropanol a 100% e homogeneizar por 10min, seguido de
centrifugacéo de 4.000xg por 10min.

Descartar o sobrenadante, e suspender o precipitado (coloragdo amarelada) em
250ul de etanol 70% .

Transferir a solu¢do para um novo microtubo e centrifugar a velocidade méaxima
por 10min.

Remover o &lcool (sobrenadante) e deixar o microtubo com a tampa aberta no
banho seco a 70°C para eliminar os residuos de &lcool (em torno de 20min).
Ressolubilizar as amostras em 60ul de T.E, deixando as amostras atingirem a

temperatura ambiente e armazenar a -20°C.
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Método IV - Protocolo de extracdo com Silica (Modificado de ROHLAND:;

HOFREITER, 2007).

10.
11.
12.

13.

360mg do material 6sseo pulverizado foram incubados em um microtubo contendo
1ml de DNAzol, 24l de proteinase-K (20mg/ml) e 1,3% TRITON-X,
Homogeneizar e incubar a 56°C por 12h.

Centrifugar a 6.000xg por 5min.

Transferir o sobrenadante para um tamp&o de ligagdo contendo 5M de NaCl
(50mM), Tris-HCI (pH=8,0) e 40ul de suspensdo de silica preparada conforme
(BOMM et al.,1990).

Incubar por 1h sobre agitagdo em temperatura ambiente.

Homogeneizar e centrifugar em velocidade maxima por 1min.

Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado em 5M de NaCl, 50mM Tris-HCI
(pH=8,0).

Homogeneizar, centrifugar em velocidade méaxima por 1min e descartar
sobrenadante.
Lavar o precipitado em solugdo contendo etanol gelado a 50%, 0,1M NaCl, 1mM

EDTA (pH=8,0), 10mM Tris-HCI (pH=8.0). Homogeneizar e centrifugar a
velocidade méxima por 1min e descartar sobrenadante.

Repetir passo 9.

Deixar 0 microtubo com a tampa aberta no banho seco a 56°C por 15min secando.
Ressuspender o precipitado em 50ul de T.E, homogeneizar e incubar no banho
seco por 15min a 56°C.

Recolher o sobrenadante evitando o precipitado de silica ainda restante e armazenar
em novo tubo, deixando as amostras atingirem a temperatura ambiente e

armazenando a -20°C

Método V - Protocolo de extracdo com Silica. Método 2C de Rohland e Hofreiter (2007).

360mg de material 6sseo pulverizado séo incubados em um microtubo contendo
1,5ml de tampé&o de extracdo (0,45M EDTA pH=8,0, 1,3% TRITON-X, 1% PVP,
50mM &cido nitrobenzoico e 24l de proteinase-K a 20mg/ml).

Homogeneizar e incubar a 37°C por 12h.

Centrifugar a 6.000xg por 5minutos.
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4. Transferir o sobrenadante para um tampdo de ligacdo contendo 5M de NacCl, e 40ul
de suspensdo de silica preparada conforme (BOMM et al.,1990) e incubar por 1h
sobre agitagdo em temperatura ambiente.

5. Homogeneizar e centrifugar a velocidade maxima por 1min.

6. Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado novamente em 5M de NaCl.

7. Homogeneizar, centrifugar a velocidade méxima por 1min e descartar o
sobrenadante.

8. Lavar o precipitado em solucdo contendo etanol gelado a 50%, 0,1M NaCl, 1mM
EDTA (pH=8,0), 10mM Tris-HCI (pH=8.0).

9. Homogeneizar, centrifugar a velocidade méxima por 1min e descartar sobrenadante.

10. Repetir passos 8 e 9.

11. Deixar o microtubo com a tampa aberta no banho seco a 56°C por 15 min secando.

12. Ressuspender o precipitado em 50ul de T.E, homogeneizar e incubar no banho seco
por 15min a 56°C.

13. Recolher o sobrenadante evitando o precipitado de silica ainda restante e armazenar
em novo tubo, deixando as amostras atingirem a temperatura ambiente e armazenar
a-20°C.

Método V1 - Protocolo de extracdo com Silica. Método 2A de Rohland e Hofreiter (2007).

1. 360mg do material 6sseo pulverizado sdo incubados em um microtubo contendo
15ml de tampéo de extracdo (0,45M EDTA pH=8,0,1% Tween 20, 50mM
mercaptoetanol e 24ul de proteinase-K a 20mg/ml).

2. Homogeneizar e incubar a 60°C por 3h.

3. Centrifugar a 6.000xg por 5min.

4. Transferir o sobrenadante para um tampédo de ligacdo contendo 6M de lodeto de
Sadio e 40ul de suspensdo de silica preparada conforme (BOMM et al.,1990) e
incubar por 1 h sobre agitacdo em temperatura ambiente.

5. Homogeneizar, centrifugar a velocidade maxima por 1 min e descartar o sobrenadante

6. Lavar o precipitado com 6M de Nal. Homogeneizar, centrifugar a velocidade méaxima

por 1min e descartar o sobrenadante.



10.

11.

53

Lavar o precipitado em solucdo contendo etanol gelado a 50%, 0,1M NaCl, 1mM
EDTA (pH=8,0), 10mM Tris-HCI (pH=8.0), Homogeneizar, centrifugar a velocidade
maxima por 1 min e descartar o sobrenadante.

Repetir passo 7.

Deixar o microtubo com a tampa aberta no banho seco a 56°C por 15 min secando.
Ressuspender o precipitado em 50ul de T.E, homogeneizar e incubar no banho seco
por 15min a 56°C.

Recolher o sobrenadante evitando o precipitado de silica ainda restante e armazenar
em novo tubo, deixando as amostras atingirem a temperatura ambiente e armazenar a
-20°C

Método VII - Protocolo de extracdo com Dextran Blue (KALMAR et al., 2000).

360mg do material 6sseo pulverizado séo incubados em um microtubo contendo 1ml
de tampdo de extracdo (0,1M EDTA pH=8,0, 0,5% Sarcosina-Na e 25ul de
proteinase-K a 20mg/ml).

Homogeneizar e incubar a 37°C por 12h.

Centrifugar a 14.000xg por 10min.

Transferir 350ul do sobrenadante a um novo microtubo e adicionar 3,5ul de Dextran
Blue (1ug/ul), mais 350l de acetato de aménio 4M e 700l de etanol 96%.
Homogeneizar durante 10seg.

Deixar as amostras em repouso em freezer a -80°C durante 7min para a precipitacéo
do DNA.

Centrifugar por 15min a velocidade maxima, a 4°C.

Remover o &lcool (sobrenadante) e deixar o microtubo com a tampa aberta no banho
seco a 70°C, para eliminar os residuos de alcool (em torno de 20 minutos);
Ressolubilizar as amostras em 50ul de T.E, deixar as amostras atingirem a

temperatura ambiente e armazenar a -20°C.
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Método VI1II - Protocolo de extracdo Dextran Blue — Orgéanica

Nada mais € do que a juncdo dos protocolos do Dextran-Blue de Kalmar et al. (2000)

e a extracdo organica com precipitagdo alcoolica de Sambrook e Russel (2001), com a

modificacdo de um unico passo, no qual a precipitacdo ndo se faz mais com acetato de sédio

3M (pH 5,2) como no método do Fenol-Cloroférmio com precipitagdo alcodlica, mas sim

com acetato de amodnio 2M.

10.

11.
12.
13.

14.
15.

360mg do material 6sseo pulverizado séo incubados em um microtubo contendo
1ml de tampdo de extragdo (0,1M EDTA pH=8,0, 0,5% Sarcosina-Na ¢ 25ul de
proteinase-K a 20mg/ml).

Homogeneizar e incubar a 37°C por 12h.

Centrifugar a 14.000xg por 10min.

Transferir 350ul do sobrenadante a um novo microtubo e adicionar 3,5ul de
Dextran Blue (1pg/pl), mais 350ul de acetato de amonio 4M e 700pul de etanol
96%.

Homogeneizar durante 10seg.

Deixar as amostras em repouso em freezer a -80°C durante 7 min para a
precipitacdo do DNA.

Centrifugar por 15min a velocidade méaxima, a 4°C.

Remover o &lcool (sobrenadante) e deixar o microtubo com a tampa aberta no
banho seco a 70°C, para eliminar os residuos de alcool (em torno de 20 minutos);
Ressolubilizar as amostras em 200ul de T.E.

Adicionar 350uL de fenol-cloroformio-IAA e homogeneizar até a formacdo de
uma emuls&o leitosa.

Centrifugar por 7 minutos a 9.700xg.

Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo.

Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar a mesma quantidade
de Cloroférmio a cada amostra e homogeneizar por 15seg.

Centrifugar por 7min a 9.700xg.

Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtubo, cuidando para ndo

interagir com a interface (camada de proteinas entre as fases da solucéo).
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16. Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar 1/10 ou 10% do
volume transferido de acetato de amonio 2M e colocar isopropanol gelado na
mesma quantidade que foi estimada o volume do sobrenadante transferido.

17. Homogeneizar bem devagar, invertendo o tubo manualmente durante 90seg.

18. Deixar as amostras em repouso no freezer a -20°C (pelo menos 2h) ou a -80°C
(por 30 min).

19. Centrifugar por 10min a velocidade méxima, a 0°C.

20. Remover o &lcool (sobrenadante).

21. Lavar o precipitado com 350p1 de etanol a 70%.

22. Deslocar o precipitado do fundo do microtubo e homogeneizar a amostra durante
15seg.

23. Centrifugar por 2min a velocidade méxima, a 4°C e remover o sobrenadante.

24. Repetir os passos 21, 22 e 23.

25. Deixar o microtubo com a tampa aberta no banho seco a 70°C, para eliminar os
residuos de alcool (em torno de 20min).

26. Ressolubilizar as amostras em 60ul de T.E, deixar as amostras atingirem a

temperatura ambiente e armazenar a -20°C.

IV.1.6 EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA EM FRAGMENTOS DE
0OSSOS NAO PULVERIZADOS

Como dito anteriormente, apds o corte dos 0ssos em fragmentos menores, partes
desses fragmentos (cerca de 1,5g) foram separados para uma técnica de extracdo de DNA
em 0ssos nédo pulverizados.

Para a realizagdo deste tipo de extracdo sem pulverizacdo, os fragmentos Gsseos
foram colocados em tubos conicos de 50ml ndo sendo realizado nenhum procedimento de
descalcificagéo.

O protocolo utilizado é uma jungdo dos protocolos do Dextran Blue de Kalmar et al.,
(2000) com Fenol-Cloroférmio e precipitagéo alcodlica (“Organico”) de Sambrook e Russel
(2001), semelhante aquele realizado para a extragdo de material 6sseo pulverizado pelo
método Dextran Blue-Orgéanica. No entanto existem modificacBes neste protocolo,

denominado “método substitutivo”, como a clarificacdo da amostra, a maior quantidade de
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reagentes que utiliza nas etapas iniciais e 0 maior tempo de incubagdo da amostra no tampdo

de extracéo.

Método IX — Protocolo de extracdo sem pulverizacdo através do Método Substitutivo

1. 1,59 do material 6sseo ndo pulverizado s&o colocados em um tubo cdnico de 50ml.

2. Clarificar a amostra, adicionando 30ml de cloroférmio no tubo cénico de 50ml com
agitacéo vigorosa durante 30min a 10°C.

3. Centrifugar a 1.000xg durante 7min e remover o cloroférmio do tubo.

4. Adicionar 4gua-ultra-pura-estéril ao tubo para a remocéo de tragos de cloroférmio dos
fragmentos dsseos.

5. Centrifugar a 1.000xg durante 7min e remover o liquido do tubo.

6. Repetir passos 4 e 5.

7. Incubar a peca em 50ml de tampé&o (0,1M EDTA pH=8,0, 0,5% Sarcosina-Na e 150ul de
proteinase-K a 20mg/ml), durante 3 dias no escuro a 40°C sob agitacdo constante.

8. Centrifugar a 1.500xg durante 5 minutos e transferir 25ml do sobrenadante para um novo
tubo cénico de 50ml.

9. Adicionar a este novo tubo, 9ml de acetato de aménio 4M, 19 ml de alcool isopropilico e
6ml de Dextran Blue na concentragéo de 20ug/ml).

10. Homogeneizar durante 15seg.

11. Deixar as amostras em repouso em freezer a -80°C durante 30min para a precipitagéo do
DNA.

12. Centrifugar por 15min a velocidade méxima, a 4°C.

13. Remover o alcool (sobrenadante) e transferir o precipitado para um microtubo de 1,5ml
deixar o tubo com a tampa aberta no banho seco a 70°C, para eliminar os residuos de
alcool (em torno de 20min).

14. Ressolubilizar as amostras em 200ul de T.E.

15. Adicionar 350ul de fenol-cloroférmio-IAA e homogeneizar até a formacdo de uma
emuls&o leitosa.

16. Centrifugar por 7min a 9.700xg.

17. Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo.

18. Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar a mesma quantidade de
cloroférmio a cada amostra e homogeneizar por 15seg.

19. Centrifugar por 7min a 9.700xg.
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Passar a fase aguosa (sobrenadante) para um novo microtubo, cuidando para ndo interagir
com a interface (camada de proteinas entre as fases da solug&o).

Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar 1/10 ou 10% do volume
transferido de acetato de amonio 2M e colocar isopropanol gelado na mesma quantidade
que foi estimada o volume do sobrenadante transferido.

Homogeneizar bem devagar, invertendo o tubo manualmente durante 90seg.

Deixar as amostras em repouso no freezer a -20°C (pelo menos 2h) ou a -80°C (por 30
min).
Centrifugar por 10min a velocidade méaxima, a 0°C.

Remover o &lcool (sobrenadante).

Lavar o precipitado com 3501 de etanol a 70%.

Deslocar o precipitado do fundo do microtubo e homogeneizar a amostra durante 15seg.
Centrifugar por 2min a velocidade méaxima, a 4°C e remover o sobrenadante.

Repetir os passos 26, 27 e 28.

Deixar o microtubo com a tampa aberta no banho seco a 70°C, para eliminar os residuos
de élcool (em torno de 20min).

Ressolubilizar as amostras em 60ul de T.E, deixar as amostras atingirem a temperatura

ambiente e armazenar a -20°C.

IV.1.7 CONTROLES UTILIZADOS PARA A EXTRACAO DE DNA

Tanto para os métodos de extracdo em 0ssos pulverizados como para 0S ndo

pulverizados, utilizou-se para controle positivo, sangue periférico colhido recentemente por

puncdo venosa e para controle negativo &gua ultra pura-estéril para verificar possiveis

contaminagdes na etapa de extracdo de DNA.

Um resumo dos procedimentos realizados, incluindo todos os métodos de extracéo de

DNA, pode ser observado na figura 11.
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Figura 11. Desenho esquematico, mostrando todas as etapas do processo de extracdo de DNA, desde
a obtencdo do fragmento 0sseo ja processado até os diferentes protocolos utilizados para a obtencédo
do DNA extraido.

IV.1.8 QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO OBTIDO DOS OSSOS

Para verificar a eficiéncia da extracdo de DNA genémico foi realizada a quantificagdo
pela leitura da densidade dptica (DO) do DNA pelo espectrofotdmetro Modelo Ultrospec
3000 (Pharmacia Biotech) por absorvancia a 260nm, (utilizou-se para esta quantificagéo, 5ul
de DNA de cada amostra e 45ul de T.E). A estimativa da pureza do extrato é dada através da
razdo entre a DO0260/D0O280nm e DO0260/D0O230nm, sendo que a existéncia de
contaminac@es por fendis ou proteinas acarreta em uma relagio DO muito menor que 1,8
(solucéo pura de DNA) fornecendo informagdes importantes sobre o estado de pureza do
DNA extraido (NICKLAS; BUEL, 2003).

A quantificacdo através de eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TBE
também foi realizada (utilizou-se para a corrida, 4ul de DNA de cada amostra e 1ul de azul
de bromofenol a 0,25%), uma vez que a espectrofotometria nem sempre garante dosagens

confidveis, por existirem compostos contaminantes como os acidos himicos e fulvicos, que
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absorvem no comprimento de onda de 230nm co-extraidos com o DNA de restos mortais
resultando em falsas concentraces do DNA extraido (NICKLAS; BUEL, 2003).

A quantidade de DNA foi estimada comparando-se a intensidade e posicdo da banda
corada em brometo de etidio (0,5 pg/ml) com aquelas de aliquotas de concentracfes
conhecidas de DNA também aplicadas ao gel como escadas alélicas e o controle K562
(Promega) na concentracdo de 10ng/ul, sendo visualizadas e capturadas as imagens através
do transiluminador de luz ultravioleta, aparelho BIN-PRO (Bio Imaging Systems) e
estimadas através do programa Gelquant (Bio Imaging Systems). A intensidade de
fluorescéncia emitida por amostras de DNA coradas com brometo de etidio é proporcional a
massa total de DNA (NICKLAS; BUEL, 2003).

IV.1.9 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA OS LOCOS
STRs NAS AMOSTRAS POST MORTEM

Apoés a etapa de quantificacdo, o extrato obtido das amostras foi amplificado pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no termociclador GeneAmp PCR System (Applied
Biosystems). Os marcadores genéticos utilizados foram: D3S1358, VWA, FGA, Amelogenina,
D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D75820 (9 STRs autossdémicos integrados
ao sistema CODIS mais o determinador de género amelogenina) utilizando o kit AmpF¢
STR® Profiler Plus™ ID PCR Amplification.

Os locos STR amplificados para as amostras post mortem com suas respectivas faixas

de tamanho e fluorescéncia encontram-se na figura 12.

Profiler Plus™
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Figura 12. Representac&o esquematica dos locos STR incluidos no conjunto comercial Profiler Plus™
da Applied Biosystems. O conjunto utiliza trés fluor6foros (azul, verde e amarelo) para a deteccao
dos alelos e um fluoréforo (vermelho) como padrdo interno de fragmentos de peso molecular de
tamanho conhecido. Fonte: RUITBERG; REEDER; BUTLER (2000).
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O processo de amplificagdo foi realizado em reagdes de PCR com volume total de
50pl, contendo 20ul de DNA 0,10ng/ul e 30ul de “Mix” de reagdo contendo 21ul de tampéo
de reacdo AmpF¢ STR® PCR Reaction Mix, 11ul de oligonucleotideos iniciadores AmpF¢
STR® Profiler Plus Primer Set e 1pl de enzima Ampli Taq Gold® DNA Polymerase na
concentracdo de 5U/ul (esta mistura reacional fornece uma quantidade um pouco acima dos
30ul necessérios, para prevenir a perda que ocorre durante o processo de pipetagem), no
termociclador GeneAmp PCR System (Applied Biosystems).

Na PCR se utilizou um controle negativo, que apresentava todos 0s reagentes, exceto
o DNA gendmico, com o objetivo de detectar possiveis contaminagdes por DNA exdgeno.
Utilizou-se também, um controle positivo de DNA de linhagem celular humana feminina
AmpF¢ STR® Control DNA 9947A na concentracdo de 0,10ng/ul e 1,5ul da escada alélica
AmpF¢STR® Profiler Plus Allelic Ladder. As condicdes de temperatura e o ciclo de

amplificacdo para a reacéo de PCR estéo listados na tabela 4.

Tabela 4. Programa do termociclador para o ciclo de amplificacdo com o kit AmpF{STR®
Profiler Plus™

Tempo | Desnaturagdo | Anelamento | Extenséo | Extenséo Passo
Inicial de Final Final
Incubacéo
Espera Ciclagem (28 ciclos) Espera Espera
95°C 94°C 59 °C 72°C 60°C 25°C
11 min 1 min 1 min 1 min 60 min  (Término)

Fonte: Applied Biosystems (2006).

Os produtos amplificados foram misturados (1,5ul de produto de PCR) a um MIX
contendo 9,7ul de Formamida Hi-Di™ e 0,2ul de ROX GS 500 Size Standard, desnaturados a
95°C por 3min e separados em eletroforese capilar durante 45min para cada 4 amostras (4
capilares) em uma corrente de 15kV (120-160mA) a 60°C e simultaneamente detectados no
analisador genético / sequenciador automatico ABI 3130 (ABIPRISM-Applied Biosystems) e
transferidos para o programa GeneMapper ID v3.2 que primeiro determina o tamanho dos
picos em pares de base, o que inclui a detec¢do do pico e a determinagdo do seu tamanho
através de comparacdo com um padrdo de tamanho (Size Standard). A seguir, 0 programa
realiza a nomeagdo dos alelos automaticamente através de comparacdo com uma escada

alélica (nesse caso do sistema Profiler Plus) (Figura 13). Uma vez completa a andlise, o
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programa apresenta os resultados incluindo os valores de qualidade, e armazena os resultados

no seu banco de dados.

Tamanho do fragmento produzido pela PCR (ph)

Iﬁj,sﬂ 358 “VWA ~  FGA

y LahLi i
i o B 6 b e
o o R s o)
Amelogenin

JOE ‘“Tnlfmnul y ll:taSH?g B
. ._‘;_-;-_-I. s b o ...". IL__!‘ I-_I‘!jl "__'_',- E. |; L i...:, A A ___. ; ._:_-1 ._.. [

faza
| |

NED D5S818
[ s
(amarelo) SE— -'i lJ 1*-|'~U|=i_.|_ .
3] [i2] [naf [is
ROX ] I - : P peee
A |
{vermelho) ... [EE | fes L] FE = 0]

N -
['*-'-‘C =55

GS500 ROX Padrao Interno

Figura 13 — Escada alélica presente no conjunto comercial Profiler Plus da Applied Biosystems.
Fonte: BUTLER et al. (2004).

IV.1.10 ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS OBTIDOS NA ETAPA DE
ANALISE LABORATORIAL

As frequéncias relacionadas ao sucesso (quatro ou mais locos com visualizacdo do
gendtipo) e insucesso (menos de quatro locos visualizados) foram estimadas por contagem
direta dos locos que apresentaram 0s picos de seus alelos acima de 100 RFU’s (“threshold”).
O tratamento estatistico se deu primeiramente pelo teste do Qui-quadrado (X?) para verificar
se as frequéncias observadas em cada tipo de extracdo se diferenciam significativamente
umas das outras com a = 0,05. Ap6s, verificadas diferengas estatisticamente significativas
entre os métodos de extracdo empregados, foi realizado o teste exato de Fischer, para analisar

0s métodos de extracdo um contra o outro.
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IV.2 VALORIZACAO BIOESTATISTICA DOS RESULTADOS - BANCO DE
FREQUENCIAS ALELICAS STRs DA POPULAGCAO DE SANTA CATARINA

1IV.2.1 AMOSTRA ESTUDADA

Quando se tem como objetivo realizar a tipagem por DNA, torna-se necessario
identificar a frequéncia alélica da populagdo em estudo, por meio de uma amostra
representativa. Desta forma, para a realizacdo de um banco de dados de frequéncias alélicas
de STRs na populagdo de Santa Catarina, foi realizada a tipagem de 452 individuos, ndo
aparentados, de varias localidades das 6 mesorregifes do estado de Santa Catarina. A
quantidade de individuos pesquisados diferiu entre os locos, devido ao insucesso da reacéo

em cadeia da polimerase para alguns locos, na mesma amostra. O nimero de individuos

selecionados se deu pelo indice de densidade demogréfica de cada mesorregido (Figura 14).
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Figura 14. I'ndi(;es de densidade demografica das seis mesorregides do Estado de Santa Catarina.
Fonte: MINISTERIO DO PLANEJAMENTO, ORCAMENTO E GESTAO (2006). Em parénteses o
niimero real de individuos genotipados de cada mesorregido que compuseram a amostra.
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As coletas foram realizadas nos Centros de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina (HEMOSC), com a retirada de 10ml de sangue periférico de doadores de sangue e
armazenados em tubos estéreis contendo EDTA. Apds a coleta do sangue, os tubos
devidamente identificados foram mantidos em recipiente contendo gelo e transportados para
0 Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE), onde foram rotulados e mantidos a
4°C até 0 momento da separagdo do material bioldgico. Todos os individuos participantes do
projeto assinaram um termo de consentimento livre e antes de terem suas amostras coletadas
foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e sigilo de suas informagdes pessoais
(ANEXOS A, B e C), sendo que todo procedimento ocorreu dentro das condigdes aprovadas
pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina para pesquisa em seres

humanos, submetido sob nimero do processo 105/02.

IV.2.2 CONSERVACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de sangue transportadas para o laboratério foram submetidas a
centrifugacdo a 1.000xg durante 15min; o sobrenadante (plasma) foi estocado em
microtubos de 1,5ml a -20°C. A camada de leucdcitos (buffy coat) foi utilizada para a

extracdo de DNA e as hemacias foram desprezadas.

IV.2.3 EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA GENOMICO EM AMOSTRA
REFERENCIA

As amostras bioldgicas foram submetidas ao método de extracdo organico de fenol-
cloroférmio com precipitacéo alcodlica (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

1. Adicionar 330ul de tampdo de extracdo pH 7,5 (10mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 10mM
EDTA, SDS a 2%) num tubo de 1,5ml e 50ul de camada de leucocitos.

2. Adicionar 7,5ul de Proteinase K (20mg/ml) e homogeneizar por 10 seg.

3. Incubar a 56 °C por 12h.

4. Adicionar 350ul de fenol-cloroférmio-IAA e homogeneizar até a formacdo de uma
emuls&o leitosa.

5. Centrifugar por 7min a 9.700xg.

6. Passar a fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo.
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7. Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar a mesma quantidade de
cloroférmio a cada amostra e homogeneizar por 15seg.

8. Centrifugar por 7min a 9.700xg.

9. Transferir a fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo, cuidando para ndo interagir
com a interface (camada de proteinas entre as fases da solug&o).

10. Estimar a quantidade de sobrenadante transferido e adicionar 1/10 ou 10% do volume
transferido de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e adicionar isopropanol gelado na mesma
quantidade que foi estimado o volume do sobrenadante transferido.

11. Homogeneizar bem devagar, invertendo o tubo manualmente durante 90seg.

12. Deixar as amostras em repouso no freezer a -20°C (pelo menos 2h) ou a -80°C (30min).

13. Centrifugar por 10min a velocidade méxima, a 0°C .

14. Remover o &lcool (sobrenadante).

15. Lavar o precipitado com 350ul de etanol 70%.

16. Deslocar o precipitado do fundo do microtubo e homogeneizar durante 15seg.

17. Centrifugar por 2min a velocidade méxima, a 4°C.

18. Repetir os passos 14, 15, 16 e 17.

19. Remover o élcool (sobrenadante) e deixar o microtubo com a tampa aberta no banho seco a
70°C, para eliminar os residuos de alcool (em torno de 20min).

20. Ressolubilizar as amostras em 60ul de T.E, deixar as amostras atingirem a temperatura

ambiente e armazenar a -20°C.

Apos a extragdo, realizou-se a quantificacdo pela leitura da densidade dptica do DNA
pelo espectrofotometro Modelo Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech) por absorvancia a
260nm e foram produzidas solugdes de uso na concentragdo de 1ng/pl, armazenadas a -20°C

e constituem um banco de DNA organizado a partir do nimero de matricula dos individuos.
IV.2.4 LOCOS ANALISADOS

O banco de dados foi construido através da analise de 13 locos STR autossémicos
integrados ao sistema CODIS: CSF1PO, FGA, TPOX, THO1, VWA, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11. E como informacdo adicional,
mais 0s locos STRs autossdmicos D2S1338, D19S433 e o determinador de género
amelogenina nos locos sexuais, utilizando o conjunto comercial AmpFt STR® Identifiler™
PCR Amplification.
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IV.25 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA OS 15
MARCADORES STR

O processo de amplificagdo foi realizado em reagdes de PCR com volume total de
25ul, contendo 10ul de DNA 0,10ng/ul e 15ul de “Mix” de reagdo contendo 10,5ul de
tampéo de reagdo AmpF¢ STR® PCR Reaction Mix, 5,5ul de oligonucleotideos iniciadores
AmpF£STR® Identifiler Primer Set e 0,5ul de enzima Ampli Tag Gold® DNA Polymerase na
concentracdo de 5U/ul (esta mistura reacional fornece uma quantidade um pouco acima dos
15ul necessérios, para prevenir a perda que ocorre durante 0 processo de pipetagem), no
termociclador GeneAmp PCR System (Applied Biosystems).

Na PCR se utilizou um controle negativo, que apresentava todos 0s reagentes, exceto
o DNA gendmico, com o objetivo de detectar possiveis contaminagdes por DNA exdgeno.
Utilizou-se também, um controle positivo de DNA de linhagem celular humana feminina
AmpF¢ STR® Control DNA 99472 na concentracdo de 0,10ng/ul e 1,0ul da escada alélica
AmpFSTR® Identifiler™ Allelic Ladder. As condicdes de temperatura e o ciclo de

amplificacdo para a reacéo de PCR estéo listados na tabela 5.

Tabela 5. Programa do termociclador para o ciclo de amplificacdo com o kit AmpF¢STR®
Identifiler™

Tempo | Desnaturagdo | Anelamento | Extenséo | Extenséo Passo
Inicial de Final Final
Incubacéo
Espera Ciclagem (28 ciclos) Espera Espera
95°C 94°C 59°C 72°C 60°C 25°C
11 min 1 min 1 min 1 min 60 min  (Término)

Fonte: Applied Biosystems (2006).

Os produtos amplificados foram misturados (1,0ul de produto de PCR) a um Mix
contendo 8,7ul Formamida Hi-Di™ e 0,3ul de Genescan™ 500 Liz™ Size Standard,
desnaturados a 95°C por 3min e separados em eletroforese capilar durante 45min para cada 4
amostras (4 capilares) em uma corrente de 15kV (120-160mA) a 60°C e simultaneamente
detectados no analisador genético / sequenciador automético ABI 3130 (ABIPRISM-Applied
Biosystems) e analisados com o programa GeneMapper ID v3.2.

Diferentemente do sistema Profiler Plus, sdo utilizados 4 fluordforos aos invés de

apenas 3, (Figura 15), sendo que para ambos os sistemas existe alguma sobreposi¢do no
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espectro de emissdo entre eles. No entanto durante a coleta de dados os sinais fluorescentes

séo separados em um padrdo de espagcamento previamente definido (Figura 16).
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Figura 15. Espectro de emissao dos fluor6foros componentes do sistema de amplificagdo multiplex
identifiler. O quinto fluoréforo (L1Z) é usado para marcar o padrdo de tamanho. Fonte; APPLIED
BIOSYSTEMS (2006).
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Figura 16. Separacdo dos sinais fluorescentes por gradiente de difracdo e seus respectivos STRs do
sistema Identifiler. O fluoréforo 6-FAM, emite no menor comprimento, de onda e € mostrado como
azul, seguido pelos fluoréforos VIC(verde), NED(amarelo), PET(vermelho) e LIZ (laranja). Fonte:
APPLIED BIOSYSTEMS (2006).

IV.2.6 ANALISE ESTATISTICA DO BANCO DE FREQUENCIAS ALELICAS

Em relacdo ao banco de dados, as frequéncias alélicas e os parametros de interesse
forense foram calculados através do programa Power Stats VV12.XIs (TEREBA, 1999).

Os parametros de interesse forense analisados foram:
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Probabilidade de coincidéncia (PC) — Indica a raridade do perfil genotipico de um
individuo. E obtido através do produto das frequéncias genotipicas de todos os locos tipados
(CHAKRABORTY; STIVERS, 1996). E o nimero de individuos que podem ser estudados
para que se possa encontrar o mesmo padréo de DNA, em individuos selecionados ao acaso.

Poder de exclusdo (PEX) — é a probabilidade, em média de um individuo
selecionado ao acaso em um caso de paternidade tipico de um par mée-crianca, ser excluido
da paternidade (CHAKRABORTY; STIVERS, 1996). Quando se analisam Vérios
marcadores, a probabilidade de que um individuo falsamente acusado seja excluido é maior,
sendo este indice denominado poder de exclusio acumulado. E dado por: 1 — [(1 — PE1) . (1-
PE2) . (1-PE3) . ... (1-PEN)], onde n é o total de locos estudados.

Poder de discriminacdo (PD) — refere-se & probabilidade de que dois individuos
amostrados de forma aleatéria de uma mesma populagdo tenham genoétipos diferentes,
indicando a capacidade do loco para fazer a discriminagdo entre individuos (FISHER, 1951).
Considerando os varios locos estudados, o poder de discriminacéo acumulado é dado por:
1-[(1-PD1).(1-PD2). (1-PD3). ... (1-PDn)], onde n é o total de locos estudados.

Contetdo de informacgdo do polimorfismo (PIC) — é uma medida do grau de
polimorfismo de um loco e é dependente do nimero e da frequéncia dos alelos. Quando o
valor é superior a 0,5 significa que o sistema ¢ bastante informativo. Para valores entre 0,25 e
0,5, considera-se 0 sistema como razoavelmente informativo e valores menores que 0,25
corresponde a sistemas poucos informativos (BOTSTEIN et al., 1980).

indice Tipico de Paternidade (IPT) — indica quantas vezes é mais provavel de a
pessoa testada ser o pai bioldgico, ao invés de um individuo selecionado ao acaso (HUSTON,
1998).

Além dos parametros forenses, foi realizado também o teste do Qui-quadrado (X?)
para verificar se as frequéncias genotipicas observadas se desviam das esperadas pela teoria
de Hardy-Weinberg, o célculo da homozigose e heterozigose esperados e observados, foram
realizados com o programa Genepop (RAYMOND; ROUSSET, 1999).

Todos os locos foram comparados com estudos publicados para outras populacdes
brasileiras, sendo que os célculos para comparacdo foram realizados através do programa
Arlequin3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

Para determinar a eficiéncia do banco de dados produzido neste trabalho, foi utilizado
o0 programa Familias 1.81 (EGELAND et al., 2000) para calcular a probabilidade da presenca
de alelos comuns em casos de paternidade e o programa Patcan (RIANCHO;

ZARRABEITIA, 2003) para realizar os calculos de verossimilhanca.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 ANALISES DAS EXTRACOES EM 0SSOS POR QUANTIFICACAO EM
GEL DE AGAROSE

Na primeira etapa através da quantificacio em gel de agarose, estimou-se a
quantidade de DNA extraido das amostras forenses para avaliar a eficiéncia dos diferentes
métodos de extracdo de DNA. Uma preparacdo contendo DNA de boa qualidade resulta em
uma banda compacta, enquanto DNA degradado é visualizado como um rastro no gel. A
desvantagem deste método € que apesar de existir um programa que quantifica a intensidade
da banda, esta é calculada subjetivamente, além de que o DNA total detectado pode ser uma
mistura de DNA humano e microbioldgico, levando a super-estimacgdes da concentracdo do
DNA deste tipo de amostra (GOODWIN; LINACRE; HADI, 2007).

Nossos resultados demonstram que os métodos de extracdo de DNA baseados em
silica ndo foram eficientes em extrair DNA das amostras forenses (Figuras 17, 18 e 19). Os
meétodos utilizando acetato de sddio e fenol-cloroférmio-microcon obtiveram DNA extraido;
no entanto, como visualizado nas figuras 20 e 21, as amostras provenientes dessas extragdes
apresentaram poucas bandas que indicassem DNA integro (alto peso molecular). Os
melhores resultados foram obtidos com os protocolos que utilizam o Dextran-Blue (Figura
22), fenol-cloroférmio com precipitacdo alcodlica (Figura 23) e Dextran Blue-Organica, que

combina ambos os protocolos (Figura 24).

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose para a quantificacdo das amostras submetidas ao método
de extracdo Silica-DNAzol. Apenas as bandas pertencentes aos controles positivos é que aparecem
(colunas 10 e 25).
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo Silica-Nal. Apenas as bandas pertencentes aos controles positivos € que aparecem (colunas 1
e 8).

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose para a quantificacdo das amostras submetidas ao método
de extracdo Silica-NaCl. As bandas pertencentes aos controles positivos aparecem na primeira e
Gltima coluna. Além dessas, aparece um rastro com pequena banda proveniente das amostras
bioldgicas nas colunas 3 e 10.

1 2 3 4 56 778 9101112 13 14 15 16171819202122 23 24 25
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose para a quantificacdo das amostras submetidas ao método
de extracdo Acetato de Sédio. Notam-se varios rastros e poucas bandas que demonstrariam DNA
integro.
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo fenol-cloroférmio-microcon. Nas colunas 1 e 11 sdo os controles positivos (K562),
apresentando-se as Unicas colunas com DNA integro através da visualizacdo da formacdo de uma
banda na porcéo proxima ao topo do gel, nas outras colunas apenas rastros de DNA.
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Figura 22. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo pelo Dextran Blue (KALMAR et al., 2000). Quase todas as colunas apresentam rastro de
DNA e algumas com a presenca de bandas que acusam que o DNA encontra-se quase integro.
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo com fenol-cloroférmio e precipitagdo alcodlica. Todas as amostras presentes apresentam
rastro de DNA e grande parte delas apresentam bandas bem definidas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo Dextran Blue-organica, com a combinacdo dos protocolos de Kalmar et al. (2000) e
Sambrook; Russel (2001). Algumas amostras apresentam rastro de DNA e bandas bem definidas. E
outras apresentam muito mais DNA integro e pouco rastro de DNA degradado (colunas 1, 2, 3, 4, 6,
9, 11 e 20).

O método sem pulverizagao (substitutivo), conseguiu obter DNA de quase todas as

amostras, no entanto, a maioria do DNA detectado ndo se apresentou integro (Figura 25).
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Figura 25. Eletroforese em gel de agarose para a quantificagdo das amostras submetidas ao método de
extracdo sem pulverizagdo (substitutivo) com a combinacéo dos protocolos de Kalmar et al. (2000) e
Sambrook; Russel (2001). Todas as amostras apresentam rastro de DNA, no entanto, poucas
mostraram bandas bem definidas (colunas 17, 18, 20 e 21). E outras apresentam muito mais DNA
degradado (colunas 6, 9 e 11). Coluna 19 — controle negativo de extracao.

No experimento, com o uso do MicroconTM-100, obteve-se uma concentracdo
inferior de DNA, quando comparado ao uso do fenol com precipitacdo através do
isopropanol, avaliados em eletroforese em gel de agarose. Da mesma forma, quando
comparada com o0s métodos de extracdo Dextran-Blue e sem pulverizacdo, estes

apresentaram quantidades de DNA mais abundantes (Tabela 6).



Tabela 6. Quantidade de DNA em nove diferentes métodos de extragéo.
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Método de Fenol Fenol Dextran Acetato Silica Silica Silica Dextran | Sem |[TT
extragao Microcon | alcodlica Blue de sodio DNAZzol NaCl Nal Fenol P6*
Tratamento [ T D G |T D G|T D G|T D G|T D G|T D G D T D G|CL.|TT
1-ulna A DDDUD - DD - DDD - - - - - - > o = D 1
2mandivla D D D D D D A A A - D D - - - - - - - - - D 12
2-femur DD - DDDATUD - D - D - - - - - - A A - D 12
3-radio bbb - A A - - - - D - - - - - - - - D - - D 7
3-vértebra A A ADDUDAAATUDTDD - - - - - - A - A D 15
3-clavicula DD - DD - A A ADUDD - - - - - - D D - D 13
4-fémur b - - b - D - - - D - - - - e - - - - D 5
5-tibia D - DAA - A A - - - - - - - - - - A D - D 9
5-fibula DD - A A - A AA - A - - - - - D - A - A D 1
5-escapula DD - DA - AAA - A - - - - - - - A A A D 1
5-créanio DD - DADA - A - A - - - - - - - A - A D 1
5-Gmero D DDAADA - A - A - - - - A - - A - A A 13
5-costela DD - A ADAAA - A - - - - - - - A A A D 13
5-ileo D DDAADAAA - AD - - - - - - A A A D 15
5-puibis - DDAADAAA - D - - - - - - - A A A D 13
5-ulna D DDAA - AAADAD - - - - - - - - - D 12
5-radio DD - A A - A A A - DD - - - - - - A A A D 13
6-metatarso - - - A A D - - - D D D = = = = = = = = = A 7
7-sacro D DDAADAAATUDTUDD - - - - - A A D A 16
TOTAL 17 16 9 19 18 11 16 14 13 9 15 10 0 0 0 0 1 1 0 14 9 10 19 220
TOTAL 42 48 43 34 0 2 0 33 19 220
;rfiqti?éncia 73,68% 84,21% 75,43% 59,65% 0% 3,50% 0% 57,89% 100
elativa

Tratamento: T — Testemunha (controle) / D — Descalcificagdo com EDTA / G — Descalcificagdo com

EGTA/ CL - Clarificacéo.

A

(Abundante): Apresentou bandas uniformes e bem definidas, apresentando ou nao rastros;

D (Detectavel): Apresentou apenas rastros;

— (Nao Detectavel): Nao apresentou nem bandas e nenhum rastro.

* Sem P6 — Método Substitutivo (Sem Pulverizar)
TT: Total de vezes que a amostra apareceu no gel, sob a forma abundante ou detectavel

Nossos resultados demonstraram que o método de extragdo sem pulverizacdo obteve

DNA extraido em todas as amostras (abundante e detectado). As amostras extraidas pelo

meétodo organico de Sambrook; Russel (2001) tiveram o segundo maior aproveitamento de

DNA extraido (84,21%), sendo que todas as amostras que ndo passaram pelo processo de

descalcificacdo apresentaram DNA na quantificagdo através de gel de agarose para esta

técnica de extracdo.

Ainda, a figura 26, demonstra a eficiéncia dos métodos de extracdo em relagdo a

obtengéo de DNA de alto peso molecular, os quais apresentaram uma banda compacta no gel

de agarose, e teoricamente possuem DNA mais integro. Dos métodos que obtiveram sucesso

em extrair DNA, o método do Dextran-Blue foi o que conseguiu manter o extrato mais
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integro possivel. 40 dos 43 ossos que acusaram a presenca de DNA apresentaram DNA
integro. O método Dextran Blue/Orgénico foi o segundo melhor método em obtencéo de
DNA integro. Todos os outros métodos tiveram quedas bruscas em relacdo a taxa de DNA

integro/DNA extraido.

Sem Pulverizacéio 3 | 16 |15,79%

Dextran Blue/Organica 28 | 5 |s485%

Acetato de Sodio | 7 | 27 | 20,58%

Dextran Blue 40 [3 | 93.02%

Fenol-cloroformio
comn precipitacéio alcoolica 24 | 24 | 90%

Fenol-cloroférmio-microcon | 4 | 38 | 9,52%

0 5 10 15 20 A 30 3B 40 45 a0

B DMNA sbundante ODMA detectavel (rastra)

Figura 26. Quantidade e porcentagem de DNA abundante encontrado nas amostras que foram
extraidas com sucesso.

A explicacdo para a baixa quantidade de amostras com DNA abundante no método
fenol-cloroférmio-microcon provavelmente é devido ao tratamento dréstico do material com
fenol e cloroférmio adicionalmente as varias centrifugacoes e lavagens que o DNA sofre no
processo de se manter aderido a membrana concentradora.

O método de fenol-cloroférmio com precipitagdo alcoolica também apresentou uma
diminuicdo no numero de amostras que apresentaram DNA integro quando comparado ao
nimero de amostras extraidas com sucesso. Provavelmente devido ao tratamento drastico do
material com fenol e cloroféormio. A técnica que emprega o Dextran Blue antes da
purificagdo organica nédo teve grandes perdas, pois o Dextran se liga muito fortemente com o
DNA e precipita suas moléculas, deixando todas agrupadas.

A técnica com acetato de sodio ndo é uma técnica com muitas lavagens e
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homogeneizacbes em vortex, consiste apenas em solubilizar impurezas que coprecipitam
com o DNA, o qual é extraido parcialmente atraves deste procedimento.

O método sem pulverizagdo provavelmente ndo conseguiu extrair DNA mais integro,
uma vez que teoricamente os reagentes ndo conseguiram penetrar em abundancia e capturar o
DNA de grande parte das células existentes na amostra, sendo que a quantidade encontrada

nao era abundante.

V.2 ANALISES DAS EXTRACOES EM 0OSSOS POR QUANTIFICACAO EM

ESPECTROFOTOMETRIA DE LUZ UV.

O método mais utilizado para determinar a quantidade de DNA é o ensaio
espectrofotométrico. As bases nitrogenadas da dupla fita de DNA apresentam uma absorcéo
maxima no comprimento de onda de 260nm. No entanto, para analisar amostras provenientes
de 0sso0s, este método ndo é o mais indicado para a quantificacdo de DNA extraida deste tipo
de amostra.

Assim como na quantificacdo atraveés de eletroforese em gel de agarose, a
espectrofotometria apresenta a desvantagem que a quantificacdo ndo € especifica para DNA,
mas para acidos nucléicos em geral como RNA. Além disso, a espectrofotometria ndo €
especifica para acidos nucléicos provenientes de humanos, sendo que além de material
genético microbioldgico, alguns &cidos provenientes deste tipo de amostra, interferem na
deteccdo real da estimativa de DNA desta amostra (GOODWIN; LINACRE; HADI, 2007).
Em publicacdo sobre DNA antigo, em 1989, Paabo, Higuchi e Wilson, também estimam
concentracdes de DNA em gel de agarose corado com brometo de etidio. Eles afirmam que é
impossivel determinar concentragbes de DNA por absorvancia a 260nm devido a um
componente marrom, provavelmente constituido de &cidos himicos que exibe pico de
absorcdo a 215nm. Desta forma, se a absorvancia por ultravioleta for utilizada para estimar a
quantidade de DNA, tragos de acidos himicos contidos na amostra nos daréo estimativas
erréneas do contelldo de DNA da amostra analisada. Dessa mesma forma, nosso estudo
corrobora esses dados, pois em geral nossas preparagcdes de DNA de 0ssos que apresentam
cor marrom, apresentaram por espectrofotometria, concentragdes aproximadamente trés

vezes maiores que as estimada em gel de agarose (Tabela 7).
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Tabela 7. Comparagéo dos valores encontrados para a quantificagdo do DNA através da
eletroforese em gel de agarose (calcula pelo programa Gelquant) e através do
espectrofotometro UV (Ultrospec 3000). Valores de concentragdo expressos em ng/pl.

Método de Fenol Fenol Dextran Dextran/

Extracio Microcon Alcodlica Blue organica
Amostras# Gel*  Esp* Gel* Esp* | Gel* Esp* [ Gel* Esp*
1-ulna 7,73 50,25 62,10 48,50 - 6200 - 1550
2-mandibula 2328 1850 58,00 41,50 13,73 94,50 - 66,50
2-fémur 24,00 91,00 9,81 1550 929 3650 26,77 54,00
3-radio 3470 76,50 15,68 23,50 - 750 17,70 2550
3-vértebra 600 15950 98,00 119,00 14,70 72,00 2386 7150
3-clavicula 34,70 14200 24,16 4655 687 6500 9,79 81,00

4-fémur 6,5 82,50 20,76 54,50 - 12350 - -
5-tibia 300 47,50 31,70 5300 10,77 4750 12,21 12,00
5-fibula 14,00 59,50 47,50 84,50 22,00 7350 46,76 51,50
5—escépula 33,80 91,50 144,12 191,00 11,18 35,00 10,80 22,50
5-cranio 3,05 30,00 102,40 12350 28,75 11,50 43,37 60,50
5-Umero 3,01 55,00 217,25 67,50 17,90 65,00 19,54 59,50
5-costela 26,00 59,50 123,41 192,00 22,20 56,50 27,64 73,50
5-ileo 30,00 119,50 14,07 67,00 12,00 77,50 16,39 80,50
5—pUbiS - 102,50 15,50 340,50 25,27 143,50 28,22 98,00
5-ulna 3,71 67,50 11,64 92,50 11,60 23,50 21,95 14,00
5-radio 6,00 64,50 5,00 41,00 10,90 16,50 6,75 60,50
6-Tarso/metatarso - 60,00 2,08 22,50 - 84,50 - 22,50
7-sacro 52,00 159,00 32,80 261,00 98,75 179,50 57,58 57,60

# As amostras listadas sdo provenientes de extracBes que ndo tiveram tratamento com agente

descalcificante

*Gel — Quantificagdo em gel de agarose 1%.

*Esp — Quantificacdo em espectrofotometria de luz UV, relacdo de leitura de 260/280nm.

- Significa que a amostra ndo apresentou valores de concentracdo que pudessem ser medidos pela

técnica.

Neste trabalho realizou-se a quantificacdo de DNA através de absorvancia a 260nm

ndo para se obter valores sobre a concentracdo de DNA extraido, uma vez também que a
quantidade de DNA bacteriano e flngico em extratos de materiais 6sseos frequentemente
excedem o DNA humano e a quantificacdo direta dos &cidos nucléicos totais, por medidas
espectrofotométricas, faz pouco sentido. Mas sim, para avaliar a provavel presenca de acidos
humicos e fulvicos nestas preparacdes de DNA extraidos (relacdo de leitura de 260/230nm)
(Tabela 8) e avaliar também se os métodos de extragdo empregados eram eficazes para a
remocdo de residuos protéicos (relacdo de leitura de 260/280nm) (Tabela 9), j& que
aminoacidos aromaticos (especialmente residuos de triptofano) absorvem ao maximo, luz no

comprimento de onda de 280nm (WALKER; RAPLEY, 1999).
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A relagcdo 260/230nm, entre 1,8 e 2,0 é caracteristica de pureza de solucbes de DNA,
enquanto que uma diminuicdo desta relacdo pode se relacionar com contaminantes que absorvem
radiacdes de 230nm, como é o caso dos acidos himicos e falvicos e permitem supor a presenca de
degradacéo das moléculas de DNA (VALLE; RODRIGUEZ; ESPINOZA, 2004).

Os nossos resultados demonstraram que a absor¢do no comprimento de onda em 230nm,
geralmente era sempre elevada, sendo muito proxima ou até mesmo superior que os valores
encontrados no comprimento de onda 260nm, resultando assim, em baixa relacdo 260/230nm, até
mesmo valores menores que 1,0. Os valores mais préximos de 1,8 foram encontrados para as
amostras extraidas com fenol-cloroformio-microcon (melhor média) e o método sem pulverizagdo
(substitutivo), ambos com 1,26, seguida da técnica Dextran Blue (1,16). Quando a extracdo organica
foi utilizada posteriormente com a técnica Dextran Blue para ossos pulverizados a média do OD
reduziu em relagdo a técnica utilizando apenas Dextran Blue. Ja a relagcdo 260/280nm, mantinha-se
quase sempre superior a 1,0, e relativamente proxima de 1,8 para quase todas as técnicas de extragao,
exceto Silica com lodeto de Sodio, que apresentou valores muito maiores que 2,0. Em geral, quase
todos os protocolos de extracdo foram eficazes na remogao das proteinas, sendo que os melhores que
se apresentaram foram o Dextran Blue (1,48) e fenol-cloroférmio-microcon (1,47). Soma-se a isso, 0
fato de que nesses dois métodos ndo se encontrou nenhuma proporg¢do abaixo ou igual a 0.6, valor que
corresponde a presenca Unica de proteinas apenas (VALLE; RODRIGUEZ; ESPINOZA, 2004).

Nossos resultados encontram-se de acordo com a literatura, uma vez que extracGes em 0Ssos,
que utilizam o protocolo com filtracdo em tubos concentradores, apresentam valores para relacdo
260/280nm um pouco abaixo do esperado para concentracfes puras de DNA, resultando geralmente
em valores proximos de 1,6. E quando se utiliza o protocolo de extracdo organica com precipitacdo
alcodlica, esta geralmente apresenta baixa relacdo 260/280nm, com valor proximo de 1,2 (RENNICK;
FENTON; FORAN, 2005). Dessa forma, novamente quando se adicionou a extracdo organica ao

protocolo de Dextran Blue a média das razGes na relagdo 260/280nm diminuiram.

V.3 Amplificacdo do DNA POST MORTEM

Dos 475 procedimentos realizados, 47 apresentaram sucesso na amplificacdo (mais de 4 locos
amplificados), sendo que os restantes, apresentaram perfil STR baixo (1-3 locos amplificados) ou
nenhum loco amplificado em relacdo a tipagem de regides nucleares polimérficas do tipo
microssatélite utilizando o conjunto comercial Profiler Plus (Applied Biosystems) (Tabela 10). Os
resultados obtidos com sucesso na etapa de amplificagdo demonstraram desde a tipagem 6tima, todos
os locos amplificados, (Figura 27) até o limite inferior de sucesso (Figura 28), fato que é evidenciado
na literatura, por grande nidmero de experimentos que demonstram que existe uma relagdo inversa
entre o tamanho do loco e o sucesso na amplificacdo do PCR em amostras contendo DNA degradado,

tipicas de cadaveres em estado de decomposi¢do avancado (BUTLER, 2005).
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Figura 27. Amplificacdo total dos 9 locos STR e o loco amel do sistema Profiler Plus para o0 0sso do
tipo metatarso (amostra “6”) extraido pelo método substitutivo.
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Figura 28. Amplificacdo parcial para o0 0sso do tipo metatarso (amostra “6™) extraido pelo método
fenol-cloroférmio-microcon, sendo apenas os locos de menor tamanho amplificados.
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V.4 VARIACOES NAS TAXAS DE SUCESSO DOS STRs NOS DIFERENTES
ELEMENTOS OSSEOS

No estado de Santa Catarina, as identificagdes nos casos envolvendo cadaveres séo
usualmente de dois tipos: a) cadaveres ou suas partes encontradas em diferentes locais e
estigios de degradacéo e b) exumados de cemitérios publicos ou privados. Em ambos os
casos o estado de preservacdo é muito varigvel, porém os 0ssos continuam preservados com
pouco ou sem tecido mole presente. Dessa forma, como 0s 0sso0s sdo rigidos e, portanto,
menos suscetiveis a degradacdo (HOFF-OLSEN et al., 2001), sdo os tecidos de escolha para
a tipagem por DNA.

Em estudos post mortem, considera-se a importancia do ambiente em que se
encontrava o cadaver, principalmente devido a deposicdo de compostos himicos na amostra,
dificultando assim sua amplificacdo. A maior taxa de insucessos na amplificacdo foi
verificada nas amostras “3” e “5”, provavelmente pelo local onde os cadaveres foram
depositados. A amostra “3” foi encontrada no mangue, um ambiente rico em matéria
organica e a amostra “5” foi encontrada em uma mata Umida abaixo de uma cobertura de
folhas, local com grande decomposicdo de matéria organica e rica em microorganismos e
insetos de solo.

Excepcionalmente, ossos bem preservados sdo encontrados em ambientes imidos ou
molhados, com sedimentos ricos em matéria organica ou excrementos. Nesses ambientes
ricos em matéria organica e umidade, mas ndo com a imersdo completa do material em agua,
existe a deposi¢do continua de matéria organica que usualmente leva a uma decomposicéo
acelerada do material, com o desenvolvimento de comunidades bacterianas e fungicas, com o
aumento da temperatura no micro ambiente onde se encontra a amostra (NICHOLSON,
1998).

Além disso, nesses ambientes onde os cadaveres “3” e “5” foram encontrados, existe
a grande presenca de substancias fenolicas: acido humico, &cido fulvico e o hamus,
contaminantes da PCR (GOODYEAR; BLACK, 1994). O material himico no solo tem
tamanho similar e carga caracteristica do DNA resultando em suas co-extragdes,
principalmente em cad&veres encontrados sob essas condicdes, evidenciado pela quantidade
de cor marrom nas extragdes (YEATS et al., 1998) (Figura 29). Estas substancias constituem-
se em uma mistura de um complexo polifendlico formado pelo processo de degradacdo de
substancias orgéanicas através da acdo de microorganismos e vermes presentes no solo.

Possuem caracteristicas como: terem grande habilidade em reter grandes quantidades de



83

agua, sdo polipeptidios, quelam ions metalicos sob condicGes alcalinas, sdo ricas em
substancias minerais e orgéanicas e possuem extrema capacidade de troca i6nica. No estudo

sobre bioquimica do DNA proveniente de 0ssos, Tuross (1994) demonstrou que a adi¢do de

100ng de &cido fulvico inibia completamente a amplificagdo por PCR de DNA lambda.

Figura 29. Diferentes concentracfes de acidos himicos nas amostras de ossos. Na esquerda a mais
transparente (controle), a direita mais escura (maior quantidade de compostos fenélicos). Da esquerda
para direita, controle (4gua-ultra pura estéril), ulna 1, fémur 4, fémur 2, pabis 5, clavicula 3, costela 5,
vértebra 3. Quanto mais escura a amostra maior é a presenca de acidos himicos. As amostras “3” e
“5” foram as que apresentaram maior quantidade de acidos himicos.

Ambientes desprovidos de umidade e matéria organica acumulada apresentam
reduzida atividade bacteriana e favorecem os fenémenos de dessecagéo e putrefacéo, situacéo
que conserva mais 0 DNA, e possui mais chance de amplificagdo como no caso da amostra
“1”. Além disso, diferentemente da amostra “5”, que se encontrava em uma floresta imida, a
amostra “1” dificilmente serd coberta casualmente pela natureza, com serrapilheira, material
vegetal, sedimentos ricos em matéria organica provenientes de lama, os quais em uma
floresta podem chegar até 80cm e favorecem a acdo de microorganismos de solo
(NICHOLSON, 1998).
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A amostra “7”, apesar de ser encontrada nas mesmas condi¢cdes que a amostra “1”,
ndo apresentou a mesma taxa de sucesso de amplificacdo que ela, no entanto esse fato se
deve ao tipo de 0sso e ao estado de decomposi¢do mais avan¢ado em que a amostra “7” foi
encontrada e ndo ao local onde ambos foram encontrados. O sacro € um 0sso mais chato e
mais esponjoso, sendo que a obtencdo de DNA desse tipo de amostra € muito mais dificil
(EDSON et al., 2004).

Apesar dos cristais de apatita serem vulneraveis a dissolu¢do quando retirados de
condic@es de equilibrio fisioldgico, eles estdo organizados numa estrutura juntamente com o
colageno, que proporciona protecdo a superficie dos agregados de cristais, sendo que 0s
cristais dos 0ssos de cadaveres recentes ou suas partes ndo se dissolvem na &gua do mar
(TRUEMAN; MARTILL, 2002). Em locais inundados ou em ambientes marinhos, a situagéo
do ambiente referente & preservacdo do cadaver é similar a ambientes secos, com pouca
atividade microbiolégica (PENACINO, 1999), além de que os fendmenos cadavéricos que
aparecem em uma semana ao ar livre, demoram duas semanas na dgua para aparecerem e 0ito
semanas em sepultamento normal (BUTLER, 2005), por isso também o maior sucesso de
amplificagdo da amostra “6”.

Os resultados obtidos com a amplificagdo do material mostraram que a amplificagéo
do material é mais amplamente dependente do estado de conservacdo da amostra. De acordo
com a literatura (MILOS et al., 2007), o tempo considerado do o0sso depositado em um
determinado ambiente ndo é o principal fator, e sim, certamente mais significativo as
condigdes ambientais experimentadas por este 0sso durante o tempo em que ele se encontra
ali. No nosso estudo, os dois fatores parecem ter sido relevantes, uma vez que as amostras
“1” e “6” ndo apresentavam decomposigdo do tipo esqueletizado, demonstrando estarem em
estado de decomposi¢do mais recentes e pelo tipo de ambiente em que foram encontrados,
que proporcionava poucos danos por ataques de bactérias e fungos, e consequentemente
proporcionaram o maior nimero de sucesso nas amplificacGes, 14 e 10 respectivamente.

O interessante, é que alguns ossos que foram amplificados, no entanto, ndo foram
detectados na quantificacdo em gel de agarose ndo apresentando banda ou “rastro” de DNA
na coluna onde se correu a respectiva amostra, como no caso da amostra “6” nos métodos de
extracdo fenol-cloroférmio-microcon e substitutivo e a amostra “1” no método Dextran Blue-
orgénica. Isso se deve ao fato de que as bandas ou “rastros” contidos no gel foram corados
com brometo de etidio a baixa concentragdo, que colore por intercalar-se na dupla-fita de
DNA, sendo que concentragdes menores que 1ng de DNA ndo podem ser visualizadas por

exame direto em gel na luz ultravioleta (HILLIS; MORTIS, 1990). Dessa forma, estas
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amostras poderiam apresentar quantidades menores que 1ng, ndo sendo detectadas através da
eletroforese em gel de agarose, mas amplificadas e detectadas atraves de eletroforese capilar

que tem capacidade de detectar amostras cuja concentragdo esteja em torno de 0,1ng.
V.5 DESCALCIFICAGAO VS. NAO DESCALCIFICACAO

A degradacdo do material cadavérico € um processo de muitas fases que envolvem
alteracdo da porcdo organica da matriz 6ssea, mudangas nos componentes minerais nos
niveis moleculares ou nos niveis de agregados de cristais, aumento na producédo de fosfato e
infiltracdo nos espacos vasculares pelos minerais provenientes do solo (TRUEMAN;
MARTILL, 2002).

Segundo IMAIZUMI (2005), estudos prévios mostraram que o tratamento a partir da
descalcificacdo melhora na recuperacéo e tipagem do DNA devido & remocéo dos ions célcio
que interferem na amplificagdo do DNA. A hidroxiapatita, maior constituinte do 0sso, pode
interferir na extragdo do DNA, pois o célcio presente em sua constituicdo tem uma alta
afinidade pelos grupos fosfatos do esqueleto de DNA. De fato, processos de descalcificagéo
sdo rotineiramente utilizados com extragdes de DNA no campo da antropologia (LATHAM,;
RITKE 2002; DUGAN et al., 2007).

A descalcificacdo se faz principalmente pela adicdo de EDTA junto a amostra ja
pulverizada. O EDTA é um quelante inespecifico de cétions divalentes, usado com a
finalidade de quelar célcio. Devido a sua inespecificidade o EDTA quela também o
magnésio, cofator critico para a atividade da DNA polimerase, levando a inibi¢do desta
enzima na reagdo da PCR. Desta forma, o presente estudo ird empregar como agente de
descalcificacdo além do EDTA, o EGTA (&cido tetracético etilenoglicol), um quelante
especifico para célcio, a fim de obter amostras puras e livres de interferentes, proprias para o
uso na PCR e nas andlises de genética humana.

Essa etapa seguiu o protocolo padrdo de Hagelberg e Clegg (1991), no entanto
existem diversos protocolos descritos na literatura que deixam 0s 0ssos desde um pequeno
periodo de 12h ou até mesmo 12 dias nesse processo de descalcificacdo. Dessa forma para
estabelecer o protocolo padrdo para a nossa etapa de extracdo foram feitos alguns
experimentos em amostras-testes para ver o tempo de remog&o do célcio da amostra.

Apos serem adicionados nos respectivos tubos, EDTA a 0,5M e EGTA a 0,5M a
amostra ficou incubada sob agitagdo por um periodo de 24h. Depois desse tempo, as

amostras foram submetidas ao processo de centrifugagdo, descartado o sobrenadante e
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acrescido novamente mais reagente descalcificante. O sobrenadante descartado era
submetido a um teste no qual se adicionava algumas gotas de oxalato de amonio saturado.
Verificou-se que nos primeiros dois dias apés a adicdo de oxalato de amonio, o sobrenadante
descartado ficava com uma coloragdo escura, devido ao fato que este apresentava uma grande
quantidade de célcio que é insolivel em oxalato (LATHAM; RITKE 2002). No primeiro dia
a cor escura era bem evidenciada, e no segundo dia apenas uma coloragéo turva. Apos trés
dias, o sobrenadante descartado ndo apresentava mais a coloracdo caracteristica de célcio
insoluvel quando adicionado oxalato de amdnio. Estes testes foram realizados ao longo de
sete dias, sendo que do terceiro ao setimo dia, ndo houve diferenca nas coloracdes obtidas.
Os resultados foram validados tanto para 0 EDTA como o EGTA, e a descalcificacdo de 72h
foi adotada como padréo neste trabalho.

A completa descalcificagdo do 0sso ndo implica necessariamente no sucesso da
extracdo de DNA, na verdade em muitos casos reduzem a quantidade de DNA. Entretanto
esta etapa € util também para remover contaminantes sollUveis, reduzindo a coloracgéo
marrom da amostra pulverizada (HAGELBERG; CLEGG; 1991).

Em relacdo a descalcificagdo, os resultados obtidos sem descalcificagdo, ou com
descalcificacdo a partir de EDTA ou EGTA, ndo se demonstraram significativamente
diferentes, (X°)= 2,850, p=0,2405).

V.6 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRAGCAO UTILIZADOS

A capacidade de isolar DNA com quantidade, qualidade e integridade suficientes
representa um requisito essencial em praticamente todas as analises envolvendo Biologia
Molecular. Métodos para extrair e isolar o DNA sdo numerosos e variam em complexidade
de acordo com os requisitos da aplicagdo final.

Os métodos que utilizam fenol e cloroférmio sdo muito utilizados na literatura, uma
vez que o fenol por ser um forte desnaturador de proteinas, facilita a remocéo destas dos
extratos celulares, tornando-as insollveis a fase aquosa, onde se encontram 0s acidos
nucléicos. O cloroférmio é adicionado ao fenol, pois este além de ser um desnaturador de
proteinas, possui também a propriedade de estabilizar a interface celular, reduzindo a
quantidade da fase aquosa retida na fase orgéanica e aumentando desta maneira a densidade
das misturas e facilitando a remocéo de lipidios e contaminantes protéicos presentes na fase
orgénica, deixando somente os acidos nucléicos na fase aquosa. O alcool isoamilico (IAA)

misturado ao fenol-cloroférmio previne a formacéo de espuma na solugdo durante agitagdo
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no vortex, além de reter proteinas desnaturadas na interface e melhorar a separacdo das fases
(UFRGS, 2007).

No método que utiliza o tubo microconcentrador, o resgate da molécula de DNA se
da através de uma pequena membrana, onde o DNA por seu tamanho maior ndo consegue
atravessar a membrana e fica retido até o final da extracdo quando o tubo € invertido e o
DNA eluido em T.E e centrifugado (Figura 30). J& no protocolo com precipitacdo
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001), o DNA é precipitado através de uma combinacdo de uma

alta concentracdo de sal e alcool (Figura 31). O isopropanol foi o alcool escolhido para a

etapa de precipitacdo, pois moléculas de DNA muito pequenas (<250pb) sdo precipitadas
ineficientemente por etanol (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Invert
spin

3. eg— DNA

Figura 30. Método de extracdo Fenol-Cloroférmio com a concentracdo do DNA sendo realizada por
tubo microcon.

gal aleool

&F‘recipﬂadn

Figura 31. O método fenol-cloroférmio com precipitagdo alcodlica segundo SAMBROOK;
RUSSEL, (2001), ¢ um dos métodos mais comuns de recuperagdo do DNA e emprega a solubilidade
diferencial de proteinas, lipidios e acidos nucléicos, no solvente organico desproteinizante de fenol.
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Neste trabalho, ndo houve diferengas significativas em relagdo a amplificagdo, entre
0s métodos utilizando o tubo microconcentrador e 0 método com precipitagdo alcodlica
(p=0,1575; teste exato de Fischer). No entanto, deve-se preferir a utilizagdo do método com
precipitacdo alcoodlica, que tem um procedimento mais f4cil e de maior rapidez. Além disso,
possui a vantagem, econdmica, pois em relacdo aos custos de material, 0 método utilizado
atualmente pelo IGP-SC tem custo maior, pois apenas a membrana do tubo microcon, tem
um custo de aproximadamente R$ 12,00, por unidade.

Os métodos que utilizam silica sdo baseados nas propriedades de inativacdo de
nucleases através de agente caotropicos (GUSCN, GuHCI, Nal, NaCl, uréia, etc.) junto com
as propriedades de ligacdo de &cido nucléico as particulas de silica na presencga deste agente.
Uma substancia caotropica rompe as pontes de hidrogénio e as interagdes hidrofdbicas,
aumentando o disturbio na molécula de DNA.

O método que utiliza silica e isotiocianato de guanidina é um método rapido e
sensivel, possuindo grande aceitagdo na comunidade cientifica que estuda amostras
arqueologicas (HOSS; PAABO, 1993; TUROSS, 1994; YANG et al., 1998. O isotiocianato
de guanidina tem-se mostrado um poderoso agente de purificacéo e deteccdo do DNA devido
seu potencial de lisar células combinado com seu potencial de inativar nucleases. A
desvantagem deste método € o alto custo destes reagentes, principalmente do sal, o qual é
utilizado em grandes quantidades. Desta forma, o presente trabalho testou trés tipos
diferentes de agentes caotrdpicos em substitui¢do ao isotiocianato de guanidina. O  método
que utiliza silica-DNAZzol é baseado na lise e nas propriedades de inativagdo de nucleases do
agente caotrépico isotiocianato de guanidina (GUSCN) junto com as propriedades de ligacéo
de &cido nucleico as particulas de silica na presenca deste agente. O DNAZzol é um reagente
especifico formulado para o isolamento de DNA de sangue total. E um método caotropico,
que utiliza o sal isotiocianato de guanidina, que é capaz de romper as membranas celulares e
liberar os &cidos nucléicos. A substituicdo do isotiocianato de guanidina pelo DNAzol neste
estudo se deve pelo fato do DNAZzol ser um produto comercial de fécil disponibilidade com
controles de qualidade bem definidos e com um baixo custo por andlise.

Além do DNAzol, foram testados como agentes caotropicos, o cloreto de sodio e o
iodeto de sodio em altas concentragdes. A desvantagem destes protocolos, € que quantidades
minimas de particula de silica sdo potentes inibidores da reacdo de PCR. Os resultados dos
protocolos baseados em silica ndo foram satisfatorios (figuras 32, 33 e 34), a exemplo de
outros casos descritos na literatura onde ndo houve amplificagdo de amostras provenientes de
0ssos da regido de Santa Catarina (ARRUDA, 2002).
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Figura 32. Eletroferograma da amostra ulna 1, extraida pelo método silica-NaCl. Unica amostra
que apresentou sucesso na amplificacdo de 4 ou mais locos para este método de extracdo.
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Figura 33. Eletroferograma da amostra ulna 1, extraida pelo método silica-DNAzol. Unica amostra
amplificada com sucesso para este método de extracao.
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Figura 34. Eletroferograma da amostra ulna 1 extraida pelo método silica-Nal. Nenhuma das
amostras submetidas a este método de extracdo apresentou amplificacéo para algum loco.

No metodo de extracdo proposto por Cattaneo et al. (1997), o acetato de sddio
saturado é utilizado para remover quaisquer materiais que ndo seja &cido nucléico, antes da
precipitacdo com isopropanol. No entanto nestes extratos, frequentemente sdo encontrados
inibidores de PCR (CATANEO, 1997), o que explica o baixo indice de sucesso de
amplificacdo por este método que foi capaz de amplificar apenas as amostras “1” e
“4”(Figuras 35 e 36).
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Figura 35. Amplificacdo total da amostra ulna 1 extraida pelo método acetato de sodio.
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Figura 36. Amplificacdo parcial da amostra fémur 4 extraida pelo método acetato de sodio.
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A dextrana azul é um reagente utilizado em protocolos recentes de extracdo de DNA.
O “Dextran Blue”, nome comercial do reagente, é extraido do fungo Leuconostoc
mesenteroides e purificado. E uma molécula de alto peso molecular (2000 daltons), que se
precipita facilmente em liquidos. Quantidades minimas deste reagente diluidos em &gua ja
resultam em uma solucdo de coloragdo azul, acarretando desta forma, uma vantagem em
relacdo aos métodos de precipitacdo nos quais a porcdo precipitada fica invisivel. J& foi
demonstrado o alto poder de precipitacdo de éacidos nucléicos através da dextrana azul.
Matysiak-Scholze, Dimmeler, Nehls, (1996), demonstraram que a adigdo de 20ug de
Dextran-Blue a 1ng de pUC18 radioativa digerida por Mspl em 200ul de acetato de sddio a
0.3M e 2,5 volumes de etanol precipitam mais de 90% deste marcador molecular, enquanto
na auséncia da dextrana azul, nenhuma quantidade de precipitacdo foi encontrada. O Unico
cuidado que se deve ter, € que amostras de DNA contendo dextrana azul em concentracfes
acima de 125ug/ml, ndo sdo amplificadas pela PCR (MATYSIAK-SCHOLZE, DIMMELER,
NEHLS, 1996). Kalmar et al. em 2000, utilizando um protocolo com dextrana azul e
precipitacdo com isopropanol, demonstrou uma técnica eficiente em amplificar DNA de
fragmentos Gsseos antigos, de baixo custo e sem a utilizacdo de solventes organicos danosos
como o fenol-cloroférmio. Neste trabalho, reproduziu-se o protocolo de Kalmar et al. (2000),
no entanto, houve apenas amplificagdo em uma amostra de o0sso (vértebra sem
descalcificacdo) e nas amostras controles provenientes de sangue fresco, descartando a
hipotese de que ndo houve amplificagdo por adicdo excessiva de dextrana azul nas amostras.

Dessa forma, o insucesso nas amplificagdes dos 0ssos provavelmente ocorreu, pela
precipitacdo conjunta de contaminantes do DNA que ja estavam ligados a molécula, antes da
adicdo da dextrana a amostra. Dessa maneira, uma etapa de purificacdo foi acrescentada ao
protocolo descrito por Kalmar et al. (2000).

O procedimento de purificacdo de escolha foi o método fenol-cloroférmio com
precipitacdo alcoolica proposto por Sambrook e Russel (2001), e ja descrito neste trabalho,
com apenas uma modificacdo. Na precipitacdo alcodlica, posterior & fase de extracéo
organica, o sal utilizado foi 0 acetato de amdnio 2M em substituicdo ao acetato de sodio, uma
vez que poderia ainda existir tragos de acetato de amoénio na amostra provenientes do
protocolo anterior. Os resultados demonstraram uma melhora significativa, amplificando 13
amostras a mais (p=0,0002; teste exato de Fischer), em relacdo ao método utilizando apenas a
dextrana azul (Figuras 37 e 38). Sendo que este protocolo modificado, amplificou mais
amostras que o método fenol-cloroférmio-microcon, apesar de ndo ser estatisticamente

significativo (0,0730; teste exato de Fischer).
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Figura 37. Eletroferograma da amostra ulna 1 extraida pelo método Dextran Blue, exibindo auséncia

de amplificagdo para todos os locos do sistema Porfiler Plus.
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Figura 38. Eletroferograma da amostra ulna 1 extraida pelo método Dextran Blue-organica, exibindo
amplificacdo total dos locos e demonstrando a eficiéncia da etapa de purificacdo deste método.
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Como visto, ja& existe um grande numero de procedimentos utilizados pela
comunidade forense para extracdo de DNA em 0ssos, e todos eles empregando nitrogénio
liquido e métodos de pulverizagdo dos fragmentos 6sseos. Assim, neste trabalho foi realizada
a extracdo de DNA de material ndo pulverizado. A pulverizacdo é uma técnica que consome
tempo e oferece um risco de contaminacéo cruzada, pois os frascos onde sdo colocadas as
amostras sao reutilizados, aléem do custo e da disponibilidade de nitrogénio liquido.

Neste tipo de extracdo foi realizada uma etapa distinta dos outros métodos: a
clarificacdo. A clarificacdo € um método muito utilizado em procedimentos que visam a
extracdo de DNA viral de 4guas muito contaminadas ou solos lodosos. O seu objetivo € reter
as particulas maiores, encontradas nesses ambientes, além de retirar o excesso de bactérias e
fungos da amostra. O protocolo utilizado neste trabalho foi descrito por MIGNOTTE;
MAUL; SCHWARTZBROD (1999), com o objetivo de reduzir a quantidade de solo e outros
contaminantes da superficie dos fragmentos 6sseos. O protocolo de extragdo adotado
(método substitutivo) foi o mesmo que o descrito anteriormente, uma jungdo dos protocolos
de Kalmar et al. (2000) e Sambrook e Russel (2001) modificado. A  extragdo por este
meétodo conduziu ao maior percentual de amostras amplificadas, apresentando até mesmo,

amplificagGes para todos os locos testados em algumas amostras (Figura 39).
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Figura 39. Amplificacdo total dos 9 locos STRs e o loco amelogenina para a amostra ulna 1
submetida a extracdo de DNA pelo método Substitutivo.
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As amostras processadas com MicroconTM-100 obtiveram os melhores resultados em
relacdo a pureza do DNA extraido dentre as amostras que mais amplificaram (fenol-
cloroférmio-microcon; fenol-cloroféormio com precipitacdo alcoélica; acetato de sodio;
Dextran Blue-organica e método substitutivo), tanto nas densidade 6pticas (DO) de
260/280nm quanto na de 260/230nm. No entanto ndo foram diferentemente significativas do
meétodo substitutivo em relagdo & leitura em DO de 260/230nm (Tabela 11). Sendo que o
meétodo fenol-cloroférmio-microcon se mostrou superior e se diferenciou estatisticamente

dos outros métodos em relacdo a leitura na DO de 260/280nm (Tabela 12).

Tabela 11. Resultados estatisticos demonstrando a diferenca significativa entre o método fenol-
cloroférmio-microcon e os outros métodos de extracdo de DNA utilizados neste trabalho, exceto
quando comparado ao método sem o procedimento de pulverizagcdo da amostra (método substitutivo)
em relacdo a leitura das razdes entre as densidades épticas de 260/230nm.

Métodos em questdo que Valor de t Valor de p | Possuem diferenca

obtiveram mais amplificagdes (teste t bilateral estatistica

comparacdo leitura 260/230nm | independéncia)
fenol alcodlica x  microcon 9,0339 p<0,0001 SIM
dextran-organica X ~ microcon 2,8070 0,0059 SIM
acetato de sdio X  microcon 15,2418 p<0,0001 SIM
substitutivo X  microcon 0,1556 0,8768 NAO
substitutivo x  fenol alcodlica 6,2414 p<0,0001 SIM
substitutivo X dextran-organica 1,9971 0,0498 SIM
dextran-organica x  fenol alcodlica 5,5443 p<0,0001 SIM
dextran-orgéanica x acetato de sodio 10,5325 p<0,0001 SIM
fenol alcodlica x acetato de sodio 4,8442 p<0,0001 SIM
substitutivo X acetato de sédio 9,2387 p<0,0001 SIM

Tabela 12. Resultados estatisticos demonstrando a diferenca significativa entre o método fenol-
cloroférmio-microcon e os outros métodos de extracdo de DNA utilizados neste trabalho, em relacéo
a leitura das razes entre as densidades Opticas de 260/280nm.

Métodos em questdo que Valor de t Valor de p | Possuem diferenca

obtiveram mais amplificagdes (teste t bilateral estatistica

comparacao leitura 260/280nm independéncia)
fenol alcodlica x  microcon 10,1572 p<0,0001 SIM
dextran-organica x  microcon 4,0192 0,0001 SIM
acetato de sddio x microcon 22,004 p<0,0001 SIM
substitutivo X  microcon 5,3424 p<0,0001 SIM
substitutivo x  fenol alcodlica 2,0961 0,0394 SIM
substitutivo X dextran-organica 0,6853 0,04962 SIM
dextran-organica x  fenol alcodlica 3,0709 0,0028 SIM
dextran-organica X acetato de sddio 6,9244 p<0,0001 SIM
fenol alcodlica x acetato de sodio 5,0785 p<0,0001 SIM

substitutivo X acetato de so6dio 5,6785 p<0,0001 SIM
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Dessa maneira 0 método substitutivo demonstrou ser, juntamente com o método
fenol-microcon, o melhor método para remover as substancias humicas presentes nas
amostras extraidas, retirando desta forma, a principal fonte de inibicdo da reacdo em cadeia
da polimerase deste tipo de amostra.

Em relagdo aos métodos de extracdo e a taxa de sucesso de sua amplificagdo, houve
diferencas significativas entre os métodos de extracdo, quando analisados todos os métodos
que tiveram pelo menos uma amplificacdo (excluiu-se apenas o método silica-Nal). Os
valores encontrados no teste do qui-quadrado foram X2(7) =44,612 ; p <0,0001 e no teste-G
foram X%y = 45,0623 ; p < 0,0001.

Sendo assim, foram selecionados apenas os testes que apresentaram mais de uma
amplificacdo (fenol-cloroférmio-microcon; fenol-cloroférmio com precipitacdo alcodlica;
acetato de sodio; Dextran Blue-organica e método substitutivo) sendo que estes ainda
apresentaram diferengas entre eles no teste do qui-quadrado X2(4) =12,610;p =0,0133 eno
teste-G foram X’y = 12,8085 ; p = 0,0123

Desta forma, foi realizada através do teste exato de Fischer, uma comparacéo entre

estes métodos um a um, para ver quais metodos se diferenciavam um do outro (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados estatisticos demonstrando a diferenga significativa entre 0 método substitutivo
e 0 método fenol-cloroférmio-microcon em relacdo ao nimero de sucessos de amplificacfes em cada
método.

Métodos em questdo | Valor de p (Fischer) | Possuem diferenca estatistica
Fenol alcodlica x microcon 0,1575 NAO
Dextran/fenol x microcon 0,0730 NAO
Acetato de sédio x Microcon 0,2639 NAO
Substitutivo X microcon 0,0240 SIM
Substitutivo x fenol alcoélica 0,1425 NAO
Substitutivo x dextran/fenol 0,2267 NAO
Dextran fenol x fenol organico 0,4119 NAO
dextran/fenol x Acetato de s6dio 0,0094 SIM
Fenol alcodlica x acetato de s6dio 0,0283 SIM
Substitutivo x acetato de s6dio 0,0039 SIM

Em relagdo a amplificacdo, a falta de pureza das amostras nos métodos fenol-
cloroférmio com precipitacdo alcodlica, Dextran Blue-orgénica e Substitutivo, em relagéo a
densidade Optica 260/280nm parece ter sido compensada pela maior quantidade de material
(demonstrado através da quantificacdo em gel de agarose), uma vez que houve um maior

nimero de sucessos de amplificacfes nestes métodos de extracéo.
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Os resultados demonstram que o método de extracdo fenol-cloroférmio-microcon ndo
se diferencia significativamente do método que utiliza apenas acetato de sddio, enquanto
todos os outros métodos acima destacados se diferenciam deste.

Também se verifica que o unico método que se diferencia significativamente do atual
procedimento de extracdo estabelecido pelo IGP-SC (fenol-cloroférmio-microcon) é o

meétodo Substitutivo (sem pulverizacao).

V.7 RELACAO CUSTO BENEFICIO DOS METODOS EMPREGADOS

Vérias metodologias sdo empregadas para obtencdo de DNA a partir de 0ssos e
dentes, e todos eles empregando nitrogénio liquido e metodos de pulverizacdo dos
fragmentos 6sseos. Algumas utilizam o moinho mineralégico (HOSS et al., 1993, VERNESI
et al., 2001), ou pulverizacdo com nitrogénio liquido em cadinho e pistilo autoclavados
(SIVAGAMI et al., 2000, MURAKAMI et al., 2000), ou incisdo e pulverizagdo com broca
dentaria ou broca de furadeira (GILBERT et al., 2004). O IGP-SC utiliza o moinho
criogénico como outros trabalhos descritos na literatura (ALONSO et al., 2001, Meyer et al.,
2000), no entanto todas estas metodologias ou s&o muito caras ou pouco praticas.

Primeiro considerando os valores: 0 moinho criogénico custa aproximadamente R$
80.000,00, um valor alto para os laboratérios de pericias publicos e consomem um alto
volume de nitrogénio liquido. Se colocarmos que o valor de nitrogénio liquido de menor
custo encontrado € de R$4,50 o litro e sendo que em cada processo de moagem se gasta em
media 8 litros de nitrogénio liquido, a cada processo de moagem séo gastos 36 reais s6 em
nitrogénio liquido. Acrescenta-se a isto, o fato que a entrega deste nitrogénio liquido com o
menor custo é realizado apenas uma vez ao més, deve-se encher o tanque de armazenamento
que tém capacidade para 50 litros, acarretando 225 reais por més em despesas com nitrogénio
liquido, sendo que sua auséncia acarreta em casos de urgéncia parados nesta etapa por falta
deste material. O uso alternativo de equipamentos dentarios de pulverizagdo por alta-rotagdo
tem também alto custo.

Segundo, em relacdo a praticidade: o moinho criogénico utiliza frascos especificos
para o seu aparelho. Juntamente com o aparelho padrdo, vem 4 tubos completos (frasco,
tampa superior, tampa inferior e barra moedora). Ap6s cada ciclo de moagem, que pode moer
no maximo 4 amostras diferentes, deve-se esterilizar o material, para retirar o material

bioldgico e contaminantes da amostra anterior, acarretando em uma perda de tempo, para o
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profissional que poderia pulverizar mais amostras. Podem-se adquirir mais tubos para o
processo de moagem, enquanto um jogo de tubos estiver esterilizando, o segundo jogo de
tubos é colocado no aparelho. No entanto, o custo para se obter um jogo de tubos
sobressalentes (4 frascos completos) é de R$ 14.000,00. Se ndo fossem apenas esses fatores,
existe um terceiro item a ser considerado. Os frascos criogénicos sdo estreitos, sendo que
fragmentos de o0ssos muito largos ndo podem ser colocados inteiros, devendo ser
fragmentados em pedagos menores, pois existe o risco da barra moedora ficar presa durante o
processo, devido a fragmentos grandes colocados no tubo e o processo de pulverizagdo nédo
ser concretizado. Pouco pratico também sdo os métodos alternativos que utilizam pistilo e o
cadinho, que possuem baixo custo, mas ainda que possa ser autoclavado, € passivel de
contaminacdo por ser muito poroso e espalha p6 no ambiente de extracdo, o que para um
laboratorio forense, ndo é recomendavel. Dessa forma em relagdo aos custos e a praticidade,
comparou-se 0 uso do moinho criogénico com o método substitutivo descrito no trabalho.

O moinho criogénico apresenta a vantagem de aumentar a area da amostra para
receber os reagentes provenientes da extracdo através da pulverizagdo. No entanto, como
analisado anteriormente possui algumas desvantagens que podem ser resolvidas com este
método substitutivo.

No método sem pulverizacdo fragmentos inteiros podem ser colocados em tubos
conicos de 50ml, que séo tubos mais largos que os tubos criogénicos, diminuindo assim, o
esforco manual para se obter fragmentos 0sseos cada vez menores para caber no tubo
criogénico.

A segunda vantagem, é que os tubos cdnicos de plastico sdo descartaveis e de baixo
custo, apds a sua utilizacdo em uma amostra ele pode ser descartado, sendo as amostras
seguintes acondicionadas em novos tubos, excluindo-se possiveis contaminagdes.

Uma terceira vantagem deste método substitutivo é que ele pode ser realizado no
momento que o profissional deseja, ndo dependendo da entrega do nitrogénio liquido, ou se
0s tubos ja foram esterilizados ap6s uma utilizacdo anterior.

A quarta grande vantagem € em relagdo ao custo, imaginando-se o valor a ser
empregado na compra do moinho criogénico (R$80.000,00) e um jogo de tubos
sobressalentes (14.000,00), sem contar o custo mensal em nitrogénio liquido, a quantidade de
reagentes que podem ser adquiridos para uma maior otimizacdo deste método substitutivo.
Para se ter um verdadeiro pardmetro disto, é s6 considerar os reagentes utilizados neste
trabalho para este método substitutivo. Foram empregados apenas reagentes de utilizagéo

basicos em etapas de extragdes e tubos cOnicos simples que ja produziram resultados
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melhores dos que apresentados pelo método que utiliza a pulverizacéo e a obtengdo de DNA
por tubos microconcentradores. Se fosse investido um bom valor realmente nisto em
parcerias com as Universidades, com certeza métodos substitutivos j& demonstrariam
resultados mais eficientes, do que os obtidos neste trabalho.

A quinta vantagem é a redugdo do numero de etapas antes da extracdo do DNA.
Enquanto no método com pulverizagdo, além da obtencdo dos fragmentos através da
serragem do o0sso, o profissional ainda deve obter fragmentos menores a partir dos
fragmentos anteriores, pulverizar a amostra e realizar a esterilizagdo do material utilizado,
enquanto no método substitutivo deve apenas realizar a obtencdo dos fragmentos atraves da
serragem do 0Sso.

Ao analisarmos 0s quatro métodos que produziram mais amplificagdes (fenol-
cloroférmio-microcon, fenol-cloroférmio com precipitagéo alcodlica, Dextran Blue-orgéanica
e metodo substitutivo), o que possuiu a maior porcentagem de sucesso em amplificacfes foi
0 método substitutivo com 36,84%, seguido do mesmo protocolo, mas com o acréscimo da
etapa de pulverizacdo 24,56%, o método organico com precipitagdo 21,05% e por Gltimo, o
método fenol-cloroférmio microcon 12,28%.

Se formos levar em conta que o método substitutivo ndo teve o procedimento de
descalcificacdo, e analisarmos junto com os trés métodos acima também se levando em conta
somente as amostras sem descalcificagcdo, 0 método sem pulverizacdo teve um maior nimero
de amplificagdes (7 em 19 amostras) contra 6/19 do método dextran-fenol, 5/19 do método
fenol-cloroférmio com precipitacéo e 2/19 do método fenol-microcon. Mesmo os resultados
obtidos ndo sejam diferentemente significantes X = 3,800 ; p = 0,2839 e no teste-G foram
X?a = 4,2082 ; p = 0,2398; a ndo pulverizacdo do material, demonstra ser o método com o
melhor custo beneficio deste trabalho, principalmente quando comparado ao atual método de
extracdo utilizado pelo IGP-SC (Tabela 14), o qual apresentou diferengas significativas

quando comparadas ao método Substitutivo (Figuras 40A, B).
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Tabela 14. Comparacao entre os métodos fenol-cloroférmio-microcon e a metodologia sem
pulverizacdo apresentados neste trabalho.

Metodologia

Metodologia Atual

Metodologia sem pulverizacéo
(Substitutivo)

Equipamento/
Material
Requerido

eMoinho Criogénico
eNitrogénio Liquido
e Tubos Microcon e microtubos simples

eTubos Conicos de 50ml
eMicrotubos simples

Passos Tipicos
do Processo

e Serrar 0 0sso em fragmentos

e Obtencgdo de fragmentos menores
e Pulverizacdo

e Aliquotar o material 6sseo
pulverizado

e Incubacdo

e Extracdo do DNA*

e Serrar o osso em fragmentos
e Incubacdo
e Extracdo do DNA*

Vantagens

e Aumento da area de contato da
amostra

e Baixo custo

e Facil manuseamento

eBaixo risco de contaminagdo
externa

e Eficiéncia

e Economia de tempo

e Rapida reprodutibilidade

*Apesar de possuir mais etapas, o protocolo de extragdo do método substitutivo possui menos gastos
em relacdo aos métodos que utilizam Fenol-Cloroférmio-1AA, pois utiliza metade dos volumes deste
reagente quando comparado ao protocolo do FBI (1996). Além disso, o principal reagente deste
método, a dextrana azul € utilizada em quantidades diminutas (solugdo estoque 20ug/ml), sendo que
seu pre¢o no comércio é de R$115,58 por 10g do produto (SIGMA).

A B
Resultados obtidos com Resultados obtidos com o uso
a metologia atual da Extragdo sem Pulverizagao
Inconclusivo Inconclusivo
87.72% 63.16%

Perfil
12.28%

Perfil
36.84%

Figura 40 A. Resultado, empregando a metodologia fenol-cloroférmio-microcon (atualmente
utilizada pelo IGP-SC, na resolugdo de identificacdes em 0ssos) para a obtengdo de DNA dos 19
0ssos obtidos neste trabalho. B. Resultado obtido empregando um novo método de extracdo de
DNA em 0ssos, 0 qual ndo utiliza a pulveriza¢do dos mesmos.
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V.8 — ANALISE DA DISTRIBUICAO ALELICA E PARAMETROS FORENSES DO

ESTADO DE SANTA CATARINA
As frequéncias alélicas observadas na populagdo de Santa Catarina sdo apresentadas

abaixo, na tabela 15 e os parametros forenses desta populagéo na tabela 16.

Tabela 15. Frequéncias alélicas da populacdo de Santa Catarina para os 15 locos STRs do conjunto
comercial Identifiler.

(continua)
Alelo |D8S1179 | D21S11 | D7S820 |CSF1PO |D3S1358 |THO1 |D13S317 |D16S539 |D2S1338 |D19S433 | VWA [TPOX D18S51 | D5S818 FGA
(N) | (452) (450) (445) (445) (451) |(451) | (450) (448) (432) (437) |(452) |(448) | (447) (450) |(449)
5 0,001 0,002
6 0,001 0,205 0,001 0,011
7 0,017 0,006 0,194 0,003 - 0,003 0,021
8 0,008 0,124 0,010 0,139 0,132 0,016 0,496 0,003
9 0,012 0,128 0,019 0,143 0,087 0,137 0,098 0,001 0,034
9,3 - - - 0,305 - - - - -
10 0,083 0,272 0,293 0,014 0,061 0,090 0,002 0,069 0,007 0,067
1 0,077 0,253 0,309 0,003 0,269 0,292 0,011 0,003 0,273 0,011 0,319
12 0,150 0,161 0,298 - 0,287 0,290 0093 - 0046 01121 0,371
12,2 - - - - - - 0,009 - - - -
13 0,291 0,039 0052 0,002 0,104 0,155 0,302 0,002 0,001 0,101 0,168
13,2 - - - - - - 0026 - - -
14 0,235 0,007 0012 0,104 0,056 0015 0,001 0,244 0,112 0,191 0,013
14,2 - - - - - 0026 - - -
15 0,116 0,279 0,001 0002 0,002 0,181 0,115 0,155 0,003
15,2 - - - 0,043 - -
16 0,019 0,248 0,042 0,046 0,243 0,125
16,2 - - - 0011 - -
17 0,009 0,225 0,263 0,002 0,229 0,133 0,003
17,2 - - 0,001 - - -
18 0,126 0,091 - 0211 0,053 0,008
18,2 - - 0,001 - - 0,006
19 0,009 0,117 0,067 0,053 0,079
19,2 - - - - 0,001
20 0,002 0,135 0,013 0,036 0,116
21 0,021 0,003 0,006 0,161
21,2 - - - 0,003
22 0,061 0,006 0,165
22,2 - - 0,003
23 0,112 0,001 0,155
23,2 - - 0,001
24 0,071 0,001 0,158

24,2

0,001 -




Tabela 15. Frequéncias alélicas da populacdo de Santa Catarina para os 15 locos STRs do conjunto
comercial Identifiler.
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(conclusio)

Alelo D8S1179 D21S11 | D7S820 |CSF1PO |D3S1358 |THO1 |D13S317 |D16S539 |D2S1338 |D19S433 | VWA |TPOX D18S51 | D5S818 FGA
(N) (452) (450) (445) (445) (451) |(451) (450) (448) (432) (437) |(452) |(448) (447) (450) [(449)
25 - 0,060 0,087
26 - 0,016 0,045
27 0,037 0,005 0,004
28 0,149 - 0,002
28,2 0,001 - -
29 0,231 0,001 0,001
30 0,229 0,001 -
30,2 0,032 -
31 0,071 -
31,2 0,097 0,001
32 0,009
32,2 0,098
33 0,002
33,2 0,032
34 -
34,2 0,003
35 0,007
36 -
37 -
38 0,001
Quant. |D8S1179 D21S11 | D7S820 [CSF1PO |[D3S1358 |THO1 |D13S317 |D16S539 |D2S1338 |D19S433 VWA |TPOX | D18S51 | D5S818 | FGA
alelos | (10) (16) (8) (9) 9) (6) 9) (10) (16) (15) | 10 [ 9 (16) (9) (19)
Em destaque (negrito), a maior frequéncia alélica encontrada para cada loco.
O levantamento da distribuicdo alélica revelou que os locos com menor e 0 maior
nimero de alelos foram, respectivamente, o0 THO1 com 6 alelos e 0 FGA com 19 alelos. A
maior frequéncia observada foi a do alelo 8, do loco TPOX, com o valor de 0,496.
Tabela 16. Parametros forenses investigados na populacdo de Santa Catarina.
loco |P8S1179 D21S11 | D7S820 |CSF1PO |P3S1358 | THO1 p13S317 |D16S539 |D2S1338 |D19S433| vWA |TPOX | D18S51 | D5S818 FGA
F’PDF 0937 0957 0931 0881 0921 0922 0936 0919 0968 00938 0937 0,840 0,969 0,882 0,967
PIC 079 08 077 068 075 075 078 075 08 078 079 062 0,86 068 085
PC 0063 0043 0069 0119 0079 0078 0064 0081 0032 0062 0063 0,160 0031 0118 0,033
PC”1” 158 232 145 84 127 129 156 123 309 162 159 62 32,2 85 304
PEX 0630 0649 0603 0406 0536 0536 0539 0525 0,658 0531 0,630 0,291 0704 0456 0,675
IPT 272 28 253 159 213 213 214 207 29 210 272 125 344 177 312

*PF — Parametros forenses: (PD = Poder de Discriminacdo, PIC = Contelido de Informacédo do
Polimorfismo, PC = Probabilidade de Coincid@ncia, PC”1”= Probabilidade de Coincidéncia expressa
em 1 em..., PEX = Poder de Exclusédo, IPT = Indice de Paternidade Tipico).
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Os resultados relativos aos calculos de poder de discriminacdo demonstram que 0s
locos com maior poder de discriminagdo sdo o D18S51 (96,9%), D2S13 (96,8%) e o FGA
(96,7%). O loco com menor poder de discriminacdo é o TPOX, com 84%. O poder de
discriminagdo acumulado para os 15 locos STR analisados foi de 1 — 1,71535™ =
0,99999999999999999828465. O poder de discriminacdo é proporcional as frequéncias
alélicas, sendo os locos com maior poder de discriminacéo aqueles que apresentam alelos
com baixa frequéncia e consequentemente o loco TPOX que apresentou alelos com alta
frequéncia (alelo 8), possui 0 menor valor de poder de discriminagéo.

Os calculos dos pardmetros forenses revelaram que a probabilidade de coincidéncia
variou entre 1 em 6,2 (TPOX) e 1 em 32,2 (D18S51).

Em relacdo ao indice de conteido de polimorfismo todos os locos apresentaram
valores significativos (maiores que 0,5), demonstrando-se bastantes informativos. O maior
polimorfismo indicado pelo PIC foi observado para o loco D18S51 (PIC = 0,86) e o loco
menos polimérfico foi o TPOX com um PIC =0,62.

Os resultados dos calculos dos pardmetros forenses em relagdo a paternidade indicam
0 loco D18S51 como o loco com maior poder de exclusdo, 0,704 e maior indice tipico de
paternidade, 3,44.

O poder de exclusdo esta relacionado diretamente ao grau de polimorfismo do loco e
consequentemente, também com distribuicdo das frequéncias alélicas. Dessa forma, o loco
TPOX apresentou 0 menor valor de poder de exclusdo, 29,1%. Esta é a chance de um
individuo falsamente acusado de uma paternidade ser incluido neste loco. O poder de

exclusdo acumulado para os 15 locos STR analisados foi de 0,99999682066.

V.9 — ANALISE DO EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O equilibrio de Hardy-Weinberg fornece uma simples representacdo matemaética da
relacdo genotipica e da frequéncia alélica dentro de uma populacdo ideal (STERN, 1943) e
prevé a estabilidade das frequéncias alélicas e genotipicas de uma geracdo para a proxima.
Entretanto, populag¢fes naturais usualmente violam este equilibrio e em alguma intensidade
provocam mudancas nas frequéncias alélicas ao longo das geracfes. O equilibrio de Hardy-
Weinberg conjectura casamentos aleatorios em populagdes infinitas onde ndo existe
migracdo ou mutagdes para a introducdo de novos alelos, além da ndo existéncia de selegdo
natural para o favorecimento de determinados genétipos. Todas as premissas, que certamente

ndo existem em uma populagdo humana real (BUTLER, 2005). No entanto, o teste fornece



104

informagdes importantes sobre a indicagdo de excessos de homozigotos na amostra, auxilia

na deteccdo da presenca de alelos nulos, além da perfeita independéncia dos alelos testados

nos locos existentes na populagdo sob andlise, servindo como garantia de qualidade para o

banco de dados cujas frequéncias encontram-se em equilibrio (BUTLER, 2005).

A heterozigosidade esperada é equivalente & quantidade de heterozigotos esperada em

uma populacdo panmitica e fornece uma idéia do nivel de variacdo genética em uma
populagédo (NEI, 1987).

Dessa forma, foi verificado se o banco de frequéncias alélicas construido neste

trabalho encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 17).

Tabela 17. Resultados obtidos para o calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg, na populagéo de
Santa Catarina.

Loco Homozigose | Homozigose Homozigose | Heterozigose | Heterozigose | Heterozigose Valor Desvio
Observada Esperada Observada Observada Esperada Observada p
% %
D8S1179 83 85,1484 18,4 369 366,8516 81,6 0,3516  0,0244
D21S11 78 69,5506 17,3 372 380,4494 82,7 0,3251 0,0311
D75820 88 87,3622 19,8 357 357,6378 80,2 0,5551 0,0213
CSELPO 140 121,3240 31,5 305 323,6761 68,5 0,8175 0,0174
D3S1358 106 97,6138 23,5 345 353,3862 76,5 0,9939 0,0022
THOL 106 95,4539 23,5 345 355,5461 76,5 0,3910 0,0172
D13S317 105 88,3448 23,3 345 361,6552 76,7 0,2165 0,0234
D16S539 108 98,7318 24,1 340 349,2681 75,9 0,5679 0,0256
D251338 73 58,6779 16,9 359 373,3221 83,1 0,6917 0,0272
D195433 104 85,9633 23,8 333 351,0367 76,2 0,1591 0,0244
VWA 83 84,0144 18,4 369 367,9857 81,6 0,1612 0,0232
TPOX 179 150,6413 40,0 269 297,3586 60 0,0977 0,0145
D18S51 65 55,8611 14,5 382 391,1389 85,5 0,1391 0,0213
D5S818 127 122,8643 28,2 323 327,1357 71,8 0,9577 0,0072
FGA 12 58,6299 16,0 377 390,3701 84 0,3951 0,0399
Para todos os locos X*g) = 30,603005 p =0,435106

O loco D18S51 apresentou a maior heterozigosidade e o loco TPOX a menor, uma

vez que uma maior diversidade alélica existente significa um alto indice de heterozigose e

quanto mais altas sdo as frequéncias alélicas menor € a taxa de heterozigose (BUTLER,
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2005). O loco TPOX apresentou-se pouco distribuido em relacdo as suas frequéncias alélicas,
sendo que apenas dois alelos (8 e 11) tiveram uma frequéncia somada de aproximadamente
80%, sendo que os sete alelos restantes apresentaram uma frequéncia muito abaixa das
apresentadas por estes dois alelos. J& a maior frequéncia do loco D18S51 foi de 0,191 e a
maioria dos alelos restantes se mostrou em uma freqiiéncia bem distribuida. Apesar de
ndo existir nenhuma populacéo que satisfaca os critérios postulados pelo teorema de Hardy-
Weinberg, para a populagdo de Santa Catarina todos os locos apresentaram valores de p
acima de 0,05, indicando que esta encontra-se em equilibrio de HW. Dessa forma,
conjectura-se as seguintes idéias para dar suporte ao resultado obtido.

A consequéncia de uma populagéo com tamanho finito é que a frequéncias dos alelos
sdo alterados por intermédio do processo de flutuacdo genética ao acaso, sendo o efeito desta
mais pronunciada em pequenas populacdes (HELGASON, 2003). Todavia, a presente
amostra é suficientemente grande para que as frequéncias alélicas ndo sejam afetadas
significativamente pela flutuacéo genética.

Na populacdo humana também fica claro que ndo existem casamentos completamente
ao acaso, devido a uma série de questdes culturais, so6cio-econbmicas e demograficas
(SOUZA; CULPI, 2005). Contudo, pelos STRs forenses ndo apresentarem gendtipos que
tenham algum impacto no fenétipo do individuo (como altura ou inteligéncia), estes
provavelmente ndo interferem na selegdo sexual. Além disso, como estes marcadores ndo
estdo localizados em regibes de importancia funcional do genoma, estes ndo possuem
implicacBes em relacdo ao fendtipo e ndo ha evidéncias de que estes estejam sob efeito de
presséo de selegdo.

Uma vez que se presume que estes marcadores estejam mais relaxados em relagdo a
forca da selecdo natural, eles podem, mais facilmente, sofrer mutacfes e aumentar o nivel de
polimorfismo destes locos. Contudo, as taxas de mutagOes para estes marcadores forenses
permanecem relativamente baixas, menores que 0,2% por geracdo e ndo tem efeito
significativo nas frequéncias alélicas em meio ao “pool” génico j4 estabelecido (GOODWIN;
LINACRE; HADI, 2007).

A migracdo, indubitavelmente, é o fator que mais contribui para a mudanca nas
frequéncias alélicas ao longo das geracbes nesta populacdo. Desde o inicio da historia
brasileira, Santa Catarina, com sua populagdo autdctone formada por trés grupos amerindios
(kaingang, xokleng e guarani), tem sido um local de intensa imigragéo desde a ocorréncia da
colonizacdo européia e do tréfico negreiro. No entanto, ao ocorrer esta mistura aleatoria entre

estas populagdes, esta populagdo hibridizada pode voltar ao equilibrio de Hardy-Weinberg
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apds uma geracdo (GOODWIN; LINACRE; HADI, 2007), claro que devido a aspectos como
lingua, cultura e religido, a mistura na populacdo catarinense ocorreu num processo mais
longo (SOUZA, 2003). Dessa forma, apds a mistura étnica através de varias geracoes, as
frequéncias genotipicas destes marcadores STR apresentaram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg, mas sofrendo até hoje pequenas mudancas em suas frequéncias alélicas, uma vez

que a migracdo é uma caracteristica das populagdes.
V.10 COMPARACAO COM OUTROS DADOS DA LITERATURA

Na tabela 18 sdo comparados os valores de frequéncia obtidos neste trabalho com os

encontrados na literatura para diversas populacdes do Brasil.

Tabela 18. Diferengas entre as frequéncias alélicas dos 15 locos STRs pesquisados neste estudo e
outras publicacdes de populagdes brasileiras.

Alelo SC x SC x SC x SC x SC x SC x SC x SC x SC x SC x SC x

BRA! BRAZ N BA? ms® MG® PB’ PE® RJ° Rs™ sptt

0,74430  0,71030 0,80095 0,55045 0,70505 0,03570 0,62970 0,83150 0,51255 0,70280  0,31375
+0,0433  +0,0572  +0,0229 +0,0224 +0,0201 40,0098 +0,0357 +0,0306 +0,0564 +0,0344  +0,0580

D8S1179
099360 099900  0,00000 0,99200 046035 097840  0,04941 0,00000 0,34455 0,00000  0,95300
oy 00036 £00008 00000 #0,0026 £0,0333 00123 00173 00000 00716 00000  0,0087
081210 023535 001780 0,81130 0,80300 0,12345 084895 090825 0,22960  0,86555  0,54430
orsgpo | 00444 00379 100085 00255 00233 0,074 +00316 00177 +0,0455 00109 00423
086865 0,88990 0,83950 0,86395 0,23825 0,21355 049600 0,66670  0,35975 X 0,16035
cepipo 00198  $00168  +00248 00151 200533 #00396 00337 +0,0283 00194 +0,0374
0,71940 099995 001495 0,71245 0,27075  0,75350 X X 099880 063885  0,32990
D3S1358  +0,0590  +0,0001  +0,0062 +0,0342 +0,0462  +0,0750 +0,0005 +0,0187  +0,0465
007035 0,33995 0,00365 0,11040 0,02825 0,00050 0,19760 0,01530 0,01475 X 0,00155
THOL ~ 00226 $0,0353 0,0027 0,0264 #0,0107 #0,0006 00536 +0,0073 +0,0061 0,011

0,44400 0,76020  0,14030 0,22870 0,13220  0,00605 0,33065 0,04035 0,12125 0,73125  0,28385
D13s317 #0,0473  #0,0518 +0,0322 +0,0380 +0,0261  #0,0035 +0,0442 +0,0214 +0,0229 +0,0181  +0,0313

0,63575 0,63910 051625 0,94420 0,16050 0,38725 0,79380 0,63605 0,10225 X 0,33595

D16S539 +0,0710  +0,0441  +0,0405 +0,0100 +0,0189  0,0779 +0,0369 +0,0377 +0,0269 +0,0591
X 0,23785 X 0,32310 X 0,01675 X X 0,31995 X 0,02740

D2S1338 +0,0806 +0,0373 +0,0136 +0,0526 +0,0082
X 0,36350 X 0,87295 X 0,05965 X X 0,24230 X 0,02380

D195433 +0,0697 +0,0220 +0,0273 +0,0289 +0,0091

0,35320  0,52745 0,01175 0,03945 0,37965 0,19125 0,28995 0,09430 0,40670  0,30210  0,36915

VWA +0,0468  +0,0444  #0,0059 +0,0069 +0,0482 +0,0573 +0,0436 +0,0126 +0,0513 +0,0181  +0,0518

0,91245  0,77695 0,09675 0,25630 0,14145 0,02890 0,13455 0,58210 0,25300 X 0,10750

TPOX +0,0251  +0,0433  #0,0257 +0,0274 +0,0220 40,0077 +0,0236 +0,0581 +0,0229 +0,0231
0,91810 0,77840  0,65855 0,59865 0,50035 0,37270 0,10700 0,24180 0,45805 0,86320  0,46400

D18s51  +0,0289  +0,0504  +0,0514 +0,0383 +0,0313 +0,0589 +0,0264 +0,0443 +0,0384 +0,0131 +0,0504

0,80650  0,98270  0,10890 0,64125 0,21610 0,06650 X X 0,92990 0,31935  0,08105

D5S818  +0,0579  £0,0047  +0,0135  +0,327  +0,0266  +0,0163 +0,0146  £0,0414  +0,0206
FGA 0,99600  0,48475  0,00000 0,50825 0,49670  0,87280 X 0,00000 0,05380 0,00850  0,45865
+0,0029  +0,0709  +0,0000 +0,0400 +0,0616  +0,0287 +0,0000 +0,0131  +0,0031  +0,0451

Npop-|16.065| 791 | 325 | 150 | 208 |19.105| 323 | 437 | 300 | 103 | 561

Em negrito os valores de p significativos. X — Locos ndo realizados pelos presentes trabalhos da literatura.
N pop.-Numero de individuos analisados pelos presentes trabalhos da literatura. BRA - Populacéo brasileira

1 - (WHITTLE; ROMANO; NEGREIROS, 2004). 2 -(GRATTAPAGLIA et al., 2001). 3 — (RODRIGUES;
PALHA; SANTOS, 2007). 4 — (SANTOS et al., 2004). 5 — (SILVA et al., 2004). 6 — (CASTILLO et al., 2009).
7 — (GOMES et al., 2007). 8 — (DELLALIBERA et al., 2004). 9 — (GOES et al., 2004). 10 — (LEITE et al.,
2003). 11 - (FRIDMAN et al., 2008). As frequéncias de cada populagédo se encontram presentes nos

ANEXOS deste trabalho (Anexos D a S).
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A composicdo étnica da populagdo de Santa Catarina € dita tri-hibrida (europeus,
amerindios e africanos), constituida principalmente na parte européia pela mistura das etnias
portuguesa, alemd e italiana. Em menor escala estd formada também por poloneses,
ucranianos, japoneses, amerindios e africanos-subsaarianos (MINISTERIO DO
PLANEJAMENTO, ORCAMENTO E GESTAO, 2006).

Devido a sua estrutura étnica e a estrutura étnica dos outros estados comparados, o
banco de frequéncias alélicas catarinense apresentou diferengas estatisticamente
significativas, em pelo menos um loco, com todos os estados brasileiros. O maior nimero de
diferencas apresentadas foi com a populacdo do Pard, seis diferencas existentes num total de
13 locos comparados.

O banco de freqliéncias alélicas catarinense ndo apresentou diferencas significativas
apenas quando comparado aos dois estudos na populagdo brasileira em geral
(GRATTAPAGLIA et al., 2001, WHITTLE; ROMANO; NEGREIROS, 2004). No entanto, se
observadas as comparagOes levando-se em conta seus desvios, em relagdo ao estudo da
populagéo brasileira feita por Whittle, Romanos e Negreiros (2004), a populagéo catarinense
diferencia-se desta para o loco THO1 ao se levar em conta a variacdo de 0,0226 existente,
com um valor de “p” entre 0,04775 e 0,09295.

Dessa forma, o Unico estudo que ndo se diferenciou da populagéo deste trabalho foi o
de Grattapaglia et al. (2001), sendo que este é atualmente o banco de dados utilizado pelo
IGP-SC, em suas analises estatisticas. No entanto, para fins de estatistica forense, deve-se
levar em conta que o banco de dados gerado por Grattapaglia e cols. (2001), possui uma
estrutura étnica diferente de Santa Catarina, sendo que os 800 individuos ndo relacionados de
todo territdrio nacional, sdo principalmente 40% naturais do DF, GO e MG, e como visto
anteriormente, a comparagéo entre os bancos de dados de Santa Catarina e Minas Gerais
apresentou cinco locos estatisticamente diferentes. Além disso, a comparacdo com o estado
do Mato Grosso do Sul, localizado na regido Centro Oeste do Brasil e teoricamente com uma
estrutura étnica parecida com os outros estados da regido (como Goias), também apresentou

diferencas estatisticamente significativas para o loco THOL.
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V.11 APLICABILIDADE DO BANCO DE DADOS DE FREQUENCIAS
ALELICAS DE SANTA CATARINA

Para a verificacdo da aplicabilidade deste banco de dados de frequéncias alélicas
deve-se primeiro verificar se a quantidade de individuos da amostra consegue representar
seguramente a populagdo em questdo. Chakraborty (1992), concluiu que de 100 a 150
individuos por populacdo consegue prover uma amostra adequada para todos os locos
genéticos utilizados em Genética Forense, sendo que tipagens acima de 200 individuos ndo
acrescentam gendtipos significativamente representativos na populacéo. Evett e Gill (1991)
chegaram a conclusdes semelhantes trabalhando com perfis multilocos de DNA, chegando ao
termo de que 100 a 120 individuos por loco, por populagdo, séo suficientes para uma
estatistica forense robusta. Nesse critério ndo existem problemas em relagdo ao banco de
frequéncias alélicas catarinense, uma vez que este apresenta trés vezes mais individuos do
que um banco de freqliéncias alélicas para analises forenses necessita.

No entanto para comprovar esta afirmagéo, compararam-se 0s resultados obtidos com
0 banco de dados do presente trabalho, com as andlises estatisticas de casos de identificacdo
pelo DNA ja realizados pela equipe do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina
utilizando o banco de dados da populagéo brasileira (GRATTAPAGLIA et al., 2001) em dez
testes de vinculacdo genética, cinco do tipo paternidade e cinco do tipo verossimilhanga.

Em relacdo a verossimilhanga, o célculo é realizado levando-se em conta a
probabilidade de um individuo escolhido ao acaso possuir o mesmo perfil genético da
amostra referéncia, como exemplo, uma amostra deixada na cena do crime (THE FUTURE
OF FORENSIC DNA TESTING, 2000).

Sendo assim, primeiramente realizou-se um teste simples para demonstrar o poder do
banco de dados construido para diferenciar entre dois individuos ndo relacionados na
populacdo. Para isso se escolheu os dois alelos de cada loco que apresentaram maior
frequéncia, para formar um individuo “heterozigoto modelo” cujo perfil genético seja 0 mais

comum para os 15 marcadores STRs deste trabalho (Tabela 19).
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Tabela 19. Coeficiente de verossimilhanga em uma analise tedrica levando-se em conta um individuo
modelo, cujo gendtipo para os 15 STRs autossdmicos estudados neste trabalho, sejam todos
heterozigotos e os alelos existentes sejam os mais frequentes da populagéo.

Loco Alelo Alelo | Frequéncia | Frequéncia Frequéncia do
1 2 doAlelo1 | do Alelo 2 | gendtipo mais comum

p8s1179 13 14 0,291 0,235 0,1368
D21S11 29 30 0,231 0,229 0,1058
prsg20 10 11 0,272 0,253 0,1376
csFipo M 12 0,309 0,298 0,1842
D351358 2 16 0,279 0,248 0,1384
THOL 6 9.3 0,205 0,305 0,1251
p13s317 it 12 0,269 0,287 0,1544
D16s539 it 12 0,292 0,290 0,1694
D2s133s 17 20 0,263 0,135 0,0710
D19s433 13 14 0,302 0,244 0,1474
VWA 16 17 0,243 0,229 01113
TPOX 8 11 0,496 0,273 0,2708
Digss1 14 15 0,191 0,155 0,0592
D5S818 11 12 0,319 0,371 0,2367
FGA 21 22 0,161 0,165 0,0531

3,89895 x 107 ou 1 em 25.647.930.853.178,4 (25 trilhdes)

Com o resultado obtido na tabela 19, verifica-se que o perfil STR mais comum
utilizando o banco de frequéncias alélicas catarinense ocorre com uma frequéncia de 3,89895
x 10™ ou aproximadamente 1 em 25 trilhdes. Ou seja, utilizando o banco de frequéncias
catarinense, o menor valor para o coeficiente de verossimilhanga que pode ser encontrado
serd 1 em 25 trilhdes.

A seguir, apresenta-se uma tabela (20) contendo os resultados para os casos de
verossimilhanca realizados pelo IGP-SC, comparando-se os valores encontrados de coeficiente
de verossimilhanca utilizando o banco de dados do presente trabalho e o banco de dados

atualmente empregado.
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Tabela 20. Comparacédo entre os valores de verossimilhanca para o mesmo caso utilizando-se dois
bancos de dados diferentes.

valor do coeficiente de verossimilhanca valor do coeficiente de verossimilhanca
caso encontrado é de 1 (um) em... encontrado é de 1 (um) em (utilizando
presente trabalho GRATTAPAGLIA et al., 2001)
1.73005E+21 aproximadamente (1 sextilh&o) 3.06412E+21 aproximadamente (3 sextilhdes)

1.97097E+21 aproximadamente (1 sextilhdo)  1.61954E+20 aproximadamente (161 quintilhdes)
2.50009E+19 aproximadamente (25 quintilhes) 8.60444E+18 aproximadamente (8 quintilhdes)
9.95603E+18 aproximadamente (9 quintilndes) 2.78426E+20 aproximadamente (278 quintilh&es)

g A W N B

1.00661E+20 aproximadamente (100 quintilhdes) 1.46702E+21 aproximadamente (1 sextilhdo)

Os gendtipos dos individuos e amostras envolvidos no caso de verossimilhanga e 0s
resultados utilizando o banco de dados do presente trabalho apontam completa
individualizacdo do perfil genotipico para qualquer um dos cinco casos, j& que a frequéncia
dos perfis genotipicos obtidos estdo muito acima do nimero de habitantes do planeta, ou seja,
COMO 0 caso que registrou 0 menor valor (caso quatro), é aproximadamente nove quintilhdes
de vezes mais provavel que os resultados obtidos sejam consequéncia das amostras terem
uma origem comum do que serem oriundas de dois individuos diferentes e ndo relacionados.

Os resultados encontrados com o banco de dados deste trabalho e com o banco de
dados brasileiro ndo demonstraram diferengas significativas ao nivel de 5% (p=0,7618 ; t de
student).

Na tabela 21, encontram-se os valores obtidos para o teste de vinculagcdo de
paternidade, comparando-se os resultados obtidos utilizando-se o banco de dados do presente

trabalho e o banco de dados atualmente empregado.
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Tabela 21. Calculos estatisticos para testes de vinculacdo de paternidade, utilizando-se dois bancos de
dados diferentes.

caso | Indice de Paternidade Probabilidade a Indice de Paternidade Probabilidade a
Combinado - SC posteriori - SC Combinado - BRA | posteriori - BRA

27.098.877,4579199 999999963098104  30.911.914,444751 0,999999967650015

272.068.334,482361 999999996324453 809.534.996,382947 0,999999998764723

999999929153807 14.101.892,9806091 0,999999929087539

1 0.
2 0.
3 526.623,314757288  0.999998101113124  332.944,118900893 0,999996996501996
4 14.115.083,3915837 O.

0.

6.979.474,83729965 999999856722765 3.897.916,24774371 0,999999743452737

ol

O Indice de Paternidade é uma razdo entre duas suposicBes mutuamente exclusivas e exaustivas, cujo
resultado indica quantas vezes mais provavel é a hip6tese dos achados laboratoriais serem consequéncia de
existéncia de vinculo bioldgico de paternidade entre suposto pai e requerente do que ao acaso. O indice de
Paternidade Combinado é obtido pelo produto dos indices de Paternidade individuais de cada regifo
analisada. Sendo que o indice de paternidade pode ser convertido para uma probabilidade posterior de
acordo com o teorema de Bayes (THE FUTURE OF FORENSIC DNA TESTING, 2000). Utilizou-se teta=0,01

Em relacdo ao banco de dados do presente estudo, verificou-se a vinculagdo genética
entre 0 suposto pai e o individuo requerente em cada caso. Os resultados possibilitaram o
célculo de um indice de probabilidade de certeza de no minimo 99,99999 (caso 3) e méaximo
de 99,99999999 no caso 2.

Também foi calculado o indice de Paternidade Combinado tendo sido encontrado
como valor maximo no caso 2 o resultado genético de 272.068.334 (demonstrando que é
aproximadamente duzentos e setenta e dois milhGes de vezes mais provavel que o homem
testado como suposto pai, seja 0 pai bioldgico da crianca, do que qualquer outro homem
selecionado ao acaso na populagdo em questdo), e o menor no caso 3; 526.623
(demonstrando que € aproximadamente quinhentos e vinte e seis mil vezes mais provavel que
0 homem testado como suposto pai, seja 0 pai bioldgico da crianca, do que qualquer outro
homem selecionado ao acaso na populagdo em questdo), sendo que em nenhum dos casos
acima citados, exclui-se a hipotese de que o suposto pai seja o pai biolégico do requerente.

Tomando-se os valores de frequéncia dos alelos identificados pelos marcadores
utilizados, segundo os bancos de dados especificos para a populacéo brasileira e comparando
com o banco de dados do presente estudo, ficou demonstrado por meio destes cinco casos,
que n&o existem diferengas significativas ao utilizar quaisquer dos dois banco de dados para a

analise de teste de paternidade, (P=0,5394; teste t de Student).



112

VI. CONCLUSOES

Conclui-se que o método de extracdo de DNA sem pulverizar as amostras (método
substitutivo) foi o mais eficiente para a amplificagdo dos 9 locos STRs e o loco da
amelogenina utilizando o sistema Profiler Plus, seguido pelos métodos com pulverizacgéo:
Dextran Blue-orgéanica (protocolo combinado de Kalmar et al., 2000 e Sambrook; Russel,
2001), fenol-cloroférmio com precipitacdo alcodlica (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e
fenol-cloroférmio-microcon (FBI, 1996), os quais ndo apresentaram diferencas significativas
entre eles.

A precipitagdo com isopropanol (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) foi eficaz e pode
substituir o uso do MicroconTM-100, reduzindo ainda mais o custo dos procedimentos
envolvendo as extracdes de DNA em 0ssos que utilizam apenas este solvente organico.

J& que ndo foram encontradas diferencas significativas entre as frequéncias
genotipicas obtidas e esperadas, mostrou-se que o banco de dados de frequéncias alélicas
criado encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os locos STR analisados.

Conclui-se, também, que o banco de dados de frequéncias alélicas é perfeitamente
aplicavel na determinagdo de vinculos entre individuos, devido aos altos indices de
polimorfismo e conteido informativo apresentados, comprovando-se a sua eficiéncia através
dos resultados obtidos como, por exemplo, nos casos reais de paternidade e verossimilhanca.

Conclui-se que para a obtencéo do perfil genético em amostras post-mortem do tipo
0ss0s, a técnica sem pulverizacdo demonstrada neste trabalho apresenta melhor custo-
beneficio quando comparada a metodologia atual empregada pelo laboratério de Genética
Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina, sendo sugerida a sua substituicdo
para a reducdo de custos, assim como para a melhor obtencéo do perfil genético deste tipo de
amostra. Dessa forma, os experimentos desenvolvidos neste trabalho testaram e
padronizaram um novo método econdmico e rapido para a obtencdo de DNA em 0ssos para
estudos forenses.

Em relacéo ao banco de dados produzido pelo presente trabalho, ficou demonstrado
que este ndo possui diferengas significativas em relagéo ao atual banco de dados utilizado
pelo IGP-SC, sugerindo-se sua substituicdo pelo banco de dados de Santa Catarina na
casuistica forense do estado. A utilizacdo de frequéncias alélicas da prdpria populagdo em
analise, resulta em valores mais confiaveis, pois sdo mais proximos da realidade. Somando-

se a isto, o fato de que o banco de dados utilizado atualmente pelo IGP-SC possui
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majoritariamente em sua composicdo, individuos das regides Centro-Oeste e Sudeste do
Brasil. Nestas regides existem estados que apresentam diferencas significativas em relagéo as

frequéncias alélicas destes STRs utilizados na Genética Forense.

Com este trabalho foi possivel a identificacdo de cadaveres criando a possibilidade de
que outros Laboratorios de Pericias, ligados a rede de Laboratérios de DNA mantida pela
SENASP (Secretaria Nacional de Seguranga Publica) utilizem uma metodologia mais barata,
répida e téo eficiente quanto os procedimentos padréo j4 estipulados na literatura forense.

Enfim, o resultado deste trabalho atendeu aos interesses do Convénio de Cooperacéo
entre 0 Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE-UFSC) e o Laboratério de
Genética Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP-SC) no
desenvolvimento de conhecimento e avanco das linhas de investigacdo da Genética Forense

e Gendmica e Protedmica aplicadas a Biotecnologia.
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ANEXO A - INFORMACOES AO DOADOR

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA B
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Yot
o -
© de Polimorfis™

INFORMACOES AO DOADOR

Projeto de Pesquisa:

Implementacdo de banco de dados de frequéncias alélicas de STRs

autossomicos para fins forenses na populagéo de Santa Catarina

Informacodes:
Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina em conjunto com o Instituto

Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP-SC) estdo desenvolvendo um projeto de pesquisa
para a implemetacdo de um banco de dados de frequéncias alélicas de marcadores forenses
na populacdo de Santa Catarina. Para se realizar a andlise bioestatistica em qualquer
investigacdo envolvendo Genética Forense, deve se estudar os marcadores genéticos a
utilizar, na populagdo relacionada, no nosso caso, na populagdo catarinense. Para isto
pedimos sua colaboracéo e permisséo para fazer parte do grupo controle e para extrairmos
de parte de seu material bioldgico, uma quantia pequena de DNA. O DNA serd analisado no
laboratorio utilizando marcadores de sequéncias de DNA através do uso de conjuntos
comerciais para identificacdo forense largamente utilizados neste tipo de exame. As regides
de DNA analisadas séo ndo codificantes, fazendo com que o gen6tipo obtido néo forneca a
possibilidade de permitir identificacGes de estado de salide ou de comportamento humano. A
amostra coletada nesta ocasido podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que
envolvam testes genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba
novamente sua autorizagdo, apds um novo contato. Deixamos claro que sua participagdo é
voluntaria. A equipe agradece antecipadamente sua colaboracéo e se coloca a sua disposi¢do
para responder qualquer pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer duvidas que
porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 e

conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou seus orientandos.
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Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ira preencher um questionario para sabermos
seus dados pessoais (como nome, endereco e telefone) e ir4 assinar um termo de
consentimento livre e esclarecido para que possamos utilizar seus dados pessoais e material
bioldgico nestas pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.
O DNA extraido das amostras coletadas serd guardado no Laboratério sob responsabilidade

da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue é um procedimento normal para a realizacdo de vérios exames. O
aparecimento de mancha roxa ou dor no local da espetada da agulha podem ocorrer sem
representar maiores preocupacdes. As informagdes coletadas, bem como os resultados das
analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente pela equipe da

pesquisa.

Custos:

Vocé ndo precisaré pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios

Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas os resultados
deste estudo visa atender diretamente os individuos catarinenses envolvidos em processos
civis que requisitaram seu direitos perante a lei e o sistema de justica em processos criminais,
cujos pedidos foram encaminhados ao IGP-SC pelo poder judicidrio podendo beneficiar

muitas outras pessoas.

Assinatura:

Pesquisador responsavel

Florianopolis, /[
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ANEXO B -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

autorizo de livre e espontanea vontade, a coleta de material bioldgico para fins de extracéo de
DNA e tipagem genética para varios marcadores moleculares, para fins de pesquisa
populacional (estimativa de frequéncias alélicas e participagdo em um banco de dados), para
servirem de padréo de confronto em analise de identificagdo humana pelo DNA.

Estou ciente de que minha privacidade serd respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, serd mantido
em sigilo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar.

Declaro ainda, que ndo recebi transfusdo de sangue ou transplante de medula 6ssea nos
ultimos 120 dias.

Estando ciente sobre a pesquisa “Implementacgéo de banco de dados de frequéncias
alélicas de STRs autossomicos para fins forenses na populacdo de Santa Catarina”,

concordo que meus dados sejam utilizados na realiza¢do das mesma.

Doador :

Assinatura
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ANEXO C - QUESTIONARIO

LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS - LAPOGE

FICHA PARA PAINEL DE LABORATORIO - CONTROLES

Sofre de alguma doenca? Tem igual na familia (pais, imaos, filhos)?



128

B 20LNYY) -+ (L0007 ‘S0LHMYE 'WHIVd ‘SINOMac) - £ (1008 “F ¥ FITOVd¥.LLVED) - €

(200Z “T® 18 NVWINARA — 11 (2002 15 %8 E.LIET) - 01
00T “T® 19 BAO0) — 6 F00T “B P VHAAITY TTAd) — 8 (2007 “T8 19 SHIO0) — L (6007 18 12 OTTILEVO) — 9 F00Z B 99 WATIE) — ¢ P00 T8

(FO0Z SO IO N ONYIIOH I TLLIHAL — |

1000 0ooo'n aoo°o aoo‘o a000°'n | 0F100°0 0oo'n ano‘n 1o0o aoo°o 22000°0 ono'n 21
£00°0 2¢00°0 200°0 200°0 00010 160070 a1on o1on zaotn Z00°0 265000 500°0 £l
2T0°0 FFI0N 1£0°0 FE0°0 6LE00 | SERE0D FEO'D £E0D 620°0 CE0'D CLATOD 610°0 91
PRI 06+1°0 2170 P10 L0910 212F1°0 LETN ELTD 601710 LTT°0 CEIETD A11°0 gl
09z°0 1L6T°0 LSTD ZIE°0 CEETT0 | TALSETD 0420 LST°0 FFE D CFED TELETD CETD 1
st ELTED 062°0 62270 FR6E 1 EEQLTD 0szn B8z M0 0ze 0 CEE0 FIFGE0 16270 £l
121°10 ornt'o 0e1’o RETD LIET'D | SLEETD ETT0 L0T°0 EFID IZ1°0 LERETN 0st1'o £l
120°0 c080°0 ca0°0 7L0°0 6250°0 BEGL0°D £20°0 L5010 2800 280°0 266400 L4010 1T
190°0 o1orn 150°0 L4070 6520°0 £1190°0 260°0 0%0°0 200 24070 8IFL0D £80°0 01
caon 28700 £00°0 £10°0 0s00°10 T#£00°0 aoon o1on 710%0 110°0 cI200%0 7100 i}
FO0°M aooonn Z00°0 £00°0 00010 12000 20010 £00°10 £00°10 200°0 156000 200°10 8
195 N FOT M 0oL N OFs N EEL M| FhAF N 207 N 0s1 N L0T N BCL M| TSSO N | E5FH
GAITSET | 6LDISRYT | GLTINRT | 6L0TSRT | GLIISEY | LT ISR | GLILSRT | 6LTINRT | LT INST | QLTINS | GLITSRT | 6L005RT | DIRTW

ds Sy i | aold odd ) ERY wv i evd Vil v dd a8

semarserg sapderndod senno w2 (o2 oprgss op oederndod BU g 7 7o T 1S 000] Op SEOTR[E sEroURtbal] — ] O HNY



129

(800F “T8 B HYINOTIL) - 11

E00E TR v A LIETY - 01

(FO0E “T8 32 SHODN - 6

“{F00z
TR VYEAITY T - 8

(007 “T* 3 SHINOON - &

(600E "B OTILLSY ) - 9

00T TR TATISI- ¢

PO0E “T8 2 SOLNYS) -

00T SOLMYS
WHIYS SENOMAcT - £

L1008
" YT TOVIYILYIO) - €

P07 SOOI OEH
SO WIAO “H TLIIHMI - 1

oo oaon oo oo Enrn cEnaon oo oo ooon mon 10000 1000 =28
oo oo oo oooo N St n ] walugi] oo oo ualuii] oo oo LE
oo oo SO0 pnlugn] N FEFDO0 SO0 o0 oo 1000 SETO00 oo SE
oo oaon oo oo mon canaon Saon oo Qoo mon 290000 oo 4SS
£1on oaon 2000 21 OFTO0 Q&En0n Saon oron anon Hon il 0o SE
FI00 SRO00 Q000 0o =000 QFzaon Saon oo 200 aaon 0senon oo ZFE
coon 00 =000 Fooo =T GSEE000 walugi] oo 2000 1000 BEFOO0 oo FE
gean a0 LEan Zo0n os1on QECEdn i) LFOO aAugi] ] CREEOn Zean TEE
#0000 oaon jaluyn} L2000 1o TaE000 oo oo anon aaon FEIOO0D 2000 e
a0 2800 26000 FLOD a0 Fab=0n 200 200 orn mro 250070 26000 iy
110 oaon 110 2200 OFTO0 BEETON 10 £1on Z1on Z1on Tas000 a0 il
T FEETD ET0 ngi] SHIT'0 200 00 LT nzingi] ] 0s1atTo LE00 TIE
Se0n Tes0n0 Le0n 1210 [ A] GTL2O0 aTo L={00N] .00 pa=luli] ZEgs 00 100 1
=200 oaon 1200 FIO00 L T1eeon gen ean w0 0n FEOEOD Zen Z0e
o0 020 =0 k1] 2070 I0EEnN Ok 0 LOT0 Len e FELFED [t} 0e
oo oaon o oo o Leaon oo oo o0 jafuin} T&00n0 oo Al
oz CoET0 1=h 0] B5T0 2eaT0 FLFIED 11E0 (15N 1510 LIED BTT0 I£E0 [Tl
oo oo oo 1000 i) 1o walugi] oo oo ualuii] sL0000 1000 bt
2210 2[210 =210 Lo EELT0 FISLTO 2110 OF 10 L1100 Ir10 GEETO &FT°0 BE
FEOO LFIOD Sean 000 o Qe=enn Sen Lean =00 0n ceran e LE
oo oaon oo oo mon oo oo oo ooon mon SI00on0 oo =1
oo oo oo Soog i) LEmoon walugi] oo oo 1000 comon oo GE
1000 oo 1000 oooo i) SE000 walugi] oo oo ualuii] 2500 oo T5T
jLNngn] oo 1000 1000 Enon G000 oo oo 0o 000 11000 oo LE
oo oaon oo ooon mon OFza0n oo oo Q000 2aon FEI0O0 100 [l s
TRCCH | EOTCM | ODE'M | €SN | EFE-W | B9ER M | B0E-H | OSTCHW | SEECM | E2L°W | 00EOT:M | OSF-H

FESTET | TIFTET | TISTET | TLSTET | TISTEd | TERTET | TIST 8T | TESTET | TISTET | TISTET | TISTET | TERTET | oEy
ds ars e sl a1d JHd o N gBIN $¥H evd vdd rdd il

‘semapsesg sachemndod senno wa o (oo opryse ap ovdendodew prop T Lo 0o0] op seofame sepuanbar] — 4 OTEAMNY



130

(2007 R R NEINAIED - 11 €007 "B R ILIFT - 01 F007 “R R Sd00)-6
TROOF ST B WHAII T T — 2 (4007 "' 18 M09 — 4 (6007 TR 1R OTTILEWI) — 0 (p007 “ TR 1B ¥ATIS) — ¢ (FO0F “TE 1R SOLMNFS) — f
14007 "SOLNYS ‘WHTY ‘Sdnalddod—¢ {1007 “B P ¥ITOVIFLLYEO) -7 (b007 “‘SONITTOEN ‘OMNYINO “ITLLIHAM) - 1

nooo oooon | oooa gooo | ooooo o ooooa nooo oo oooa oooo | 200000 | 0000 o1
ooon goooo | 0oowa goo'o | 0E00°0 | OTOOODD | Ooono gooo cooo oo'o | 0000 | 0oowa £l
ao00 15000 | 000 0070 | 0800°0 | E0E000 0 s00°0 oo 6000 £00°D | LZEODD | 90070 !
8F00 %200 | 9E00 E0°0 | 06E0°0 | BEBEOD | &E00 0F00 600 TZ0°0 | 8L020°0 | A£0D £l
'] EEOTO | 95170 ET0 | 0L9T'0 | TEFSTOD | ELTNO 0gETa L1110 £91°0 | SLERTO | 191D el
e IFOE0 | O0E'0 BEZ0 | OFZED | LIGBEED | SFETD ez Iz BCZ'0 | OFLFED | ESETD 11
BEE 0 90gE0 | EgE0 BEZO | O0TE'0 | OF0DEED | 690 geen Lainl 6520 | DZRLED | ZLED 1]
et o TESTD | 98070 EIT0 | 0210 | 8pAlT0D | 9600 L1110 L1110 FZ10 | LBOZI0 | 2ET1D
0LT0 251’0 | LET P10 | OR2T0 | o5RLTD | 8510 BETO tETl 2910 | F¥OEFTD | #E1D
r1an caron | ngoo L10°0 | 0000 | £L#I00 | #EOD Laon 61070 ZIO0 | FELIOD | L1070
ooon ooon oooo gooo oo'o | az0000 | 0000 gooo gooo oo'o | alf0oom | ooomao

= I B e B e L

195 M 2860 00eN LEFM EEERD | SRBTIAT:M | B0E:M 051N SEEN TeL-M [ SR09T:H | S#FN
OF8SL0 | OZRSLT | QZ&SLT | Q850 | OZ8SAT | QFZ8SL0 | OZ8SL0 | OZ85 0 | QZRSL0 (028540 | QZ8SL0 | QZ8SL0 | 019

udSs ot ' gdd Hd s [AL sSTAL rvd evd v dd wdd a8

setanselq sagdemndod semno wa a (0g) oprgsa ap oedemndod vu pFeg T WIS 0207 op SEONSE sEIoUanbal] — J OXANY



131

P ES0LNYS) -+ (007 SOLNYS WHTV ‘SENOMEa0) — £ (1007 "’ B ¥ITOVdVLILVE0) - ¢

(2007 T8 1B NWINAIE4) - 11 (007 “Te #2113 - 01
(H00T “TB 1R SHQD) — 6 (007 18 1° VHAAITY TTII) — & (2007 “T8 18 SN0D) — £ (6007 “T8 9 OTIILSWD) — 0 (R007 “1B 1B WATIS) — ¢ (F007 T8

(P007 "SOEITEOAN "ONFINOE ‘FTLLIHAM) — 1

oooo oo oo 0eooo 290000 oooo nooo oo ooo'o Go1oo0o nooo 51
£00°0 aaoa g000 0a00°0 | LELO0D | 0000 groo go000 0o z18000 Zroao !
LB0°D £50°0 2F00 Des00 0Tas00 400 £90°0 2900 F50°0 0225070 £500 £l
01e"™D £EZED £ren; 026270 | PRTOED | 22270 LLED coen 9ze"D LTETED 26270 £l
L2 L2 6920 DLEED DELEED LTED FEE 0 5620 LOED Falot 0 6020 T
6920 cLED G020 DBLED SLALED D5ED £I20 FLED £9E°0 600L7°0 620 01
celo Fz00 61070 DTE0D0 LoEZ0D Fz00 Dz00 £zl 2100 seeell 61070 b
FEOD a1ao 2100 DoE0D £TLZ00 oroo DE0D L10°0 c1an 20FT0°0 01oo 2
5200 gzom L1070 0FTO0 | £2210°0 | 2070 £rom 1100 aron aEa00o aona L
1000 1aon 0ooo 0ooo £sgooan nooo nooo nooo £nnn £1a000 oo a
[9s b = 00% M QEF M ECE M | S5L6T: M | BOZ M 05T M YA AL W | 00801 ML | Sk M
OFTESD | OJTHSD | OJTHED | OJ TS0 | O TS0 | OJTHSD | OJd TS0 | OJd TS0 | O THASD | O Td50 | OJ 650 | O THASD | 0197

dS oS N | gdd Hd a3 IAL sSIA rvH evd vdd vdad a8

semansedq sagdemndod senno wa 3 (09 oprysa ap opdemdod BU O 7 S0 1S 0007 Op SEQNIE SETIUSNDAR] — O OXANY



132

(2007 TR R NWINGTLL) - 11 (2007 "' 18 LI TI- 01
(p00Z “TE 1R SFQD) — 6 (P07 TR 1° VHAAITY TTII) — 8 (2007 T8 18 SEANOD) — £ (6007 “TB 1 OTIILEW) — 0 (#007 “TB 12 WATIS) — & (p00T B
1B S0LNYE) -+ (4007 ‘SOLNYS WHIVd ‘SANOrddod) — £ (1007 “® B IOV dFLLYEO) — ¢ (b007 ‘SOMIZE0EH ‘ONFINOY ‘I TLLIHM) — 1

0oo'o oooo'o aoo'o 260000 ooo'o oao'n £10°0 2000 s6000°0 2000 0Z
200°0 2+¥00°0 200°0 E5R00D s00°0 £0o'n EEOD oo BFa000 600°0 61
20T1°0 SEETD BZ1°0 ERIZTD 1310 0&0°D0 FET'O 9210 cO0ET0 BZT°0 21
1020 LERTD 20E°0 SF0TZN 8210 a1l L5170 2120 02L02°0 5220 L1
BLE0 TE6ZD il DERLED 5520 0L G220 2520 BAODZ N BFZ 0 a1
FEL 0 26D Tl 2LTEZM ez 0 0Ee'D £ELl 26E 0 B5E6Z°0 6LE 0 51
LD 6LL0°0 aoro L9FE00 Fa0°0 E0TD 6500 2600 s8Ta00 FOT'0 1
F#00°0 98000 1ooo oEeoom s00°0 L00n £ooo £ao'n 12000 200°0 £l
2000 8a00°0 1ooo pLeonm oTon ooo'n oo £aon £EE000 2000 £l
0oo'o ooo'n 1ooo ogooom ooo'n ooon ooo'o oo FEO00n £oo'n Il
0oo'o oao'n aoo'o 200000 ooo'o ooo'n ooo'o oao'o F1O00°0 ooo'o 01
0oo'o oao'n aoo'o FIOo00m ooo'n ooo'n ooo'o oao'o F1O00°0 ooo'n B
T8¢ H FOT M 00L: M £ 2 EOSETN | 20EM 05TM STLN Fel M | ZF0TTIH [5t M
FYSESET | BYEISET | BYEISET | RYLISET | BYLISET | RVEISET | ROEISET | BLISEQ | RYEIRET | REEISET | BYEISET | BCLISEC | VAW

dS s 'd gdd Hd g Al g8 1A +vH gvd vidH wdH o8

‘gemansesg sagdemndod senno wa a (5g) oprasa ap ogdemdod v oo 70T LS 0207 op SEONA[E sEIOUEnbAl] — 4 OXHAMNY



133

(4007 "SOLNYS "WHIVd ‘SANOMENAoD — £ (1002 "B 18 VITOVIV.LLVEO) — 7

(200 “TB 92 MW QIA) — 11 (£00F “TB 12 ALIAT) — 07 (002 "2 32 3H00) — 6
(F007 S8 42 VHAAITY TTAD) — & (007 ST 12 SAWOD) — £ (6007 T8 12 OTILLEYO) — @ (F007 “T2 18 WATIS) — ¢ (FO0Z T2 12 SOLMNVS — ¢

(FO0Z “SOMIAEOAN 'OMNYIOY A TLLIHAM) — 1

Qoon QOO0 | 0000 | 0o00 | S0000°0 0000 | 000 | 0000 | 0000 | SE0000 | 0000 | 11
Oroon 000 | 100 | 050070 | 980070  S000 21070 | S000 | #I0O0D | &92100 | FIO0D | O
L1 0 B0Z0 | #OT0 | 0EFC0 | IBELIZ0 | 9810 | L0Z'0 | T120 | BSZ0  ZELE20 | S080 | £%6
ELTD G0 | 9910 [ 0SPL0 | TEEST0 2410 | LZ210 | G910 | 9410 | BIRI0 | EFLD &
2510 LBLO | SST0 | 09310 | &2F910 910 0510 | D210 | #2170 26210 | 6210 B
iz 0 520 | E5E0 [ OBFC0 | SEI5E0  SEC0 | EEE0 | 1920 | 820 | TIFPIE0 | w610 L
1220 BELD | DIE0 | OI&L0 | PRIETD  GFE0Q | D220 | 9220 | 9020 | €1522°0 | 50270 9
=000 aoon | ooD0 | 0Z000 | LEQ00T0 | S000 | 0000 | Z100 | 0000 | BE000°70 | 00070 &
Qoon o000 | 0000 | 0oon | BOoOO0Q | Qoo0 | ooon | 0oon | 0000 | S00000n | 0000 t
I35 b O0e-L | LawDl | EZEl [ OFFET-LL | B0ZL0L | OST0L | 528 | 650 | PSS | 1SF I

[OHL | FORL | TOHEL | (ORI [OHL [ORL | [OFRL | TOEL | IORL | TORL | [OHL | TOEL | °1RW
mdS asd  [d gdd dd oAl S $VH VA VA VEd a8

semansedq sagderndod senne wa a {[Ho) opniza ap epdemnded vu Fopr 19 o209 op svanae seouanbal ] — 1 OXANY



134

19 SOLNFE) -+ (007 "SOLNYS WHIV 'SANOrEI0d) - £ (1007 1B R ¥ITOvd¥ LIV 0l -7

(2007 TR R NWINATEAY - 11 (007 "8 3B ALIAT - 01
(P00 “TE R SHOD) -6 (FO0T T8 B VEIAI TV TTIA) - 8 (2007 TR R SANOD) — £ (6007 “TB 8 OTIILSW ) — 0 (b007 “TE 1R WATIS) — ¢ (FO0F *TE

(FO07 " SOMITIOEAN "ONFINOY “FTLLIHA) — 1

0oo'o ooon ooo'n ooon ooo'n ooon 0oo'o 000 ooo'n ooon ooo'n ooon Ll
0oo'o oao'n ooo'n oao'n ooo'n oao'n 0oo'o oao'n ooo'n oao'n 500000 oao'n 91
0oo'o ooon ooo'n 2000 ooo'n £0T00°0 0oo'o £0o'n £oo'n £0o'n FE000°0 1ooo 51
200 GREOD 10 900 ao0R0’0 | 0Sik00 200 0F0°D 600 2F0°0 ZZFF00 9500 1
0ET'0 0ELTD 2210 £arn z0T0 | 5982170 0ET'0 L2170 25170 FIT°0 FLLTTO FOTD £l
5280 gl ZEL’l FOED 0Lre™ T920E0 2020 BETD FTE0 gl 695220 L2270 21
6L 0 BE5E0 2620 2L 0620 | OZ50E0 £EL’l BELD £EL 0 2620 2150£0 BUED 1
1500 £L500 S80°0 8500 0400 | SEFFOD FE0'0 £F00 E0°0 550°0 SEESOD 1e0n 01
LL0°D 2960°0 24070 220°0 0LE0m T6L90°0 1600 L2070 STT°0 SE0°0 LLGR0D L2070 &
220°0 1o 24070 6400 00g00 | #SFe00 £E0°D £500 oot 11D Bes01°0 ZETD 2
2000 ooon ooo'n ooon ooo'n £5000°0 0oo'o ooon £oo'n ooon 590000 £oo'n L
0oo'o ooon ooon ooon ooon ooon 0oo'o ooon ooon ooon 500000 ooon g
[95H FOTN 00E:MN FE# N EEE'N | 60EET'N | BOZ'H 05 TN GEEN FRON | LEQ0TH | 05# M
LIEBENT | LTESETT | LTESENT | LTESETT | LTESETT | LFESETT | LTERCTT | LATESENT | LTERETT | LTERENT | LTERE T | LTERETT | 0131V

dS (] 8:7= - | gdd Ad ) | s8I »vd evd vad wad R

seqpaqselq sagderndod seagno ma a {Og) opnisa ap ogderndod BU 4790 7o7 WLE 0207 op seAN[A[R selougnbal] — [ OXANY



135

(2007 “Te @ MWL) - 11 (5007 “ TR ALIT T - 01
(F007 “TB R SH0D) — 6 (F007 “TR R WHAAITY TTAI) — 8 (L007 TR 1R SANOD) — £ L6007 "B OTTIILSWD) — 0 (F007 “T2 12 WATIS) — ¢ (k007 *T8
B E0LNYS) - # (007 ‘SOLNVYS WHIVd ‘SANOTddod) — £ {1007 “T° ¥ ¥IIOVdv.LLYE0) — ¢ (F007 “SOEIZE0aN \ONFINOS ST TLLIHM) — 1

oao'o aoo'n oao'n 0oo'n ooao'o ooo'o 0oo'n aoo'n ooo'o 600000 oao'o a1
ooo'o aoo’o rooo 0E00°0 | #0TOO0 ooo'n £00°0 £00°0 £0omn 61000 2000 51
220°0 1e0o 9z0'0 09z0°0 T+EE00 2+0°0 o1o'n 610°0 6200 BZCE0 510°0 1
2E1°0 1910 0LT'0 DEFI0 | aF%510 6F10 051’0 Is10 8510 1910 55170 £l
G+ 0 SEZ0 SEZ0 O6¥E0 | BLISZ0 09z'0 LLTN 6ETD 05zl COR0Z0 0&z 0 21
5220 £E2°0 £asn 09620 | ££562°0 2620 L2320 BEZ'D 5620 L1E620 26z [ Il
£ar'o 290°0 £a0’0 05010 | 22F20°0 £50°0 oor'o Laln FE0°0 2lai00 15600 01
0210 261°0 L5170 02510 | 9etB10 £91°0 0F1'0 LAT0 65170 0s2F1 0 LETD B
0z0'0 5200 S10°0 0EE00 | EIFEOD 6200 ££0'n 9E0'D £zon LLTEDD 810°0 2
ooo'o aoo'n oao'n ooo'n ooooo ooo'o ooo'n aoo'o ooo'o 00000 ooo'o £
oao'o aoo'n oao'n 0oo'n gropoa ooo'o 0oo'n aoo'n ooo'o ££000°0 roog g
£ao'o aon'n ooo'o ooo'n 60000 ooo'o 0oo'n 200°0 10 0oo'n To0g g
T9CH X 00E: M LEFN EZEN | 6FPERTIN | BOZM 06T N STEN 0LLH | 6RLOTIN | BERH
SECEQNT |GLTR0TT |SECEONT | GESQTT |GECEQNT |GECR0TT |08 TT | ALCR0TT | SEC80NT |SECEQTT | GEC8SQ T |SECEQ T | O[3TWF

d’ (] i:1=1 1= gdd Hd g AL su I v evd fvdd wald a8

seqpaqsedy sagdemdod senno wa a ($g) opmsa ap opdendod eu g oo F7 1E 000] op seOfaE sElOuanbal] — T OXANY



136

ANEZO M — Frequéncias alélicas do loco 3TE D257 328 na popalagio de estudo (300 & em outras populacBes brasileiras,

s¢ BRA?  BA*  MG'  RP  sPH

Aleln | D251333 | D251338 | D251338 | D251333 | D281338 | D251338
N:32 | N33 | M50 | N4360 | N:232 | N6l

13 0000 00024 0000 | 0000 | 0000 | 0.000
14 0001 00016 0003 | 0000 | 0000 | 0.000
15 0007 00016 0000 | 000126 | 0000 | 0001
16 00427 00430 0050 | 005229 | 0041 | 0057
17 0263 | 02077 0220 | 020336 | 0226 | 0208
18 0091 | 00742 0061 | 007836 | 0058 | 0075
19 017 | 01224 0117 | 011786 | 0118 | 0016
20 0135 | 01367 | 0133 | 012305 | 0435 | 0122
2 0022 D600 0063 | 006250 | 0062 | 0079
22 0061 | 00314 | 0097 | 003039 | 0099 | 0036
23 0112 | 01169 | 0123 | 010023 | 0099 | 0097
24 0071 | 00738 | 0093 | 00891 | 0081 | 00%3
25 0060 00533 0037 007133 | 0060 | 0039
26 0016 00174 0003 001732 | 0019 | 0014
77 0005 00016 0000 | 000241 | 0002 | 0003
22 0000 0000 0000 000023 | 0000 | 0000
29 0001 0000 0000 | 0000(0 | 0000 | 0000
3 0001 0000 0000 000000 | 0000 | 0000

- (GEATTAPAGLIA et al, 20010, 4-(EANTOS et al, 2004). 5 —(2ILVA et al, 2004).

0 —(GOES et al, 2004). 11 —(FRIDMAM et al, 2008).
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ANEXD N - Frequéncias alélicas doloco STR D79543 7 na populacio de estudo (5C) e em outras popolacdes brasileiras.

sSC BRA! Bad MG RJ SpU
Alelo | DIRy33 | DIRSY33 | DoS433 | Di0S433 | DIRYY35 | Digsd33
M4 37 1629 M:150 | M:10804 | M:239 M:561

9 0.0o0 0.0o0s 0.005 | 0.0003s | 0.002 0.o0o1
1a 0.oo2 0.oo16 0.000 | 0.00446 | 0.006 0.o0o9

11 0.011 0.0175 0.017 | 0.03071 0.027 0.029
11.2 | 0.000 0.0007 0.000 | 0.00038 | 0.000 0.000
12 0.093 01010 0.090 | 0.10328 | 0.069 0.103
122 0.009 0.0095 0.013 | 0.01647 | 0.012 0.016
13 0.302 0.2369 0.304 | 0.249198 | 0.236 0.234
1532 | 0.028 0.0326 0.037 | 0.05375 | 0.035 0.052
14 0.244 0.2941 0.240 | 0.27459 | 0.288 0.277
14.2 1 0.026 0.0318 0.035 | 0.04167 | 0.052 0.045
15 0.181 0.1518 0.130 | 0.13971 0.150 0.127
152 0.043 0.0588 0.070 | 0.05311 0.050 0.045
la 0.046 0.0350 0.047 | 0.053246 | 0.046 0.037
1a.2 | 0.011 0.0215 0.013 | 0.016%90 | 0.029 0.o19
17 0.oo2 0.0040 0.o00 | 0.00141 0.ooo 0.003
172 0.001 0.0016 0.003 | 0.00085 | 0.000 0.001
15 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
15.2 | 0.001 0.ooos 0.000 | 0.00028 | 0.000 0.o02

2 - (GRATTAPAGLLA st al, 2000). 4—(SANTOS et al, 2004). 5 — (SILVA st al, 2004).
5 — (GOES st al, 2004). 11 — (FRIDMAN et al, 2008).
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LNEXO O - Frequéncias alélicas do loco STE. DI 855 T na popalagio de estudo (5C) e em outras popnlagdes brasleiras.

SC BRA!' BRA* PA' BA' M MG* PB e RJF RS™  sp!
Alelo | DISSST | DI8551 | DISSST | DISSST | DI&SST | DISSST | DISSST | Di&sssD | DISSST | DISYST | Di&sal | Disssas

M489 | MBS [ MTSTY 325 M:150 M-20= 4435 M:323 H:526 M:300 a3 H:561
a2 0000 000005 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
9 0001 0.000e Q.00 0.001 0.0m 000 Qoolls Q0o 0.001 0.001 0.000 0.001
10 0oo7 001245 Qo0 0.00% 0013 ool 0oles 0000 0.01o 0.016 0olel 0.00s
2 0000 000l Q.00 0.000 0.0m 0000 Q0ooLol oono 0.000 0.001 0.000 0.001
11 0oLl 0.011a8 ool 0.002 0.0o17 00ls  0oo2es  001se 0.032 000 0.0054 o.ols
112 0000 000005 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
12 0.121 0.12534 014 0.120 0.1 oomes ollmo 0men 0.121 0121 01183 0114
122 0000 000038 0.om 0.000 0.0m 0000 0000es oono 0.000 0.000 0.000 0.om
15 0.101 0.11mes 0115 0115 0114 010 Qmesl 01570 0.125 0116 01257 0105
132 0.000 01z .01 0.000 0.00m 0.000 000056 0000 0.000 0.000 00052 0.001
14 0.121 0.1552% 0141 0.15% 0120 017 01275 0148 0.152 0119 01828 0135
142 0.000 0.000=0 0.0 0.000 0.00m 0.000 000088 0000 0.001 0.000 0.0 0.000
15 0.155 0.14803 0132 0139 0.1 0.147 0.14701 0.1345 0.165 0.148 01237 0132
152 0.000 0ol 0.0 0.000 0.005 0.000 0.ooo1 0000 0.000 0.000 0.0 0.000
15 0.125 0.13852 0152 0.1&e% 0.1:0 0.132 0. 15626 0.145% 0.130 0152 01398 0153
a2 00oo0 0oooLl 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
17 0132 012152 01 0122 0.1m 0132 012480 01344 0.10% 0l1e 0127 013
172 0000 0.000as 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
18 0053 0.07sl0 007 0.0ga 0.0s7 0102 Q0E22E9  00s%E 0.0 Q.03 0.0859 0.021
182 oooo poolls 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
12 0053 D55 0.045 0.037 0.047 0mMe  Q0s009 00309 0.051 Q.05 00551 0.0&7
182 0000 0000 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
2 003s 002413 0025 0025 0.053 0ols  0oasd 0018 0.o1s 0033 0033 003
202 0000 0000 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
2 00ols 000919 ool 0.005 0013 00ls 0043z 002ee 001z 0.013 0.000 0ola
212 0ooo 0ooLov 0.om 0.000 0.0m 0000 0.0o0s4 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
X 000s 000441 0005 0.002 0.005 00i0 Qo070 00080 0.001 0011 0.000 0.005
222 0ooo oozl 0.om 0.000 0.0m 0000 0000s oono 0.000 0.000 0.000 0.om
] 0001 0.00020 Q.00 0.000 0.0m 0000 Qoo0as 00020 0.001 0.001 0.000 0.005
232 0.000 00L& 0.0 0.000 0.00m 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.0 0.001
M 0.l 0104 0001 0.001 0.0m 0.0 0.00020 0.0020 0.000 0.000 .m0 0.000
242 0.000 0014 0.0 0.000 0.00m 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.0 0.000
25 0.0 ool 0.0m 0.000 0.0m 0.0 000023 0.0020 0.000 0.000 0.0 0.000
252 0000 0.oool4 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
X 0000 0.000ls 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 0.0020 0.000 0.000 0.000 0.001
n 0ooo0  oooolw 0.om 0.000 0.0m 0oi0 ool oono 0.000 0.001 0.000 0.om
232 0000 0.oooE? 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om
o) 0000 000003 0.om 0.000 0.0m 0.000 0.000 oono 0.000 0.000 0.000 0.om

| — (WHITTLE; ROMANO, NEGREIROS, 2004). 2 — (GRATTAPAGLIA etal, 2001),
3 — (RODRIGUES, PALHA; SANTOS, 2007). 4 — (SANTOS et al, 2004). 5 — (SILVA etal, 2004).
6 — (CASTILLO etal, 2009). 7— (GOMES et al, 2007). 8 — (DELLALIBERA etal, 2004).
9 — (GOES et al, 2004). 10— (LEITE et al, 2003). 11 — (FRIDMAN etal, 2008).
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ANEZD 3 —Frequéneias alélicas do loco 3TR FGA na popuwlagio de estudo (3C) e et outras popilagBes brasileiras,

5C BRA' BRA®' Pa* Ba' M5 MG® PE" PE* RJ rs"  spt

Alelo | i34 FiGA FEd | FGA | FGA | FGA FiGA | FGA | FGA (PG4 | FGA FGA
M449 f PE1TLE9 | MTed | M207 (150 | B208 ) ME030 | = FE254 | BE300 | M101 [ RESAl

15 0000 Q00005 0000 0000 0000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0.000
16 0.000 00003 0000 0000 0.000 0000 0.00031 0.000 0002 00198 0.000
la.2 0000 00001z 0000 Qo000 0000 0000  0.000 0000 0000 0005 0.000
17 0.003 00009 0000 0000 0.000 0000 O0.00087 0.002 0002 0005 0000
17.2 0000 000047 0000 0000 0000 0000 0.00008 0.002 0.000 0000 0000
18 0.008 000831 0007 0010 0017 0015 0.00803 0.012 0013 0006 0006
182 0006 000344 0000 0.005 0000 0000 0.00468 0.004 0000 0000 0004
19 0072 007241 0063 0099 0087 0083 0.07386 0.043 0048 0.0248 0.080
192 0001 000093 0000 0000 0000 0000 0.00037 0.010 0000 0006 0001
20 0116 011856 0,112 0118 0091 0118 0.11845 0.108 0112 0104 01068
202 0000 000058 0000 0000 0000 0000 0.000357 0.008 0.000 0006 0002
21 0181 015287 0168 0140 0177 0167 0.14626 0.140 0152 0.1881 0.145
21.2 0003 000242 0000 0000 0000 0000 000187 0.004 0.000 0.0099 0.000
22 0165 0.1a037 0173 0135 0177 0113 0.16949 0153 0197 0205 0.147
222 0003 0017 0002 0003 0.003 0000 0.00349 0010 0000 0000 0.004
23 0155 015056 0147 0113 0125 0130 0.14778 0118 0146 0.1238 0.147
232 0001 00o0Zo4 0000 0000 0.003 0005 0.00075 000z 0000 0000 0.001
24 0158 015083 0150 0172 0157 0123 0.15392 0.149 0133 0.138a 0153
242 0001 000123 0000 0111 0000 0000 000012 0006 0000 0000 0.000
25 0.08F 0102453 0.110 0070 0090 0132 0093882 0.140 0126 0.0842 0.092
252 0000 000114 0000 0000 0000 0.000 0.00006 0.002 0.000 0000 0000
26 0.04> 0.04557 0044 0010 0033 0049 004514 0.041 0033 00345 0048
26.2 0000 000055 0000 0000 0000 0000 0.00012 0.004 0000 0000 0000
27 0.0 001284 0015 0005 0033 0005 001588 0.008 0028 00149 0026
272 0000 000012 0000 0000 0000 0000 0000 0.002 0.000 0000 0000
28 0.002 000309 0004 0002 0007 0000 0.00616 0.014 0003 0006 0009
252 0000 000020 0.000 0000 0000 0000 0000 0.008 0.000 0000 0000
20 0.oor 000111 0001 0002 0000 0000 0.00249 0.002 0003 0000 0001
2002 0000 000003 0000 0000 0000 0000 0.000046 0.000 0.000 0000 0000
30 0.000 0.000Zé 0002 0000 0.000 0005 0.00044 0.008 0.002 0000 O0.000
302 0000 000026 0001 0000 0000 0.000 0.00044 0.000 0.000 0000 0000
31 0.000 000023 0000 0000 O0.000 0000 0000 0.000 0.000 0000 0000
31.2 0001 000038 0000 0000 0000 0000 0.000545 0.000 0000 0000 0002
32 0.000 000006 0001 0000 0000 0005 0000 0.000 0.000 0000 0000
322 0000 000015 0000 0000 0000 0000 0.00006 0.0o00 0000 0000 0000
33 0000 000006 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
332 0000 0.0000% 0000 0000 0000 0.000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
342 0000 000006 0000 0000 0000 0.000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
41 0.000 0.0000a6 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
422 0000 000003 0000 0000 0000 0000 0.00006 0.0o00 0000 0000 0000
432 0000 000003 0000 0000 0000 0000 0.00037 0.0o00 0000 0000 0000
44 0000 000026 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
442 0000 000003 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
45 0000 000003 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
452 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0.00012 0.0o00 0000 0000 0001
44 0000 000009 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
442 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0.000046 0.0o00 0000 0000 0001
47 0000 000006 0000 0000 0000 0000 0.000 0.0o00 0000 0000 0000
522 0000 000003 0000 0000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000

1 — (WHITTLE: ROMANGO; NESREIROS, 2004). 2 — (SRATTAPAGLIIA et al, 20013 3 — (RODRIGUES; PALHA,
SANTOS, 2007, 4— (SANTOS etal, 2004). 5 —(SILV & et al | 2004). 6 — (CASTILLO et al, 2009). 7 — (GOMES etal , 2007).
g — (DELLALIBERA etal, 20043, 9 — (GOES et al., 2004). 10 — (LEITE et al., 2003). 11 — (FRIDKAN et al, 2008).



