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Glossario

¢ Alelo = formas alternativas de um gene ou STR em um dado lécus. Uma das
véarias formas alternativas de um gene. Se o cromossomo é autossdmico
possuira 2 alelos, podendo ser homozigoto (o individuo possui os 2 alelos
iguais) ou heterozigoto (o individuo possui os 2 alelos diferentes).

 Amplificagdo = um aumento do nimero de copias de fragmentos especificos
de DNA.

» Autossomo = qualquer outro cromossomo que nao seja um Cromossomo
sexual. Um cromossomo nédo envolvido na determinagdo sexual. O genoma
dipldide humano consiste de 46 cromossomos, 22 pares de autossomos, e um
par de cromossomos sexuais ( X ou Y),

» Base = termo geralmente usado para purinas e pirimidinas do DNA e do RNA.

e Blotting = técnica bioquimica na qual macromoléculas (proteina, DNA ou
RNA), separadas em geéis de agarose ou poliacrilamida, sdo transferidas e
imobilizadas em uma membrana de papel para subseqiente analise.

o Cromossomo = estrutura composta de uma molécula muito longa de DNA e
proteinas associadas que carregam parte - ou toda - informacgao hereditaria de
um individuo.

+ Cromossomo homdlogo = uma das copias de um cromossomo determinado
em uma célula hapldide, sendo uma cdpia de origem materna e outra de
origem paterna.

o Cromossomos sexuais = cromossomos que podem estar presentes ou
ausentes, ou ainda presentes em ndmero variavel de copias, de acordo com o
sexo do individuo; em mamiferos, sdo os cromossomos X e Y.

+ Dipléide = contém dois conjuntos de cromossomos homdélogos e, portanto,
duas cépias de cada gene ou locus genético.

» Eletroforese = técnica na qual moléculas sdo separadas em solugéo coloidal
(geis de agarose ou poliacrilamida) sob a influéncia de um campo elétrico.

« Enzima = proteina que catalisa uma reagdo guimica especifica.

o Enzima de restricdo (endonuclease de restricdo)} = derivada de bactérias,
reconhece uma seqléncia especifica de bases no DNA e corta a molécula de
DNA no sitio de reconhecimento ou préoximo dele. Uma, entre uma enorme
variedade de enzimas, que pode clivar uma molécula de DNA em qualguer
sitio em que uma pequena sequéncia de nucleotideos ocorra.

¢ Fendtipo = o carater observavel de uma célula ou organismo.



Fingerpint = de um DNA é o padrdo polimérfico dos fragmentos, obtido apés
digestdo do DNA com enzimas de restricdo. Esse padrdo é particular para
cada genoma.

Gene = regido do DNA que controla uma caracteristica hereditaria particular.
Genoma = informagé&o genética total carregada por uma célula ou organismo.
Gendotipo = constitui¢do genética de uma célula ou organismo.

Hapléide = que possui apenas um conjunto de cromossomos.

Hibridizagdo = processo pelo qual duas fitas complementares de &cidos
nucléicos formam uma dupla hélice, apds um periodo de anelamento.

Lécus = em genética, refere-se & posi¢do de um gene em um cromossomo.
Alelos diferentes do mesmo gene ocupam o mesmo lécus. Uma precisa
localizagdo em um cromossomo, a qual pode ser ocupada por um gene ou por
seqliéncias de DNA nao codificador.

PCR (reagdo em cadeia da polimerase) = técnica para amplificagio de regides
especificas de DNA, por meio de ciclos multiplos de polimerizagdo de DNA,
cada um seguido por breve tratamento de calor para separar fitas
complementares.

Polimorfismo = regibes de variagdo genética que servem de base para a
disting@o entre os individuos.

Primer = pequena seqiuéncia de DNA conhecida e sintetizada, utilizada como
iniciador da PCR.

RFLP = um polimorfismo de DNA resultante da perda ou criagdo de um sitio de
restricdo, que é clivado por uma enzima especifica.

Sonda = fragmento definido de DNA ou RNA, radioativo ou marcado
quimicamente, utilizado na localizagdo de seqliéncias nucleotidicas por
hibridizacao.

Tandem = seqliéncias adjacentes alinhadas na mesma orientagdo. Short
tandem repeats (STR) - miltiplas copias de idéntica seqliéncia do DNA
arranjadas em sucessivas direges nos iécus.

ALBERTS et af. (1997)

FARAH, S.B. (2000)

GLOSSARY OF COMMONLY USED TERMS (2000)
SMITH et al. (1997)



Lista de abreviaturas

ABOQO = sistema sangliineo ABO

pb = pares de base

CPI = valor combinado de paternidade

DMSO = dimetil sulféxido

DNA = acido desoxirribonucléico

dNTP = desoxirribonucleotideos trifosfatos

EDTA= &cido etilenodiaminotetracético

HLA = antigenos leucocitarios humanos

HVR = regibes hiper variaveis

INTERPOL = International Criminal Police Organization
MN = sistema sanglineo MN

MtDNA = DNA mitocondrial

ng = nanograma

PCR = reag&do em cadeia da polimerase

PE = poder de excluséo

pg = picograma

Pr = probabilidade prévia

RFLP = polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricao
Rh = sistema sangtineo Rh

RNA = &cido ribonucléico



SDS = dodecil sulfato de sédio

S| = indices de sistemas

Sis = sistema individual

STRs = pequenas repeticdes consecutivas

VNTR = repetigbes consecutivas de namero variado

W = probabilidade de paternidade
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A identificacdo humana pode ser realizada por meio dos mais variados
procedimentos técnicos, principalmente pela analise comparativa dos documentos
do prontuario odontolbgico. Atualmente, as técnicas de biologia molecular tém se
apresentado como o0 recurso comparativo mais eficaz, contudo parcela
significativa desses métodos requer, além do estabelecimento prévio de
parametros de coleta de material bioldgico, a verificagdo da freqliéncia alélica da
populagdo na qual seré aplicada. Assim, o presente estudo procurou evidenciar a
freqUéncia dos alelos em 3 lécus de STR do cromossomo Y (DYS390, DYS391 e
DYS393) numa populagdo de individuos brasileiros leucodérmicos. Para tanto,
foram padronizados protocolos de coleta e armazenamento de diferentes materiais
biologicos, e estabelecidas rotinas de extragdo e amplificagdo do DNA. Os
resultados apresentaram o locus DYS390 com freqliéncia nos alelos 21, 22, 23,
24, 25 e 26, sendo 0 alelo 24 o que apresentou maior freqléncia desse l6cus, com
46%; o STR DYS391 com presenga nos alelos 8, 9, 10, 11 12 e 13, tendo o alelo
11 incidéncia de 37% desse STR; e 0 STR DYS393 nos alelos 11, 12, 13 14 e 15,
tendo o alelo 13 apresentado freqliéncia de 45% desse l6cus. Esses dados,
comparados aqueles de outras populagées, demonstraram haver individualidade
no perfil alélico da populagéo estudada, comprovando que, mais do que aplicar as
metodologias disponiveis, é prudente que se verifiguem os padrées dos alelos na
populacéo alvo, pois a utilizagdo de padrbes alélicos de populagdes diversas da
nossa pode levar a imprecisdes nos diagnésticos de identificagdo humana.

Palavras chave:
Identificacdo humana; DNA; STR cromossomo Y, odontologia legal



Ahstract

Human identification can be accomplished by several technical procedures,
especially by the comparative analysis of dental documents. Nowadays, molecular
biology introduced more effective resources for the human identification. However,
these methods demand the previous definition of parameters to the collection of
biological material, and the verification of the allele frequency of the population in
which they will be applied. Aiming to subsidize these methods, we observed the
frequency of the alleles in three loci of STRs of the Y chromosome (DYS390,
DYS391 and DYS393) in a group of Brazilian white subjects. We also standardized
protocols for the collection and storage of different biological materials, besides
defining routines for the extraction and amplification of the DNA. Results presented
alleles 21, 22, 23, 24, 25 and 26 in the locus DYS390, being the allele 24 the most
frequent with 46%. STR DYS391 presented alleles 8, 9, 10, 11 12 and 13, and the
allele 11, with 37%, was the most frequent. STR DYS393 presented alleles 11, 12,
13 14 and 15, and the allele 13, with 45%, was the most frequent. The comparative
analysis of these data, with information related to other populations, stresses the
singularity of the aliele profile of the studied population. Therefore, prior to the
introduction of recent methods of molecular biology to the human identification, we
should carefully verify allele patterns of the population, because the use of allele
standards of other populations could produce imprecision in human identification
processes.

Key words:
Human identification, DNA; STR, Y chromosome; forensic dentistry.



1. Intreducie

Recentemente publicaces cientificas e a midia em geral destacaram a
decodificagcdo do genoma humano, e a revolucido que essa descoberta frara a
terapéutica medica. Concomitantemente, esses avangos da biologia molecular
aplicada trouxeram novos paradigmas a outras areas das ciéncias biologicas,

como a de ciéncias forenses, sobretudo no que concerne a identificacdo humana.

H& muito tempo a odontologia legal vem contribuindo para a
identificacao humana. Em 1903, AMOEDO ja salientava a importancia dos
conhecimentos odontolégicos sob o ponto de vista pericial, reportando sua
atuagdo na identificagdo de corpos carbonizados na Opera Comica de Paris e
Bazar da Caridade em 1897. Naquela circunstancia, os aspectos odontolégicos
foram preponderantes, e o autor ressaita a relevancia social e humanitaria dos

processos de identificagao.

Freqlientemente os peritos se utilizam de elementos comparativos
anteriores a morte do individuo, como por exemplo o prontuario odontoldgico
(ficha clinica), para proceder & identificagdo. Entrefanto, essa condigdo basica
para executar tecnicamente a identificacdo individual de uma pessoa
(documentacéo prévia ~ prontuario odontoldgico) nem sempre se faz presente ou

se mostra deficiente, o que faz com que a ilag@o dos exames esteja sujeita a

1



imprecisbes, como constatou CLARK (1994) analisando a contribuicao prestada

pela odontologia legal em 10 desastres de massa ocorridos na Gra Bretanha.

Mesmo na presenc¢a de uma documentacgéo prévia adequada ha casos
em que, que devido a exposicdo corpdrea a fatores exogenos (fisicos, quimicos ou
biolégicos), o processo de analise odontolegal torna-se de dificil execugao ou

mesmo inconcludente.

Antes do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, situacdes
como essas levavam os peritos a procederem a identificag@o geral do individuo
sem contar com ¢ subsidio de elementos comparativos anteriores a morte. E,
quando a documentacdo existia, mas os despojos estavam extremamente
degradados, 0s exames procuravam reconstruir o perfii do individuo por meio do
estabelecimento de sua espécie animal, da determinacdo do seu sexo, estatura,
idade e cor da pele, entre outras caracteristicas. Para tanto, contavam com o
auxilio inestimavel dos estudos antropométricos, que, entretanto, n&o

possibilitavam a individualizagdo - ou seja, a nominacgdo - do examinando.

Com a aplicagdo dos recursos da biologia molecular na identificacdo
humana, € possivel identificar uma pessoa mesmo sem informagdes anfe mortem
de ordem fisica - como uma documentacgdo prévia (prontuario odontolégico) -, ou
até mesmo na presenca de material bioldgico deteriorado em infimas quantidades,
condicdes estas relativamente freqlientes nas analises forenses (CORACH ef al.,

1997).

12



Nestes casos, como postulam OLIVEIRA ef al. (2000a), a extraggo do
acido desoxirribonucléico (DNA) da polpa dentéria, ou do dente em sua fotalidade,
€ um dos procedimentos plausiveis, pois a dureza das estruturas dentarias
(esmalte, cemento, dentina e osso alveolar) propicia condigbes para a
preservagdo e integridade do DNA mesmo em circunstancias adversas do meio,

como as altas temperaturas.

MARTIN HERAS et al. (1999) evidenciaram essa possibilidade ao
relatarem a conduta assumida por equipe espanhoila na identificacdo de 28
pessoas vitimas de carbonizacdo. Apesar de adotar o formulario proposto pela
“International Criminal Police Organization” (INTERPOL) e realizar diversos
exames, como avaliagdo externa dos remanescentes corpérecs, exames
odontologicos (intra e extra-oral), fotografias e radiografias, a equipe nao péde

prescindir das investigacdes de DNA.

Os estudos de identificacdo humana, porém, nao se restringe aos casos
que envolvem analises post morfem. Na clinica médico legal, ainda hoje, tais
estudos sdo majoritariamente voltados a casos de investigacdo de paternidade,
que tém por finalidade identificar o verdadeiro progenitor excluindo todos os
homens falsamente acusados - ideaimente com a utilizacdo de mais de um
sistema genético -, e fornecer evidéncias de que o homem examinado, se néo for

excluido, & o pai.
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Desde a descricdo dos grupos sangliineos ABO por Landsteiner em
1900, outros sistemas foram paulatinamente se incorporando ao estudo do vinculo
familiar, incluindo os sistemas Rh, Duffy, Kell, Kidd, MNs e antigenos leucocitarios
humanos (HLA), além de sistemas adicionais (proteinas e enzimas). O uso
conjunto desses testes permite que se obtenha probabilidade de exclusdo acima

de 95% (POLESKY, 1994).

Entretanto, tais metodos de investigagbes laboratoriais tém sido
substituidos pelos testes de DNA. Esses testes, de maneira geral, iniciam-se pela
extragdo do DNA de dentro do nicleo das células por meio das mais variadas
metodologias, que dependem do tipo de material biolégico a ser analisado
(sangue, sémen, saliva, dentes, ossos, fios de cabelo, urina efc.). Prosseguindo a
analise, busca-se identificar os alelos em diferentes i6cus do individuo obtendo-se,
assim, bases para comparagdes com a mae e com o provavel pai - nos casos de
investigacdo de paternidade ou identificacao post-mortem -, ou de um suspeito ou
indiciado - nos casos de estupro, lesdo corporal (marcas de mordida) ou qualquer
outro crime que deixe indicios. Ao final, & necessario um trabalho estatistico, que
verificara as possibilidades de exclusdo e inclusdo do individuo com base no
calculo de indices e probabilidades de paternidade; € importante salientar que a
fidedignidade desses calculos aumenta com o maior conhecimento da frequéncia

dos alelos de cada l6cus da populagdo estudada (JOBIM ef al., 1899).

Realizando estudos comparativos, HENKE ef al. {1929) verificaram o

polimorfismo dos testes de paternidade em 24 sistemas diferentes de marcacéo -
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desde os sistemas ditos classicos (ABO, MNS, Rh etc.), os de minissatélites e os
de pequenas repeticbes consecutivas (STRs). Concluiram que nenhum sistema &
perfeito e/ou infalivel, uma vez que existe a possibilidade de ocorrerem mutagdes
ou alelos silenciosos, que nao sado amplificados pelos métodos usuais. Na
casuistica estudada pelos autores, a andlise dos minissatélites apresentou

melhores resultados que os outros métodos.

Devemos considerar, entretanto, que, para que quaisquer desses
recursos sejam incorporados com efetiva confiabilidade a popuiagéo brasileira, é
necessaria a realizagdo de estudos populacionais prévios, que ja comegam a ser
divulgados (OZAKI, 1999). Nesse sentido, JOBIM ef al. (1999) recomendam que a
verificaco da frequéncia alélica seja realizada em pelo menos cem individuos néo
relacionados, elegendo para aplicacio forense as STR com maior indice de

polimorfismo e de heterozigose.

Os estudos voltados a relacédo genética das evidéncias que contenham
saliva humana — aqui entendidas como marcas de mordida, mordacas, manchas
em vestimentas etc. — constituem-se em uma linha de pesquisa que vem se
firmando dentro da odontologia legal. Em casos de lesbes provocadas por
mordeduras - que fregiilentemente estdo associadas a crimes sexuais (vilima
mulher e agressor individuo do sexo masculino) - é possivel, além da investigagéo
das caracteristicas fisicas do agressor - conformagao do arco, nimero, posi¢do e
particularidades dos dentes -, confirmar a eficacia da individualizacdo genética

com a utilizacdo das STR do cromossomo Y; isso ocorre até mesmo quando ha
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mistura entre os materiais organicos da vitima - sangue ou secre¢do vaginal - e do

agressor - saliva ou espermatozdides.

Profissionais de outras dreas, ou mesmo cirurgides-dentistas
desinformados sobre a legislacdo que regulamenta o exercicio da odontologia,
podem considerar que realizar pericias analisando dentes, ossos ou fluidos
orgéanicos - sangue ou saliva - sob a dptica da biologia moiecular excede a area de
competéncia profissional do cirurgido-dentista. Todavia, a Lei 5081, de 24 de
agosto de 1966 (Brasil, 1966), que regula o exercicio da odontologia e estabelece

as competéncias do profissional; em seu Art. 62, incisos IV e IX, diz o0 seguinte:

“Compete ao Cirurgido-Dentista:

IV - praceder a pericia Odonto-Legal em foro civil, criminal, e
trabalhista e em sede administrativa;

IX - utilizar, no exercicio da fungdo de perito-odontdlogo, em caso
de necropsia, as vias de acesso do pescogo e da cabega”.

Além dessa legislagao, de algada federal, temos a Resolugao CFO-
185/1993 (Consetho Federal de Odontologia-CFO, 1993), também de ambito
federal, que estabelece o elenco das especialidades odontolbgicas. Em seu arfigo

54, encontramos a Odontologia Legal definida da seguinte forma:

“Odontologia Legal é a especialidade que tem como objetivo a
pesquisa de fendmenos psiguicos, fisicos, quimicos e biolégicos que
podem atingir ou ter atingido o homem, vivo, morto ou ossada, ¢
mesmo fragmentos ou vestigios, resultando lesdes parciais ou totais
reversiveis ou irreversiveis.

Paragrafo unico: A atuacdo da Odontologia legal restringe-se a
andlise, pericia e avaliacdo de eventos relacionados com a drea de
competéncia do Cirurgido-Dentista podendo, se as circunstincias o
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exigirem, estender-se a outras dreas, se disso depender a busca da
verdade, no estrito interesse da justica e da administragdo.”

Em seu artigo 55, a mesma Resolugdo define as éreas de atuacéo do
especialista em Odontologia Legal, que incluem: identificacdo humana; pericias
logisticas no vivo, no morto, integro ou em suas partes em fragmentos, € ainda
pericia em vestigios correlatos, inclusive de manchas ou liquidos oriundos da

cavidade bucal ou nela presentes (CFO, 1993).

Conseqientemente, fica patente ¢ respaldo juridico para que os
cirurgides-dentistas executem pericias envolvendo quaisquer materiais biologicos,
nao havendo também impedimento para que empreguem as técnicas de biologia
molecular. Assim, parece-nos oportuno que os profissionais que atuam em
odontologia legal na area periciai se familiarizem com o0s conhecimentos
tecnolégicos das andlises do DNA, e gradualmente incorporem essas
metodologias a sua pratica, pois tais recursos certamenie terdao carater
preponderante no contexto das ciéncias forenses relacionadas a identificagéo

humana.
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2.  Revisdo daliteratura

21 BREVE RETROSPECTO DA ODONTOLOGIA LEGAL
RELACIONADA A IDENTIFICAGAO HUMANA

Indmeros estudos concernentes a identificagdo humana tém sido
realizados pela odontologia legal. Neste tépico temos como objetivo precipuo
apresentar, aocs ndo iniciados na area, alguns trabalhos que dao uma idéia da
abrangéncia e evolugdo da arte. Cabe salientar que, em muitos casos, somente o
odontolegista, com seus conhecimentos especificos, sera capaz de respaldar

adequadamente a justica.

SOPHER (1972) salienta o auxilio que os conhecimentos do cirurgido-
dentista podem fornecer nos casos de identificagdo humana post-mortem. O autor
lembra que os métodos cientificos de identificacdo sdo as impressbdes digitais; o
exame dental; o exame do esqueleto ou de suas partes, por meio do qual €
possivel determinar o grupo racial, o sexo, a idade provavel e a estatura do
individuo em vida, o exame medico, as comprovagdes sorolégicas e as
comprovacoes tricologicas - estudo dos pélos e cabelos. E salienta que 0 exame
dental pode envolver cento e sessenta faces dentais visiveis, mas pode ter pouco
valor se ndo tiverem sido colhidas e armazenadas as caracieristicas dentais

anteriores & morte, que possibilitariam a comparagéo dos dados. A identificagéo



dental € indispensavel quando os meétodos de identificacdo visual -
reconhecimento - e as impressdes digitais mostrarem-se ineficientes. O autor
afirma, ainda, que as Forcas Armadas Americanas ha anos tém reconhecido o
valor da identificacdo dental e tém enfatizado a importancia da acuracidade no

preenchimento dos dados dentais previamente, em vida.

Para BERNSTEIN (1983), a utilizagdo de fotografias € de grande valor
para a acuracia da documentacdo odontologica post-mortern; e justifica essa
assertiva lembrando que as evidéncias dentais, apesar de resistentes, sdo
compostos de materiais organicos e, como fodo material orgénico, séo pereciveis.
O autor faz uma explanacgao sobre o equipamento fotografico necessario para que
os resultados obtidos (fotografias) tenham efetividade na identificacédo dental. E
fornece exemplos expiicativos de técnicas para fotografar corpos no local do
acidente/crime, arcadas dentarias, esqueletos, face humana, dentes anteriores e

radiografias anteriores a morte.

Descrevendo caso de repercussdo internacional, ENDRIS (1985)
ressalta a contribuicdo da Odontologia Legal na identificagdo do carrasco nazista
Josef Mengele. As caracteristicas dentais e dos ossos maxilares anteriores a
morie do nazista - extraidas de fichas de exame fisico realizado quando Mengele
ainda estava no campo de concentragdo de Auschwitz -, comparadas aos eventos
encontrados na ossada suspeita, apresentaram marcas evidentes de positividade

na identificacdo, com uma alta probabilidade.
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LORTON & LANGLEY (1986) esbogaram um sistema de computador
para auxiliar na identificacao post-mortem pelos elementos dentarios. Os autores
simularam um processo de identificagéo com quinhentos e setenta e oito registros
dentais distintos, de 578 pessoas diferentes. O sistema seilecionava grupos a partir
de quatro ou mais caracteristicas semelhantes - cada obturagdo ou dente ausente
-, € mostrou-se efetivo num ensaio de até vinte e cinco mil registros, de maneira

rapida e econdmica.

Comentando os servicos prestados pelo Departamento de Odontologia
Forense do “Royal Dental College of Copenhagen” num periodo de vinte e cinco
anos, KEISER-NIELSEN (1989) relata gue haviam sido realizadas quatrocentas e
quarenta e quatro necropsias bucais naquele hiato de tempo, e que estas foram
decisivas na identificacio de duzentas e cinqlienta e cinco pessoas. O autor fala
também dos servigos de avaliacdo da idade - através do estudo da cronologia de
mineralizagdo dental -, comuns em casos de imigrantes sem registros de
nascimento; dos servigos de identificagdo do agressor através das marcas de
mordidas deixadas na vitima ou em materiais — alimentos - maleaveis. E ressalta a
inestimavel colaboracdo da odontologia legal na identificacdo das vitimas em seis

casos de catastrofes aéreas e em trés hotéis incendiados.

Para ROTHWELL et al (1989), a odontologia legal possui papel
preponderante na identificacdo de remanescentes corpéreos, para a certificacéo
da identidade de pessoas falecidas, e particularmente nas investigagbes de

homicidios. Descrevem o caso de uma série de assassinatos ocorridos a partir de
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1982, e até aquele momento ndo solucionados, no qual o serial killer conhecido
como o Assassino de Green River fez quarenta vitimas, todas do sexo feminino.
As vitimas foram encontradas em varios estagios de decomposicdo ou ja em
estado de esqueletizacdo, sendo trinta e seis delas identificadas principalmente
pelas evidéncias dentais. Os autores, entretanto, destacam as dificuldades de
obtencao dos prontuarios dentais anteriores & morte das desaparecidas - supostas
vitimas -, e apontam problemas nos documentos analisados. E concluem,
afirmando gue a odontologia legal pode contribuir significativamente para o avanco
dos processos de identificacdo, desde que haja um continuo treinamento dos

dentistas especialistas para a area forense.

Em trabalho publicado em 1993, KESSLER & PEMBLE descrevem a
atuagdo da odontclogia legal na identificagao das vitimas americanas na
“Operacéo Tempestade no Deserto”. Dos 251 exames de identificacdo dental
realizados, 244 possibilitaram a individualizacdo e positiva identidade das
pessoas. Tais exames foram facilitados pela existéncia de um arquivo com
radiografias panoramicas da maioria das pessoas envolvidas com a “Operagéo”;
os casos ndo identificados foram justamente aqueles que n&o apresentavam

registros dentais prévios.

FERRI (1993) sugeriu a utilizaggdo de um método simples de
identificagdo permanente e seguro, que consistia na colocagdo de cddigos

individuais (numero do seguro social) nas superficies linguais de coroas de
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porcelana. O autor descreve a técnica destacando que, apdés o glaze da

porcelana, esta codificagao & facilmente legivel.

Descrevendo os principios organizacionais e indicando os resultados
alcancados nos processos de identificacdo das vitimas da guerra da Croacia,
STRINOVIC et al. (1994) lembram que, até 25 de fevereiro de 1993, seis mil
quatrocentas e noventa e trés vitimas tinham sido identificadas, de um total
estimado em mais de quatorze mil vitimas, ainda sem identificagdo. Os autores
salientam que, apesar de a odontologia ter colaborado em inUmeros casos, as
identificagbes eram complicadas devido a caréncia de documentacéo

médico/odontolégica antes da morte.

Para contribuir com a justica em casos de julgamento de processos por
crimes de responsabilidade profissional, MENEZES (1996) realizou um estudo que
buscava correlacionar as concentracbes de flGor no osso, as doses dessa
substancia administradas a animais e as mortes ocorridas nessa populacao. A
autora pretendia utilizar o esqueleto como prova post-morfem de intoxicagao
aguda por flior, mas os resultados obtidos demonstraram que, para adocéo dessa
metodologia em humanos, os padrbées de normalidade teriam que ser
estabelecidos previamente através de pesquisa. Além disso, seria necessaric que
ouiras observacdes - como o quadro clinico e a histéria relatada de exposigéo ao
fidor — fossem analisadas e somadas aos resultados das analises de flGor na

camada 0ssea superficial.
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STEAGALL & SILVA (1996) fizeram uma pesquisa sobre a importancia
da dentistica e de seus materiais no processo de identificagdo humana. Os
autores ressaltam que é de grande importancia que o prontuario odontolégico -
fichas clinicas - contenha anotacbes detaihadas sobre cada procedimento
realizado, inclusive dos materiais forradores utilizados. E verificaram as alteracdes
sofridas por diferentes materiais (amalgama, resina acrilica, resina composta,
cimento policarboxilato e cimento de silicato), em diferentes temperaturas (200°C,
400°C e 600°C), por um periodo de dez minutos a cada vez, simulando as
temperaturas ocorridas nos incéndios dos edificios Joelma e Andraus em Sao
Paulo. Tal estudo fornece-nos valiosos subsidios sobre as alteragoes sofridas — de
textura, contracdo, cor e permanéncia ou nao na cavidade - por esses materiais,
quando diante de processos de identificacdo post-mortem de pessoas

carbonizadas.

Para FELIZ (1999) os peritos odontologicos devem interagir e
familiarizar-se com outras areas do conhecimento, como a quimica. O autor
reafirma a possibilidade de diagnéstico a partir de manchas de saliva, verificando
se as mesmas pertenciam a individuos fumantes ou ndo fumantes, dado este

pertinente para a individualizacdo de indiciados.

OLIVEIRA et al. (2000b) relatam a contribuicdo complementar dada
pelo estudo comparativo dos seios frontais da face. E descrevem casos ocorridos
na cidade de S&o Paulo no ano de 1998, quando a cidade foi atormentada por um

serial killer. Com sua prisdo foram comprovadas, até o momento, 11 vitimas, das
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quais duas apresentavam radiografias da face anteriores ao seu fim tragico. Essa

documentaca@o prévia possibilitou estabelecer uma correlagdo positiva entre os

registros e os cranios analisados.

A aplicacdo da holografia no estudo da cronologia do fechamento das
suturas cranianas pode ser de grande valia na estimativa da idade em individuos
adultos pois, até o presente, os estudos antropométricos existentes mostram
dificuldades em sua reprodutibilidade e precisdo. Assim, OLIVEIRA et al. (2000c)
realizaram ensaio no qual verificaram, qualitativamente, a dissipa¢éo de tensdes
no cranio. Os autores observaram, como aspecto mais relevante, que algumas
imagens reconstituidas do cranio apresentavam suturas cranianas aberias,
havendo uma alteragéo no padrdo de dissipagao das franjas. Essa observagéo
levou-os a supor que, em futuros estudos com crénios de idade conhecida, €
possivel buscar uma padronizagdo na aplicagdo das forgas no cranio que
produzam alteracdes nos padrbes de franjas. Assim, serd possivel constatar, com
precisdo técnica, o estadio em que encontram essas franjas: obliteradas,

parcialmente obliteradas ou abertas.

Procuramos apresentar uma rapida visdo dos trabalhos odontolégicos
relacionados a identificagdo humana. Nao mencionamos trabalhos que
empregassem a biologia molecular pois, dada a sua relevancia para o presente

estudo, eles serfo destacados nos tépicos seguintes.
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22 PEQUENAS REPETICOES CONSECUTIVAS (STRs) E
ESTUDOS POPULACIONAIS

A incorporacao das tecnologias de DNA a histéria forense € recente:
teve inicio na década de 80 e, portanto, as terminologias e os recursos
empregados ainda ndo sdo de conhecimento comum. Assim, e para um exato
entendimento deste topico, faz-se necessario explicar alguns termos e
metodologias, antes de passarmos a pormenorizar os trabalhos sobre STR e

estudos populacionais.

O estudo das sequéncias polimorficas do DNA tem se mostrado 0 mais
efetivo recurso para diferenciar - e em dltima analise identificar - os individuos. Ha
inumeros meétodos de detecgio dessas regides hipervariaveis, mas dois se
destacam em sua aplicacao forense. S80 eles: as analises de polimorfismo de
tamanho dos fragmentos de restricio (RFLP) pelo método de sondas, e a técnica
de amplificacdo de i6cus génicos utilizando a reacdo em cadeia pela polimerase

(PCR) (OZAKI, 1999).

Mas, para o emprego — e a eleicdo — de qualquer uma dessas
metodologias, necessitamos reconhecer o DNA. Assim, é importante tecer
algumas consideracbes sobre esse componente. Sucintamente, podemos
comecar discorrendo sobre as trés macromoléculas fundamentais das células, que
sdo os polissacaridios, as proteinas e os acidos nucléicos. Os polissacaridios séo

compostos de cadeias de aglicares e geraimente servem como fonte de energia.
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As proteinas s@ao as macromoléculas mais abundantes nas céluias vivas,
constituidas por um conjunto de aminoacidos, e estdo envolvidas em inlmeras
funcdes biclégicas: enzimatica; transportadora; nutritiva e de reserva; contratil ou
de movimento; estrutural; de defesa e reguladora. Mas sédo os dois acidos
nucléicos - acido desoxirribunuciéico (DNA) e &acido ribonucléico (RNA) - que
fornecem a bagagem genética pela qual todas as outras atividades s&o
direcionadas, através das fungbes de armazenamento, transmiss@o e traducao da

informacéo genética (SMITH et al., 1997)

Os componentes caracteristicos do DNA e do RNA sao: base
nitrogenada, pentose e acido fosforico. As bases nitrogenadas sdo divididas
em dois grupos: pirimidina e purina (SMITH ef al, 1997). Assim sendo, as
principais bases purinicas e pirimidinicas do DNA e do RNA sdo, conforme o

QUADRO 1:

QUADRO 1 - Bases purinicas e pirimidinicas do DNA e do RNA

Purina T ( Adenina Adenina

Guanina Guanina
Primidina Citosina Citosina
Tiamina Uracila
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As pentoses encontradas nos acidos nucléicos podem ser as unidades
desoxirribonucleotidicas do DNA que contém a 2-desoxi-D-ribose, e as unidades

ribonucleotidicas do RNA que contém a D-ribose (SMITH et al,, 1997).

E através do grupo fosfato (acido fosférico) que os nucleotideos
sucessivos dos acidos nucléicos (DNA e RNA) sdo unidos enire si. O grupo
hidroxila 5’ da pentose de uma unidade nucleotidica é ligado ao grupo 3’ da
pentose do proximo nucleotideo; esta ligagdo fosforo-diéster sempre ocorre entre
o carbono 3’ de um acdcar e o carbono 5’ de um nucleotideo adjacente, originando
a polaridade da molécula ou a sua “direcdo”. Por convengao, a seqiéncia de DNA

é definida nas direcdes 5’ e 3' (SMITH ef al., 1997).

Em sua forma natural, fitas simples de DNA sfo cadeias cruzadas por
pontes de hidrogénio que ocorrem entre bases nitrogenadas de fitas
emparethadas. Esta configuracéo resulta em uma dupla cadeiaffita de DNA, que

se espiraliza para melhor reorganizacdo na forma de dupla hélice.

O pareamento das bases entre as duas fitas € muito especifico, e a
ligacdo de hidrogénio ocorre somente entre a adenina e a timina, e enfre a

guanina e a citosina (JOBIM ef al,, 1999).

Com uma cadela percorrendo a dire¢do 5 para 3’ e perfeitamenie
pareada, ainda que percorrendo cadeia oposta na direcdo 3’ para 5, as cadeias
s&o ditas antiparalelas e complementares. No processo de amplificacdo as duas

fitas se separam, cada uma serve de molde para gerar uma nova fita e o Unico
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resultado esperado sdo duas moléculas de DNA idénticas nos pareamentos de
base a molécula original. A replicacdo do DNA é dirigida pela enzima DNA

polimerase (COLEPICOLO ef al.,, 1999).

Segundo OZAKI (1999), uma propriedade do DNA gue merece
destaque € a sua capacidade de absorver luz ulfravioleta de 260nm de onda, ©

gue permite a sua quantificacdo pela espectrofotometria.

Os genes estdo situados nos cromossomos em posicdes especificas -
denominadas lécus -, que sdo unidades funcionais de heranga. Usualmente
correspondem a um segmento do DNA que codifica uma proteina especifica; o

conjunto de muitos genes formara o cromossomo.

A constituicdo genética de um individuo em um determinado ldcus ou
conjunto de [6cus é denominada de genétipo. A expressdo desses genes €
representada pelas nossas caracteristicas fisicas que, além do gendtipo, sofrem
influéncia do meio — o que € denominado fendtipo (OTTO ef al., 1998). Devido a
essa influéncia ambiental podem existir individuos com fenétipos semelhantes -

por exemplo a cor da pele — mas com gendtipos diferentes (HARTL & CLARK,

1997).

A primeira técnica de biologia molecular que foi empregada em analise
forense utilizava a caracterizacdo de regides do DNA que apresentam
polimorfismos de tamanho por fragmentos de restricdo, observados por meio do

processo de hibridizagdo. Esse processo analisa regibes que apresentam
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segiiéncias de minissatélites de grande polimorfismo e possibilita o
estabelecimento da diversificacdo dos individuos pela utilizagdo de sondas
marcadas - com radioatividade ou quimiluminescéncia -, que podem ser de lécus
simples (SLPs) ou multilécus (MLPs). Os resultados sdo analisados por meio da
identificagdo de fragmentos com nlmero de pares de bases definidos (INMAN &

RUDIM, 1997; SMITH ef al., 1997; JOBIM et al., 1999).

As SLPs buscam, no Iécus de um par de determinado cromossomo, a
sequéncia de DNA complementar a sonda utilizada. Assim, o emprego dessas
sondas resulta em, no maximo, dois fragmentos diferentes - nos casos de
individuos heterozigotos -, ou em apenas um fragmento - nos casos de
homozigotos. J& as sondas multildcus detectam varios segmentos de DNA
repetitivos, localizando diferentes regibes dos diversos cromossomos. O emprego
destas sondas fornece um padréo que varia enfre 20 e 30 fragmentos de DNA em
cada individuo. Por causa desse eievado niimero de caracteres, a probabilidade
de igualdade entre duas ocu mais amosiras analisadas € muitissimo baixa. E,
sendo esse padrac tdo individual quanto aquele das impressbes digitais, a
metodoiogia ficou conhecida como DNA fingerprinting (INMAN & RUDIM, 1997,
SMITH ef al., 1997; JOBIM et al., 1999).

Entretanto, as analises pelo método de RFLP através do processo de
hibridizacdo requerem grandes quantidades de DNA integro de alto peso

molecular. Portanto, DNA degradado, em quantidade insuficiente - inferior a 100ng



-, ou que apresente essas duas caracteristicas simulianeamente, pode resultar na

impossibilidade de analise completa pelo RFLP (SMITH et al., 1997).

Apesar de BAR ef al. (1988) comprovarem a estabilidade post-mortem
do DNA em diferentes tecidos organicos — como cortex cerebral, nodulos
linfaticos, musculos, sangue, bago, figado, rim e glanduia tiredide -, ha estimativas
de que 20% das investigacbes forenses que utilizam o RFLP em suas andlises
n&o chegam a um bom termo; e essas porcentagens de insucesso siéo maiores

quando o DNA é recolhido de tecido cadavérico (SMITH ef al., 1997).

Ja as repeticbes consecutivas de nimero variado (VNTR) séo
sequiéncias de nucleotideos hipervaridveis que se caracterizam por apresentar
muitos alelos, sendo consideradas como uma classe de RFLP. Os polimorfismos
de VNTR podem ser estudados sob o prisma de locus de minissatelites -
comprimento intermediario da unidade repetidora de 15-65 pares de base (bp) -
como também de locus de microssatélites, denominados STR com seqiéncias

gendmicas de tamanho variando entre 2 e 9 bp (ALVES, 2000).

Para ambos os grupos de VNTR, o uso da técnica de PCR tem sido
eletivo. Com a amplificagdo de regides restritas do genoma, principalmente de
STR, houve a possibilidade de analise de quantias de DNA ate inferiores a 100pg,

aumentando o poder de avaliagdo das amostras forenses. (SMITH et al., 1997).

A PCR consiste na amplificagdo de sequéncias do DNA extraido

empregando-se um par de iniciadores ou primers compostos por pequenas
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seqiléncias de oligonucleotideos, que sdo complementares a uma certa extenséo
em ambas as fitas do DNA a ser amplificado, usados para iniciar a reagdo. A
reacao ocorre em meio estavel, pela adigcdo de uma solugdo tampé&o. A solugéo
contém ainda a TagDNA polimerase, que é a enzima que propicia o pareamento
dos nucleotideos que estdo livres. O DNA, cuja seqiiéncia & originalmente
conhecida, € denominado de DNA template ou molde. Uma representagéo
esquematica dos reagentes ufilizados nessa técnica de amplificacdo €

apresentada a seguir, na FIGURA 1:

Tampdo para
PCR

MgCl,
Taq DNA polimerase

ddH.O estéri] —» DNA

- DNTP

Primers

Fonte: OZAKI (1999)

FIGURA 1 — Representacdo esquematica dos reagentes utilizados pela técnica de
PCR.
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Quando a molécula de DNA - dupla hélice — é aquecida acima da
temperatura de 90°C, suas pontes de hidrogénio se rompem e ocorre a separagao
das cadeias complementares. Esse processc & denominado desnaturagdo do

DNA ou melting (COLEPICOLO et al., 1899; JOBIM ef al., 1999; OZAKI, 1999).

Com o rapido resfriamento da solugdo, cada cadeia encontra-se com
sua complementar e a estrutura de dupla hélice reconstitui-se, num processo
denominado hibridagao ou annealing. Essa habilidade de renaturagac da molécula
de DNA permite a ligacdo entre a fita, que esta unitaria (single strand), e o primer.
A prevaléncia de ligagao dos primers ocorre pela sua alta concentragdo no meio

da reagao.

Durante esse processo, altas concentragdes de nuclectideos tornam-se
disponiveis - desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTP) -, e servirdo na
composicio da nova seqiiéncia a ser replicada (COLEPICOLO et al., 1899; JOBIM
et al., 1999; OZAKI, 1999).

Com um novo aumento de temperatura, a enzima denominada TagDNA
polimerase catalisa a reagao, incorpora o nucleotideo na posi¢éo terminal do
primer complementando as bases do DNA molde - a ser amplificado -, e promove
o alongamento da fita. Esse processo denomina-se polimerizagéo ou extenséo

(COLEPICOLO et al., 1999; JOBIM et al., 1999; OZAKI, 1999).

O conjunto de reactes - em série - de desnaturagao, hibridacdo e

polimerizacdo é definido como um CICLO. A execucdo de um ciclo resulta na
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amplificagao da seqUéncia do DNA desejada. O produto de um ciclo de

amplificacao serve como femplate/molde para o préoximo.

Os lécus de microssatélites existem em profuséo no genoma humano,
inclusive nos cromossomos sexuais, fornecendo uma grande variabilidade de
opcbes para a eleicdo de ldcus para testes de identificagdo (BECKMAN &
WEBER, 1992). Ha muitos alelos nos I6cus de microssatélites, o que faz com que
seja muito pouco provavel que dois individuos escolhidos ao acaso possuam os
mesmos perfis alélicos nesses l6cus, a excecado de gémeos univitelinos (ALVES,

2000).

Nos cromossomos autossdOmicos, os ldcus podem apresentar-se em
homo ou heterozigose, ou seja, para cada regido de VNTR estudada podemos ter
um alelo - individuo homozigoto - ou dois alelos - individuo heterozigoto -, sendo
este dado de heterozigose importante em estudos populacionais e de selecao,
para aplicacéo forense de determinado locus. Entretanto, em ambos os casos,
sempre haverd um alelo paterno e um alelo materno para cada locus; a
homozigose ocorrera quando os alelos recebidos pelo individuo forem

coincidentes (JOBIM et al., 1999).

No caso do estudo de lécus do cromossomo Y (como por exemplo
DYS390, DYS381, DYS383, entre outros), as STR ndo se recombinaram durante
a meiose - € ndo possuem cromossomo homdiogo, sendo todos homozigotos -;

assim, s6 ocorre a identificacdo dos alelos de origem masculina, que séo



herdados em bloco dos antepassados masculinos. “Esta heranca em bloco de alelos
diferentes STR do mesmo cromossomo é denominada heranca haplotipica, e o conjunto

desses alelos chama-se hapldtipos” (JOBIM et al., 1999).

O grau de polimorfismo de um lécus estara na dependéncia do diferente
nimero de repeticdes de unidades de nucleotideos, que em ultima andlise nos
dardao o numero de alelos presentes nesse l6cus para dada populagéo estudada.
Por exemplo, no loécus DYS393 a unidade de repeticio é a (GATA),; estudos
populacionais demonstraram que o numero de repeticdes consecutivas dessa
unidade varia de 9 al16 vezes, assim, o lécus DYS393 possui oito alelos
diferentes, e sua regido de amplificacdo varia entre 108 e 136bp. Ja o lbcus
DYS391 também tem a unidade de repeticdo (GATA),, mas apresenta repeticdes
variando entre 7 e 14 vezes com o mesme numero de alelos distintos, e sua
regido de amplificagdo esta compreendida entre 271 e 298bp. O locus DYS390
gue possui duas unidades de repeticdo, (GATA), e (GACA),, com repeticbes
variando de 18 a 27 vezes e nove alelos diferentes; sua regido de amplificagéo

varia entre 191 e 227bp (ANEXO 1).

A escolha desses I6cus para casos forenses de identificacdo humana
também se da em decorréncia do pequeno tamanho dos alelos, geraimente
menores que 300bp, o que possibilita que mesmo espécimes antigos efou mal
acondicionados, que habitualmente contém DNA degradado, sejam analisados

(SMITH et al., 1997).
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Apds estas conceituagdes iniciais, passamos a descrever trabalhos
sobre as STR e estudos populacionais que vém sendo realizados por vérios
grupos do mundo todo, a partir de amostras biolégicas contemporaneas ou de

materiais arqueoldgicos.

Em 1987, MOURA-NETO & BUDOWLE verificaram a distribuicdo de
alelos em um conjunto de lécus de VNTR D1S7, D2844, D4S139, D5S110,
D10S28 e D14S13, em amostras de sangue obtidas na cidade do Rio de Janeiro
com individuos ndo negros. Os dados dos seis locus estudados foram
comparados com lécus de individuos caucasianos americanos e foi encontrada
substancial discrepancia, reforgando a importancia de estudos populacionais

previamenie a aplica¢éo forense das metodologias disponiveis.

HANAOKA & MINAGUCH (1998) investigaram a freqiiéncia alélica do
l6cus de VNTR D4S43 na populagdo japonesa com utilizagdo da PCR.
Observaram 11 alelos e 16 genétipos diferentes. Quando o produto foi ampiificado
entre 184 e 369bp, a taxa de heterozigose foi cié 58,7% e o alelo mais comum teve
60,3% de presenca na amostra. A partir desse alelo mais freqiiente foram feitas
novas amplificacbes mais precisas com géis de poliacrilamida mais concentrados,

o que possibilitou a subdivis@o desse alelo em quatro grupos.

Estudando quatro populagbes distintas originarias da Austria (100
individuos), da italia (158 individuos), do Egito (100 individuos) e do iémen (104

individuos) sob o ponto de vista das STR D1283981 e CSF1PO, KLINTSCHAR et
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al. (1998) amplificaram as amostras pela PCR e analisaram-nas por eletroforese.
Comprovaram ndo haver, para o lécus D12S5361, diferencas relevantes entre as
populacbes arabes e européias estudadas. Ja o locus CSF1PQO apresentou
divergéncias significativas entre a populagdo do iémen e as oufras trés
populacbes estudadas; ainda para o lécus CSF1PO, a populacdo egipcia

apresentou divergéncia no equilibrio Hardy-Weinberg.

A lei de Hardy-Weiberg € uma ferramenta estatistica freqlientemente
utilizada em estudos genéticos de populacdes, pois estabelece critérios para
afirmar se determinada populac@o se encontra em equilibric e, portanto, se servird
de fonte para calcular freqiiéncias alélicas em estudos de vinculo familiar. De
acordo com ftais estudos, as freqiiéncias génicas nao se alierardo, e as
proporcdes genotipicas atingirdo um equilibrio estavel - mostrando a mesma
relagdo constante entre si ao longo do tempo - em uma populagdo que obedeca a
8 premissas: 1) ser infinitamente grande; 2) possuir distribuicdo homogénea de
homens e mulheres; 3) os casamentos ocorrem ao acaso, aleatoriamente; 4)
todos os casais da populacdo séo igualmente férteis e geram o mesmo ntimero de
filhos; 5) nao existir sobreposicdo de geragdes na populagao - todos os individuos
devem ter a mesma idade ao casar; 6) ndo haver miscigenacdo da populagéo
original - a populacdo nao recebe, nem emite, fluxo génico capaz de alterar sua
composi¢do geneética inicial, 7) os genes da populagéo nao sofrem mutacéo e 8)

todos os individuos sdo igualmente viaveis, ndo existindo fatores que aumentem
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ou diminuam a sobrevivéncia daqueles que apresentem determinado gendtipo

(BEIGUELMAN, 1995).

PU et al. (1998) examinaram amostras de sangue de 500 chineses nédo
relacionados, com o intuitc de constatar a freqiéncia alélica de nove STR
(D3S1358, VWA, FGA, THO1, TPOX, CSF1PO, D5S818, D13S317 e D7S820). O
DNA foi extraido pelo método orgénico, sendo submetido & PCR e analisado por
seqlenciador automatico, sendo observado um total de 80 alelos. As freqliéncias

alélicas enconfradas ndo mostraram divergéncias no equilibrio de Hardy Weiberg.

GAROFANO et al. (1998) verificaram alguns dos locus investigados
pelos autores anteriores e incluiram alguns locus complementares (HUMTHO1,
D21S11, D18S51, HUMVWFA31, HUMFIBRA, D8S1179, HUMTPOX,
HUMCSF1PO, D168539, D7S8820, D138317, D5S818 e D3S81358) numa
populacéo de 223 italianos caucasianos ndo relacionados. O DNA foi ampilificado
pela PCR, a eletroforese foi realizada com gel de poliacrilamida a 5% no sistema
automatico ABi 377 da Perkin Elmer®. Todos os i6cus apresentaram equilibrio de
Hardy-Wienberg. Os resultados comprovaram que esses locus possuem valor

discriminatorio para a identificacdo humana em itaiianos.

Estudando 4 STR: D18851; D188253; D21S11 e SE33 em uma
populacéo de caucasianos brasileiros néo relacionados, OZAKI (1999) verificou a
distribuic8o e freqiiéncia de seus alelos e suas taxas de heterozigose. O autor

observou que 0s aspectos avaliados apresentam valores significativos para o



estabelecimento de vinculo genético familiar. Também constatou que os
microssatélites D21511 e SE33 apresentaram as melhores taxas de heterozigose

sendo, portanto, mais seguros no estudo do vinculo genético familiar de

brasileiros.

CLAYTON et al. (1995) reportam um caso ocorrido em Waco (Texas)
em 19 de abril de 1993 que, devido as suas particularidades - incéndio e
concentracdo de armamentos - colocou & prova as técnicas identificacdao. O
programa de identificacdo pelo DNA foi utilizado em parte como exercicio para
futuras investigacdes, pois inquiriu-se a respeito do recente desenvolvimento das
STR guadruplex. Dos 61 corpos, 26 tiveram identificacéo positiva, comprovando a
utiidade e a potencialidade da amplificacdo de lécus de STR pela PCR. A
metodologia multiplex (duplex, triplex, quadruplex etc.) caracteriza-se pela
utilizagéo de diferentes l6cus, que apresentem regides distintas de amplificagéo,
reagindo conjuntamente na mesma PCR e, por conseguinte, apresentando
amplificagdes simultaneas na mesma analise de eletroforese. Esse procedimento

traz um ganho de eficiéncia as analises forenses.

Segundo PASTORE et al. (1996), as freqliéncias alélicas apresentam
discrepancias nos grupos étnicos: caucasianos, africanos, orientais e hispanicos.
Os autores estudaram as diferengas existentes entre dois grupos de caucasianos
(americanos e europeus do sul da ltalia) pela analise das freqiiéncias alélicas de
um lécus de HLA-DQA1, seis de VNTR, onze de STR analisados individuaimente,

e outros nove lécus de STR analisados em 3 triplex. Os resultados apontaram

38



similaridades entre as duas populacdes; os dados obtidos sobre as STR sugerem
a possibilidade de utilizagédo de freqiiéncias alélicas gerais para os grandes grupos

étnicos listados, sem a necessidade de tipagem de subpopulagtes.

Estudando 350 trios de paternidade (mae, filho e suposto pai) na
populagédo brasileira, PENA (1999) padronizou o emprego de um sistema multiplex
com 10 STR localizadas em cromossomos distintos possibilitando que, em uma
Unica ciclagem de PCR, ocorram dez reagdes simulidneas. A analise da
eletroforese foi feita no seqiienciador automatico ALF-Express da Pharmacia®
(ALF = Automatic Laser Fiuorescenf), também em corrida Gnica, pois todos os
primers utilizaram o mesmo marcador fluorescente. O autor comprovou que esse
multiplex possui capacidade de excluséo e indices de paternidade similares ao do
multipiex de segunda geracdo desenvolvidos pelo Servico Forense do Reinc
Unido e do Powerplex comercial disponivel pela Promega®. Os locus utilizados
foram; D16S2622 com regido de amplificacdo alélica compreendida entre 68 e
96bp; D151612 entre 82 e 138bp; D281353 entre 126 e 168bp; D352387 entre
172 e 212bp; D452431 entre 221 e 265bp; D18S1270 entre 270 e 300bp;
D582501 entre 306 e 330bp; D15S657 entre 332 e 368bp; D10S1237 entre 388
436bp e INFANAR-ALU do cromossomo 21 com intervaio de amplificacao alélica

abrangendo 456-484bp.

CIPOLLARO ef al. (1999) comentam as caracteristicas de conservacéo
de 13 esqueletos descobertos ha 250 anos atras em Pompéia que haviam estado

enterrados desde o0 ano 62d.C. Esse material foi minuciosamente estudado a partir



de entdo, e foram realizadas andlises de DNA para fazer a diagnose do sexo,
além de um STR do cromossomo 12 ter sido avaliado, com o objetivo de
estabelecer o possivel parentesco entre os individuos. O autores lembram que
uma das dificuidade de se trabalhar com material arqueolégico diz respeito a
confiabilidade do DNA extraido, ou seja, se realmente é antigo ou & apenas fruto
de uma contaminagéo recente. Essa contaminagao pode ocorrer no laboratério ou
mesmo no sitio arqueoldgico. Assim, &€ recomendavel que as escavacgbes sejam
implementadas com acuracia, com o emprego de instrumentos e recursos
condizentes. Contudo, provas de autenticidade somente podem ser obtidas por

meio de experimentos independentes.

Em 1899, SCHULTES et al. adaptaram as analises de DNA de material
arqueolégico a um sistema de multiplex de 4 STR do cromossomo Y
(DYS19,DYS390 e DYS3891). Os autores ressaltam que aquela foi a primeira

vez em que se obteve amplificacdo de I6cus do cromossomo Y a partir de ossos

com mais de 3.000 anos de idade.

A atuacdo da equipe de antropologistas do laboratorio ceniral de
identificacdo do exército americano, com sede no Havai - U.S.Army Central
ldentification Laboratory, Hawaii (CILHI), que rotineiramente faz uso de técnicas
arqueologicas no resgate de corpos de membros das forgas armadas foi descrita
por HOSHOWER (1998). O autor relata uma misséo realizada no sul da Asia, e
cita os desafios normaimente encontrados em areas de conflitc nesse tipo de

trabalho: o combate em si, as interferéncias que os equipamentos de combate
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podem provocar nos sitios de escavagédo, a natureza quase sempre adversa, 0s
fatores emocionais, os problemas de orgamento para as missées e ainda os
problemas politicos. Essas condigdes ndo convencionais fazem com que, muitas
vezes, seja necessario flexibilizar os protocolos cientificos, buscando uma

harmonia entre a teoria e a pratica a fim de recuperar 0 maximo de dados.

A associagao entre os métodos arqueoldgicos e 0s recursos de andlises
de DNA para a solugdo de casos de identificagdo também foi utilizada por
CORACH et al. (1997) em um enterramento comum que continha 340 esqueletos
de vitimas da ditadura Argentina (1976-1983). Um pegueno nimero de pessoas foi
identificado pelos métodos tradicionais, pois havia documentacao anfe-mortem.
Para os demais, foi empregada a andlise de matrilinhagens de DNA mitocondrial,
sendo também testadas as STR do cromossomo Y (DYS19, DYS385, DYS389 |,
DYS389 Il, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393). Os testes das STR Y
apresentaram potencial na complementa¢do dos dados da identificagdo de

pessoas desaparecidas.

A aproximacdo entre arquedlogos e bioquimicos é decorrente de
interesses comuns em avaliagtes evolutivas, que abordam tanto investigactes de
linhagens do DNA mitocondrial (matrilinhagem) como estudos filogenéticos do
cromossomo Y (patrilinhagens). Estes ultimos baseiam-se na teoria de que todos
os haplétipos de cromossomo Y existentes hoje derivam de um primordial
haplétipe ancestral, que estaria presente nos primeiros Homo sapiens. A medida

que os homens migraram para novas regides os haplétipos foram sendo alterados
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por mutagbes, o que gerou novos haplétipos, ou a constituicdo de haplogrupos,

cada grupo se comportando como uma linhagem evolutiva independente (PENA ef

al., 2000).

Nesse mesmo artigo, Pena ef al. (2000) discorrem sobre a formacgao da
populagdo brasileira e a complexa miscigenacdo da qual somos produto.
Comentam a dificuldade para estabelecer geneticamente quanto de cada grupo
que formou nosso povo (amerindios, europeus e africanos) existe em nds. Assim,
estudaram brasileiros brancos e encontraram que a grande maioria das linhagens
paternas € proveniente da Europa (haplogrupo 2); ja com relagio as linhagens

maternas, cerca de 60% sao de origem amerindia ou africana.

Em sua edi¢do de setembro Uitimo, a revista “Newsweek” destaca, em
reportagem especial sobre a redefini¢ao da raca na América, matéria assinada por
CAMPO-FLORES ef al. (2000). Nela os autores expfem a dificuidade de se
enquadrar as pessoas em grupos etnicamente estanques. Apesar de n&o possuir
a consisiéncia de informacbes de um trabalho cientifico, a matéria traz-nos
subsidios para reflex&o sobre uma érea da identificagdo humana, que é a da

determinag&o do grupo étnico ou da raga, como preferem alguns.

Em estudo multicéntrico, KNIJFF ef al. (1997) avaliaram a distribuicéo e
a freqéncia de STR do cromossomo Y (DYS19, DYS381VIl, DYS390, DYS3¢1,
DYS392 e DYS393) em populagbes de 9 regides geograficas (Australia, Pacifico,

Asia Sul Oriental, Asia Norte Oriental, Artico, Amerindios, Europa, India e Africa).
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As distribuictes dos alelos nos lécus de nosso interesse (DYS390, DYS391 e
DYS393) serao pormenorizadas a seguir. Esse trabalho contemplou mais de 4.000
homens, distribuidos em 48 populag¢des distintas. Os autores estimaram o nimero
de geracOes possiveis de serem resgatadas pelo estudo da descendéncia dos
haplétipos do cromossomo Y, chegaram a media de 1956 geragdes ou 49.000

anos, assumindo 25 anos para cada geracio.

Trabalhando com 223 homens da cidade de Barcelona, GENE ef al.
(1999) investigaram a freqliéncia dos haplétipos de 8 STR do cromossomo Y
(DYS19, DYS388, DYS389/l, DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393).
Encontraram 137 tipos diferentes de alelos; 0 mais comum mostrou-se presente
em 13% da amostra, enquanto 108 alelos foram Unicos. A capacidade de
discriminacéo foi de 61,5%, e a diversidade genética foi de 0,978, o que sugere
que a andlise combinada do polimorfismo de STR do cromossomo Y apresenta

alta eficiéncia de diagnostico.

Estudando 5 regides polimdrficas dﬁ; cromossomo Y (DYS18, DYS389
[+il, DYS390 e DYS393) em uma populacao de 102 individuos néo relacionados
da Alemanha ocidental, JUNGE & MADEA (1999) verificaram as freqténcias
alélicas dessas STR e observaram 5 aleios para o DYS19, 3 alelos para o DY389
|, 7 alelos para 0 DYS389 i, 6 alelos para o DYS380 (alelos 21, 22, 23, 24,25 e
26) e 6 alelos para o DYS383 (alelos 11, 12, 13, 14, 15 e 16). Constataram 56
haplétipos diferentes, dados esties similares aos ja relatados para outras

populacées européias.



GUSMAQO et al. (1999) otimizaram um pentaplex com microssatélites do
cromossomo Y (DYS19, DY389 | e Il, DYS390 e DYS393), avaliado-os sob duas
plataformas distintas (ABI 377® e ALF®). O idcus DYS393 apresentou produtos
inespecificos quando da analise de material degradado, podendo exibir também
amplificac&o para individuos femininos em condigdes de baixa estringéncia. Os
autores comentam que a aplicagdo das STR Y ocorre principaimente nas

investigagdes de manchas organicas relacionadas a crimes sexuais.

Analisando 7 l6cus de STR do cromossomo Y (DYS19, DY389 1 e i,
DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393) em 5 populagtes diferentes da peninsula
ibérica, GONZALEZ-NEIRA et al. (2000) encontram diversidade dos haplétipos
variando de 0,96 para os individuos do Pais Basco a 0,99 para os individuos das
regides de Valéncia e da Andaluzia. Para os individuos do norte de Portugal, as
STR DYS390, DYS391 e DYS393 apresentaram, respectivamente, os alelos 24,
10 e 13 com maior freqiéncia. Foram também constatadas diferencas

significativas entre os bascos e as outras populagdes ibéricas.

A distribuicdo alélica de 3 STR Y (DYS19, DYS390 e DYS393) foi
observada em uma popula¢do de 257 individuos por GRAW & SEITZ (2000). O
poder de exclusdo (PE) foi mensurado individualmente e de forma combinada,
apresentando individualmente PE=0,74 para o DYS390 e PE=0,47 para o
DYS393; o ajuste para as 3 SRT ofereceu PE=0,83. O PE é calculado pela
formuia: PE = 1 - ¥ (P)% o PE combinado é calculado pela formula: A =1 - (1-

PEq) (1-PE2) (1-PE,) (HIRATA, 2000).
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A relacao de parentesco pode ser determinada por calculos estatisticos,
indice de paternidade e probabilidade de paternidade. Para o indice de
paternidade (Pl), a relacdo de semelhanga é expressa em duas probabilidades.
Compara a probabilidade de que um homem tendo o fendtipo do provavel pai se;'a‘
o pai bioldgico do examinando e a probabilidade de que outro homem aleatério
(homem qualquer) seja o pai biolégico; essa situacdo é expressa pela formula
Pl=X/Y. X = a probabilidade de que o homem com o fendtipo do provavel pai
(homem avaliado) possa produzir um esperma que contenha o gene paterno
obrigatdrio; X & a freqliéncia do gameta, que é de 1.0 para homozigotos e de 0.5
para heterozigotos. E Y = a probabilidade de que outro homem qualquer
(aleatdrio) possa produzir um esperma que contenha o gene paterno obrigatério; Y
é a freqiiéncia alélica de um grupo populacional ou racial relevante. Quando
sistemas geneéticos maltiplos s&o utilizados, o Pl deve ser caiculado
independentemente para cada sistema avaliado; esses valores individuais do Pl
sd0 denominados indices de sistemas (SI). Se os sistemas genéticos empregados
s&o independentemente herdados, o sistema individual Pl (Sis) pode ser
trabathado para derivar um indice de paternidade combinado pela multiplicagéo de
todos os valores individuais dos PI, Si. O valor combinado de paternidade (CP1)

deve ser apresentado no laudo final de identificagdo (HIRATA, 2000).

Ainda conforme Hirata (2000), a probabilidade de paternidade (W),
expressa em porcentagem, requer o valor da probabilidade prévia (Pr) na férmula

W= (Pr) (CPH) / [(Pr) (CPI) + (1-Pr)], onde a probabilidade de paternidade € um



nimero designado com valor de 0 a 1, sendo o valor da probabilidade prévia
normalmente adotado como 0,5. Exemplificando um caso com CPl de 19,0 e
Pr=0,5, a probabilidade de paternidade seria igual a W= (0,5) (19) / [(0,5) (19) + (-
0,5)1; W=9,5/10; W=0,95 ou 95%.

HIDDING & SCHMITT (2000) compararam a fregiiéncia alélica de 9
STR do cromossomo Y em duas populagbes distintas: alemaes e chineses. O
DNA foi obtido pelo método de Chelex®, e na PCR foi utilizada tecnologia
muiltiplex; os produtos foram analisados no sistema ALF®. O perfil genetico da
populagdo alema estudada ndo mostrou diferengas significativas em relagéo a
maioria das populagbes européias. O poder de exclusédo variou entre 0,44 para o
DYS393 a 0,94 para o DYS385. A diversidade dos hapiétipos foi de 86,66% para

os alemaes, e de 98% para os chineses.

Sites com informagdes gerais sobre STR - incluindo informagbes sobre
STR do cromossomo Y - estdo disponiveis na infernet em vérios enderecos, como
o do National Center for Biotechnology Info}mation dos Estados Unidos, que nos
da acesso ao GenBank, Short Tandem Repeat DNA Intermet DataBse, Y-STR
Single locus Information, ou em locais com informacoes especificas de cada i6cus,

como links da pagina da Universidade de Leiden (Holanda).

Este daltimo enderego eletronico conta também com dados das
freqtiéncias alélicas de 9 populacdes distintas, dados estes que se reportam ao

trabalho de KNIJFF ef al. (1997). Por exemplo, o locus DYS390 é apresentado
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com 10 alelos e os correspondentes pares de base para cada alelo sao assim
descritos; alelo 18=191bp; alelo 19=195bp; alelo 20=199bp; alelo 21=203bp; alelo
22=207bp; alelo 23=211bp; alelo 24=215bp; alelo 25=219bp; alelo 26=223bp e

alelo 27=227bp. Maiores detalhes sdo apresentados nas tabelas que se seguem:
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TABELA 1 - Informacéo da frequéncia alélica do lécus DYS390. em diferentes

populacdes
DYS390 Amostra A18 A19 A20 A21 A33 A3 A24 A25 A2 A2l
Homens 191bp 195bp 18%bp 203bp 207bp 211bp 215bp 219bp 223bp 227bp

N. Guin/ 134 0,0 0.0 10,4 0,7 2.2 26,1 464 142 00 0.0
Austrafia

Pacific 10 0,0 100 50,0 100 00 100 200 00 0,0 0.0
SE Asia 81 0.0 0,0 0,0 6.2 4.9 470 296 123 00 0.0
NE Asia 189 0,0 0,0 0.0 0.0 143 206 255 333 58 0.5
Artico 62 0,0 0,0 0,0 0.0 4.8 86,5 855 32 0,0 0.0
Amerindic 101 0,0 0,0 0.0 15,8 198 287 288 78 0.0 0.0
Indiano 25 0.0 0.0 0.0 8,0 8,0 200 120 360 160 00
Africano 147 0,7 0,0 0,7 53,1 10,2 13,6 129 88 0,0 0.0
Europeus 1046 0,0 0,0 0,2 33 134 28,1 37,7 141 2.9 0.3

nda:
A18 / 191bp = corresponde ao alelo 18, que apresenta ampiificagiio de 191 pares de base

A19/ 195bp = corresponde ao alelo 19, que apresenta amplificacéio de 195 pares de base
AZ0 / 203bp = corresponde ao alelo 20. que apresenta amplificacio de 199 pares de base
A21 1 203bp = corresponde ao alelo 21. que apresenta amplificagdo de 203 pares de base
A22 / 207bp = corresponde ao aielo 22. que apresenta amplificagéo de 207 pares de base
A23 / 211bp = comresponde ao alelo 23. gue apresenta amplificagdo de 211 pares de base
AZ4 1 215bp = corresponde ao alelo 24. que apresenta amplificag3o de 215 pares de base
A25 / 219bp = corresponde ao alelo 25. que apresenta amplifica¢fio de 219 pares de base
A26 [ 223bp = corresponde ao alelo 26. que apresenta amplificacio de 223 pares de base
A27 | 227bp = correspende ao alelo 27. que apresenta amplificagfo de 227 pares de base

Fonte: “Links” com informagbes sobre os i6cus de STR] da Universidade de Lieden, adaptado do

frabalho de KNIJFF ef al. (1987).
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TABELA 2 - informac8o da fregiiéncia alélica do locus DYS391 em diferentes

populactes
DYS391 Amostra A8 A9 Al10 Al11 A2 A13
Homens 275hp 27%bp 283bp 287bp 291bp 295bp

N. Guin/ 86 0,0 4,7 82,5 12,8 0,0 0,0
Australia

Pacific 10 00 10,0 80,0 10,0 0,0 0,0
SE Asia 56 0,0 36 69,6 250 1.8 0,0
NE Asia 40 0.0 15,0 675 17.5 0.0 0.0
Artico 62 0.0 0.0 80,6 19,4 0,0 0,0
Amerindio 101 0.0 4,0 64,3 28,7 2.0 0.0
Indiano 25 0.0 4.0 64.0 32,0 0.0 0.0
Africano 31 3,2 12,9 452 35,5 3.2 0,0
Europeus 561 6.0 2.3 8§52 40,3 2,0 0.2
egenda:

AB / 275bp = corresponde ao alelo 8, que apresenta amplificacio de 275 pares de base
Ag / 279bp = corresponde ac alelo 9, que apresenta ampiificacio de 279 pares de base
A10/ 283bp = corresponde ao alelo 10. que apresenta amplificacio de 283 pares de base
A1t/ 287bp = corresponde ao alelo 11. que apresenta amplificacdo de 287 pares de base
A12 1 291bp = corresponde ao alelo 12. gue apresenta amplificacio de 291 pares de base
A13 1 295bp = corresponde ao alelo 13. que apresenta amplificacdio de 295 pares de base

Fonte: [‘Links” com informacgdes sobre os 16cus de STR] da Universidade de Lieden, adaptado do
trabalho de KNLJFF ef all {1997).



TABELA 3 - Informacgdo da fregiiéncia alélica do 16cus DYS383 em diferentes

populactes
DYSs3es Amostra AN A12 A3 Al4 A15

Homens 115bp 118bp 123bp 127bp 131bp
N. Guin/ 86 0,0 1.2 77.9 18,6 23
Australia
Pacific 10 0,0 0.0 20,0 80,0 0,0
SE Asia 56 1,8 46,4 26,8 19,6 54
NE Asia 40 0,0 225 62,5 15,0 0,0
Artico 62 0,0 0,0 48,4 51.6 0,0
Amerindio 67 0,0 14.9 56,7 254 3.0
indiano 25 0,0 28,0 8.0 56,0 8.0
Africano 31 0,0 6,5 41,8 355 16,1
Europeus 608 08 14,3 70.1 11.8 3,0
Legenda:

A11 / 115bp = corresponde ao alelo 11, que apresenta amplificagio de 115 pares de base
A12 ! 119bp = corresponde ao alelo 12, que apresenta amplificac8o de 119 pares de base
A13 / 123bp = corresponde ao alelo 13. que apresenta amplificacdo de 123 pares de base
A14/ 127bp = corresponde ao alelo 14. gue apresenta amplificagdo de 127 pares de base
A15 / 131bp = corresponde ao alelo 15. que apresenta amplificacio de 131 pares de base

Fonte: [“Links® com informacgoes sobre os locus de éTR] da Universidade de Lieden, adaptado do
trabalho de KNIJFF et al. (1997).
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Os estudos de lécus de STR, particularmente do cromossomo Y,
podem ser aplicados em testes de paternidade, investigacbes evolutivas e
antropologicas e avangam para a area de identificagdo humana. Entretanto, para
sua aplicacdo ha rotina forense, faz-se necessario o estabelecimento de
parametros populacionais prévios que embasario a determinacdc das variagdes
alélicas dos diferentes iécus para a populacéo estudada, dados essenciais para

sua utilizagdo na pratica pericial.

2.3 INCORPORAGAO DOS ESTUDOS GENETICOS A
ODONTOLOGIA LEGAL

Na pratica forense, as estruturas dentarias tém sido priorizadas para
andlises genéticas porque a cavidade pulpar - arcabougo formado pelas paredes
de esmalte, dentina e cemento - pode propiciar um meio estavel para o DNA.
Freqilentemente, esse uso se da em concomitancia aos métodos comparativos
convencionais - meédicos, odontoldgicos e antropologicos -, com ¢ intuito de dar

maior respaldo e confiabilidade aos processos de identificagdo.

No tdpico anterior citamos estudos populacionais de freqléncias
alélicas que, usualmente, tém como material de andlise o sangue. Entretanto,

alguns trabalhos referem-se de maneira complementar aos dentes, como o de
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HANAOKA & MINAGUCH (1998) que, além de 131 amostras de sangue
trabalharam com 20 dentes, extraindo o DNA de ambos os materiais pelo método
organico (proteinase K e fenol cloroférmio), e usando 10ng de DNA para realizar a

amplificacao pela PCR e a analise das amostras.

Iniciaimente, os estudos relacionando dentes e aspectos genéticos
refletiam uma preocupacgdo em relacdo a determinacdo do sexo em virtude da
possibilidade de marcagdo do cromossomo Y contido em polpas dentarias. Esse
procedimento era estabelecido com o auxilio da microscopia de fluorescéncia. Tais
trabalhos relatavam a utilizagdo de dentes sob condigbes variadas, cariados, ou
armazenados sem cuidados especificos - dque permaneciam expostos a
temperatura ambiente — com periodos entre extragdo dos elementos e a obtengéo
do DNA que variavam de a 4 anos {SENO & ISHIZU, 1973; WHITTAKER et al.,
1975; DANGE et al., 1978).

Evoluindo nessa linha de pesquisa, YOKOI! ef al. (1989) analisaram
amostras de manchas de sangue, tecidos 6sseos e polpas dentais, para estimar a
pertinéncia desses materiais aos seres humanos e ao seu sexo, por meio de
sondas de DNA (BLURS e pHY10). O método de extragao foi o organico, havendo
um lapso de tempo entre a extracdo dental e a obtengao do DNA de 0 a 34 dias.
Em todas amostras femininas a sonda pHY10 - concebida a partir do cromossomo
Y - teve resultados negativos. Entretanto, a sonda de identificaggdo humana

(BLURBS) demonstrou ser 3 A 5 vezes a mais sensivel.
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Em estudo utilizando polpas dentarias de terceiros molares de 21
homens e 24 mulheres, PILLAY & KRAMER (1997) amplificaram as regides ZFX e
ZFY pela PCR, visualizado-as em gel de agarose 2%. A acuracia alcanc¢ada foi de
100%, demostrando que essa metodologia de DNA é uma alternativa aos estudos

antropoldgicos e histoiégicos para a determinag&o dos sexos.

Pesquisas apontam que uma proteina encontrada no esmaite dental e
denominada amelogenina ou AMEL apresenta distingées entre os sexos quanto
ao tamanho e ao padrdo da seqiéncia de nucleotideos. De fato, o gene que
codifica a amelogenina feminina esta localizado no cromossomo X, enquanto a
amelogenina masculina é encontrada no cromossomo Y; as mulheres apresentam
alelos homozigotos e genes idénticos, e os homens apresentam dois genes

diferentes, aielos heterozigotos (SLAVKIN, 1997).

AKANE (1998) sugere que as reagtes voitadas a determinagéo do sexo
utilizem simultaneamente os primers para ambos os sexos (duplex) pois, na
hipétese de utilizagdo exclusiva de um l|6cus do cromossomo Y, sua nao
amplificagéo nao caracteriza, obrigatoriamentie, o sexo feminino. O autor menciona
ainda a possibilidade de empregar a técnica de nested PCR quando da baixa

sensibilidade de amplificagdo do gene da amelogenina.

Reportando a dificuidade de extrair DNA tendo como substrato somente
os tecidos duros dentarios, SIVAGAMI ef al. (2000) propdem a aplicacdo de ultra-

som aos tubos numa fase intermediaria da extragdo organica. Os autores



utilizaram nitrogénio liquido para pulverizar as estruturas dentarias, obtendo

sucesso no diagnostico do sexo com o gene AMEL.

Comentando a particular resisténcia dos dentes quando submetidos ao
fogo ou expostos ao meio ambiente, HAERTING ef al. descrevem um ensaio com
257 dentes, de cujos doadores eram conhecidos a idade e o grupo sanglineo.
Com a utilizagdo do método de Gustafson para estimativa da idade, obtiveram
margem de erro de 4,6 anos. Ja os resultados da determinagao dos antigenos A,

B e O foram concordantes em mais de 85% dos exames.

A influéncia do meio ambiente na concentragdo, integridade e
recuperacao do DNA extraido de polpas dentarias foi mensurada por SCHWARTZ
et al. (1991). Os autores variaram o pH (3, 7 e 10), a temperatura {4°C, 25°C, 37°C
e incinerando o dente), a umidade (20, 66 e 98%), as condi¢des do solo em que
foi feito o enterramento dos dentes (areia, terra de vaso, terra de jardim,
submersdo em agua e enterrados ao relento) e os tempos de enterramento (de
uma semana a seis meses). Constats—;\ram que esses fatores nao sao
determinantes para a obtencdo de DNA de alto pesc molecular a partir de polpas

dentarias.

Para POTSCH et al. (1992), a polpa dental € um dos poucos materiais
organicos disponiveis para .analise do DNA em alguns casos especiais como
acidentes aéreos, corpos carbonizados ou putrefatos. Os autores estudaram uma

populagio composta de trés grupos de dentes. O primeiro grupo era formado por

85



30 dentes obtidos de extragbes dentarias, guardados e avaliados por periodos de
6 semanas a 4 anos; um controle positivo foi realizado com gazes contendo
sangue do transoperatdrio. No segundo grupo, 10 dentes foram exiraidos de
fragmentos mandibulares armazenados por 15 anos. O dltimo grupo, de 8 dentes,
foi obtido de cadaveres recentes. Em todos os casos os autores trabalharam com
as polpas dentais, obtendo cotas de DNA entre 6-50ug, sendo possivel, com o
auxilio da PCR e das sondas VNTR, avaliar o perfil genético e 0 sexo dos

individuos.

HANAOKA et al. (1995) avaliaram a extracdo de DNA em 50 dentes
(polpas e tecidos duros) por l6cus de VNTR. O DNA obtido das polpas dentarias
variou de 3 a 40ug, e ndo foi encontrada correlagéo entre o periodo de estocagem
dos dentes e a quantidade de DNA. Os autores investigaram a eficiéncia da
extracdo de DNA a partir de tecidos duros dentais em diferentes concentracdes de
solugiio descalcificante. O DNA obtido das polpas dentarias foi de alto peso
molecular, sendo susceptivel as analise por sondas multilécus ou por PCR; ja o
material obtido dos tecidos duros dentais s6 apresentou analise satisfatoria pela

PCR.

YAMAMOTO (1996) reporta dois estudos. Um descreve a estimativa da
idade por meio da analise dos aminoacidos contidos na dentina. O outro
contempla a extrac&o de DNA a partir de polpas dentarias com o auxilio de sondas

especificas para 0 cromossomo Y, para a estimativa do sexo; ainda nesse estudo



o autor verificou a efetividade da metodologia de PCR mesmo quando da

utilizagdo de material degradado.

Confirmando essa propriedade de conservacdo das estruturas dentarias
em relacdo ao DNA, DRANCOURT ef al. (1998) demonstraram ser possivel que
polpas dentarias sirvam de substrato para extragdo e analise do DNA. E
comprovam de forma irrefutavel essa assertiva citando epidemias que ocorreram
no passado — hé cerca de 400 anos airas - e que, até entdo, ndo contavam com a

confirmacao de sua histéria clinica.

O ponto de partida de toda analise forense do DNA & uma boa
extracdo, pois o manejo dos dentes apresenta algumas particularidades, como
descrevem SMITH ef al. (1993). Entre outras recomendacdes, os autores sugerem
que se radiografe todo o material previamente as analises moleculares, e que se
preserve a coroa para eventual confrontacdo documental, propondo um corte
horizontal na juncdo amelo-dentinaria com remoc¢ao da polpa, ou mesmo o
aproveitamento de todo o remanescente dental. Em estudo comparativo,
constataram haver um ganho significativo na extracdo do DNA quando ha

pulverizacdo de todo remanescente dental.

SWEET & HILDEBRAND (1998) descrevem metodologia de

pulverizacgdo criogénica dos elementos dentarios. Em um estudo com 20 dentes

obtiveram média de 18,4ug de DNA por grama de dente seco pelo meétodo
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orgénico de extragdo, destacando que a pulverizagg@o diminui os riscos de

contaminagao.

Ressaltando a importancia das informacgdes dentais em processos de
identificacéo, YAMAGUCHI et al. (1997) citam dois casos em que esses dados
foram de fundamental importancia. No primeiro, a solugéo se deu por andlise
radiografica comparativa. No segundo, embora a pessoca a ser identificada
possuisse trabalhos odontolégicos, e portasse caracteristicas passiveis de
individualizagdo, as investigagdes policiais nao conseguiram resgatar
documentalmente tais informag¢des; nesse caso, os autores optaram por conduzir
analises bioguimicas em que os dentes eram o material de estudo. Procederam a
estimativa da idade e a determinacdo do grupo sangliineo, mas a analise que
possibilitou a identificagdo de maneira inconteste foi o segiienciamento do mtDNA
e seu confrontc com o de supostos aparentados, sobremaneira 0 da mae

hipotética do individuo.

Em 1995, SWEET & SWEET publicaram frabalho em que relatam um
caso de carbonizacio no qual, por meio de polpas de dentes molares inclusos,
comparadas a outras evidéncias biolégicas encontradas no local do crime, foi
possivel, pela analise de regides polimorficas do DNA (VNTR), confirmar que a

vitima estivera no veiculo do suspeito, embasando assim a acusagéao.

Descrevendo uma identificagdo por meio de comparag¢éo de STR de

dentes e esfregacos de exame de Papanicolau, SWEET ef al. (1999) comentam



que, apesar de os dentes apresentarem trabalhos odontolégicos representativos,
nao havia documentacao para confronto. Assim, dois dentes foram selecionados e
pulverizados pelo método criogénico, sendo o DNA extraido pelo método orgénico.
Muitos laboratdrios citoldégicos armazenam as laminas de diagnoéstico de seus
pacientes e, assim, o exame de Papanicolau apresenta-se como uma opcéc
quando da impossibilidade de utilizar os registros médicos e odontolégicos

tradicionais.

Até aqui demos destaque aos trabalhos que se utilizaram de sondas ou
de STR para analise do DNA dental, ou seja, descrevemos trabalhos que
empregaram DNA gendmico. Mas o miDNA apresenta-se como outra efetiva
opcdo de analise. O mtDNA é de origem extracelular, e possui milhares de copias
em uma Unica célula; € uma heranca materna, recebemos esse material genético
de nossas méaes, o que faz com que tenhamos identidade com nossos irméos e
parentes ligados pela linhagem materna. O mtDNA é circular e tem grande
resisténcia a digestdo enzimatica; ja foi totalmente seqiienciado e sua regido
hipervariavel esta determinada. Qutra caracteristica relevante € a sua propriedade
monoclonal, ou seja, fodo 0 mDNA do individuo apresenta a mesma seqiiéncia

(JOBIM et al., 1999).

GINTHER et al. (1992) avaliaram o mtDNA extraido de dentes pelo
método orgénico e seu posterior seqUenciamento. Confirmaram sua aplicabilidade
em casuisticas como aquela descrita por YAMADA ef al. (1997), que relatam um

caso de carbonizacdo em que o mtDNA foi extraido pelo método Chelex®, ou
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aquela relatada por BOLES ef al (1995), que realizaram identificagéo pelo

seqiienciamento do mtDNA a partir de elementos dentarios de 12 esqueletos.

Além das polpas e demais estruturas dentarias, a saliva também serve
de substrato bioldgico a obtencio do DNA. Essa utilizacdo ocorre em virtude dos
avancos tecnolégicos, que permitem que os limites de detecgdo do DNA sejam
diminuidos permanentemente. Por outro lado, cada vez mais a saliva torna-se
material eletivo nas extracdes de DNA em casos de investigagéo de paternidade e
criminais. Se compararmos o método de puncao sangliinea ao de coleta de saliva
com a ajuda de um algod&o estéril, constataremos as vantagens que o segundo
traz aos examinandos: é um método nao invasivo, indolor, ndo traumatico, de facil
colaboragdo por parte das criangas, além de evitar-se os riscos de possiveis
contaminagbes que podem ocorrer com o sangue. No aspecto criminal,
rotineiramente se obtém evidéncias contendo saliva: mordagas, manchas em

roupa, marcas de mordida na pele, selos etc. (NICOLAS & CANELA, 1999).

Para avaliar a fidedignidade da extracéo de DNA de diferentes materiais
bioldgicos, WALSH et al. (1992) coletaram saliva total, manchas salivares e
sangue dos mesmos individuos, o confronto dos resultados comprovou que a a
saliva humana € um material adequado as analises forenses. Nesse estudo os
autores sugerem o seguinte modeio de extracdo para saliva: centrifugagdo do
material coletado por 1 minuto, suspensdo do pellet em tampdo de lise
conjuntamente com proteinase K, incubagao ovemight a 56°C, finalizando a

extracéo com fenol/clioroférmio (método orgéanico).



SWEET ef al. (1996) utilizaram método diverso, o Chelex®, com o
mesmo intuito. Obtiveram DNA salivar a pariir de simulacbes de marcas de

mordida em pele humana; o DNA foi avaliado por dois 16cus de STR.

Outfro aspecto a ser considerado na obtencdo do DNA de manchas
organicas diz respeito as influencias do meio ambiente e do suporte em que se
encontram (McNALLY et al., 1989). Tanto que a equipe de DNA do Instituto de
Criminalistica da Policia Civil do Estado de S&do Paulo, por meio da Resolugao
S8P-194, de 2 de junho de 1999 (Sao Pauio, 1999), apresenta-nos parametros de
conduta para a coleta, o acondicionamento, a preservacao € o encaminhamento
de material biologico para identificacdo humana, incluindo 0 manejo de dentes e

saliva. Alguns itens merecem destagque, assim tfranscrevemos 0s seguintes

trechos da citada resolucéo:

Art. 3 § 1 Ficam impedidos de proceder as analises de laboratorio
os Peritos que efetuaram a coleta de material em local,

Art. 4 § 1 Ndo havendo condicdes imediatas de confronto pela
auséncia de material padrdo para comparagdo, mas sendo o caso
de interesse judicidrio para futura identificacdo, as amostras que,
apos analise por Perito especialista em identificacdo humana,
revelarem-se  adequadas, serdo devidamente selecionadas,
etiquetadas e preservadas, pelo prazo de 90 (noventa) dias, para
Sfuturo exame.

Art.5°. é competéncia exclusiva de médico legista a coleta de

material biologico para fins de identificacdo de pessoas vivas ou
caddveres, nos termos desta Portaria.

As demais recomendacdes versam sobre a coleta e 0 manuseio usuais,
e buscam minimizar as possibilidades de contaminacdo e degradacdo das

amostras por meio do emprego de barreiras fisicas, da utilizacdo de material
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estéril e/ou descartavel, do acondicionamento em locais apropriados, da secagem
de amosiras Umidas, da limpeza dos ossos e dos dentes, da coleta em duplicata

para contraprova efc.

Como vimos, 0s avangos cientificos apresentados pela biologia
molecular a partir da década de 80 contaram, em alguns momentos de seu
transcurso, com a colaboragdo da odontologia legal para o estabelecimento de
novos modelos a pratica da identificagdo humana, seja no estabelecimento de
diferentes formas de extracio do DNA a pariir de dentes (polpa dentaria e tecidos
duros) ou de saliva, seja compondo equipes multiprofissionais de trabailho ou

ainda na formulacdo de problemas comuns concernentes a identificacdo humana.
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Sao objetivos do presente trabalho:

Estabelecer formas de coleta, armazenamento e preparo dos materiais
bioldgicos sangue, saliva e dentes para as extragdes de DNA.

Otimizar a exiracdo de DNA em amostras de dentes.
Otimizar a extragao de DNA em amostras de saliva.

Otimizar a PCR utilizando os primers para os locus DYS390, DYS391 e
DYS393.

Avaliar, em uma amostra de 100 individuos brasileiros, a freqiiéncia alélica nos
lécus DYS390, DYS391 e DYS393.

Avaliar a independéncia dos materiais biolégicos a serem empregados em
analises forenses.
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4 Materiale Métodos

|
|

41 CASUISTICA

Foi analisado um total de 110 individuos subdivididos em trés grupos. O
GRUPO 1 era composto por 100 individuos do sexo masculino, ndo relacionados,
com idades variando de 01 a 82 anos; as amostras de sangue total (ANEXO 2)
foram colhidas em colaboragdo com ¢ Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sé&o
Paulo. O GRUPO 2 era constituido por 05 individuos do sexo masculino, também
ndo relacionados, e de idades variadas; de cada um deles foram obtidas duas
amosiras: saliva e dentes (ANEXO 3); esse material foi colhido junto & Fundacéo
para o Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico da Odontologia da Universidade
de S&o Pauio (FUNDECTOQ). O GRUPO 3 era formado por 05 voluntarias (ANEXO
4), das quais foram obtidas amostras de saliva total. Em todas as situa¢fes houve

a concordancia dos integrantes apds anuéncia aos termos de consentimento

(ANEXOS 5 e 6).
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4.2 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

A infra-estrutura fisica utilizada nao faz parte de um dnico faboratério,
mas constitui-se em um conjunto de alguns dos recursos de que dispdem trés
laboratérios que, de forma prestimosa, viabilizaram a presente pesquisa. Sao eles:
o Laboratorio de Biologia Molecular da Disciplina de Patologia Bucal do
Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sao Paulo (FOUSP); o Curso de Pés-Graduagdo em Farmacia, Area de Andlises
Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(FCFUSP); Laboratério de Biologia Molecular do Curso de Pos Graduagao em
Ciéncias, Area de Odontologia Legal e Deontologia, da Facuidade de Odontologia

de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas FOP/UNICAMP.

Da gama de recursos disponiveis nesses laboratbrios utilizamos:
micropipetas da Gilson®; equipamento agitador de tubos; aparetho para “banho-
maria”; microcentrifugas de modéios variados; espectrofotdmetro; termocicladores
da MJ Research® modelo PTC 100; fontes de energia para eletroforese; sistemas
de eletroforese horizontal para gel de agarose; sistema vertical para gel de
poliacrilamida da Gibco-BRL®; e seqlienciador de DNA automatico ALFexpress®
da Amersham Pharmacia Biotech, com utilizagio dos programas de corrida de gel
“ALFwin Instrument Control Version 2.00 15" e de interpretacéo desses resultados

“Allele Locator”, ambos da prépria Amersham Pharmacia Biotech®. Aparelho



transluminador e sistema fotografico modelo DS 34 da Polaroid®. Os materiais
descartaveis empregados foram: tubos de microcentrifuga de 1,5; 0,5, 0,2ml e
ponteiras de 0,5 a 10ul; 10 a 200pil e 100 a 1.000ui; papel especial “Kimwipes EX-

L® — Delicate Task Wipers”, para secagem das placas de corrida do gel.

Ja o suporte econdmico para a aquisicao dos reagenies necessérios
proveio de nosso Departamento de origem, Departamento de Odontologia Social
da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, e novamente do
Laboratério de Biologia Molecular da Disciplina de Patologia Bucal do

Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de

Sao Paulo.

Os reagentes tiveram procedéncia variada: a Tag DNA polimerase e os
dNPTs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) foram adquiridos tanto da Unisciense® do
Brasil quanto da Gibco BRL® Life Technologies. Também da Gibco BRL® Life
Technologies foram adquiridos: proteinase K (20mg/mi) Lot. MAV403; fenol; BE,
brometo de Etidio Lot. KH6901; tampao para PCR e MgCl: 50 mM. Da SIGMA®
obtivemos Tris ultra puro (Trizma®) Lot.87H5411; EDTA Lot. 28H008115; cloreto
de sodio Lot. 28H0088; lauril-sulfato de sédio Lot. 87H0671; acetato de sddio Lot.
87H0105; silica S-5631 Lot. 58H0154 e triton X-100. O cloroférmio P.A. foi obtido
da Dinamica Lot. 2676. O alcool isoamilico e o tiocianato de guanidina, Lot.
1398A43 da Amresco®. A agarose, Seakem, GTG, procedente da FMC Bio

Products®, Lot. AG0468 e o tampao tris-EDTA-acetato, da Boerhringer Mannheim
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Corp.® Lot. 1666690. O DEXTRAN azul 2000® foi adquirido da Amersham

Pharmacia Biotech®.

As regides hipervariaveis selecionadas foram 3 STR do cromossomo Y:
DYS390 (regidao de amplificacdo 191-227 bp), DYS391 (regiaoc de amplificagdo
271-299 bp) e DYS393 (regido de amplificagdo 108-136 bp), sendo os primers

sintetizados pela Synthegen, Houston, Texas (www.synthegen.com) segundo

parametros encontrados na literatura. Em cada par de “primers”, uma foi marcada
com fluorescéncia (Cy5) para possibilitar o processo de leitura da corrida do gel
pelo equipamento de seqlienciamento automatico com leitura do laser
(ALFexpress® da Amersham Pharmacia Biotech).

DYS390 A

Sequéncia: 5 1TTATATTITACACATTITTGG GCC 3
(modificada pelo componente Cy5, n® Catalogo 1402 — Anexo 7)
DYS390 B
Seqiiéncia: 5 TGACAG TAA AAT GAACACATTGC 3
DYS391 A
Seqiéncia: 5 1ICT ATT CAT TCAATCATACACCCA TS
{modificada pelo componente Cy5, n® Catalogo 1402 - Anexo 7)
DYS391 B
Seqiéncia: 5 GATTCTTIG TGG TGG GTC TG 3
DYS393 A
Seqiéncia: 5 1GT GGT CTTCTACTT GTG TCAATAC ¥
(modificada pelo componente Cy5, n® Catalogo 1402 - Anexo 7)
DYsS393 B
Seqiéncia: 5 AAC TCA AGT CCAAAAAATGAG G 3



4.3 COLETA DAS AMOSTRAS:

As amostras do GRUPO 1 foram colhidas em tubos contendo EDTA
como anticoagulante e, incontinenti, foi iniciado ¢ processo de extragao do DNA.
No GRUPO 2, a saliva e os dentes ficaram armazenados em frascos plasticos
estéreis sob temperatura de -20°C; as amostras de saliva foram colhidas com
gazes estéreis antes do ato cirtrgico. As amostras do GRUPO 3 foram colhidas
junto as voluntarias e armazenadas em frascos plasticos estéreis, permanecendo

também em freezer & temperatura de -20°C.

44 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA EXTRAGAO DO DNA

Como as amostras de sangue foram utilizadas de maneira imediata,

nao necessitaram de cuidados prévios especiais.

Ja com relagéo as amostras de saliva (femininas e masculinas), tivemos
o cuidado de armazena-las sob temperatura de -20°C até serem processadas as
extragbes do DNA, momento em que foram removidas do freezer e deixadas a

temperatura ambiente até seu descongelamento. A seguir - nas amostras do sexo
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feminino (GRUPO 3) -, foi transferido 1ml de material para tubos eppendorf e —
nas amostras do sexo do GRUPO 2 -, cortou-se um pequeno pedaco da gaze

embebida de saliva, dando-se inicio ao processo de obtencdo do DNA.

Os dentes, previamente ao seu armazenamento no freezer, foram
submetidos a um processo de limpeza fisico-quimica, raspagem com curetas
periodontais e lavagens com alcool 70% e hipoclorito de sédio. Posteriormente, os
elementos foram pulverizados segundo o método de SWEET & HILDEBRAND
(1998), adaptado com uso de um gral e pistilo de porcelana e estocagens
manuais. Para total pulverizagdo dos dentes foram necessérias de 3 a 4 imersdes
em nitrogénio liquido mantendo as batidas do pistilo constantes, o rendimento
médio alcancado foi de 1,0g de pd por dente puiverizado; nas extragbes foi

empregado 0,25g desse material pulverizado.

45 EXTRAGAO DE DNA EM DIFERENTES MATERIAIS
BIOLOGICOS

Para as amostras de sangue, o protocolo utilizado foi o do Laboratério
de Biologia Molecular Aplicado ao Diagnéstico, do Curso de Pés-graduagdo em
Farmdcia, Area de Analises Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de S&o Paulo, descrito por SALAZAR et al. (1898) (ANEXO 8). Para
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a saliva, utilizamos o método organico descrito por HOCHMEISTER et a/. (1998)
que, ap6s ensaios, sofreu algumas alteragcdes (ANEXQO 9). Para os dentes

empregamos o protocolo de BOOM ef al. (1990) adaptado por MELTON (2000)
(ANEXO 10).

46 AMPLIFICAGAO DO DNA

A otimizagao definida para as reagbes de PCR foi estabelecida para os
primers selecionados. Esses primers foram diluidos para uso na proporgao de
1,0ul de primer para 100ul de agua. A solucao de magnésio foi utilizada a 25mM e
o mix de dNTP a 10mM de cada nucleotideo; o volume final de todas as reacGes

foi de 25,0ul. A ciclagem foi a mesma para os trés primers utilizados no estudo das

freqiéncias alelicas.
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Tabela 4 — Tipos e quantidades de reagentes utilizados na PCR

Reagentes Quantidade
H,0 15,5
Tampao 2,5ul
DNTP 1,0u
MgCl, 1,0ul
Primer 1 1,0ul
Primer 2 1.0u
Taqg 1,0u
DNA 2,0u
Volume final 25,0ul

Tabela 5: Ciclagem padrao utilizada nas PCRs dos primers marcados

Programa

Hot-start 98° 3
Denaturacéo 94° 1
Anelamento 56° 1
Extensao 72° 2
Extensao final 72° 10
Resfriamento 4° oo

35 ciclos
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4.7 CONFECGAO E ANALISE DOS GEIS

Uma vez realizada a amplificagdo do DNA seu produto apresenta-se em
quantidade relativamente grande, e a leitura pode ser feita por processo de
eletroforese em géis de agarose de concentragdo variada (ANEXO 11), ou em
géis de poliacrilamida, que podem ser corados com prata (ANEXOS 12 e 13),
existindo também a possibilidade do uso de primers marcados; nestes casos, o gel
de poliacrilamida devera ser interpretado em equipamentos especificos, como o

ALF-Express da Pharmacia® (ALF = Automatlic Laser Fluorescent) (ANEXQO 14).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a determinacdo do tamanho molecular dos fragmentos observados
utilizamos os programas do sistema ALFexpress®: o de corrida de gel “AlLFwin
Instrument Control Version 2.00", e o de interpretagéo desses resultados “Allele
Locator”, ambos da propria Amersham Pharmacia Biotech®. Foi utilizado como
padrdao de comparacdo o marcador de tamanho molecular de DNA de 50bp (0-

500).
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O poder de excluséo individual de cada lécus, e o poder de exclusdo
dos trés STRs combinados foram calculados segundo parametros de GRAW &

SEITZ (2000) e HIRATA (2000).
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9 Resultades

T ————A L ——
A ———————r

A avaliacdo eletroforética dos produtos de amplificacdo do lécus
DYS390 em 100 individuos brasileiros leucodérmicos do sexc mascuilino, nac
relacionados é apresentada no GRAFICO 1. Resultados individuais podem ser
observados nos QUADROS 2, 3 e 4 constantes nos ANEXQOS 15, 16 e 17

respectivamente.

GRAFICO 1 - Distribuicao de fregiéncia dos alelos do 16cus DYS390 em 100 individuos brasileiros
leucedérmicos do sexo masculinos, nae relacionados.

Notas:

1. A identificac@o dos alelos segue a nomenciatura proposta em [‘Links” com informacgdes sobre
os locus de STRs] da Universidade de Lieden, adaptada do trabalho de KNIJFF et al. (1997).

2, O tamanho do fragmento amplificado foi determinado pelo programa “Allele Locator”, tendo
também como parametro o marcador de tamanho molecular de DNA de 50bp.

3. O nimero de alelos observados corresponde a suas porcentagem, pois a amostragem foi de
100 individuos.
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A avaliagdo eletroforética dos produtos de amplificacdo do lécus
DYS391 em 100 individuos brasileiros leucodérmicos do sexo masculino ndo
relacionados € apresentada no GRAFICO 2. Resultados individuais podem ser

observados nos QUADROS 5, 6 e 7 constantes nos ANEXOS 18, 18 e 20

respectivamente.

GRAFICO 2 - Distribuigéo de fregliéncia dos alelos do lécus DYS381 em 100 individuos brasileiros
leucodérmicos do sexo masculine, ndo relacionados.

Notas:

1. A identificagdo dos alelos segue a nomenclatura proposta em [‘Links” com informacgbes sobre
os Iécus de STRs] da Universidade de Lieden, adaptada do trabalho de KNIIFF et al. (1997).

2. O tamanho do fragmento amplificado foi determinado pelo programa “Allele Locator”, tendo
também como pardmetro o marcador de tamanho molecular de DNA de 50bp.

3. O ntmero de alelos observados cotresponde a suas porcentagem, pois 2 amostragem foi de
100 individuos.
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Ja a avaliacdo eletroforética dos produios de amplificagdo do Ibcus
DYS393 em 100 individuos brasileiros leucodérmicos do sexo masculino, ndo
relacionados é apresentada no GRAFICO 3. Resuitados individuais podem ser

observados nos QUADROS 8, 9 e 10 constantes nos ANEXQOS 21, 22 e 23

respectivamente.

GRAFICO 3 - Distribuigfio de frequéncia dos alelos do loco DYS393 em 100 individuos brasileiros
leucodérmicos do sexo masculino, ndo relacionados.

Notas:

1. A identificac&o dos alelos segue a nomenclatura proposta em [“Links” com informagtes sobre
os i6cus de STRs] da Universidade de Lieden, adaptada do trabalho de KNIJFF ef al, (1997).

2. O tamanho do fragmento amplificado fol determinado pelo programa “Allele Locator”, tendo
fambém como parametro o marcador de tamanho molecular de DNA de 50bp.

3. O namero de alelos observados corresponde & suas porcentagem, pois a amostragem foi de
100 individuos.
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O poder de exclusdo individual obtido foi de 0,6764 para o lécus
DYS390; de 0,5988 para o lécus DYS391, e de 0,6136 par o lécus DYS383. O

poder de excluséo (PE) combinado obtido foi de 0,9498.

Na TABELA 6 apresentamos os resultados das andlises conjuntas dos
fragmentos amplificados do 16cus DYS393. Note-se que no GRUPO 2 — formado
por 05 individuos do sexo masculino analisados a partir de dois materiais
biclégicos diferentes (saliva e dente) -, os alelos amplificados foram concordantes,

independentemente do substrato organico utilizado. Maiores detalhes poderao ser

observados no QUADRO 11 do ANEXO 24.

TABELA 6 - Resultado da analise conjunta dos fragmentos amplificados do lécus DYS383
utilizando-se DNAs de dente e saliva de mesmos individuos.

Alelos 115 119 123 127 131
Amostra

S1 X
D1 X
82 X

D2 X

83 X

D3 X

S4 X

D4 X

S5 X

D5 X

O GRUPO 3, como esperado, nao apresentou qualquer amplificagao.
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A populacdo estudada no presente trabalho era constituida de 105
individuos do sexo masculino, nao relacionados, com idades variando de 01 a 82
anos (GRUPOS 1 e 2), e de 05 pessoas do sexo feminino (GRUPO 3), também
nao relacionadas e com idades variando entre 18 e 25 anos. Os i{rés grupos eram
formados por individuos leucodérmicos, classificados a partir da observacédo de
suas caracteristicas fenotipicas e do relato dos proprios participantes quanto a sua
ascendéncia. A eleicdo de uma amostra populacional de caracteristicas étnicas
semelhantes prendeu-se a dois fatores: as vantagens de se trabalhar com grupos
fechados, e os relatos sobre a existéncia de discrepancias na fregiiéncia alélica
entre diferentes grupos étnicos (PASTORE ef al, 1996; MOURA-NETO &
BUDOWLE, 1997).

Entretanto, a determinagéo do grupo étnico da amostra a ser estudada
pode estar sujeita a erros inerentes ao sistema de escolha por questionarios, e
pela leitura que o observador faz, a partir de imagens preconcebidas (CAMPO-
FLORES et al.,, 2000). PENA et al. (2000) ressaltam, ainda, que como nés,
brasileiros, somos fruto de uma complexa miscigenagdo, também é complexo

proceder a um enquadramento étnico populacional.
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Assim, acreditamos que outras investigagdes — que busquem verificar
as freqiéncias alélicas dos demais grupos étnicos de brasileiros ainda néo
estudados (negros, orientais e indigenas) - devem ser futuramente
implementadas. Apds esses estudos, e se os resultados encontrados ndo forem
discrepantes entre si, {alvez possamos - nos casos de identificacdo forense que
niaoc nos permitam precisar a origem étnica do examinando - levar em
consideracdo a populacdo brasileira como um todo, e ndo fragmentada em
classificacdes de grupos étnicos, ragas ou cor da pele, posto que semelhancgas
fenotipicas (como a cor da pele) podem apresentar genétipos distintos (HARTL &
CLARK, 1997). Dessa forma estabeleceriamos referenciais gerais, caracterizando
a nossa etnia de maneira ampla, como um grupo populacional que possui
caracteristicas fisicas e culturais comuns, em maior consondncia com a pratica

pericial.

Embasando esse posicionamento, JUNGE & MADEA (1999) analisaram
5 STR do cromossomo Y, e comprovaram néo haver diferencas significativas em
diferentes populacdes européias. HIDDING & SCHMITT (2000) também
comprovaram que a populacdo alema ndo apresentava diferengas significativas
em relacdo a maioria das populagbes européias. Até mesmos os siles que
disponibilizam dados sobre STR Y fazem-no na forma de diferentes populacoes, e
nac de diferentes grupos étnicos. E essas foram as informactes que utilizamos
para confrontar com a nossa amostra, que € representativa da populagéo

brasileira.
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Utilizamos um grupo controle negativo, composto por mulheres
(GRUPO 3), para constatar reagdo ou ndo do DNA extraido desses individuos
para as STR utilizadas, pois sendo essas STR obtidas a partir do cromossomo Y,
teoricamente s6 apresentariam amplificacdo de DNA pela PCR os individuos do
sexo masculino. Contudo, GUSMAQ et al. (1999) postulam que, que em condigdes
de baixa estringéncia, existe a possibilidade de que individuos do sexo feminino
apresentem amplificacdo para os microssatélites do cromossomo Y. Na presente
casuistica n&o foi constatada qualquer reacdo positiva para os 3 l6cus analisados,

apontando para uma otimizagio adequada da PCR.

Ao final do topico STRs E ESTUDOS POPULACIONAIS, da Revista da
Literatura, citamos estudos que enfatizam a fundamental importéncia que a
verificagdo dos padrdes alélicos nas diferentes populagbes tem, quando do
emprego dos recursos das analises de DNA para o estabelecimento da identidade,
posto que existem variagdes tanto étnicas quanto popuiacionais (PASTORE ef al.,
1996; KNIJFF et al., 1997, GONZALEZ-NEIRA ef al,, 2000; UNIVERSIDADE DE
LEIDEN, 2000). Assim, a simples utilizacdo de kifs de identificacdo, como o
GenePrint® da Promega® - desenvolvido com base em pesquisas realizadas com
a populagdo norte-americana -, pode levar a incorrecdes nas estimativas quando

de sua aplicagao a outras populagoes.

Os inimeros estudos populacionais de freqiiéncias alélicas fornecem
dados que subsidiam a identificacdo humana, mas investigacSes voltadas

especificamente & populagdo brasileira ainda sao recentes (MOURA-NETO &

81



BUDOWLE, 1997; PENA, 1999; OZAKI, 1999). Desta forma, quanto mais lécus
forem observados na populagéo brasileira, maiores recursos teremos a disposigéo
para nossas analises, até porque o ntimero de lécus minimos exigidos para excluir
uma paternidade ou estabelecer uma identificacdo tem tido um crescimento em
seus padrées. Cabe lembrar que os dados do presente estudo, freqiiéncia alélica

das STR DYS390, DYS391 e DYS393 ainda sao inéditos no Brasil

Estabelecendo um paralelo com os estudos antropolégicos de
identificacdo humana (estimativa do sexo, idade, estaiura cor da pele etc.), os
estudos populacionais de freqiéncias alélicas apresentam a mesma importancia e
objetivos dos trabalhos antropométricos, que verificaram os métodos
desenvolvidos em amostras de populagbes diversas da brasileira buscando
estabelecer comparagdes e definir padrdes a partir de amostragens nacionais. Isto
porque, em ambas as situagbes, & temeraria a incorporagao incondicional de
metodologias sem a avaliagdo das possiveis discrepancias étnicas e

populacicnais.

E inconteste a importancia do dominio das técnicas de extracdo de
DNA de dentes e saliva para a odontologia legal. Essa importancia consubstancia-
se nos casos mais criticos de identificagdo humana, como aqueles em que os
tecidos organicos ja se apresentam degradados devido as causas da morte
(carbonizacdo), ao tempo transcorrido apdés o 6bito ou a influéncia de fatores
exogenos (SCHWARTZ et al., 1991; POTSCH et al., 1992; DRANCOURT ef al.,

1998). Outra situagdo ndo menos problematica, e na qual o odontolegista também
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pode colaborar é aquela que apresenta evidéncias gue envolvam manchas de

saliva, principalmente em decorréncia de lesGes causadas por marcas de mordida

(NICOLAS & CANELA, 1899).

No presente estudo, o DNA foi analisado a partir de 3 materiais
bioldgicos diferentes (sangue, saliva e dentes), e para cada um deles
empregamos técnicas distintas, como recomenda a literatura (SALAZAR et al.,
1998; HOCHMEISTER ef al, 1998; BOOM et al, 1990; MELTON, 2000). Pois,
como ALVES (2000) demonstrou, a efetividade de métodos de extracao de DNA
varia em fungdo do material analisado. No mencionado estudo, o autor avaliou, em
tecido 6sseo (carbonizados e esqueletizados), os métodos organico, DNAzol® e
Chelex 100®, utilizando oito STR; os melhores resultados foram apresentados

pelo método orgénico.

Diferentemente das extragGes de DNA de sangue, cujos protocolos ja
tinham uma rotina de utilizacdo - e portanto nao apresentavam dificuldades de
obtengdo - SALAZAR et al. (1998), as extragdes de DNA a partir de saliva e de

dentes necessitaram de varios ensaios até a obtencao de protocolos adqueados.

A metodologia proposta por HOCHMEISTER ef al (1998) para a
obtencdo de DNA de saliva € bastante versatil, tendo sido empregada tanto para
saliva total como para swab de algoddc e gaze. No entanto, em um estudo
realizado com marcas de mordida, houve a necessidade da impilementar

pequenas adaptag¢des para a otimizagéo da técnica.
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Ja a obtengio de DNA de dentes foi a mais trabalhosa: num primeiro
momento procuramos seguir a metodologia empregada para saliva (método
organico) que, contudo, ndo apresentou resuitados satisfatorios. Assim & que
somente apos emprego do protocolo de extragdo de DNA para ossos e dentes

proposto por MELTON (2000) o objetivo foi atingido.

Apesar de ser possivel quantificar o DNA extraido (OZAKI, 1999), tal
procedimento ndo é imprescindivel para as analises forenses, sendo inclusive
considerado desnecessario por alguns devido porque a pratica forense
usualmente trabalha com infimas quantidades de material e, por conseguinte, o
DNA obtido nas extragbes é precioso demais para ser utilizado numa etapa de
checagem intermediaria. Além disso, devido as variagbes intrinsecas dos
métodos, pode existir a necessidade de repeticdes das PCRs, das analises
eletroforéticas e, eventualmente - se houver disponibilidade de material -, das
proprias extracbes. No nosso caso, em algumas amostras (ANEXOS 25 e 26),
realizamos novas analises _ge!etrofOféticas. Assim, da disponibilidade desse

recurso, optamos por ndo emprega-io.

Concomitantemente ao aprendizado das iécnicas de extragdo,
implementamos os testes de otimizac&o das PCRs. Iniciaimente os produtos foram
analisados em géis de agarose; posteriormente, as analises passaram a ser feitas
em géis de poliacrilamida a 8%, corados com prata. O emprego dessas
metodologias (PCR e analises de géis) teve como objetivo o treinamento com os

equipamentos e seus protocolos - similares aqueies usados no sistema



ALFexpress®, sistema utilizado na resolugdo de nosso objetivo precipuo, qual
seja, constatar a freqiéncia alélica de 3 STR do cromossomo Y em individuos

brasileiros.

O DNA utilizado nos ajustes dos primers teve procedéncia tanto
sanguinea como salivar. Com a otimizagdo dos procedimentos com primers
marcados com fluorescéncia (DYS390, DYS381 e DYS393), passamos
efetivamente a verificagdo de suas fregiiéncias na populagéo brasileira estudada.
E relevante destacar que a otimizacdo obtida na PCR possibilitou, para essas

STR, as mesmas concentracdes de reagentes e a mesma ciclagem para reagéo

da PCR.

Um outro aspecto interessante esta evidenciado nos graficos 1, 2 e 3,
nos quais se verifica que os l6cus estudados apresentam regides de amplificagdes
distintas: o DYS393, de 115 a 131bp; 0 DYS390, de 191 a 227bp e 0 DYS391, de
275 a 295bp, com potencial de desenvolvimento de um sistema multiplex (triplex),
como sugerem os trabalhos desenvolvidos por CLAYTON., 1995; PENA, 1999 ¢
GUSMAO et al., (1999), este dltimo ja otimizando um pentaplex s6 com lécus do

cromossomo Y.

Como o cromossomo Y nédo tem cromossomo homéblogo - sendo
portanto todos homozigoto -, cada individuo apresentou apenas um alelo por STR

estudada (ANEXOS de 15 a 26). Ha que se considerar ainda a heranga
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haplotipica, pela qual o individuo herda em bloco diferentes alelos de STR do

mesmo cromossomo (JOBIM ef al., 1999).

As representacbes tabulares da avaliagdo eletroforética feita pelo
programa Allele Locator® para o locus DYS390 (ANEXOS 15, 16 e 17 —
QUADROS 2, 3 e 4) apresentaram fragmentos de DNA gue representam os alelos
de tamanhos variando entre 202,3 e 223,7bp. Como o programa possibilita realizar
corregGes para uniformizar a leitura dos alelos com base na migragdo dos DNAs
que saoc simultaneamente utilizados como referéncia, tais dados de nomenclatura
dos alelos sado previamente definidos. Adotamos os dados apresentados nos sifes
da Universidade de Leiden e no Y-STR Single Lécus Infomation, além do trabalho
de KNIJFF ef al _(1997). Numa primeira analise, 15 das 100 amostras néo
apresentaram ampiificacdo constatavel ou apresentaram amplificacbes

inespecificas, problema que foi sclucionado apds novas anélises.

Apesar de haver estudos descrevendo presenca de 10 alelos diferentes
para o locus DYS 390 (TABELA 1), no presente trabalho, assim como nos relatos
de JUNGE & MADEA (1999) sobre a populag@o indiana, esse lécus apresentou
apenas 6 alelos - alelos 21, 22, 23, 24, 25 e 26 - (GRAFICO 1). Ainda, na
populacdo por nés estudada, o alelo 24 foi o de maior freqiéncia, como ocorre em

europeus, amerindios e povos do artico.



A comparacgio de nossos resultados (GRAFICO 1) com aqueles de
outras populacdes (TABELA 1) demonstra haver, para a STR DYS8390, similitude

da frequiéncia alélica enire a populacdo brasileira e européia

Ja os QUADROS 5, 6 e 7 — ANEXOS18, 19 e 20 apresentam
representagdes tabulares da avaliacao eletroforética dos produtos amplificados do
locus DYS391. O tamanho dos fragmentos que identificam os alelos variou entre
276,2 e 295,7bp. Os parametros adotados também foram encontrados nos sites
anteriormente citados. Os estudos mencionados nesses sifes - com 9 diferentes
populagbes - reportam a possibilidade da presenc¢a de 6 alelos para esse locus
(alelos 8, 9, 10, 11, 12 e 13), o que esta em consonéncia com os resultados por
nés encontrados (TABELA 2 e GRAFICO 2). Entretanto, em nenhum dos outros
estudos populacionais houve a presenga simultdnea de todos os 6 alelos
previstos. Também esse locus, em uma primeira analise, apresentou problemas

de amplificacdo em sete das 100 amostras, o que foi sanado em novas analises.

QOutra informagdo relevante € que, nas 9 populagbes constantes da
TABELA 2, ¢ alelo mais fregliente foi o alelo 10 e, na amostra de brasileiros por
nés estudada, a maior freqiéncia foi do alelo 11, o que pode ser um indicativo da

distingdo populacional.

Ainda numa analise comparativa, notamos a unicidade da freqiéncia
encontrada, ou seja, ndo encontramos afinidade entre a freqiiéncia alélica do

iocus DSY391 da populagéo brasileira e aquela das demais populagbes. Como
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exemplo podemos citar o segundo alelo mais freqlilentemente encontrado na
amostra de brasileiros - alelo 12, com 34% -, que, nas populagdes de europeus e
amerindios teve freqiiéncia de apenas 2%, em africanos apresentou fregliéncia de

3,2% e esteve ausente em outras cinco populagdes.

Os QUADROS 8, 9 e 10 — ANEXOS 21, 22 e 23 representam, de forma
tabular, a corrida eletroforética dos produtos amplificados do l6cus DYS3983. O
tamanho dos fragmentos que identificam os alelos variou entre 116,3 e 129,3bp, e
o programa Allele Locator® permite correcdes para padronizacido da leitura dos
alelos. Os parametros utilizados foram os mesmos adotados nas STRs anteriores.
Apenas cinco, das 100 amostras estudadas, inicialmente ndo apresentaram
amplificagdo ou tiveram produtos inespecificos, mas tais problemas foram

posteriormente resolvidos com novas analises.

JUNGE & MADEA (1999) encontraram 6 alelos para essa STR (alelos
11, 12, 13, 14, 15 e 16). Todavia, estudos com 9 popuiagdes distintas, bem como
os nossos achados, indicaram apenas § alelos; ndo constatamos o aielo 16
(TABELA 3 e GRAFICO 3). A presenca simultanea dos 5 alelos nas amostras s6
esteve presente nas populagdes do Sudeste da Asia (amostra de 56 individuos),
em europeus (amostra de 608 individuos) e nos brasileiros (amostra de 100

individuos) por nés avaliados.

Sessenta por cento de 10 populagdes observadas, inciuindo a de

brasileiros, apresentaram maior freqiiéncia do alelo 13, contudo, mais uma vez,
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n&o enconiramos semelhancgas suficientes que indicassem a desnecessidade de

verificar, previamente a aplicagao forense, a freqliéncia alélica dos lécus a serem

empregados.

Essas informag¢des, especificas da populacéo de individuos brasileiros,
sdo importantissimas para a validagdo dos métodos que empregam analises de
STRs em processos de identificacdo. Tomemos como exemplo a STR do i6cus
DYS390 que, em nossa amostra apresentou freqiéncias de 2% e 1% para os
alelos 21 e 25, respectivamente, e de 29% e 46% para os alelos 23 e 24. Em um
caso de identificagcdo, a constatacdo da presenga dos alelos 21 ou 25 é mais
significativa pois, teoricamente, havera maior probabilidade de que, ao acaso,
encontremos individuos que possuam os alelos 23 ou 24 do que individuos que
apresentem os alelos 21 ou 25. Obviamente, a identificacdo ndo se faz a partir da
andlise de uma unica STR, mas sim da somatdria de varias STRs; atualmente

empregam 16 ou mais STRs.

O PE individual por nés encontrado para o locus DYS390 foi de 0,6764;
para o lécus DYS391 de 0,5988; e para o l6cus DYS393 de 0,6136. Esses
resultados mestraram maior diversidade genética do que aquela relatada em Y-
STR SINGLE LOCUS INFORMATION (2000), que apresenta 0,61, 0,49 e 0,34
para os locus DYS380, DYS381 e DYS383, respectivamente. O PE combinado
das trés STRs estudadas foi de 95%, o que nao nos possibilita uma identificacéo
irrefutavel - até porque n&o era esse 0 nosso objetivo precipuo -, mas sugere

fortes indicios de individualizacdo. Essa constatacdo pode ser somada aos
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achados de OZAKI (1999), que estudou outras STRs verificando as fregiiéncias

alélicas para a populacao brasileira.

A analise acima diz respeitlo aos resultados intra-amostra mas, se
estendermos essa comparagao a outras popuiacdo, ainda assim consiataremos a
relevancia desse estudo. Mantendo os olhos no lécus DYS390, o alelo de maior
freqUiéncia para a populacao brasileira foi o 24, com 46%; ja para a populacao de
africanos o alelo mais freqiente foi o 21, com 53,1% - que, nos brasileiros,
mostrou freqliéncia de 2%. Ainda, a populacéo do Pacifico teve o alelo 20 como o
de maior freqiéncia em 50% da amostra, alelo este que néo foi sequer

diagnosticado em nossa amostra.

Com base nas informacbes até aqui relatadas, cremos agora nao ser
apenas um indicativo - como falamos no inicio deste capitulo -, mas sim um
imperativo que estudos compiementares acerca de freqgiiéncias alélicas nos
demais grupos étnicos brasileiros sejam realizados. Também é necessario
estender o espectro dos I6cus de STRs estudados, para determinar aqueles que

podem ser aplicados indistintamente a populacao brasileira.

O equilibrio de Hardy-Weinberg € um dado importante a ser verificado
guando do estudo génico de populagdes. Para BEIGUELMAN (2000), entretanto,
existemn premissas necessarias a sua aplicabilidade nas quais o cromossomo Y

ndo se enquadra.
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Um dos objetivos do presente trabalho - além de dominar os métodos
de extracdo do DNA, particularmente para dentes e saliva -, foi demonstrar que,
independentemente do material organico do qual se obtém o DNA, € possivel
proceder a todas as analises com sucesso. Confirmamos essa premissa quando

verificamos igualdade entre os alelos obtidos de saliva e de dentes de cinco

individuos diferentes (TABELA 6).

Apesar da louvavel iniciativa da equipe de DNA do Instituto de
Criminalistica da Policia Civil do Estado de S&o Paulo - que apresenta parametros
de conduta nessa seara ainda arida de informagbes e condutas uniformes -,
causa-nos estranheza o artigo 5’ da Resolugio SSP 194 (SAO PAULO, 1999), que
reserva a atuagao nessa area aos meédicos legistas pois, como ja comentamos,
nao ha impedimentos legais para que cirurgides-dentistas também executem a

coleta e a andlise de materiais biolégicos para identificagdo humana.

Na realidade, almejamos uma cooperacdo multiprofissional nesses
trabalhos, cujo fim Ultimo € prestar esclarecimentos técnicos a justica. Assim, a
assimilacdo dos procedimentos de analise de DNA pelos odontolegistas (métodos
de extragdo, diferentes formas de analises eletroforética, manuseio de
equipamentos e reagente etc.), € condicAo imprescindivel para que esse
intercambio se efetive, possibilitando a formagac de equipes multiprofissionais

versadas nas ciéncias forenses refacionadas a identificacdo humana.
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Um dltimo aspecto a definir € que os estudos voltados a iecnologia
molecular, como a incorporacao das analises das STRs do cromossomo Y, mais
do que a possibilidade de estabelecer o sexo dos individuos - até por que para
esse fim existem STRs especificas como os da amelogenina e protocolos préprios
a serem empregados (AKANE, 1998) -, descortinam a possibilidade de solucionar
a totalidade do problema. Ou seja, o diagnéstico do sexo € um problema
importante a ser resolvido no contexto da identificacdo humana, mas é parte e,
como tal, torna-se menor quando nos deparamos com a possibilidade de

individualizar o examinado pelo estudo da freqiéncia dos seus alelos de STRs.
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Considerando as condicbes de realizacdo do presente estudo,

permitimo-nos concluir que:

. As rotinas de coleta, armazenamento a baixas temperaturas e preparo prévio

as extracbes empregadas para os materiais biologicos estudados mostraram-

se eficientes. Vale ressaltar o preparo dos dentes, com protocolos de limpeza e

pulverizacao.

A extracdo de DNA a partir de tecido dentario foi otimizada com a utilizagado de

silica, de acordo com a metodologia descrita por MELTON (2000).

Também a extracio de DNA salivar em diversas condicdes (saliva total e swab

de algodao e gaze) foi ofimizada, conforme o método organico proposto por

HOCHMEISTER ef al. (1998).

Houve piena otimizagédo dos primers fluorescentes empregados, possibilitando

o emprego de concentracdes iguais dos reagentes nas PCRs e a padronizacéo

da ciclagem.

Foi constatada a freq{iéncia alélica dos locus DYS390, DYS391 e DYS393. Os

resultados obtidos s&o especificos da populacio de individuos brasileiros
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leucodérmicos, e fornecem parametros para a caracterizagado do vinculo

genético-familiar para a nossa populagéo.

Houve igualdade entre os alelos do i6cus DYS393 obtidos dos dentes e da
saliva de mesmos individuos, comprovando a independéncia do material

biolégico do qual se obtém o DNA para analises forenses.
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Y-8STR Single locus Information

| il 5 Size  |Gene : .
Locus Repeated {of “~ ; I ene PCR primers sequence
repeats - j2Ileles |range (diversity _ | _

Primer A: CTACTG AGT TTC TGT TAT AGT,
Primer B: ATG GCCA TGT AGT GAG GAC A7
Primer A2; GTT ATA TAT ATATAG TGT TTAG ¥
Primer 82: GTT AAG GAG AGT GTCACTA®

Primer ACCA ACT CTC ATC TGT ATT ATC TA!
Brimer £: TCT TAT.CTC CAC CCACCAGA
‘Primer 28: TTA TCC CTG AGT AGT AGA AGA A‘r‘f

Dys1g {GATA), 10-18 9 174210 072

Dys3son’’ (GACA) 26-33 8 075 see DYS389]

' Primer A TAT ATT TITA CAC ATTTTT GGG CC
. Primer B: TGA CAG TAA AAT GAA CAC ATT.GC

Primer A: CTATTC ATT CAATCATAC ACC CA
Primer B: GATTCT TTG TGG TGG GTC TG

: %anem'rcAwM'rcmewAmm'
‘Primer B: AGA CCC AGT TBA TGC ART 6T

Primer AAGC ATG GGT GAC AGAGCTA
Primer B: GGG ATG CTAGGT AMAGCT &
Primer 2B GIZCAA'I'FM:AT;‘\C-B'i'C:C’i‘CQ'%'T'I’t.‘&"I

Primer A: TAT ATT AARA TAG AAG TAG TGA
Primer B: TAT COGA TGT AAT GTT ATATTA

144 -

= o
YCAIl {CA) 1-8 33 180

0.67

" a mostly monomorphic (GATA)s block has been included in the repeat counting (+ 3 repeats compared to the

nomenclature given in Kayser at al. 1997, int Legal Med 141-149) see also hitp /ruly70.medfac leidenuniv. ni/~fide/
% Matsumoto et al. published an ISFH compatible nomenclature with aliele 3 = (CA)s = 148bp

* the modified PCR DY519 fragments 2A/2B are 86bp shorter than the originally described A/B fragments { see

Szibor et al. 2000, The American Journal of Forensic Medicine and Pathology, in press)

* the modified PCR DYS285 fragments A/2B are 112 bp shorter than the originally A/B fragments (see Schneider et

al. 1998, For Sci International 97: 61-70)

 the modified PCR DYS3881 fragments A/2B are S4bp shorter than the originally described A/B fragments { see

Schultes et al, 1988, Hum Genet 104:164-166)

# this C-insertion in Primer B improves the amplification of the locus DYS19 (M. Kayser, personal communication)

PCR protocols and further information:
Y-STR Websies: htth.//ruly70 medfac isidenuniv.ni/~fido/
http:/Avww.cstl nist govidivB31 /strbase/index im

References: Kayser et al. int J Legal Med 110: 125-133; 141-148
Schneider et al. 1988, For Sci Intemnational 97: 61-70

Anexo 1 - STRs do cromossomo Y.
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01

02
03
04
05
06
07
08
08
10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

PCC
SAC
LM
V8V
LCA
LMQ
YCS
SMC
MRM
JAL
MS
L7J
HMS
CAC
GLMP

MP
DSL
FMSH
GSL
FCR
FJGR
JTPF
RB
CMG

51
57
08
01
28
32
01
38
19
42
26
33
33
37
33
52
33
33
38
66
31
22
31
31
36

RB
0JC
PV
RG
JMAC
IDOM
MAL
MAC
HMCB
RSA
SPA

AJM
JERL
AMM
LCO
BL
MSM
ASM
JNZ
EF
JVA
FBTN
MJSO
VvCSs

20
39
44
57
22
25
37
25
37
25
51
01
34
31
53
23
44
19
38
39
27
82
42
39
44

51
52
53

55
56
57
58
89
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

JvQ

DFCS
vDD
RGV
EES
AK
VPFP
RCP
MSG
MSP
AGL
JCC
VMA
APL
ALM
RAD
JAF
APA
ELL
RAV
WJIM
FHLS
HRA
ACL

66
24
03
34
26
25
46
30
55
35
27
28
26
25
37
39
27
66
77
38
22
36
21
52
29

76 ACC
77 ACB
78 PCP
79 AHM
80 RMM
81 CML
82 CZ
83 SFO
84 PCC
8 EDB
86 RR
87 CGMB
88 MAB
89 DMS
80 ISM
91 JC
92 MGC
93 GHBA
94 AJC
95 RGD
96 FMW
97 DGP
98 NEJP
99 JAS
100 ANS

43
28
37
41
24

28
23
51
32
51
42
24
22
46
38
29
28
33
35
49
01
53
80
24

Anexo 2 - iniciais e idades dos individuos do sexo masculino, amostra de
SANGUE .
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01 {CRM 36
02 |WMZ (39
03 |PB 20
04 |RMC |27
05 HCMO |33

Anexo 3 — iniciais e idades dos individuos do sexo masculino, amostra de SALIVA
E DENTE .

01 JJ 22
02 |SRFN 22
03 |VBF |23
04 |VLL |23
05 |CST 123

Anexo 4 — iniciais e idades dos individuos do sexo feminino, amostra de SALIVA .
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisas em
Odontologia Legal

Pelo presente ey, , RG

, declaro ter sido esclarecido sobre a relevancia social das
pesquisas de identificagdo humana, sobremaneira as possibilidades advindas das
técnicas genéticas, e consinto que meus dentes, ora com extracao indicada, assim
como, minha saliva seja utilizada em pesquisas cientificas.

Fui esclarecido ainda que a pesquisa serd somente laboratorial,
(trabalhardo somente fora da minha boca), sendo a avaliacdo da necessidade de
extracéo feita por outros professores/profissionais, n&o envolvidos na presente
pesquisa.

Foi-me ainda dadas garantias de que minha identidade sera resguardada
pelos pesquisadores durante todo o projeto sobretudo no momento da
apresentacdo dos resultados, como também dada a liberdade de recusar-me a
participacdo, sem que isso traga qualquer penalizacdo a minha pessoa ou ao
tratamento iniciado.

Por tudo exposto, concordo que meus drgaos dentais € minha saliva sejam
utilizados para pesquisas.

Data: ! I Assinatura:

Anexo 5 — modelo de termo de consentimento empregado na obtengdo de
amostras de SALIVA. e DENTES.
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AMOSTRA n°
Termo de consentimento pds-informado

Pelo presente eu, , RG

, telefone declaro ter sido esclarecido sobre a
relevancia social das pesquisas de identificacdo humana, sobremaneira as

possibilidades advindas das tecnicas genéticas, e consinto que minha sangue seja
utilizada em pesquisas cientificas.

informo possuir anos na presente data, ter nascido na cidade de
estadode ____, possuindo origem étnica Leucoderma

(raga branca) nao sendo de meu conhecimento possuir ancestrais pertencentes a
outros grupos étnicos.

Declaro, outrossim, n&o ter sido submetido a fransfusdo de sangue nos
tltimos 4 meses ou transplante de medula 6ssea.

Foi-me ainda dadas garantias de que minha identidade sera resguardada
pelos pesquisadores durante todo o projeto sobretudo no momento da
apresentacao dos resultados, como também dada a liberdade de recusar-me a
participacao, sem que isso traga qualquer penalizagdo a minha pessoa.

De acordo com o exposto, assino o termo.

Sao Paulo / / Assinatura:

Anexo 6— modelo de termo de consentimentc empregado na obtengio de
amostras de SANGUE.
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Anexo 7 — endereco eletrdnico da empresa que sintetizou os primers (DYS390,

DYS391 e DYS393) e descricdo do componente fluorescente adicionado aos
mesmos.
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PROTOCOLO DE EXTRACAO PARA AMOSTRAS DE SANGUE

SALAZAR et al. (1998)

1. Em um tubo tipo eppendorff® separar 200ul de sangue total;
Adicionar ac sangue 200ul de Nal 6M, agitar vigorosamente;

Adicionar 400p! de uma solugéo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1);

> w N

Centrifugar 10.000rpm / 5 min.;

o

Utilizar a fase aquosa e adicionar 300ul de isopropanol gelado;

Centrifugar 10.000 rpm / 5 min.;

Lavar o “pellet’ de DNA com 200p1 de isopropanol a 37%;

@ N O

Centrifugar 10.000rpm / 5 min.;
9. Ressuspender o “pellet” de DNA em 60ul de TE*;
10.Agquecer por 3 min. 4 56°.C.

Tampéo TE™*: 10ul de EDTA; 100yl de Tris HCIl e 10mi de HxO

Anexo 8 — Protocolo utilizado para extracido de DNA a partir de amostras de
SANGUE.
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PROTOCOLO DE EXTRACAQ PARA AMOSTRAS DE SALIVA

(METODO ORGANICO), HOCHMEISTER et al. (1998)

1. Coleta e extragao inicial (1° dia)
s pipetar 1mL de saliva em um tubo eppendorf, ou uma fragéo da gaze ou
“swab” de algodéao contendo saliva;
e centrifugar a 10.000 rpm por 15min.;
« remover sobrenadante cuidadosamente e deixar o “pellet”;
o adicionar o tamp&o de saliva:
10mM TRIS pH 8,0; 10mM EDTA; 0,1 M NaCl e 2% SDS

e e adicionar 35uL de Proteinase K (20mG/mL.);

e incubar “overnight” 4 56° C sob agitagéo em velocidade 30 {“shaker™;
30);
2. Extracgao propriamente dita (2° dia)
« inativar proteinase k por 10min. a 95°C;
e acrescentar 700ul de fenol tamponado pH 8,0 ;
« deixar homogeinizando por 5min.;
+ centrifugar 3000 rpm por 30 min.;
» transferir 0 sobrenadante para outro tubo;

e acrescentar fenol/ cloroférmio/ alccol isoamilico (25:24:1) na mesma

quantidade do sobrenadante removido;

+ centrifugar 3000 rpm por 3min.;’
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.

remover sobrenadante para outro tubo;
acrescentar alcool 100% e acetato de sddio;
alcool 100% : 2 a 3 vezes a mais que o sobrenadante (+ 800uL)

acetato de sodio : 1/10 do sobrenadante ( +60ul)

incubar “overnight” a - 20°C

3. Ressuspender (3° dia)

centrifugar 15000 rpm por 10min.;

remover 0 aicool cuidadosamente: usar a ponteira de 200uL e depois a de
10ul, para retirar o excesso de alcool;

colocar 1ml de dicool 70%;

centrifugar 15000 rpm por 10min.;

remover o alcool cuidadosamente: usar a ponteira de 200uL e depois a de
10ul para retirar o excesso de alcool;

secar o “pellet’ deixando-o em forno aquecido previamente a 65°C por £30
min. até secar bem;

ressuspender com 20ul de T.E,;

deixar 10min. em banho maria a 65°C;

quantificar no espectofotdmetro.

Anexo 9 — Protocolo utilizado para exiragcdo de DNA a partir de amostras de
SALIVA.
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PROTOCOLO DE EXTRACAQ PARA AMOSTRAS DE DENTE (SILICA)

BOOM et al. (1990) adaptado por MELTON (2000)

=

. A partir da silica sa@o preparados 3 componentes para se proceder a

extracao: silica fracionada e os tampdes de lise L2 e L6;

2. Com 0.25mg de dente pulverizado ou a quantidade de polpa obtida,
adicionar 820ul de tampao L6 homogeneizando a solugdo, e incubar a
62°.C. A cada 15min. realizar novas homogeneizagbes até completar 2
horas;

3. Centrifugar 3.000 rpm por 1min.;

4. Retirar 500ul de sobrenadante, transferindo-o para novo tubo;

5. Adicionar 500ul de L6 e 40uli de silica fracionada homogeneizando bem;

6. Deixar por 15min. em repouso;

7. Centrifugar 2000 rpm por 30 seg.;

8. Remover o sobrenadante e lavar o “pelfet” com: L2, Etanol 70% (duas
vezes) e Acetona;

9. Para cada lavagem adiciona-se 1 ml de cada solugao, homogeneizando e
centrifugandce a 10.000 rpm por 10seg. Descarta-se todo ¢ liquido a cada
passo.

10.Apos a ultima lavagem com acetona, deixar o tubo aberto para secagem do

“pellet' (56°-C / 10min.);
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11.Adicionar 65ul de agua destilada e deionizada estéril, homogeneizar para

ressuspender a silica e deixar a 56°-C por 10min.
12.Centrifugar 10.000 rpm por 1min. transferindo o sobrenadante para novo

tubo. Deste sobrenadante é feita a quantificacdo do DNA.

Preparo dos componentes a partir da silica:

L2
Adicione 20ml de Tris 0,1M pH 6,4 a 24g de Tiocinato de guanidina, aqueca para facilitar
a dissolucio (60-65°.C). Adicione 1.5ml de silica fracionada. Antes do uso agite bem para

homogeneizar 0s componentes. Armazenado em temperatura ambiente e ao abrigo da luz
sua estabilidade &€ de pelo menos 3 semanas.

L6

Adicione 20ml de Tris 0,1M pH 6,4 a 24g de Tiocinato de guanidina, aquega para facilitar
a dissolug@o (60-65°.C). Adicione 4.4ml de EDTA 0,2M (ajustando o pH para 8,0 com
NaOH), adicione também 0.5mi de Triton X-100, por Gltimo acrescente 1.5mi de silica
fracionada. Antes do uso agite bem para homogeneizar os componentes. Armazenado em
temperatura ambiente e ac abrigo da luz sua estabilidade é de pelo menos 3 semanas.

Silica fracionada

Junte 12g de silica a 100mi de agua estéril, agite bem e deixe sedimentar por 24 horas.
Entao remova 6ml do sobrenadante adicionando novamente agua estéril até compietar
100ml, agite bem para re suspender a silica, deixe sedimentar novamente, agora somente
por 5 horas, entac remova 88mi do sobrenadante. Na solugdo remanescente acrescente
120! de HCI (32%peso/vol.) ajustando o pH para 2. Pipete a silica em tubos Eppendorf

de 1.5ml armazenado-os em ambiente escuro & temperatura de 4°.c, nestes condigbes
sua vida util e de cerca de 3 meses.

Anexoc 10 — Protocolo utilizado para extragdo de DNA a partir de amostras de
DENTES.
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PROTOCOL.O DO GEL DE AGAROSE 2%

1. pesar 1,5g de agarose, transferindo-a para um bécher;

2. adicionar 75ml de TAE (1x)

3. aquecer no aparelho de microondas por cerca de 2min.

4. acrescentar 3,5ul de brometo de etidio, homogeneizando bem;
verter o preparado na cuba eletroforética;

posicionar os pentes;

aguardar cerca de 1hora, até o gel apresentar um aspecto esbranquigado;

I S

remover os pentes, e 0s géis estdo prontos para uso.

Anexo 11 — Protocolo de confecgéo do gel de agarose.
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PROTOCOLO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

1. em um tubo plastico com tampa rosqueavel, colocar 24mi de agua estéril;

acrescentar 2ml de TBE 10%;

4ml de glicerol 50%;

A 0 b

8mi de acrilamida 40%;

5. 400ul APS 10% ;

6. agitar por cerca de 1Tmin homogeneizar os produtos;

7. acrescentar entdo 40l de TEMED, agitar novamente por alguns min.

8. estando pronto o gel verte-lo entre as placas de vidro, posicionando-se o

pente;

9. verificar possiveis vazamenios readequando o posicionamento dos

grampos que mantém as placas de vidro unidas;

10.apos a presa inicial do gel mante-lo em caixa umidificada na geladeira até

seu uso

Anexo 12 — Protocolo de confecgéo do gel de poliacrilamida.
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PROTOCOLO DE REVELAGCAO COM PRATA

1. separar as placas cuidadosamente, transferindo o gel de poliacrilamida
para uma cuba contendo solug@o de éalcool 10% e acido acético 0,75%,
manter a cuba em agitacdo e em ambiente escuro por 20 min.

2. dispensar esta solugao e fazer uma rapida lavagem com agua,

3. adicionar solucdo de prata (300ml de agua para 0,60g de prata), manter a
cuba em agitac@o e em ambiente escuro por 25 min.

4. dispensar esta solugdo, acrescentar agua mantendo a cuba em agitacéo e
em ambiente escuro por 2 min.

5. dispensar a agua, acrescentando o revelador (9g de Hidréxido de sédio
para 300m! de agua e mais 800ul de formaldeido puro), mantendo a cuba
em agitacdo e em ambiente escuro por 15 min.

6. dispensar a solugdo, acrescentar acido acético 10% mantendo a cuba em
agitacdo e em ambiente escuro por 15 min.

7. dispensar a solugdo e finalizar o processo de revelagdo com &gua

mantendo a cuba em agitacdo e em ambiente escuro por 15 min.

Anexo 13 — Protocoio de revelagao do gel de poliacrilamida, utilizado-se prata.
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PROTOCOLO DE UTILIZAGAO DO SISTEMA ALFexpress®,

1. Lavagem das placas com agua destilada (se possivel morna), para
retirada completa de qualquer residuo de gel ou interferente (po, fios
de papel, etc.);

2. Alimpeza deve ser feita em ambos os vidros, sempre tendo cuidado
redobrado na regido do laser;

3. A mesma atencao deve ser dada aos espagadpres e pentes;

4. Apds a lavagem € retirado o excesso de agua com papel toalha
branco, tomando cuidado para ndo riscar a placa, e finalmente as
placas s&o enxutas com papel “Kimwipes EX-L® - Delicate Task
Wipers (Kimberly-Clark);

5. Apbs a montagem das placas, colocar os “clips” simultaneamente de
ambos os lados para evitar a quebra dos espagadores;

6. Fica a critério de cada pesquisador colocar o pente antes ou apoés 0

gel estar na placa, tendo o cuidado de limpar bem entre os dentes.
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O gel de poliacrilamida empregado é composto da seguinte forma:

GEL DE POLIACRILAMIDA COM UREIA

5.5 mi de GEL. MIX 40%;
18,4g de uréia; 4,0mi de TBE 10x;
completar com agua a'te obter um volume de 40mi;

80ul de TEMED; 160pi de Persulfato de aménia 10% (PA).

PROTOGEL 40% ¢ preparado com a mistura de: 19g de acrilamida,
mais 1g de bis-acrilamida, completando-se o volume para 50ml de agua e

acrescentando-se 0,5g de AMBERLIT para retirada de ions

Apos o preparo do gel de poliacrilamida com uréia, carrega-se o gel
entre as placas com auxilio de uma seringa de 20mi, tomando-se cuidado para
evitar o aparecimento de bolhas, caso isso ocorra, com uma pinga plastica de
ponta ativa em forma de gancho remove-se as bolhas, pois a permanecia de

qualquer irregularidade no gel (bothas) prejudicara a leitura do mesmo.

Com o gel ja polimerizado, aproximadamente 2 horas, retificasse a
regido onde o laser passar, acima e abaixo dos espacadores, retirando-se todo
excesso de gel n&do polimerizado. Se o gel nao for ser utilizado de pronto &

recomendado umedecer papel toalha e vedar a parte exposta do mesmo.
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No decurso da polimerizagao pode-se preparar os produtos da PCR
a serem aplicados, adicionando-se 10,0ul de “Loading Dye” em cada amostra. O
“Loading Dye” € um composto de 100ml de formamida acrescido de 0,5g de

Dextran Blue2000®. Assim, temos um volume final de 35ul, 25ul do produto de
PCR mais 10ul de “Loading Dye”, desse fotal sdo aplicados 10ul em cada casulo

do gel. A cada 5 ou 6 amostras de produto aplicadas, intercalasse com a aplicagéo

do marcador 50-500bp da Amersham Pharmacia Biotech®.

Finalizada a polimerizacdo do gel, diluir o TBE 10xpara 1/2x. Séo
necessarios 2 litros de tamp&o. Colocar 1 litroc em cada compartimento carregasse
os casulos do gel com os produtos de PCR e o marcador 50-500bp.(amplificacbes
conhecidas) e pode-se iniciar a corrida eletroforética que sera interpretada pelos
programas especificos previamente instalados. O tampdo TBE 10x é preparado da
seguinte forma: 53g de acido bérico; 108g de Tris HCI; 40ml de EDTA 0,5M pH

8,0; completar para 1 litro de agua destilada agitando para que ocorra a

homogeneizacao.

Anexo 14 — Protocolo para utilizagdo do sistema AlLFexpress®, e descrigao da
confeccédo do gel de poliacrilamida empregado.
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izada do locus DYS

*

Resultados individuais da analise real
390 para 30 individuos brasileiros (parte )

Anexo 15 - Quadro 2

Page 1

22 Sep 100 10:20:06

(4] AlleleLscator
Bloech dys390~1.aix dy390-1.fmy
Lane ! Name | Comment | locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size tare | Name | Comment - Locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size

21 M DYSI80 | DYS3gg 2104 2104 211 22 | 50-500 | DYS380 #200,0 #2000

3102 DYS390 | DYS390 2694 2084 211 i #250,0 #250,0

4103 DYS3gs0 | DYsS3go 208 5 2085 207 N #3000 #3000

S04 DYS39¢ | DYS390 208.4 2084 207 i #350.0 #3500

8105 DYS38C | DYS380 213.8 2138 215 ; #4000 #4600

71086 DYS390 | DYS390 20986 2088 211 : #4500 #4500

8 4 50-500 | DYS3s0 #500 #50,0 i #5000 #500,0
#1000 #1000 231149 DYS380 : DYS3s0 2111 2114 21
#1500 #1500 24 | 20 DYS380 | DYS3g0 2142 21472 215
#2000 #2000 LR OYS390  } DYS380 2133 2133 215
#2500 #2500 622 Y3380 - DYS$390 2184 2164 2_1}_ﬁ
#300,0 #3000 27123 DYS390 : DYS390 2063 2063 0
#350,0 #3500 28 1 24 DYS390  DYS390 212,7 2127 211
#4000 #4000 29 | 50-500 | DYS300 - #50,0 #5080
#4500 #4500 #100,0 #100,8
#5006 #5000 #150,0 #1500

g |07 0YS3ge | DYS380 2123 2123 Fik ! #2000 #200,0

10 | 08 DYS390 | pYSasn 2148 2148 21% #2500 #2500

11 ] 09 DYS390 | DYS3g0 2122 2122 211 #3000 #3000

121 18 DYS390 | DYS3g¢ 208,5 204,85 207 . #3500 #3500

13 1 DYS380 | DYS390 2164 2184 215 : #400.0 #400,0

4112 DYS350 | DYS380 212.0 21240 211 1 #450.0 #4500

15 | 50-500 | DYS390 #3500 #3090 #5000 #5000
#100,0 #1000 31128 DYS385 - DYS3g0 216,4 216,4 215
#1500 #1500 35| 30 DYS390  DYS3s0 2114 2114 211
#2000 #2006 36 | 50-500 | DYS3g0 . #50,0 #50.0
#2500 #2300 : #100,0 #1000
#300.0 #3000 ' #1500 #1500
#3500 #3500 : #2000 #200.0
#400,0 #4000 i #2500 #2500
#450.0 #4500 . #3000 #3000
#5000 #500,0 : #350,C #3500

16 : 13 DYs3asd DYS380 2124 2124 211 ; #400.0 #400.0

17 1 14 DYS380 DYS386 2100 2100 21 ! #450.0 #450.0

18| 15 DYS$390 DYS390 2108 210, 211 H #5000 #5000

19 1 18 DY3380 YS380 2088 208, 207 37 | 3t DYS390 DYS3so 2152 2152 215

201 17 DYS384 | DYS380 2237 2237 223 3e | 32 DYS380 DYs390 2142 214,2 215

2t 118 DYS390 [ DYS390 215.0 2150 215 3e{a 2Y3380 DYS380 2157 2157 215

22 | 50-500 | DYS3s0 #50,0 #50,0 40 | 34 DY8330 | DYS390 2203 2203 219
#100,0 #1000
#1500 #150.0

For research use only,
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7s) AlleleL.ocator Page 1
amorsham phermacs biskech 22 Sep 100 10:20:46
E dys390-2.a1 dys390-2 fmv P
g
O Lane | Name | Comment | Locus | Peak Size | Corr Peak Size ; Allele Size Lane ; Name | Comment Locus | Peak Size | Comr Peak Size | Aliele Size
O 2135 Y390 DYS390 215,6 2158 215 22 1 50-500 ‘ #300,0 #2000
p 338 DYS$360 3149 7149 215 #3500 #3500
S 4137 Dvs350 2186 2188 219 . #400,0 #4000 '
6139 0Y5380 2148 214,8 215 #450,0 #450,0
-‘8 7 1 a0 DY5380 2877 2073 207 . #5000 #500,0
P & | 50-500 #50 0 #5006 34 | 54 , 0Y5390 2154 2154 318
N~ #1000 #1000 76 | 58 . DYSA80 2158 2158 315
== #1500 #1500 57 |87 T DYSa00 2128 2125 211
D o #2000 #200,0 28 | 58 I DYS3s0 2175 297 5 FIE]
g e WED.0 #2500 39 | 50-500 #50 0 #30,0
@ © #300.0 #3000 #1000 #1000
© 2 ﬁgg.g :ﬁgg,g #150,0 #1500
= , A . #200,6 #00,0
v a ¥450.0 #4500 ] 50,0 #50.0
o = #5000 #5000 ] #3000 #300,0
o .0 g U'§ DYS300 212,0 212,0 21 : #3508 #350,0
oS 10| 42 DYS3g0 2160 216.0 215 3 #4000 #400,0
& o 11 [ 43 DYS390 2169 7169 21§ #4500 #4500
& 5 2144 DYS380 2155 2158 215 #5000 #5000
9 £ 131 45 Y5390 2117 217 211 50 | 59 DYS300 7158 7158 315
5 W 14 | 45 0Ysage 220,1 250, 1 218 32 {61 DYS380 2148 214.9 215
= g 15 [ 50-508 #50.0 #50.0 33 | 62 Gvsago 206,5 2068 207
5B 21000 #100,0 36 | 50-500 #50,0 #5006
e = #1500 #1500 #1000 #1000
— e #2000 #2000 #1500 #1500
0 '8 50,0 #350.0 #200.0 #3000
3 = #300,0 #300,0 #3500 #2500
o~ #350,0 #350,0 #300,0 #300,0
PR #4600 #4000 #3500 #350,0
D © #4500 #450,0 #4000 #400.0
0 #5000 #5000 #4500 #450,0
61}_, g 16 | 47 DY5ag0 2158 2156 15 #5000 #5000
17 | 48 DYS390 2158 7156 215 37 [ 65 DY5380 2158 7159 215
n 8 19 | 50 DYS350 2158 2169 215 38 | 66 D¥5380 211,58 2115 ik
o ® 20 [ 51 DYS5390 2114 2114 211 39 | 67 DY5380 207,5 2073 207
£ gz ?5:{21. - DYS390 ijg,g ;;g,s 215 40 | 68 DYsago 2156 2158 215
y 50, G
© #1000 #100.0
= #1500 #1500
& ] #2060 #200,0
i #2500 #2500
g For research use only.
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Resultados individuais da anélise realizada do lécus DYS

Anexo 17 — Quadro 4

. or

390 para 28 individuos brasileiros (parte 1II)

Page 1

22 Sep 100 10:21:16

(4] Allelelocator
smershampharmacts bloiech
dys390~3.alx dys390-3.fmv
Lane | Name | Comment ] Locus | Peak Size | Cor Peak Size | Allele Size | Lane | Name | Comment * locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size
2 | 69 DYS390 2144 2144 215 28 | 92 DY5390 2182 218.2 215
at7o DYS390 207 2 207 2 207 29 | 50-500 #50.0 #50,0
4171 DYS380 210,5 210,5 211 #1000 #100,0
5172 DYS$350 208, 209,1 211 #150,0 #150,0
7174 DYS5350 2043 202,3 203 | #200,0 #200,0
8 | 50-500 #3500 #50,0 #2500 #250,0
#100,0 000 #3000 #300,0
#1500 #150.0 #3500 #350,0
#2000 #2000 30, 83 DYS390 2053 2053 207
. #250,0 #2500 31194 DYS390 2137 2137 215
#3000 #3000 32195 £Y8390 2095 208,5 21
#350,0 #3500 33196 DYS390 209,0 209.0 207
83175 DY35390 2142 2142 215 34 ;1 97 DYS390 06,2 2052 207
1076 DYS390 20858 2056 207 35 | 98 DYs390 2057 208,7 207
1177 DYS390 2054 2054 207 36 | 98 DYS3go 2102 2102 211
12178 0YS39) 2142 2142 215
13178 DYS380 2138 2135 215
14 | 80 DYS380 2101 210,1 211
15 | 50590 #50,0 #50,0
#1000 #100,0
#1500 #1500
#2000 #2000
#250,0 #2500
#3000 #300.0
#350,0 #3500
i6 | &1 DYS3s0 2031 203,1 203
17 ;82 DYS390 2184 2184 219
14 5 83 DY¥3390 2097 2087 211
20 185 DYs3gn 2108 2108 211
22 | 50-500 #5300 #50,0
#100,0 #1000
#150,0 #1500
#200,0 #2000
#2500 #250,0
#300,0 #300,0
#3500 #350,0
23187 DYS390 2155 2145,9 213
24| 88 DYS390 2155 2155 215
25 | &g DYS380 2120 2120 k]
26 | 90 DYS390 2209 209 219
2719 DYS390 2208 2208 219

For research use only.
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ocus
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Resultados individuais da analise realizada do i

391 para 32 individuos brasileiros (parte !)

-
.

Anexo 18 - Quadro 5

AleleLocator 228 10010P deu?:
senvorshaen pharmacia blotech ep 125:
dys391~1.ah dys391-1.fmv
tane | Name ! Comment | Locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allels Size Lane : Name | Cornment | Locus Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size
211 Yagt YS391 2843 2843 283 22 1 50-500 #2000 #2000
3|2 DYS391 284 5 284 5 283 #2500 #250,0
413 Y S391 2852 2852 287 #3000 #3000
514 DYS391 2822 2822 283 #3500 #3500
[RE DYS5391 2849 2849 283 #4000 #400.0
718 2Ysaan 2865 2885 287 #4500 #4500
8 | 50-500 #50.0 #50,0 #500,0 #5000
#160,0 #1000 23 19 DYS391 2839 2839 28
#150,0 #150,0 24 3 20 DYS381 2914 2914 29
#2000 #2000 25§ 21 DYS3gt 2887 2887 287
#2500 #2500 26 | 22 DYS391 2762 2762 275
#300.0 #3000 7123 DYS3IN 2824 2824 283
#3500 #3500 28 1 24 DYS3g1 2910 2010 291
#400,0 #4000 29 | 50-500 #5010 #50.0
#450,0 #4500 #1000 #1000
#5000 #5000 #1500 #1500
817 DYSast 2880 289.0 291 #2000 #2000
1018 Y5391 2878 2878 287 #250,0 #2800
1118 DYS391 2801 280,1 279 #3000 #3600
12 118 YS9 2810 2810 283 #3560 #3500 5
3111 IYS391 2828 28286 283 #4000 #4000 &
14 112 DYS39 2801 2801 279 #4500 #450,0 -~
15 1 50-500 #50,0 #50,0 #5000 #5600
#1000 #100.0 30 | 25 DYS391 2807 2907 291
#1500 #150,0 31128 DYS3581 2957 2957 283
#2000 #2000 32 127 DYS391 2718 2718 279
#2500 #250.0 34 |29 DYS5391 2783 2783 279
#3000 #3000 35 | 30 DYS3g1 2838 2838 283
#350,0 #3500 36 | 50-500 #50,0 #50.0
#400.0 #400.0 #100,0 #1000
#4500 #4500 #150,0 #150.0
#500.0 #500,0 #2000 #2000
18 1 13 DYSaN 2868.8 2868 287 #2500 #2500
17 | 14 DYsan 2853 2853 287 #300.0 #3000
18 | 15 DYSIa 281,2 2812 283 #3500 #3500
19 ] 16 DYS381 2817 2817 283 #4000 #4000
20 117 DYS§391 2888 2898 29 #4500 #4500
21118 YS$391 2888 2888 287 #500.0 #5000
22 1 50-500 #50,0 #30.0 38 ) 32 DY3331 2872 2872 287
#1000 #100.0 3% 133 DYS3gt 2814 2814 283
#150.0 #150,0 40 | 34 DYS391 2935 2938 295
Far research use only.



Q ¢ AlleleL gcator Sen 100 Pagesé
/ ¢ 22 Sep 10:2T:
(] dys391~2.alx dys391-2.fmv
4
%) Lane | Name | Comment | Locus | Peak Size | Cor Peak Size | Allale Size Lang | Name | Comment : bocus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size
‘_9 3138 DYS8391 DYS3gt 287,86 287.9 287 22 | 50-560 | DYSagy #250,0 #250,0
4 {37 DY$399 DYS391 2983 2883 287 #300,0 #300,0
“8 5138 DY3391 DS99 2928 2928 il #350,0 #350 ¢ *
Py 6139 Y8381 | Dysag 2930 2930 291 #400.0 #6016
o 7140 Y5331 | DYSamt 288,86 2885 287 ! #4500 #450,0
11 8 | 50-500 | DYS3g #50.,0 #50,0 ! #5000 #5000
N #100.0 #100.0 24 | 54 OYS381 1 DYSaet 2824 292 4 291
ﬁ - #1500 #1500 25 | 55 DYS384 DYS391 2921 2921 291
Qo #2000 #2000 27 57 DYSag DYS391 2873 2873 287
iy = i #2500 #250.,0 28 | 58 Y83 DYS8391 2874 2874 287
g g’. #300,0 #300,0 35 150-500 | DYSIo #50,6 #30,0
4 #3500 #3500 : #100,0 #1000
w 3 #400,0 #400,0 : #1500 #150.0
[ iy et #450,0 #450.0 : #2000 #200.0
@O ‘D #500,0 #5000 #2500 #2500
o = 9141 DYS391 | DYSIH 2892 2892 281 #3000 #3000
e g 10 | 42 DYS3g DYS391 288,7 289 7 201 ‘ : #3500 #3500
Ty b 11| 43 DYS3s DYS381 2881 2881 287 #400,0 #4000
a £ 12 { 44 DYSA9 DYS391 288,7 28687 287 ; #4500 #450,0
- 131 45 DYS391 DYS391 2888 28986 291 #500,0 #5000 ol
:‘g g 14 | 46 DYSag1 pYsaat 2894 2894 291 30 | 89 DYS391  : BYS83N 287.9 2879 287 g
> 5 15 | 50-500 | DYS394 #50,0 #50,0 32 | 861 DYS391  © DYS399 26818 2818 283
% “>" #1000 #1000 33 162 DYS3g91 : DYS3H1 2882 2882 287
o = #1500 #1500 34 | 83 DY52391 DYS3agd 29186 2018 2
. -g #2000 #200.0 35 | 64 DYS381  © DYS391 2931 2931 295
8 — #2500 #2500 36 | 50-500 | DYS391 #3500 #3500
- o #3000 #2000 \ #1000 #1000
oo #350,0 #3500 ; #1500 #1500
% Fov #4000 #4000 i #200,0 #2000
o #450,0 #4500 i #2500 #2500
o3 #500,0 #5000 f #300,0 #3000
o 16 | 47 DYS391 | DvS39y 2949 204.9 295 #3500 #3500
.. 'g; 17 : 48 [YyS3a1 bYS391 2852 2882 287 : #4000 #4000
O én 18 | 49 LY S381 Ly 5361 2923 2923 29 ! #4500 #4500
o 18 | 50 DYS391 DYS381 2863 298,3 285 #500.0 #5000
T 201 81 DYS391 DYS3gt 2801 2901 281 37 | 65 DYS301 [SYEEEY 2882 2882 287
g 21 [ 82 DYS391 | DYS391 2898 208.6 291 38 | 86 DYs3gl | Dysist 2864 2864 287
= 22 | B0-508 | DYS39 #50,0 #50.0 3g ] &7 DYS3Ig DYS5351 2860 2860 287
O #1000 #1000 40 | 68 DYsS3gy Dys39t 2812 2812 281
\ #1500 #5800 :
#2006 #2060 0
(o)}
‘; for research use only.
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Resultados individuais da analise realizada do |

391 para 31 individuos brasileiros (parte Ill)

.

Anexo 20 - Quadro 7

amershom phanmacia boiech Aleiel ocatar 22 Sep 100 1§ ;ge2;
ep :28:
dys391~3.alx dys391-3.fmv
lLane | Name | Comment 1 lLocus | Peak Size ; Comr Peak Size { Allele Size Lane | Name | Comment 1 Locus | Peak Size | Corr Peak Siza | Allele Size
2169 Yy DYS391 2914 2914 294 25 | 8g DYsS3g 266,1 2901 291
3170 Y3301 2833 2833 283 26 | 90 DYS3I9N 290,7 290.7 281
417 Y5201 2816 2818 283 27 [ 8t DYS5291 2868 289.8 291
5172 0YS391 2797 2797 279 28 | 92 DYS5391 2899 2889 291
86173 0YSaat 2812 261.2 261 29 | 80-500 #50.0 #50.0
7174 DYS391 2880 2880 287 #1004 #100.0
8 | 50-500 #50 0 #50.0 #1500 #1500
: #1060 #100,0 #2000 #2000
#1500 #150,0 #2500 #2500
#2000 #2000 #300,0 #3000
#2500 #2500 #3500 #350,0
#300,0 #3000 DR EEE) DYS391 286,3 286,3 287
#350,0 #350,0 31| 94 DY5391 290,1 2901 291
9175 DYS394 2869 2869 287 32 |95 DYS391 2828 292 8 291
10176 OYS5391 2916 2916 291 33196 DYS5381 2H.0 2910 291
113177 DYS391 2875 287 .8 287 34 ] 97 DYS391 2877 2877 287
2178 DYS381 2881 288 1 287 35 | 98 DYS391 2007 2907 291
13179 PY8394 288,5 2865 287 37 | 100 DYS5391 2852 2852 287
14 1 80 DY83g1 W49 284 9 283
15 | 50-500 #50,0 #50,0 o
#1000 #1000 -
#1500 #1500
#2000 #2000
#2500 #2500
#3000 #300,0
#350,0 #3500
18 | 4 DYS391 2875 287,58 287
17 | 82 DYSIN 2883 2883 287
18 | 83 DyS3agt 2823 2923 291
19 | 84 DYS3s1 2918 2918 201
20 1 85 DY¥5391 2874 287 4 287
211 88 DYS5391 2871 287 1 287
22 | 50.500 #50,0 #50,0
#1000 #1000
#1500 #1500
#2000 #2000
#250.0 #2500
#300,0 #300,0
#3500 #350,0
23 |8/ DYS3gt 2853 2853 287
24 1 88 DYS§3a1 2.0 2910 291
For research use anly.
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Resultados individuais da analise realizada do 16cus DYS

393 para 32 individuos brasileiros (parte )

2
.

Anexo 21 - Quadro 8

0 Allelebocator

Page 1

22 Sep 100 10:30:51

amessham phamact
oteeh dys393~1.alx dys393-1.fmv
Lane | Name | Comment | locus [ Peak Size | Carr Peak Size | Allele Size Lane | Name | Comment | bLocus | Peak Size | Corr Peak Size | Ajele Size
21 Y393 DYS383 1256 258 2 22 | 50-500 #250.0 #2500
312 DY8393 206 1206 14 #300,0 #3000
413 DYS5393 121,2 1212 23 #3500 #3500
15 DYS393 1221 1221 23 #4000 #4000
7168 DYS$392 188 1186 19 #4500 #4500
8 | 50-500 #50,0 #50.0 #500,0 #500,0
#100.0 #100.0 23119 DYS393 118,86 1186 119
#1500 #1500 24 |20 DYS393 - 1182 1182 119
#2000 #200,0 2512 DYS383 26,8 1208 119
#2500 #2500 28 122 DYS5333 21,2 1212 123
- #100,0 #3000 2712 DYS5393 124,3 213 123
#3500 #350.0 28 | 24 DYS538l 1216 1216 123
#400,0 #4000 29 | 50-500 #50,0 #50.0
#4500 #450.0 #100,0 #100,0
#500,0 #500.0 #1500 #150.,0
917 DYS3ag3 1193 119.3 118 #2000 #2000
1018 0YS93 123.0 1230 123 #2500 #2500
1119 DYS383 122.6 1228 123 #3000 #3000
12 | 10 DY$393 1179 117,.9 113 #350, #3560
131 11 Y8393 125,86 1258 127 #400, #4000
14 112 DYS5393 117.9 1179 118 #4500 #4500
15 | 850-560 #50.0 #50,0 #5000 #5000
#1000 #160,0 30128 DY83983 1206 1206 119
#1500 #1500 31126 DYS5363 120,2 1202 118
#200.0 #2000 3z 127 Y5393 1209 1209 118
#2500 #2500 4123 DYS393 1170 1170 115
#300,0 #300,0 35130 DYS8393 1215 121,58 123
#350,0 #3500 36 | 50-500 #50.0 #50,0
#400,0 #4000 #1000 #100,0
#450.0 #450,0 #150,0 #1500
#500,0 #H00.0 #2000 #2000
16 | 13 Y8393 1216 216 23 #2500 #2500
17 [ 14 DYS$383 121,7 217 23 #3C0.0 #3006
18 | 15 DYS393 1258 256 27 #350.0 #3500
19 | 16 0DYS$393 1233 1233 123 #4000 #400,0
204 17 DYSs393 1221 122, 123 #4500 #4500
21118 0YS393 18,9 HEX 118 #500,0 #500,0
22 1 50-500 #50,0 #50.0 37 1 31 DYS5303 1219 1249 123
#100.0 #1000 38 { 2 DYS5383 1212 1212 123
#1500 #1500 3g 32 Dysagd 121,68 1218 123
#2000 #2000 40 | 34 DYs3s3 1218 1218 123
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Anexo 22 - Quadro 9: Resultados individuais da analise realizada do l6cus DYS

AlteleLacator

Page 1

22 Sep 100 10:31:44

393 para 31 individuos brasileiros (parte !;)

Bloech dys393~2.aix dys393-2.fmv
Lane : Neme | Comment | locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size Lane | Name | Comment : Locus | Peak Size | Corr Feak Size | Allele Size
2135 Y393 pYS393 1201 120,14 119 22 | 50-500 : #2000 #200,0
3]38 DYS393 1203 1203 118 ; #2500 #2500
4137 Y5383 120.9 1208 119 ! #3060 #3000
S 138 DY83g93 1248 1248 123 i #3500 #3500
6 ]39 Dys3g3 121,5 121,58 123 ! #4000 #4000
7 140 DYS5383 1256 1256 127 H #4500 #450.0
a j 50-500 #50.0 #50,0 il #5000 #5000
#1000 #100,0 24 154 YS393 1221 1221 123
#150,0 #1500 251585 Y S393 21,9 1218 123
#2000 #2000 26 | 58 YS393 1177 Al 118
. #2500 #2500 27 | 57 Y5393 1222 1222 123
#3000 #3000 28 158 DYS5393 1228 1228 123
#3500 #3500 29 1 50-500 #50,0 #5040
#4000 #4000 #1000 #1000
#4500 #4500 #1500 #1500
#5000 #500,0 #2000 #2000
8141 DYS3e3 116,5 118,5 115 #250.0 #250,0
16 ¢ 42 DYS5393 124.7 124,7 123 #3000 #3000
11 | 43 DYS383 1203 1203 118 #3500 #3500
12 | 44 pYS§393 205 1205 118 #4000 #4000
{3 ]45 DYS393 1207 120,7 118 #4500 #4500
14 { 48 Y3383 121,2 1212 123 #5000 #8000
15 | 80.500 #50.0 #50.0 30 i 59 DYS383 12286 1228 123
#1000 #1000 32 | 61 0YS393 1207 1267 119
#1500 #1500 33 1 e2 DYs393 120,9 120,9 119
#200.0 #2000 34 i B3 DYS383 1218 121.9 123
#2500 #2500 358 | 64 DYS5393 122.4 224 $23
#300,0 #300,0 36 | 50-500 #5610 #3500
#350.0 #3500 #1000 Ll
#400.0 #4000 #1500 #1500
#4500 #4500 #200,0 #200.0
#500,0 #5600 #2500 #2500
16 | 47 DYS393 1209 1209 119 #3000 #300,0
17 1 48 0YS393 1217 121,7 123 #350,0 #350,0
18 | 49 DYS393 1222 1222 123 #409,0 #4000
18 | 50 DYS3ag3 1224 1224 123 | #4500 #4800
20 | 51 DY8393 1223 122,3 123 #500,0 #506,0
21182 DYS$383 1222 1222 123 37 | 85 DYs383 1221 1221 123
22 | 50-500 #3500 #5300 38 | 66 DYS393 1220 1220 123
#100,0 #1090 40 i e8 DYS393 1220 1220 123
#150.0 #1500
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Resultados individuais da andlise realizada do locus DYS

393 para 32 individuos brasileiros (parte 1lf)

Anexo 23 - Quadro 10

Page 1

22 Sep 100 103221

Adlelel ocator
bloech dys393~3.alx dys393-3.fmv
t.ane | Name | Comment ! locus | Peak Size | Com Pgak Size | Allsle Size Lane | Name | Comment Locus Peak Size | Corr Peak Size | Aliele Size
2|68 DYS383 | DYS393 1217 121,7 123 25 1 89 DYS383 | DYS3gd 118,5 116,59 115
3|70 DYS393 | DYS393 1264 1264 127 76 180 DYS§383 DYS383 1203 1203 118
4171 0YsS393  ; DYS393 1224 1224 123 27191 DYS393 ° DYS3s3 1208 1208 119
5|72 DYS$383 | Dysaga 117.7 117.7 119 28 |82 Y5393 BYZ383 120,3 120,3 119
8173 DYS383 PYysag: 259 1259 127 29 | 50-500 | DYs393 #50.0 #8500
7174 DYS393 DYs383 1215 1215 123 . #100,0 #1000
8 | 50-500 [ DYS393 #50.0 #50.0 ! #150,0 #150,0
#1000 #1000 . #2000 #2000
#150,8 #1500 : #2500 #250,0
. #2000 #2000 : #3000 #3608
#2500 #2500 ! #350,0 #350,0
#3000 #300,0 30 183 0Y$383 - DYS383 1207 1207 118
#3500 #350,0 31184 DYs393 - DYS3g3 1201 1201 118
975 BYS5393 Y8383 1217 121,7 123 32185 DYS8393 i DYS393 1204 1204 19
18|78 DYS$393 DYS393 1188 1186 119 33198 DYS3g3 - Dysa3gd 1198 1198 19
11177 DYS383 DYS393 121.8 i21.8 123 34197 DYS383 ¢ DYS393 1202 1262 19
12178 DYS383 | DYS383 1168 1188 15 35 [ 98 DYS383 ' DYS393 120,2 1202 119
13:79 0Y33931 | DYS393 1197 1197 119 36 |98 DYS5383 Y5393 1208 1206 118
14 | 80 DYs393 DY$5393 120.7 120,7 15 37 | 100 DYS353 DY$393 1205 1209 119
15 | 56-500 | DYS383 #50.0 #50,0
#1000 #1000
#1500 #150,0
#2000 #2000
#2500 #250.0
#3000 #3006
#3500 #3500
16 | 81 DYS383 | DYyS§3g3 1283 1293 131
17 ;82 DYS$393 | DYS393 121,58 121,58 123
18 | 83 DYS393 PYS$393 121,58 1215 123
19 ;1 84 DYS3g3 | DYS393 125.7 125.7 127 )
20 i 85 DYS$393 | DYS3Ie 121,0 121,0 118
2188 DYS$393 DYS3IN 1172 17,2 119
22 1 50-500 | DYS383 #50.0 #50.0
#100,0 #1000
#1500 #1500
#2000 #2000
#2500 #2500
#3000 #300,0
#350,0 #3500
23 97 DYS83931 | Dys3a3 121,2 121,2 123
24 ;88 DY5393 | DY§383 1180 1180 118
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juntas dos fragmentos

ises con
amplificados do l6cus DYS393, utilizando-se DNAs de dente e saliva de mesmos

Resultado das anél

Anexo 24 - Quadro 11

« r

individuos

¢) Allelel ocator
ket ds_y80~1.al sd_y83.fmv

Larie | Name | Comment | locus | Peak Size | Comr Peak Size | Allale Size
18 | 81 DY3383 | DYS393 129,0 129.0 [ER
20 ) 810 DYS293 DYS393 129,0 1200 131
20 Y S393 [sXEELE] 1292 129,2 N

22 | 50500 | DYS393 #50.0 #50.0

#1000 #100.0

#1500 #150.0

#2000 #200.0

#2500 #250.0

#3000 #300,0

#3500 #3500

- #4000 #400,0
23 | 82 DYS393 Y5393 1171 1171 119
24 | 852 DYS353 Y5393 1170 117,0 119
25 1 D2 DY 5393 Y S39: 1173 117.3 119
26 | 83 Y5393 DY$39: 1255 1255 127
27 : 83 DYS3s3 pys3ed 258 1258 127
28 i D3 [DYS393 DYS393 254 1254 127

29 ¢ 50-500 | DYS393 #50.0 #50,0

#1000 #100,0

#1500 #1500

#2600 #2000

#2500 #250,0

#3000 #300,0

#350,0 #3500

#4000 #400,0
30 | 84 DYS393 DY¥5392 1254 1264 127
31| 84" 0YS5393 DYS5393 1255 1255 127
32 [ D4 0Ys383 Dy83g3 125,58 255 127
33|85 DYSs383 DYS393 1208 1208 118
34 | S5* DYS303 Y5393 1205 1205 118
35 1 D5 DYS3a3 Y5383 1206 1208 118
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Anexo 25 - Quadro 12: Resultados individuais da repeticéo da analise
eletroforética dos I6cus DYS 390, DYS391 e DYS393 para 11, 3 e 3 individuos

respectivamente (parte 1)

Page 1

22 Sep 100 10:18:42

AlieleLocator
amershaen pharmacia biotech A
rageni~1. akx repete fmy
Lane | Name | Comment | locus [ Peak Size | Comr Peak Bize | Allele Size Lane | Name | Camment Locus Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size
3! ¥ dys3g1 DYsag 2928 2825 291 26 | 50-500 #3000 #3000
4 : 56 dys3g1 DYs391 2888 28886 287 #3500 #3500
5180 dys399 DYS381 2892 289,2 201 28 | 88 dys390  DYS390 2132 2132 215
6 | 50-500 #50,0 #50,0 26 1 100 dys390 £Y3390 2136 2136 215
#1060 #100.0
#150,0 #1500
#2000 #2000
#250,0 #2500
#3000 #300,0
- #350,0 #3500
764 dyslo3 DYS393 117,E 1178 19
18 | 60 dys393 DYS393 1183 116,3 15
11 | 87 dys393 DYS393 124 3 1243 123
12 | 50-500 #50.0 #30.0
#1000 #1000
#1500 #1500
#2000 #200,0
#250.0 #2500
#3000 #3000
#3508 #350.0
13 | 25 dys3g0 DYS380 2181 2181 215
14 1 27 dys380 DYS390 216,6 2188 215
16 | 29 dysJ90 DYs3sn 2118 2118 211
17 138 dys380 DYS390 2155 2155 215
18 | 49 dys380 DY§380 2150 2150 215
19 | 50-500 #50,0 #50 0
#100,0 #1000
#1500 #1506
#2000 #2000
#2500 #2500
#3000 #3000
#3500 #3500
21155 dys390 DYS390 2137 2137 215
23163 dys380 DYS390 2135 2135 215
24 1 64 dys380 DYs3g0 2148 2146 215
25173 dysa80 DYS330 2141 2141 215
26 | 50-500 #50.0 #3500
#1000 #100,0
#1500 #1500
#2000 #2000
#2500 #250,0
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. e

Resultados individuais da repeticdo da anadlise

.

Anexo 26 - Quadro 13
eletroforética dos l6cus DYS 3980, DYS391 e DYS393 para 4, 4 e 2 individuos

respectivamente (parte If), ha também a realiza¢&o do primeiro teste com 3

amostras de saliva

AfleteLocator
tokch 493_26~1.alx 493_2609.fmv

Lane | Name | Comment | Locus | Peak Size | Corr Peak Size | Allele Size
16 | 28 DYSag9g YS380 216, 2181 215
17 1 53 DYS390 DYS$380 2128 2128 211
18 | 60 DYS380 Y5380 21198 2119 A1t
19 | B4 DYS390 DYS380 2149 2149 216
20 | 28 DYS39 DY53591 28639 286,9 287
21 | 35 DYS3g DYS5391 2953 2953 2495
22 1 53 DYS39 DYS$391 2868 2866 287
23|99 DYS3H DYSa91 2050 2950 295

24 | 56-500 #50,0 #50,0

#1000 #1000

#150,0 #1500

#2000 #2000

#2500 #2500

#3000 #300,0

#3500 #3500

#400,0 #400,0

#4500 #4500
25128 DYS393 | DYS383 1176 1176 119
26 | 53 DYS383 | DYS3Sd 1215 121,58 123
27 | 01-8 Y5393 DYS5383 1228 122,8 123
28 | 03-8 DYS393 Y5393 117.0 157.0 115
29 | 068-8 DYS393 | bys383 1178 117.0 115

33 | 50-500 #50.0 #50,0

#1000 #100,0

#1500 #1500

#200,0 #2000

#2500 #250.0

#2000 #300.0

#350,0 #350,0

#4000 #4000

#4500 #4500
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