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NUNCA ESMORECAS

Alma fraterna recorda:
os momentos infelizes
parecem noites de crises
Em que o céu lembra um vulcdo;
Ribombam trovdes no espago, /
Coriscos falam da morte,
Passa irado o vento forte,
Tombando troncos no chdo...
Os animais pequeninos
6ritam pedindo socorro
Descendo de morro em morro,
Cai a enxurrada a correr...
Mas finda a borrasca enorme,
No escuro da madrugada,
Em riscas de luz dourada,
Vem o novo amanhecer.
Assim também na vida,
Se atravessas grandes provas,
Na estrada em que te renovas,
6Guada a calma ativa e sd:
Sofre, mas serve e caminha,
Vence a sombra que te invade,
Se a hora é de tempestade, .
Ha um novo dia amanhd...

(Emmanuel - Psicografia de Francisco Xavier, 25/09/91)
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Resumo

RESUMO

Nas ultimas décadas, as Ciéncias Forenses vém evoluindo de maneira
a esclarecer e auxiliar cada vez mais precisamente a justica. O presente trabaiho,
através da utilizagéo de 25 amostras de sangue de cadaveres do Instituto Médico
Legal de Cuiaba-MT, teve como objetivos: estabelecer a forma de coleta do
material biolégico através da utilizagao de cartées FTA®; aprimorar a extragéo do
DNA em amostras de sangue, utilizando a Resina Quelante CHELEX®; aprimorar
a PCR utilizando os primers para os loci DYS 385 I/il, DYS 389 VI, DYS 390, DYS
391, DYS 392, DYS 393, DYS 19 através da padronizacdo do Nanoplex;
comprovar a importancia do estudo do cromossomo Y nos casos de investigacao
de patemidade e em casos forenses. Com o desenvolvimento do frabalho, péde-
se observar que os métodos de coleta das amostras de sangue e extracao do
DNA foram satisfatorios, pois obteve-se uma quantidade de DNA suficiente para o
seu estudo. O estudo do Nanoplex fez-se com sucesso, pois, por meio de sua
analise em um segiienciador automatico (ABI PRISM DNA Sequencer 377), pode-

se detectar os fragmentos, estipulando-se, assim, seus respectivos alelos.



Resumo
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Abstract

ABSTRACT

In the last decades, the Forensic Sciences come evolving in way to
clarify and to assist the justice. The present work through the use of 25 samples of
corpse blood of the Legal Medical Institute of Cuiaba-MT had as objective: to
establish the form of coliection of the biological material through the use of cards
FTA®; to improve the extraction of the DNA in samples of blood being used the
Resin Quelante CHELEX®; to improve the PCR using primers for iocus DYS 385
i1, DYS 389 14l, DYS 390, DYS 391, DYS 392, DYS 393, DYS 19 through the
standardization of the Nanoplex; to prove the importance of Y chromosome study
in the cases of paternity and in forensic cases. With the development of the work it
could be observed that the methods of collection of blood samples and extration of
the DNA had been satisfactory, therefore got a enough amount of DNA for its
study. The study of the Nanoplex one became successfully, therefore through its
analysis in an automatic sequencer (ABI PRISM DNA Sequencer 377), it could be

detected the fragments, stipulating its respective alleles.
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Introducéo

1 INTRODUGCAO

Nas dftimas décadas, as Ciéncias Forenses vém esclarecendo e
auxiiando cada vez mais precisamente a justica, devido a sua evolugao,
aperfeicoamento dos tesies de identificacdo e gracas ao desenvoivimento dos

métodos de Biologia Molecular.

Os casos forenses que antes eram considerados inconclusivos, hoje ja
podem ser esclarecidos, com a utilizagdo de técnicas moleculares para avaliar
caracteristicas genéticas (estudo do DNA). Estas vém se adicionando aos testes
tradicionais, contribuindo significantemente devido ao seu maior poder
discriminativo. Dentro desta evoiugdo, podemos citar os marcadores genético-
moleculares dentre eles: antigenos eritrocitarios (sistema ABO, Rh, MNs, Kell, Fy,
Lutheran, P), proteinas sericas (alfa;-antitripsina, transferrina, GC, haptogiobina),
enzimas eritroctarias ou leucocitarias (fosfatase acida, adenosinadesaminase,
fosfoglucomutase, esterase D, dlioxalase), antigenos com maior
histocompatibilidade (regido HLA) e o polimorfismos do DNA. (CORTE-

REAL,1999)

Desde Alexandre Lacassagne, em 1889, na identificacdo de um
cadaver putrefeito em Lion - Franga, passando por Amoedo, em 1897, no Bazar
da Caridade e, em 1903, com a identificacdo de corpos carbonizados na Opera

Comica de Paris, ressaltando a importancia da analise dos aspectos odontoldgicos

13



introducdo

através de seu Sistema Odontolagico de Identificacdo (FRANCA, 1998), com a
descoberta do acido desoxirribonucléico (DNA) por WATSON e CRICK, em 1953,
e com o desenvolvimento da PCR (Polymerase Chain Reaction), em 1987, por
Miliis (FARAH, 1997), iniciou-se uma revolugao na ciéncia, pois através da PCR,
era possivel amplificar o DNA de uma tnica célula. Sendo assim, cada vez mais
dados particulares vém sendo obtidos, tornando-se inquestionaveis as

identificagdes.

No campo do diagndéstico molecular, a andlise de casos forenses é uma

das investigagbes que mais tém exigido empenho, devido ao seu impacto social.

Um importante fator que nos possibilita o estudo no decorrer da vida de
um individuo, ou amostras forenses, € gue os polimorfismos do DNA sio
caracteres unitarios, estando presentes desde antes do nascimento (havendo, por
isso, a possibilidade de estudos preé-natais) até a velhice por nao sofrerem
aiteragdes por fatores externos, sendo imutaveis durante toda a vida, podendo ser
pesquisados em numerosas areas (estudos populacionais, estudos de genética
clinica ou em genética forense - casos de investigacdes de filiagdo, de

criminalistica biologica e de identificacdo) (CORTE-REAL, 1999).

A primeira vez que o Polimorfismo do DNA foi estudade em Medicina

Legal foi na Inglaterra, em abril de 1985, onde se resolveu um ¢aso de imigracio

14



Introducéao

através do DNA Fingerprinting (JEFFREYS ef al., 1985) e em casos penais,
também na Inglaterra em outubro de 1986, no caso Enderby, onde o principal
suspeito de um crime foi absolvido gragas ao exame de DNA (GILL & WERRET,

1987).

Desde 1996, em Berlim, no Primeiro Y-User Workshop, dados de todo o
mundo vém sendo coletados e protocolos vém sendo aprimorados, bem como,
frequéncias alélicas vém sendo anunciadas (NATA ef al, 1999). Todos os

esforgos tém como objetivo auxiliar a justica.

Para o estudo genético de freqii€ncia alélica, alguns detalhes devem
ser considerados: para que se possa efetuar o uso de determinados marcadores é
fundamental o conhecimento da freqUéncia haplotipica (NATA ef al, 1999). Os
dados populacionais {ém gue estar determinados na populagdo onde se aplicam e
as freqiiéncias génicas a serem utilizadas devem ter sido publicadas

(CARRACEDO et al.,, 1996).

Entre todos 0s cromossomos, 0 Y vem sendo cada vez mais estudado

devido ao seu interesse nos casos forenses e em genética populacional.

A principal vantagem dos Y-STRs € a capacidade de detectar o
componente masculino em uma mistura de DNA masculino ou feminino. E

também comumente usado para determinar ¢ nimero de sémen do doador em

i3



Introducédo

uma mistura de dois ou mais homens (PRINZ et al., 2001), sendo de grande valia
na identificagdo de agressores (GATTAS, 1990), podendo também ser usado nos

casos onde existe mais de um suspeito envolvido(KUPIEC ef al., 2000).

O estudo do cromossomo Y pode ser utilizado em teste de paternidade,
investigagtes evolutivas e antropologicas e em identificagdo humana, porém, sua
aplicacdo na rotina forense necessita do estabelecimento de parametros
populacionais prévios que embasem a determinacdo das variagbes alélicas dos
diferentes locus para determinada populacao, dados estes fundamentais para sua

utilizacdo na atividade pericial (OLIVEIRA, 2000).

Atualmente no Brasil, vem crescendo o niimero de pesquisadores que
tém estudado as caracteristicas genéticas da populagdo {OZAKI, 1999; JOBIM
1999; BARROS DE CASTRO et al., 2000; CASTRO, 2000; COSTA, 2002) e
analisado a importancia desie estudo nos casos forenses (ALVES, 2000;
OLIVEIRA, 2001, MIYAJIMA, 2001; MOCELIN, 2001; KALUPNIEK, 2002). Sendo

gue dentre eles estdo médicos, odontélogos, bidlogos, biomédicos e bioquimicos.

Infefizmente alguns Pesquisadores se esquecem de que a ciéncia €
dindmica e se acham no direito de privar algumas classes profissionais de auxiliar
a Justica ao se tratar do estudo da Genética Forense. Cabe a nés, Profissionais
da Saude, esclarecer que estamos amparados pela Lei e dentro das atribuictes

de nossa profissdo. Sendo assim, devemos citar o Processo Consulta
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n°4.720/2000-CFM (29/01), referente ao Projeto de Lei n® 2.642/00 sobre as
condicbes de realizagao e analise de exames genéticos em seres humanos, onde

foi decretado pelo Congresso Nacional;

“.. Art. 3° - A assinatura dos faudos, atestados e resultados
de exames provenientes da analise de material genético
humano deve ser felfa por profissionais graduados em
gqualguer das Ciéncias da Vida e que possuem pOs-
graduagdo ou mestradoc em Genética ou Biologia

Molecular...” (grifo nosso).

Segundo a Consolidacdo Das Nommas Para Procedimentos Nos
Conselhos De Odontologia (Aprovada pela Resolugdo CF0-209/97), TITULO | —
DO EXERCICIO LEGAL; SECAO I - Odontologia Legal define:

"Art. 54. Qdontologia Legal € a especialidade que tem como
obfetivo a pesguisa de fenmenos psiquicos, fisicos,
quirmnicos e biolégicos _que podem atingir ou ter atingido o
homem, vivo, morto ou ossada, e mesmo_fragmentos ou

vesligios, resulftando lesdes parciais ou totais reversiveis ou
imeversiveis.

Paragrafo anico. A atuagdo da Odonlologia Legal restringe-
se a andlise, pericia e avaliagdo de eventos relacionados
com a area de competéncia do cirurgido-dentista podendo,
se as circunstancias o exigirem, estender-se a outras areas,
se disso depender a busca da verdade, no estrito_interesse
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da__justica e da administracdo...” (grifo nosso}

No Artigo 55 que define as areas de competéncia para atuacdo do

especialista em Odontologia Legal, incluem:

“...a) identificacdo humana;

b) pericia em foro civil,_cnminal e trabalhista...

...[} pericia logistica no vivo, no morto, integro ou em suas partes

em fragmentos;

i) pericia em vestigios cormrelatos, inclusive de manchas ou

liquidos oriundos da cavidade bucal ou nela presentes; (grifo

nosso)

Logo, estamos amparados por Lei a executar exames de DNA em
investigactes forenses e em exames de paternidade, ja que, de acordo com as
atribuicbes dos cirurgites-dentistas, podemos desempenhar pericias para auxiliar

a justica.

Cabe aos interessados procurar cada vez mais sua capacitacdo para

entdo exercer as preteridas atividades legalmenie.

Sendo assim, no intuito de auxiliar cada vez mais a Justica, efetuamos

um estudo da padronizagdo do nanoplex dos foci do cromossomo Y e
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ressaltamos, através de um levantamento bibliografico de casuisticas forenses, a

importancia do estudo do seu polimorfismo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 BIOQUIMICA DO DNA

O DNA & considerado como uma cdpia genética original e unica de um
individuo. Este pode ser encontrado em cada uma das células nucleadas do como
de uma pessoa e permanece constante ao longo da vida. A molecula de DNA é
um polimero composto por quatro unidades ou biocos basicos chamados
nucleotideos. Cada nucleotideo contém uma pentose como agucar -desoxirnbose-
(este fator permite a distingcdo entre os dois tipos de acidos nucléicos, sendo que o
DNA possui como agucar a 2-desoxirribose € o RNA possui a ribose (OZAKI,
1999), um fosfato ( PO ;) e uma base nitrogenada (Fig.1'). O DNA possui quatro
nucleotideos diferentes, e esses se diferem uns dos outros somente na base
nitrogenada que possuem. Essas bases sdo as purinas -Adenina e Guanina- e

pirimidinas -Citosina e Timina (BUDOWLE, 2000) (Fig. 1).

Uma cadeia simples de DNA é composta por uma seqiéncia de
nucleotideos unidos covalentemente através de unido fosforo-diéster entre o
carbono da extremidade 5 da desoxiribose e um nucleotideo e o carbono de
extremo 3 da desoxirribose do nucleotideo adjacente (BUDOWLE, 2000). A

seqliéncia, ou seja, a ordem das diferentes bases (A, C, T, G) pode variar em sua

21



Rovisdo oda Lileralure

ordem ao longo da cadeia polinucleotidica. Uma grande variedade de formagoes
pode aparecer em uma seqiéncia relativamente curta de DNA alternando-se os

quatro nucleotidios.

IDNA BASE PAIRING] Vo iR

Fourlam

pentose

Grupo
fosfato

a1 ¥ carbon
Figura 1 Compesiciio da cadeia de DNA com as diferentes bases nitrogenadas

FONTE: hitp://www biology washington.edu/ffingerprint/dnaintro. htmi

No genoma humano, existe 3 milhdes de nucleotideos, divididos em 23
cromossomos diferentes por individuo, sendo que nos individuos do sexo
masculino existe um cromossomo X e um cromossomo Y (tecnicamente seriam 24

cromossomos diferentes). Considerando a capacidade de combinacdo em
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diferente ordem nucleotidica, existem mais possiveis formagbes do que a

quantidade de individuos existentes no planeta (BUDOWLE, 2000).

A molécula de DNA é composta de duas cadeias de polinucleotideos
que formam uma molécuia helicoidal. As duas cadeias polinucleotidicas sao
representadas na orientagdo 5'— 3. Sao pareadas, dispostas em direcédo
contraria, por isso s80 denominadas antiparalelas (OZAKI, 19899). As duas
cadeias associam-se com pontes de hidrogénio entre as bases complementares
de cada cadeia. Quando existir uma Adenina em uma cadeia, ela somente formara
pontes de hidrogénio com uma Timina de outra cadeia; sendo assim, com a
Guanina e Citosina. S&o chamadas de bases complementares. Uma pirimidina
simples que esta unida por pontes de hidrogénio a sua purina complementar em
uma cadeia oposta € ¢ que se conhece come “um par de bases’. Devido a
especificidade de pareamento entre as bases nitrogenadas, a seqiiéncia de uma
cadeia € sempre complementar a outra, isso gracas a Lei de Chargaff que, em
1951, descreveu a propriedade fisico-quimica dos acidos nucléicos, e que define a
especificidade da intera¢ao entre as bases nitrogenadas purinicas e pirimidinicas,
onde a guanina pareia-se somente com a citosina, por uma ligacéo de trés pontes
de hidrogénio e a adenina pareia-se somente com a timina através de duas pontes

de hidrogénio (OZAKI, 1999).(Fig. 1)
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Logo, pode-se dizer que quando a seqléncia de uma cadeia

polinucleotidica € conhecida, a ordem da cadeia complementar pode ser deduzida

De acordo com FOWLER ef al., (1988), existem algumas variedades de
DNA: DNA codificante (45%), DNA nao codificante (55%):- nao repetitivo (25%),
repetitivo (20 a 30%):- disperso (=15 a 20%):- SINES ("short inferspersed
elements") com <500pb, LINES ("long interspersed elements") com >500pb; em

tandem (=10%): - satélites classicos,- minissatélites,- microssatélites.

2.1.2 CROMOSSOMOY

O cromossomo Y vem sendo cada vez mais estudado devido ao seu
inferesse nos casos forenses e em genética populacional por possuir

microssatélites e outros polimorfismos (ROEWER ef al., 1992)

E um elemento acrocéntrico pequeno que somente representa 2% do
complemento cromossémico. Contém por volta de 6.10° pb. 2% do DNA é

constituido por seqiéncias polimoérficas, altamente repetidas e esta localizado
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principalmente na por¢éo heterocromatica do braco longo, desde Yq13 até Yqter.

(Fig.2)

porcaoc ~G0 Mb total da seqiiéneia do DNA (somenizc o

cromosseno 22 € menor)

porgao

Figura 2 Cromossomo Y

FONTE: Nucleic Acids Res. 28(2}, e (2000)

Em 1978 CASPERSSON ef al, descreveram uma estrutura que
possuia grande afinidade por substancias fluorocrémicas e que estava presente
em nlcleos interfasicos de células de individuos normais do sexo masculino e
ausente em células de individuos do sexo feminino. Caracterizaram assim a

cromatina Y (GATTAS ef a/,1990).
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A sua cromatina Y representa a porgdo distal do cromossomo Y
presente nos nucleos interfasicos de individuos normais do sexo masculino,
constituindo-se como um método de extrema importancia para determinacédo do

sexo em liquidos organicos, na pratica forense (GATTAS et al, 1990).

A maior parte do cromossomo Y humano consiste em seqiéncias
hipervariaveis (COOKE, 1976), que podem ser utilizadas para a caracterizagéo do
cromossomo Y em humanos. As ligacdes dos loci Y sdo interessantes, pois s&o
haplétipos e patemaimente herdados. Esta propriedade faz com que o estudo dos
STRs do cromossomo Y seja muito importante. (DEKA ef al, 1996; KNIFF ef al.,
1997, PEREZ-LEZAUN et al.,; 1997), podendo ser utilizado para a caracterizacao

do cromossomo Y humano individualmente (REICHENPFADER et al., 2000).

Diferentes variagbes dos Jloci Y-STR deveriam ser combinadas
haploticamente, porque o cromossomo Y nao é recombinante (Nata ef al., 1999).
Possui uma grande utilidade na area forense, devido a presenca de

microssatélites e outros polimorfismos (ROEWER et al., 1992).

O cromossomo Y, por nao possuir um cromossomo homélogo, nao se

recombina durante a meiose, sendo assim, somente serio identificados alelos de
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origem masculina, herdados em bloco dos antepassados masculinos (JOBIM ef

al., 1999).

2.1.3 MICROSSATELITES DO CROMOSSOMO Y OU STRs

Os STRs sdo regides altamente polimorficas compostas por uma
seqiiéncia de 2-7 nucleotideos (BRINKMANN, 1996) ou 1 a 6 nuclectideos
(KIMPTON et al. , 1993) que se repetem em tandem (uma apoés a outra), sendo
precisamente, a variacdo do nimero de vezes que se repetem a unidade de
seqiéncia da base de seu polimorfismo genético. A grande vantagem de se
trabathar com os STRs é devido ac tamanho de seus alelos que sao geraimente
menores que 350pb sendo possivel ser analisados através de técnica de
amplificagd@o genética (PCR). Ja LEE et al, (1994) os consideram com 500 pares

de bases.

Os microssatélites sao marcadores polimorficos de DNA que contém
uma seqléncia repetida de nucleotideos. Segundo EDUARDS et al., (1992), os
STRs podem ser utilizados na identificagdo humana, pois o nlimero de repeticdes

sao diferentes, sendo possivel haver alelos de diferentes comprimentos.
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Os polimorfismos de STR s@o localizados em uma regido néao-
recombinante do cromossomo Y € estido sendo aplicados em genética
populacional, em estudos evolutivos e em casos forenses. O sistema de
tipificagdo dos STRs de Y tem uma particular importancia nos casos onde
misturas de DNA masculino e feminino devem ser analisadas. Pode ser usado nos

casos onde existe mais de um suspeito envolvido (KUPIEC et al., 2000).

Os marcadores polimorficos do cromossomo Y {ém sido
extensivamente estudados na Medicina Forense para identificacdo de homens e

nos testes de paternidade (PREVIDERE, 2000).

O estudo dos STRs do cromossomo Y oferece novas possibilidades de
estudo genético populacional como, por exemplo, a investigacdo de imigragdes
masculinas, heranca paterna e estimativa de divergéncia populacional

(SCHULTES ef al., 1999).

Os STRs ou microssatélites sdo marcadores de DNA polimérficos

comumente usados para obtencao de um perfil de DNA em analise forense e em
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casos de testes de paternidade. Pelo fato da regido nao-pseudoautossdmica do

cromossomo Y se recombinar a combinagéo aiélica de diferentes marcadores

polimérficos, conhecidos como haplétipos, € passada de pai para filho sem

alteracbes. Este fato permite que casos especiais em medicina legal sejam

solucionados com fidelidade (RANGEL-VILLALOBOS, 2001) (Fig.3).

a. deletion map
(Carvaiho-Silva ef al)
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Mb
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T DY8437, DY5434
- 0.3

b 0.4 - DYS3BO
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- 0.8
- 5.9

s b 1o — DYsass

L1

Figura 3 Microssatélites do cromossomo Y

FONTE: Nucleic Acids Res. 28(2), €8 (2000)

A principal vantagem dos Y-STRs & a capacidade de detectar o

componente masculino em uma mistura de DNA masculino ou feminino. E

também comumente usado para determinar o nimero de sémen do doador em

uma mistura de dois ou mais homens (PRINZ ef al., 2001).
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Autores como KAYSER et al., (2001) concluiram que o conhecimento
sobre taxas de mutagdo e o processo que este ocorre nos casos de paternidade

sd0 cruciais para a interpretacdo correta de perfis genéticos resultantes.

Com a combinagdo dos loci dos alelos de indmeros marcadores, €
possivel definir com alta precisdo o haplotipo do cromossomo Y que admite a
discriminagdo da maioria dos homens n&c-aparentados em uma amostra

populacional (KAYSER ef al., 1997).

Os dados em STR dos cromossomos Y humanos fornecem um sistema
modelo potencial para a compreensao das mutagdes dos STR autossdémicos nos
seres humanos e nas outras espécies. Uma das dificuldades de se efetuar a
reconstrucdo evolutiva do STR é a auséncia de uma metodologia apropriada

(FORSTER et al., 2000)

2.1.4 POLIMORFISMO DO CROMOSSOMO Y

Além de outros polimorfismos, o cromossomo Y € composto de

microssatélites que possuem grande utilidade forense especifica de acordo com

sua forma de transmissao (ROEWER et al., 1992).
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Com o descobrimento da existéncia de regides tetramétricas no
cromossomo Y, com uma variabilidade compativel com a dos STRs autossémicos,
pode-se dispor de maior nimero de marcadores para analise no campo da
identificacdo humana, na genética populacional e nos estudos evolutivos

(ROEWER et al,, 1992 e UNDERHILL ef al., 1996).

Possuindo uma heranca exclusivamente patema da regigo néo
recombinate do cromossomo Y, este pode ser utlizado para tragar a evolugéo de

uma linhagem paterna (GOLDSTEIN ef al., 1996 e UNDERHILL ef al., 1996).

De acordo com a DNA Commission of the ISFH, existerm dois tipos
fundamentais de polimorfismos: - os polimorfismos provocados por mutagdes de
um ou mais nucleotideos (esta alteragdo pode originar fragmentos mais curtos ou
mais compridos que 0s originais) e os polimorfismos produzidos por inser¢des ou
delecoes de um ou mais nucleotideos ou unidades repetitivas, nomeadamente
contendo um numero variavel de repeticoes em fandem de fragmentos de DNA -
denominados VNTR "variable number of tandem repeats” (este polimorfismo se
deve a diferencas no ntmero de cépias da unidade repetitiva em cada um dos
alelos, o que se traduz na existéncia de um grande numero de tamanhos possiveis
para um mesmo focus, permmitindo a existéncia de mdltiplos alelos e, portanto, de

uma grande variabilidade genotipica) (CORTE-REAL, 1999).
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Pode-se ressaltar com clareza a importancia do estudo do polimorfismo
do cromossomo Y para os casos forenses (KAYSER et al, 1997 e PRINZ et al,,

1997).

2.2 CASOS FORENSES

GATTAS (1990) realizou estudos de evidéncias de agressdes sexuais,
principaimente aquelas com poucas quantidades de DNA e constatou que
amostras degradadas ou com pouco espermmatozoide eram beneficiadas, pois em
misturas muitc desproporcionais, onde existia grande quantidade de DNA
feminino, nao ocorria inibicdo da amplificagdo dos alelos ligados ao cromossomo
Y, sendo esta a principal vantagem sobre os sistemas autossdmicos e que a
cromatina Y correspondia a porcao distal do cromossomo Y presente nos nicleos
interfasicos de individuos normmais do sexo masculino, ressaftando, assim, a
importancia deste método a determinacéo do sexo em liquidos orgénicos na

pratica forense.

GATTAS et al., (1990) realizaram o estudo da cromatina Y onde
efetuaram a exposi¢cdo de crostas em temperatura ambiente. Em um primeiro

experimento, as amostras ficaram expostas por 2 meses, € em um segundo
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experimento (10 homens e 10 mulheres), durante 10 meses. Com a metodoiogia
empregada, foi possivel a determinacdo do sexo em crostas de sangue

envelhecidas por um pericdo de 6 meses.

PRINZ ef al., (1997) realizaram uma série de experimentos no intuito de
comprovar a eficacia da andlise de amostras mistas (homem/homem;
homem/mulher) entre os sistemas Y-STR (DYS19, DYS390, DYS388 ) e o
sistema autossdémico VWF. Comprovaram que, para as amostras homem/homem,
o limite de deteccéo de 1:10 e de 1:50, respectivamente, nos casos de misturas
homem/mulher, os alelos Y-STR puderam identificar em baixas proporgées como

1:2000, ou seja, 400pg de DNA masculino em 800 ng de DNA feminino.

ZEHNER ef al, (1998) estudaram a sensibilidade do DYS19 e da
amelogenina para amplificar fragmentos de Y especificos, usando amostras de
sangue artificial com quantidades varaveis de DNA masculino e feminino. O
estudo confirmou a sensibilidade elevada de ambos os sistemas em detectar
fragmentos masculino-especificos de PCR nas manchas que continham 10-25
moléculas do molde mesmo na presenca de grande guantidade de DNA feminino
na mistura pela detecgao de coloragédo de prata. Relataram, porém, que amostras
de sangue que continham 10% menos quantidade de céiulas masculinas poderiam

confiantemente ser identificadas somente quando ao menos 100 moléculas do
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molde estivessem na amostra de sangue artificial, devido as quantidades
crescentes de hemoglobina do sangue feminino que & um inibidor de PCR .
Verificou-se que, ao serem analisadas as amostras de sangue com diferentes
quantidades de sangue masculino e feminino, o sistema DYS19 possui grande

sensibilidade ao amplificar os fragmentos Y-especificos.

SCHNEIDER et al., (1999) realizaram um exercicic conjunto entre 14
laboratérios participantes da EDNAP (grupo europeu que dita normas para estudo
do DNA), usando DYS385 para detectar, registrar e identificar os resultados de
cinco amostras de sangue desconhecidas e de uma amostra de controle.
Coletaram também os dados da populacdo de oito paises europeus diferenies
com tamanhos de amostras entre 91 e 150 individuos masculinos. Os resuitados
confirmaram observacdes precedentes de que o marcador DYS385 € um dos Joci
mais informativos entre os STRs ligados ao cromossomo Y. Observaram que os
resultados produzidos foram independentes dos métodos de separagdo
eletroforética e deteccao usados. Com isso, verificaram que 0 DYS385 poderia
servir como uma complementagéo Util ao sisterna de estudo do STR autossdmico

rotineiramente usado em casos especiais.

CARVALHRHO et al., (2000) efetuaram o estudo em diversos tecidos com

diferentes estados de degradac¢ao dos haplétipos do DYS385 de 128 individuos do

34



Revisdo da Literatura

sexo masculino ndo aparentados do centro de Portugal e puderam constatar a
aplicabilidade em genética forense, nos casos de identificacdo de vestigios
criminais € nomeadamente na identificacdo de suspeitos em vestigios de crimes

sexuais.

SZIBOR ef al, (2000) constataram que o DYS19 era um dos
marcadores mais Uteis para aplicacbes genéticas, evolucionadrias e forenses em
uma populacdo. Entretanto, os autores observaram que a amplifica¢do do
polimorfismo do DYS19, falha quando o DNA altamente degradado é usado.
Projetaram, entdo, um novo par de primers que reduziu os tamanhos dos
fragmentos de DYS19 comparados com os aqueles dos protocolos conhecidos.
Utilizando estes primers, conseguimam uma melhor taxa de sucesso,

particularmente quando as amostras putrefadas foram investigadas.

PRINZ ef al., (2001) trabalharam com inimeras amostras de casos para
ilustrar a aplicabilidade dos marcadores do cromossomo Y humano em casos
forenses. Utilizaram os marcadores STRs DYS19,DYS389/1,DYS389/11 e DYS390.
Concluiram que a principal vantagem dos Y-STRs é a capacidade de detectar o
componente masculino em uma mistura de DNA masculino ou feminino, sendo
assim usado para determinar o nimero de sémen do doador em uma mistura de

dois ou mais homens.
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KAYSER et al., (2001) sugeriram a formacéo de uma base de dados de
mutagdes quando analisaram 4999 transmissbes genéticas de paiffilho de casos
de paternidades confirmados (probabilidade > ou = 99,9%) em 15 /oci de Y-STR
que sdo aplicados geralmente nos casos forenses. Observaram que as
caracteristicas mutacionais observadas para Y-STRs trariam conseqliéncias
importantes para as aplicacdes forenses, tais como a definicdo dos critérios para
exclusbes dos testes de patemidade e a interpretacdo de perfis genéticos na
analise das manchas. Salientaram a importancia da formacado de uma base de
dados de mutacbes, a fim de enriguecer as informag¢des conhedas sobre o

cromossomo Y.

BETZ et al., (2001) relataram um caso de violagao que ocorreu em
Stutigart, Alemanha, onde, ao exame microscépico, nao foi encontrado qualquer
vestigio de espermatozodide no swab vaginal ou na calcinha. Extraiu-se, entdo, o
DNA das células vaginal e epitelial e analisou-se pelo sistema SE33, THO1 e com
o Profiler Pius®. Os resultados encontfrados foram negativos para amostra
misturada e ndo identificaram um perfil masculino. Porém, ac efetuarem a analise
dos STRs através dos marcadores DYS381, DYS392, DYS393, DYS19 e
DYS3891/ll, encontraram as mesmas caracteristicas do suspeito. Utilizaram este
haplotipo incompleto e procuraram na Base de Dados de Referéncia de Y-STR

Haplotipos através da Internet Em uma amostra caucasiana da populagdo de 3589
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haplotipos minimos, encontraram 71 emparelhamentos. O suspeito confessou o

crime e foi condenado a 04 anos de prisao.

CORACH et al, (2001) analisaram mais de 350 casos forenses com
sucesso de diferentes areas metropolitanas da Argentina por meio do emprego de
um multiplex de cinco Y-STRs. Utilizaram um triplex (DYS19, DYS390 e DYS391)
e um duplex (DYS392 e DYS3983). Constataram que, no campo do diagnéstico
molecular, a analise de casos forenses € uma das investigagbes que mais vem
exigido avancos, devido ao seu impacto social. Puderam comprovar que a
padronizagdo de reagbes multiplex reduzem emos e tempo e preserva os

reagentes.

DEKAIRELLE ef al., (2001) realizaram exames de 89 casos aleatorios
de violagédo, incluindo 166 casos onde existiam tragos de sémen. De acordo com
o teste de prostatase-antigeno-especifico, houve a necessidade de um metodo
mais eficiente de analise. Em 35% das 84 amostras que continham quantidades
elevadas das amostras da vitima, isto €, lavagens vaginal/anal e de calcinhas,
ocorreu a lise diferencial, ndo sendo possivel detectar STR autossdmico
masculino. Concluiram que a quantidade de DNA total disponivel e a qualidade de

DNA extraidos s&o fundamentais para o sucesso dos casos forenses.
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2.3 GENETICA POPULACIONAL E UTILIZACAO DE MULTIPLEX

SANTOS et al., (1996) estudaram a distribuigio da frequiéncia alélica do
microssatéfite do lécus DYS19 em 317 amostras de DNA humano, dentre elas 54
de individuos Caucasianos, 9 de indios Americanos,17 de pigmeus Africanos, 48
da Mongoiia, 18 da Africa, 10 da Asia, 5 da Oceania , 4 individuos de origem nao
conhecida e 152 brasileiros. Verificaram que um grupo de brasileiros caucasianos
apresentou um perfil genético semethante aos Europeus Caucasianos, porém com

maior freqiiéncia para o alelo 186pb.

KNIJFF et al., (1997) estudaram a distribuicao e freqliéncia alélica dos
STRs do cromossomo Y( DYS19, DYS388 I/, DYS3980,DYS391,DYS392 e DYS
393 de 4.000 homens, distribuidos em 48 populagdes distintas, em 9 regides
geograficas (Australia, Pacifico, Asia Oriental do Sul, Asia Oriental do Norte, Artico,
Amerindios, Europa, india e Africa). Conseguiram estimar por meio do estudo da
descendéncia dos hapldtipos do cromossomo Y, o niumero de geractes possiveis
de serem resgatadas. A média encontrada foi de 1956 geragtes ou 49.000 anos,

ou seja, 25 anos para cada geracao.
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BATISTA DOS SANTOS et al., (1999) efetuaram um estudo onde
compararam a contribuicdo relativa do Y-DNA de indios americanos e nao-
americanos a formacgéao da populagéo urbana da cidade de Belém(PA). A mutacéo
para o Jocus DYS199 nas bases C—T foi de 90%, para os indios americanos. A
contribuicdo de homens indigenas na formagao desta populacdo era menor que
5%, visto que a contribuicdo de mulheres indigenas foi estimada em mais que
50% das seqtiéncias mitocondriais estudadas da mesma populagdo. Concluiram
gue a contribuicdo de mulheres indigenas a formacao da populagao de Belém foi
10 vezes maior do que a contribuicio de homens indigenas. Conciuiram também
que estes resultados ajudavam a esclarecer o processo da integragdo de
comunidades indigenas nas sociedades urbanas brasileiras e possivelmente de

outros paises.

CORTE-REAL (1999) em sua Tese de Doutorado denominada “Estudo
Genético-Populacional de Microssatélites Para Aplicagdo Forense Nos Paises
Lusofonos®, apresentada na Universidade de Coimbra-Portugal, estudou
individuos das popula¢des dos Paises de Lingua Oficial Portuguesa de Angola-
Norte, Brasil-Amazonas, Brasil-S.Paulo, Cabo-Verde, Guiné-Bissau, Mogambigue-
Sul, Portugal-Centro e S.Tomé e Principe. Estabeleceu bases de freqgiiéncias
alélicas, relativamente aos sistemas DYS19, DYS3898l, DYS389ll, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 e respectivas freqiiéncias haplotipicas. Pode concluir

que, ao serem considerados os marcadores DYS19, DYS3891, DYS389ll,
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DYS8390, DYS391, DYS392 e DYS393, o sistema DYS392 apresentou valores de
diversidade génica muito baixa nas populacdes de Angola-Norte, Guiné-Bissau e
Mocambigue-Sul; que o conjunto dos marcadores DYS19, DYS3891, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393 revelou nas populacdes estudadas, valores
de diversidade haplotipica entre 0.9476 e 0.9740 e capacidade discriminativa
haplotipica entre 0.6400 e 0.9524; quando efetuadas comparacbes entre as
populagbes estudadas nos marcadores DYS19, DYS3891, DYS388Il, DYS380,
DYS391, DYS392 e DYS393, observou, alem da existéncia do grupo formado
pelas populagdes Ibero-Americanas, uma subdivisdo do grupo de populagtes
Africanas; nas populagbes Africanas, constatou uma maior proximidade ao grupo
Ibero-Americano na comparacac de microssalélites do cromossoma Y do que na

comparacao de microssatélites autossomicos.

JUNGE & MADEA (1999) analisaram em 102 individuos do sexo
masculino, ndo relacionados da Alemanha Ocidental, 5 regites polimoérficas do
cromossomo Y (DYS19, DYS389I/H, DYS390, DYS393). Ao verificarem as
freqiéncias alélicas, encontraram 5 alelos para o DYS19, 3 alelos para o
DYS389l, 7 alelos para o DYS3891l, 6 alelos para o DYS390 (alelos 21, 22, 23, 24,
25 e 26) e 6 aielos para o DYS393 (akelos 11, 12, 13, 14, 15 e 16). Constataram a

existéncia de 56 hapldtipos diferente, dados semelhantes sos de outras

populacoes européias.
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CARVALHO-SILVA et al, (1999) analisaram diversas caracteristicas
que influenciam a baixa variabilidade do microsatellite DYS19 néo encentradas na
linhagem principal do cromossomo Y de indios Americanos. O DYS18 foi
comparado com outras cinco seqiiéncias repetidas de Y dos tetranuclectide
(DYS389A, DYS389B, DYS390, DYS391, e DYS393) sem linhagem de DYS199-T.
Todos os microsatelites restantes mostraram niveis significativamente mais
elevados de variabilidade do que no DYS18. Foi anafisada a diversidade do gene
e a variacdo do numero de repeticbes. O DYS19 teve a diversidade elevada nos

brasiieiros e em diversas outras popula¢tes mundiais.

GUSMAO et al., (1999) lancaram mé&o de varios métodos técnicos com
o intuito de desenvolver um sistema multiplex para amplificar cinco Joci STR do
cromossomo Y em uma mesma reacao de PCR: DYS393, DYS19, DYS390,
DYS389 1 e DYS389 li. Uma escala aiélica arranjada em seqliéncia foi construida
com os alelos previamente arranjados em seqiiéncia incluindo, os mais comuns.
Um numero de condicdes de reamplificacdo das escalas alélicas foram testadas.
O pentaplex foi avaliado usando duas plataformas diferentes (ABI e ALF) com
resultados prometedores. Entretanto, em amostras degradadas, os artefatos nao-
especificos foram observados no sistema DYS393 na mesma escala dos
tamanhos dos alelos reais. Notaram que este sistemma poderia também ser

utilizado em mulheres sob condicbes de rigor relativamente baixos ndo amplificado
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na PCR, levando este sistema ao erro em amostras criticas. Esta falta de
especificidade poderia ser reduzida, aumentando o rigor das condicdes de PCR. A
escala DYS19 nao poderia ser reamplificada como os artefatos que aparecem
apo0s aigumas reamplificactes. Estes artefatos sao provavelmente devido a um
resvalamento de 2 bp, induzido pela presenca de um estimmento da repeticdo TA
nos fragmentos amplificados PCR. Os produtos nao-especificos foram anotados
também na amplificacdo de DYS389 | e de DYS388 II, embora fora da escala de
outros alelos neste pentapiex. Este pentaplex, recentemente construido, provou
ser muitc Utii em estudos genético da populagdo, porque todos os cinco
marcadores STR do cromossomo Y poderiam ser carregados na mesma placa de
gel com outro STR singleplex ou multiplex de Y. A utilidade do SRT do
cromossomo Y em casuistica criminal € evidente em analisar individuos

azoospernmas.

A populagdo da Argentina € composta na maior parte dos povos com
ancestrais europeus. As comunidades aborigenes estdo no presente muito
reduzidas em namero e restritas em pequenas e isoladas regites geografica. Trés
comunidades aborigenes ( Mapuche, Tehuelche e Wichi) foram selecionadas por
SALA ef al, (1999) para a investigacao dos STRs. A populacdo metropolitana da
cidade de Buenos Aires foi anafisada, com micro e minisatellites. Estudaram os
STRs DYS3891, DYS19, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, dentre outros mini

e microssatéltes. Como produto das investigagbes, uma base de dados da
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referéncia foi criada para gque fosse usada rotineiramente em testes de
paternidade e casuistica forense. Constataram que a distribuigdo de freqiiéncia
dos alelos foi caracterizada por diferencas significativas dentro e também entre
populagbes diferentes e, em contraste, a distribuicdo dos minisatellite da
populacéo metropolitana nao foi significativamente diferente de outras populacoes

caucasianas.

SCHULTES et al, (1999) estudaram cinco amosiras de ossos de
esqueletos arqueolodgicos (entre 250 — 3000 anos), duas amostras de esqueietos
modemos ( 3 meses € 8 anos). Utilizaram um multiplex do cromossomo Y STR
(sistema DYS19, DYS389 lil, DYS 390) responsaveis por detectar remanescentes
humanos antigos. Uma nova regido de primers foi elaborada para o DYS389 ¥/ 11,
tendo como resuliado os produtos encurtados em 94 pb. O DNA antigo foi
ampilificado para este marcador e puderam concluir que seria possivel amplificar o

loci de Y-STR dos 0ssos historicos e pré-histéricos de até 3.000 anos.

GENE ef al, (1999) estudaram a freqgliéncia haplotipica de 8 STRs do
cromossomo Y (DYS19,DYS388,DYS389 i/11,DYS390,0YS391,D0YS392 e DYS
393) em 223 individuos do sexo masculino da cidade de Barcelona. Foram
encontrados 137 tipos diferentes de alelos, sendo que 108 alelos foram Gnicos e o

mais comum mostrou-se presente em 13% da amostra. Comprovaram que a
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analise combinada do polimorfismo dos STRs do cromossomo Y apresenta alta
eficiéncia para diagnéstico, pois encontraram uma capacidade de discriminagcio

de 61,5% e uma diversidade genética de 0,978.

BRENNER ef al., (2000) relatou os dados obtidos no melhor arquivo de
dados de genética populacional, o ISFH Congress Proceedings, onde tabelas
comparativas de aleiosffrequéncia haplotipicas foram obfidas de varias
popuiagbes (Afro-Portugueses, Chineses, Colombianos,Hangaros, Poioneses,
talianos, Turcos, Austriacos, Espanhois). Porém o estudo do cromossomo Y ndo

foi analisado na populagao Colombiana.

CARVALHO et al., (2000) efetuaram o estudo em diversos tecidos com
diferentes estados de degradagao, dos haplétipos do DYS385 de 128 individuos
do sexo masculino ndc aparentados do centro de Portugal e pude;am constatar
gue este marcador & muito polimorfico para a populagéo estudada, onde os pares

alélicos mais freqlentes foram o 11-14 e 13-14.

CARRACEDO et al, (2001), em um exercicio realizado pelo grupo
europeu que estuda DNA (EDNAP) no trabalho do programa de STADNAP, isto &,

na estandardizagao dos protocolos de DNA que perfila na Europa, que tem como
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objetivo avaliar o desempenho de um STR pentaplex do cromossomo Y, incluiram
os loci DYS19, DYS389 1 e I, DYS390 e DYS393 e verificaram a possibilidade de
se determinar uniformidade dos resultados que poderia ser conseguida entre
diferentes laboratorios europeus. Aos {aboratérios foi pedido a analise de cinco Y-
STRs, usando o singleplex € as condigbes muttiplex em trés amostras de sangue
e em um misturaram a mancha (femininc 95% e 5% masculino). Todos os
laboratérios relataram os mesmos resultados mesmo para a mancha misturada
incluida no exercicio. Isto demonstrou a confiabilidade do STR do cromossomo Y
gue mostram mesmo com formatos multiplex e provou a utilidade de sistemas de
Y-STRs para analisar manchas misturadas com um componente masculino total.
Foram estudadas 930 amostras masculinas de 10 populacbes diferentes de
Europa que analisaram tambem todos 0s Joci incluidos no pentaplex. Oito destas
dez populagbes incluiram também dados haplotipicos. Concluiram que para uma
unica analise do gene, a diversidade haplotipica era mais elevada na Alemanha e
na ltalia e mais baixas em amostras européias ocidentais da andlise dos paises e

do hapldtipo da Finlandia.

RANGEL-VILLALOBOS ef al, (2001) estudaram seis STRs do
cromossomo Y (DYS 19, DYS 385, DYS 389 1, DYS 390, DYS 391, DYS 383)
onde foi efetuada a PCR em 120 homens do nordeste mexicano, onde se permitiu
a verificacéo do efetivo uso dos marcadores do cromossomo Y em casos forenses

na populagdo estudada. A frequéncia alélica para cada STR foi estimada.
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Alcancaram os seguintes resultados: Para DYS393, obtiveram diversidade
genética em 51.4% e para DYS385 92.5%. A distribuicdo alélica de Y-STR
Mexicana foram similares (p < 0.05) a relatos prévios de Hispanc-Americanos para
DYS19,DYS389/1,DYS380,0YS391 e DYS393. No entanto, os Mexicanos
mostraram o mesmo perfii alélico para DYS383 (11/14; 24.4%) considerado para
a maioria da popuia¢ao européia. A diferenga na distribuigdo alélica foi observada
(p<0.01). A diversidade haplotipica e a capacidade discriminante masculina deste
sistema de 6 Joci foi de 99.3 e 84.1%, respectivamente. Concluiram que esta
metodologia permite o0 uso efetivo dos 6 marcadores cromossomicos em
casuistica de medicina legal em estudo populacional. Concluiram também que o
sistema STR fornece um grande potencial para identificar homens e linhagens
masculinas e podem ser usados confidencialmente em testes de patemidade e

analises forenses em uma popula¢do mexicana.

GUSMAOQ ef al., (2000) efetuaram experimentos onde varios métodos
foram empregados na tentativa de desenvolver um sistema mulliplex para
amplificar os loci do cromossomo Y em uma mesma reacao de PCR: DYS393,
DYS19, DYS390, DYS389 | e DYS389 I1. Foi construida uma escala alélica com
os alelos previamente arranjados em seqiiéncia, incluindo os mais comuns. Um
nimero de condigdes de reampiificacdo das escalas alélicas foram testadas. O

pentaplex foi avaliado, usando duas plataformas de analise diferentes (ABl e ALF)
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com resultados prometedores. Entretanto, em amostras degradadas, os artefatos
nao especificos foram observados no sistema DYS393 na mesma escala dos
tamanhos que os alelos reais. Constataram que este sistema poderia tambem ser
detectado nas muiheres sob condicdes de rigor relativamente baixas na
amplificacdo de PCR, fazendo este sistema levar a erros em amostras criticas; a
falta de especificidade pode ser reduzida, aumentando o rigor das condicbes de
PCR; a escala DYS19 ndo pode ser reamplificada devido ao aparecimento de
artefatos apos algumas reampiificagées, provavelmente de um resvalamento de
2pb, induzido pela presenga de um estiramento da repeticdo de TA nos
fragmentos amplificados; os produtos nac-especificos foram anotados também na
amplificagcao de DYS389 | e de DYS389 li, embora fora da escala de outros alelos
neste pentaplex. Conciuiram que o pentaplex construido € de grande utilidade em
estudos genéticos da populagdo, porque todos os marcadores STR de cinco Y
poderiam ser utilizados na mesma pista de um gel com o outro STR singleplex ou

multiplex de Y.

RODRIGUEZ-DELFIN (2001) estudaram a variabilidade genética de
quatro marcadores do cromossomo de Y e locais da limitagdo que definem os
haplogrupos mitocondriais do DNA de Amerindios(mtDNA) em uma populagdo
Peruana da regidao dos Andes (lingua nativa Quechua-quechua). Ao serem
examinados, 54% das amostras perienciam aos homens. Entre 25 haplogrupos,

12 possuiam um cromossomo Y de Amerindios. Nos quatro haplotipos definidos
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na base dos marcadores DYS287, DYS199, DYS392 e DYS19, trés sao
compartilhados por Amerindios da Amazdnia. Concluiram gque existe um
direcionamento desobstruide das unides, com um mistura genética estimada com
nao-Amerindios que é 9 vezes mais baixo para mtDNA do que para o DNA do

cromossomo Y.

TARAZONA-SANTOS ef al., 2001 estudaram a estrutura geografica da
variabilidade do cromossomo Y em popula¢fes nativas da América Sul, com o uso
do haplogrupo americano nativo de alta freqiéncia alélica definida. Foram
estudados em 236 individuos o DYS199-T e seis microssatélites ligados ao
cromossomo Y {DYS19, DYS389A, DYS389B, DYS390, DYS391, e DYS393).
Seguiram o seguinte teste padrdo de variabifidade dentro e entre-populacéo
emergente da analise de dados do microssatélite: (1) os niveis significativamente
mais elevados da exibicdo das populagbes Andinas da variabilidade da dentro-
populagdo do que as populagdes orientais de América do Sul; (2) a andlise da
autocorrelacdo de espago sugere uma estrutura geografica significativa da
variabilidade genética cromossomo Y na América do Sul, embora um teste padrao
evolucionaric tipico n&o poderia categoricamente ser identificado; e (3) as analises
da distancia genetica e a analise da variagdo molecular sugerem uma
homogeneidade maior entre populacdes Andinas do que entre Nao-Andinas. Na
base destes resultados, propuseram um modelo para a evolugéo das linhagens

masculinas de indios sui-americanos, envolvendo testes padrbes diferenciais do
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fluxo genético da tragdo e do gene. Na parte ocidental do continente, que é
associado com a area Andina, as populagdes apresentaram tamanhos
relativamente eficazes e a fluéncia genética mostrou niveis entre eles, que criaram
entre eles uma tendéncia para a homogenizacéc do pool genético. Em outros
aspectos, populacdo estabelecida na regido oriental da Amazdnia, o platd
brasileiro central e a regido chaco exibiram uma taxa mais elevada da tragao
genética e uns niveis mais baixos do gene para fluir, com uma tendéncia

resultante para a diferencia¢do genética.

OLIVEIRA (2001) efetuou o estudo da freqli&ncia alélica em trés Jocus
do STR do cromossomo Y (390,391,393), em uma populacdo de individuos
brasileiros leucodermas por meio da padronizagdc de protocolos de coleta e
armazenamento de diversos materiais biologicos e estabeleceu rotinas de
extracdo e amplificacdo do DNA. Encontrou, como resultados, os loci DYS390
com freqGéncia nos alelos 21, 22, 23, 24, 25, 26, sendo que o alelo 24 foi o que
apresentou maior freqiéncia destes loci com 46%. O DYS391 apresentou os
alelos 8, 9, 10, 11, 12 e 13, tendo o alelo 11 a prevaléncia de 37%; o DYS393 os
alelos 11, 12, 13, 14 e 15, tendo ¢ alelo 13 apresentado a freqiiéncia de 45%
deste locus. Ao serem comparados os dados com aqueles de outras populacdes,
demonstraram haver individualidade no perfil alélico da populagdo estudada,
comprovando que se faz necessario que se verifiguem os padroes dos alelos na

populac@o a ser estudada, pois a utilizacao de alelos de outras populagdes pode
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levar a falsos resultados. Realizou estudo sobre o cromossomo Y e ressaltou que
estudo do cromossomo Y pode se utilizado em teste de paternidade, investigacoes
evolutivas e antropologicas e em identificagido humana, porém sua aplicagéo na
rotina forense necessita do estabelecimento de parametros poputacionais prévios
que embasarao a determinacio das variagbes alélicas dos diferentes locus para
determinada populacdo, dados estes fundamentais para sua utilizacdo na

atividade pericial.

COSTA et al., (2002) estudaram a freqiéncia alélica e haplotipica de
sete loci SRTs do cromossomo Y (DYS19, DYS388, DYS389 | e i, DYS390,
DYS392) de 109 individuos do sexo masculino residentes nc Rio de Janeiro. De
acordo com os estudos, puderam observar 97 diferentes haplétipos e 87 deles
foram (nicos. Devido a situacdo geografica, encontraram algumas semelhancas

com a distribuicdo do cromossomo Y da populacdo Européia de origem latina.

KALUPNIEK (2002) efetuou estudo utilizando na PCR os primers para
os Joci DYS 385, DYS 389 I/l, DYS 390, DYS 391, DYS 392, DYS 383, DYS 19
em um nanoplex , para a determinacao de uma freqiiéncia alélica e haplotipica de
250 individuos brasileiros geneticamente nao relacionados (aproximadamente 50
de cada regido geopolitica do pais). Encontraram uma diversidade génica média

correspondente ao poder de exclusido de paternidade (PE) de 63,7% . Os loci
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mais informativos foram DYS 385l/ll, DYS 388 i/ll, PE acima de 70% e os menos
informativos foram DYS 391 e DYS 393 PE abaixo de 55%. Constatou que a
diversidade haplotipica foi de 99,8% e com os hapldtipos apresentados indicaram
uma participa¢ao predominante de individuos europeus, sexo masculino, na
formacdo da populacio brasileira atual. Ndo detectaram uma diferenciacao
significativa entre as cinco regides geopoliticas brasileiras para o hapldtipo de
nove Joci STR com base em um teste exato e reamostragem por bootstrapping
(Fst=0,00031 , valor p=0,43326). Ao realizarem o teste AMOVA, encontraram
99,97% da variabilidade haplotipica contida dentro de regides e apenas 0,03%
entre regides. Concluiu que com o resultado apresentado, em consequéncia da
heterogeneidade genética e formacdo relativamente recente da populagdo
brasileira atual, um banco de dados nacional (nico de freqiiéncias haplotipicas de
STR no cromossomo Y pode ser utilizado com seguranga para a avaliagéo

quantitativa de identidades em casuistica forense em populacdes brasileiras.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho tem como proposigao:

» aprimorar a extragdo do DNA em amostras de sangue, utilizando

a Resina Quelante CHELEX 100®;
> aprimorar a PCR utilizando os primers para os Joci DYS 385 I,
DYS 389 1M, DYS 380,DYS 391, DYS 382, DYS 393, DYS 19

através da padronizagdo do Nanoplex;

» comprovar a importancia do estudo do cromossomo Y nos casos

de investigagdo de patemidade e em casos forenses.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Apos a aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba-UNICAMP (ANEXO A), foram estudadas 25 amostras
de sangue de cadaveres do sexo masculino, submetidas ao exame necroscopico

no Instituto Médico Legal de Cuiaba - Mato Grosso. (ANEXO B).

A Dissertacao foi desenvolvida no Laboratdrio de DNA da Area de
Odontologia Legal e Deontologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-

UNICAMP e no Laboratorio Bivlogia Molecular- Genoma 11 / UNICAMP.

4.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os recursos disponiveis para a realizacdo do trabalho foram: FTA®
Cards; micropipetas e ponteiras Gilson®; aparelho de vériex; tubos de
Eppendorf®; Tesoura; Pinga; Microcentrifuga; Aparelho de Banho-Maria;
Computador; Seqiienciador automatico ABI PRISM 377; Equipamentos para
eletroforese; Aparelho Termociclador; Aparelho de Ulira-Violeta; Aparelho para

purificagdo de agua; Autoclave; Agulha descartavel; Freezer; Papel aluminio; Agua
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Desionizada; Resina Chelex 100®; Primers: DYS 385, DYS 389 I/, DYS 390,DYS
391, DYS 392, DYS 393, DYS 19; Tampao com magnésio; Taq Polimerase Gold;

dNTPs.

4.3. METODO

Para a extragdo, amplificacio e analise dos fragmentos do DNA nuclear
das amostras, foram seguidos os mesmos Protocolos sugeridos por CORTE-
REAL(1999), protocoioc fomecido pelo Y STR Database htfp.//ysir.chante de/ site
oficial com dados sobre os estudos realizados sobre os Y-STRs, protocolo
fomecido pelo Servigo de Genética e Biologia Forense do Instituto Nacional de

Medicina [egal — Delegag¢ao Coimbra. Todos com modificagtes feitas por nos.

As amostras foram colhidas em FTA® Cards e numeradas de acordo

com a numeragdo do laudo do cadaver (para que fosse preservada sua
identidade), embrulhadas em papel aluminio individualmente e armazenadas em

temperatura ambiente. (ANEXO C)

4.3.1 EXTRACAO DO DNA:

Procedeu-se da seguinte forma: (CORTE-REAL,1999)

- Numeraram-se os tubos de 01 a 25;
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- Cortou-se uma porgio do FTA® card (3mm?);

- Adicionou-se a 1ml de agua destilada estérii;

- Manteve-se em temperatura ambiente durante 15 a 30 minutos,
agitando ocasionalmente;

-  Centrifugou-se por 3 minutos (10000-15000xg);

-  Eiiminou-se o sobrenadante, ficando o restante do material em
cerca de 30! da mistura;

- Adicionou-se 170yl de Chelex® a 5%;

- Incubou-se a 56° durante 15 a 30 minutos em banho maria ;

- Agitou-se em vortex durante 15 a 10 segundos;

- Incubou-se em banho de agua fervente durante 8 minutos;

- Agitou-se em vortex durante 15 a 10 segundos;

- Cenfrifugou-se por 3 minutos (10000-15000xg);

4.3.2 QUANTIFICAGAO DO DNA EXTRAIDO

O DNA extraido foi quantificado em um aparelho GENE QUANT®
RNA/DNA
- Em uma cubeta de 10pl, colocou-se 10 pl de agua pura ( referéncia
-padrao);

- Zeraram-se todos os parametros;
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- Removeu-se a agua e adicionou-se 10ul da amostra desejadz;

- Selecionou-se os parametros desejados: Quantidade de DNA,
Pureza, Absorbancia;

- Efetuou-se a limpeza da cubeta e adicionou-se 10ul de agua para

nova leitura.(a mesma devera ser zero)

4.3.3 PCR (Polymerase Chain Reaction- Rea¢do em Cadeia de Polimerase )

Para a realizagdo do trabalho, foram utilizados os primers registrados
na TAB. 01, sendo que, para sua analise, foram utilizadas fluorescéncias para os

primers diretos (sense).

Utilizaram-se os seguintes iniciadores (primers) sintetizados por Applied
Biosystem com a marcacao fluorescente indicada como DYS19 F: NED, DYS38¢

F: NED, DYS390 F: 6-FAM, DYS393 F:NED , DYS392 F:NED, DYS385 F: 6-FAM.

Apods seguidas as recomendagtes do ISFH e testados os protocolos
sugeridos por ELMOZNINO&PRINZ (2001), varias tentativas foram realizadas até
0 éxitc na padronizacdo para os reagentes e equipamentos que possuiamos.
Langou-se méo de misturas preparativas da reacdo com os seguintes elementos e

nas quantidades referidas (por amostra):
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Repeat # # Allele size Gen °
Locus | y\ryif |Repeats! Alleles ra(:;g:s D“’gfity PCR Primer Sequences
Primer A CTACTG AGT TTC TGT TAT AGT
Primer B: ATG GCATGT AGT GAG GAC A
DYS19 [(GATAN| 1019 | 9 | 174210 | 072 |pimerBATS GUATCT AGT OoC Ol A (o?
Primer B2 GTT AAG GAG AGT GTC ACTAY
TR Primet ALCCA ACT CTC ATG TGT ATT ATC TAT
DYs389t (GACAIN 9-16 7 235263 | 0.61 [Primer B: TCT TAT CTC CAC CCA CCA GA ]
Primer 2B: TTA TCC CTG AGT AGT AGA AGA AT ©
Dys3sell ¥ ggﬁgﬁ%: 2633 | 8 | 355-383 | 0.75 |see DYS389I
(GATAN| 1= - Brimer A TAT ATT TTA CAC ATT 11T GGG GC
DYS390 | igacaynl 1827 | 8 | 191227 | 081 oo B TGA CAG TAA AAT GAA CAC ATT GC
Primer A CTA TTC ATT CAA TCATAC AGC CA
DYS391 |[(GATAI| 7-14 | 8 271289 | 048 |0 B GATTCT TTG TGG TGG GTC TG
Primer A- TCA TTA ATG TAG GTT TTA AAA ACA A
DYS392 | (ATT)n | 616 | 11 | 233263 | 052 |nin o n AGA COC AGT TGA TGC AAT GT
Brimer A GTG GTC TTC TAC T1G TGT CAA TAC
DYS393 |(GATAn| 9-16 | 8 | 108136 | 034 o, o B AAC TCA AGT CCA AAA AAT GAG G
Primer AAGC ATG GGT GAC AGA GCT A
DYS385 |(GAAA)N| 722 | 68 | 352412 | 085 |Primer B GGG ATG CTAGGT ABAGCT G |
Primer 2B: CCA ATT ACA TAG TCC TCC TTC *
year? | A 1.9 31 (144-160| 07 [Frimer A TAT ATT AAA TAG AAG TAG TGA

Primer B: TAT CGA TGT AAT GTT ATATTA

Tabela n°01- Caracieristicas dos Primers utilizados

Nanoplex

- 1,6 pi de PCR Buffer;

- 1,04l ANTP’s (10mM)

- 1,0ul de cada iniciador DYS;

- 1,6pl BSA (10X)
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Procedeu-se da seguinte forma:
- colocou-se dH>O para um volume final de 50ut em cada tubo de
amostra;
- agueceu-se a 95°C durante 5 minuios a mistura preparativa da
reacao necessaria;
- arrefeceu-se em gelo;
- adicionou-se AmpliTag Gold® na quantidade de 0,8 pl! por amostra;
- repartiu-se em quantidades iguais da mistura anterior por cada tubo
de amostra;

- adicionou-se 5 ul de DNA.

A amplificacao foi efetuada no termociclador da Perkin-Elmer PES600,
nas seguintes condigdes:
Hot Start:  95°C por 10 minutos (para a ac&o da AmpliTagGold®)
- 30 ciclos:
94°C durante 1 minuto;
52°C durante 2 minutos;
68°C durante 2 minutos;

- 60°C durante 75 minutos.
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4.3.4 ELETROFORESE

Para a aplicacdo no gel, foi preparada uma solugdo com 0.5 pl de
Genescan Rox 500 x n+1 amostras, 0.5 ul de tampéao (loading buffer) x n+1
amostras e 2.5 ul de formamida x n+1 amostras. Foram repartidos 3.5 ul da
solucdo por tubo e adicionados 2 pl de produto amplificado. Apos agitaggo no
vortex, centrifugacéo, desnaturagéo a 90°C durante 2 min. e arrefecimento em

gelo, aplicou-se 1.5 pl.

4.3.5 DESIGNACAO ALELICA

Para designagdo alélica dos microssatélites, seguiu-se o trabalhc de
CORTE-REAL (1999), juntamente com o Programa GENETYPER® para analise
dos fragmentos, onde foi considerado o namero de unidades de repeticao
completas e nas unidades de repeticdo incompletas, atendendc ao nimero de

pares de bases da repeticao parcial separadas por um ponto decimal.
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5§ RESULTADOS

5.1 ARMAZENAMENTO DO DNA

O amazenamento das amostras de sangue em FTA® Cards mostrou-

se pratico, seguro e eficaz, pois ha contato excessivo com o0 sangue iotal,
evitando, assim, contaminacac da amostra e do profissional que a manuseia,
possui local para a identificacao da mesma, evitando assim a troca de amostras
ao executar o exame. O fato de poderem ser amazenadas em temperatura
ambiente & de importante relevancia quanto ao transporte das amostras sem a
necessidade de um acondicionamento de temperatura (fator este vulneravel ao se
transportar uma amostra para lugares distantes). Algumas amostras mostraram-
se com uma coloragao diferente da maioria e, ac serem analisadas, mostraram

resultados negativos.

5.2 EXTRAGCAO DO DNA
A exiracdo de DNA nos fomeceu uma quantidade de DNA satisfatoria
para a execucao da PCR, com um grau de pureza aceitavel para a analise. (TAB.

2)
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Amostra| Apsorbancia] DNA | PurezalProporgso

553/01 3 015| 55% | 0,15
33601 | o798 | 0,08| 56% | 1,024
558/01 3 0,15 | 55% 0,15
562/01 3 0,15| 55% | 0,15
568/01 3 0,169| 55% 1
573/01 3 0,3 | 55% 1

729/01 0,494 0,048| 54% 0,872
733/01 1,049 10,105 53% | 0,968
774/01 2731 |0,137| 53% | 0,963
785/01 0,987 0,048] 53% 0,049
805/01 1,581 [0,079] 53% | 0,079
854001 | 0357 lo018]| 52% | 0,945
728/01 1,786  10,088] 50% | 0,904
767/01 1,56 0,074{ 50% | 0,903
771401 0,64 |0,034] 50% | 0,901
772/01 1659 10,166] 49% | 0,888
803/01 1,455 0,073] 48% 0,073
804/01 2111 |0,097| 48% | 0,877
827001 | 0047 |0042| 48% | 0,879
84501 | 5789  [0,131] 47% | 0,131
87401 | 2357 0238 47% | 0,85
876/01 2,037 10,102] 47% 0,102
893/01 1,158 |0,058| 47% | 0,058
894/01 | go76 [ 001| 47% | 0,848
913/01 1,112 [0,057| 47% | 0855
Tabela n°2. Resultado da Quantificaggio

5.3 PCR NANOPLEX
Mostrou-se eficaz, pois foi possivel determinar os alelos da

populagdo estudada.
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Figura n® 4 — Cromafolograma amostra 553/01

A . N
Mo 1ea_ sem  am 249 b gey 3G FER M0 6 s L
ELTT o 3
S S V. SN .VA_LM_,(\_@__ i
B
R

Y 2 e

f
. A £ 0
B S NS . SN SEY . GO o

]
Figura n® 6 — Cromafotograma amostra 558/01
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Figura n®7 — Cromafotograma amostra 562/01
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Figura n® 8 — Cromafotograma amostra 563/01
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Figura n® @ — Cromafolograma amosira 57 3/01 Figura n° 10 — Cromafotograma amostra 728/01
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Figura n® 13 — Cromafotograma amostra 767/01
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Figura n® 14 — Cromafotograma amostra 77 1/01
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Figura n® 17 — Cromafolograma amostra 785/01
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5.4 DESIGNACAO ALELICA:

54.1. Sistema DYS19:

Amestra

Aietos

553/01

15

556/01

14

558/01

15

562/01

14

568/01

15

573/01

I3

729/01

14

733/02

14

774/01

14

785/01

14

805/02

12

854/01

15

728/01

13

767/01

15

771/01

14

772/01

14

803/01

15

804/01

14

827/01

i4

849/01

14

874/01

14

876/01

15

893/01

15

894/01

14

913/01

14

Tabela n® 3. Desighagao Alelica observada no sistema DYS19
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5.4.2 Sistema DYS3891:

Amaostra

Alelos

553/01

13

556/01

13

358/01

12

562/01

i3

368/01

13

573/01

13

729/01

14

733/02

12

774/01

12

785/01

12

805/02

14

854/01

12

728/01

13

767/01

12

771/01

12

772/01

14

803/01

14

804/01

13

§27/01

13

849/01

14

874/01

i3

876/01

13

893/01

13

894/01

13

913/01

13

Tabela n® 4. Designac&o Alélica observadas no sistema DYS3891
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5.4.3 Sistema DYS389li:

Amaostra Alelos
553/01 29
556/01 29
558/01 28
562/01 30
568/01 30
573/01 29
729/01 30
733/02 | 29
774/01 29
785/01 28
805/02 | 30
854/01 30
728/01 30
767/01 | 29
771/01 28
772/01 31
803/01 30
804/01 29
827/01 31
849/01 30
874/01 29
876/01 31
893/01 29
894/01 29
913/01 29

Tabela n°5. Desighacao Alélica observadas no sistema DYS389H



Resultados

5.4 4 Sisterna DYS390:

Amostra | Alelos
553/01 | 24
556/01 | 24
558/01 | 24
562/01 | 24
568/01 | 21
573/01 | 23
729/01 | 24
733/02 | 24
774/01 | 24
785/01 | 24
805/02 | 23
8§54/01 | 21
728/01 | 24
767/01 { 21
771/01 | 22
772/01 | 23
803/01 | 26
804/01 | 22
827/01 | 23
849/01 | 23
8§74/01 | 22
876/01 { 21
893/01 | 24
894/01 | 23
913/01 | 24

Tabela n%. Designagao Alélica observadas no sistema DYS380
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5.4.5. Sistema DYS391:

Amcsira Alelos
553/01 11
556/01 11
558/01 11
562/01 10
568/01 10
573/01 10
729/01 11
733/02 11
774/01 11
785/01 11
805/02 11
854/01 10
728/01 11
767/01 11
771/01 10
772/01 11
803/01 10
804/01 11
827/01 10
849/01 10
874/01 10
876/01 11
893/01 11
894/01 11
913/01 12

Tabela n°7. Designagao Alélica observada no sistema DYS391
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5.4.6. Sistema DYS382:

Amostra Alelos
553/01 13
556/01 13
558/01 13
562/01 13
568/01 11
573/01 11
729/01 13
733/02 | 13
774/01 13
785/01 13
805/02 13
854/01 11
728/01 12
767/01 11
771/01 11
772/01 13
803/01 13
804/01 13
827/01 13
849/01 11
874/01 i1
876/01 11
893/01 14
894/01 13
913/01 13

Tabela n®8. Designagio Alélica cbservada no sisiema DYS392
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5.4.7. Sistema DYS393:

Amostra

Alelos

553/01

13

556/01

13

358/01

13

362/01

13

568/01

15

573/01

12

729/01

13

733/02

13

774/01

13

785/01

13

805/02

i3

854/01

14

728/01

i3

767/01

15

771/01

13

772/01

13

803/01

12

804/01

13

827/01

13

849/01

12

874/01

12

876/01

i3

893/01

13

894/01

13

913/01

i3

Tabela n® 9. Designagao Alélica observada no sistema DYS393
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5.4.8. Sistena DYS3851:

Amoestra Alelos
553/01 1
556/01 1
558/01 11
562/01 11
568/01 16
573/01 13
729/01 11
733/02 | 11
774/01 12
785/01 11
805/02 |
854/01 17
728/01 | 11
767/01 13
771/01 13
772/01 11
803/01 11
804/01 L
827/01 11
849/01 13
874/01 13
876/01 16
893/01 | M
894/01 11
913/01 11

Tabela n™10. Designacgéo Alélica observada no sistema DYS385 |



Resuitados

5.4.9. Sistema DYS385 I

Amaostra Alelos
553/01 | 15
556/01 | 14
558/01 | 14
562/01 | 13|
568/01 | 17 |
573/01 | 17
729/01 | 14
733/02 | 14
774/01 | 14
785/01 | 14
805/02 | 14
854/01 | 17
728/01 | 14
767/01 | 17
771/01 | 14
772/01 | 14
803/01 | 14
804/01 | 13
827/01 | 14
849/01 | 16
874/01 | 15 |
876/01 | 17
893/01 | 14
894/01 | 14
913/01 | 14

Tabela n°® 11. Designacdo Alélica observada no sistema DYS385 II.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a Sociedade Internacional de Geneética Forense
(Anexo D) publicou uma série de documentos que sao verdadeiros guias de
procedimentos e de recomendacdes a respeito da aplicagac de polimorfismos do
DNA aos problemas da identificagdo humana. Este ultimo relatério dirigiu-se a
uma area relativamente nova, o polimorfismo do cromessomo Y, com énfase em
particular para as curtas repeticées seguidas uma apos a outra (STRs). Neste
relatorio, continha a nomenclatura, uso de escadas alélicas, genética da

populacdo e métodos de divulgacgao (GILL et al. 2001).

Devido a sua variabilidade intrapopulacional, o estudo dos
microssatélites do cromosomo Y demonstra uma significativa utilidade nas
casuisticas forenses. Com o estudo de diferentes marcadores, com diferentes
mutagbes, pode-se chegar a um estudo mais completo da evolugao histérica

masculina (ZERJAL et al., 1997; ROEWER, 1998).

Para BAR ef al., segundo CORTE-REAL (1999); CARRACEDO et al.
(1997); JOBLING et al. (1997); KAYSER et. al. (1997), na resolugédo de pericias
que envolvem a genética forense, fica indiscutivel a utilizagao de microssatéiites,

porém faz-se necessario o estabelecimento de bases de dados populacionais, ndo
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s0 dos microssatélites autossOmicos, mas também dos microssatélites do

cromossomo Y.

6.1 ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS EM FTA® Blood Cards

FTA® Biocod Cards sao cartdes para armazenamento de manchas de
sangue que passaram por um fratamento guimico, que permite a isola¢ido rapida
do DNA puro. Quando as amostras sao aplicadas nestes caridoes tratados, as
membranas celulares e organelas sofrem lise € o0 DNA de peso molecular elevado
é imobilizado dentro da matriz. A digestdo da enzima da amplificagdo ou da
limitagc&o pode ser executada diretamente no papel tratado sem a necessidade de
procedimentos extensivos da extragao. Através do isolamento rapido do DNA
puro, impede a colonizacao por bactérias ou por fungos. Protege as amostras da
degradacio ambiental e microbiana. As amostras podem ser transportadas e
armazenadas em temperatura ambiente. Podem ser armazenadas por dez anos

em temperatura ambiente.

As amostras utilizadas para a realizagac deste trabaltho foram
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armazenadas em temperatura ambiente por 06 meses e ndo sofreram alteracao.
Varios pesquisadores utilizaram este método de armazenamento de amostras
(CARVALHO, 1999; CORTE-REAL, 1999; KLINTSCHAR, 1999; VANEK, 2001;) e
muitos laboratérios o utilizam (FBI-USA, Instituto Nacional de Medicina Legal-
Delegacdo Coimbra, Servico de Genética e Biologia Forense, GENOMIC) e todos

com éxitos.

6.2 EXTRAGAO POR CHELEX100®

A extracdo do DNA através de Chelex100® foi desenvolvida para
extracdo de DNA de amostras forenses e para serem usadas em PCR. Tem a
vantagem de ser um processo rapido, simples e nao envolve solvente orgénico e
nao necessita de muitos procedimentos, diminuindo assim, o risco de
contaminacao (WALSH et al,, 1991). Elimina certos inibidores da PCR e permite a
separagao do DNA em cadeias simples (desnaturagdo). (BUDOWLE & BROWN,

2001)

E uma resina quelante que contém polimeros de esteril divinilbenzeno

e fons iminodiacetatoc que atuam como grupos que queletam ligando-se a ions
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metalicos polivalentes. Possui a capacidade de eliminar contaminantes metalicos,
conferindo um nivel elevado de pureza, sem afetar a concentragdo dos ions ndo

metalicos (WALSH et al., 1991).

O Chelex 100® possui uma seletividade particularmente elevada por
ions bivalentes e diferente dos vuigares “ions exchanges” pois possui uma alta
afinidade para os ions metalicos e para suas pontes de ligagdo. O primeiro passo
da extragdo (lavagens com agua destilada), envolve a remocado de possiveis
contaminantes e inibidores, tais como o grupc “Heme” da hemoglobina e outras
proteinas. Este passo aplica-se ao sangue e as manchas de sangue, mas nao é
necessario para amostra de tecido e osso. A alcalinidade do Chelex100®
suspenso (pH 10-11) e exposto a uma temperatura de 100°C resulfa na ruptura da
membrana celular e desnaturagido do DNA. A centrifugacéo & responsavel pela
deposicao dos nucleos no fundo do tubo, enquanto no sobrenadante fica a

hemogiobina arrebentada (WALSH ef al,, 1991).

A extragdo das manchas de sangue humano utilizadas no trabalho com
a resina quelante Chelex100® mostrou-se rapido e de facil manuseio, agilizando o
processo de extracao. Um cuidado maior foi necessario ao retirar a quantidade de

DNA necesséria para a execugao da PCR, pois caso fosse colhida junto com a
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amostra, a resina inibiria a rea¢do de PCR, nao se obtendo o resultado desejado

da reagao.

O éxito em sua utilizagdo vem sendo mostrado em indimeros trabalhos
de estudo populacional (ROSSI et al., 1998; NATA ef al., 1999; KLINTISCHAR et
al, 1999; LESSIG & EDELMANN, 2001; SIBILLE ef al, 2002), exames de

paternidades e em casuisticas forenses (GILL et al., 2000).

6.3 PCR (Polimerase Chain Reaction)

Técnica desenvolvida por Kary Mullis, final da década de 80, a PCR
(Polymerase Chain Reaction) caracteriza-se na construgdo de copias
(amplificacdo enzimatica) in vitro de seqUéncias de regides hipervariaveis
(JARRETA, 1999) que ao unir-se com um iniciador (primer), nucleotideocs,
pequena quantidade de DNA gendmico, solugao tampao e submetido a variacées
de temperatura efetuara a sintese. Ocorrerdo entdo trés etapas distintas:
Desnaturacédo (ocorre o aumento da temperatura na maquina, geralmente 94°C

por 5 minutos, para que haja a separagdo das fitas de DNA. Esta temperatura
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varia conforme o nitmero de nucleotideos que compdem a cadeia, logo, o nimero
de ponies de hidrogénio.); Anelamento (ocorre a queda da temperatura da
magquina, geralmente 30 a 65°C por 30 segundos, os primers ligam-se entdo as
duas extremidades das fitas.); Extensao (ocorre nova elevacdo da temperatura,
geralmente 72°C por 2 a 5 minutos, promovendo a unido dos nucleotideos um a
um nas fitas -em sentidos opostos-, processo catalisado pela polimerase do DNA,

promovendo a formagao de novas cadeias.)(FARAH,1989; OZAKI,1999)

Através da acdo da enzima polimerase do DNA, sdo adicionados os
nucleotideos presentes na reacdo para a sintese de novas cadeias semelhantes
ao molde de fita simples de DNA (FARAH, 1997). Em casos onde existe a
contaminacao do DNA, como nos casos de manchas organicas, apenas 0 DNA
humano sera reconhecido pela complementariedade de bases dos

oligonucleotideos (Primers) (SANTQOS, 1999).

O polimorfismo é observado gracas as diferencas de peso molecular
enfre os fragmentos da regido-alve amplificada, decorrentes de pequenas

repetictes seguidas (STR).( TAB. 12)
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Sistema Unidade de Localizagdo Pares de N° de N° de

Repeticao{UR) bases (pb) | repeticbes | alelos
DYS19 [CTATH pY 174-210 10-19 10
DYS385 [GT?AL qy 353405 1-13 13
DYS3891 [CTAT)L qY 239-263 7-13 7
DYs3sgil [CTAT/ICTGT) qy 353-385 23-31 9
DYS390 [CTATE QY 195227 514 10
DYS391 [CTAT} qY 275-291 8-13 6
DYS392 [ATTh qY 236-263 7-16 8
DYS393 [GATAL qY 116-132 11-15 5

Tabela n° 12 — Caracteristicas particulares de cada marcador do cromossome Y estudado

Existem na literaiura inimeros trabalhos que comprovaram a eficacia

da utilizagdo de multiplex (KAYSER ef al., 1997; KNIFF et al., 1997; PRINZ ef al,,

1997; ROSS! ef al., 1998; GENE et al., 1999; CORTE-REAL, 1999; GUSMAO et

al, 1999; GiLL, 2000; GUSMAO et al., 2000; REICHENPFADER et al., 2000;

CARRACEDO et al,, 2001; CORACH et al,, 2001; ALER et al., 2001; STERLINKO,

12001; BUTLER, 2002; BOSCH et al, 2002; KALUPNIEK, 2002 ), podendo ser

desde um duplex (utilizando dois pares de primers), até nanoplex (utilizando nove

pares de primers). Nao se pode ignorar a utilizagao de um monoplex (um par de

primers), porem faz-se necessario o estudo de um maior nimero de locus possivel

para se chegar a um resultado satisfatorio, devido ao aumento do grau de
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polimorfismo estudado. Cabe a cada laboratério efetuar testes para a sua
padronizacao, utilizando, assim, o melhor método encontradc e adaptado,
devendo-se levar em consideracdc os meios de manipulacdo do material,

condigbes em que sd0 encontradas as amostras, biosseguranga e custos.

Quando se frata de estudos de investigacdo de filiagdo, tem-se a
possibilidade de conseguir uma amostra de sangue com quantidade e qualidade
suficientes para se permitir uma andlise de varios tipos de marcadores (diferentes
multiplex,ou variados monopiex). Ja nos casos de criminalistica, muitas vezes
apenas possuimos amostras degradadas ou com peqguena quantidade de DNA, o
gue impossibilita o estudo dos marcadores tradicionais, onde a aplicagdo dos
polimorfismos do DNA passou a ser um fator de fundamental importancia na

resolucdo deste tipo de pericias.

A utilizagao de polimorfismos de DNA, em casos de criminalistica ou de
investigacoes de filiagdo, permitiu uma evolugdo extremamente significativa das

ciéncias forenses.(CORTE-REAL, 1999)
Nos ditimos anos, a Sociedade Internacional de Genética Forense
(ISFG) vem estabelecendo padrdes internacionais para a execugao de exames de

paternidade. Assim, criou-se o PTC (Comissao de Testes de Paternidade), que
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recomenda que os exames de investigacdo de paternidade devem seguir os

padrées ISO 17025 (MORLING et al., 2002).

Neste trabatho, ndo foram executados os estudos das frequéncias
alélicas, nem da diversidade hapiotipica, pois foram estudadas 25 amostras de
sangue humano e, para que seja realizado um estudo populacional, cada
laboratério para conhecimento da freqiiéncia alélica dos locus de STRs deve
realizar o estudo de pelo menos 100 individuos, devendo-se levar em
consideragao, entdo, a sensibilidade, identificar os com maior polimorfismo,
elevado indice de discriminacdo e de heterozigose, assim como de baixa

freqiiéncia de mutacdes (JOBIM et al., 1999).

De acordo com os resultados encontrados (para o locus DYS19, os
alelos 12, 13, 14, 15, sendo que o alelo 14 foi 0 mais fregiiente; para o locus
DYS8389 |, os alelos 12, 13 e 14, sendo que o alelo 13 foi 0 mais freqliente; para o
jocus DYS389 I, os alelos 28, 29, 30, e 31, sendo que o alelo 29 foi o mais
freqliente; para o locus DYS380, os alelos 21, 22, 23, 24 e 26, sendo que o alelo
24 foi o mais freqiente; para o focus DYS391, os aielos 10, 11 e 12, sendo que ¢
aielo 11 foi o mais freqlente; para o locus DYS392, os alelos 11, 12, 13 e 14,
sendo que o alelo 13 foi o mais freqliente; para o locus DYS393, os alelos 12, 13,
14 e 15, sendo que o alelo 13 foi 0 mais freqiiente; para o locus DYS385 |, os

alelos 11, 12, 13, 16 e 17, sendo que o alelo 11 foi o mais freqlente; para o locus
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DYS385 li, os alelos 13, 14, 15, 16 e sendo que o alelo 14 foi o mais freqiente),
em comparagao com os resultados encontrados em outros estudos da popuiagéo
brasileira verificou-se existir individualidade no perfii alélico da populagao
estudada, confirmando os resultados obtidos por OLIVEIRA(2001), onde se faz
necessaria a verificacdo dos padroes dos alelos na populacao a ser estudada,

pois a utilizagao de aielos de outras populagdes pode levar a falsos resultados.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e dentro das condigbes

experimentais empregadas neste trabalho, pdde-se concluir que:

» a extracdo do DNA das amostras de sangue, utilizando a Resina
Quelante CHELEX100®, & satisfatoria, pois nos fornece uma

quantidade de DNA adequada para analise;

» a reagdo de Nanoplex foi representativa, pois foram utilizados
menores quantidades de reagentes, houve menor manipulacéo
das amostras e os alelos mais encontrados foram: alelo 14
(DYS19); alelo 11 (DYS385l); alelo 14 (DYS385Il); alelo 13
(DYS389l); alelo 29 (DYS389ll); alelo 24 (DYS390); aleio 11
(DYS391); alelo 13 (DYS8392); alelo 13 (DYS393),

» por meio dos estudos Ilevaniados, ficou indiscutivelmente
comprovada a importancia do estudo do cromossomo Y nos casos
de investigacdo de patemidade e em casos forenses, desde que

haja um prévio estudo populacional.
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ANEXO A

é"{g COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A~/ "ﬁ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
-) FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

LINICAMP

Cemificamos gue o Projero de pesquisa intitulado "Freqiéncie aiélica dos Tocus dys 19, dys 383 i1, dys
390,dys391, dys 392, dys393,dys85 na populacio de mato grosso”, sob o protocola n® 101/2001, da Pesquisadora Isa Azevedo de
Almeida, sob a resporsabilidade da Profa. ra. Dagmar De Paula Queluz, esti de acordo com a Resolugio 196/96 do Conselho Nacional de
Satide/Ms, de 10/10/96, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - FOP.

Piracicaba, 12 de setembro de 2001

We certify that the research project with title “Allelic frequency In locus dys 19, dys 385 i, dys 390,dys301,

dys 392, dys393,dys385 in individuals of mato grosso population®, protogol 1 101/2001, by Researcher JS@ Azevedo de Almeida,
responsibility by Prof, Dr. Dagmar De Paula Queluz, & i agreement with the Resolution 196/96 from National Committae of Health/Health Department
(BRY and was approved by the Ethical Committee in Resarch at the Plracicatia Dentistry School/UNICAMP {State University of Campinas},

Piracicaba, 5P, Braall, September 12 2001

£ F I w0 ,I’ 2 ; X %
Prof. Dr. Pedro Luiz Rpsalen Prof. Or, ﬂngcnm Bento Alves de Moraes
Sechatiri | Coordenador
CERFORJUNICAMP " CEPJFORIUNTCAMP
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ANEXO B

ESTADO DE MATO GROSS0O
SECRETARIA DE SEGURANCA PUBLICA
COORDENADORIA DE MEDICINA LEGAL
COORDENADORIA GERAL DE PERICIAS E IDENTIFICACOES

AUTORIZACAO

Aaforizo a2 asluna do cursp de pds praduescio 3
nivel de Mestrado - Douterado em Odontologia Legal ¢ Deontologia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba UNICAMP ISA AZEVEDG DE ALMEIDA. a coletar
restos  de . sangwe, coletados  previamente  para Exame  Toxicologice  desen
Coordenadoria de Medicina Legal para fins da pesquisa entitulada estudo da fregiiéneia
Alélica dos Leens DYS 390, DYS 19, DYS 391, DYS 392, DYS 393 e DYS 385,

Deve-se ressaltar que  esta Autorizagio  terd
validade apds a Agrovaciio do Comité de Eica a qual a Aluna pertence,

Cuiaba-MT., 23 de Maio de 2001

Dr. Ce
Coordenador de Medicina Legal
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ANEXO C

n°Laudo | Nome Sexo Idade | Cor de pele
553/01 LRA M 16 ?
556/01 AR M 46 Branca
558/01 | JBSF M 14 Parda
562/01 LBA M 40 Parda
568/01 | ALPMS M 17 Branca
573/01 | JOAT M 35 Branca
729/01 ACS M 19 Parda
733/01 | JOMR M 19 Parda
774/01 JBS M 41 Branca
785/01 FC M 26 Branca
805/01 | JASG M 34 Branca
854/01 DS M 50 Parda
728/01 JIM M 47 Parda
767/01 BB M ? ?
771/01 RJS M 23 Parda
772/01 JTS M 57 Branca
803/01 IEC M 22 Parda
804/01 JCO M ? ?
827/01 CcC M 49 Parda
849/01 CS M 26 Parda
874/01 LSS M 52 Parda
876/01 JLF M ? ?
893/01 VFF M 38 Parda
894/01 ALP M 52 Parda
913/01 AH M 22 Branca
553/01 AQJ M 26 Parda
556/01 DMS M 22 Parda
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ANEXO D

,,,,, atleISFG?

| Working groups

SR

_Meetings

Statutes

International Society for
Forensic Genetics
(ISFG)

20t Congress of the ISFG
Arcachon, France, September® - 13, 2003

Homepage area with restricted access (for ISFG members
only) with news, documents, downloads, addresses and a
new forensic discussion forgm .
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ANEXO E
The Genome Database
An nternaiions] colleboration in support of the Human Genome Projest,
Hosted by The Hospital for Sick What's Mew (2 January, 2003
Children, Toronto, Ontario CANADA -
and available at serror sites - Server Upgrade, 8 May )
worldiwide - e-PCE Tools and Database Upgraded, 20 Apnl

Database 158 Read-Only

Editing and BLAST are Inactive
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ANEXO F
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ANEXO G
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ANEXO H
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ANEXOJ
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ANEXO M

About

Quality control | validation
Haplotype contribution
Primérs & Protocols
Population Analysis
Contact

Acknowledgment

i Y-User Workabop

Start Search

Y-STR Haplotype Reference Database for U.S.
Populations

generatad by Manfred Kayser and Mark Stoneking
Max Plank Institute for Evolitionary Anthropology Leipzig, Germany
in-coopetation with Mechthild Prinz (Mew York City) and Lutz Roewer (Berlin)
¥ STH Database® wabsites created by Sascha Willuweit (Berlin

_This database has been acnesserj 12345 fimes since 1 szfi‘ﬂm Last hap Bi'sfpe entry
zﬁmanz : ; : . :
Curent state nﬁhe 30 regn:ma} us mw!am n samples G
;datahase o o African- ﬂmencan 11 European- Amencan 9 Htspamc
. 1?95 Slotus (mmsmai} haplgty‘pes
599 Africans Ameman 528 Eumpean-mgnﬁan. 4?3
Hispanic

The relevant publicstion for citing the Y-STR Haplotype Referends Database for 118,
Populationsis:

Kayger # Braver 8, Williweit 5, Bchidlich H, Batzer WM&, Tawacki J, Prinz W, Roswer |,
and Stonsking M{2002) Online ¥-chromesomal shorttandem repeat haplotype réference
database (YHRED) for U8 populations. Journal of Forensic Seiences(2002), 47(31 815
518

The ability ta identify male-specific DNA renders Y-chromosomal STR markers an
m\raluable addmcm to the standard panel of autosomal loci used in forensnc DNA analysis.
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ANEXO N

~ 6RUPO ESPAROL ?Hm)eussb&m ISFH

Informacién general
Estatut

Rt el

Laboratorios de la 6EP-TSFH: f radecimientos
Portugal

| Iberoamérica

Control de Calidad Anual de
ADN

Reunidn arnual del GEP-ISFH
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