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RESUMO

A andlise de polimorfismos de DNA como ferramenta de identificagdo humana é de
grande relevancia, sendo amplamente utilizada pela Criminalistica objetivando a
determinacao de parentesco biolégico e elucidagdo de crimes. As principais regides
polimorficas do DNA utilizadas na rotina forense sdo os STRs presentes nos
cromossomos autossOmicos, todavia, marcadores do cromossomo Y e do
cromossomo X devem receber atencao especial por serem muito eficientes quando
aplicados em investigacdes de casos complexos de paternidade, de crimes sexuais
e pela capacidade de complementar eficazmente a analise de marcadores
autossomos e do DNA mitocondrial. O presente trabalho descreve as frequéncias
alélicas de marcadores de interesse forense presentes em 21 STRs autossémicos
(D3S51358, vWA, D165539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18551, D25441,
D195443, THO1, FGA, D22S51045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33, D1051246,
D1S51656, D125391, D251338) e as frequéncias alélicas de 12 X-STRs (DXS7132,
DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103, DXS10134,
DXS10135, DXS10146, DXS10148 e HPRTB), em uma amostragem de 879
individuos nao relacionados de oito territérios do Estado de Pernambuco, Brasil;
além de Fernando de Noronha. Nao foram observadas diferencas significativas para
quaisquer loci analisados em comparagdo com outras publicacdes relativas a
diversas regides do Brasil tanto para as regides autossémicas quanto para o X-STR.
A maioria dos marcadores observados apresentou-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Os demais parametros estatisticos analisados indicam que os
marcadores estudados sao informativos quando se trata de identificacdo humana

com fins forenses na populagao pernambucana.

Palavras-chaves: Genética Forense; Genética Populacional; STR; cromossomo X.



ABSTRACT

The analysis of DNA polymorphisms as a tool for human identification is of great
importance, being widely used by the Criminalistics, aiming the determination of
biological relationship and crimes elucidation. The main polymorphic areas of DNA
are routinely used in forensic. They are STRs present in the autosomes, however,
markers of the Y chromosome and the X chromosome should receive special
attention since they are very efficient when applied in investigations of complex
paternity cases, sex crimes and the ability to effectively complement the analysis of
autosomal markers and mitochondrial DNA. This paper describes the allele
frequencies of markers of forensic interest present in 21 autosomal STRs (D3S1358,
vWA, D165539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D25441, D195443,
THO1, FGA, D22S1) and allele frequencies of 12 X-STRs (DXS7132, DXS7423,
DXS8378, DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135,
DXS10146, DXS10148 and HPRTB), in samples of 879 unrelated individuals from
eight territories of the State of Pernambuco, Brazil; and also beyond Fernando de
Noronha. No significant differences for any loci analyzed in comparison with other
publications relating to various regions of Brazil for both autosomal regions as for the
X-STR were observed. Most of the markers studied were in Hardy-Weinberg
equilibrium. Other statistical parameters analyzed indicated that the studied markers
are informative when it comes to human identification for forensic purposes in the

Pernambuco population.

Keywords: Forensic Genetics; Genetics Population data; STR; X chromosome.
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1 INTRODUCAO

A busca por metodologias confiaveis de identificacdo humana sempre foi
uma grande necessidade social. Em diversas situacées, como guerras, disturbios
socio-politicos e desastres em massa, evidenciam-se a urgéncia por agdes eficazes
de identificagdo das vitimas, objetivando amenizar de alguma forma a angustia
social que sempre se instala (DHANARDHONO et al., 2013).

Por outro lado, a violéncia urbana, responsavel por inUmeros crimes contra
a vida, contra o patriménio, crimes de natureza sexual, entre outros, torna obrigatoria
a busca por alternativas e metodologias que permitam responsabilizar criminalmente
os autores de ilicitos penais. Dessa forma, governo, autoridades, profissionais de
seguranca publica e cientistas devem, conjuntamente, pesquisar e aplicar toda e
qualquer ferramenta que possa ser Gtil na luta contra o crime.

Entre todas as técnicas atualmente utilizadas para individualizacdo de
pessoas, o0 DNA (acido desoxirribonucléico) se destaca especialmente em locais de
crime, aonde comumente sao encontrados materiais biolégicos de natureza diversa;
muitas vezes em quantidades pequenas, mascarados, misturados, degradados,
contaminados, putrefeitos, entre outras situagdes (ZIETKIEWICZ et al., 2012).
Tratando-se de local de crime, qualquer vestigio produzido pelo criminoso ou pela
vitima pode ser fundamental para o esclarecimento dos fatos, independentemente
do tipo, da qualidade, ou da quantidade do material. Cabe aos cientistas forenses,
desenvolver e aplicar técnicas que colaborem para a interpretacdo de tais vestigios
(HOU, 2009).

Nos locais de crime, a busca por materiais biolégicos que possam fornecer
material genético para estudos periciais € amplamente utilizada e apresenta alto
grau de sucesso. Por este motivo, o DNA tornou-se prova material contundente,
revolucionou e continua revolucionando as investigacées criminais, destacando-se
nao somente para acusacgao de criminosos, mas também como prova inquestionavel
utilizada para inocentar pessoas injustamente acusadas (FRUMKIN, 2009).

Nos dultimos anos inumeras técnicas de tipagem do DNA foram
desenvolvidas e introduzidas nas ciéncias forenses e a capacidade de diferenciar
individuos utilizando marcadores genéticos tornou-se indispensavel para a

investigacdo da maioria dos crimes (GERSHAW et al., 2011).
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E fato que o estudo da composicdo genética das populacdes deve ocupar
lugar de destaque na Genética Forense. As principais regides polimérficas do DNA
utilizadas na rotina forense sdo os STRs (short tandem repeats) presentes nos
cromossomos autossémicos. O tipo e a quantidade minima de marcadores sao
validados e sugeridos por renomadas instituicées nacionais e internacionais. Quanto
maior 0 numero de marcadores, e quanto mais estudada e conhecida a frequéncia
alélica desses marcadores na populagcao local, maior as chances de sucesso na
identificacao forense (BUTLER, 2006).

Devido a natureza das amostras biol6gicas analisadas em um laboratério de
genética forense, e ndo raro, pela auséncia de ascendentes e/ou descendentes
diretos que possam fornecer amostras biolégicas para comparacao de perfis ou
ainda devido a dificuldade de obtencédo de perfis a partir de amostras biolégicas
degradadas, frequentemente utilizam-se marcadores do cromossomo Y e do
cromossomo X, além do DNA mitocondrial.

Inimeros estudos sobre frequéncias alélicas de marcadores de interesse
forense foram realizados no Brasil, porém, continuamente sao incorporados novos
marcadores ndo contemplados em estudos anteriores (POIARES et al., 2009;
AGUIAR et al., 2012). No Estado de Pernambuco, nenhum estudo direcionado a
rotina forense ou com amostragem significativa e distribuicdo uniforme foi realizado.

A implantacdo do Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense
de Pernambuco no ano de 2012, demanda a necessidade de estudar a real
distribuicdo da frequéncia alélica dos principais marcadores utilizados, permitindo a
criagdo de bancos de referéncia que serdo validados e aplicados na rotina. O
presente estudo reforca os dados ja existentes, fornece novas informacoes para a
populacdo pernambucana que contribuem quanto aos calculos estatisticos para
identificacdo de cadaver de identidade ignorada, na identificacdo de criminosos e de
vitimas, influenciando fortemente as investigacées criminais instauradas no estado

de Pernambuco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A HISTORIA DA ARTE DA IDENTIFICACAO HUMANA NO CONTEXTO DA
GENETICA FORENSE

A identificacdo humana é necessaria para a caracterizacédo do inicio e do fim
da personalidade civil. A morte de um individuo precisa ser confirmada, pois com ela
extinguem-se o poder familiar, o vinculo conjugal, os contratos personalissimos, 0
usufruto e, sem sua confirmacdo ndo se inicia 0 processo de sucessao
(SCORALICK et al., 2013). Além disso, a identificacdo humana constitui-se em um
problema de importancia juridica em casos criminais, que demandam necessidade
de investigacao (SILVA et al., 2013a).

A identificagao estabelece-se pelo uso de técnicas e métodos cientificamente
comprovados (TORNAVOI & SILVA, 2010). Qualquer método de identificagcdo deve
obedecer a determinados critérios, como: Imutabilidade: As caracteristicas nao
devem alterar-se com o passar do tempo. Perenidade: Os dados devem perdurar
por toda a vida. Variabilidade: Distincdo precisa e clara, entre o identificando e os
demais. Classificabilidade: Deve permitir a comparacao entre os dados, de forma
sistematica e precisa (SILVA & PASSOS, 2006; ARAUJO, et al., 2013).

De acordo com o Guia para ldentificacao de Vitimas de Desastres da Interpol,
os métodos de identificacdo podem ser classificados como primarios: impressoes
digitais, odontologia legal e DNA e secundarios: roupas e pertences, achados
médicos, tatuagens, etc. (Figura 1) (INTERPOL, 2009). A identificacdo humana pelo
DNA é, na atualidade, considerada importantissima para a resolucdo de situacdes
que envolvam questdes criminais, bem como aquelas relacionadas a paternidade e

continua revolucionado as areas juridicas e criminais (SCHUMM et al., 2013).
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PRIMARIOS

Impressoes digitais Odontologia

SECUNDARIOS

N
(V%)

Achados médicos
Pertences

Figura 1: Métodos de Identificacdo. Fonte: Interpol, 2009. Adaptado.

Mesmo com toda a diversidade constatada nas populacbes humanas e
apesar das diferencas que observamos entre os individuos de nossa espécie, 99%
da sequéncia do nosso DNA é idéntica. A identificacdo humana pelo DNA é baseada
principalmente nas diferencas observadas entre os individuos em regides nao
codificantes do genoma. Estas diferengas constituem o principio basico da
metodologia usada na Genética Forense (ROEWER, 2013).

A metodologia de identificacdo humana através do DNA foi desenvolvida por
Alec Jeffreys, na década de 80 e a primeira aplicacao pratica ocorreu em 1985
objetivando a resolucdo de um problema de imigragdao na Inglaterra (JEFFREYS et
al.,1985a). Uma familia de origem africana (Gana), radicada na Inglaterra, teve um
dos filhos, proibido de ingressar no pais. As autoridades locais contestavam a
identidade da crianca e a veracidade de seu passaporte, acusando-a de tentar entrar
ilegalmente no Reino Unido. A luta se estendeu por dois anos, até que Alec Jeffreys
provou o vinculo materno existente entre mée e filho questionado. Este fato atraiu a
atencdo do mundo e em pouco tempo revolucionou as ciéncias forenses
(JEFFREYS, 2013).
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Posteriormente, as descobertas de Jeffrey foram aplicadas, pela primeira vez
para relacionar um unico individuo ao estupro e assassinato de duas jovens. Lynda
Mann e Dawn Ashworth, assassinadas nos anos de 1983 e 1986, respectivamente,
no condado Leicester (Reino Unido). Com objetivo de solucionar os casos, todos os
homens adultos da vila de Narborough e cercanias foram convocados para doar
amostras de sangue. Comparacées feitas entre amostras de sémen coletadas das
vitimas e o perfil genético de Colin Pitchfork estabeleceu sua relagdo com os crimes.
Foi a primeira vez que uma Corte de Justica aceitou o exame de DNA como
evidéncia criminal, ensejando na prisdo e condenacao, decretada em 1987, do autor
dos crimes (JOBLING, 2013).

A partir de entdo o DNA é usado na investigacdo de crimes variados, sendo
responsavel pela descoberta e condenacdo de inumeros criminosos (MORETI,
2009). Modernas metodologias de identificacdo humana estdo associadas ao uso de
diferentes técnicas para analise de caracteres, notadamente moleculares, que sao
compartilhados sob formas variadas na populacdo (GUIMARAES et al., 2009).

O potencial de variabilidade individual do DNA eleva-o ao “padrdo ouro” entre
as técnicas de identificacdo humana. A resisténcia ao tempo e ao calor; o fato de ser
encontrado em varios tipos de materiais biol6gicos e o advento da amplificacdo de
DNA in vitro por meio da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) reforcam a
importancia do DNA para as investigagdes criminais (GUIMARAES et al., 2009).

A partir dos acontecimentos citados, os estudos com marcadores genéticos e
sua utilizacdo em exames de DNA, demonstraram grande aplicabilidade em vérias
situacdes de identificacdo humana e abriram um precedente, sendo usados em
outros casos histoéricos e consequentemente, apresentando resultados relevantes no
campo da analise do DNA para fins criminais (GERSHAW et al., 2011; COBLE,
2011).

A historia da genética forense no Brasil teve inicio em 1995, com a
inauguracao do Laboratério de DNA Criminal da Policia Civil do Distrito Federal.
Este laboratério foi o responsavel pelos primeiros treinamentos para peritos criminais
de diversos estados da federacgéo, incentivando a implantagdo dos laboratérios de
genética forense da Paraiba, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Parana, Mato
Grosso do Sul e Sao Paulo (SILVA et al., 2013a).
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No Brasil, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia e o Ministério da Justica
lancaram no ano de 2004, o “Programa de Ciéncia e Tecnologia Aplicada na
Segurancga Publica”. Alguns dos objetivos tragados relacionavam acdes diretamente
voltadas para o DNA Forense. A politica adotada pelo Ministério da Justica/SENASP
concentrou-se primeiro na formacao, qualificagdo e capacitacao de peritos criminais
para a realizacdo de exames periciais e gerenciamento de laboratérios de DNA
Criminal; segundo, na implementacao fisica e logistica dos laboratérios de DNA
Criminal; terceiro, na garantia da execucdao das atividades periciais através da
continuidade no fornecimento de equipamentos e consumiveis, bem como no
treinamento continuado; quarto, no apoio e estimulo a independéncia das unidades
estaduais na realizacdo das atividades periciais sem prejuizo da qualidade
tecnoldgica (SENASP, 2004).

Com o apoio e priorizagdo da tecnologia do DNA pelo Ministério da
Justica/SENASP/Coordenacédo de Politicas, Programas e Projetos, foi estruturada
uma Rede de Laboratérios Regionais, que seriam distribuidos conforme o quadro
abaixo e funcionariam como pélo de capacitacado, pesquisa e desenvolvimento em

cada regiao geografica brasileira (ou conjunto de estados circunvizinhos) (Tabela 1).

Tabela 1. Rede de Laboratérios Regionais de Genética Forense

POLO REGIONAL AREA DE ATENDIMENTO INTERCAMBIOS
AMERICA DO SUL
RJ RJ, SP, MG e ES -
AL - BA AL, BA, SE, PE, PB, RN e CE -
AM — PA AM, PA, AP, RR, AC e RO Peru, Equador, Colémbia,

Venezuela, Guiana, Suriname
e Guiana Francesa
DF DF, MT, GO, TO, MA e PI Bolivia e Chile
RS RS, PR, SC e MS Paraguai, Argentina e Uruguai

Fonte: Secretaria Nacional de Seguranca Publica, 2004.
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A partir dai, observou-se crescimento relevante da Genética Forense em
territério brasileiro. Hoje, a maioria dos estados brasileiros dispbe de unidades
laboratoriais de Genética Forense. Sdo dezenove laboratérios com infra-estrutura e
com profissionais capacitados tecnicamente na utilizagdo do DNA para a resolucao
de crimes, situados nos Estados do Amapa, Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Policia Federal, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Sao Paulo; todos integrantes de érgaos de seguranca e que
analisam o DNA dentro dos padrdes utilizados internacionalmente. Quatro
laboratérios estdo em fase final de implantacdo: Acre, Sergipe, Maranhdo e
Tocantins (VELHO et al. 2013b) (Figuras 2 e 3).

E uma histéria de sucesso, visto que estas unidades periciais oferecem a
sociedade um numero consideravel de resultados que contribuem significativamente

para as investigacdes criminais num pais carente de justica.

2004

Figura 2: Laboratdrios de Genética Forense no Brasil no ano de 2004. Fonte: BRASIL, 2009.
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Figura 3: Laboratérios de Genética Forense no Brasil no ano de 2012. As estrelas verdes indicam os

estados com laboratérios em fase de conclusdo. Fonte: VELHO, 2013b.

2.2 ESTRUTURA DO GENOMA HUMANO E A FUNDAMENTACAO MOLECULAR
DA IDENTIFICACAO HUMANA PELO DNA

Toda a informacao genética humana esta codificada no DNA e o seu conjunto
€ denominado genoma. A estrutura do DNA foi descoberta em 1953 pelos cientistas
Francis Crick e James Watson. Trata-se de uma macromolécula composta pelo
encadeamento de subunidades individuais denominadas nucleotideos. O genoma
nuclear possui 3 bilhdes de pares de nucleotideos. Cada nucleotideo é composto de
trés unidades basicas: um grupamento fosfato, uma pentose e uma base
nitrogenada. A pentose € a desoxirribose e a base nitrogenada pode ser classificada
como purinica: adenina (A) e guanina (G) ou pirimidinica: timina (T) e a citosina (C)
(BUDOWLE, 2013) (Figura 4).
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Figura 4: A estrutura do DNA e seus principais elementos. Fonte: LEWIN, 2009.
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As sequéncias nucleotidicas estdo organizadas e compactadas em

cromossomos. Sao 22 pares de cromossomos autossémicos e 1 par

de

cromossomos sexuais, totalizando 46 cromossomos em cada célula dipldide,

conforme esquematizado na figura 5 (VELHO et al., 2013b).

Ovulo Espermatozoéide Zigoto

G —
e

Mulher

>

oN
(5

Figura 5: Os cromossomos e a determinagéo de sexo. Fonte: VELHO et al., 2013b.

Haploide
(n) Homem
Diploide (2n)
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Os pares de cromossomos sao chamados de homdélogos. Os cromossomos
autossémicos sdo nomeados de acordo com o seu tamanho aproximado. O maior é
o cromossomo 1, até o cromossomo 22 que é o menor deles. Os cromossomos
sexuais sdo chamados de X e Y, e possuem em suas sequéncias 0S genes
responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias humanas, que atribuem o
dimorfismo sexual entre machos e fémeas observado em nossa espécie. As
mulheres possuem dois cromossomos X e 0s homens possuem um cromossomo X
e outro Y, sendo representados como XX e XY, respectivamente (Figura 5)
(GRIFFITHS et al., 2009).

Os cromossomos sao compostos de DNA e de proteinas. O DNA carrega a
informacao genética e as proteinas exibem entre outras, fungdes estruturais e
enzimaticas indispensaveis para inimeros processos, a exemplo da replicacao,
transcricao, reparo e recombinacao (JORDE et al. 2004).

As regides do DNA que codificam proteinas s&do chamadas de éxons e as
regides que nao codificam proteinas sdo chamadas de intron (Figura 6). Os introns
contém uma grande porgcao de DNA repetitivo (NAKAMURA, 2009).

O que diferencia 0 genoma de cada individuo é a sequéncia das bases
nitrogenadas no DNA. No genoma existem mais de trés bilhdes de nucleotideos,
destes apenas uma pequena porcao, cerca de 0,1% apresentam variacdes na
sequéncia de nucleotideos, sdo os chamados polimorfismos do DNA. As
metodologias de identificacdo humana se apdiam na analise dessas regides
variaveis (LI et al., 2009).

cxon intron - €XONr intron - CXONr intron - CXO0r intron cxon
[ il o 0 o 1 |

DNA —— — — —
l ATG GT AG  GT AG GT AG  GT AG TTC.TAA
L TGA
UUz,ULL
Pré —-mRNA AUG  GU AG G@U AG GU AG QU AG  UGA
i — — E— Pl

m-RNA cap S —— POy A
AnG UUG URA
UGA
Proteina N —

Figura 6: Estrutura do DNA composta por introns e éxons. Fonte: FARAH, 2007.
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2.3 Polimorfismos do DNA e a Informacao Genética

Em algumas regides do genoma, sequéncias de DNA podem se repetir
dezenas ou até centenas de vezes, e 0 mais interessante, 0 nimero de repeticdes
varia entre os individuos (KOBACHUK, 2012).

Os marcadores de maior valor para a identificacdo humana sdo aqueles que
apresentam alto poder de discriminacao (maior que 90%), maior frequéncia de
heterozigotos (maior que 70%), baixa taxa de mutacdo, menor tamanho e baixa
formacao de stutters (fragmentos de DNA com uma unidade a mais ou a menos que
o alelo verdadeiro) (HARES, 2012).

Os marcadores de DNA utilizados na identificagdo humana exibem
polimorfismos de sequéncia ou de tamanho. As sequéncias variaveis que codificam
os antigenos do sistema HLA, sequéncias hipervariaveis do DNA mitocondrial e
sequéncias polimoérficas denominadas SNPs (single nucleotide polymorfism) sao
exemplos de marcadores com polimorfismos de sequéncia (Figura 7) (GATTAS,
2006).

Os minissatélites e microssatélites sdo os polimorfismos de comprimento
mais utilizados e sdo as regides de maior interesse para a identificacdo humana
(OLIVEIRA, 2012). A quantidade de repeticdes presentes determinara para cada
individuo um tamanho diferente para a regido do DNA estudada. O alelo vai
representar cada possibilidade de tamanho (ou de nimero de repeticbes) que pode
ser encontrada (LIMA, 2006).

(a) Polimorfismo de Sequéncia - AGACTCGACATT----------
---------- AGATTAGGCATT----------
(b) Polimorfismo de Comprimento =~ ------—--- (AATG)(AATG)(AATG)----------
3 repeticoes
------- (AATG)(AATG)--------

2 repeticoes

Figura 7 - Diferenga entre polimorfismos de sequéncia e de comprimento. Fonte: BUTTLER, 2005.
Adaptado.
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O polimorfismo de comprimento pode ser agrupado em duas classes: Os
minissatélites ou VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) e os microssatélites
ou STRs (Short Tandem Repeats) (FAN & CHU 2007) (Figura 8).

Minisatélite

Regiao flanqueadora

— N

I | | | —
Regiéao repetitiva

| GAGGACCACCAGGAAG
16bp unidade de repeticao

Microssatélite

Regiao flaqueadora

I | | | | | | I | —
Regiéo repetitiva

TCAT |
4bp unidade de repeticao

Figura 8. Regides minissatélites e microssatélites do DNA. Fonte: BUTLER, 2005. Adaptado.

O primeiro marcador de DNA empregado na identificacdo humana foi
baseado no polimorfismo de tamanho, consistindo de regides com numero variavel
de repeticoes em tandem, chamado de minissatélites ou VNTRs. Sao sequéncias
hipervariaveis, caracterizados por apresentarem tamanho entre 10 e 100 pares de
bases. O primeiro locus VNTR foi identificado por meio do rastreamento de uma
biblioteca genémica de DNA humano em uma pesquisa sobre genes implicados em
doencas (KOBACHUK, 2012).

A descoberta das regides altamente polimérficas foi determinante para o
desenvolvimento da metodologia de identificacdo humana através do DNA. Em 1985
Jeffreys desenvolveu uma técnica, por ele denominada “DNA fingerprinting”, cuja
técnica utilizada para a identificacdo das sequéncias hipervariaveis foi denominada
RFLP (restriction fragment length polymorfisms) (JEFFREYS et al., 1985b).
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Apesar do grande poder de discriminacdo que os VNTRs oferecem, para que
a tipagem seja realizada com sucesso € necessario DNA de alto peso molecular,
bem preservado e numa quantidade considerada grande para os padrdes forenses.
Portanto, apesar do seu alto grau de polimorfismo, essas regides nao sao
consideradas adequadas para uso forense, cujas amostras bioldgicas encontrem-se
degradadas ou em quantidades reduzidas (VELHO et al., 2013a).

A partir dos anos 90, a técnica de reacao em polimerase (PCR) surgiu como
uma alternativa extremamente eficiente em casos cuja quantidade de DNA seja
exigua ou degradada. Esta metodologia ganhou rapida aceitagdo da comunidade
cientifica como ferramenta de biologia molecular para estudos de genética de
populagdes, no diagndstico molecular, no mapeamento do genoma humano € na
identificacdo humana (VAN OORSCHOT et al., 2010).

Atualmente, a grande maioria das identificacbes humanas é realizada por
meio de marcadores genéticos denominados microssatélites ou STRs. Sequéncias
curtas repetidas em tandem no genoma. Os STRs geralmente possuem tamanho
entre 2 a 10 pares de bases. Devido ao seu alto poder de discriminagcao, a analise
de STRs se tornou rotina em testes de paternidade e genética forense.
Aproximadamente 30% das regides repetitivas do genoma sao de microssatélites. A
maioria delas sdo repeticées de dois nucleotideos, como (AC)n, por exemplo. As
mais utilizadas sao as repeticbes de 4 a 5 nucleotideos (GGAA)n, que ocorrem
numa regiao especifica do genoma, num loco Unico (CHEN et al. 2009).

A Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG) recomenda que
marcadores microssatélites sé sejam aplicados na pratica forense mediante estudos
das propriedades genético-populacionais e somente se estiverem em equilibrio de
Hardy- Weinberg, apresentarem alto nivel de polimorfismo e possuirem desequilibrio
de ligagado conhecido (SZIBOR, 2007).

Um dos eventos mais famosos da aplicacdo desta técnica esta relacionado
com O.J. Simpson, jogador de beisebol norte-americano acusado de duplo homicidio
em 1994. Um dos problemas visualizados neste tipo de metodologia aparece
frequentemente quando amostras biolégicas analisadas apresentam padrédo de
mistura (SILVA, 2004). Os loci representados na tabela 2 sdo exemplos de regides
utilizadas para identificacdo humana, especialmente na area forense (KOBILINSKY
et al., 2005).
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Tabela 2: Alguns STRs usados e recomendados pelo FBI (Servico Federal de Investigacéo)
(KOBILINSKY et al., 2005).

Numero de Possibilidade de

Loco Repeticoes o
Alelos Genotipos
D3S1358 [TCTG][TCTA] 10 91
FGA CTT 19 528
CSF1PO TAGA 15 55
D5S818 AGAT 10 55
D7S820 GATA 11 66
D8S1179 [TCTA][TCTG] 10 78
D13S317 TATC 8 45
D16S539 GATA 8 45
D18S51 AGAA 15 231
D21S11 [TCTA][TCTG] 69 300
THO1 TCAT 7 55
vWa [TCTG] [TCTA] 10 105
Amelogenina 106bp/112bp 2

O estudo de marcadores STRs depende de conhecimento anterior das
regides conservadas que flanqueiam a sequiéncia com repeticdes consecutivas, para
que oligonucleotideos iniciadores possam se parear nelas e permitir o
sequenciamento do STR (SILVA, 2004).

A nomenclatura dos STRs segue uma ordem pré-estabelecida. A primeira
letra do nome do marcador € “D” e significa DNA, depois vem um numero que
representa em que cromossomo o marcador esta localizado, no caso de estar em
cromossomos sexuais usa-se “X” ou “Y”, o terceiro elemento do nome é a letra “S”,
do inglés, single copy sequence que significa seqiéncia de cépia Unica e finalmente
o numero do loco em que o marcador foi descrito (BUTLER, 2005).
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A figura 9 exemplifica a nomenclatura de um marcador STR de um
cromossomo autossdmico. Além da nomenclatura classica, alguns STRs sao
nomeados baseados na sequéncia que compdéem a unidade de repeticao (ex:
GATA), ou ainda, quando estao localizados dentro de uma sequéncia génica podem
ter a nomenclatura relacionada com o gene. Um exemplo é o STR THO1 que esta
localizado no intron 01 do gene da Tirosina Hidroxilase (BUTLER, 2005).

D33S1358

Sequenma de
copia unica )

Loco 1358
| Cromossomo 3 | descrito no
cromossomo 3

Figura 9: Nomenclatura de um marcador STR autossémico. FONTE: BUTLER, 2005. Adaptado.

A variagdo genética mais comum no genoma humano sdo os polimorfismos
de uma unica base ou SNPs (Single nucleotide polymorphisms). Os SNPs sao
variagdes de um unico nucleotideo em uma determinada posicao da sequéncia do
DNA quando diferentes alelos de um mesmo individuo sdo comparados, ou mesmo
quando os alelos observados em uma determinada populacdo sao comparados
(Figura 10) (SILVA, 2013b).

Ao comparar os cromossomos homélogos de uma mesma pessoa, estima-se
a possibilidade de observarmos um SNP a cada 1000 pares de bases. Os SNPs séo
na maioria das vezes bialélicos. Sao geralmente o resultado de mutacdes do tipo
transicdo, onde em determinada posicao da sequéncia do DNA pode ser verificada
um C/T ou um A/G. Por apresentarem menos variacdo, sdao menos informativos que
os STRs (BUDOWLE & DAAL, 2008).
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A possibilidade de andlise de amostras altamente degradadas, que exibem
DNA muito fragmentado atribui uma grande utilidade a esta ferramenta. Além disso,
muitos SNPs, localizados em regides codificantes de determinados genes podem
ser usados para a determinacao de caracteristicas fenotipicas dos individuos, como
cor dos olhos, cabelo e pele (DECORTE, 2010)

GICATAGCATTATTATTATTATTCAGGACTA
CAGTATCGTAATAATAATAATAAGTC CTGAT

1bp 15 30

GTCATAGCATTATTATTATTATTCAGECCTA
CAGTATCGTAATAATAATAATAAGTCCGGAT

Figura 10: SNPs. Fonte: SILVA, 2013b. Adaptado.

Outra forma de polimorfismo observado no genoma humano sao o0s
marcadores do tipo Indels. Tratam-se de insercdes ou delecbes da sequéncia de
DNA em determinados locus que podem variar de um nucleotideo a centenas deles
(Figura 11) (LI et al., 2013). Geralmente s&o bialélicos, apresentando dois alelos
para cada loco analisado. Ainda ndo sdao amplamente utilizados na identificacao
humana, todavia, observa-se grande potencial futuro (SILVA, 2013b).

CGTATGATCTAGCGCGCTAGCTAGCTAGC
CGTATGATCTA - - GCGCTAGCTAGCTAGC

CGTATGATCTAGCGCGCTAGCTAGCTAGC
CGTATGATCTAGC - - GCTAGCTAGCTAGC

CGTATGATCTAGCGCGCTAGCTAGCTAGC
CGTATGATCTAGCGC - -TAGCTAGCTAGC

Figura 11: Marcador genético do tipo indel. Fonte: SILVA, 2013b. Adaptado.
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2.4 MARCADORES MOLECULARES UTILIZADOS NA ROTINA FORENSE

2.4.1 STR AUTOSS6MICO

Os STRs sao considerados uma poderosa e confiavel ferramenta disponivel
para as andlises de DNA que envolvem a identificagdo humana (TAN et al., 2013).

O FBI (Federal Bureau of Investigation) adota e recomenda uma série padrao
de loci STRs que sado seguidos pelos laboratérios de genética forense em varios
paises. Durante muitos anos o FBI preconizou que a analise genética de no minimo
13 regides autossdmicas, além de uma sonda adicional para o gene da
amelogenina, usado para identificacdo do sexo, era o suficiente para resolver casos
forenses (BUTLER & HILL 2012).

Recentemente o FBI publicou novas recomendacdées que sugerem a
utilizacdo de um numero maior de marcadores, sob a alegacao de que o conjunto de
13 loci propostos inicialmente apresenta eficacia comprovada em situacdes que
envolvem comparagées de perfis de fonte Unica. No entanto, para amostras forenses
desafiadoras e que envolvam misturas, a utilizacgdo de um ndmero maior de
marcadores representa um melhor desempenho. Diante do exposto, o FBI passou a
recomendar o uso de no minimo 20 marcadores, conforme a tabela 3 (HARES,
2012; KATSANIS & WAGNER, 2013).

Os critérios utilizados para manter ou retirar determinado /oci foi o grau de
informatividade, o poder elevado de discriminacao e baixa taxa de mutacao, todavia
o principal fator € o melhor desempenho em casos forenses. Os loci recomendados
foram divididos em 02 secbes. A secdao A, denominada “necessaria” na qual
constam 20 /oci. Nesta secao observa-se a exclusdo do TPOX e a inclusao dos loci
D251338, D195433, PENTA E e D10S1248 ja costumeiramente utilizados na rotina
dos laboratérios forenses brasileiros e os loci D1S1656, D125391, D10S1248,
usados na rotina européia e o DYS391. O TPOX, assim como 0 D2251045, SE33 e
o PENTA D foram colocados na secdo B e podem ser utilizados se ainda houver
necessidade e por ordem de preferéncia (HARES, 2012).
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Tabela 3: Loci recomendados pelo FBI para definicao do perfil de DNA forense (HARES, 2012).

34

Ordem Loci inicialmente recomendados

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24

AMELOGENINA

D18S51
FGA
D21S11
D8S1179
VWA
D13S317
D16S539
D7S820
THO1
D3S1358
D5S818
CSF1PO
TPOX

SECAO A (necessario)
AMELOGENINA
D18S51
FGA
D21S11
D8S1179
VWA
D13S317
D16S539
D7S820
THO1
D3S1358
D5S818
CSF1PO
D2S1338
D19S433
D1S1656
D12S391
D2S441
D10S1248
PENTA E
DYS391
SECAO B
Ordem de Preferéncia
TPOX
D22S1045
SE33
PENTA D

Loci atualmente recomendados
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A andlise de STR’s foi bastante facilitada, com a introducéo de sistemas de
amplificacdo simultanea (multiplex) que permitem obter informagdo de varios loci
numa unica reacao, diminuindo o tempo de estudo, assim como da quantidade de
DNA e de reagentes. Diversos kits comerciais validados, fornecidos por varias
empresas, que permitem a amplificacdo de multiplos /oci, constitui um consideravel
avanco na resolucao de pericias do ambito da Genética e Biologia Forense, mesmo
nas situacoées mais complexas (JOBIM et al, 2005).

Atualmente os laboratérios de genética forense brasileiros estdo adaptando-
se ao uso de kits multiplex que amplificam 24 regides. Estes, geralmente exibem 21
regides autossémicas, além de regides de determinacao de sexo (Figuras 12 e 13).
Esta € uma maneira de se adequar as orientacées do FBI relacionadas ao tipo e a
quantidade de marcadores, padronizacdo que favorece a utilizagdo do CODIS
(Combined DNA Index System), Banco de Dados de DNA, adotado em ambito
nacional (SILVA, 2013a; HOFFMAN & FENGER, 2010).

E importante salientar que os STRs localizados nos cromossomos
autossémicos continuam sendo os marcadores eleitos nos exames de investigacao
de paternidade. Todavia, em situacbes complexas, independentemente da
quantidade de polimorfismos estudados, os marcadores autossémicos podem
expressar um numero de informagdes que impedem a efetiva identificacdo de um
individuo. Diante desta realidade, a genética forense também utiliza outros
polimorfismos (BECKER et al.,, 2008; LIU et al., 2008; NADEEM et al., 2008;
RIBEIRO et al.,2008; GUSMAO et al., 2009).
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Figura 12. Eletroferograma de individuo do sexo feminino, com 24 marcadores, sendo 21 STR
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Genética Forense de Pernambuco, 2014.
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Figura 13. Eletroferograma de individuo do sexo masculino, exibindo 24 marcadores, sendo 21 STR

autossdmicos e 03 regides de determinacao de sexo. Fonte: Laboratoério de Pericia e Pesquisa em

Genética Forense de Pernambuco, 2014.
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2.4.2 CROMOSSOMO X

O cromossomo sexual X apresenta caracteristicas peculiares no genoma
humano: as mulheres herdam um cromossomo X do pai e um da mae, ja os homens
recebem apenas o X materno. Este cromossomo € composto por aproximadamente
155 mega pares de bases e representa cerca de 5% do genoma das células
femininas e 2,5% do das células masculinas humanas. Possui uma baixa densidade
génica, com 1.098 genes identificados, representando 4% do total de genes
humanos. A quantidade de regides repetitivas é elevada, correspondendo a 56% do
DNA deste cromossomo. A média do genoma é de 45% (ROSS et al. 2005).

Pessoas do sexo feminino tém o dobro de cépias dos genes ligados ao X em
relacdo ao sexo masculino. Para tornar proporcional o produto génico do
cromossomo X entre homens e mulheres, um dos cromossomos X da mulher é
inativado, aleatoriamente, no inicio do desenvolvimento embrionario e este estado
inativo é transmitido para todas as células (CHOW et al., 2005).

Na linhagem germinativa 0 segundo cromossomo X é reativado durante a
ovogénese para recombinar-se com o outro cromossomo X feminino. No homem, o
cromossomo X ndo se recombina ao longo de todo o seu comprimento, sendo tal
processo limitado a algumas regides pseudoautossémicas localizadas nas
extremidades dos cromossomos X e Y. Tais regides sao indispensaveis para a
normal segregacao dos cromossomos sexuais durante o processo de meiose
(GRIFFITHS et al., 2009).

Os marcadores STRs do cromossomo X, utilizados na identificacdo humana,
estdo localizados em regides ndo recombinantes entre os cromossomos X e Y.
Todavia, ocorre recombinacdo entre os cromossomos X na mulher, garantido a
variabilidade desses marcadores. Nos homens isso € inviavel devido a hemizigose
do cromossomo X nestas regides. Assim, da mesma forma que os autossomos, o
cromossomo X se recombina (mulheres) e, similarmente ao cromossomo Y e DNA
mitocondrial, tem um modelo que permite determinar diretamente o haplétipo
(homens) (SZIBOR et al., 2006).
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O cromossomo X exibe caracteristicas genéticas distintas em relacdo aos
autossomos, especialmente: (1) menor tamanho populacional efetivo e (2) taxa de
mutacdo menor. Todos o0s cromossomos masculinos possuem maior taxa de
mutacdo que os femininos devido ao elevado numero de mitoses nas células
masculinas. Como dois cromossomos X estdo presentes nas mulheres e apenas um
nos homens a taxa de mutacdo global deste cromossomo é inferior a dos
autossomos e (3) maior desequilibrio de ligacao, uma vez que o cromossomo X
recombina apenas na meiose feminina (ZARRABEITIA et al., 2009).

Estudos sobre polimorfismos no cromossomo X estdo atraindo a atengdo de
pesquisadores, principalmente devido a aplicabilidade destes em investigacdo de
casos complexos de paternidade. Embora varios X-STRs estejam sendo validados
para uso forense, pouco se sabe sobre a variacdo destes polimorfismos em
diferentes populagcdes do mundo. Diante deste fato, estudos para avaliar a
distribuicao das frequéncias alélicas em diferentes populacdes, taxas de mutacao e
desequilibrio de ligacao, viabilizando a producdo de bases de dados Uteis para
aplicacoes forenses e estudos antropoldgicos, tornam-se indispensaveis (GOMES et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2008).

Os X-STRs sao capazes de complementar a andlise dos marcadores
autossomos e do cromossomo Y de forma muito eficaz (NADEEM et al., 2008;
RIBEIRO et al.,2008). Estes marcadores se caracterizam por apresentarem, em
determinadas situacdes, maiores valores de poder de exclusdao (PE) que os
autossomos. Os STRs do cromossomo X possuem maior capacidade de excluir de
uma situacao de investigacao de paternidade, individuos nao relacionados a crianca
testada e, em razdo disso, suficiente poder estatistico é obtido mesmo quando
poucos X-STRs sao analisados (GOMES et al., 2007; LIM et al., 2009).

A maior capacidade de exclusdo dos X-STRs é devido a diferenga de alelos
existente entre os marcadores autossomos e os do cromossomo X para 0s
individuos do sexo masculino. Estes apresentam sempre dois alelos para os
marcadores autossomos e, apenas um, para os do cromossomo X. Dessa forma, no
mecanismo de heranca genética, o pai transfere 100% do seu perfil haplotipico do
cromossomo X para a filha (exceto em casos de mutagao) diferentemente do que
ocorre com 0s autossomos, nos quais apenas 50% da informagao genética paterna
€ herdada (MARTINS, 2008).
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Considerando essa propriedade do cromossomo X, a maior vantagem da sua
aplicacdo estd nos testes de exclusao de paternidade, cujo material biolégico do
suposto pai ndo esta disponivel e o DNA de seus parentes é analisado para a
reconstrucdo do seu perfil genético. Analisando apenas os STRs autossémicos, em
muitas situacdes estes casos permanecem sem solucao, pois para se ter adequada
reconstrucdo do perfil do suposto pai ausente, depende da participacao de inUmeros
parentes genotipados, que na maioria das vezes nao estao disponiveis. Isso ocorre
com frequéncia em situacdes de guerras e migracdo, quando ha necessidade de
aproximar familiares, bem como para identificar cadaveres, vitimas de guerras e de
desastres em massa (BECKER et al., 2008; LIU et al., 2008; TARIQ et al., 2008).

Testes de paternidade que envolve trios: mae, filho e suposto pai, sdo na
maioria das vezes solucionados apenas com STRs autossomos e ndao necessitam
de marcadores adicionais. Se o teste de paternidade abrange uma dupla pai e filho,
os X-STRs também nao sao utilizados, j& que ndao ha heranca paterna do
cromossomo X. Entretanto, se a dupla for pai e filha, o uso de X-STRs é importante,
principalmente quando se trata de amostra degradada, oriunda de exumagao. Para
duplas mae e filha os STRs do cromossomo X ndo tém nenhuma vantagem em
relacdo aos STRs dos autossomos.Entretanto, em duos mée e filho os X-STRs séo
mais eficientes que os marcadores autossomos, neste caso a chance de exclusao é
igual a obtida com X-STRs na dupla pai e filha. A opgao por utilizar microssatélites
do cromossomo X deve ser considerada principalmente em casos de cadaveres
putrefeitos ou em outras amostras de dificil analise. Nestas situagbes obtém-se um
significante poder estatistico com a andlise de poucos X-STRs (SZIBOR, 2007).

Estudos de irmandade ou meia-irmandade, em pessoas do sexo feminino,
exibem excelentes resultados com X-STRs. Quando dois individuos testados
possuem o0 mesmo pai, o0 cromossomo X de origem paterna serd comum entre
ambos. Dessa forma, em uma investigacdo em que duas irmas ou meio-irmas sao
tipadas, a presenca de quatro diferentes alelos em um marcador do cromossomo X
permite a exclusdo da paternidade comum entre elas, mesmo se nenhum dos pais

bioldgicos ou seus parentes forem analisados (KOBACHUK, 2012).
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O cromossomo X também é muito util em casos de paternidade em que os
supostos pais sdo parentes. Imaginemos que os supostos pais sdo pai e filho,
analisando os STRs autossomos, estes obrigatoriamente compartilham 50% dos
alelos e 0 exame com um deles pode aparecer com apenas uma inconsisténcia
genética, o que dificulta a conclusdo dos exames, pois esta inconsisténcia pode ser
atribuida a uma mutacao paterna. No caso dos X-STRs, nenhum alelo entre pai e
filho é idéntico por descendéncia, uma vez que estes herdam o cromossomo X de
suas maes e ambas sado diferentes, esta informacao facilita a resolucao desses
casos. Ja no caso dos supostos pais serem dois irmaos, ambos compartilham o
cromossomo X da mesma mae e, portanto ha uma chance de 50% destes
possuirem alelos idénticos por descendéncia. Nestas situacdes, os X-STRs e o0s
STRs autossomos podem ser considerados sistemas equivalentes (KOBACHUK,
2012).

Considerando o grande potencial de contribuicdo dos cromossomos X em
analises forenses, alguns marcadores estdo sendo propostos para esta finalidade.
Todavia, para interpretar os resultados dos exames pericias de DNA e utilizar os
dados obtidos como ferramenta forense € preciso criar bancos de frequéncias
alélicas de referéncia (ZARRABEITIA et al., 2007).

Grande parte dos estudos de marcadores STRs do cromossomo X foram
realizados em populacdes da Asia (GU & LI, 2006; KANG & LI, 2006; LIU et al.,2008;
CHEN et al.,2009; LIM et al.,2009) e da Europa (ROBINO et al.,2006; ZARRABEITIA
et al.,2007; ALER et al.,2007; TURRINA et al.,2007; BECKER et al.,2008; ZALAN
et al.,2008; FRACASSO et al.,2008).

Para as populagdes africanas (POESTSC et al.,2009; GOMES et al.,2009) e
latino americanas (RIBEIRO et al.,2008; TAVARES et al.,2008; GUSMAOQO et
al.,2009; MARTINS et al.,2009; MARTINS et al.,2010) as publicacbes sdo menos
frequentes. Varios STRs do cromossomo X foram validados para uso forense (figura
14), todavia, mais estudos de frequéncias alélicas sdo necessarios, especialmente
em nivel regional, para avaliagdo dos polimorfismos em diferentes populacoes e no
estabelecimento de um banco de dados util para aplicacées forenses, bem como
para estudos antropolégicos (MARTINS et al.,2010).
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Figura 14: Idiograma do cromossomo X.. Fonte: Investigator Argus X-12 Handbook Qiagen 2013.

O mercado ja disponibiliza kits comerciais validados, que permitem a

amplificagdo de multiplos loci do cromossomo X, facilitando assim a amplificacdo e

genotipagem (Figura 15 e 16).
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Figura 15. Eletroferograma de individuo do sexo feminino, exibindo 12 regiées do cromossomo X.

Fonte: Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense de Pernambuco, 2014.
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Figura 16. Eletroferograma de individuo do sexo masculino, exibindo 12 regides do cromossomo X.

Fonte: Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense de Pernambuco, 2014.
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2.4.3 Cromossomo Y

Entre os cromossomos humanos, o cromossomo Y € Unico em que a maior
parte dele, excluindo a regido denominada pseudo-autossomal nao participa da
recombinacdo meidtica sendo herdado inalterado de pai para filho. Por esta razao,
analises do cromossomo Y humano tém sido muito Uteis em estudos evolutivos,
através da linhagem masculina, bem como para estudos forenses, incluindo casos
de violéncia sexual e os casos de paternidade, onde o suposto pai ou outros
parentes estao ausentes (GRIFFITHS et al., 2009).

Devido a auséncia de um elemento homélogo a maior parte do cromossomo
Y nao recombina durante a meiose. Todas as sequéncias localizadas na regido nao-
recombinante do cromossomo Y, que compreende aproximadamente 95% do
cromossomo e corresponde a porcao exclusivamente masculina do genoma
humano, sdo herdadas como um bloco. Dessa forma, a informacédo passa de pai
para filho sem que haja variacdo ou alteracbes, exceto aquelas originadas por
mutacdes durante a formacéo dos gametas (Figura 17) (KRENKE, et al., 2005).
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Figura 17: Regides pseudo-autossdmicas dos cromossomos sexuais (JORGE et al., 2008).
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Tal como acontece com o mtDNA (DNA mitocondrial), os marcadores do
cromossoma Y séo conhecidos como “marcadores de linhagem”, tendo em vista que
sao herdados exclusivamente de um dos progenitores. Sao transmitidos de geracao
em geracdo sem alteracgdes, definindo linhagens, neste caso linhagens paternas
(LJUBKOVIC et al., 2008)

Determinadas caracteristicas apresentadas pelo cromossomo Y o tornam
particularmente Uteis para estudos de vinculo de parentesco, bem como para anélise
de vestigios forenses. No entanto, 0 modo de transmissao implica limitagdes no
contexto da criminalistica biolégica, uma vez que a mesma informagdo genética é
partiihada por todos os individuos do sexo masculino pertencentes a mesma
linhagem paterna (LJUBKOVIC et al., 2008).

Apbs o lancamento a divulgacdo da sequéncia do genoma humano, o
conhecimento sobre os loci STR do cromossomo Y sofreu significativa evolugao. Na
década de 90 poucos Y-STR estavam caracterizados e disponiveis para utilizagéo
em testes de identificagdo humana pelo DNA. Em 2002, eram somente 30 os Y-STR
disponiveis (NIST, 2003). Em 2006, ja havia citacées de 417 loci Y-STR disponiveis
para potencial uso na pratica forense (HANSON & BALLANTYNE, 2006).

Segundo a comunidade forense européia, os marcadores DYS19, DYS389I,
DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385a/b, constituem o
chamado haplétipo minimo dos Y-STR (TURI et al., 2009).

Em Janeiro de 2003 o U.S. Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods (SWGDAM) recomendou o acréscimo de dois novos marcadores: DYS438
e DYS439 (BUTLER, 2003) que haviam sido descritos trés anos antes, acarretando
assim, a expansao do haplétipo minimo. Posteriormente diversos loci adicionais
foram descritos, que combinados com os do haplétipo minimo, potencializam o
poder de discriminacdo (ROEWER, 2009).

O primeiro kit comercial de Y-STR foi disponibilizado comercialmente em
Janeiro de2001 e incluia seis marcadores: DYS19, DYS389Il, DYS390, DYS391,
DYS393 e DYS385a/b. Hoje, diversos Y-STR estdo sendo usados como marcadores
(Figura 18). O mercado disponibiliza diferentes kits multiplex, devidamente validados
para a casuistica forense (GUSMAO et al., 2009) (Figura 19).
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Figura 18: Idiograma do cromossomo Y. Fonte: LEITE, 2006b.

A importadncia do cromossomo Y nas anadlises forenses esta diretamente
ligada ao fato deste se encontrar somente nos individuos do sexo masculino.
Considerando que determinados crimes, particularmente os estupros, envolve como
perpetradores individuos do sexo masculino, testes de DNA desenvolvidos
especificamente para examinar a por¢do masculina da amostra bioldgica tornaram-
se extremamente valiosos. Assim, STRs do cromossomo Y tém sido extensivamente
utilizados na Genética Forense para a identificacdo de pessoas do sexo masculino,
como prova material de violéncia sexual (RODIG et al., 2007).

Em ocasibes em que as informacdes genéticas obtidas a partir dos
marcadores autossémicos se revelam insuficientes, muitas vezes devido a
quantidade e/ou qualidade da amostra biolégica, situagdo bastante comum em
amostras bioldgicas originadas de agressbes sexuais, quando existe uma pequena
quantidade de DNA masculino misturado com grandes quantidades de DNA
feminino, a analise do cromossomo Y podera decidir o rumo das investigacdes
(TURI et al., 2009).
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Figura 19. Eletroferograma exibindo 17 regides do cromossomo Y. Fonte: Laboratério de Pericia e

Pesquisa em Genética Forense de Pernambuco, 2014.
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Quando uma amostra contém o DNA de mais de um contribuinte, a
interpretacdo do seu perfil genético torna-se complicada. A incidéncia, a
complexidade e a importancia dos perfis mistos estdo aumentando devido a
sensibilidade da reacdo em cadeia da polimerase. Amostras de DNA de pelo menos
dois participantes podem ser originadas na cena do crime ou no ambito da
manipulagdo da amostra, durante a coleta, armazenamento e/ou exames
laboratoriais (ROEWER, 2009).

A analise de areas polimoérficas do cromossomo Y contribui para aumentar o
painel de loci STR autossdmicos utilizados para a identificacdo humana. Estes
testes podem ser usados tanto para estudos genealdgicos, quanto para crimes
sexuais que envolvam mistura de fluidos biolégicos masculino e feminino. Nestas
situacoes, havendo mais material procedente da vitima do que do violador, tornar-se
dificil a tipagem do DNA masculino pelos testes convencionais de STR. Os testes Y-
STR ocupam-se apenas do DNA dos homens, facilitando a deteccéo e a tipagem do
componente masculino. As desvantagens sao o baixo poder discriminatério, quando
comparados aos testes convencionais de STR, e a nao distingdo de homens da
mesma linhagem paterna (GUSMAO et al., 2009).

Nos ultimos anos diversos estudos demonstrando a aplicabilidade e eficacia
dos Y-STR foram publicados. A possibilidade de se determinarem vinculos de
filiagcdo na auséncia do progenitor, a investigacdo da identidade e do sexo das
vitimas de acidentes e/ou desastres de massa e a identificacdo de criminosos,
especialmente os agressores sexuais sdao importantes aplicacbes dos marcadores
do cromossomo Y (DELFIN et al., 2005).

A literatura e a rotina dos laboratérios de DNA forense demonstram que a
tipagem de Y-STR é especialmente util na andlise de amostras de mistura
envolvendo: (1) um ou mais individuos do sexo masculino (2) homens
azoospérmicos ou vasectomizados e (3) a presenca de mistura de outros fluidos
corporais (ex.: mucosa bucal, pele, etc.) de vitimas e suspeitos de sexo distinto
(ROEWER, 2009).

A capacidade de detectar e discriminar DNA masculino torna os marcadores
STR do cromossomo Y um vantajoso acréscimo aos ja bem estabelecidos STR
autossémicos. Além disso, o cromossomo Y pode também ser usado para outros
fins, tais como: tragar padroes das migragcdes humanas e para responder a questoes
antropolégicas, histéricas e genealdgicas (TURI et al., 2009).
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2.4.4 DNA MITOCONDRIAL

O genoma mitocondrial (MtDNA) ndo possui marcadores genéticos do tipo
STRs. A sequéncia de nucleotideos do genoma mitocondrial foi estabelecida a mais
de 30 anos. As variacbes observadas entre os diferentes mtDNAs sao
principalmente de polimorfismos de um Unico nucleotideo. Mesmo sendo
observados em todo mtDNA, os polimorfismos sdo muito mais frequentes na “regiao
controle”, local da abertura das fitas do DNA, que promovem a replicacdo do
genoma. Nessa regido existem trés regides hipervariaveis. Os laboratérios de
Genética Forense normalmente analisam duas dessas regides: HV1 e HV2 (Figura
20) (BUDOWLE et al., 2003).

As mitocbndrias seguem o padrdao de transmissdo materno, pois sao
repassadas a prole através do O6vulo. Apesar de todas as pessoas,
independentemente do sexo, possuirem mitocdndrias, elas sdo transmitidas
exclusivamente pelas maes (BRATIC & LARSSON, 2013).

Da mesma forma que o cromossomo Y, a analise do mtDNA nao permite a
individualizacao, visto que todos os individuos de uma mesma linhagem possuem o
miDNA exatamente igual. Cada célula possui dezenas e até centenas de
mitocéndrias, dependendo do tecido no qual estdo localizadas. Além disso, cada
mitocéndria possui varias cépias do seu genoma. Estas caracteristicas permitem a
ocorréncia de inumeras cépias de mtDNA em cada célula, superando e muito a
quantidade do DNA nuclear (WANG et al., 2011).

Diante do exposto, a anadlise do DNA mitocondrial € muito utilizada quando o
DNA autossémico encontra-se muito degradado e ja ndo oferece condi¢cdes de
analise. Além disso, como todos os integrantes de uma mesma linhagem materna
possuem o mesmo MtDNA, o estudo desse marcador € muito utilizada quando se
deseja estabelecer vinculos maternos distante (BUDOWLE et al., 2003).
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Figura 20. Organizagdo do DNA mitocondrial humano. Fonte: BUTLER, 2005. Adaptado.

2.5 O EXAME DE DNA

Passaram-se quase 30 anos desde que o primeiro exame de DNA foi utilizado
para identificar um individuo. Desde as primeiras aplicacées da Genética com o
objetivo de solucionar crimes ficou claro que amostras forenses podem fornecer
DNA de alta qualidade e em numero suficiente para individualizar pessoas, partindo
de quantidades infimas de diversos materiais biol6gicos, tais como: sangue, cabelos,
sémen, saliva, pele ou qualquer outro fluido biolégico, possibilitando a associacao de
um suspeito com um determinado crime (KAYSER et al. 2013).

Para a realizagcdo de um exame de DNA, existem etapas basicas que sao
executadas independentemente da finalidade do exame, sdo elas: extragdo e
purificacdo do DNA, quantificagdo, amplificacdo, separagdo e deteccdo dos
marcadores genéticos por eletroforese capilar, interpretacdo dos perfis e confronto
genético (FOSTER & LAURIN, 2012).
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2.5.1 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA é a etapa na qual o DNA total da célula é separado
(nuclear e mitocondrial) dos demais componentes celulares, como proteinas,
lipideos e polissacarideos (BUTLER, 2012).

Inimeras metodologias de extracdo foram desenvolvidas, objetivando a
separacao das proteinas e outros materiais celulares das moléculas de DNA. Nesta
fase, também é feita a purificagédo, visando livrar o material biolégico de possiveis
contaminantes. Considerando que grande parte das amostras biolégicas que
chegam a um laboratério de genética forense tem origem em locais de crimes
diversos, diferentes substratos podem fornecer componentes capazes de interferir
nas outras analises, sdo os inibidores. O objetivo final desta etapa é obter DNA de
boa qualidade e em quantidade suficiente que possibilitem a realizacdo das etapas
posteriores. Esta etapa € composta basicamente de lise celular, separagdo das
moléculas de DNA de outros materiais celulares e isolamento do DNA (STRAY et al.,
2010).

2.5.2 QUANTIFICACAO

Apés a extracao do DNA, é recomendavel determinar a concentracao de DNA
humano presente na amostra. Esta etapa pode ser feita de varias maneiras. Os
laboratérios forenses comumente utiizam a PCR em tempo real. Além da
concentracdo do DNA, pode-se determinar a presenca de inibidores e ainda verificar
se ha sinais de degradacao. Outra importante informacao que pode ser obtida nesta
fase é se o DNA presente na amostra pertence a um individuo do sexo masculino,
feminino ou ambos (SILVA, et al., 2013a).

2.5.3 AMPLIFICACAO DOS MARCADORES GENETICOS
Apos a extragdo e a quantificagédo inicia-se a amplificagdo dos marcadores

genéticos. A amplificacdo é feita por meio da PCR, técnica que revolucionou a
Biologia Molecular, desde a sua invencao (FOSTER & LAURIN, 2012).
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Trata-se de uma reacao bioquimica que possibilitou a amplificacéo de regides
especificas do DNA a partir de quantidades muito pequenas. O impacto para a
Genética Forense foi e continua sendo espetacular, uma vez que permite a obtengao
de perfis genéticos a partir de amostras infimas. A PCR é uma amplificacao in vitro
de uma sequéncia especifica do DNA que acontece toda vez que uma célula entra
no processo de divisao celular (Figura 21) (SILVA, et al. 2013a).
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Figura 21: Reacao em cadeia da polimerase do DNA. Fonte: SILVA, 2013a. Adaptado.

2.5.4 DETECGAO DOS MARCADORES GENETICOS

Apébs a amplificacdo é chegada a hora de separar e detectar os produtos de
amplificacdo. Nos laboratérios forenses essa etapa € feita com a utilizacdo de
analisadores genéticos ou seqlenciadores de DNA (Figura 22). No sequenciador
ocorre a separagao por tamanho dos produtos de amplificacdo e posteriormente a
deteccao dos produtos por meio de fluorescéncia (Figuras 12, 13, 15, 16 e 19)
(BARBOSA, 2010; BERGLUND et al. 2011).



Santos, SM. Identificacdo Humana como Ferramenta de Investigagbes Criminais 54

Figura 22: Analisador genético de DNA, ABI 3500. Fonte: Laboratério de Pericia e Pesquisa em
Genética Forense de Pernambuco, 2014.

2.5.5 INTERPRETAGAO DOS PERFIS GENETICOS

Ao final da amplificacédo e deteccao dos marcadores genéticos, segue-se com
a interpretacdo dos perfis genéticos, utilizando-se programas especificos. O
eletroferograma (Figuras 12, 13, 15, 16 e 19) exibe em cada pico um produto de
amplificacdo, que corresponde a um alelo. O numero de repeticdes de STRs de
cada alelo amplificado é estabelecido e o perfil genético da amostra é obtido
(VELHO, et al. 2013b).
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2.5.6 0 CONFRONTO GENETICO

Nesta etapa, o perfil genético obtido a partir de um vestigio € comparado com
os perfis dos suspeitos ou da vitima. No caso de um crime, por exemplo, o perfil
genético obtido a partir de um vestigio € comparado com os perfis dos suspeitos.
Quando o perfil genético do suspeito e do vestigio ndo sao idénticos se estabelece
uma “exclusao”. No caso de exclusdo do suspeito nao é feita nenhuma andlise
estatistica. Por outro lado, quando o perfil do suspeito € idéntico ao do vestigio,
calcula-se a probabilidade ou a frequéncia da ocorréncia do genétipo observado na
populacado da qual o individuo faz parte (Figura 23). Neste momento, sdo utilizadas
as frequéncias alélicas para cada um dos marcadores analisados obtidas de
individuos escolhidos ao acaso na populagdao em questao, objeto do presente estudo
(VELHO et al., 2013b).

Dessa forma, fundamentos da Genética de Populacbes sao utilizados para a
realizacdo dos célculos da frequéncia esperada do genétipo na populagcdo em que
pertence o suspeito. Quando muitos marcadores genéticos sao analisados, a
frequéncia esperada de um determinado gendétipo pode ser muito baixa, como de um
individuo em alguns milhdes e até bilhdes, trilhdes de individuos. Se a frequéncia
esperada do genoétipo observado na populacédo for de 1/1.000.000.000, podemos
afirmar que a probabilidade de observarmos o mesmo perfil genético em outro
individuo, nao tipado geneticamente e nao aparentado ao suspeito é de 1 em 1
bilhdo. Quanto menor for a frequéncia do gendtipo obtido, maior serd o peso da
evidéncia genética (BUCKLETON et al., 2004).
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Figura 23: Confronto entre perfis genéticos. Fonte: Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética
Forense de Pernambuco, 2014.
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Outra forma de analisarmos o0 peso da evidéncia genética é por meio da
Razao de Verossimilhanga, que € uma razdo de duas hipéteses mutuamente
excludentes. Duas hipéteses sao consideradas quando o perfil genético do suspeito
€ idéntico ao obtido a partir do vestigio. A primeira hipétese (H;), também conhecida
como a hipbtese da acusacdo, supbe que o material é oriundo do suspeito. A
segunda hipotese (Hz), conhecida como a hipétese de defesa, supde que o material
biolégico é oriundo de outro individuo qualquer da populagdo que possui 0 mesmo
perfil genético do suspeito (SILVA et al., 2013a).

Os casos para determinacao de vinculo genético, utilizados para paternidade
oriunda de estupro, por exemplo, sdo mais complexos, € o confronto depende do
tipo de vinculo biol6gico que estd sendo determinado. Se o vinculo genético de
paternidade esta sendo testado, a mulher é considerada a mée bioldgica do filho (a),
uma vez que ndo ha duvidas quanto esse vinculo biolégico. Desta forma, é possivel
estabelecer os alelos paternos obrigatorios, ou seja, os alelos do filho(a) que foram
obrigatoriamente herdados do pai (Tabela 4). Quando o suposto pai nado possui
todos os alelos paternos obrigatérios, € possivel afirmar que houve uma “exclusao”
de paternidade. Quando o suposto pai ndo pode ser excluido, é calculado o indice
de Paternidade (IP). O IP é também uma razao de probabilidades (IP=X/Y) (BUTLER
et al., 2011).
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Tabela 4: Heranca dos alelos num caso de paternidade oriundo de estupro. Fonte: Laboratério de
Pericia e Pesquisa em Genética Forense de Pernambuco, 2014.

Marcadores Suposto Pai Filho Mae
D3S1358 13-15 13-15 15-15
vWA 16-16 16-16 16-17
D16S539 9-13 9-11 11-13
CSF1PO 10-12 10-10 10-10
TPOX 6-8 6-8 6-8
Indel 2 2 -
AMELOGENINA XY XY XX
D8S1179 13-14 13-13 13-15
D21S11 30-32.2 30-30 30-31.2
D18S51 16-19 12-19 12-19
DYS391 11-11 11-11 o
D2S441 11-14 10-11 10-11
D195433 12.2-14.2 12.2-14 12.2-14
THO1 7-8 7-8 7-8
FGA 20-22 20-22 20-20
D2251045 16-17 11-16 11-17
D5S818 8-12 8-12 9-12
D13S317 12-12 12-12 12-12
D7S820 10-12 10-12 10-11
SE33 18-19 18-19 14-18
D10S1248 13-14 14-14 14-15
D1S1656 15-16 15-16.3 16-16.3
D12S391 21-24 24-24 18-24
D2S1338 22-25 22-23 23-25

Nas situacbes e que os marcadores uniparentais sado utilizados, como o0s

STRs do cromossomo Y ou DNA mitocondrial, a analise é diferente, uma vez que

nao ocorre recombinacado nesses marcadores e eles sdo herdados somente de um

dos progenitores (BUCKLETON et al., 2004).



Santos, SM. Identificacdo Humana como Ferramenta de Investigagbes Criminais 59

2.6 PRINCIPIOS DE GENETICA DE POPULAGOES APLICADOS AO ESTUDO DA
GENETICA FORENSE

Os estudos genéticos de populagcdes humanas sdo Uteis especialmente
quando se busca a compreensdo da histéria, demografia e evolugdo da espécie
humana, além de estudos de ancestralidade e de mapeamento de genes de
relevancia clinica. Outra aplicacao pratica da-se na investigacao forense, incluindo
testes de paternidade, bem como exames de identificacdo humana destinada a
investigacao criminal (LEITE, 2006a).

A genética de populacbes tem como um dos objetivos estudar as
consequéncias das aplicagcbes dos principios mendelianos em determinada
populacdo, analisando os efeitos das mutacdes, selecao natural, migracao e deriva
genética. E de grande interesse para as ciéncias forenses, quando se faz necessario
conhecer alguns parametros estatisticos populacionais de referéncia que permitam
aos cientistas forenses concluir de forma satisfatéria suas analises periciais de DNA
(BEIGUELMAN, 2008).

A distribuicdo da frequéncia alélica dos marcadores de DNA difere entre
populacdes geograficamente separadas ou que apresentam origem distinta. Assim,
quando se deseja identificar um individuo oriundo de determinada populacdo, é
indispensavel o estudo prévio de diferentes marcadores naquela populagdo para
saber quais sdo os alelos presentes e em que frequéncia, a fim de se definir quais
sao os melhores marcadores a serem utilizados (FRANCEZ et al., 2012).

Os microssatélites sao Uteis para identificacédo individual e estabelecimento de
bancos de dados populacionais, aplicaveis na area forense. A maioria dos estudos
publicados objetiva o estabelecimento de bancos de dados regionais em diversos
paises, enfatizando a aplicacido destes marcadores em estudos de identificagéo
humana (KOHLRAUSCH et al. 2005).
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Para a verificagcdo da aplicabilidade de um banco de dados de frequéncias
alélicas deve-se primeiro averiguar se o quantitativo de individuos da amostra
consegue representar seguramente a popula¢cdo em questdo. Estudos concluem que
de 100 a 150 individuos por populacdo consegue prover uma amostra adequada
para todos os locus genéticos utilizados em Genética Forense. Amostras acima de
200 individuos nao acrescentam gendtipos significativamente representativos na
populacdao (KOBACHUK, 2012).

A seguir algumas definicdes basicas a respeito dos parametros estatisticos,
de interesse forense, apresentados neste estudo:

Frequéncias alélicas

Normalmente as frequéncias alélicas de todos os marcadores analisados sao
obtidas pelo método de contagem direta, ou seja, verifica-se o numero de vezes em
que o alelo é observado, dividido pelo numero total de alelos averiguados para o
marcador. Para se fazer este tipo de calculo é comum o uso de softwares que

auxiliam a contagem, a exemplo do Arlequin v.3.1 (EXCOFFIER, 2010).

Heterozigose (ou heterozigosidade)

E o estudo da proporgdo de individuos com dois alelos diferentes em
determinado /ocus, ou seja, corresponde a quantidade de individuos heterozigéticos.
Quanto maior a heterozigose, maior é a variabilidade genética do Jocus na
populacdo em questdo. Dessa forma, a probabilidade de que dois individuos tenham
o mesmo perfil torna-se menor. Considerando tal parametro, deve-se utilizar
marcadores genéticos que apresentem heterozigose superior a 70%, pois sao mais
informativos (BUTLER, 2005).

A heterozigose pode ser esperada ou observada. A heterozigose observada
estabelece a proporcao real de heterozigotos para um determinado /ocus na amostra
analisada. E calculada diretamente dos genétipos encontrados na populacdo. Trata-
sedo numero de heterozigotos em cada /locus dividido pelo numero total de
individuos pesquisados. A heterozigose esperada é a fragdo estimada de
heterozigotos para um locus, assumindo a condicao de equilibrio de Hardy-Weinberg
na populagdo. Difere-se da observada por ser calculada a partir das frequéncias
alélicas segundo a férmula (McMANUS et al., 2011):
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Heterozigotos + Homozigotos = 1
Heterozigotos = 1 — Homozigotos

Homozigotos = soma das frequéncias alélica ao quadrado (Freq. Alelo 12 +Freq.
Alelo2? + Freq. Alelo 32 + Freq. Alelo 4% + .... + Freq. Alelo N?)

Equilibrio de Hardy-Weinberg

A partir das frequéncias alélicas observadas sao obtidas as frequéncias
genotipicas esperadas considerando que as frequéncias alélicas nao devem sofrer
modificacdes ao longo das geracdes se o locus é estavel. Quando a frequéncia
genotipica esperada é semelhante a frequéncia genotipica observada pressupde-se
que o locus na populacdo analisada estd em equilibrio de Hardy-Weinberg
(BUTLER, 2005). O importante é definir se os alelos encontrados dentro do locus
sao independentes, caso contrario, a populacao esta em desequilibrio.

A populacao pode estar em desequilibrio quando se analisa sub populagdes
ou se tem excesso de homozigose devido a amplificacao preferencial de um alelo
em detrimento de outro. Quando necessario, os valores do equilibrio de Hardy-
Weinberg podem ser corrigidos pelo calculo de Bonferroni para neutralizar a analise
de comparacdes multiplas (BUTLER, 2005).

Desequilibrio de ligacao (DL)

Os STRs localizados no mesmo cromossomo sao denominados sinténicos e
quando utilizados em calculos estatisticos objetivando a identificacdo humana, o
ideal é que estejam a uma distancia fisica de pelo menos 50 mega bases entre si.
Esta regra é utilizada para garantir a independéncia entre os loci. Para STRs
localizados a uma distancia menor € necessario calcular o desequilibrio de ligacéo,
ou seja, a independéncia entre eles (O'CONNOR &TILLMAR, 2012).
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Conteudo de informacao polimérfica (CIP)

Este parametro é utilizado para aferir o quanto um marcador genético é
informativo. Medida capaz de estimar o quéo polimérfico € o STR. O grau de
polimorfismo € determinado pelo numero de alelos e suas frequéncias. Recomenda-
se utilizar marcadores com conteudo polimérfico maior que 0,5 (50%), pois possuem
maior eficacia em diferenciar individuos (BUTLER, 2005).

Probabilidade de coincidéncia (“matching’) (PM)

E a probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso tenham
gendtipo idéntico para um determinado locus. E calculado pela soma dos quadrados
das frequéncias genotipicas observadas. Pois, a chance de encontrar um
determinado genoétipo = sua frequéncia observada; a chance de encontrar um
determinado genétipo e, em seguida, o0 mesmo gendtipo = sua frequéncia observada
ao quadrado. Dessa forma, a soma das frequéncias observadas ao quadrado ¢é igual
a probabilidade de coincidéncia para o locus (TILLMAR , 2010).

Poder de discriminacao (PD)

E a probabilidade de encontrar dois individuos ao acaso na populagdo e eles
possuirem perfis genéticos diferentes. Refere-se da probabilidade contraria de se
encontrar dois perfis iguais (probabilidade de coincidéncia). E calculado pela férmula
PD =1 - PM (BUTLER, 2005).

Poder de exclusao (PE)

Corresponde a probabilidade de se excluir qualquer individuo que tenha sido
falsamente acusado em teste de paternidade. Equivalente a frequéncia de todos os
homens, em uma determinada populacao, que ndo tem os alelos concordantes com
o alelo paterno obrigatério (alelo herdado do pai biol6gico) da crianga em um teste
de paternidade. O valor é estabelecido pela seguinte formula: PE = h? (1-2hH?),
onde h significa a frequéncia observada de heterozigotose H é a frequéncia
observada de homozigotos (BUTLER, 2005).
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indice de paternidade tipico

Estabelece a probabilidade de que o individuo que esta sendo testado seja
realmente o pai biolégico da crianga, do que um homem selecionado aleatoriamente.
Os indices de paternidade (IP) de cada locus representam a razao entre a
probabilidade do suposto pai e a probabilidade de qualquer outro individuo da
populacdo, transmitir o alelo em questdo para o filho. A probabilidade de qualquer
outro individuo transmitir o alelo paterno obrigatério corresponde a frequéncia do
alelo na populacao avaliada (BUTLER, 2005).

O indice de paternidade combinado (IPC) é o resultado dos indices de
paternidade individuais para cada locus investigado e determina a forca da evidéncia
genética do suposto pai ser o pai biologico. Dessa forma, quanto maior o indice
maior é a evidéncia genética (BUTLER, 2005).

Distancia genética

A finalidade desta andlise é investigar a semelhanca genética entre as
populacdes analisadas (BUTLER, 2005).

2.7 CONCEITOS E FATORES QUE INFLUENCIAM DIRETAMENTE A ANALISE
DE DNA NOS LABORATORIOS FORENSES DO BRASIL

Dentre as atividades de um laboratério forense de genética deve-se destacar
a busca de perfis genéticos presentes em vestigios relacionados a violéncia sexual,
homicidios, crimes contra o patrimdnio, entre outras situacdes. Estes laboratérios
também sao os responsaveis pela identificacdo de vitimas de acidentes em massa,
além do gerenciamento do banco de dados de perfis genéticos (SILVA, et al. 2013a).

No ambito pericial, as amostras bioldégicas sdo comumente classificadas
como: amostra de referéncia (aquelas de origem conhecida, oriundas de vitimas,
suspeitos, acusados, réus ou de seus parentes diretos (pai, mae irmaos, filhos, etc)
e amostra questionada (vestigios derivados do local de crime, de objetos
relacionados a ocorréncias criminais ou dequaisquer outros pontos ou pessoas,
cujas origens nao sejam conhecidas) (PERNAMBUCO, 2012).
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Considerando as peculiaridades e o grau de dificuldade exibidos nas
amostras biolégicas destinadas a anadlise pericial do DNA, é possivel classificar
estas amostras de acordo com sua origem. Dessa forma, destacam-se: a
identificacao humana de cadaver de identidade ignorada (IH), os crimes
sexuais (CS), o confronto de vestigios (CV) e o banco de dados de perfis
genéticos (BDPF).

2.7.1 Identificacao de Cadaveres de Identidade Ignorada

Procedimentos modernos para a identificacdo humana estdo diretamente
associados ao uso de técnicas variadas para analise de caracteres, notadamente
moleculares, que sao compartilhados de diversas formas na populagédo
(BROOKFIELD, 1995).

A identificacdo de vitimas de grandes desastres ou vitimas de qualquer
situagé@o forense (homicidio, ocorréncia de transito, incéncio, etc) que resultem em
cadaveres com grave fragmentacao, decomposicao e/ou mistura de restos mortais,
incluindo diversos individuos, fazem parte da rotina de um laboratério de genética
forense (ZIETKIEWICZ et al. 2012.)

Quando o corpo esta bem preservado a identificacao pode ser feita através da
impressao digital, desde que existam dados ante mortem destas caracteristicas
(MALAVER & YUNIS, 2003). Quando o corpo esta em estado de decomposi¢ao
muito avancado, carbonizado, esqueletizado ou outras situagdes que impossibilitem
a utilizacao da impressao digital ou odontologia legal, faz-se necessaria a analise do
DNA (PRIMORAC & SCHANFIELD, 2000).

2.7.2 Crimes Sexuais

O estupro é um crime violento com implicagdes médicas, psicologicas, legais
e sociais. Mais do que um ato sexual, trata-se de um crime agressivo e covarde,
cujas principais vitimas sdo as criancas e adolescentes. E capaz de desencadear
reacdes emocionais complexas na vitima, frequentemente mais significativas do que
o dano fisico (CERQUEIRA & CRUZ, 2014).
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A violéncia sexual € um fendbmeno de carater universal, que atinge
indistintamente todas as classes sociais, etnias, religides e culturas. Ocorre em
populacdes de diferentes niveis de desenvolvimento social e econdmico, em
espacos publicos ou dentro dos lares. Embora possa atingir tanto mulheres quanto
homens, em qualquer etapa de suas vidas, os dados acerca deste tipo de violéncia,
mostram que as principais vitimas sdo mulheres jovens e criangas. Pelos danos
que acarreta e pelos altos indices de reincidéncia que a caracterizam, representa um
sério problema de seguranca e saude publica em todo o mundo (CERQUEIRA &
CRUZ, 2014).

As amostras biologicas relacionadas a violéncia sexual devem ser coletadas
no local do crime, por perito criminal, podendo ser produzidas por vitimas e/ou
criminosos, a exemplo de sangue, esperma e saliva encontrados em diversos
suportes, como: vestimentas, copos, garrafas, preservativos, etc. O perito médico
legista é o profissional responsavel pela coleta de amostras biolégicas na vitima,
durante a pericia sexoldgica correspondente. Nestes casos, secrecdes e/ou pelos
sobre a vitima, secrecdes obtidas da cavidade vaginal e/ou anal, restos de pele sob
as unhas de vitimas e/ou suspeitos podem oferecer a prova material necessaria a
identificacdo do agressor (VUICHARD et al., 2011).

A luta contra a impunidade de crimes sexuais é complexa e requer esforgos
continuos. O caminho mais curto e eficiente para a aplicacao da justica € a producao
de uma prova material irrefutavel. Nestas situacbes, a coleta e o tratamento
adequado de vestigios encontrados, a manutencdo de cadeia de custddia e o
estabelecimento de um banco de dados sao indispensaveis (MICHELIN et al., 2013)

2.7.3 Confronto de Vestigios

O confronto de vestigio esta relacionado as amostras bioldgicas coletadas em
locais de crimes diversos e apresentam grau de dificuldade significativo,
especialmente no que diz respeito a diversidade, a quantidade e a qualidade das
amostras disponiveis (VELHO et al. 2013a).

Para um perito criminal, independentemente da sua especialidade, a
preservacao do local de crime é tema de grande importancia e necessita ser
difundido para facilitar o entendimento das questdes relacionadas a esses espacos.
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O sucesso das analises biolégicas de materiais coletados em locais de crime
depende visceralmente do isolamento e preservacdo do mesmo. Amostras
biol6gicas podem ser localizadas em varios suportes, entre eles: ferramentas,
impressoes digitais, pelos e fibras, manchas de sangue, saliva, esperma, objetos ou
suportes tocados por suspeitos, indumentos, armas, etc. (NOREN et al., 2013).

A existéncia do vestigio pressupde a existéncia de um agente provocador
(que o causou ou contribuiu para tanto) e de um suporte adequado (local em que o
vestigio se materializou) e este agente provocador na maioria das vezes deixa
vestigios bioldgicos potencialmente analisaveis através do DNA (JOBIM et al.,
2006).

2.7.4 Banco de Dados de Perfis Genéticos

A baixa taxa de elucidagdo de homicidios no Brasil € preocupante. A fim de
reverter este quadro e de avancgar a legislacdo brasileira na direcdo das mais
modernas do mundo, o Governo brasileiro deu um passo histérico para a
implantacdo do banco de dados de perfis genéticos no pais. No dia 28 de maio de
2012, foi publicada a Lei n® 12.654, que “Altera as Leis nos 12.037, de 1° de outubro
de 2009, e 7.210, de 11 de julho de 1984 - Lei de Execucdo Penal, para prever a
coleta de perfil genético como forma de identificacdo criminal, e da outras
providéncias” (BRASIL, 2012).

Um dos principais fatores para o sucesso de um banco de DNA ¢é a legislacao
que o regulamenta. Na maioria dos paises a legislacdo comecou de forma mais
restritiva, armazenando-se apenas os perfis de condenados por crimes hediondos.
Este € o modelo ora adotado no Brasil. O tempo mostrou que quanto mais
abrangente for a insercdo de perfis de criminosos, mais eficiente sera o banco de
dados. A Lei acima foi regulamentada no dia 12 de marco de 2013, através do
Decreto n® 7.950, que ‘“Institui o Banco Nacional de Perfis Genéticos e a Rede
Integrada de Bancos de Perfis Genéticos” (BRASIL, 2013a).
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Estudos de laboratérios criminais norte-americanos mostram que em mais de
40% dos vestigios encontrados em um local de ocorréncia de homicidio ou violéncia
sexual é possivel encontrar vestigios biol6gicos passiveis de serem examinados por
analise de DNA. Da mesma maneira, estudos do servigo britanico de ciéncias
forenses indicam que 50% dos delitos de crime contra o patriménio possuem
vestigios biologicos passiveis de serem examinados geneticamente. Contudo, em
menos de 1% dos casos, um suspeito é apresentado para a comparagao (BRASIL,
2009).

A solucao encontrada por paises como Inglaterra e Estados Unidos para este
problema foi a criagdo de um banco de dados de DNA. A partir deste ponto, mesmo
0s crimes sem suspeitos sdo investigados com exames de DNA, com uma alta taxa
de sucesso, uma vez que 0s bancos de dados daqueles paises ja possuem
armazenados, milhées de perfis genéticos de pessoas que ja foram tipadas em
outras oportunidades. Os Estados Unidos foram os pioneiros. Hoje diversos paises
utilizam esta poderosa ferramenta de investigacdo, entre eles: Alemanha, Austria,
Canada, Croacia, Bélgica, Chile, Colombia, Espanha. Hungria, etc (SILVA, et al.
2013Db).

Os Bancos de Dados de DNA podem acelerar as investigacées e permitir
troca de informacgdes nacional e internacionalmente. O estudo de diferentes regides
polimorficas do DNA humano, obtidas de vestigios coletados em locais de crimes,
organizadas em Bancos de Dados, expande consideravelmente as chances de éxito
em investigagdes criminais (BRASIL, 2009).

Os Bancos de Dados de Perfis Genéticos tornaram-se fundamentais para as
investigacdes criminais. Uma das principais utilizacdes é armazenar perfis de DNA a
partir de amostras biolégicas coletadas em locais de crime e fazer comparagdes de
perfis posteriormente. Os Bancos de Dados de DNA denotam grande utilidade para
identificar criminosos em série (HARES, 2012).

O funcionamento de um banco de dados é simples. Na realidade existem dois
bancos de dados: um de perfis genéticos obtidos de amostras coletadas em locais
de crime ou de cadaveres de identidade ignorada, etc e outro banco com os perfis
genéticos de referéncia (LIMA, 2007) (Figura 24 e 25).
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Figura 24: Representagdo esquematica do funcionamento de um banco de dados de perfis genéticos
de criminosos e de vestigios coletados em locais de crime. Fonte: LIMA, 2007.
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Figura 25: Representagdo esquematica do funcionamento de um banco de dados de perfis genéticos
de cadaveres de identidade ignorada. Fonte: UFAL (2008).
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Com a implantagcdo de um banco de dados de DNA, os perfis genéticos
obtidos de vestigios das vitimas e dos locais de crime, podem ser confrontados a
qualquer tempo com perfis de criminosos condenados, mesmo que por outro tipo de
crime e em qualquer estado da federagdo, aumentado bastante a possibilidade de
identificagdo do agressor. Também é possivel fazer o cruzamento de dados com
perfis de vestigios obtidos de outras vitimas e de outros locais de crime,
estabelecendo a relacdo entre diversos crimes cometidos pelo mesmo individuo
(JACQUES & MINERVINO, 2007).

Um banco de dados de perfis genéticos permite a resolucao de crimes para
0s quais ndo ha nenhum suspeito, e que de outra forma permaneceriam insoluveis.
Também temos que considerar o nimero de crimes que um banco de dados pode
evitar, pois cria a oportunidade de deter o criminoso antes que faga novas vitimas. A
quantidade de crimes que podem ser evitados e o0 beneficio social advindo da prisao
de um criminoso sexual antes que faca novas vitimas sdo os aspectos mais
importantes de um banco de dados de perfis genéticos, e justificam os investimentos
em sua criacao e manutencao (JACQUES & MINERVINO, 2007).

No Brasil, a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos coordena a
implantacdo de bancos de dados estaduais conectados a um banco de dados
nacional por meio do programa CODIS. Trata-se de uma rede efetiva em seu
propésito de auxilio a Pericia, aos 6rgaos policiais e a Justica, por servir como
instrumento de prova na investigacao criminal, desde que asseguradas as condicdes
técnicas e cientificas para a producgéao da informacao e estabelecidos os parametros
legais que regulamentem a inclusdo, acesso, utilizagdo e exclusdo das informagbes
armazenadas nesses bancos (BRASIL, 2013b).

O CODIS (Combined DNA Index System) é um programa de gerenciamento
de perfis genéticos desenvolvido na década de 1990 pelo Federal Bureau of
Investigation (FBI) estadounidense. O FBI disponibiliza gratuitamente este programa
aos governos dos paises interessados em utiliza-lo na area de seguranca publica.
Além dos aproximadamente 180 laboratérios de DNA a utilizarem o CODIS nos
EUA, mais de 40 laboratérios também utilizam em outros 27 paises (GE et al,
2012). O CODIS permite a organizacao de perfis genéticos em diferentes categorias,

permitindo que os mesmos sejam tratados de forma diferenciada (BRASIL, 2009).
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Os perfis podem ser agrupados pelos seguintes indices: “Condenados”,
“Forense”, “Detidos”, “Pessoas Desaparecidas”, “Restos Mortais nao-ldentificados” e
“Parentes Biol6gicos de Pessoas Desaparecidas”. Assim, familiares de pessoas
desaparecidas, por exemplo, podem doar voluntariamente seu DNA para que seja
confrontado apenas com restos mortais e ndo com amostras de locais de crime

(BRASIL, 2009).

2.7.5 Local de Crime e Genética Forense

Local de Crime é toda area onde tenha ocorrido um fato que necessite de
providéncias da policia. Este conceito abrange os crimes de qualquer espécie, assim
como, todo fato que, ndo constituindo crime, deva chegar ao conhecimento da
policia, a fim de ser convenientemente esclarecido (SANTOS, 2012).

Um dos conceitos mais difundidos e respeitados sobre local de crime é que se
trata de uma porcdo do espago compreendido num raio que, tendo por origem o
ponto no qual é constatado o fato, se entenda de modo a abranger todos os lugares
em que, aparente, necessaria ou presumidamente, hajam sido praticados, pelo
criminoso, ou criminosos, o0s atos materiais, preliminares ou posteriores a
consumacao do delito, e com este diretamente relacionado (UNODOC, 2010).

O tema local de crime esta estreitamente relacionado a necessidade do
isolamento e preservacao, assumindo grande importancia para a investigacao
criminal, pois além de concretizar a materialidade do crime, pode fornecer elementos
relevantes para se chegar a autoria do crime (Figura 26) (BOTELHO, 2011).

Isolar um local significa delimitar a area onde ocorreu o fato. Tal procedimento
deve ser realizado de forma efetiva para que o menor nimero de pessoas tenha
acesso ao local, evitando-se que evidéncias sejam modificadas de suas posicdes e
até destruidas antes mesmo de seu reconhecimento. Preservar um local de crime
significa ndo alterar o estado das coisas, garantindo a sua integridade e propiciando
a colheita de vestigios que fornecerdo os elementos preliminares de uma
investigacdo (MELO, 2009).
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Figura 26. Trabalho do Perito Criminal em local de crime. Fonte: RAMOS & FIGUEIREDO, 2012.

O sucesso das analises biolégicas de materiais coletados em locais de crime
depende visceralmente do isolamento e preservacdo do mesmo. Amostras
bioldgicas podem ser localizadas em varios suportes, entre eles: ferramentas,
impressoes digitais, pelos e fibras, manchas de sangue, saliva, esperma, objetos ou
suportes tocados por suspeitos, indumentos, armas, etc. (VELHO et al. 2013a).

Toda e qualquer amostra biol6gica coletada em local de crime podera ser
submetida as técnicas de identificacdo baseadas nas regides polimoérficas do DNA,
processo seguro, com alto poder de discriminacdo e alta confiabilidade, sendo

aceitos como prova legal em casos judiciais (MICHELIN et al., 2013).

2.7.6 Coleta de Amostras Bioldgicas Destinadas a Exames de DNA

Em qualquer que seja a situacdo deve-se atentar e valorizar a0 maximo o
momento da coleta de uma amostra biolégica destinada a analise de DNA. O uso
adequado de EPI (equipamento de protecao individual); bem como a utilizacdo de
material descartavel para acondicionar e transportar as amostras coletadas séo
indispensaveis para garantia da integridade da amostra e da cadeia de custédia
(Figura 27) (HEDMAN et. al, 2011).
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Qualquer tipo de material bioldégico pode ser usado como fonte de material
genético. Contudo, a qualidade do material genético a ser analisado € fortemente
influenciada pelo tempo decorrido entre 0 evento e a coleta da amostra, pelas
condigbes ambientais, pelo manuseio e armazenamento (MICHELIN et al., 2013).

Ao utilizar amostras degradadas e em quantidades limitadas as técnicas
utilizadas no laboratério exigem otimizacdo que possibilitem a obtencdo maxima do
DNA e garantam o sucesso nos resultados laboratoriais, todavia, fatores como a alta
temperatura, a contaminagdo e o processo de putrefacdo devido a acao de
microorganismos podem prejudicar irreversivelmente a qualidade do DNA (VIRKLER
& LEDNEY, 2009)

Figura 27: Coleta de Mucosa Bucal. Fonte: LPPGF, 2013.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Estudar e descrever a frequéncia alélica de marcadores de interesse forense
no Estado de Pernambuco.

4.2 Especificos

1. Determinar a frequéncia alélica de 21 STRs autossémicos (D7195433,
D2S1338, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, D16S539,
D758820, D13S317, D55818, vWA, D185S51, CSF1PO, D25441, D22S1045,
SE33, D10S1248, D1S1656 e D125391) em individuos da populacédo

brasileira, nascidos e residentes no Estado de Pernambuco;

2. Verificar, na populacdo de Fernando de Noronha, Pernambuco, a frequéncia
alélica de 12 marcadores X-STRs (DXS7132, DXS7423, DXS8378,
DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135,
DXS10146, DXS10148 and HPRTB);

3. Comparar os dados obtidos com os de outras populacées do mundo quanto
ao grau de variabilidade genética;

4. Fornecer dados para a conclusdao de casos forenses realizados no
Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense de Pernambuco,
Brasil;

5. Fornecer dados que permitam a ampliacdo de Bancos de Dados de
frequéncias alélicas da populacao brasileira.
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ABSTRACT. Pernambuco is one of the 27 federal units of Brazil, ranking seventh in
the number of inhabitants. We examined the allele frequencies of 13 short tandem
repeat loci (CFS1PO, D3S1358, D5S818, D75820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51, D21S11, FGA, THO1, vWA, and TPOX), the minimum recommended by the
Federal Bureau of Investigation and commonly used in forensic genetics laboratories
in Brazil, in a sample of 609 unrelated individuals from all geographic regions of
Pernambuco. The allele frequencies ranged from 5 to 47.2%. No significant
differences for any loci analyzed were observed compared with other publications in
other various regions of Brazil. Most of the markers observed were in Hardy-
Weinberg equilibrium. The occurrence of the allele 47.2 (locus FGA) and alleles 35.1
and 39 (locus D21511), also described in a single study of the Brazilian population,
was observed. The other forensic parameters analyzed (matching probability, power
of discrimination, polymorphic information content, paternity exclusion, complement
factor I, observed heterozygosity, expected heterozygosity) indicated that the studied
markers are very informative for human forensic identification purposes in the

Pernambuco population.

Key words: Autosomal STRs; Human identification; Population data
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INTRODUCTION

Studies estimating the genetic admixture in established populations indicate that the
most striking migratory movement in recent centuries has been the colonization of
the Americas (Bonilla et al, 2004; Bedoya et al, 2006; Martinez et al., 2007; Tang et
al., 2007). One method of increasing the understanding of the genetic makeup of a
population is to estimate the contribution of parental populations based on the
distribution of allele frequencies of genetic markers (Salzano, 2004).

The most frequently used genetic markers used in forensic laboratories and paternity
tests include short tandem repeats (STRs), the Y chromosome, and mitochondrial
DNA (Martins et al., 2010; Zietkiewicz et al., 2012). Those with high discriminatory
power, higher frequency of heterozygotes, low mutation rate, high degree of
informativeness, smaller size, and lower training stutters, are considered to be the
most important for human identification (Hares, 2012).

The distribution of allele frequencies of DNA markers differs between
biogeographically separated populations and those from a different origin (Gusmao
et al., 2001). The Brazilian populations, including Pernambuco, are considered to be
the most heterogeneous in the world (Aguiar et al., 2012). Several studies have been
conducted to examine the real contribution of Native Americans, Europeans, and
Africans, but the only consensus is that the dynamics of crossovers in Brazil are both
unique and complex (Pena et al., 2009).

Material evidence based on DNA analysis is valuable in the process of criminal
investigation and identification (Gershaw et al., 2011). Because of the importance
and applicability of STR typing (Choi and Seo, 2009) targeting human identification,
in November 1997, the Federal Bureau of Investigation (FBI) established 13 loci that
would be used as the Combined DNA Index System (CODIS), which were tested and
validated for forensic applications (Budowle et al., 1998; Butler, 2005; Michelin et al.,
2008).

These markers have been widely used worldwide; even after more than a decade,
the markers continue to play an important role in the field of forensics, particularly in
the construction of criminal databases (FBI, 1997; Krzyzannska et al., 2006; Li et al.,
2008). When a biological sample is derived from a single source, these 13 markers

satisfactorily meet the needs of any forensic laboratory (Ge et al, 2012).
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A database of genetic profiles, for forensic purposes or for locating missing persons,
has been adopted in many countries, including Brazil; this justified the importance of
STRs in the forensic community (Corte-Real, 2004; Walsh, 2004). DNA databases
have become central to criminal investigations and for understanding local allele
frequencies (Gill et al., 2006; Minervino and Jacques, 2007; Martins et al., 2010).

In 2012 and 2013, Brazil took an important step in combating crime by publishing
Law No. 12.654/12, which establishes DNA as a form of criminal identification (Brazil,
2012), and Decree No. 7.950/2013, which establishes the National Bank of Genetic
Profiles and Integrated Bank Network of Genetic Profiles (Brazil, 2013). In this study,
we examined the allele frequencies of 13 STR loci. The results will serve to support

the actions of forensic genetics in Northeastern Brazil.

MATERIAL and METHODS

DNA samples

Because of the forensic application of our research, sampling was determined in
proportion to the number of inhabitants residing in each of the 8 areas of
Pernambuco, with territorial division proposed by the Pact for Life Government
Program aimed at preventing and reducing violence. There are 8 territories and 26
integrated security areas, linking overt police actions with police actions in the state
(Pernambuco, 2007). Samples were collected mainly in the host cities of each region,
resulting in very diverse samples. Buccal mucosa samples derived from 609 adult
subjects, unrelated, all born and residing in the State of Pernambuco, were analyzed.
The samples were collected using a mouth swab after obtaining informed consent
from each subject. The sample was composed of individuals living throughout the
territory, respecting the proportionality of the number of inhabitants, according to the
census of the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, 2010): territory 1-
capital (N = 115); territory 2 - metropolitan region (N = 150); territory 3 - south forest
(N = 37); territory 4 - north forest (N = 60); territory 5 - wild 1 (N = 65); territory 6 -
wild 2 (N = 56); territory 7 - backcountry 1 (N = 61); territory 8 - backcountry 2 (N =
65).
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This study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the Centro
de Ciéncias da Saude, Universidade Fedral de Pernambuco, CEP/CCS/UFPE. The
Certificate Presentation to Ethical Consideration (CAAE) was 4961813.2.0000.5208.
The territorial division according to the model adopted by the Government of the
State of Pernambuco: "Pact for Life" program is displayed in Figure 1.

Horth
Forest
Wild 1 Capital

Backcountry 2

Backcountry 1 Metropolitan
Region

South
Forest

wild 2

Figure A: Map of the State of Pernambuco, divided into 08 territories. Adpted from:
http://www.sds.pe.gov.br/

DNA extraction

Biological samples were extracted using the DNA 1IQ™ System kit (Promega;
Madison, WI, USA) as recommended by the manufacturer and adopted at the
“Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense” (Recife).

STR genotyping

To amplify the STR 13 regions (loci) (D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX,
D8S1179, D165539, D7S820, D13S317, D5S818, VWA, D18S51, and CSF1PO), as
well as amelogenin to identify gender, we used the AMPF{STR Identifiler® Plus® PCR
Kit (Life Technologies; Carlsbad, CA, USA) and PowerPlex®16HS (Promega)
commercial kits following the manufacturer protocols. Amplicon separation and
detection were performed using the ABI3500 automated sequencer (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA) with the GS-600 LIZ standard and POP 4 polymer
(Applied Biosystems) size. Genotyping was performed using GeneMapper IDX

software (Life Technologies).
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Statistical analysis

Allele frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium, expected heterozygosity (H,), and
observed heterozygosity (H,) were calculated using Arlequin software version 3.5.1.2
(Excoffier, 2010). Other statistical parameters of forensic and paternity importance
included matching probability (MP), power of discrimination (PD), polymorphism
information content (PIC), power of exclusion (PE), and typical and paternity index
(TPI), and were obtained using PowerStats, version 12 (Tereba,1999).

RESULTS and DISCUSSION

Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were observed for the markers FGA,
D55818, vWA, and D18S51, but these deviations disappeared after Bonferroni
correction (level of significance: 0.0038). The presence of rare alleles or the
characteristic substructure of Brazilian populations may account for this finding
(Soloum et al., 2013). For all markers, H, values were very similar to H, values.

Of the 13 loci studied, D18S51 showed a PIC value of 0.87, suggesting high
informational power. The TPOX locus showed a peak of 0.65, indicating that this
marker was the least informative. The D18S57 and FGA loci showed higher
discrimination powers of 0.973 and 0.976, respectively. Our results for the Brazilian
population (Grattapaglia et al, 2001; Fridman et al, 2007; Aguiar, et al., 2012) agreed
with those for the populations of Para — North Region (Ribeiro-Rodrigues et al., 2008),
the Mato Grosso do Sul — Midwest Region (Silva et al., 2004), Minas Gerais -
Southeast Region (del Castillo et al, 2009), and Rio Grande South - South Region
(Leite et al., 2003) for most markers and indicators assessed.

In a previous study examining STR allele frequencies in the population of
Pernambuco, the D55818 and D3S1338 loci were not evaluated (Dellalibera et al.,
2004). The present study confirmed that both are important in forensic laboratories,
with higher H,, high informative power based on the PIC values, and high PD
observed (Table 1).

In this study, the occurrence of rare alleles, described in a single study for the
Brazilian population (Aguiar et al. 2012), was also observed. These included allele
47.2 (locus FGA) and alleles 35.1 and 39 (locus D21S71). Allele frequencies and
other statistical parameters of forensic interest for the 13 loci suggested by CODIS

are shown in Tables 1 and 2, respectively.
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Our study examining the allele frequencies of the 13 STR loci recommended by
CODIS was more robust than previous reports for the state of Pernambuco. The
results presented here will be applied for routine statistical calculations of the
Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense and will serve as basis for

criminal studies performed in Pernambuco.
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Table 1. Allele frequency distribution of 13 STR loci observed in the present study.

Allele D21511 THO1 D351358 FGA TPOX D8S1179  D16S539 D75820 D13S317 D55818 VWA D18S51 CSF1PO
5 0.000821
6 0.206897 0.032841 0.000821
7 0.241379 0.006568 0.007389  0.000821 0.018062 0.000000  0.013957
8 0.166667 0.477833  0.006568  0.014778  0.171593  0.097701 0.022989  0.001642 0.021346
9 0.17734 0.106732  0.006568  0.176515  0.128079  0.061576  0.046798 0.000000  0.017241
9.3 0.202791
10 0.003284 0.073071 0.064039  0.091133  0.273399  0.055829  0.055829 0.000011 0.295567
10.2 0.000000
11 0.000821 0.252874  0.070608  0.302956  0.239737  0.310345  0.311987  0.005747  0.000218  0.280788
12 0.000821 0.007389 0.044335  0.119869 0.2578 0.147783  0.325944  0.353859 0.998305  0.300493
13 0.000821 0.004105 0.004926  0.272578  0.128079  0.027094 0.10509 0.178161 0.004105 0.05665
13.2 0.000011
14 0.092775 0.000821 0.258621 0.028736  0.004926 0.04023 0.00821 0.082102  0.021598 0.00027
15 0.29064 0.000821 0.157636 0.000001 0.000821 0.132184  0.030295  0.002463
16 0.29803 0.000821 0.039409 0.000821 0.285714  0.021118
17 0.172414  0.003284 0.003284 0.000821 0.261905  0.016827
17.2 0.000821
18 0.119869  0.013957 0.155993  0.006212
18.2 0.002463
19 0.000821 0.013957  0.051724 0.000821 0.050082  0.002427
20 0.000821 0.114122 0.016420  0.001189
21 0.140394 0.003284  0.000357
21.2 0.002463
22 0.162562 0.000006
22.2 0.004926
23 0.145320 0.000006
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cont.
Allele D21511 THo1 D351358 FGA TPOX D8S51179  D16S539 D75820 D13S317 D55818 vWA D18S51 CSF1PO
23 0.14532 0.000006
23.2 0.000821
24 0.167488 0.000011
24.2 0.005747
25 0.001642 0.10509
25.2 0.000821
26.2 0.000821
27 0.035304 0.015588 0.000006
27.2
28 0.170772 0.005747
29 0.17734 0.005747 0.000011
29.2 0.001642
30 0.231527
30.2 0.028736
31 0.07225 0.000821
31.2 0.116585 0.000821
32 0.010673
32.2 0.085386 0.000821
33.2 0.030378
34 0.003284
34.2 0.004926
35 0.010673
35.1 0.000821
36 0.005747
37 0.001642

98
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39 0.000821
cont.
Allele D21511 THo1 D351358 FGA TPOX D8S51179  D16S539 D75820 D13S317 D55818 vWA D18S51 CSF1PO
43.2 0.000821
47.2 0.000821

Table 2. Forensic parameters in Pernambuco, Brazil.

STRs MP PD PIC PE TPI H, He P(HWE)
D21S11 0.073 0.927 0.78 0.614 2.6 0.85878 0.85878 0.70609
THO1 0.112 0.888 0.7 0.497 1.94 0.79146 0.79922 0.57657
D351358 0.091 0.909 0.74 0.617 2.62 0.79146 0.77437 0.19426
FGA 0.033 0.967 0.86 0.719 3.63 0.867 0.87552 0.00567
TPOX 0.138 0.862 0.65 0.376 1.49 0.66502 0.68845 0.07229
D8S1179 0.061 0.939 0.78 0.595 2.47 0.79967 0.80953 0.42405
D165539 0.08 0.92 0.75 0.54 2.15 0.76683 0.78549 0.09766
D75820 0.074 0.926 0.77 0.614 2.61 0.81117 0.79993 0.16464
D13S317 0.087 0.913 0.74 0.52 2.05 0.75698 0.76896 0.15552
D55818 0.114 0.886 0.7 0.521 2.06 0.76026 0.74008 0.03337
vIWA 0.071 0.929 0.77 0.546 2.18 0.77011 0.79904 0.00002
D18S551 0.027 0.973 0.87 0.699 3.38 0.85386 0.883 0.00001
CSF1PO 0.116 0.884 0.69 0.503 1.97 0.74056 0.73981 0.14177

MP: matching probability; PD: power of discrimination; PIC: polymorphism information content; PE: power of exclusion; TPI:
typical paternity index; He: expected heterozygosity; Ho: observed heterozygosity; P (HWE): uncorrected P values from

Hardy—Weinberg equilibrium test.
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