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RESUMO

A identificacdo humana de individuos néo reclamados e nao identificados
(NRNI) por meio de elementos dentarios representam um grande desafio em virtude
das condi¢cbes ambientais e dos fatores individuais que influenciam na qualidade e
guantidade do material recuperado. Os altos indices de violéncia no Brasil,
demonstram que grande parte das vitimas NRNI sdo provenientes de crimes violentos.
Marcadores STRs e YSTRs sao utilizados para a identificagdo humana, sendo
particularmente U(teis para a individualizacdo dos individuos. Em populacdes
miscigenadas, como a brasileira, a caracterizacdo de haplogrupos fornecem
importantes informacdes acerca da origem populacional. Os objetivos do trabalho
foram: avaliar e otimizar os métodos de extracdo organica, purificacdo automatizada
e chelex de dentes submetidos aos pré-tratamentos de pulverizacao e descalcificacao,
obter o perfil genético dos elementos dentarios por meio de marcadores autossémicos
para correlacionar com os metadados do exame odontolegal de cadaver e inferir sobre
a provavel origem ancestral dos individuos através dos marcadores Y-STRs. Foram
utilizados os elementos dentarios de 52 individuos NRNI provevientes do Instituto
Médico Legal de Sdo Luis/MA no periodo de janeiro de 2015 a julho de 2017. Os
marcadores genéticos foram amplificados pelo sistema multiplex PowerPlex ®Fusion
6 C e YFiler® PLUS PCR Amplification Kit. O método de purificacdo automatizada de
amostras pulverizadas se destacou com relacdo aos demais. Houve 0 sucesso na
obtencao do perfil genético completo de 73% das amostras para STRs e 71% para Y-
STRs. O haplogrupo predominante observado foi R1b, caracteristico da populagéo
europeia. Melhores resultados de recuperacédo de DNA de elementos dentarios podem
ser obtidos com a adicdo de mini-STRs para a amplificacéo de regides mais curtas do

DNA e a adicéo da analise do DNA mitocondrial para inferéncia ancestral materna.

Palavras-chave: Genética Forense. Identificacdo humana. Perfil genético. STRs. Y-
STRs.



ABSTRACT

The human identification of not claimed and unidentified person based on teeth
can be a major challenge in terms of ambiental conditions that influence the quality
and quantity of recovered material. The higher level of violence in Brazil, demonstrates
that some of the missing person are victims of violent crimes. STRs and YSTRs
markers areused for human identification and are particularly useful for human
individualization.In  miscegenated populations, such as the Brazilian one, a
characterization of haplogroups reach important information of the population origin.
This study aimed to avaluate and optimize the organic extraction, automated
purification and chelex methods, with samples previously decalcified or pulverized, to
analyse the STRs and Y-STRs markers profiles in order to correlates with the metadata
of the odontolegal cadaver examination and to infer the probable ancestral origin of
the teeth donors using Y-STRs markers. The dental elements of 52 dead bodies of not
claimed or unidentified persons from Legal Medical Institute — S&o Luis/MA from
January 2015 to July 2017 were used. Genetic markers were amplified by the
PowerPlex ® Fusion 6 C multiplex system and YFiler ® PLUS PCR Amplification Kit.
Several factors related to the DNA concentration and the alleles amplification were the
teeth classification and the environment conditions. The method of automated
extraction of pulverized samples stood out from the others. The method that had 73%
of the STRs profiles and 71% of the Y-STRs profiles were completely obtained. The
haplogroup predomination waa R1b, from European population. For best results of
DNA recovery of degraded samples, the use of mini-STRs are suggested, as well as

mitochondrial DNA for maternal ancestral inference.

Key-words: Forensic Genetics. Human identification. Genetic profile. STRs. Y-STRs.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —

LISTA DE FIGURAS

Localizacao geografica do estado do Maranh@o...................cc....... 21
Frente de ocupacao do territorio maranhense...........ccccccvveeeeeeeeenn 22
Evolucdo da taxa de homicidios no Brasil e nas regides

geopoliticas brasileiras, entre os anos de 2006 e 2016.................. 24
Representacdo esquematica da técnica de RFLP..............ccccee.. 32
Estrutura anatbmica do elemento dentario.............ccccoeeevieeernnnnnee. 35
Classificacdo dos elementos dentarios.........ccccuvvveeeiieeeeeeeeesiiiiinnns 36
Estrutura do CromoSSOMO Y.....ccooiiiiiiiiiiiiieiiie e 44
Y-STRS de USO fOreNSE......ccovviiiiiiiiiiiiiieiieee e 45

Filogenia simplificada do Cromossomo Y demonstrando o0s
PriNCIipaisS NaploOgrupPOS. ........uuvuiiiiiiiiiieee e 48

Esquematizacdo da placa de quantificacdo das amostras

(0] (=] 0TI TR TSR 62
Elementos dentarioS NRNI/NR.....co.oi e 94
Seccionamento dos elementos dentarios.........ooveeeveeeeeeeeeeiceeeeaeennn, 100



Grafico 1 —

Gréafico 2 —

Grafico 3 —

Gréfico 4 —

Grafico 5 —

Grafico 6 —

Grafico 7 —

Grafico 8 —

Grafico 9 —

Gréfico 10 —

Grafico 11 —

Gréfico 12 —

Gréafico 13 —

LISTA DE GRAFICOS

Relagcéo entre o IPC (Ci) x concentracdo (ng/uL) de amostras
descalcificadas e extraidas pelo método organico.......................
Relacéo entre o IPC (Ci) x concentragcéo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e extraidas pelo método organico.............cccceceeeunes
Relacéo entre o IPC (Ci) x concentracdo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e purificadas pelo método automatizado.................
Relac&o entre o IPC (Ci) x concentragcédo (ng/uL) de amostras
descalcificadas e purificadas pelo método automatizado............
Relacéo entre o IPC (Ct) x concentracdo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e extraidas pelo método de Chelex............cc..ceu......
indice de degradacdo x concentracdo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e extraidas pelo método de Chelex.........................
indice de degradacdo x concentracdo (ng/uL) de amostras
descalcificadas e extraidas pelo método organico.......................
indice de degradacdo x concentracdo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e purificadas de modo automatizado......................
indice de degradacdo x concentracdo (ng/uL) de amostras
descalcificadas e extraidas pelo método organico.......................
indice de degradacdo x concentracdo (ng/uL) de amostras
pulverizadas e extraidas pelo método organico...............ccc.........
Percentual de perfil genético recuperado (STRs) das amostras
NRNI/NR ... e e e e e eeas
Percentual de perfil genético recuperado (Y-STRs) das
amostras NRNI/NR........uuii e
Haplogrupos das amostras NRNI/NR obtidos por meio dos

MAICAAOIES Y-S T RS ettt e

66

67

67

68

68

69

69

70

70

71

74

75



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —
Tabela 9 —

Tabela 10 —

LISTA DE TABELAS

indices de confronto dos indexadores CODIS..............c.ceevenen...
Componentes do Sistema TagMan do Quantifiler Trio DNA Kit.
Especificagao dos valores de slope para os alvos AS, LAe Y.....
DNA de concentracdo conhecida utilizado para diluicdo da
curva de calibracao do kit de quantificacdo Quantifiler Trio DNA.
Genotipagem dos marcadores STRs autossémicos para 52
INdIVIdUOS NRNI/NR......ccoiiiiiiiiie e
DNA de concentracdo conhecida utilizado para diluicdo da
curva de calibracao do kit de quantificacdo Quantifiler Trio DNA.
Metadados das amostras de individuos NRNI/NR obtidos do
exame odontolegal de cadaver do IML-SLZ/MA ........ccccccvvveeenn.
Classificacdo dos elementos dentarios............cccceevvvvevvviinneennnn.
Numeros de ciclos (Ct) necessarios para atingir o threshold na
amplificacéo do IPC das amostras NRNI/NR..........ccccceveviiieneennn.
Concentragdo em ng/uL de DNA extraido dos 52 individuos
NRNI/NR conforme as duas etapas de pré-tratamento e trés

MELOdOS A€ EXIrACAD. .......cceeiiiieiiieeieiiie e e e e e e e ee e

51

59

60

61

71

75



AMEL
CODIS

Ct
DNA
dNTP
ddNTP
EDNAP
EDTA
ENSFI
ESS
FBI
IGF
IBGE
IML
INTERPOL

IPC
IPM
ISFG

Kb

Mb
MLP
ng/uL
NRNI
PAR
Pb
PCR
pH
RIBPG

LISTA DE ABREVIATURAS

Amelogenina

Combined DNA Index System, ou Sistema Indexado Combinado de
DNA

Cycle Threshold

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucleotideo trifosfato

Dideoxinucleotideo trifosfato

European DNA Profiling Group

Acido etilenodiaminotetracético

European Network of Forensic Science Institutes

European Standard Set

Federal Bureau of Investigation, ou Servigo Federal de Investigacao
Instituto de Genética Forense

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Instituto Médico Legal

The International Criminal Police Organization, ou Organizacdo
Internacional de Policia Criminal

Internal PCR Control

Intervalo post mortem

International Society for Forensic Genetics, ou Sociedade
Internacional de Genética Forense

Quilobases

Megabases

Multilocus probe

Nanogramas por microlitro

N&o reclamado e nao identificado

Pseudo-Autossomic Region, ou Regido Pseudo-Autossémica

Pares de bases

Polymerase chain reaction, ou reacdo em cadeia da polimerase
Potencial Hidrogenidnico

Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos



RM-STR

SDS
Y-SNPs
SRY

STR
SWGDAM

UFPE
VNTRs

Y-STR
Yp
Yq
°C
ML

Rapidly Mutating Short Tandem Repeats, ou Repeticdes Curtas em
Tandem de mutacao rapida

Dodecil sulfato de sodio

Y-specific Single Nucleotide Polymorphisms

Sex-Determining Region of the Y chromosome, ou Regidao de
determinacéo sexual do cromossomo Y

Short Tandem Repeats ou Repeticdes Curtas em Tandem

Society Working Group on DNA Analysis Methods, ou Grupo de
Trabalho Cientifico sobre Métodos de Analise de DNA

Universidade Federal de Pernambuco

Variable number of tandem repeats, ou Repeticbes Consecutivas de
NUmero Variavel

Y Short Tandem Repeats, ou Repeticbes Curtas em Tandem de Y
Braco curto do cromossomo Y

Braco longo do cromossomo Y

Graus Celsius

Microlitros



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ettt 16
LlPROBLEMAﬂZAQAO ....................................................................................... 17
1.2 OBIETIVOS ..ottt et e e e e e e et e e e ean s 18
O R @ 1 oY1= (LYo T 1= - | PP 18
1.2.2 ODbjetivos ESPECITICOS .oviuriieiiiii e 18
2 REFERENCIAL TEORICO .....oooiiiee et e e, 19
2.1 CARACTERISTICAS DA COLONIZA(;AO BRASILEIRA.......co e, 19
2.2 PROCESSO DE OCUPACAO TERRITORIAL DO MARANHAO .........ccvevnee.e. 20
2.3 VIOLENCIA, CRIMINALIDADE E A PERICIA CRIMINAL .......cooeoveeveiveeieeieeeee 23
2.4 ESTADOS DE DECOMPOSIQAO ..................................................................... 25
2.5 IDENTIFICAQAO HUMANA ATRAVES DO EXAME DEDNA .......ccccovveeeenns. 28
2.6 DNA NO CONTEXTO FORENSE .......ccciiiiiiiiiiiiiiiiieeieeee ettt 30
2.7 ELEMENTOS DENTARIOS COMO FONTE DE MATERIAL GENETICO........... 33
2.8 MARCADORES MOLECULARES ... 37
2.9 POLIMORFISMOS DE SEQUENCIA ... oo 38
2.10 POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO ....uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee e e e e e e e 39
2.11 STRS AUTOSSOMICOS DE USO FORENSE ......ccocoveoeiiteeeeeee e 41
2.12 CROMOSSOMO Y E MARCADORES Y-STRS ... 43
2.13 HAPLOTIPOS E HAPLOGRUPOS.......couiieieee e, 47
2.14 BANCOS DE PERFIS GENETICOS ..ottt 49
3 METODO ... ittt etttk e ettt 53
B.L CASUISTICA .ottt ettt ettt te e teste e eae s 53
3.2 CARACTERIZACGAOD ..ottt ettt ettt eneans 53
3.3 DESCONTAMINAQAO E SECCIONAMENTO ..ot 54
3.4 PRE-TRATAMENTO .....oiiiiiiieeee ettt ete et ete ettt eteeeteente e anees 54
G N R U1 V=T - Lo~ Lo PP 54
R N B =TSy o [T T =V 2= Vo= T R 55
R o - T2 (o L OO PPPPPPPPPRRRR 55
o d = To2= (o B @ o -1 T oF - VAP PPUPPPPR 56
3. 4.5 EXIracao POr CREleX ... 57

3.4.6 Extracao por sistema automatizado de purificagcdo de amostras

T O N S S . ittt et e —————— 57



3.4.7 Quantificag@o dO DINA ... 58

G I N 1] o 1 o= Lo = Lo 1P 62
3.4.8.1 Powerplex ®Fusion 6 C System (Promega Corporation)...........cccccceeeeeeeennnns 62
3.4.8.2 Ampflstr®Yfiler® Plus Pcr Amplification Kit (Applied Biosystems) ................ 63
R e I =T Yo N =T =] 1 o PP 63
3.4.10 Andlise dos resultados da genotipagem ..........ccoouciiiieiiiiiiiiieeceeeiie e, 64
4 RESULTADOS ... .ottt e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaeas 65
5 DISCUSSAD ..ottt sttt sttt st se s s e 78
B CONCLUSAO ...ooviiitiieieieeee ettt 84
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt eneeeenens 85
APENDICE A ...ttt ettt ettt ettt ettt 94
APENDICE B .....oooviitiite ittt ettt ettt sttt ettt et et et sttt et enaans 95
APENDICE C..oooeviieie ettt sttt ettt ettt se e ene s e e 98
APENDICE D...ooeovieteit ettt ettt ettt ee et s e e e 100
APENDICE E ...o.ooiiieeiiiieiet ettt ettt ettt ee s s s e s e e s e 101
APENDICE F ..ottt ettt ettt ettt ettt 108

AN X O A et e e enne 113



16

1 INTRODUCAO

A Genética Forense surgiu como uma proposta de materializar o crime por
meio do “retrato genético” do individuo. O uso dessa ferramenta foi amplamente
difundido nas séries televisivas que apresentavam a analise do DNA como uma
tecnologia capaz de determinar, em tempo real, o resultado de um exame que poderia
inocentar uma pessoa ou até mesmo apontar o criminoso. Entretanto, apesar dos
avancos tecnolégicos o exame de DNA requer, além da habilidade técnica, a expertise
de se extrair o0 DNA de diversas fontes de vestigios criminais, os quais podem estar
sujeitos a diversas condicbes ambientais que podem dificultar a analise.

Um dos objetivos da Genética Forense diz respeito a identificacao de corpos,
guer pela razdo humanitaria (direito ao luto), quer pela necessidade de se esclarecer
um crime. De fato, os altos indices de violéncia do pais demonstram que 0S processos
de identificacdo de cadaveres estdo relacionados a crimes de acao violenta. Porém,
inUmeros casos de identificacéo estéo relacionados a individuos ndo reclamados, quer
pela auséncia de um mecanismo eficiente de busca para os familiares, quer pela
propria auséncia de parentes vivos.

Os exames de DNA relacionados a identificagdo humana correspondem
agueles em que ndo houve a possibilidade de identificacdo por outros métodos da
criminalistica (e.g. datiloscopia e exame da arcada dentaria). Em casos de individuos
ndo reclamados e ndo identificados, o exame genético também se faz importante em
virtude da possibilidade da incluséao do perfil genético em bancos de dados especificos
para esta finalidade (e.g. CODIS, do inglés Combined DNA Index System, ou Sistema
Indexado Combinado de DNA), com o intercambiamento, no Brasil, das informacdes
pelos estados pertencentes a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos.

O estudo molecular em elementos dentarios que estiveram submetidos a
condi¢cdes ambientais diversas € um grande desafio, por se tratar de um DNA que é
potencialmente degradado e imerso em um conjunto de potenciais contaminantes,
além de estarem envoltos por uma matriz mineralizada que dificulta a recuperacao do
DNA. Varios fatores, quer sejam quimicos, fisicos ou biolégicos, agem no elemento
dentério, que além dos fatores idiossincraticos causam diversas alteragdes em sua
microestrutura e na perda de células e consequentemente na qualidade e quantidade
de DNA.
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Um dos fatores relacionados a recuperagdo do perfil genético de amostras
degradadas diz respeito ao sucesso da amplificacdo por meio de marcadores
genéticos autossdmicos, em virtude do tamanho dos fragmentos de DNA. Outras
variaveis importantes sdo os métodos de pré-tratamento e extragdo, haja vista a
necessidade da otimizagcdo dos procedimentos para a recuperagdo do material
genético.

Devido a necessidade da obtenc&o de protocolos para a obtencéo de DNA de
elementos dentarios por métodos eficientes, a proposta central desse trabalho foi a
otimizacdo dos métodos de extracao (organica, purificacdo automatizada e Chelex),
submetidos aos pré-tratamentos de pulverizacdo e descalcificacdo, para a
recuperacao, identificacdo do material genético e determinacdo da provavel origem
ancestral de individuos nao reclamados e nao identificados (NRNI) da Secédo de
Odontologia Legal do Instituto Médico Legal de S&o Luis do Maranh&o (IML/SIz-MA),

através de marcadores microssatélites STRs e Y-STRs.

1.1 PROBLEMATIZACAO

Os altos indices de violéncia resultam na aniquilacao de individuos que podem
ser inumados como indigentes, em virtude da impossibilidade de se estabelecer a sua
identidade. A obtencao de perfis genéticos resulta na possibilidade da identificacéo
dos cadaveres, através da comprovacado do vinculo genético ou da relacdo de
parentesco obtida apds a reclamacao por seus familiares.

Os protocolos adotados para a identificacdo de individuos ndo reclamados e
nao identificados (NRNI) da Secédo de Odontologia Legal do Instituto Médico Legal de
Sao Luis do Maranhao (IML —SLZ/MA) incluem a coleta de elementos dentarios como
meio de salvaguardar a sua identificacdo ap0s a inumacdo. Esses materiais sdo
encaminhados ao Instituto de Genética Forense (IGF), 6rgao oficial responsavel pela
analise de perfis genéticos de vestigios criminais e identificacdo humana de todo o
estado do Maranhéo.

A identificagdo humana de individuos por meio de ossadas e elementos
dentérios envolve a avaliacdo de diversos protocolos de extragdo de DNA, a andlise
gualitativa das amostras e verificacdo da eficacia dos marcadores genéticos
comumente empregados para esta finalidade. Em virtude das diversas condi¢des

ambientais as quais as amostras forenses estdo sujeitas, a fragmentacdo e a
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degradacdo do DNA séo fatores que dificultam a obtencdo do perfil genético de um
individuo por meio de marcadores autossémicos (e.g. STRs, repeticbes curtas em
tandem, do inglés short tandem repeats). O uso de marcadores Y-STRs auxilia na
iInvestigacdo e na determinagao de parametros de ancestralidade.

Tendo em vista a necessidade da padronizacdo dos métodos analiticos para
a analise de amostras criticas adotados pelo Instituto de Genética Forense do
Maranhao (IGF/MA), a realizacdo deste trabalho tera como principal subproduto o
estabelecimento de protocolos que permitam a recuperacdo do DNA e consequente
obtencao de perfis genéticos a partir de elementos dentarios de individuos nao
reclamados e nao identificados (NRNI) da Secéo de Odontologia Legal do Instituto
Médico Legal de Séo Luis do Maranhéo (IML-SIz/MA).

1.20BJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

" Obter perfis genéticos a partir dos elementos dentarios de individuos nao
reclamados e nao identificados, depositados na Se¢do de Odontologia Legal do
Instituto Médico Legal (IML-SLZ-MA), para fins de identificagcdo e de inferéncia de

origem ancestral.

1.2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar e otimizar diferentes métodos analiticos de pré-tratamento e
extracdo de DNA, visando obter perfis genéticos em quantidade e qualidade
adequadas para a identificagcdo humana;

" Obter perfis genéticos das amostras forenses por meio de marcadores
autossdmicos, correlacionando-os com metadados contidos nos exames odontolegais
de cadaveres;

Inferir a provavel origem ancestral dos individuos através da analise de
marcadores de linhagem Y-STRs para a determinacao de parametros de

ancestralidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS DA COLONIZACAO BRASILEIRA

A colonizagao brasileira foi pautada pela miscigenacdo de uma grande
variedade de grupos amerindios, que totalizavam, segundo os historiadores, cerca de
2,5 milhdes de individuos a época da descoberta europeia, no inicio do século XV. A
vinda de nove milhdes de africanos entre os séculos XVI e XIX foi somada a migracao
europeia que ocorreu durante todo o processo de ocupacéao territorial do Brasil
colénia. A colonizacdo europeia inicial estava geralmente relacionada a individuos do
sexo masculino, que geraram descendentes apds o cruzamento com mulheres
africanas ou indigenas.

Os 500.000 portugueses que vieram ao Brasil entre os anos de 1500-1800
eram majoritariamente individuos do sexo masculino (FRANCEZ et al.,, 2012;
CARVALHO-SILVA et al., 2001). Os portugueses foram, até 1.808, a Unica fonte
significativa de imigrantes europeus. A fuga da familia imperial para o Brasil, naquele
ano, resultou na abertura dos portos para o comeércio internacional e incentivou a
chegada de colonos de outros paises. No periodo de 1820 a 1975, cerca de 5.600
imigrantes vieram para as terras brasileiras, sendo em sua maioria italianos (34%) e
portugueses (29%), seguidos de espanhois (14%), alemées (4%), sirios e libaneses
(2%), entre outros (12%). A miscigenacao resultante da interagdo entre diferentes
grupos étnicos resultou na formagédo de uma populagdo multiétnica, que resultou em
um dos povos mais miscigenados do mundo (CARVALHO-SILVA et al.,, 2001,
CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; ALVAREZ et al., 2016; FERREIRA et al., 2002;
PENA et al., 2009).

As cinco éreas geopoliticas do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste
e Sul) apresentaram caracteristicas proprias relacionadas aos diferentes processos
de colonizacdo e povoamento, que se refletiram na estruturacdo genética da
populacao brasileira atual (FERREIRA et al., 2002; ALVAREZ et al., 2016).

A variabilidade genética pode ser demonstrada por meio dos polimorfismos
de patrilinhagem (cromossomo Y) e matrilinhagem (DNA mitocondrial). Estes séo
excelentes marcadores de linhagem estavel, por serem transmitidos em blocos de
genes (haplotipos) ao longo das geracdes. As mutacOes que ocorrem no DNA

mitocondrial e no cromossomo Y podem ser especificas para certas regides do
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territorio brasileiro, fornecendo, deste modo, informagfes complementares para a
rastreabilidade da origem ancestral por geracfes e servindo como marcadores
geograficos. Por outro lado, os marcadores moleculares autoss6micos Sao expostos
a um alto nivel de recombinacédo, sendo importantes para a individualizacdo (PENA et
al., 2009).

Em estudos realizados por Pena et al. (2009), foram analisados o0s
polimorfismos do cromossomo Y de 200 homens ndo aparentados de quatro regides
brasileiras e de 93 portugueses do sexo masculino. Foi observado que n&o houve
diferenciagdo significativa entre as regides brasileiras ou das frequéncias de
haplogrupos no Brasil e Portugal. Os resultados confirmaram a predominancia da
origem europeia, apenas 2% do haplogrupo E3a* (Africa Subsaariana) e nenhum
haplogrupo amerindio (Q3*).

Em um estudo de Alvarez et.al (2016) envolvendo a analise de 1.217 homens
nao relacionados das cinco regifes geopoliticas brasileiras por meio de 41 Y-SNPs
(do inglés, Y-specific Single Nucleotide Polymorphisms), observou-se que as
diferencas genéticas observadas entre as regides foram consistentes com a historia
de colonizagéao brasileira.

Pena et al. (2009) analisaram a contrapartida materna na formacéo da
populacao brasileira por meio do DNA mitocondrial. Este estudo revelou que 33% das
matrilinhagens eram de origem amerindia, 39% europeia e 28% africana. As linhagens
matrilineares da regido amazo6nica eram de origem amerindia, enquanto a africana
era predominante no Nordeste (44%) e os haplogrupos europeus predominavam na
Regido Sul (66%). A analise do cromossomo Y e do DNA mitocondrial apontam para
cruzamento direcional entre homens europeus e mulheres africanas e amerindias, que
reforgam a historia de povoamento do Brasil ao longo dos séculos, com brasileiros de

linhagens materna e paterna de diferentes origens filogeograficas (PENA, et.al, 2009).

2.2 PROCESSO DE OCUPACAO TERRITORIAL DO MARANHAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
Maranh&o esté localizado na Regido Nordeste do pais e estabelece fronteira com os
Estados do Piaui (leste), Tocantins (sul e sudoeste) e Para (oeste), conforme ilustrado
na Figura 1. Possui uma area territorial de 331.937,450 Km?, sendo o segundo maior

estado do Nordeste, o oitavo maior estado brasileiro e detentor da segunda maior faixa



21

litorAnea do Brasil. Possui cinco mesorregides, 21 microrregides, 217 municipios e
uma populacédo de 7.035.055 habitantes. Apresenta predominancia do clima tropical
zona equatorial com clima semiimido e quatro a cinco meses Secos.

Em comparacdo com outras areas do Brasil, o processo de colonizagéo
maranhense ocorreu mais tardiamente. Ha relatos que antes de Cabral surgir no
Brasil, as terras maranhenses foram visitadas por outros navegadores que ansiavam
chegar ao Peru, sem fixacdo em suas terras. A ocupacao francesa foi oficializada em
1612, mas sabe-se que os franceses visitavam o litoral maranhense desde o ano de
1524. Os altos rendimentos dos produtos tropicais serviram de estimulo para a
ocupacao da ilha do Maranhéo (situada entre a foz dos rios Anil e Bacanga), por uma
expedicdo comandada por Daniel de La Touche, Senhor de La Ravardiere, composta

por trés navios e com cerca de 300 homens (TROVAO, 2008).

Figura 1 — Localizacdo geografica do Estado do Maranhé&o.
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Fonte: Wikipedia. Disponivel em: < https://pt.wikipedia.org/wiki/Maranh% C3%A30>. Acesso em:
16.03.2019.

Na figura 1 mostra o Estado do Maranh&o que esté situado na regido nordeste
do Brasil, tendo como estados vizinhos Para, Piaui e Tocantins. E o segundo maior
estado da regido nordeste e apresenta a segunda maior faixa litoranea do Brasil.

A ocupacdo do territério maranhense se deu em duas frentes geogréficas
distintas: a da planicie do litoral (Golfao Maranhense), que era ligada ao dominio
europeu (francés, holandés e portugués), e a do planalto do sertdo (Vale do Rio
Parnaiba), conforme indicado na Figura 2. A primeira decorreu da economia de
agroexportacdo da cana-de-agucar e do algoddo, enquanto a tltima surgiu em virtude
do desenvolvimento da pecuaria. Uma das ramificacdes de ocupacao definida pela

costa oriental buscou o desenvolvimento da pecuéaria e a comunicagdo com o Ceara
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e Pernambuco. Outra vertente do litoral alcangcou o Rio Itapecuru, com a ocupagao
entre 1.641 e 1.644 pelos holandeses, enquanto o Rio Mearim foi colonizado pelos
franceses. Durante todo o processo de ocupacéo, diversas comunidades indigenas
foram dizimadas. A corrente pastoril foi tardia e surgiu apenas 118 anos apoés a
ocupacao do litoral, em virtude da importancia do gado para a expansao econémica
acucareira e pelo baixo investimento, que servia como transporte, forca motriz para
os engenhos, fonte alimenticia e de insumos (TROVAO, 2008).

Segundo dados do IBGE, o Maranhdo apresenta-se como um dos estados
mais miscigenados do Brasil, apresentando 68,02% de pardos autodeclarados. Esta
proporcdo decorreu provavelmente da alta concentracdo de escravos recebidos no
Maranhdo durante o processo de colonizacdo. Dados adicionais revelaram que
19.68% da populacdo se declarou branca, 11.73% pretos, 0.04% amarelos e 0.53%
indigenas. A populacdo branca declarada € composta principalmente por
descendentes de portugueses. Por outro lado, o baixo indice da populacao indigena
autodeclarada corrobora com dados histdricos que retratam a aniquilacdo dessas
comunidades no periodo colonial brasileiro (TROVAO, 2008).

Na figura 2 o mapa descreve as frentes de ocupagdo maranhense. Observa-
se em verde a ocupacéo litoranea, em vermelho a frente pecuéaria e em azul a frente
nordestina (mais tardia). As correntes de ocupacdo apresentam regibes de

convergéncia, que podem ser identificadas no mapa.

Figura 2 — Frente de ocupacéao do territério maranhense.

Fonte: Trovéo (2008).
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Dados mais recentes revelaram que a populacdo do Maranhdo teve um
aumento crescente em numeros absolutos da populacdo urbana desde a década de
1950 (com o surgimento das rodovias) até 2010, passando de menos de 2 milhdes de
habitantes para mais de 4 milhdes. O aumento populacional, seguido da baixa
qualificacdo profissional, propiciou o crescimento desordenado das cidades e o
aumento da violéncia urbana. De acordo com dados do Nucleo Geoambiental da
Universidade Estadual do Maranhao, a migracéo interestadual no periodo de 2005 a

2010 apresentou maior indice de emigracdo em todas as mesorregides do Estado.

2.3 VIOLENCIA, CRIMINALIDADE E A PERICIA CRIMINAL

Com o aumento da populacdo, estratégias sdo necessarias para disciplinar a
convivéncia e atender ou regular as necessidades sociais. A manutencdo da paz e da
ordem social exige a adocao de medidas diversas, principalmente no que tange ao
combate a violéncia e a criminalidade. Diversos instrumentos sdo adotados com esse
intuito, por meio de organizacdes integradas que sao responsaveis pelo controle da
seguranca publica, da criminalidade e da aplicacédo da justica (OLIVEIRA, 2013).

Dados do Atlas da Violéncia (2018) demonstraram que o Brasil apresentou
um crescente aumento da violéncia entre os anos de 2006 a 2016, conforme
demonstrado na Figura 3. Dos 62.517 homicidios ocorridos em 2016, 72% foram
decorrentes de lesbes produzidas por armas de fogo. O homicidio foi a causa de
mortalidade de 56,5% dos homens com faixa etaria de 15 a 19 anos, sendo que a taxa
de homicidios de individuos negros foi pelo menos 2,5 vezes superior a de individuos
de outras etnias, demonstrando que o grupo de jovens negros sao as maiores vitimas
de homicidios no Brasil. Esses dados evidenciam a necessidade de prevencdo da
violéncia, a efetiva seguranca e o estabelecimento de politicas publicas para a
populagdo negra brasileira. Em termos regionais, pode-se observar uma estabilidade
das taxas de homicidio para as regidées Sudeste e Centro-Oeste, e um aumento das
taxas de homicidio para as demais regides, sobretudo Norte e Nordeste (ATLAS DA
VIOLENCIA, 2018).

Na figura 3 observa-se um aumento nas taxas de homicidio para as Regides

Norte (em azul) e Nordeste (em vermelho), entre os anos de 2006 e 2016.
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Figura 3 — Evolucao da taxa de homicidios no Brasil e nas regiées geopoliticas brasileiras.
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Fonte: Mapa da violéncia, 2018.

Apesar da reducdo da violéncia nos ultimos anos, o Maranhdo ainda
apresenta uma taxa de homicidios superior a média nacional (34,6 e 30,3 / 100.000
habitantes respectivamente). Os dados do Maranhdo reiteram os indices nacionais,
tendo como principais protagonistas da violéncia urbana individuos jovens e negros.
O Maranhéo ainda se destaca como um dos Estados com maior aumento na violéncia
armada e vitimas de homicidio por arma de fogo no Brasil (ATLAS DA VIOLENCIA,
2018).

Os dados apresentados demonstram a necessidade do combate imediato a
violéncia, de modo a reprimir a reincidéncia dos crimes. Desse modo, as organiza¢cdes
responsaveis pelo controle da seguranca publica necessitam de modernizacao para o
enfrentamento dessa realidade (OLIVEIRA, 2013). Dentre os suportes de controle
para a administracdo da Justica Penal, a prova técnica tem grande destaque
(HAMMERSCHIMIDT, 2012). Em paises que promovem a integracdo do
conhecimento técnico-cientifico a investigacado criminal, pode-se constatar que ha um

maior indice de resolucéo dos crimes. Tal integracdo promove a complementariedade
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dos trabalhos investigatério e pericial, resultando no enriqguecimento do valor
probatoério da justica e consequente reducéo da impunidade (OLIVEIRA, 2013).

Ao longo do tempo, diversos métodos técnicos-cientificos tém sido utilizados
com o propésito de esclarecer um crime, tanto por meio da materialidade e da
dindmica dos fatos, quanto dos indicios de autoria. Diversas ciéncias contribuiram
para o avanco da Criminalistica, quando o discurso cientifico passou a decifrar o ato
criminoso (GRIZA, 1999). A apuracdo dos atos criminosos inclui a identificacao
humana que pode ser obtida por meios diversos, dentre os quais pode-se destacar o0s
métodos de identificacdo individual, como a papiloscopia, a anélise da arcada dentéria
e 0 exame de DNA. Fatores relacionados ao estado de conservacao do cadaver e o
tempo de execucdo do exame sdo determinantes para a escolha do método cientifico
mais apropriado (INTERPOL, 2009).

2.4 ESTADOS DE DECOMPOSICAO

A decomposicdo € um processo natural que ocorre ap0s a morte e que se
caracteriza como um fendmeno continuo, estendendo-se por um determinado periodo
apos a cessacao das fungdes vitais. A fase primaria da decomposicéo corresponde a
morte somatica (perda da atividade dos 6rgaos vitais), a segunda fase representa a
morte celular (autélise, com a faléncia das células) e o processo de decomposicéo
ocorre até a fase de esqueletizacdo (HAU et al, 2014).

A auséncia de movimentos respiratérios e cardiacos, a cessag¢do dos
movimentos e de resposta a estimulos dolorosos, a flacidez, a auséncia de tonus
muscular e dos reflexos sdo sinais de cessacao das fungdes vitais. De inicio, a
degradacdo ocorre ao nivel celular, sendo invisivel a olho nu. Essas alteracfes, com
0 passar do tempo, sdo observadas macroscopicamente e configuram as mudancas
post mortem. O processo de decomposi¢ao continua apds a esqueletizacdo e ocorre
em uma taxa mais lenta, resultando em um processo ciclico que consiste na
reciclagem de energia e nutrientes ao ecossistema (HAU et al, 2014; GELDERMAN
et al, 2018).

Entender as mudancas sofridas por um cadaver é essencial para a estimativa
do intervalo post mortem (IPM), caracterizado entre o tempo de falecimento até o
encontro do corpo. Essa estimativa € de suma importancia em investigacdes criminais

e no estabelecimento da dindmica dos crimes. As estimativas IPM mais confiaveis sao
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aquelas baseadas na andlise do local de crime, das condigbes ambientais e dos
exames perinecroscopico e necroscopico (DIX; GRAHAM, 2000). Em termos gerais,
guanto maior o tempo de morte menos precisa sera a estimativa do IPM. Ao atingir o
estagio de esqueletizagdo, a estimativa do IPM torna-se mais dificil, em virtude dos
fatores ambientais relacionados (HAU et.al, 2014; GELDERMAN et.al, 2018).

A deterioracdo dos tecidos depende de fatores intrinsecos e extrinsecos que
interagem entre si. Os fatores intrinsecos estéo relacionados a idade, tamanho fisico
do cadéaver, condi¢cbes de saude ante mortem, vestimenta e contetdo gastrico. Os
fatores extrinsecos, por sua vez, relacionam-se a variacdo de temperatura ambiental,
clima, condi¢cdes de sepultamento, composicdo e pH do solo, fluxo de ar e fauna
cadavérica (HAU et al., 2014; IOAN et al., 2017). Destes, a temperatura € uma das
variaveis mais importantes, por ser um fator que esta relacionado as atividades
bioldgicas e as rea¢fes quimicas: quanto maior a temperatura ambiente, mais rapida
sera a decomposicao, por favorecer a proliferagcdo de microrganismos (GELDERMAN
et al., 2018).

O processo de decomposicado geralmente ocorre através da autolise e da
putrefacdo. A autolise corresponde a autodestruicdo celular, decorrente da acéo de
enzimas hidroliticas celulares. Inicia-se dentro das células metabolicamente ativas,
em O6rgdos com alta producdo de adenosina trifosfato (ATP) e transporte de
membrana, como o figado e o cérebro. Esse tipo de degradacéo € observado ao nivel
histolégico (HAU et al., 2014).

O blogueio dos sistemas respiratério e cardiovascular interrompe o
suprimento de oxigénio, levando a uma condicdo anaerébica. A glicolise do
mecanismo anaerobico funciona como fonte alternativa de energia, com a producéo
de diéxido de carbono e lactato. Consequentemente, a queda do pH celular leva a
ruptura da membrana celular e consequente liberacdo das enzimas hidroliticas que
destroem as estruturas celulares. Os restos celulares servem como fontes de
nutrientes e energia para as reacdes microbioldgicas que ocorrem no processo de
putrefacdo. Portanto, a putrefacdo € a degradacdo tecidual pela atividade de
microrganismos presentes no corpo humano (HAU et al., 2014).

As etapas correspondentes ao processo de decomposicdo sdo: a fresco;
inchaco; decaimento ativo; decaimento avancado; e esqueletizagcdo. As primeiras

reacdes post mortem observadas em cadaveres frescos correspondem ao algor
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mortis, rigor mortis e livor mortis e as alteracdes tardias correspondem a quebra do
tecido mole com mudancas macroscopicas (DIX; GRAHAM, 2000).

O algor mortis € a diminuicdo da temperatura corporal até a temperatura
ambiente, por meio da perda de calor através da radiagdo, convecc¢do, conducao e
evaporacao dos fluidos. Quanto maior a diferenca entre a temperatura corporal e a
temperatura ambiente, mais rapido sera o resfriamento. A diminuicdo da temperatura
corporal varia conforme a presenca ou a auséncia de vestimentas no individuo, do
tamanho e peso do cadaver e das condigcbes ambientais. Alguns fatores (e.g.
insolacao, febre, toxinas, atividades fisicas ante mortem, idade e asfixia) podem levar
a uma temperatura corporal inicial anormal (HAU et al., 2004). O algor mortis é o
principal fendmeno para a determinacdo do IPM nas primeiras 24 horas apés o
falecimento do individuo (POPOSKA et al., 2013).

O rigor mortis € caracterizado pela rigidez do cadaver em virtude do
desaparecimento do ATP dos musculos, da desidratacdo e do acumulo de &cido
lactico. Inicia-se com a autolise do reticulo sacorplasmatico e liberacao de ions calcio
gue promovem a ligacdo da actina e miosina no tecido muscular, formando um
composto contractil (actomiosina). Depois de algum tempo apés a morte, o ATP
remanescente no musculo é destruido e a actina assume a forma de uma substancia
geleificada e firme. Em seguida, ocorre a progressiva desintegracdo das proteinas e
a perda progressiva da rigidez, resultando na flacidez cadavérica (HAU et al, 2014).
Esse fendmeno tem inicio de duas a quatro horas apos a morte e atinge a intensidade
méxima de 13 a 24 horas, desaparecendo no inicio da decomposicédo
(BARTOLOMUCCI, 2008).

O livor mortis ou hipostase é a descoloracdo do corpo apos a morte. Ocorre
devido ao assentamento gravitacional do sangue, sendo considerado um processo
mecanico e dependente da posicdo em que o cadaver se encontra (DIX; GRAHAM,
2000). O sangue originario dos vasos sanguineos aparece visivel na pele na cor rosa,
azulada ou arroxeada em virtude da presenca da desoxiemoglobina (HAU et al.,
2014). Os livores cadavéricos surgem de 15 minutos a duas horas e se tornam fixos
de 12 a 16 horas apés a morte. Esta € uma importante etapa para o exame de local
de crime, em casos de mudanca na posicdo do cadaver (BARTOLOMUCCI, 2008;
HAU et al, 2014).

As etapas de decomposicéo tardia correspondem aos fenbmenos destrutivos

ou transformativos. A destruicéo celular pela acdo de microrganismos e a fermentacao
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promovem a dissolucdo dos tecidos em gases, liquidos e sais. O inchago (periodo
enfisematoso ou gasoso) resulta da liberacdo dos gases que promovem a distensao
das partes do corpo devido ao acumulo dos produtos de decomposi¢cdo produzidos
pelos microrganismos em putrefacdo anaerdbia. A decomposicado ativa se da com a
saida dos gases do interior do corpo, promovendo o desinchago e geralmente ocorre
ao final de uma semana. A decomposicao avancada (coliquativo ou liquefacdo) segue
do oitavo ao décimo quarto dia, com intensa migracao larvar e destruicdo dos tecidos
moles (CRAVO, 2015).

A ruptura da pele propicia 0 aumento de microrganismos e a liquefacéo dos
tecidos corporeos, promovendo a exposi¢cao 0ssea. O estagio seco ocorre quando 0s
restos mortais atingem o estagio de pele seca, cartilagens e 0ssos. A denominacéo
“restos esqueletizados” € referente ao cadaver com uma grande exposi¢cao Ossea
(CRAVO, 2015). Ao atingir o estdgio esqueletizado, a decomposicdo diminui
drasticamente, sendo evidenciada no decorrer de anos ou décadas. O processo de
esqueletizacdo passa por varios estagios até a completa decomposicao
(BARTOLOMUCCI, 2008; HAU et al, 2014; CRAVO, 2015).

2.5 IDENTIFICACAO HUMANA ATRAVES DO EXAME DE DNA

A identificacdo humana pode ser tratada como um procedimento para
estabelecer a identidade inequivoca de um individuo (CARVALHO, 2009). A
identidade, por sua vez, corresponde ao conjunto das caracteristicas e das
circunstancias que individualizam e diferenciam uma pessoa da outra (JOBIM, 2012).
A identificacdo do individuo é essencial em todas as suas rela¢des, quer social ou
juridica, de modo a preservar seus direitos e deveres, em vida ou apdés a morte
(CARVALHO, 2009). A identificacdo humana de restos mortais envolve ainda
guestdes humanitarias e emocionais. Para a familia, o luto se inicia com a suspeita da
perda, mas somente a identificacdo propicia o direito ao verdadeiro luto e a justica,
em casos de atos criminosos (INTERPOL, 2015).

Quando uma pessoa € declarada desaparecida, ou quando 0s seus restos
mortais sdo encontrados, mecanismos nacionais devem ser estabelecidos de modo
gue as informagbes sejam centralizadas e comparadas. Apesar dos avangos
tecnoldgicos, as investigacdes de pessoas desapacidas permanecem, na maior parte
dos casos, sem solucdo (INTERPOL, 2015).
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Em alguns casos, a incerteza da identificacédo torna-se ainda mais dificil do
gue a propria confirmacado da identidade (BEAUTHIER, et al, 2009). Para a pericia
criminal, um procedimento de identificacdo deve ser dado por meio de um método que
possa individualizar inequivocamente as coisas ou pessoas entre si, de modo a
estabelecer uma identidade (ARAUJO, PASQUALI 199-?). Segundo DEL-CAMPO
(2006), um método de identificacdo para ser aplicavel deve apresentar as seguintes
caracteristicas:

o Unicidade (ou individualidade): representa uma caracteristica que seja
pertencente somente aquele individuo;

o Imutabilidade: corresponde a propriedade de determinada caracteristica
nao se alterar no decorrer do tempo;

o Perenidade: diz respeito a capacidade de determinada caracteristica em
resistir ao tempo;

o Praticabilidade: representa a aplicabilidade do processo na rotina
pericial, de modo que ndo seja complexo;

o Classificabilidade: diz respeito a possibilidade de classificagdo dos
registros e rapidez de localizagéo;

o Reprodutibilidade: Consiste na obtencao dos resultados de modo fiel e
continuo.

Dentre as principais técnicas de identificacdo do fenotipo, pode-se destacar a
antropologica, os meétodos bioquimicos e a andlise do DNA. Um dos métodos
antropolégicos de grande importancia é a anélise da impresséao digital. Apesar da alta
variabilidade na populacdo, a superficie de contato das impressdes digitais ndo é
muito extensa e pode ser destruida por acidente. Outra desvantagem deste método
refere-se a dificuldade de se estabelecer relagcdes de parentesco (BRDICKA;
NURNBERG, 1993).

Para os métodos bioquimicos, a eficiéncia depende do grau de polimorfismo
do marcador utilizado (BRDICKA; NURNBERG, 1993). A analise dos polimorfismos
do Sistema ABO, descoberto por Karl Landsteiner no inicio do século XX, possibilitou
aresolucao de crimes. Entretanto, as quatro possibilidades fenotipicas para os grupos
ABO (A, B, AB e O) resultavam em dados pouco informativos, especialmente pelo fato

de cerca de 40% da populacao geral ser do tipo sanguineo O (BUTLER, 2005). Apesar
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de ser um sistema pouco informativo, destacou-se principalmente em casos de
exclusdo (BUTLER, 2005; JOBLING; GILL, 2004).

Os avancos da biologia molecular resultaram na descoberta dos marcadores
moleculares e das impressdes digitais do DNA (DNA fingerprinting). A andlise dos
diversos vestigios pelo exame de DNA envolve técnicas bastante sensiveis e que
contribuem para o esclarecimento da dinamica dos crimes, determinacdo da autoria
positiva ou negativa dos delitos, bem como o estabelecimento de vinculos de
parentesco.

Varios paises estabeleceram programas nacionais de analise de DNA para
pessoas desaparecidas, sendo que a padronizacao deve ser estabelecida para que a
identificacdo seja eficiente. A coleta de dados devera incluir, sempre que possivel,
amostras diretas da pessoa relatada (e.g. objetos de uso pessoal e materiais de
biopsia) e de referéncia dos membros da familia. Estes ultimos com o objetivo de
atestar o vinculo de parentesco, bem como apoiar a autenticidade das amostras de
referéncia direta (INTERPOL, 2015).

2.6 DNA NO CONTEXTO FORENSE

O grande avanco que possibilitou o uso do DNA para fins forenses foi o
descobrimento de locos hipervariaveis (JEFFREYS et al, 1985a) que resultavam na
obtencdo de verdadeiras “impressdes digitais” do DNA (JEFFREYS et al., 1985b).
Jeffreys et al. (1985) reportaram um método de deteccdo de diversos locus
hipervariaveis no genoma humano (VNTRs, do inglés variable number of tandem
repeats, ou repeticdo em tandem de nuamero variavel), por meio de sondas multilécus
(MLP, do inglés multi locus probe) derivadas do gene da mioglobina humana
(JEFFREYS et al., 1985a). As regides hipervariaveis do DNA foram reportadas em
1980 (WYMAN; WHITE, 1980). Pouco tempo depois, Nakamura e colaboradores
(1987) utilizam o termo VNTR (do inglés variable number of tandem repeats) para
descrever padrbes de polimorfismos de alguns genes, relacionados a variacdo no
namero de repeticdes em tandem de uma sequéncia curta de DNA. A grande
importancia desse experimento foi o desenvolvimento de uma técnica que permitisse
detectar padrbes distintos entre os individuos e que foi utilizada em testes de
identificacdo genética para fins forenses (GILL et al, 1985; BUTLER, 2005).
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A tecnologia empregada por JEFFREYS e colaboradores (1985a) teve inicio
com o desenvolvimento de marcadores de polimorfismos de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP, do inglés restriction fragment length polymorphism),
guando BOTSTEIN et al. (1980) propuseram a técnica pioneira para detectar
polimorfismos de DNA na construgéo do primeiro mapa molecular do genoma humano
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

A técnica de RFLP (Figura 4) consiste na digestao enzimatica do DNA por
uma ou mais enzimas de restricdo que flanqueiam as VNTRs. O reconhecimento da
enzima de restricdo por uma determinada sequéncia especifica do DNA resulta em
fragmentos de diferentes tamanhos. A diferenca entre os alelos decorre de mutacgdes,
guer sejam substituicdes, delecdes ou insercdes (JEFFREYS et.al, 1986; BRDICKA,;
NURNBERG, 1993).

Os fragmentos sao separados quando submetidos a eletroforese e
posteriormente impermeabilizados em uma membrana (Southern blotting). A deteccéo
dos fragmentos se da por meio de sondas radioativas que se ligam a membrana e
podem ser visualizadas por meio da autorradiografia (GROVER; SHARMA, 2016;
TURCHETTO-ZOLET et al., 2017; PANNEERCHELVAM; NORAZMI, 2003).

O primeiro caso forense a utilizar a técnica do DNA fingerprints foi uma
ocorréncia de imigracao, envolvendo um jovem inglés de origem ganense, que tentava
regressar a Inglaterra (JEFFREYS; BROOKFIELD; SEMEONOFF,1985). Entretanto,
a primeira vez que um tribunal aceitou o exame de DNA como evidéncia criminal foi
em um caso de duplo homicidio e violéncia sexual perpetrado contra as adolescentes
Lynda Mann (1983) e Dwan Ashworth (1986). Os crimes ocorreram em dois vilarejos
do Condado de Leicester, na Inglaterra, e se consagraram na Geneética Forense por
Caso Leicester (BUTLER, 2005).

Na figura 4 o DNA é submetido a digestdo enzimatica (enzimas de restricao)
gue flanqueiam o DNA alvo. Os fragmentos gerados pelas enzimas de restricao
apresentam tamanhos distintos que sdo separados em gel de agarose ou
poliacrilamida. Os fragmentos sédo transferidos para uma membrana e detectados por
meio de sondas radioativas. Com a deteccdo da sonda, pode-se observar 0s

individuos homozigotos (A e B) e heterozigotos (C e D).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da técnica de RFLP.
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importancia do exame genético para a resolucéo dos delitos, ja que um individuo havia
confessado o crime, mas o seu perfil genético ndo correspondia aquele recuperado
das evidéncias coletadas das vitimas. Logo, mais de 4.000 homens tiveram o seu
perfil genético analisado para confronto com o perfil genético desconhecido. O
verdadeiro suspeito s6 apareceu um ano depois das coletas, quando uma mulher
ouviu a confissdo despretensiosa do criminoso em um bar, ao informar que o
verdadeiro assassino ndo havia cedido o seu material bioldgico, pois um amigo havia
doado em seu lugar. O caso foi relatado a policia e Colin Pitchfork foi condenado pelo
crime (BUTLER, 2005).

A partir de 1987, os exames de DNA comecaram a ser admitidos como prova
material nos Estados Unidos e Inglaterra (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).
Entretanto, em virtude das caracteristicas peculiares das amostras forenses (e.g.

degradacéo, exiguidade e contaminacdo), nem todos 0s casos obtinham sucesso na
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analise pelo método RFLP. Os primeiros marcadores desenvolvidos consistiam de 30
a 100 unidades de repeticdo em tandem que demandavam uma grande quantidade
de DNA - de 20 a 30 mg (PANNEERCHELVAM; NORAZMI, 2003), além de ser uma
técnica bastante laboriosa (GIARDINA; NOVELLI, 2011).

O desenvolvimento da PCR (MULLIS; FALOONA, 1987) e o uso de sondas
de locus simples (SLPs, do inglés single-locus probes) aumentaram o poder de
discriminacéo dos resultados e a sensibilidade do método, sendo particularmente util
para a obtencao do perfil genético de amostras degradadas, além de reduzir o tempo
de resposta na analise. Atualmente, diversos kits comerciais sdo validados para a

pratica forense, utilizados na resolucéo dos casos criminais (EKERT, 2017).

2.7 ELEMENTOS DENTARIOS COMO FONTE DE MATERIAL GENETICO

Os elementos dentarios sdo estruturas bastante rigidas e resistentes, que
permanecem intactos e bem preservados comparados a outros tecidos humanos
(ZOLEDZIEWSKA et al., 2002). O fato de os elementos dentarios estarem localizados
na mandibula, favorece a sua preservacao (HIGGINS; AUSTIN, 2013). Entretanto,
alguns fatores externos podem influenciar na preservacao dos dentes, resultando em
analises variaveis e imprecisas (ZOLEDZIEWSKA et al., 2002; HIGGINS et al., 2011).
Se por um lado, o DNA preservado em um elemento dentario se mantém estavel por
centenas de anos, os elementos que promovem essa prote¢do tornam o processo de
recuperacdo do DNA um procedimento bastante complexo. A quantidade e
integridade do DNA recuperado é um fator limitante na pesquisa arqueoldgica e
forense. Apos a morte, o DNA é rapidamente degradado em fragmentos menores por
hidrélise, acdo de nucleases, por modificacdes oxidativas dos nucleotideos ou por
ataques microbianos, quando ocorre a degradacao das proteinas e da mineralizacao.
O DNA se liga a hidroxiapatita, formando um composto denominado bioapatita. Desse
modo, uma das etapas necessarias para a recuperacdo do DNA é a descalcificacéo,
onde o EDTA é um dos agentes descalcificantes mais utilizados (ZOLEDZIEWSKA et
al., 2002; ADLER et al., 2011).

As diferencas na degradacédo do DNA sé&o atribuidas a fatores ambientais, em
especial a temperatura, além do tempo de morte. A estimativa da quantidade do DNA

€ diretamente relacionada ao fragmento do alvo. A degradacdo do DNA em amostras
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antigas é avaliada por meio da quantidade de DNA que é diretamente proporcional ao
fragmento alvo (ADLER et al., 2011).

Os dentes podem ser divididos em duas partes principais: a coroa e a raiz
(Figura 5). A coroa é a por¢édo do dente que se encontra exposta na cavidade bucal,
enquanto a raiz se encontra envolta pelo osso alveolar presente na mandibula
(HIGGINS; AUSTIN, 2013). A raiz dentaria € formada pelos elementos cemento,
dentina e polpa.

O DNA presente no dente esta presente nas células da polpa (fibroblastos,
macroéfagos, linfécitos, etc), no cemento e dentina (cementoblastos e odontoblastos,
respectivamente). A matriz celular € cercada por uma matriz mineral que a protege
contra o ambiente. (HERVELLA et al., 2015). O cemento é um tecido mineralizado e
avascular, composto de 45 a 50% por hidroxiapatita, colageno e matriz proteica. Pode
ser do tipo celular (regido apical das raizes e furca) ou acelular (regido anterior)
(HIGGINS; AUSTIN, 2013). As células mineralizadas presentes no cemento Sdo 0s
cementoblastos e os cementdcitos, localizados em pequenos canais proximos a
superficie de contato com a dentina. Apesar do cemento ser o melhor tecido dentario
para se extrair o DNA, sua localizacdo eleva o risco de exposi¢cdo e contaminagao
(ADLER et al, 2011). O cemento aumenta em espessura ao longo da vida e tem maior
densidade celular na ponta da raiz, e aumenta significativamente a chance de obter
MtDNA nessas regides (HIGGINS; AUSTIN, 2013; ADLER et al., 2011). O DNA pode
ser obtido a partir de qualquer tipo de dente, independente da idade do individuo
(SIVAGAMI; RAJESWARA; VARSHNEY, 2000).

A dentina € o elemento que reveste a cavidade pulpar, rica em células
odontoblasticas mineralizadas, composta principalmente de cristais de hidroxiapatita
(65%), colageno e agua (HIGGINS; AUSTIN, 2013; ADLER et al., 2011). O corpo do
odontoblasto (que contém o DNA) estd localizado na polpa dentaria e tubulos
odontoblasticos (ricos em mtDNA) se estendem na dentina mineralizada. A dentina é
protegida por uma cobertura de esmalte e cemento, um calcificado com alta densidade
gue cobre a raiz do dente. Dentro da dentina ha de trés a quatro vezes mais tubulos
odontoblasticos que no corpo da raiz, enquanto que no cemento € o oposto. A dentina
€ também exposta ao ambiente exterior por meio de uma abertura da cavidade pulpar
na ponta da raiz apical (ADLER et al., 2011).
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Na figura 5 o dente possui duas regides anatdbmicas principais: a coroa
(porcéo externa) e raiz (porcao interna). Observa-se a localizacdo dos elementos da

raiz cemento, polpa e dentina. Na regido da coroa, destaca-se a presenca do esmalte.

Figura 5 - Estrutura anatémica do elemento dentério.
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A polpa € um tecido altamente vascularizado e inervado. Juntos, a polpa e a
dentina, contribuem com cerca de dez vezes mais DNA que a coroa (HIGGINS;
AUSTIN, 2013). O componente predominante da coroa € o esmalte, o tecido mais
resistente do corpo humano. O esmalte € um tecido acelular, de baixa permeabilidade,
composto por 96% de minerais, que funciona como uma barreira fisica para proteger
as células da regido interna dos dentes de agressfes externas (HIGGINS; AUSTIN,
2013; SMITH et al.,1993).

Os dentes humanos séo classificados em quatro tipos (Figura 6): molares,
pré-molares, caninos e incisivos, que diferem quanto a morfologia, tamanho e funcgéao.
Os dentes que possuem a maior polpa possuem maiores fontes de DNA. Portanto, a
ordem de preferéncia para a recuperacdo do DNA corresponde aos molares, pré-
molares, caninos e incisivos (HIGGINS; AUSTIN, 2013).

Na figura 6 os dentes sao classificados em molares, pré-molares, caninos e

incisivos. A preferéncia para recuperacdo do DNA segue essa ordem.
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Figura 6 - Classificag@o dos elementos dentérios.
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A recuperacdo do DNA a partir de restos dentarios representa um grande
desafio em virtude da concentracdo do DNA, dos niveis de degradacdo e
contaminagcdo, bem como da amostragem (ZGONJANIN, et.al, 2017). Estudos de
dentes armazenados a temperatura ambiente por um periodo de um a 18 meses
demonstraram uma diminuicdo de 50% da concentracdo de DNA no primeiro més. A
analise da polpa dentaria em condi¢fes climaticas distintas (verdo e inverno) em um
experimento realizado por Duffy e colaboradores (1991), demonstrou que o tempo de
estabilidade das células nao ultrapassou catorze dias, por se tratar de um tecido mole
e sujeito a degradacdo (DUFFY; SKINNER; WATERFIELD, 1991). Outros estudos
demonstram que a polpa dentaria se mantém biologicamente viavel (pelo menos 50%
de células viaveis) por mais de 12 h apés a morte, e algumas células viaveis apoés 24
horas post-mortem. As condigcdes ambientais podem favorecer a dessecacao da polpa
— ambiente seco — ou a proliferacdo de microrganismos — ambiente umido. (HIGGINS;
AUSTIN, 2013).

A degradacédo dos dentes €, portanto, influenciada pelo tempo de morte,
iniciando-se com a liberacdo de enzimas celulares (e.g. lipases, nucleases e
proteases) e de enzimas exdgenas produzidas por microrganismos e invertebrados e
pela acdo de fatores ambientais. Uma das grandes dificuldades na analise de
ossadas, em especial dentes humanos, decorre do aumento da idade cronoldgica.
Com o passar dos anos, ocorre a diminuicdo do volume da polpa dentéria, dos restos

celulares e a deposicao continua da dentina e cemento. Por outro lado, o tecido se
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torna cada vez mais fibroso e o esmalte mais desmineralizado, apesar de se perder
por atrito. Fatores relacionados ao desgaste dentario devem ser levados em
consideracdo na escolha do elemento dentario para analise de DNA (HIGGINS;
AUSTIN, 2013).

As doencas dentarias, como a cérie, resultam na dissolucéo e destruicdo dos
tecidos calcificados dos dentes. Desse modo, a entrada de bactérias na polpa dentaria
promove a morte celular. Em resposta a essa acdo, a polpa se retrai e ocorre a
deposicao de dentina terciaria, uma estrutura menos organizada que pode resultar no
encapsulamento dos corpos celulares pelo tecido mineralizado. Entretanto, o cemento
celular s6 pode ser afetado por céaries se for exposto a cavidade oral (HIGGINS;
AUSTIN, 2013).

A preservacao dos dentes contra a proliferacdo de microrganismos muito se
da pela reserva mineral e pela adsor¢éo de hidroxapatita, bem como da formacéo de
agregados cristalinos entre as fibrilas de colageno que preservam o DNA, tornando-o
mais estavel, ja que o colageno é protegido da hidrélise e dissolugcéao pelos proprios
minerais presentes no dente. A degradacdo do colageno é mais dependente das
condiBes ambientais que do intervalo post-mortem. A solubilidade da hidroxiapatita €
influenciada pela presenca de agua, pH e porosidade do tecido mineralizado. A
presenca de agua promove a dissolucdo de ions minerais e aumenta com a diminuicao
do pH (HIGGINS; AUSTIN, 2013).

2.8 MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares correspondem a qualquer caracteristica
fenotipica ou regido cromossémica que seja analisavel, herdada por meio da
segregacado mendeliana dos alelos localizados em loci individuais, que € repassada
da geracao parental aos descendentes. O locus pode ser definido como uma regiao
do genoma para a qual varios estados de ocupacéao, ou alelos, sdo possiveis. Os
marcadores moleculares de uso forense sdo aqueles que apresentam uma grande
variabilidade entre os individuos, em virtude do alto grau de polimorfismo observado
em regibes do DNA que sofreram mutacbes, e que possibilitam a identificacao
humana com um alto poder de discriminagcdo (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017;
PINTO; GUSMAQO; AMORIM, 2014; HARES, 2012).
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A Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG, do inglés International
Society of Forensic Genetics) publica regularmente orientacdes e recomendacdes
acerca da aplicacao de polimorfismos de DNA e do uso de marcadores moleculares
(GUSMAO et al., 2006). Os polimorfismos definem a existéncia de diferentes tipos de
gendtipos, em virtude da variacdo de alelos em um dado locus de interesse. Para que
um polimorfismo seja caracterizado, deve-se existir pelo menos dois alelos, dos quais
0 mais raro nao seja oriundo de uma mutacéo recorrente. As regides hipervariaveis
podem apresentar dois tipos de polimorfismos: polimorfismos de sequéncia e
polimorfismos de comprimento (BONACCORSO, 2005; BUTLER, 2005).

2.9 POLIMORFISMOS DE SEQUENCIA

Os polimorfismos de sequéncia correspondem a regides de alelos alternativos
caracterizados por substituicbes, delecdes ou adicOes de pares de bases. Os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single-nucleotide
polymorphisms) sdo polimorfismos de posi¢ao cuja variabilidade genética € expressa
em virtude da alteracdo de uma base, correspondendo geralmente a variacbes
bialélicas (GROVER; SHARMA, 2016; SILVA, 2011).

O uso de SNPs em casos forenses apresenta algumas vantagens: maior
abundéncia no genoma humano em relacdo aos demais marcadores de
polimorfismos; baixa taxa de mutagéo; tamanho do amplicon pequeno (< 100pb) (KIM
et al., 2010; MURTHY et al., 2015). Estes marcadores sao, portanto, particularmente
Uteis na analise de amostras degradadas. Entretanto, considera-se que um Unico SNP
apresenta baixo conteudo informativo (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017), sendo
necessaria a combinacao de varios marcadores para obter um valor de discriminacéo
satisfatério (GIARDINA; NOVELLI, 2011).

A insercao ou delecao de pares de bases correspondem aos polimorfismos
do tipo indel. Da mesma forma que os SNPs, apresentam um padréo bialélico e
encontram-se amplamente difundidos no genoma (GIARDINA; NOVELLI, 2011). Os
indels sdo a segunda maior variacao genética presente no genoma humano. Na maior
parte dos casos criminais, a exiguidade de material € um grande desafio. Estudos
demonstraram que o uso de indels para a pratica forense apresenta algumas
vantagens, principalmente em virtude da baixa taxa de mutacéo, exclusiva atividade

mutacional, tamanho do amplicon, aplicagcdo das mesmas tecnologias utilizadas para
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a genotipagem de STRs e amplificacdo de DNA de amostras degradadas. Entretanto,
o grau de informatividade populacional pode variar entre as populacdes. A
contaminacdo da amostra também poderia levar a uma falsa interpretacdo do
resultado (MURPHY et al., 2015).

2.10 POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO

O polimorfismo de comprimento refere-se a nucleotideos que apresentam um
padrdo consecutivo de repeticdo. Esses marcadores diferem quanto ao niumero de
blocos de uma sequéncia que se repete continuamente, conforme a quantidade das
unidades de repeticdo (PANNEERCHELVAM; NORAZMI, 2003; BRDICKA,
NURNBERG, 1993). A quantidade de unidades repetitivas corresponde a designacéo
do alelo que pode conter unidades de repeticdo incompletas ou microvariantes
(PANETO, 2003; BUTLER, 2005). Os polimorfismos de comprimento sao classificados
conforme o nimero das unidades de repeticdo em VNTRs e STRs (SCHLOTTERER,
2004).

Os minissatélites, ou VNTRs, sdo marcadores moleculares com unidades de
repeticdo que variam de sete a 64 pares de bases. Apresentam um alto grau de
polimorfismo que favorece a identificacdo genética. Os VNTRs foram amplamente
utilizados na técnica do “DNA fingerprints”. Entretanto, o padrédo complexo das bandas
dificultava a interpretacdo dos resultados, além de apresentar a desvantagem das
grandes quantidades de DNA necessarias a sua analise (SCHLOTTERER, 2004).

Os microssatélites ou STRs (do inglés short tandem repeats ou repeticdes
curtas em tandem) correspondem a fragmentos de 80 a 400 pares de bases que
possuem de duas a seis unidades de repeticao (di, tri, tetra, penta ou hexameéricas).
Sao marcadores codominantes, multialélicos e, quando combinados, conferem um
alto poder de discriminacdo. Correspondem a cerca de 3% do genoma humano e
estao distribuidos de modo néo uniforme dentre os cromossomos (FAN; CHU, 2007,
CHEN et al., 2009).

Os marcadores STRs apresentam uma nomenclatura padréo, composta por
quatro codificagbes: a letra “D” (DNA), cromossomo de localizagéo, a letra “S” (single
copy sequence) e o numero do locus no qual o marcador foi descrito (BUTLER, 2005;
FAN; CHU, 2007). Outras STRs sdo nomeadas conforme a sequéncia de repeticdo

(GATA), ou conforme a localizacdo de determinada sequéncia génica, a exemplo do
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marcador THO1, que esta localizado no intron 1 do gene tirosina hidroxilase (BUTLER,
2005).

Os loci dos marcadores STRs dos kits comerciais estdo localizados em
cromossomos distintos, de modo que é possivel assumir que a sua segregacao ocorre
independentemente durante a meiose. Alguns marcadores moleculares podem se
encontrar no mesmo cromossomo (e.g. CSF1PO/D5S818, cromossomo 5; Penta
D/D21, cromossomo 21). Entretanto, a distancia entre eles (respectivamente 26,3 Mb
e 24,4 Mb) garante a independéncia da segregacéo dos seus alelos (BUTLER, 2006;
GILL, 2002).

As STRs podem ser classificadas, conforme o tipo de repeticdo neles
encontradas, em perfeito, imperfeito, interrompido ou composto. As STRs do tipo
perfeito apresentam sequéncia de bases que se repetem continuamente e sem
interrupcdo. As imperfeitas possuem um nucleotideo diferente entre as unidades de
estrutura repetitiva. As STRs interrompidas, por sua vez, sdo aquelas cuja unidades
de repeticdo apresentam uma pequena quantidade de nucleotideos que diferem da
unidade repetitiva. E, finalmente, as STRs compostas possuem mais de um tipo de
repeticdo em série adjacente (BHARGAVA; FUENTES, 2009).

O grande numero de divisdes celulares aumenta a probabilidade de ocorrerem
as mutacbes esporadicas, resultantes de falhas nos mecanismos de contencao
celulares. A variacdo alélica das STRs decorre de crossover desigual ou
escorregamento de replicacdo e envolve a perda ou ganho de nimeros de unidades
de repeticdo, consistentes com as mudangas de comprimento que surgem
principalmente por uma troca desigual de material genético na meiose. A instabilidade
germinativa deve ser levada em consideracédo quando da interpretacdo dos resultados
em analises de vinculos genéticos (JEFFREYS, 1998). A taxa de mutacao das STRs
difere em virtude de alguns fatores (e.g. locus, alelos, nimero de repeticdes, tipos de
microssatélites, tamanho do alelo, posicdo do cromossomo ou heterosigosidade),
variando de 10° a 102 de eventos de mutacdo por locus por geracdo (BHARGAVA;
FUENTES, 2009).

Apesar de os dinucleotideos serem os tipos de repeticdes mais abundantes
no genoma, 0s tetranucleotideos sdo os marcadores empregados em kits validados
para o uso forense (FAN; CHU, 2007; CHEN et al., 2009). Quanto mais marcadores
STRs forem utilizados em uma analise, maior o poder de discriminacéo, ja que a

probabilidade de um individuo possuir o mesmo numero de repeticbes em todos 0s
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marcadores que um outro na populacdo geral é extremamente baixa
(PANNEERCHELVAM; NORAZMI, 2003).

2.11 STRS AUTOSSOMICOS DE USO FORENSE

Os primeiros marcadores STRs autossémicos de sistema multiplex utilizados
na identificacdo humana foram descritos na década de 1990, incluindo um sistema de
quatro loci (THO1, VWA, FES/FPS E F13A1). Uma segunda geracéo multiplex (SGM,
do inglés second generation multiplex) consistiu dos marcadores THO1, VWA, FGA,
D8S1179, D18S51 e D21S11. Em 1995, surgiu um sistema SGM com a amelogenina,
gue possibilitou a determinacdo do género dos individuos. Outros marcadores
moleculares importantes surgiram, como os PENTA (Promega), que apresentam
grande variabilidade e baixo indice de stutter.

Em 1996, o laboratério do FBI (do inglés, Federal Bureau of Investigation)
fomentou uma campanha para a validacdo dos loci STRs para a analise de vestigios
criminais. Os loci STRs avaliados foram: CSF1PO; F13A01; F13B; FES/FPS; FGA,
THO1; LPL; TPOX; VWA; D3S1358; D5S818; D7S820; D8S1179; D13S317; D16S359;
D18S51; e D21S11. Destes, 13 loci foram selecionados: CSF1PO; FGA; THO1; TPOX;
VWA; D3S1358; D5S818; D7S820; D8S1179; D13S317; D16S359; D18S51; e
D21S11 (BUDOWLE et al., 1998).

Atualmente, 20 marcadores séo utilizados pelo sistema CODIS (CSF1PO;
FGA; THO1, TPOX; VWA; D3S1358; D5S818; D7S820; D8S1179; D13S317;
D16S539; D18S51; D21S11; D1S1656; D2S441; D2S1338; D10S1248; D12S391;
D19S433; e D22S51045), juntamente com a amelogenina. O aumento do nimero de
marcadores possibilitou a ampliacdo do poder de discriminacdo. O acréscimo de
novos marcadores foi justificado pelo grau de informatividade, poder de discriminagéo,
baixa taxa de mutacdo e desempenho para a resolutividade dos casos forenses
(HARES, 2012).

As primeiras STRS admitidas na Comunidade Europeia foram os marcadores
moleculares THO1 e VWA, recomendados a partir de dados experimentais
colaborativos realizados em 1992 pela EDNAP (do inglés, European DNA Profiling
Group). Em 1998, a Organizagdo Internacional de Policia Criminal (INTERPOL, do
inglés, The International Criminal Police Organization) incentivou o uso das STRs

THO1, VWA, FGA e DS21S11, para a identificacdo de agressores de abuso sexual
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infantil e a criagdo de um banco de dados para esse fim. Esses marcadores foram
multiplexados e denominados conjunto de loci Padrdo Europeu (ESS, do inglés
European Standard Set loci). Um ano depois, um conjunto de loci, que incluia os
marcadores D3S1358, D8S1179 e D18S51, foi acrescentado aos marcadores da
Interpol e posteriormente incluidos ao ESS por recomendacéo da Rede Europeia de
Institutos de Ciéncias Forenses (ENFSI do inglés, European Network of Forensic
Science Institutes) (MARTIN et al. 2001; SCHNEIDER, 2009).

Vérios paises europeus aderiram aos marcadores ESS, quando, em 2005, foi
assinado o Tratado de Priim, com o objetivo de intensificar a cooperagao internacional
contra o terrorismo, a criminalidade e a migracéo ilegal entre fronteiras. Nesse mesmo
ano, o ENFSI e a EDNAP sugeriram a adicdo de novos marcadores, com o intuito de
aumentar o poder discriminatorio na identificacdo. Atualmente, a comunidade
europeia tem como recomendacéo atual o uso das STRs FGA; THO1; VWA; D1S1656;
D2S441; D3S1358; D8S1179; D10S1248; D12S391; D18S51; D21S11; D22S1045;
bem como os loci adicionais D2S1338, D16S539, D19S433, SE33 (MARTIN et al.,
2001; SCHNEIDER, 2009).

Em virtude da abundancia das STRs e a otimizagcdo dos processos

laboratoriais pelo uso da PCR, os sistemas multiplex dos kits atualmente empregados
no campo da genética forense tornaram-se uma importante ferramenta para a
identificacao de vestigios criminais (PLANZ; HALL, 2012. O uso de sistemas multiplex
possibilita a amplificacdo simultanea de varios loci em uma Unica reacdo. A analise
das STRs pelos laboratérios forenses em todo o mundo foi consolidada por meio de
bancos de frequéncias alélicas populacionais, aliada a comercializacdo de Kkits
forenses validados para essa finalidade (BUDOWLE, 2003).

Os marcadores com a maior taxa de mutacédo sao 0s mais polimorficos e os
gue apresentam um maior numero de alelos (e.g. SE33, FGA e D18S51). Em
contrapartida, uma amplitude de alelos pode resultar em uma amplificacdo de
moléculas maiores (e.g. FGA, 160 pb) que podem ndo amplificar tdo satisfatoriamente
como marcadores de baixo peso molecular. Nesses casos, a ocorréncia de dropout é
possivel, sendo recomendado o uso de miniSTRs, especialmente em casos de
amostras degradadas. Uma caracteristica importante diz respeito a frequéncia de
distribuicdo dos alelos. Marcadores moleculares, como o TPOX e THO1, apresentam
uma frequéncia alélica superior a 60% em algumas populacdes. Entretanto, a menor

taxa de mutacao os torna importantes em casos de investigacao de parentesco. Desse
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modo, os testes de identidade humana podem diferir quanto as necessidades, por
meio de marcadores STRs mais ou menos polimorficos (BUTLER, 2006; GILL, 2002).

2.12 CROMOSSOMO Y E MARCADORES Y-STRS

O sequenciamento do cromossomo Y foi concluido em 2003, por Skaletsky e
colaboradores (SKALETSKY et al., 2003). O cromossomo Y apresenta cerca de 60
milhdes de pares de bases (Mb), sendo um dos menores cromossomos humanos
(~2% do DNA humano). E composto por duas regibes distintas: eucromatina
(codificante) e heterocromatina (n&o codificante), conforme pode ser visto na Figura 7
(SILVA, 2011; QUINTANA-MURCI; KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001; GUSMAOQ;
BRION; GOMES, 2008).

Estudos gendmicos revelaram que a maior parte do cromossomo Y consiste
em uma regido ndo codificante (NRY) que € isenta de recombinacdo meibtica. Esta
fracdo corresponde a 95% de seu comprimento (QUINTANA-MURCI; KRAUSZ;
MCELREAVEY, 2001). Por se tratar de uma regido de alta recombinacdo nao
homologa que ocorre dentro desse local especifico do cromossomo Y, atualmente é
reconhecida como regido especifica masculina ou MSY (do inglés, male-specific
region) (QUINTANA-MURCI; KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001; BUTLER, 2005;
ROHLFING et al., 2003; GUSMAOQ; BRION; GOMES, 2008).

O MSY é uma porcdo do cromossomo Y composta por regides
heterocrométicas (centrébmero e porcdo distal e proximal do braco longo [Yq] do
cromossomo Y) e eucromaticas (possui sequéncias homadlogas ao cromossomo X,
sequéncias repetitivas do Y e 27 genes codificadores de proteinas). A MSY é
flanqueada em ambas extremidades por regides pseudo-autossémicas, localizadas
nas extremidades dos bragcos do cromossomo Y, denominadas PAR1 (2,6 Mb) e PAR2
(0,32 Mb), onde ocorre a recombinacdo da meiose masculina (QUINTANA-MURCI,
KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001; BUTLER, 2005; ROHLFING et al., 2003; GUSMAO;
BRION; GOMES, 2008; IIDA; KISHI, 2005). Cerca de 70% do DNA do cromossomo Y
€ composto por regides polimorficas que se repetem sequencialmente, em especial a
regido heterocromatica do braco longo (MARTINS, 2008; GUSMAO, BRION; GOMES,
2008; IIDA; KISHI, 2005).

A figura 7 demonstra a arquitetura do cromossomo Y e suas dimensfes. Em

destaque, a regido MSY (regido especifica masculina) e as regides recombinantes
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PAR1 e PAR2. Pode-se observar o braco longo [Yq] do cromossomo Y, onde estao
localizadas as familias de DNA altamente repetitivo DYZ1, DYZ2 e DYZ18.

Figura 7 - Estrutura do cromossomo Y.

pseudoautosomal —|
region PAR 1 +— SRY
2.6 Mb
Yp
DYZ3
DYZ17 Euchromatic
regions
~ 60 Mb o ~ b
w2
P
Yq
DYZI1 Heterochromatic
DYZ2 | | region
DYZ18 ~ 40 Mb
pseudoautosomal
region PAR2  —
- 0.32 Mb

Fonte: Gusmaéao, 2008.

As Y-STRs sao polimorfismos de STRs do cromossomo Y (haplétipos)
localizados na regido MSY e que correlacionam linhagens masculinas (Figura 8)
(ALGHAFRI, 2017; IIDA; KISHI, 2005). A maior parte dos marcadores Y-STRs de uso
forense s&o do tipo loci nico (GUSMAO et al., 2006). Ainda que outras regides do
genoma contenham locais mais polimérficos, os marcadores Y-STRs possuem maior
variagdo de frequéncias alélicas entre diferentes populacdes do que outros
marcadores cromossdmicos em virtude da deriva, da recombinacdo e da
patrilocalidade comum as populacbes humanas, além de possuirem a maior
diversidade interpopulacional do genoma humano. As Y-STRs sao, portanto,
importantes no rastreamento da genealogia individual, do tracado histérico
demogréfico e da imigracdo humana (BALANOVSKY et al., 2017). A exemplo do
MtDNA, os haplétipos Y-STRs correspondem as informacdes de regibes nao-
recombinantes de linhagem que sdo compartilhadas por individuos, mas que nao
permitem a individualizac&o obtida pelos marcadores STRs autossémicos (GUSMAO
et al., 2006).

Na figura 8 o destaque em vermelho ao redor da AMEL Y pode estar ausente,

resultando na falta de marcadores desta regido em um perfil completo.
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Figura 8 — Y-STRs de uso forense.
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As Y-STRs sdo utilizadas pela comunidade forense em apoio as STRs
autossbmicas para o estabelecimento de vinculos genéticos ou em casos de
identificagdo humana. Apesar de ndo serem tdo discriminatérias quanto as
autossobmicas, estes marcadores sao particularmente Uteis em casos de mistura,
como em casos de violéncia sexual em que o material genético feminino é amplificado
preferencialmente (ALSHAMALI et al., 2004).

Os primeiros marcadores Y-STRs utilizados na pratica forense foram
descobertos em experimentos de clonagem ou recuperados in silico a partir do Banco
de Dados do Genoma Humano (BALLANTYNE et al., 2010). Os marcadores incluiam
nove loci que foram selecionados na década de 1990 pela comunidade europeia e
foram denominados haplétipos minimos de loci (MHL, do inglés, minimal haplotype
loci). Estes ainda constituem o nucleo dos kits Y-STRs de uso forense atual (DAEID;
HOUCK, 2010). Os marcadores selecionados para compor o MHL foram os Y-STRs
tetranucleotideos DYS19, DYS389/1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS385a/b e 0 Y-
STR trinucleotideo DYS392. Em 2003, o uso dos marcadores DYS438 e DYS439 foi
recomendado pelo SWGDAM (do inglés, Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods) (BUTLER, 2006; GILL, 2002).
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Diversos kits multiplex vém sendo desenvolvidos com a insercdo de novos
marcadores Y-STRs, a exemplo de seis marcadores altamente polimérficos (DYS437,
DYS448, DYS456, DYS458, Y GATA H4, DYS635), desenvolvidos pela Applied
Biosystems, e seis Y-STRs altamente discriminativas (DYS481, DYS533, DYS549,
DYS570, DYS576 e DYS643), desenvolvidas pela Promega Corporation. Estes
ultimos, apresentam uma ampla diversidade génica e um alto poder de discriminacao
entre individuos do sexo masculino ndo relacionados, em virtude da alta taxa de
mutacdo (THOMPSON et al., 2012). O sequenciamento da regido eucromatica tornou
mais viavel a busca por novos marcadores Y-STRs, sendo possivel a identificacdo de
marcadores RM Y-STRs (PURPS; SIEGERT; WILLUWEIT, 2014). Os marcadores de
rapida mutacédo (RM-YSTRs) apresentam taxa de mutacdo acima de 107 por geracéo,
sendo particularmente uteis em casos de identificacdo de parentes do sexo masculino
de mesma linhagem (ALGHAFRI et al., 2017; BALLANTYNE et al., 2012).

Em contrapartida, as Y-STRs apresentam taxa de mutacéo de cerca de 103
por geracao, sendo utilizadas na determinacédo de linhagens paternas, e a taxa de
mutacédo de Y-STRs é cerca de 10° maior do que as de YSNPs (GUSMAO et al.,
2006).

A grande diversidade das Y-STRs decorre das taxas de mutagéo e aumento
da diversidade alélica. Assim como as STRs autossémicas, o numero de repeticdes
por locus, a complexidade do STR e o tamanho das unidades de repeticdo contribui
para o aumento da taxa de mutacao (BALLANTYNE et al., 2010). Como o haplétipo é
transmitido como um unico bloco, as estimativas de frequéncia devem ser definidas
para o haplétipo como um todo. Almeja-se que o potencial de distingcdo entre parentes
pertencentes da mesma linhagem seja alcancado, em virtude da acumulacdo de
mutacdes entre as geracdes (GUSMAO et al., 2006; BALLANTYNE et al., 2010). Nos
testes de paternidade, a aplicabilidade dos Y-STRs é limitada, sendo considerado um
exame excludente e capaz de correlacionar individuos de mesma patrilinhagem
(GUSMAO; BRION; GOMES, 2017). As taxas de mutacédo devem ser levadas em
consideracdo na interpretacdo dos resultados de Y-STRs, haja vista que uma
discordancia de um alelo de pai para filho, pode significar tdo somente a ocorréncia
de uma mutacéo (PINTO; GUSMAO; AMORIM, 2014).

Um estudo realizado por Jannuzzi e colaboradores (2017), avaliou os perfis
de 25 Y-STRs obtidos por meio do Kit comercial YFiler® PLUS PCR Amplification Kit
(Applied Biosystems), de um total de 518 individuos do sexo masculino sem relagéao
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de parentesco, provenientes do Maranhdo (N = 114), Espirito Santo (N = 76), S&o
Paulo (N = 126) e Rio de Janeiro (N = 126). A andlise da distancia genética indicou
homogeneidade entre as populagdes testadas. No total, 14 haplotipos foram
compartilhados entre dois individuos oriundos do Espirito Santo (1), Maranhao (5) e
Rio Grande do Sul (8). Os mesmos individuos foram analisados considerando-se 0s
16 marcadores Y-STRs presentes no kit comercial AmpFLSTR Yfiler PCR
Amplification kit (Applied Biosystems) e foi relatado o aumento de haplotipos
coincidentes dos individuos provenientes do Espirito Santo (2), Maranhéo (7) e Rio
Grande do Sul (11). Esses dados permitiram inferir sobre o aumento do poder de
discriminacéo dentro das populacées (JANNUZZI et al., 2017).

A determinacdo das frequéncias do haplétipo Y-STR em diferentes
populacdes é importante para a interpretacdo do perfil genético coinscidente ou ndo
entre dois ou mais individuos do sexo masculino e sdo dados de rotina na pratica
forense (GUSMAQ; BRION; GOMES, 2007). A base de dados disponivel no site
www.yhrd.org (Y-STR Haplotype Reference Database) € a maior base populacional
mundial que dispbe de informacdes acerca das taxas de mutacdo e outras
informacBes de dados populacionais das frequéncias alélicas utilizadas para o uso
genealdgico e filogenético (GIARDINA, NOVELLI; 2011; PINTO:; GUSMAO;
AMORIM,2014).

2.13 HAPLOTIPOS E HAPLOGRUPOS

Pode-se definir haplétipos como um grupo de alelos correlacionados,
geralmente herdados como uma unidade que raramente sofre recombinacao. Estes
alelos tendem a ser transmitidos em bloco, delimitados por pontos de recombinacgao
(hotspots), que correspondem a cerca de 6% da sequéncia do genoma. Em virtude da
proximidade fisica entre os alelos presentes no bloco, o que dificulta a recombinacéo,
estes podem ser tratados como um locus altamente polimorfico (NATA; BRINKMANN;
ROLF, 2003). Cerca de 60% da recombinacdo do genoma ocorre nos hotspots.
Portanto, a variabilidade genética aumenta em virtude da quantidade de marcadores
presentes nos haplotipos, sendo possivel determinar a origem ancestral de amostras
desconhecidas (GIARDINA; NOVELLI, 2011).

As arvores filogenéticas possibilitam a visualiza¢do da evolucéo, que pode ser

observada através das relacdes de linhagem paterna por meio do cromossomo Y. O
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teste genealdgico dos haplétipos do cromossomo Y pode ocorrer por meio da
observacédo dos segmentos Y-STRs, haja vista ocorrerem pequenas alteracdes entre
as geracdes. O conjunto de haplotipos semelhantes que compartilham um ancestral
comum caracteriza um haplogrupo, que é utilizado para definir as populacfes
(RUZGAR; ERCIYES, 2001).

A filogenia do cromossomo Y possui 18 haprogrupos principais, relacionados
as letras maiusculas A — R (Figura 9). Os haplogrupos se originam a partir do A,
seguindo-se as ramificagdes em subclados. A letra Y corresponde ao haplogrupo mais
inclusivo e inclui os demais supracitados. Cada subclado € nomeado por um sistema
alfanumérico composto por letras mindsculas. Outra nomenclatura sugere o maior
haplogrupo seguido da informacé&o de mutacao terminal. Os haplogrupos e a geografia
geralmente estdo correlacionados, podendo-se avaliar os padrdes de migracao,
subestrutura populacional e miscigenacdo (GUSMAQ; BRION; GOMES, 2007).

Estudos comparativos entre os haplogrupos das cinco populacdes
geopoliticas do Brasil demonstraram que a variacdo haplotipica entre os Y-STRs néo
€ significativa, sugerindo-se o uso de uma mesma frequéncia alélica populacional
brasileira para marcadores Y-STRs (GRATTAPAGLIA et al., 2005). Apesar de estudos
genéticos das populacbes da Regido Nordeste do Brasil apresentarem algumas
semelhancas entre as regifes brasileiras, considera-se a necessidade de obter
resultados mais representativos e estratificados da populacdo maranhense.

Na figura 9 os haplogrupos se originam a partir do A, quando ocorrem as

ramificacées subsequentes que formam novos haplogrupos.

Figura 9 - Filogenia simplificada do Cromossomo Y demonstrando os principais haplogrupos.
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Fonte: Ruzgar; Erciyes, 2011.
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2.14 BANCOS DE PERFIS GENETICOS

Os bancos de dados de perfis genéticos sao instrumentos utilizados para
colaborar com a resolucdo de crimes por meio do confronto automatizado de perfis
genéticos de diversas fontes de vestigios de locais de crimes, suspeitos, condenados
e pessoas desaparecidas e seus familiares. Estes bancos de dados séo regulados
conforme a legislacéo de cada pais, que estabelece, por exemplo, 0 nimero minimo
de STRs admitidos para a inclusédo nos bancos de dados (SCHNEIDER, 2009). A
primeira legislagéo relacionada ao uso do banco de dados foi aprovada nos Estados
Unidos em 1989, no Estado da Virginia, e permitia a coleta e o armazenamento de
amostras de DNA dos condenados (BONACCORSO, 2010).

A primeira base nacional de perfis genéticos STRs foi criada em 1995, no
Reino Unido (MARTIN; SCHMITTER; SCHNEIDER, 2001; BONACCORSO, 2010). Ao
final de 1999, o banco ja contava om mais de 700 mil perfis genéticos. Em 1998, outros
trés paises europeus criaram os seus bancos de dados (Holanda, Alemana e Austria).
Como cada banco de perfil genético é regulado conforme a legislacao de cada pais,
os tipos de marcadores STRs utilizados na Alemanha diferiam dos demais,
respectivamente (THO1, VWA, FGA, D8S1179, D18S51 e D21S11; THO1, vWA, FGA,
SE33 e D21S11). Entretanto, em todos 0s casos, se houvesse uma correspondéncia
entre perfis genéticos constantes no banco, a confirmacdo ocorria por meio de outro
conjunto de loci (SCHNEIDER, 2009; MARTIN; SCHMITTER; SCHNEIDER, 2001).

O uso dos marcadores STRs para fins criminais tornou-se possivel em virtude
de as informacdes genéticas serem traduzidas em dados ndo relacionados as
caracteristicas fenotipicas do individuo. A admissao de informacdes que pudessem
ser traduzidas em caracteristicas fisicas (e.g. cor dos olhos, cor da pele, estatura,
entre outras) poderiam levar a estigmatizacao e discriminacao, posturas contrarias as
Declaragbes da UNESCO sobre o tema: Genoma Humano e os Direitos Humanos
(1997); Dados Genéticos Humanos (2003); e Bioética e Direitos Humanos (2005).

O CODIS foi o programa criado pelo FBI para a comparacdo de perfis
genéticos de DNA (PANNEERCHELVAM; NORAZMI, 2003). Por ser um sistema
integrado, o CODIS possibilita a comunicacao de dados em ambitos local, estadual e
nacional, por meio da comparacéo de perfis de DNA. A troca de informacdes entre 0s
bancos nacionais e internacionais ocorre por meio da INTERPOL (BUDOWLE et al.,
1998). As informacdes depositadas no CODIS apresentam apenas um codigo

anonimo individualizador, haja vista, como afirma Nunes (2012):
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“O perfil genético constitui um valor em si préprio que comporta a dignidade
do ser humano como individuo singular e a dignidade da espécie humana
como um todo, que deve ser respeitado e protegido”.

O Banco de Perfil genético da Interpol (do inglés, INTERPOL'S DNA
DATABASE) contém mais de 180 mil perfis e 84 paises membros. Atualmente, 52
paises utilizam o CODIS.

No Brasil, o Ministério da Justica (MJ), por meio da Secretaria Nacional de
Seguranca Publica (SENASP), financia, desde 2002, a implantacéo e adequacédo dos
laboratorios de Genética Forense no Brasil. Cursos de capacitacdo nesta tematica
foram disponibilizados aos estados brasileiros, bem como a doacédo de equipamentos
para a implantacdo dos laboratorios estaduais. O uso do CODIS no Brasil foi
autorizado pelo FBI em maio de 2010. Nessa mesma época, 18 peritos estaduais e
dois peritos federais foram capacitados para utilizarem os servidores que foram
enviados aos estados. O sistema CODIS apresenta dois médulos independentes, um
gue gerencia o perfil genético de vestigios e outro de pessoas desaparecidas,
familiares e restos mortais ndo identificados (FIGUEIREDO, 2010). Os bancos
estaduais sincronizam ao menos uma vez na semana as suas informag¢des com o
Banco Nacional de Perfis Genéticos. A INTERPOL gerencia as informacdes entre os
bancos internacionais (FIGUEIREDO, 2010).

Em 12 de marco de 2013, foi instituida (Decreto n°7950/2013-MJ) a Rede
Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG). A RIBPG tem como principal
objetivo manter, compartilhar e comparar os perfis genéticos em colaboracdo a
investigacao criminal e & instrucdo penal, definir as medidas de seguranca para o sigilo
das informacdes (direito a intimidade genética) e o respeito aos direitos e as garantias
individuais nos procedimentos que envolvem o banco de dados (BRASIL, 2013).

Ha trés categorias principais para a insercdo de amostras no CODIS:
categorias relacionadas a casos criminais; categorias relacionadas a pessoas
desaparecidas e outras categorias. As categorias relacionadas a casos criminais
correspondem a inser¢cdo de amostras relacionadas com ilicitos penais. A segunda
categoria estad relacionada a amostras de pessoas desaparecidas, vitimas de
acidentes e seus parentes biologicos. Outras categorias correspondem ao perfil
genético da equipe e dos profissionais que atuam no local de crime (exclusdo). A
comparacdo entre os perfis genéticos ocorre entre indices pré-estabelecidos
(COMITE GESTOR RIPBG, 2017), conforme descrito na Tabela 1.



Tabela 1 - indices de confronto dos indexadores CODIS.
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Se por um lado, o CODIS auxilia nas investigacbes criminais, por outro,
constitui um importante instrumento de busca de pessoas desaparecidas e restos
mortais ndo identificados por familiares. O indice de pessoas desaparecidas auxilia
na busca e identificacdo, em especial em corpos carbonizados, fragmentados ou em
elevado estado de decomposicdo, por meio do intercambio de perfis genéticos entre
os estados ou paises. Em muitos casos, ossadas e corpos nao identificados seriam
enterrados como indigentes (HENINGER; HANZLICK, 2011).

Os bancos de dados de perfis genéticos sao utilizados em diversos paises.
Borovko e colaboradores (2009), reportaram a criagcado do Banco de Dados de pessoas
desaparecidas na Republica da Bielorrussia. Nesse estudo, mais de 350 corpos nao
identificados desde 1997 foram exumados para obtengao e inser¢ao dos perfis no
banco de perfis genéticos. Um software foi criado para comparar os perfis de STRs
dos corpos ndo identificados e os parentes das pessoas desaparecidas. A
programagcao consistia em: pelo menos 13 loci inseridos de cada perfil, perfil ideal de
15 STRs, uma incompatibilidade foi considerada como ndo exclusdo. Todos os
parentes disponiveis foram testados. Apesar das inconsisténcias entre os perfis STRs
de restos mortais e parentes das pessoas desaparecidas, esses bancos de dados
provou ser uma ferramenta atil em situacdes de guerras e acidentes em massa, ou
casos de identificacdo humana (BOROVKO et al., 2009).

Atualmente no Brasil, a Secretaria Nacional de Seguranc¢a Publica continua a

fomentar politicas para o fortalecimento da RIBPG.
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3 METODO

Neste trabalho realizou-se a analise das STRs autossdémicas e do
cromossomo Y (Y-STRs) de elementos dentarios de 52 individuos, cedidos pelo IML-
SLZ/MA, com o intuito de estabelecer protocolos operacionais padréo (POPs) para a
identificacdo de restos mortais humanos. Todos o0s procedimentos técnicos aqui
descritos foram conduzidos no Instituto de Genética Forense do Maranh&o — IGF/MA.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco, Processo n° 2.625.726 (Anexo A), em conformidade com a Resolucéo
CNS N2 340, de 8 de julho de 2004.

3.1 CASUISTICA

Foram encaminhados 155 elementos dentarios pertencentes a um total de 52
individuos NRNI, que foram recebidos pelo IML-SLZ no periodo de janeiro de 2015 a
julho de 2017. Os dentes (Apéndice A, Figura 11) foram acautelados pelo IGF/MA
para fins identificatérios e de inclusdo no Sistema Combinado de indices de DNA —
CODIS.

3.2CARACTERIZACAO

Dos dados contidos nos laudos cadavéricos do Setor de Odontologia Legal
do Instituto Médico Legal de Séo Luis (Maranh&o), foram recuperadas as seguintes
informacdes (compiladas na Apéndice B):

o Sexo;

o Origem geografica;

o Causa mortis;

o Data de entrada no IML-SIz/MA;

o Cor da pele (melanoderma, faioderma e leucoderma);

o Estatura;

o Estado de decomposicdo (rigidez cadavérica, flacidez, putrefacao,
coliquativa, gasosa, esqueletiza¢éo);

o Identidade (NRNI e NR).
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3.3DESCONTAMINACAO E SECCIONAMENTO

Os dentes eram originalmente armazenados a temperatura ambiente, em
tubos de ensaio com tampa. O protocolo de descontaminacédo adotado foi proposto
por Gaytmenn (2003). Cada dente foi descontaminado a temperatura ambiente por
meio da imerséo do elemento dentario em hipoclorito 5,25% (20 minutos), agua livre
de DNA (20 minutos) e lavagem em etanol 95%.

Os elementos dentarios permaneceram em processo de secagem de um dia
para o outro, sendo em seguida armazenados a temperatura ambiente. Os dentes de
cada individuo foram classificados em molar, pré-molar, canino e incisivo (Tabela 8,
Apéndice C). A escolha dos elementos dentarios submetidos a extracdo seguiu a
ordem de classificacdo supracitada, que priorizou a analise de dentes que
supostamente forneceriam quantidades mais expressivas de DNA.

Cada dente foi imobilizado com chave inglesa, para facilitar o0 seu manuseio.
Baseado no seccionamento proposto por Gaytmenn e Sweet (2003), a coroa de cada
dente foi fracionada da raiz, por meio do instrumento Dremel 3000 (Bosch), com disco
de corte reforcado (Heavy Duty), conforme demonstrado na Figura 12 (Apéndice D).
A raiz foi, sempre que possivel, fracionada em duas porc¢des. Para fins de analise,
optou-se pela raiz, por sabidamente conter maior concentracao de DNA. Antes e apés
cada uso, a chave inglesa e o dremel eram descontaminados com solugdes de

hipoclorito 2% e alcool 70%.

3.4 PRE-TRATAMENTO

As raizes dos elementos dentarios foram submetidas a dois tipos de pré-
tratamento: pulverizacdo e desmineralizacdo, de acordo com os procedimentos

descritos nos itens a seguir:

3.4.1 Pulverizagao

A pulverizacao tinha como objetivo aumentar a superficie relativa de contato,
favorecendo a cinética de reacdo para a lise do DNA. O fragmento foi inserido no
recipiente metélico (Griding Jar, S Steel — 10 mL) contendo uma bead metélica de 20

mm (Griding ball — 20mm) e posicionado no pulverizador Tissue Lyser Il (Qiagen). As
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raizes eram trituradas a uma frequéncia de 30 Hz por 10 segundos. As amostras
pulverizadas foram transferidas para microtubos individuais de 2,0 mL, que eram
rotulados e armazenados a temperatura ambiente.

Os recipientes e a beads foram descontaminados segundo as orientagdes do
fabricante, usando-se agua destilada e detergente neutro. Em seguida, eram
incubados por um minuto em HCI 0,4 M, a temperatura ambiente (15 a 25°C), com a
finalidade de degradar o DNA e evitar a contaminagdo cruzada. As pecas foram
lavadas em &agua livre de DNA para remoc¢do do HCl e mantidas a temperatura
ambiente. Antes e ap6s o uso, foram submetidas a luz UV durante 15 minutos
(QIAGEN, 2018).

3.4.2 Desmineralizacao

A desmineralizacao tinha como objetivo a destrui¢cdo da porcédo inorganica dos
dentes, por meio da remocéo do célcio (descalcificacao). Os protocolos aqui descritos
utilizaram o EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) como agente quelante dos ions
bivalentes Mg*2 e Ca*?, favorecendo o acesso ao material organico.

As raizes foram incubadas em EDTA, conforme metodologia proposta por
Loirelle (2007). Foi utilizada a proporcédo de 15 mL de EDTA 0,5 M para cada grama
de dente; as raizes eram mantidas a temperatura ambiente em solug&o por 120 horas.
Laminas da amostra foram feitas com bisturi estéril e transferidas para microtubos (2,0

mL), identificadas e mantidas a temperatura ambiente.

3.4.3 Extracao

O processo de extracao consistiu em duas etapas principais: rompimento das
membranas celulares e purificacdo do DNA. Os elementos dentarios foram
submetidos ao processo de extracdo por trés métodos distintos, com o objetivo de
avaliar qual destes protocolos era mais indicado para a recuperacdo de DNA: 1)
extracdo organica; 2) Chelex; e 3) sistema automatizado de purificacdo. Os métodos
de extracdo organica e automatizado foram testados com amostras em suas versoes
pulverizada e desmineralizada, enquanto a extragdo por Chelex o foi apenas nas

amostras pulverizadas.
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3.4.4 Extracéo Orgéanica

A primeira etapa da extracdo organica visava lisar as membranas plasmaticas,
nucleares e de organelas por meio da acdo do dodecil sulfato de sddio (SDS) e
ditiotreitol (DTT) em uma solucdo tamponante (pH = 8,0) para liberar o DNA para a
fase aquosa. A opcao por este valor de pH justificou-se por ser aquele ideal para a
purificacdo de DNA. Em faixas de pH mais baixas, o DNA tende a se deslocar para a
interface ou até mesmo a se desnaturar e migrar para a fase organica (pH < 7,0).

O DNA liberado foi submetido a um processo de purificagdo e isolamento
(eliminacédo dos restos celulares, compostos por proteinas, carboidratos e lipidios). As
proteinas e as enzimas foram desnaturadas por meio do uso da Proteinase K (Qiagen)
acrescentada ao tampéao de lise. O EDTA presente na solugdo tampao atuou como
agente quelante dos ions bivalentes Mg*? e Ca*?, cofatores de enzimas nucleares que
podem degradar o DNA.

A purificagcdo do material foi realizada por meio do uso de uma solucao
composta por fenol, cloroformio e alcool isoamilico (25:24:1 v/v). A separagéo foi
realizada através do emprego de uma solucédo heterogénea na qual as proteinas se
depositavam na interface da fase organica (fenol e cloroférmio), enquanto o DNA
permanecia na fase aquosa (camada superior). O alcool isoamilico foi adicionado para
evitar a formacdo de espuma pela centrifugacdo e para remover o fenol
remanescente. As amostras de DNA foram recuperadas através da membrana
concentradora Microcon™ (Millipore), com a finalidade de concentrar e recuperar o
DNA.

O protocolo utilizado foi o proposto por Ricaut et al. (2004), Malaver e Yunis
(2003), Smith et al. (1993), com modificagdes. Em tubos de 2,0 mL, identificados e
contendo 200 mg de cada amostra, foram adicionados 600 pL de tampao de extracéo
(10mM Tris HCI, 10mM EDTA, 100mM NaCl, SDS 2%, pH 8,0), 60 pL de Proteinase
K e 30uL de DTT, que permaneciam em incubac&o por um periodo de 24 horas a 56°C
em ThermoStat C (Eppendorf).

Apés a incubacdo, foram adicionados 600 pL de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1 v/v) e os microtubos eram submetidos a agitacdo em vortex
MixMate (Eppendorf) até a formagdo de uma emulsdo leitosa. As amostras foram
centrifugadas por sete minutos a 9.700 G em centrifuga refrigerada 5804R

(Eppendorf).
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A fase aquosa (camada superior) foi transferida para um microtubo
(Microcon™) e filtrado a 500 G por oito minutos, a temperatura de 25°C. O liquido
filtrado foi desprezado e foram efetuadas mais duas lavagens com 500 pL de TE™*
(10mM Tris HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,5). O DNA foi recuperado em outro microtubo
apo6s a adicdo de 50 pL de TE* e inversdo da membrana, apés a centrifugacdo a

1.000g por dois minutos.

3.4.5 Extracao por Chelex

O Chelex € uma resina composta por copolimeros de estireno-divenilbenzeno
gue possuem ions iminodiacetato que atuam como agentes quelantes de ions
metalicos polivalentes, prevenindo a degradacdo do DNA. A proteinase K € associada
aresina para a desnaturacéo das proteinas. Esse protocolo utiliza a temperatura para
romper a membrana celular e desnaturar o DNA.

As amostras foram extraidas conforme o protocolo proposto por Tsuchimochi
et al. (2002). Em microtubos de 1,5 mL, foram acrescentados 1 mL de TE*# e 50 mg
da amostra, que eram submetidos a agitacdo em vortex MixMate (Eppendorf) por 10
segundos. O material permanecia a temperatura ambiente por 30 minutos sob
agitacdo a 110 RPM em Thermoshaker (Eppendorff) e posterior centrifugacéo
(microcentrifuga Kasvi) por cinco minutos a 10.000 G. Os sobrenadantes eram
descartados, adicionando-se 150 [JL de Chelex 100 5% e 50 [JL de proteinase K
(2mg/mL). As amostras foram incubadas em ThermoStat C (Eppendorf) a 56 °C por
30 minutos e submetidas a agitagdo em vortex MixMate (Eppendorf) por 10 segundos.
Em seguida, o material foi incubado a 100 °C por oito minutos, submetido a vortex por
10 segundos e centrifugacdo a 10.000 G por cinco minutos em microcentrifuga
(Kasvi).

3.4.6 Extracao por sistema automatizado de purificagdo de amostras forenses

O uso do sistema automatizado de purificacdo de amostras forenses consistiu
na lise manual e na purificagcdo automatizada e validada para uso forense. A
purificacdo dos produtos lisados foi realizada por meio da filtracdo por particulas

magneéticas, nas diversas etapas de lavagem, e remocéao dos inibidores.
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Foram transferidos 50 mg de cada dente microtubos de 1,5mL, aos quais
foram acrescentados 220 (1L de solugdo PrepFiler BTA™ Lysis Buffer e 3(]L de DTT
1M e 7 (L de Proteinase K. As amostras foram vortexadas em MixMate (Eppendorf)
e incubada em ThermoMixer C (Eppendorf) a 56 °C e 1100 RPM por 18 horas. As
amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf) por 90
segundos a 10.000 G e os lisados foram transferidos para microtubos sem tampa. O
referido material foi purificado no equipamento Automate Express™ por meio do

protocolo BTA, seguindo as recomendagdes do fabricante (Automate Express BTA).

3.4.7 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA objetivou determinar a concentracdo das amostras,
visando avaliar comparativamente a eficacia dos métodos de extracdo anteriormente
descritos. Um dos principais desafios encontrados diz respeito as caracteristicas
intrinsecas dos materiais forenses (exiguidade, degradacao, contaminacéo, etc.), que
podem influenciar a eficiéncia da amplificacdo. A quantificacdo das amostras foi
realizada através da PCR em tempo real, que possibilitou o monitoramento da
amplificagéo do produto amplificado. A anélise da progressao decorreu do aumento
da fluorescéncia de cada amostra durante os ciclos de amplificagdo. Por ser uma
reacdo de amplificacdo, a PCR teve como principais componentes: primers
(iniciadores); Taq polimerase; dNTPs; tampéao; sondas marcadas; e o DNA alvo.

Foram utilizadas sondas do tipo TagMan®, que hibridizam em regides STRs
especificas do DNA humano (Tabela 2). Estas sondas possuem moléculas
denominadas Quencher (Q), localizadas nas extremidades 3’, e repérter (R), nas
extremidades 5. A aproximacdo das duas moléculas promove a inibicdo da
fluorescéncia do R pelo Q. Na etapa de alongamento, a Taq polimerase hidrolisava as
sondas hibridizadas em virtude da sua atividade exonucleotidica, promovendo a
separacao das moléculas e a liberacao do R, que passou a emitir a fluorescéncia. Esta
fluorescéncia era proporcional ao produto amplificado.

A quantificacdo do material genético foi obtida por meio do Quantifiler Trio
DNA Quantification kit (Applied Biosystems) no equipamento 7500 Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems). Importantes parametros foram obtidos por meio

da quantificagcdo, em virtude das propriedades das sondas empregadas, conforme
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demonstrado na Tabela 3: quantidade de DNA; nivel de degradagdo da amostra;
proporcao de DNA masculino e feminino; e presenca de inibidores.

Na tabela 2 os alvos SA e Y sédo amplicons curtos, uteis para quantificar
amostras degradadas. O alvo LA é utilizado para avaliar o indice de degradacéo, por
meio da raz&o entre a concentracéo de SA e LA. O IPC & um DNA sintético que indica

a presenca de inibidores.

Tabela 2 — Componentes do Sistema TagMan do Quantifiler Trio DNA Kit; alvos do DNA humano Small
Autosomal Target (SA), Large Autosomal Target (LA) e DNA do cromossomo masculino (Y), Controle
Interno de PCR (IPC), bem como o0s respectivos tamanhos dos amplicons, Reporter (molécula
fluorescente) e Quencher (molécula inibidora de fluorescéncia).

Alvo Tamanho do amplicon Reporter Quencher
(pb)
Small Autosomal Target (SA) 80 VIC™ MGB
Large Autosomal Target (LA) 214 ABY™ QSy™
DNA do cromossomo 75 FAM™ MGB
masculino (Y)
IPC Controle interno de PCR 130 JUN™ QSy™

Fonte: Userguide Quantifiler Trio (modificado). Disponivel em https://assets.thermofisher.com/TFS -
Assets/LSG/manuals/4485354.pdf.

A quantidade de DNA foi um parametro importante de avaliacdo, uma vez que
os kits de amplificacdo funcionam em uma faixa de intervalo de concentracdo 6tima,
gque é determinada pela validacdo interna de cada laboratério. Conforme a
recomendacédo do fabricante, a concentracdo do DNA para amplificacdo deve ser
normalizada para 1 ng de DNA. Valores acima do ideal propiciam o surgimento de
artefatos que dificultam a interpretacéo dos resultados. Por outro lado, a quantidade
reduzida de DNA resulta na possibilidade de dropout, o que representa a incerteza de
um determinado alelo ser ou ndo homozigoto.

O indice de degradacao da amostra foi calculado por meio da raz&o entre dois
alvos autossémicos do DNA humano: Small Autossomal Target (SA) e Large
Autossomal Target (LA). O LA é um fragmento de 214 pb, mais susceptivel a
degradacéo, sendo indicado para a avaliacdo de amostras degradadas. A proporcao
entre a quantidade dos dois marcadores permite inferir o nivel estimado de
degradacgdo. O controle interno de PCR (IPC, do inglés, Internal PCR Control) é um

controle artificial que responde quanto ao nivel de inibidores presentes. Valores de
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IPC acima de 29, por exemplo, indicam a presenca de inibidores que prejudicam a
eficiéncia da amplificacao.
Na tabela 3 adotou-se o valor de Slope -3,32 (SA), tomando-se como

parametro a eficiéncia da amplificacdo em 100% de reacéao.

Tabela 3 — Especificagcdo dos valores de slope para os alvos Small Autosomal Target (SA), Large
Autosomal Target (LA) e DNA do cromossomo masculino (Y) do kit de quantificacdo Quantifiler Trio
DNA.

Alvos Intervalo de Slope Valor 6timo de
slope
Small Autosomal Target (SA) -3,0a-3,6 -3,3
Large Autosomal Target (LA) -3,1a-3,7 -3,4
DNA do cromossomo masculino (Y) -3,0a-3,6 -3,3

Fonte: Userguide Quantifiler Trio (modificado). Disponivel em https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/4485354.pdf.

A reacdo quantitativa absoluta se deu por meio da extrapolacdo do numero
de ciclos obtidos na curva de calibragédo, de modo a obter a concentragéo da amostra
de interesse. A curva de calibragcédo € um grafico de C: (do inglés, Cycle Threshold) de
guantificacao das reacdes dos padrdes de diluicdo pré-definida e a quantidade inicial
dos padrdes, conforme a formula de regresséao linear Ct = m [log (Qty)] + b, onde: m
=inclinacdo da reta; b = interceptacao de y; Qt = quantidade inicial de DNA. Os valores
estabelecidos para a andlise da regressao linear sao obtidos por meio da analise dos
seguintes parametros:

o R?, que mede a proximidade da linha de regressédo da curva padrdo. Um
valor de 1,0 significa a perfeita sobreposicdo entre a linha de regressédo e os dados
obtidos. Neste estudo, foram considerados os valores de R?2 0,98, como valores de
ajuste entre a linha de regressao da curva de calibracdo e os valores de C: obtidos
dos padrbes da curva de calibragéo.

o Coeficiente de regressao:

o Slope: corresponde a eficiéncia da amplificacdo da PCR (Tabela 2).
Foram adotados como referéncia o valor de slope do alvo SA, conforme a indicacao
do fabricante.

o Y intercept: corresponde ao valor esperado de Cipara uma amostra de
Qty = 1.


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/4485354.pdf
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A curva de calibracdo foi preparada por meio da diluicdo do padrdo positivo
(Quantifiler™ THP DNA Standard) e diluente (Quantifiler™ THP DNA Dilution Buffer),
conforme descrito na Tabela 6. Para o Quantifiler Trio DNA Quantification kit, a curva
padrdo é linear, de 5 pg/puL a 100 ng/uL. Valores fora dessa faixa de concentragéao
podem apresentar coeficientes de variacao (CV) maiores que aqueles obtidos dentro
daquele intervalo. A quantificacéo foi realizada em placas de 96 pocos. As amostras
foram distribuidas conforme a Figura 10. A curva de calibracdo e o controle positivo
foram quantificados em duplicata, seguindo a recomendacé&o do fabricante.

O preparo do mix consistiu na adicdo de 8 uL de Quantifiler™ Trio Primer Mix
(Applied Biosystems) e 10 yL de Quantifiler™ THP PCR Reaction Mix (Applied
Biosystems). O volume resultante (18 uL) foi pipetado nos poc¢os correspondentes a
curva de calibracdo, NTC e amostras. O volume de 2 uL foi adicionado em cada poco,
dependendo do tipo de material quantificado (curva de calibracdo, NTC ou amostra),
resultando no volume final de 20 uyL. As amostras foram submetidas, entédo, a 95°C
por dois minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por nove segundos e 60°C por 30
segundos.

Na tabela 4 curva de calibracdo serve como parametro analitico para a
obtenc¢ao da concentragédo das amostras de interesse, por meio da diluicao seriada do
DNA padrédo e dos seus respectivos ciclos de threshold (Ct) observados durante a
guantificacdo absoluta. Os valores de Ct obtidos para as amostras de interesse sao
confrontados com os da curva padrdo e por meio da extrapolacdo dos dados

determina-se a concentracdo da amostra.

Tabela 4 — DNA de concentragcéo conhecida utilizado para a diluicdo da curva de calibracdo do kit de
quantificacdo Quantifiler Trio DNA.

Padrao Concentragéao Fator
(ng/ul) de diluicdo
Std.1 50,0 2X
Std.2 5,0 10x
Std.3 0,50 10x
Std.4 0,05 10x
Std.5 0,005 10x

Fonte: Userguide Quantifiler Trio (modificado). Disponivel em https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/4485354.pdf.


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/4485354.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/4485354.pdf
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Na figura 10 em azul, observa-se a curva de calibragdo, realizada em
duplicata. Em verde, controle negativo, também em duplicata. As amostras foram

distribuidas nos pocos destacados em rosa.

Figura 10 — Esquematizacéo da placa de quantificacdo das amostras forenses.

1[(2]3[4]|5|6|7|8]|]9]10f[11]12
Std1|Std1

Std2|Std2
B Legenda:
Std3|Std3
C |:|Curva de calibragdo

Std4|Std4 )
D |:|Contro|e negativo (NTC)

Std5|Std5

3.4.8 Amplificagao

A técnica da PCR objetivou a producéo de cépias do DNA alvo in vitro para
que essas moléculas pudessem ser identificadas por meio da genotipagem. A
amplificacéo ocorreu por meio das reagfes exponenciais que se processam em um
gradiente de temperatura, sendo dividida em trés etapas principais e que se repetem
por diversos ciclos sucessivos (30 a 40 ciclos):

o Desnaturacdo: ocorreu a uma temperatura em torno de 95 °C,
objetivando desnaturar a fita dupla de DNA por meio do rompimento das pontes de
hidrogénio;

o Anelamento: etapa de ligacdo dos primers em sitios especificos do DNA
de interesse. Ocorreu em uma faixa de temperatura em torno de 60 °C;

o Extensao: objetivou ativar a Taq polimerase, enzima responsavel pela

sintese da fita de DNA, por meio da incorporacédo de dNTPs, em torno de 60 °C.

3.4.8.1 Powerplex ®Fusion 6 C System (Promega Corporation)

O sistema multiplex PowerPlex ®Fusion 6 C System possibilita a co-

amplificacdo da amelogenina (marcador que permite a identificagdo de género da
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amostra), 23 loci STRs (CSF1PO; FGA; THO1; vWA; D1S1656; D2S1338; D2S441;
D3S1358; D5S818; D7S820; D8S1179; D10S1248; D12S391; D13S317; D16S539;
D18S51; D19S433; D21S11; Penta D; Penta E; D2251045; TPOX e SE33) e 3Y-STRs
(DYS391;DYS570; e DYS576).

A reacao foi realizada apos a adicao de 5 puL de PowerPlex®Fusion 6C 5X
Master Mix, 5 yL de PowerPlex ®Fusion 6C 5X Primer Pair Mix e até 15 uL de DNA.
As amostras foram amplificadas, submetidas a um passo inicial de 96°C por 43
segundos, seguido de 30 ciclos de 96 °C por cinco segundos, 60 °C por um minuto e
um ciclo de 60 °C por 20 minutos em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler

(Apllied Biosystems).

3.4.8.2 Ampfistr®Yfiler® Plus Pcr Amplification Kit (Applied Biosystems)

O sistema multiplex YFiler® PLUS PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)
permite a co-amplificagdo de 25 loci génicos especificos do cromossomo Y: DYS476;
DYS389I; DYS635; DYS389ll; DYS627; DYS460; DYS458; DYS19; Y-GATAH4;
DYS448; DYS391; DYS456; DYS390; DYS438; DYS392; DYS518; DYS570; DYS437;
DYS385; DYS449; DYS393; DYS439; DYS481; DYF387S1 e DYS533.

A amplificacdo do mix contendo 10 pL de AmpFISTR®Yfiler®PCR Reaction
Mix e 5 yL de AmpFISTR®Yfiler®Primer Set e até 10 uL de DNA ocorreu a 95°C por
um minuto, seguido de 30 ciclos de 94°C por quatro segundos, 61,5 °C por um minuto
e um ciclo de 60 °C por 22 minutos em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Apllied Biosystems).

3.4.9 Genotipagem

A genotipagem pode ser compreendida como sendo a migracao diferencial
dos fragmentos de DNA amplificados em um capilar preenchido por uma matriz
viscosa (polimero). A migracdo é promovida pela alta voltagem aplicada entre os
tampdes (catodo e anodo), de modo que as moléculas de DNA (que apresentam carga
residual negativa) se deslocam a uma velocidade dependente da massa em sentido
ao polo positivo (anodo). Os marcadores fluorescentes dos fragmentos sao
detectados apés a excitacdo das moléculas por um laser, sendo a luz emitida em

determinado comprimento de onda capturada por um detector de fluorescéncia. Os
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kits comerciais possuem escadas alélicas que calibram a corrida (por pares de base)
dos produtos de amplificacdo, que se traduz por uma analise computacional em picos
no eletroferograma. O uso de sistemas de multiplexacéo possibilita a amplificacédo de
varios loci simultaneos e possui um alto poder de discriminagdo em uma Unica analise.

Em uma placa de 96 pocos, foram acrescentados 9,5uL de Formamida Hidi,
0,5 uL Wen lIs 500 e 1 uL das amostras amplificadas (Powerplex ®Fusion 6 ¢ System)
ou 9,6uL de formamida Hidi, 0,4uL de GeneScan™-600 LIZ™ Size Standard e 1uL
das amostras amplificadas (YFiler®@ PLUS PCR Amplification Kit). A analise dos
fragmentos amplificados se deu por meio da genotipagem no equipamento Genetic
Analizer® ABI3500 (Applied Biosystems).

3.4.10 Andlise dos resultados da genotipagem

Os resultados foram analisados através do Software GeneMapper ID®
(Applied Biosystems), que possibilita a obtengéao os perfis autossémicos STRs e Y-
STRs. Os haplétipos de Y-STRs que apresentaram mais de doze marcadores Y-STRs
(EMMEROVA et al., 2017) foram obtidos por meio do Y-DNA Haplogroup Predictor —
NEVGEN.
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4 RESULTADOS

Com base no exame odontolegal dos cadaveres, constatou-se que 25 dos
individuos eram NRNI, enquanto 17, apesar de identificados, ndo foram reclamados.
Em nove dos exames periciais ndo se disp0s de informagéo acerca da identidade. A
maior parte dos individuos correspondia a faioderma (44%), seguido de melanoderma
(27%), sem caracterizacao ou nao informado (25%) e leucoderma (4%). Foi observado
gue a identificacao racial de 11 individuos foi prejudicada em virtude do avancado
estado de decomposi¢cdo dos corpos. Dois individuos ndo foram caracterizados
guanto a cor da pele e nem ao estado de decomposicdo. Quanto ao estado de
decomposicdo, observou-se que em 40% dos individuos ndo havia informacdes
acerca desse parametro. Dos restantes, 31% se apresentavam em decomposicao
tardia (putrefacdo, fase gasosa ou esqueletizacdo) e 29% nas fases iniciais de
decomposicao (rigidez e flacidez).

As principais causas de morte foram as enfermidades e as lesdes por arma
de fogo. Entrentanto, 20 individuos foram vitimas de morte violenta ou ndo natural
(61,5%). A causa mortis de 19 individuos n&o foi apresentada no exame odontolegal
procedido. Dos individuos restantes, 10 vieram a oObito por causas naturais e trés por
causas indeterminadas.

Para a analise dos dados obtidos na quantificacdo, foram considerados os
valores de slope (-3,348) e de Y intercept (26,344). A concentracdo das amostras foi
obtida por meio da expressdo Concentracdo (ng/uL) = 10€™/m_conforme descrito
na secdo metodoldgica. A maior parte das amostras apresentou IPC inferior a 29,
evidenciando a eficiéncia dos meétodos de extracao e pré-tratamento e a auséncia de
inibidores de PCR (Tabela 9, Apéndice E). Dos métodos avaliados, as amostras
pulverizadas extraidas por Chelex indicaram o IPC superior a 29 em 10 amostras
analisadas. Apenas duas amostras pulverizadas e recuperadas por meio da
purificacdo automatizada revelaram valor de IPC superior a 29.

A Tabela 10 (Apéndice F) apresenta a concentracdo das amostras extraidas,
conforme o valor de SA (ng/uL) observado. Assumindo-se o valor de quantificacédo
0,01ng/uL como a concentracao que se aproxima dos limites de detec¢ao da maioria
dos kits de amplificacdo de marcadores STRs forenses, a pulverizagdo, seguida da
purificacdo automatizada, foi o procedimento que obteve melhor resultado (98%),

seguido da extracdo organica de amostras descalcificadas (72%), purificacédo
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automatizada de amostras descalcificadas (51%) e extracdo organica de amostras
pulverizadas (42%). A extracdo por Chelex apresentou rendimento inferior de reacéo
e um maior numero de amostras ndo amplificadas (98,0%), conforme pode ser
visualizado no Gréfico 5. Para fins de andlise, ndo foram consideradas as amostras
descalcificadas para essa metodologia.

Ao serem analisados os dois protocolos de pré-tratamento (pulverizacéo e
descalcificagcdo) em relacdo ao método de extracdo organico, pode-se observar
conforme demonstrado nos Graficos 1 e 2, que o protocolo de descalcificacdo foi mais
eficiente na recuperagao do DNA, observa-se a dispersao dos dados em torno do IPC
Ct = 28 e as amostras apresentando concentracdes acima de 0,067ng/uL..

A mesma comparacédo foi realizada em relacéo a purificacdo automatizada,
podendo-se observar que, apesar dos maiores valores de IPC obtidos, as amostras
pulverizadas apresentaram concentracdes de DNA extraido superiores as das
amostras descalcificadas. Esses resultados sdo apresentados nos Gréficos 3 e 4. As
amostras pulverizadas e extraidas por Chelex apresentaram o maior numero de
amostras ndo amplificadas e altos indices de degradacdao, indicando a presenca de
inibidores (Gréficos 5 e 6).

Gréfico 1 — Relacao entre o IPC (Ct) x concentragdo (ng/uL) de amostras descalcificadas e extraidas
pelo método organico.
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Gréfico 2 — Relagdo entre o IPC (Ct) x concentracado (ng/uL) de amostras pulverizadas e extraidas pelo

método organico.
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Gréfico 3 — Relacgéo entre o IPC (Cy) x concentracdo (ng/uL) de amostras pulverizadas e purificadas

pelo método automatizado.
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Gréfico 4 — Relacao entre o IPC (Cy) x concentracdo (ng/uL) de amostras descalcificadas e purificadas
pelo método automatizado.
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Gréfico 5 — Relagdo entre o IPC (Ct) x concentracado (ng/uL) de amostras pulverizadas e extraidas pelo
método de Chelex.
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Gréfico 6 — Indice de degradac&o x concentracdo (ng/uL) de amostras pulverizadas e extraidas pelo
método de Chelex.
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Pode-se constatar que as amostras pulverizadas apresentaram menor indice

de degradacdo em relacdo as amostras descalcificadas (Gréaficos de 7 a 10). Os

resultados observados estao de acordo ao protocolo estabelecido pelo fabricante para

a purificacdo automatizada, que especifica 0 uso de 0ssos ou dentes pulverizados

para esse protocolo de extracdo, e ndo descalcificados. O alto indice de degradacéo

das amostras descalcificadas pode ser justificado pela presenca de inibidores (e.g.

EDTA, célcio, solventes, etc.).

Gréfico 7 — indice de degradac&o x concentracéo (ng/uL) de amostras descalcificadas e extraidas pelo
método organico.
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Gréfico 8 — Indice de degradacdo x concentracéo (ng/uL) de amostras pulverizadas e purificadas de
modo automatizado.
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Gréfico 9 — indice de degradac&o x concentracéo (ng/uL) de amostras descalcificadas e extraidas pelo
método organico.

indice de degradacao

©
o

(o]
o

~
o

o]
o

a
o

N
o

w
o

N
o

10

indice de degradag&o x concentracido de amotras recuperadas pelo
método de descalcificacdo - organica

2 4 6 8 10
Concentracdo (ng/ul)

12




71

Gréfico 10 — indice de degradacédo x concentracdo (ng/uL) de amostras pulverizadas e extraidas pelo

método organico.
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As amostras dos 52 individuos NRNI/NR que apresentaram concentracao

superior a 0,01 ng/uL e indice de degradacdo menor que 3,0 foram amplificadas pelo

Kit PowerPlex®Fusion 6C. A amplificacdo da regido da amelogenina, que determina

a presenca do cromossomo X e Y, foi bem sucedida em todas as amostras que

apresentaram perfil genético amplificado (completo ou parcial), sendo possivel

caracterizar, deste modo, o sexo do individuo. Trés pessoas eram do sexo feminino,

de acordo ao declarado no exame odontolegal de cadaver emitido pelo IML-SLZ/MA.

Os resultados obtidos na genotipagem de STRs dos 52 elementos dentarios séo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Genotipagem dos marcadores STRs autossémicos para 52 individuos NRNI/NR.

Superior pulverizado

Ind Classificagcédo do Quantid Método Quantific indice de Perfil Amel

ivid elemento dentario ade de extrativo acao degradac genético

uo marcad (ng/ul) ao de STRs

ores

1 12.1-15: Pré-Molar 26/26 Automatizado e 0,1374 0,5348 Completo XY
Inferior pulverizado

2 25.4-15: Pré-Molar 26/26 Automatizado e 0,8739 0,3898 Completo XY
Inferior pulverizado

3 29.1-15: Canino 26/26 Orgénica e 0,6325 0,5690 Completo XX
Superior descalcificado

4 31.1-15: Pré-Molar 26/26 Orgénica e 0,0152 0,6529 Completo XY
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

32.3-15: Pré-Molar
Inferior

40.3-15: Pré-Molar
Inferior

41.2-15: Pré-Molar
Inferior

43.3-15: Pré-Molar
Inferior

62.1-15: Pré-Molar
Superior

67.3-15:Pré-Molar
inferior

74.1-15: Molar
Superior

77.1-15: Incisivo
Central Superior

85.2-15: Pré-Molar
Inferior

89.1-15: Incisivo
Superior

92.1-15: Canino
Superior

95.2-15: Molar
Superior

99.1-15: Pré-Molar
Superior

118.3-15: Incisivo
Superior

19.3-16: Canino
Superior

35.1-16: Incisivo
Central Superior

40.1-16 Molar
Superior

45.1-16: Pré-Molar
Superior

49.2-16: Incisivo
Inferior

50.2-16: Molar
Superior

53.1-16: Pré-Molar
Inferior

55.1-16: Pré-Molar
Superior

26/26

26/26

5/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

13/26

20/26

26/26

26/26

20/26

26/26

26/26

26/26

Organica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado
Orgéanica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Organica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
descalcificado
Organica

descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Organica
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
descalcificado

Organica
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Organica
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Organica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

0,0695

0,0347

0,0100

2,3046

0,1141

11,6816

0,8444

0,0782

0,1555

0,0935

0,0271

0,4904

0,0181

0,0133

0,3180

0,1992

0,0322

0,1748

0,8047

0,1867

0,6095

0,8080

0,7807

1,1011

0,8192

2,9038

0,7970

1,2041

0,8715

0,6179

0,5132

11,7299

2,1876

0,7807

0,4503

3,6687

0,7491

0,8420

Completo

Completo

Parcial

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Parcial

Marcadores
CODIS
completo
Completo

Completo

Marcadores
CODIS
completo
Completo

Completo

Completo
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XY

XY

XY

XY

XX

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

57.2-16: Pré-Molar
Superior

58.1-16: Pré-Molar
Superior

60.1-16: Canino
Superior

61.2-16: Molar
Superior

62.3-16: Canino
Superior

73.1-16: Pré-Molar
Inferior

90.3-16:Molar
Superior

96.2-16: Pré-Molar
Inferior

98.2-16: Pré-Molar
Inferior

99.1-16: Pré-Molar
Superior

103.2-16: Pré-Molar
Superior

105.1-16: Pré-Molar
Inferior

112.1-16: Pré-Molar
Inferior

116.3-16:
Superior

121.3-16:Pré-Molar
Inferior

124.2-16: Pré-Molar
Inferior

125.1-16:
Superior

130.1-16: Pré-Molar
Inferior

132.2-16: Pré-Molar
Superior

Pré-Molar

Pré-Molar

26/26

12/26

7126

26/26

26/26

26/26

22/26

26/26

26/26

26/26

26/26

26/26

25/26

2/26

26/26

0/26

26/26

26/26

26/26

Organica
pulverizado

Automatizado
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Organica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Automatizado
pulverizado

Organica
pulverizado

Organica
descalcificado

Orgéanica
descalcificado

Automatizado
pulverizado

0,4073

0,0026

0,0014

0,5864

0,2829

0,0219

0,0177

0,3430

0,0885

0,6413

0,0658

0,0755

0,0457

0,0049

0,0139

0,0005

0,1724

0,2605

0,1598

1,2207

7,9805

2,0873

1,8317

0,5808

0,6053

2,6521

0,4597

0,5729

1,1958

1,1240

1,0786

2,6574

2,0168

0,9145

0,6395

0,9729

0,9020

0,6095

Completo

Parcial

Parcial

Completo

Completo

Completo

Marcadores
CODIS
completo
Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo
para
marcadores
STRs
CODIS
Parcial

Completo
N&o

amplificou
Completo

Completo

Completo

73

XY

XY

XY

XY

XX

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY

XY
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46  03.3-17: Pré-Molar 26/26 Automatizado 2,4350 0,7238 Completo XY
Inferior pulverizado
47  07.2-17: Molar 12/26 Automatizado 0,0036 3,0261 Parcial XY
Inferior descalcificado
48  11.3-17: Pré-Molar 26/26 Automatizado 0,0619 0,9796 Completo XY
Superior pulverizado
49  27.1-17: Molar 26/26 Automatizado 0,0861 0,7042 Completo XY
Superior pulverizado
50 28.1-17: Pré-Molar 22/26 Organica 0,0098 2,1714 Marcadores XY
Superior pulverizado CODIS
completo
51  30.3-17: Molar 23/26 Automatizado 0,1173 2,7090 Marcadores XY
Superior pulverizado CODIS
completo
52  34.3-17: Pré-Molar 25/26 Automatizado 0,0279 2,7595 Marcadores XY
In pulverizado CODIS
completo

A Tabela 6 demonstra que das 52 amostras analisadas, 38 apresentaram

perfil genético completo. Das 13 amostras que apresentaram perfil parcial, sete

possuiam os 13 marcadores CODIS obrigatorios, sendo possivel a sua inclusdo no

banco de dados de perfis genéticos. Uma amostra ndo foi amplificada. Os percentuais

dos perfis genéticos recuperados das amostras NRNI/NR, foram demonstrados no
Gréfico 11.

Grafico 11 — Percentual de perfil genético recuperado (STRs) das amostras NRNI/NR.

= Perfil completo

= Perfil STRs CODIS

Perfil parcial

Percentual de perfil genético (STRs) recuperado das amostras
NRNI

N&o amplificou
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A Tabela 6 e o Gréfico 17 exibem os resultados de genotipagem dos

marcadores Y-STRs. Foram recuperados perfis genéticos completos em 37 amostras

(71%). Das sete amostras ndao amplificadas (15%), trés apresentavam perfil genético

feminino confirmado (ndo amplificado) por meio dos marcadores autossomicos STRs.

Houve sete amostras cujos resultados nao foram interpretaveis.

Os perfis genéticos foram inseridos no banco de dados de haploétipos do

cromossomo Y (http://www.nevgen.org) para serem analisados qualitativamente.

Houve predominancia do haplogrupo R1b (17 individuos), seguido dos haplogrupos

Elbla (6 individuos) e E1blb (5 individuos), conforme demonstrado no Grafico 12.

Grafico 12 — Percentual de perfil genético recuperado (Y-STRs) das amostras NRNI/NR.

= Perfil completo

Perfil parcial

Percentual de perfil genético (Y-STRs) recuperado das
amostras NRNI

N&o amplificou

Tabela 6 — Genotipagem e haplogrupos dos marcadores Y-STRs para os 52 individuos NRNI/NR.

INDIVI Classificacdo do elemento  Quantida  Perfil Amel Haplogrupo Racg
DUO dentario de de genético de estimado a
marcador STRs

es
L 12.1-15: Pré-Molar Inferior ~ 0/27 Nao amplificou XY
X 25.4-15: Pré-Molar Inferior ~ 27/27 Completo XY ElblaVss
3 29.1-15: Canino Superior 0127 N&o amplificou XX
4 31.1-15: Pré-Molar Superior  27/27 Completo XY R1b
5 32.3-15: Pré-Molar Inferior 27127 Completo XY R1b
6 40.3-15: Pré-Molar Inferior 27127 Completo XY Elblb
41.2-15: Pré-Molar Inferior 0/27 N&o amplificou XY
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Gréfico 13 — Haplogrupos das amostras NRNI/NR obtidos por meio dos marcadores Y-STRs.
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5 DISCUSSAO

Santos et al. (2013) reportaram as informacdes acerca da identidade racial de
individuos submetidos a necrépsia pelo IML de Salvador (BA), no ano de 2007 e, por
meio das fontes documentais e entrevistas, constataram que a identificagao da cor da
pele era omissa ou imprecisa, resultando na declaracdo de Obito com dados
imprecisos e resultados estatisticos pouco confiaveis. Os individuos classificados
como faiodermas nos laudos cadaveéricos correspondiam a pretos e pardos, em geral
relacionados as vitimas morte violenta, enquanto que os individuos brancos a morte
de causa acidental. Este trabalho trouxe consigo uma reflexdo sobre as
consequéncias da auséncia de dados confiaveis relacionados a cor da pele e o que
h& por tras dessa falta de informacao: a indiscriminacéo da cor e a marginalizacéo de
um grupo carente de direitos, cidadania e identidade.

A auséncia de informac¢des que possibilitem diferenciar grupos vulneraveis,
dificulta ainda mais o estabelecimento de politicas publicas e o0 acesso aos bens e
servicos. O presente estudo ndo versou sobre os laudos cadaveéricos (responsaveis
por determinar a causa mortis), baseando-se em dados observados no exame
odontolegal de cadaver (exame de identificacdo odontolegal); com base no que foi
verificado para o grupo de individuos NRNI aqui analisados, as informacfes sobre a
cor da pele estdo de acordo com o que foi reportado por Santos et al. (2013). Ainda
gue os dados publicados pelo IBGE (2016) reportem que 68,08% dos individuos
maranhenses sao autodeclarados pardos, dados do Atlas da Violéncia (2018)
demonstram que a maior causa de mortalidade em jovens do sexo masculino foi o
homicidio e com grande destaque as lesbes provevientes de arma de fogo, em
especial perpetradas contra jovens negros.

A maior parte dos individuos NRNI/NR avaliados neste trabalho foram vitimas
de morte violenta, em especial homicidio. Matte et al. (2007) ressaltaram sobre a
importancia da individualizacdo da pena da vitima de homicidio para persecucéo
penal, sem o qual o inquérito policial ou o processo criminal torna-se prejudicado.
Alonso et al. (2005) sugeriram que a coleta de amostras de DNA deve ser realizada
ainda que a identificacdo seja positiva, para um futuro confronto genético caso
necessario. Este foi o caso dos individuos nao reclamados pertencentes ao grupo

analisado neste estudo.



79

A identificacéo dos individuos NRNI/NR versou sobre a coleta de material para
exame de DNA como modo de salvaguardar as familias que por ventura viessem
procurar por seus familiares desaparecidos. O estado de decomposicdo em que
grande parte dos corpos se encontrava, dificultou o reconhecimento visual que
corrobora com os exames de identificacdo, embora outros métodos secundarios,
como o reconhecimento de pertences, vestes, tatuagens ou outras caracteristicas,
possam orientar essa busca, conforme preconizado pelo Guia de Identificacdo das
Vitimas de Desastre da Interpol (2009), mas que ndo possuem rigor técnico ou
cientifico. Um dos propésitos de se resguardar a coleta do material genético é a
possibilidade da incluséo dos perfis genéticos em um banco especifico para esse fim,
cujas regras sao preconizadas pelo Comité Gestor da Rede Integrada de Bancos de
Perfis Genéticos — RIBPG.

O DNA apresenta a vantagem de ser analisavel apds a morte. Entretanto, a
identificacdo genética de restos mortais torna-se um grande desafio, em virtude das
diversas condi¢cdes aos quais os cadaveres encontram-se expostos, que podem
interferir na qualidade e quantidade do DNA interpretavel. O sucesso da recuperacéo
do DNA esta intrinsecamente relacionado ao pré-tratamento do material e a técnica
de extracéo adotada. A recuperacdo do DNA em elementos dentérios € extremamente
variavel, sendo observadas diferencas de concentracdo entre os elementos dentarios
do mesmo individuo, entre regides distintas do mesmo dente ou até com a idade do
individuo, conforme relatado por Higgins et al. (2011).

Uma das grandes dificuldades encontradas na andalise de amostras como
ossadas e dentes, diz respeito a escolha do método de extracdo. Higgins e Austin
(2013), destacaram que os protocolos forenses de extracdo de dentes e 0sso0s
desconsideram a morfologia e bioquimica distinta entre estes tecidos. Muitos dos
protocolos de extracdo nao distinguem a estrutura morfolégica do dente, resultando
na co-extracdo de compostos inibitorios de PCR, como calcio (presente
principalmente no esmalte dentério) e colageno. Segundo esses autores, o resultado
da anélise genética esta intimamente relacionado a quantidade de DNA, a eficiéncia
de amostragem e o método de extracdo utilizado. Os autores sugeriram que 0
conhecimento das informagdes post-mortem e a avaliacdo dessas alteragcdes podem
contribuir para as andlises forenses e para a escolha da técnica utilizada ou até
mesmo o0 uso de subamostragens. Neste mesmo trabalho, os autores indicaram que

o melhor método de extracdo de DNA é aquele que consegue maximizar o rendimento
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da reacao, ser econémico e rapido, permitir o uso de automacao e ser eficiente para
a remocao de inibidores e contaminantes externos e internos.

Segundo Budowle e Brown (2001), o método de extracdo ideal deve ser
aquele que além de féacil execucdo, seja de baixo custo e aplicivel para o maior
ndamero de amostras possiveis. De acordo com Schmerer (2001), a otimizacdo dos
métodos de pré-tratamento e extracdo sao importantes para a recuperacao de DNA
em gquantidades e qualidades satisfatorias, garantindo a reprodutibilidade dos
resultados de genotipagem em materiais degradados ou antigos e evitando a
ocorréncia de dropouts (falso homozigotos).

Através do presente estudo, buscou-se avaliar os métodos de extracao
organica, Chelex e purificacdo automatizada a partir de amostras que foram
submetidas a dois métodos de pré-tratamento distintos: pulverizacdo e
descalcificacdo. Optou-se pela selecdo dos dentes (molar, pré-molar, canino e
incisivo) e a seccao da raiz e coroa como modo de minimizar a interferéncia dos
elementos constituintes do esmalte dentario e a otimizacdo do protocolo de pré-
tratamento, levando-se em considerag&o o custo beneficio entre resposta-tempo.

Adler et al (2011) ressaltaram que o0s métodos de pré-tratamento
(pulverizagdo e descalcificacdo) sdo etapas necessarias para permitir a digestéo
proteolitica eficiente dos componentes celulares, que independe do método de
extracao utilizado para isolar o DNA. Entretanto, os resultados observados na analise
genética dos individuos NRNI/NR permitiram concluir que houve distingdo entre os
métodos de analise.

Observou-se que o método de extracao organico de amostras descalcificadas
apresentou um menor rendimento comparado as amostras pulverizadas e purificadas
por automacao, cujos dados estédo de acordo com o estabelecido por Higgins e Austin
(2013). Apesar de parte da literatura sugerir o maior rendimento de DNA em ossadas
descalcificadas, os autores afirmam que a descalcificacdo inclui uma etapa adicional
de manipulacdo, aumenta o risco da contaminacédo do material, tornando o processo
mais demorado e pouco receptivo a automacédo. O fenolcloroférmio apresenta a
desvantagem de ser toxico, e o0 método envolve uma série de lavagens que podem
aumentar a possibilidade de contaminacéo.

Holland et al. (2003) destacaram que os métodos utilizados na recuperacao
de DNA de fontes 6sseas devem levar em consideracéo, além dos fatores ambientais,

os inibidores inerentes aos 0ssos, como o0 colageno e ions calcio, compostos
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presentes nas amostras de dentes. Ressaltaram ainda que o uso de EDTA como
agente gquelante e outros agentes usados para a remocdo de inibidores, podem
resultar na perda excessiva de DNA, ndo sendo recomendado para analises em
grande escala.

As concentracdes de DNA obtidas pela quantificagdo por PCR em tempo real
revelaram que as amostras pulverizadas e purificadas por automacgao apresentaram
o melhor rendimento e um menor indice de degradacdo (menor presenca de
inibidores). Barbaro et al (2011) avaliaram a eficiéncia do tampao BTA™ lysis buffer
em amostras forenses diversas, comprovando a capacidade de remocao de inibidores
e obtiveram resultados satisfatérios na recuperacdo do DNA com pureza elevada,
menor inibicdo e rapidez na execucao. O método de purificacdo apresentou algumas
vantagens, como a possibilidade de automacéao e tampéo de lise eficiente e com boa
taxa de recuperacgao.

A pulverizacao propicia a exposicdo das células, aumentando a superficie de
contato dos reagentes. Entretanto, para que o método seja eficiente, 0 método de
extracdo deve ser capaz de remover de modo eficiente os interferentes. Uma das
grandes vantagens da pulverizagdo é a simplicidade na execug¢do, o baixo custo e o
tempo de execucdo. Desse modo, as amostras pulverizadas sumetidas a extracao
organica apresentaram menor rendimento de rea¢ado, provavelmente em virtude da
etapa de extracdo durante a ultrapurificacdo e apenas uma etapa de extracdo com
fenolcloroférmio, enquanto Smith et al. (1993) e Malaver e Yunis (2003) sugeriam trés
extracdes sucessivas. Outro fator pode estar relacionado a presenca de ions nao
caotrépicos com o cloreto de sédio, que co-purificam inibidores de PCR (ROHLAND;
HOFREITER, 2007).

Esses dados estdo de acordo com o que foi reportado por Fischer et al. (1993),
ao demonstrar que em amostras 6sseas antigas de soldados da Guerra Civil
estadunidense, os métodos de pré-tratamento de descalcificacdo e pulverizacao
seguido de extracdo organica, o DNA recuperado de amostras pulverizadas foi duas
vezes maior que as amostras calcificadas. Estudos semelhantes foram realizados por
Pfeiffer e colaboradores (1999) em elementos dentarios.

As amostras extraidas por Chelex apresentaram um baixo rendimento de
reacdo e um alto indice de inibicdo, ao contrario do que foi proposto por Woodward e

colaboradores (1994), que relataram bons resultados em extracfes de DNA de dentes
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antigos pelo método chelex. Dados semelhantes foram obtidos por Tsuchimochi et al
(2002), quando analisou elementos dentarios submetidos ao calor.

Valores de IPC elevados no método de extracdo por Chelex indicaram a
presenca de inibidores que afetaram a quantificacdo. Conforme reportado por
Fondevila (2008), os inibidores diminuem a eficiéncia de PCR em amostras
degradadas e amplicons com maiores numeros de pares de base, seja em virtude do
menor alvo inicial ndo degradado ou pela ineficiente polimerizacdo do DNA. Pajni¢
(2017) reportou que um dos problemas na amplificagdo de ossos e dentes resulta da
co-extracao de inibidores de baixo peso molecular que inibem a PCR.

Inibidores de PCR podem interferir na lise celular, degradar o DNA ou interferir
na captura do DNA ou inibir a atividade da Taq polimerase. As amostras que contém
inibidores podem apresentar resultados parciais, do mesmo modo que as amostras
de DNA degradado (BUTLER, 2005). A amplificacdo do DNA em baixa concentracao
(cerca de 100 pg de DNA), promove a observacédo de dropin e dropout, falhas na
amplificacéo e na interpretacdo de seus resultados, conforme reportado previamente
por Holland et al. (2003).

Para as amostras dos elementos dentéarios, houve amplificacdo preferencial
para os marcadores menores como D3S1358, D16S539, D8S1179, e demonstra que
os danos causados indicam que os fatores ambientais afetam na fragmentacdo do
DNA.

Foi possivel recuperar e obter o perfil genético completo dos marcadores
autossdmicos de 73% das amostras estudadas e de 71% dos marcadores Y-STRs.
Dos perfis genéticos parciais, houve a amplificacdo preferencial de marcadores
moleculares de baixo peso molecular. Observou-se que além da concentracao
observada, o indice de degradacdo foi um importante parametro de avaliacdo da
gualidade do eletroferograma.

Fondevila et al. (2008) ressaltou que a qualidade da genotipagem depende,
em parte, dos processos de degradacdo que podem afetar a estrutura do DNA por
danos oxidativos, acdo de nucleases ou pelo efeito inibitério de agentes co-extraidos
ou subprodutos de reacao que dificultam a PCR. Essa extensdo do processo de
degradacédo depende tanto do tempo de morte quanto das condi¢cdes ambientais.
Afirma ainda que néo existe correlagéo direta entre o tempo desde a morte e a

extensdo de degradacao, sendo dificil estabelecer regras.
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Putkonen et al. (2010) destacaram que 0 sucesso na amplificacdo do DNA é
influenciado pela conservacdo do material e depende de fatores como a quantidade
de DNA recuperavel, nivel do dano no DNA, presenca de agentes inibidores, a quimica
e métodos usados na amplificagdo. Os autores também comentaram acerca dos
efeitos estocasticos observados nas analises de amostras exiguas. A degradacéo foi
um fator mais preocupante que a inibicédo, sugerindo o uso de amplicons mais curtos.
Os artefatos presentes na genotipagem de STRs sdo observados em materiais
altamente degradados, afetando a reprodutibilidade dos resultados. A quantidade e a
frequéncia desses artefatos estao diretamente relacionadas a qualidade e quantidade
do DNA amplificado.

A utilizacdo de SNPs e Indels podem ser Gteis em casos em que o DNA é
altamente degradado e fornecer informacdes acerca da ancestralidade. Em casos em
gue ha pouco DNA nuclear, o DNA mitocondrial também pode ser util (HIGGINS;
AUSTIN, 2013).

Observou-se nesse estudo que a contribuicdo genética dos europeus foi maior
gue a dos africanos e amerindios. Dos haplogrupos observados, 0 mais representativo
correspondeu ao R1b, presente em maior propor¢ao na populacdo européia ocidental
(ROOTSI, et al. 2004). Outros haplogrupos encontrados (Rla e 12al) também estao
presentes na populacéo europeia. O segundo haplogrupo mais observado foi 0 E1b1,
encontrado na Africa (TROMBETTA et al, 2011). O haplogrupo J € o mais comum no
Sul e Leste da Europa (SEMINO, et al. 2004). O haplogrupo Q corresponde a
contribuicdo amerindia (FRANCEZ, 2012).
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, acredita-se que os metadados obtidos da analise do
exame odontolegal de cadaver permitiu inferir acerca do grupo vulneravel a qual
pertencem as vitimas nao identificadas e nao reclamadas. Observou-se que o pré-
tratamento de pulverizacdo, seguida da purificacdo com automacéao, apresentou maior
eficiéncia dos resultados de amplificacéo e possibilita nortear um fluxo da conduta
laboratorial, haja vista tratar-se de um método que otimiza o nimero de etapas,
minimiza os riscos de contaminacdo do material e apresenta rapida execugédo. A
obtencdo de perfil genético de elementos dentarios esta sujeita a interferentes.
Entretanto, houve a amplificacdo de grande parte das amostras analisadas. O
hapl6tipo mais comum observado para os individuos NRNI/NR foi o R1b,
caracteristico da Europa Ocidental, o que pode corroborar com os dados histéricos da
colonizacé&o brasileira.

Os resultados aqui descritos mostram que o protocolo alternativo utilizado
para andlise genética de dentes baseada em uma etapa de desmineralizacéo de todo
0 espécime antes da realizacdo de extracdo de DNA, é capaz de extrair DNA em
guantidade e qualidade suficientes para a producdo de um perfil genético em casos
de identificacdo humana forense com uma taxa de sucesso de 95% para perfis
genéticos completos. Mesmo no caso de obtencdo de perfil genético parcial, foi

possivel realizar a identificacdo da vitima.
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FIGURA 11 — Elementos dentarios NRNI/NR.
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TABELA 7 - Metadados das amostras de individuos NRNI/NR obtidos do exame odontolegal de
cadaver do IML-SLZ/MA

. Estat Estado de
Amos NRNI Data da Origem Sex Identid Caus_a ura Pele Decompo
tra Entrada 0] ade mortis g
(m) sicéo
~ Arma ~
1 12/15 09/03/2015 Socorraoll F NRNI branca 1,52 - Putrefacéo
Residencia C_hoqueA . . .
2 25/15 02/06/2015 | Piramide M NRNI hipovolémic - Faioderma Putrefacao
(0]
Politraumati
3 2015 03/06/2015 A NRNI  Smopor Melanoder
Guajajaras acidente de ma
transito
4 31/15 05/07/2015 Divineia M NRNI  * - - Putrefagdo
5 32/15 05/07/2015 - M NRNI * : r'\:']g'a”"der Putrefacio
6 40/15 09/07/2015 Vila Magril M NR 1,6 Faioderma -
Doenca
Mercado
7 41/15 09/07/2015 '(\"F‘E')’;]'t‘zpdﬂs M  NRNI Intoxicacio 1,63 ane;COder i
Pedras)
Nova *
8 4315 - Torma M- - -
9 6215 13082015 V& M NRNI  AMade g Faioderma -
Embratel fogo '
Quebra Arma de . i
10 67/15 23/08/2015 Pote M NRNI fogo 1,8 Faioderma
11 74/15 05/09/2015 Aracagy M  NRNI fA”"ade 1,68 Melanoder i ides
0go ma
12 77/15 26/09/2015 Centro M NRNI Paulada 1,75 mglamder -
13 85/15 19/10/2015 Socorrdoll M NR * 17 mg'amder -
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14 89/15 13/09/2015 mista do M NR 1,82 Putrefagéo
Bequiméao Doenca Faioderma
15  92/15 02/11/2015 Santalnés M  NRNI erg‘nia 1,63 Faioderma -
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18 M8 oomop015 580y Npn AMade Faioderma -
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acidente de
transito
Arma de
fogo

Arma de
fogo
Indetermina
da

*

Doenca
Arma
branca
Morte
natural
Indetermina
da

Arma
branca

*

Arma
branca

Doenca

*

1,7
1,7
1,7

1,5

1,66

1.6

1,65

1,75

1,65

1,44

1,63

1,62

1,6

1,6

1,58
1,67
1,62

1,66

1,64
1,74

1,78

Faioderma

Faioderma

Faioderma

Faioderma

Melanoder
ma

Melanoder
ma

Faioderma

Melanoder
ma

Faioderma

Melanoder
ma
Melanoder
ma

Faioderma

Faioderma

Faioderma

Faioderma

Faioderma

Melanoder
ma
Melanoder
ma
Melanoder
ma

Faioderma

96

Putrefacéo

Putrefacéo

Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica
Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica

Putrefacéo

Flacidez

Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica

Rigidez
cadaverica

Esqueletiz
acao

Putrefacé@o

Flacidez

Rigidez
cadaverica



47

48

49

50

51

52

07/17

11/17

27/17

28/17

30/17

34/17

24/01/2017

03/02/2017

10/04/2017

04/04/2017

04/05/2017

Socorrao |l

Vale

Unidade
Mista
Bacanga
Santa
Inés/MA
Pindaré
Mirim/MA
Sao
Francisco
Estrada do
Maiobao

M

M

<

Morte
natural
Soterrament
o]

NR

Morte

NR
natural

Enforcament
0]
Indetermina
da

NR

NRNI

1,65

1,63

1,67

Leucoder
ma

Faioderma

Faioderma

97

Flacidez

Flacidez

Putrefacéo

Putrefacéo

Putrefacéo
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APENDICE C

TABELA 8 — Classificacdo dos elementos dentarios

Amostras Classificacao Amostras Classificacéo

1 12.1-15: Pré-Molar Inferior 27 57.1-16: Incisivo Central Superior
12.2-15: Pré-Molar Inferior 57.2-16: Pré-Molar Superior
12.3-15: Molar Inferior 57.3-16: Pré-Molar Inferior

2 25.1-15: Pré-Molar Inferior 28 58.1-16: Pré-Molar Superior
25.2-15: Pré-Molar Inferior 58.2-16: Pré-Molar Inferior
25.3-15: Molar Inferior 58.3-16: Pré-Molar Inferior
25.4-15: Molar Inferior

3 29.1-15: Canino Superior 29 60.1-16: Canino Superior
29.2-15: Nao identificado 60.2-16: Pré-Molar Superior

60.3-16: Molar Superior

4 31.1-15: Pré-Molar Superior 30 61.1-16: Pré-Molar Inferior
31.2-15: Pré-Molar Superior 61.2-16: Molar Superior
31.3-15: Pré-Molar Superior 61.3-16: Canino Superior

5 32.1-15: Pré-Molar Inferior 31 62.1-16: Pré-Molar Inferior
32.2-15: Incisivo Central Superior 62.2-16: Canino Superior
32.3-15: Pré-Molar Inferior 62.3-16: Pré-Molar Superior

6 40.1-15: Pré-Molar Superior 32 73.1-16: Pré-Molar Inferior
40.2-15: Pré-Molar Inferior 73.2-16: Canino Superior
40.3-15: Pré-Molar Inferior 73.3-16: Incisivo Central

7 41.1-15; Pré-Molar Superior 33 90.1-16: Molar Superior
41.2-15: Pré-Molar Inferior 90.2-16:Molar Superior
41.3-15: Pré-Molar Inferior 90.3-16:Molar Superior
41.4-15: Incisivo Superior

8 43.1-15: Molar Superior 34 96.1-16: Pré-Molar Inferior
43.2-15; Pré-Molar Superior 96.2-16: Pré-Molar Inferior
43.3-15: Prée-Molar Inferior 96.3-16: Pré-Molar Inferior

9 62.1-15: Pré-Molar Superior 35 98.1-16: Pré-Molar Inferior
62.2-15: Pré-Molar Inferior 98.2-16: Pré-Molar Inferior
62.3-15: Pré-Molar Superior 98.3-16: Pré-Molar Inferior

10 67.1-15: Molar Superior 36 99.1-16: Pré-Molar Superior
67.2-15: Molar Superior 99.2-16: Pré-Molar Inferior
67.3-15: PréMolar Superior

11 74.1-15: Molar Superior 37 103.1-16: Pré-Molar Superior
74.2-15: Pré-Molar Inferior 103.2-16: Pré-Molar Superior
74.3-15: Pré-Molar Inferior 103.4-16: Pré-Molar Superior

12 77.1-15: Incisivo Central Superior 38 105.1-16: Pré-Molar Inferior
77.2-15: Incisivo Central Superior 105.2-16: Pré-Molar Inferior
77.3-15: Incisivo Lateral Superior 105.3-16: Incisivo Superior

13 85.1-15: Canino Superior 39 112.1-16: Pré-Molar Inferior
85.2-15: Pré-Molar Inferior 112.2-16: Pré-Molar Inferior

112.3-16: Pré-Molar Inferior
112.4-16: Pré-Molar Inferior

14 89.1-15: Incisivo Superior 40 116.1-16: Pré-Molar Superior
89.2-15: Incisivo Inferior 116.2-16: Pré-Molar Superior
89.3-15: Incisivo Superior 116.3-16: Pré-Molar Superior

15 92.1-15: Canino Superior 41 121.1-16: Incisivo Superior
92.2-15: Incisivo Superior 121.2-16: Canino Superior
92.3-15: Pré-Molar Inferior 121.3-16: Pré-Molar Inferior

16 95.1-15: Molar Superior 42 124.1-16: Pré-Molar Inferior
95.2-15: Molar Superior 124.2-16: Pré-Molar Inferior
95.3-15: Pré-Molar Superior 124.3-16: Pré-Molar Superior
95.4-15: Molar Superior

17 99.1-15: Pré-Molar Superior 43 125.1-16: Pré-Molar Superior

99.2-15: Pré-Molar Superior 125.2-16: Pré-Molar Superior



18

19

20

21

22

23

24

25

26

99.3-15: Molar Superior
118.1-15: Incisivo Inferior
118.2-15: Incisivo Inferior
118.3-15: Incisivo Superior
19.1-16: Pré-Molar Superior
19.2-16: Incisivo Inferior

19.3-16: Canino Superior
35.1-16: Incisivo Central Superior
35.2-16: Incisivo Inferior
35.3-16: Incisivo Lateral Superior
40.1-16: Molar Superior

40.2-16: Pré-Molar Superior
40.3-16: Pré-Molar Inferior
45.1-16: Pré-Molar Superior
45.2-16: Pré-Molar Inferior
45.3-16: Incisivo Inferior
45.4-16: Pré-Molar Superior
49.1-16: Incisivo Inferior
49.2-16: Incisivo Inferior
50.1-16: Pré-Molar Superior
50.2-16: Molar Superior

50.3-16: Pré-Molar Inferior
53.1-16: Pré-Molar Inferior
53.2-16: Incisivo Lateral Superior
53.3-16: Pré-Molar Inferior
55.1-16: Pré-Molar Superior
55.2-16: Canino Superior
55.3-16: Pré-Molar Inferior

44

45

46

47

48

49

50

51

52

125.3-16:
130.1-16:
130.2-16:
130.3-16:
132.1-16:
132.2-16:
132.3-16:

03.1-17:
03.1-17:
03.3-17:
07.1-17:
07.2-17:
07.3-17:
11.1-17:
11.2-17:
11.3-17:

27.1-17:
27.2-17:
28.1-17:
28.2-17:
28.3-17:
30.1-17:
30.2-17:
30.3-17:
34.1-17:
34.2-17:
34.3-17:

99

Pré-Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Fragmento Osso Alveolar
Molar Inferior

Pré-Molar Inferior
Pré-Molar inferior
Incisivo Lateral Superior
Pré-Molar Superior

Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Pré-Molar Superior
Pré-Molar Inferior
Molar Superior
Pré-Molar Superior
Canino Superior
Pré-Molar Inferior
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APENDICE D

FIGURA 12 — Seccionamento dos elementos dentarios.
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Tabela 9- Numeros de ciclos (Ct) necessarios para atingir o threshold na amplificagdo do IPC das
amostras NRNI/NR

PRE-TRATAMENTO

DESCALCIFICACAO

PULVERIZACAO

METODO DE

EXTRACAO

METODO DE EXTRACAO

INDIVIDU
)

AMOSTR
A

IPC

ORGANIC AUTOMA

A
(Ct)

IPC

T.
(Ct)

IPC

ORGANIC AUTOMA

A
(CY)

IPC

T.
(CY)

IPC
CHELLE
X

(CY)

12.1-15:
Pré-Molar
Inferior
12.2-15:
Pré-Molar
Inferior
12.3-15:
Molar
Inferior
25.1-15:
Pré-Molar
Inferior
25.4-15:
Molar
Inferior
29.1-15:
Canino
Superior
29.2-15:
Nao
identificad
0

31.1-15:
Pré-Molar
Superior
31.3-15:
Pré-Molar
Superior
32.3-15:
Pré-Molar
Inferior
40.1-15:
Pré-Molar
Superior
40.2-15:
Pré-Molar
Inferior

28,09

28,26

28,21

27,89

27,76

27,96

27,79

27,86

27,75

27,93

27,92

28,01

28,21

27,97

27,7

27,92

28,1

27,78

27,84

29,41

28,38

27,82

29,06

28,01

29,17

27,37

29,25

29,06

26,75

26,51



10

11

12

13

14

40.3-15:
Pré-Molar
Inferior
41.1-15:
Pré-Molar
Superior
41.2-15:
Pré-Molar
Inferior
43.2-15:
Pré-Molar
Superior
43.3-15:
Pré-Molar
Inferior
62.1-15:
Pré-Molar
Superior
62.2-15:
Pré-Molar
Inferior
67.3-15:
74.1-15:
Molar
Superior
74.2-15:
Pré-Molar
Inferior
77.1-15:
Incisivo
Central
Superior
77.2-15:
Incisivo
Central
Superior
85.1-15:
Canino
Superior
85.2-15:
Pré-Molar
Inferior
89.1-15:
Incisivo
Superior
89.3-15:
Incisivo
Superior

27,78

28,1

27,78
28,01

28,12

27,66

28,15

27,97

23,49

27,94

28,15

27,96

27,94

27,86

27,68

28,1

28,12

28,28

27,13

28,08

28,21

25,74

28

27,82

28,2

28,59

28,04

28,12

27,09

28,31

28,19

28,23

26,51

28,96

28,95

28,28

29,01

29,87

27,78

27,99
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15

16

17

18

19

20

21

22

92.1-15:
Canino
Superior
92.3-15:
Pré-Molar
Inferior
95.2-15:
Molar
Superior
95.4-15:
Molar
Superior
99.1-15:
Pré-Molar
Superior
99.2-15:
Pré-Molar
Superior
118.2-15:
Incisivo
Inferior
118.3-15:
Incisivo
Superior
19.2-16:
Incisivo
Inferior
19.3-16:
Canino
Superior
35.1-16:
Incisivo
Central
Superior
35.3-16:
Incisivo
Lateral
Superior
40.1-16:
Molar
Superior
40.2-16:
Pré-Molar
Superior
45.1-16:
Pré-Molar
Superior
45.2-16:
Pré-Molar
Inferior

28,17

27,76

28,24

27,84

27,55

27,78

28,44

27,66

27,8

27,86

27,81

27,69

28,13

28,03

28,27

27,94

28,21

28,01

27,98

27,71

28,05

27,91

28,13

28,00

27,8

28,39

27,71

28,08

28,3

28,01

28

27,74

28,01

28,01

24,77

28,01

28,54

25,95

23,75

29,72

26,98

26,51

27,59
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

45.3-16:
Incisivo
Inferior
49.1-16:
Incisivo
Inferior
49.2-16:
Incisivo
Inferior
50.2-16:
Molar
Superior
50.3-16:
Pré-Molar
Inferior
53.1-16:
Pré-Molar
Inferior
53.3-16:
Pré-Molar
Inferior
55.1-16:
Pré-Molar
Superior
57.2-16:
Pré-Molar
Superior
57.3-16:
Pré-Molar
Inferior
58.1-16:
Pré-Molar
Superior
60.1-16:
Canino
Superior
60.3-16:
Molar
Superior
61.1-16:
Pré-Molar
Inferior
61.2-16:
Molar
Superior
62.2-16:
Canino
Superior

27,51

27,66

27,89

27,84

27,61

27,44

27,98

28,1

28,31

28,19

27,91

27,81

28,1

27,9

27,88

28,09

28,02

27,78

27,77

27,88

28,1

27,72

27,67

28,03

27,95

27,69

27,87

27,83

28,05

27,95

28,33

27,96

27,66

28

28,08

27,76

27,72

30,15

28,29

28,07

25,51

28,76

29,2
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32

33

34

35

36

37

38

62.3-16:
Pré-Molar
Superior
73.1-16:
Pré-Molar
Inferior
73.2-16:
Canino
Superior
90.1-16:
Molar
Superior
90.2-
16:Molar
Superior
90.3-
16:Molar
Superior
96.2-16:
Pré-Molar
Inferior
96.3-16:
Pré-Molar
Inferior
98.1-16:
Pré-Molar
Inferior
98.2-16:
Pré-Molar
Inferior
99.1-16:
Pré-Molar
Superior
99.3-16
103.1-16:
Pré-Molar
Superior
103.2-16:
Pré-Molar
Superior
103.3-
16:Pré-
Molar
Superior
105.1-16:
Pré-Molar
Inferior
105.2-16:
Pré-Molar
Inferior

28,02

27,58

27,77

27,61

28,1

28,06

27,83

28,04

27,88

27,99

28,07

27,89

27,86

28,06

27,92

27,87

28,15

27,99

28,14

28,14

27,93

27,94

28,07

28,16

28,23

27,94

27,86

27,82

27,9

28,03

23,46

24,72

28,45

28,36

27,56

28,52

29,62
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39

40

41

42

43

44

45

46

a7

112.1-16:
Pré-Molar
Inferior
112.3-16:
Pré-Molar
Inferior
116.1-16:
Pré-Molar
Superior
116.3-16:
Pré-Molar
Superior
121.1-16:
Incisivo
Superior
121.2-16:
Canino
Superior
121.3-16:
Pré-Molar
Inferior
124.2-16:
Pré-Molar
Inferior
125.1-16:
Pré-Molar
Superior
125.3-16:
Pré-Molar
Superior
130.1-16:
Pré-Molar
Inferior
130.2-16:
Pré-Molar
Superior
132.1-16:
Pré-Molar
Superior
132.2-16:
Pré-Molar
Superior
03.3-17:
Pré-Molar
Inferior
07.1-17:
Fragment
0 Osso
Alveolar

27,61

27,86

27,75

27,58

27,65

28,27

27,88

27,69

27,9

27,92

27,87

27,79

27,74

28,12

27,93

27,81

27,79

28,03

27,88

27,88

28

28

28,08

27,97

27,88

28,78

28,02

27,75

27,93

27,71

28,3

23,49

27,49

30,08

28,03

28,83

28,73

25,99

27,61

27,9
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48

49

50

51

52

07.2-17:
Molar
Inferior
07.3-17:
Pré-Molar
Inferior
11.1-17:
Pré-Molar
inferior
11.2-17:
Incisivo
Lateral
Superior
11.3-17:
Pré-Molar
Superior
27.1-17:
Molar
Superior
27.2-17:
Pré-Molar
Inferior
28.1-17:
Pré-Molar
Superior
28.2-17:
Pré-Molar
Superior
30.1-17:
Pré-Molar
Superior
30.2-17:
Pré-Molar
Inferior
30.3-17:
Molar
Superior
34.2-17:
Canino
Superior
34.3-17:
Pré-Molar
Inferior

28,01

27,74

27,77

27,87

27,43

27,34

27,81

27,96

27,83

28

27,88

27,87

27,54

27,91

28,12

27,78

28

27,85

27,85

28,10

28,07

27,63

27,82

27,98

28

27,95

27,85

27,95

27,87

22,81

26,79

29

26,89

27,04

24,87

26,14
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Tabela 10 - Concentragdo em ng/uL de dna extraido dos 52 individuos NRNI/NR conforme as duas
etapas de pré-tratamento e trés métodos de extracdo. Quantificacdo pelo método de PCR em tempo
real com sonda especifica para DNA humano (SA).

PRE-TRATAMENTO

DESCALCIFICACAO

PULVERIZACAO

AMOSTRA [ORGANICA]

(ng/uL)
12.1-15: Pré-

1 Molar Inferior
12.2-15: Pré-
Molar Inferior 0,1065
12.3-15:
Molar Inferior
25.1-15: Pré-

2 Molar Inferior 0,5905
25.4-15:
Molar Inferior
29.1-15:
Canino

3 Superior 0,6325
29.2-15: Nao
identificado
31.1-15: Pré-
Molar

4 Superior
31.3-15: Pré-
Molar
Superior 0,1189
32.3-15: Pré-

5 Molar Inferior 0,1197
40.1-15: Pré-
Molar

6 Superior
40.2-15: Pré-
Molar Inferior 0,0292
40.3-15: Preé-
Molar Inferior
41.1-15: Pré-
Molar

7 Superior 0,0013
41.2-15: Pré-
Molar Inferior
43.2-15: Preé-
Molar

8 Superior
43.3-15: Pré-
Molar Inferior 2,3046
62.1-15: Pré-
Molar

9 Superior
62.2-15: Pré-
Molar Inferior 0,1872

10 67.3-15: 0,1141

INDIVIDUO

METODO DE EXTRAGAO

[AUTOMAT.]
(ng/uL)

0,0640

0,0046

0,0528

0,0322

0,0053

3,6286

0,0133

0,0031

METODO DE EXTRAGAO
[ORGANICA] [AUTOMAT.] [CHELLEX]

(ng/uL) (ng/uL) (ng/ul)

0,0257 0,1374 Indeterminado
0,0290 0,1095 0,0002

0,0017 0,8739 0,0012
0,0177 0,0204 0,1544

0,0152 0,4454 0,0006

0,0562 0,0331 0,0004

0,7409

0,0014 0,0347 Indeterminado
0,0031 0,0100 Indeterminado
0,0031 0,0424 0,0005

0,2366

0,0004 0,4245 0,0013



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

74.1-15:
Molar
Superior
74.2-15: Pré-
Molar Inferior

77.1-15:
77.2-15:
85.1-15:
Canino
Superior
85.2-15: Pré-
Molar Inferior
89.1-15:
Incisivo
Superior
89.3-15:
Incisivo
Superior
92.1-15:
Canino
Superior
92.3-15: Pré-
Molar Inferior
95.2-15:
Molar
Superior
95.4-15:
Molar
Superior
99.1-15: Pré-
Molar
Superior
99.2-15: Pré-
Molar
Superior
118.2-15:
Incisivo
Inferior
118.3-15:
Incisivo
Superior
19.2-16:
Incisivo
Inferior
19.3-16:
Canino
Superior
35.1-16:
Incisivo
Central
Superior
35.3-16:
Incisivo
Lateral
Superior
40.1-16:
Molar
Superior

8,3396

0,0082

0,6154

0,1292

0,3624

0,5182

0,0106

0,0043

0,0448

0,0016

0,6729

3,1406

0,0037

0,0045

0,0063

0,1534

0,0112

0,0138

0,0088

0,0133

0,1809

1,5788

3,1841

0,0018

0,0041

0,0009

0,0935

0,0124

0,0010

0,0133

0,0003

0,0157

0,0003

11,6816

1,9406

0,0627

0,0782

0,1555

0,4871

0,0271

0,4904

0,0181

0,1412

109

0,1248

0,0766

Indeterminado

0,0006

Indeterminado

0,0021

0,0034

Indeterminado

0,0004

0,0007

0,0024



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

40.2-16: Preé-
Molar
Superior
45.1-16: Pré-
Molar
Superior
45.2-16: Pré-
Molar Inferior
45.3-16:
Incisivo
Inferior
49.1-16:
Incisivo
Inferior
49.2-16:
Incisivo
Inferior
50.2-16:
Molar
Superior
50.3-16: Pré-
Molar Inferior
53.1-16: Pré-
Molar Inferior
53.3-16: Pré-
Molar Inferior
55.1-16: Pré-
Molar
Superior
57.2-16: Pré-
Molar
Superior
57.3-16: Pré-
Molar Inferior
58.1-16: Pré-
Molar
Superior
60.1-16:
Canino
Superior
60.3-16:
Molar
Superior
61.1-16: Pré-
Molar Inferior
61.2-16:
Molar
Superior
62.2-16:
Canino
Superior
62.3-16: Pré-
Molar
Superior
73.1-16: Pré-
Molar Inferior
73.2-16:
Canino
Superior

0,0843

0,0134

0,0145

0,0052
0,8047

0,3337

0,0467

0,0073

0,0014

0,3453

0,0677

0,9959

0,1206

0,0074

0,0333

0,0031

0,0048

0,0025

0,0333

0,0026

0,1103

0,0059

0,2829

0,0151

0,0034

0,0988

0,0322

0,0006

0,0010

Indeterminado

0,0007

0,0034

0,0407

0,0916

0,0011

0,0106

0,1992

0,2752

0,1036

0,1748

0,3674

0,0388

0,0578

0,0424

0,0941

0,3030

0,0269

0,0219
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0,0019

0,0004

0,0219

Indeterminado

0,0001

Indeterminado

0,0001

Indeterminado

0,0002

0,0014

0,0002

0,0006



33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

90.2-
16:Molar
Superior
90.3-
16:Molar
Superior
96.1-16: Pré-
Molar Inferior
96.2-16: Pré-
Molar Inferior
96.3-16: Pré-
Molar Inferior
98.1-16: Pré-
Molar Inferior
98.2-16: Pré-
Molar Inferior
99.1-16: Pré-
Molar
Superior
99.2-16: Pré-
Molar Inferior
99.3-16

103.2-16:
Pré-Molar
Superior

103.3-16:

105.1-16:
Pré-Molar
Inferior
105.2-16:
Pré-Molar
Inferior
112.1-16:
Pré-Molar
Inferior
112.3-16:
Pré-Molar
Inferior
116.1-16:
Pré-Molar
Superior
116.3-16:
Pré-Molar
Superior
121.2-16:
Canino
Superior
121.3-16:
Pré-Molar
Inferior
124.2-16:
Pré-Molar
Inferior
125.1-16:
Pré-Molar
Superior
125.3-16:
Pré-Molar
Superior

0,0177

0,4706

0,0909

0,6413

0,0277

0,0006

0,0023

0,0347

0,1189

0,1724

0,0606

0,1598

0,0036

0,0030

0,0350

0,0045

0,0088

0,0043

0,0048

0,0034

0,0230

0,0338

0,0663

0,0003

0,0003

0,0017

0,0086

0,0002

0,0004

0,0001

0,0014

0,0005

0,0202

0,0113

0,3430

0,0885

0,0658

0,0755

0,0457

0,0206

0,0139

0,0264

0,0354

111

0,0011

0,0008

0,0004

0,0003

0,0001

0,0024

0,0001

0,0010

0,0013

0,0003



44

45

46

47

48

49

50

51

52

130.1-16:

Pré-Molar

Inferior 0,2605
130.2-16:

Pré-Molar

Superior

132.1-16:

Pré-Molar

Superior

132.2-16:

Pré-Molar

Superior 0,0014
03.3-17: Pré-

Molar Inferior
07.2-17:

Molar Inferior
07.3-17: Pré-

Molar Inferior 0,0006
11.1-17: Pré-

Molar inferior 0,0010
11.2-17:

Incisivo

Lateral

Superior

11.3-17: Pré-

Molar

Superior

27.1-17:

Molar

Superior

27.2-17: Pré-

Molar Inferior 0,4333
28.1-17: Pré-

Molar

Superior

28.2-17: Pré-

Molar

Superior 0,0410
30.1-17: Pré-

Molar

Superior

30.2-17: Pré-

Molar Inferior 00,0005
30.3-17:

Molar

Superior

34.2-17:

Canino

Superior

34.3-17: Pré-

Molar Inferior 0,0133

0,0044

0,0849

0,0161
0,0715

0,0036

0,0030

0,0380

0,0225

0,0054

0,0039

0,0582

0,0078

0,0009 0,1598

0,2134
0,0398 0,2829
0,0442 2,4350
0,0003 0,0296
0,0010 0,0137

0,0619
0,0072 0,0861
0,0098 0,1065

Indeterminado 0,0359

0,0038 0,1173

Indeterminado 0,0279
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Indeterminado

0,0003
0,0007

Indeterminado

Indeterminado

0,0009

0,0005

Indeterminado

0,0003

0,0002



113

ANEXO A

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO CENTRO DE W’P
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

YFFE

DADOE OO FROJETO DE PESGUEEL

Tiulo da Pesquisa; ANALISE DC DNA NUCLEAR E MITOCONDRIAL DE OS50S HUMANCS (DENTES)
DE PESS0OAS NAC RECLAMADAS DO SETOR DE ODONTOLOGIA LEGAL DO
INSTITUTO MEDICO LEGAL DO ESTADD DO MARANHAD, ERASIL

Pesquisator: Vakir de Queine

Arag Termafca: Gerddics Humana:
(Trate-e2 de pesguisa emoivendo Sendlica Humana que nao necesslia &e analss
etica por parie da COMNER);

Vieredo: 2

CAAF: 34301515.1.0000.5204

InattulgRo Proponente; CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

Patrocinador Principal: Financiamants Propro

DAy OO FARECER
Humens do Parecer: 2525728

Apresentagio do Projsto:

Tratz-se de UM pojetn de pesquisa do Prof. Valdr de Quelnz, periencente ap Depariamento de Gendtica
da UFPE. Este projeto se propde a recuperar € |dentificar o material genstico de restos mortals [dentes) de
Individuos nio resfamados da Seqlo de Antropoiogla Forensa do Instituto Medico Lagal de 5o Luls,
Maranhio (IML-SLZ/MA), atraves de marcadores micossaielies (autossamicos & do CIomossome Y) @ de
sequencias do DNA mitocondnal. A pasquisa & JusTficata em funglo &3 necessidade de se estabalecer
protocolos para a identificag3o de restos mortals, que serSo adotados pelo Instiuto de Gendtica Forense do
Maranhdo IGFmA)

Objedivo da Peequisa:

Ctjetivo Geral: lgentficar o DNA nuciear @ mitocondral de 0s506 humanos (dentes) de Individuos ndo
reclamados do Saior de Odontologla Legal do Instiuto Medico Lagal de S350 LusMA, com o Infuito de obter
par3melros s0bre 3 ancestralidade matriingar & patriinear.

Objetivo Especsicos:

1-Avallar os metadados das amostras de Inferesse; 2-Valldar o5 metodas analiticos de pré-tratamento e
extragio;3- Obter o perfll genético das 0553d3s (Marcadores AUOSSAMICOS, Marcadores ¥ & DMA
mitocondnal compativels com 05 marcadones recomendados pelo CODIS),

Endensn: Ly i Erngidhaia s - 19 afckai e £ Pobdo de Carlee da Chliea da S alde
Bt Chdede Lrrvari/iia CEP: o) Tl

LW PE Meslcipes: RECFE

Talefiorm: (25150 -85 E-mall. tocwffupe b



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Al PERNAMBUCO CENTRO DE W
=== " CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Cominmcic do Perscer 2 T3

com
finalidade Identificatira; 4-Inferlr a ongem ancesiral das amosiras analsadas alraves de marcadones oe
lINh3gem (CIOMOSS0oMa Y & MIDNA).

Avalla;io dos Rlsois o Beneficlos:

O pesquis3cor desoreve QUE 06 H5Cos da pesquisa s2rd 0 te poder gerar eventual dano Intelectual, cultural
&'0u espirttual, Dem como SesconfonD ou constrangimenta 30& volurtarios. C3s0 s2ja, Memtificada, twda
SErd S5ECLANCiD Pkl DEEQUISAdO & 3 exciusSo 43 pesqUISa sard Imedlata Sem quUakJLer ConStrangimento
coim o5 pesquisadornss. 05 Mscos poderan s&r minlmizados através da reallzagdo da coleta de dados
pessoals em amblents resenano, podends o partcipante rebvindlcar 3 5aida da pRsquisa a qualguer
mamento. Mao haverd nenbum isco relacionado 3 saide dos voluntanos, os guals doardo um elemenio
dental exiraldo, que sefla descartamio.

06 beneficias 5230 Ncinetos & estio bem detainado no projeto.

Comentafos & Conslderagles aobre a Pesquiaa:;

O pesquisador responsavel acatou & comighy a5 pendénclas apresantadas, alem de fazer a |ustifcativa das
Incoenincias que corstavam do projeto onginal.

 estudo willzard 55 dentes de cadiveres ndo redamados, coletados pelo Insiiso Medico Legal [IML) d=
30 LussiMA @ acauteladas pelo Instiuin de Genstica Forense do Eslado do Maranndo, & de 10 pessoas
vivas que Irdo ceder volumitaiaments o dente exiraldo apds 3 assinaiuma do Temo de Corsantimenio Livie 2
Esciarecido (TCLE).As amosiras serdo suometidas 3 wm préiratamento @ a0 protocoio de exiragda
cegdnica, Fishing e chelex. Apds 3 xiragdo, 35 amosias 5230 quantflcadas por PCR em f2mpa real, & os
resuitados serdo anallsados através do Software Genelapper 108, A anallse do MDA serd conduzida
meglanie 3 ampiicagio das regides iparvanaves HYSH @ HYSHIL A pufiicago do materal sera atraves
do sistema de enzimas hidroliticas Exonuciease | @ SAP (Shrimp Alkallne Phosphatase) (GE). Os
marcadonss nestantss sarSo sequendadas oe Modd dirstn pEios procuRos de POR das Mas dreta & reversa
e £30a AMOSTAAS sequencias serfo analisadas com o5 programas Pregapd v 1.5 € Gapd INCorpormacs no
Staden Package (Staden, 1996), Usando um ponio de core e Phred 30. A confimagio da identidade dos
produios Serd efetuada contra SeqUENCas Jepositadas No GEnDank (WAW.NCOL NIM.Rin.gov) atraves do
programa Blast M (Altschul et 3., 1590). Esta parte serd realizada no Laborattno de Bloinfonmatca aBlologla
Evolutiva (UFPE).

Conslderaglies sobie o& Temmos de apresentagio cbrigatora
ACOMpEnhia o projetn 3 GocUmentacan necessana.

Enderesn: A da Ergan e w6 - 1% ahded, e 4 Piedo de Calie Sa Clliem i Sl
Bapirre:  Ciclirsw Unworslinia CEP: oy Ta0ain

LWF: PE Mesicipia: RECFE

Talefors: (310108 2588 E-mall: oapocsi@uipe b
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Yl PERNAMBUCO CENTRO DE W‘"’l“
He== “=% CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Comtramcile do Persoes 2EES. T38

Recomandasies:
Manhuma

Conclustes oU Pencéncias & Lista de Inadequactes:

AprOvado.

Conalderagles Finals a critéhe do CEP:

Az exigéncias foram atendldas e o protocolo esta APROVADD, sendo liberado para o Inlcie da coleta de
datcs. Informamias que 3 APROVACAD DEFINITIVA do projeto 50 sera dada apis 0 envio do Relaitno
Final da pesquisa. O pesqusator devers tE7er o sownioad do modsio de Relatno Final para envia-o via
“Notificacio”, pela PiatEfonma Brasil Siga a5 Instrucdes 0o Ink “Para enviar RelEiona Final”, dsponivel no
site g0 CERYCCSAUFPE, Apds apreciacdo desss relabona, o CEP emiTnd nowo Parecer Consubstanciado
definlivn peio slstema PlaEfonma Brasll.

Imfcrmamaos, ainda, que o (3) pesquisador (3) deve dsEeMiver 3 pesquisa confomme delineada neste
prOROCn AproVace, EXcElD qUBNdD perteber rscn oU dano Nao previsto 30 voluntano participants tem V.3,
da Resoiugio CHSMS Ne 45612).

Evertuals modficacles nesta pesquisa devem ser sollitadas araves de EMENDA 30 projeto, ientficardo
a parte do protocaio a ser modificada e suas |ustificativas.

Para projeios com mals de um ano de exscugda, & cbrigalorlo que o pesquisador responsavel pelo
Protocoio g8 Pesquisa agresents 3 este Comi2 de Elica relattrios pardals das atividades desernvoividas mo
periodo de 12 meses a cortar da data de sua aprovagdo (Hem X1.3.b., da Resolucio CHSMS NE 456/12),
O CERCCSAIFRE geve s Informado de 10ados 06 efisilos adversos ou faDs reievantes que aiterem o cursa
nomal 00 estudo (Hem V.5, da Resoluplo CNSMS N 466/12). £ papel 00/a pesquIisadona assegurar
todas 35 medidas Imeclatas e a0equacas ente 3 evento a0Verss grave DCOmido (MESMo que Tenna sido
&M OUTD Cantro) & ainda, enviar notNcacao 3 ANVISA — Agencia Nadonal de Vigianda Sanfana, jurto com
BEU POSIIONAMETiD.

Ests parecar ol slaborado bassato nos documentos abaloo relaclonados:

Tipo Documento Erquiva Posagem Lo LT T )

FRECUNSD 00 Parecer | recurso.pdf PRIZ0TE ACElD
10:30:38

Outros Carta_Anuencia_WA.pd FSO4201E |valdr oe Queoz | ACelD
103015

Enderegn: S da Enganhafa s - 19 arakad, sma 3 Poedo de St e Clioeses da S e
Babrre:  Claede Linvarsitins CEP: o s

LWF: PE Meslcipes: RECFE

Talefore: (310 9-EGaE E-mail. rmccosdfafie ia

g (21 5 (F
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CIEMNCIAS DA SAUDE f UFPE-

QG

Comtiramecile: do Purscer 282 08
| Frojeio DetEhadn | | Prasovd pad ToEENNT (Vadr oe oo | AceiD |
Erochira 10c2wds
InieessTgador
[ FECIE0 ANExady | Caid_MElieo Fenoenaas. pa ZRAEG | Vakr ge Tusing Fzeli
102 3
Wﬂmpﬁ INFORMBCOES BASICAS DO P | CDO3R20E Arsin
HI}JI:—I'III 1087252 pal 111554
'TEﬂIE_"HEﬁp:ma val_[=ga pd TSNS | Vadr e Tusiog LT
.ﬁaaemrnerrt-:-' 11142
Justificativa de
ALEENES
T [Proeo. o TASE0NT (Vadr oe o | AceiD |
Erochira 11A&£1T
InieessTgador
LIS Cedaacan_T Inancaanenio pm LAl S | wakdr ie Cusine ACED
1SS
TCLE i Temmos e | TCLE_Malones1 Banos DDa20is | valdr oe Susing Aceio
Asserimento /! 1d7-25
Jusiificaiha de
ALEENZEA
TCLE i Termos e | TALE Menbresy_13anos. pdf DDa20is | valdr oe Susing Aceio
Asserimento /! 14708
Juslificattva de
ALsENEa
s Carta_Anuencia pdl DDa20is | vakdr oe Susing Acsim
[V T
EEEE T EEE: =T [a:] KE = i
1N E T
s Carta_Anuencia_MA pdd DADE20E | Vakdr oe Cusing Acsim
14715
eV i =g, X E = i
Jpdl 11:47:03
Cubros Lates_ValdmetueimeBabing podf DSOERME | valdr de Gusine Aneiim
0506: 18
s CL_Ana Garan_Calera pd E = i
Qs ar
T i CL_Ana_Carnlina_Wendes_Pirhelmpd| DSOG2015 | valdr e Gueng Acelin
0030
s CL_Tia00_oos_Aoijos pa EL =
050355
Cubros CL_Chrishiane_Fimio Cutrim pdt DSOERHE | valdr de Susine Aceiim
050325
Situagao 0o Parecer:
ADrovaco

Endenepn: Sy da Engen hada s -
Baadéii:  Clchinte Lirwanibibiia

Mesicipss: RECFE
{81 ) E-ESEE

LWF: FE
Tabefiorme:

GEP: 5 Tai-a00

1% ik, Gl 4, Priedo de Camtre da Clinces da Selese

E-mall: mpccsilufpe b
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%;il CEP PERNAMBUCO CENTRO DE

W | - UFPE CIENCIAS DA SAUDE  UFPE-
Comtirnmcic do Persce- 2T T30

Hecaasita Apreclagio da COMEP:
Hao

RECIFE, 03 o= Malo da 2013

Ceran ™

Aaainado por:
LUCIANG TAVARES MONTENEGRO
[Coordanaor)

Endereca: Ay i Engenhafs & - 19 afalad sla 4 Pibdo de Cales S Clbism da Salrde

Basberin:  Chehintan Urwwirstibiia CEP: o) T sl
LWF: FE Mesicips: RECFE
Tabeform: (&1 )00 M-E6EE E-mall: rweesf@ufpe in

Figina (8 3% (8
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