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RESUMO

RECALDE Tamara Soledad Frontanilla. Distribuicao da frequéncia alélica de
STRs preconizados pelo sistema CODIS na capital e no Departamento
Central do Paraguai. 2018. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo.

Os marcadores utilizados para a obtengao de perfis genéticos sédo loci de
regides microssatélite do DNA, também designados de Short Tandem Repeats
(STR). O numero de repeticbes dos marcadores STR é variavel entre os
individuos, criando polimorfismo e tornando-os, desta forma, 6timos marcadores
para identificacdo humana. O objetivo desse trabalho foi estabelecer a
distribuicao da frequéncia alélica de 16 STRs preconizados no sistema CODIS,
na capital e no Departamento Central de Paraguai. Foram estudadas 300
amostras de saliva coletadas com NUCLEIC-CARD™ Collection Device System,
de individuos paraguaios dentre 20 e 70 anos de idade, morando em uma das
20 cidades estudadas. Para o processamento foi utilizado o kit AmpFLSTR
Identifiler Direct PCR Amplification® seguindo as fases de amplificagéo,
genotipagem, e eletroforese capilar. Foi possivel estabelecer o perfil genético de
259 amostras bem como os parametros forenses e, assim, calcular os /oci mais
polimérficos os quais foram FGA e D18S51 utilizando os softwares GenAlEx 6.5,
Arlequin 3.5 e R 2.5. A distribuicdo das frequéncias alélicas de cada loci
analisado permitiu estabelecer a caracterizagcdo genética da populagéo
estudada. Foi possivel confirmar que a populagdo do Paraguai se encontra em
equilibrio Hardy-Weinberg, com uma diversidade genética intrapopulacional de
0.794915 +/- 0.398307 e interpopulacional determinada pelo indice de fixacéo
(FST) de 0.01112. A partir desse estudo, foi possivel determinar as frequéncias
alélicas de 15 STRs utilizados no sistema CODIS na capital e no Departamento
Central do Paraguai bem como a caracterizagdo genética e os parametros
forenses da populagdo estudada. Todos os loci estudados foram considerados
muito informativos e Uteis para a solucdo de problemas relacionados com

identificagcdo humana na amostra analisada.

Palavras-chave: Identificacdo humana. DNA. Repeticdes de microssatélites.

Paraguay.



ABSTRACT

RECALDE T.S.F. Distribution of the allelic frequency of STRs recommended
by the CODIS system in the capital and in the Central Department of
Paraguay. 2018. 64f. Dissertagdo (Mestrado em Patologia Experimental) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2018.

The markers used to obtain genetic profiles are loci of DNA microsatellite regions,
also called Short Tandem Repeats (STR). The number of repetitions of STR
markers is variable between individuals, creating polymorphism and thus making
them excellent markers for human identification. The objective of this work was
to establish the distribution of the allelic frequency of 16 STRs recommended in
the CODIS system, in the capital and in the Central Department of Paraguay. We
studied 300 saliva samples collected from NUCLEIC-CARD ™ Collection Device
System of Paraguayan individuals between 20 and 70 years of age living in one
of the 20 cities studied. For the processing, the AmpFLSTR Identifiler Direct PCR
Amplification® kit was used following the phases of amplification, genotyping,
and capillary electrophoresis. It was possible to establish the genetic profile of
259 samples as well as the forensic parameters and thus to calculate the most
polymorphic loci which were FGA and D18S51 using the software GenAIEx 6.5,
Arlequin 3.5 and R 2.5. The distribution of the allelic frequencies of each loci
analyzed allowed to establish the genetic characterization of the studied
population. It was possible to confirm that the population of Paraguay is in Hardy-
Weinberg equilibrium, with an intrapopulation genetic diversity of 0.794915 +/-
0.398307 and interpopulation by determination of the FUS of 0.01112. From this
study, it was possible to determine the allelic frequencies of 15 STRs used in the
CODIS system in the capital and in the Central Department of Paraguay as well
as the genetic characterization and forensic parameters of the studied population.
All the loci studied were considered very informative and useful for the solution

of problems related to human identification in the analyzed sample.

Keywords: Human identification. DNA. Microsatellite Repeats.
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1. INTRODUGAO

1.1 Estrutura do DNA e marcadores moleculares

O acido desoxirribonucleico (DNA) € um acido nucleico, formado por uma
dupla fita em hélice, constituida por bases nitrogenadas organizadas em cadeias
polinucleotidicas (GRIFFITHS, et al., 2013). Os acidos nucleicos, incluindo o
DNA, sao compostos por unidades de nucleotideos; constituidas por uma base
nucleica, um acucar e um fosfato. As bases nucleicas que formam o nosso DNA,
sdo: A (adenina), T (timina), C (citosina) e G (guanina), e as suas varias
combinagdes, produzem as diversas diferengas bioldgicas entre os seres
humanos e todas as criaturas vivas (BUTLER, 2010).

O DNA é referido como a nossa impressédo genética, porque armazena as
informagdes necessarias para passar os atributos genéticos para futuras
geragbes. O conjunto completo do DNA contido em uma célula é referido
coletivamente como seu genoma (BUTLER, 2010; KRISHNAMURTHY; MANOJ;
PAGARE, 2011).

Os seres humanos tém aproximadamente 3 bilhbes de posi¢cbes de
nucleotideos em seu DNA gendmico. Assim, com quatro possibilidades (A, T, C
ou G) em cada posigao, sdo possiveis inumeras combinagdes, sempre levando
em consideracdo que a adenina s6 pode se hibridar com a timina e a citosina
com a guanina (BUTLER, 2010). O conteudo informativo do DNA é codificado
na ordem (sequéncia) das bases e a informacdo no DNA é armazenada com
base na ordem dos nucleotideos, genes e cromossomos (HOOD; GALAS, 2003).

O material de DNA nos cromossomos € composto de regides "codificadoras”
e "n&o codificadoras". As primeiras, sdo conhecidas como genes, e contém as
informacdes necessarias para uma célula produzir proteinas, constituindo
apenas 5% do nosso DNA genémico (HOOD; GALAS, 2003; BUTLER; COBLE;
VALLONE, 2017). As regides de DNA que nao codificam proteinas compdem o
restante do nosso material cromossémico, € nelas podem ser encontradas
marcadores moleculares altamente polimérficos (variaveis) que diferem entre os
individuos (BUTLER, 2010).

Os marcadores moleculares correspondem, basicamente, a uma sequéncia
de nucleotideos que atua como referéncia em um cromossomo. Em outras

palavras, sdo segmentos de DNA com uma localizagéo fisica identificavel (locus)
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em um cromossomo e cuja heranga genética pode ser rastreada. Um marcador
pode ser um gene, ou uma se¢do do DNA sem fung&o conhecida. Varios tipos
de marcadores moleculares foram identificados ao longo do tempo. Eles podem
ser baseados em Fragmentos de Restricao Polimérfica (RFLP) e na Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (HOOD; GALAS, 2003; BUTLER, COBLE;
VALLONE, 2017; BUTLER, 2010).

Marcadores polimdérficos sdo os que apresentam variacdo em sua sequéncia
entre individuos e sdo usados para construir mapas de ligagdo génica. Este
polimorfismo pode residir no numero de repetigdes, no tamanho da unidade de
repeticdo ou ainda na composi¢cao da unidade de repeticdo, sendo que esta
ultima é dividida em repeticbes simples, compostas, complexas e complexas
hipervariaveis (MATOS, 2013).

O tipo de variagao determina qual o tipo de polimorfismo, que pode ser um
RFLP (polimorfismo do tamanho da sequéncia de restrigdo), VNTR (numero
variavel de repeticbes em tandem; cada alelo do locus possui um numero
diferente de copias de um motivo em comum), SNP (polimorfismo de nucleotideo
unico; consiste na variagao de um unico nucleotideo) ou STR (sequéncias curtas
repetidas em tandem) (BECERRA; PAREDES, 2000; MATOS, 2013).

As sequéncias tipo microssatélite (SSR ou STR), estdo constituidas por
unidades curtas de um a seis pares de bases que se repetem (GRIFFITHS, et
al., 2013). Sua frequéncia e tipo de repeticdo variam nos genomas de diferentes
espécies. Por meio dos microssatélites, a diversidade entre gendtipos pode ser
medida por PCR amplificando a regido do DNA gendmico contendo essas
sequéncias repetidas (BECERRA; PAREDES, 2000).

Os microssatélites apresentam vantagens como a codominancia,
multialelismo e alta heterozigosidade. (BECERRA; PAREDES, 2000). O alto
nivel de polimorfismo, permite uma discriminagdo precisa entre individuos
altamente relacionados. (CAVALCANTE; QUEIROZ, 2013; GRIFFITHS, et al.,
2013). Além de serem altamente polimorficos, mostrando-se inclusive mais
variaveis que os RFLP, AFLP e RAPD, os microssatélites requerem quantidades
minimas de DNA, o que constitui uma vantagem favoravel (PERL-TREVES et
al.,1985).

De acordo com as recomendacdes da Sociedade Internacional de Genética

Forense (ISFG), a designacgao dos alelos dos STR deve fazer-se de acordo com
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o numero de unidades de repeticdo (OLIVEIRA,2012). Existem situagdes onde
um alelo de um locus STR contém um numero incompleto de repeticdes, dando
origem desta forma as microvariantes. Este termo descreve os alelos que
contem unidades de repeticdo incompleta. Portanto, se um alelo apresentar uma
unidade de repeticdo incompleta, serd designado pelo nimero de unidades de
repeticao completas e pelo numero de pares de bases da unidade de repeticao
incompleta, separados por um ponto (DIXON et al., 2006).

As microvariantes de cada marcador molecular, descritas na literatura
atualmente, podem ser consultadas na base de dados da NIST (National Institute
of Standards and Technology). Desta forma, se pesquisas recentes encontrarem

novas microvariantes ainda n&o descritas, poderao contribuir com a tabela.

1.2 ldentificagao humana e aplicagao da Genética Forense

Um dos maiores desafios na area forense € a identificagdo humana. A
identidade pode ser compreendida como conjunto de caracteristicas que
distinguem uma pessoa ou uma coisa, € por meio das quais €& possivel
individualiza-la (HOUAISS; VILLAR; FRANCO, 2001).

A possibilidade de individualizacdo humana por caracteristicas particulares
possibilita a identificacdo em situagdes sumamente importantes, quais sejam:
situagbes catastroficas (acidentes aéreos, desastres naturais, guerras),
homicidios com segmentagcdo de partes corporais das vitimas, imersao,
carbonizagéao, etc. (JOBIM; COSTA; SILVA, 2012).

A INTERPOL (INTERPOL, 2014) estabelece métodos de identificagdo
primarios e secundarios. Os primarios podem ser entendidos como aqueles que
podem por si s estabelecer a identidade, ou seja, sem necessidade de aplicar
outro método para confirmacgao. Estes métodos sdo a datiloscopia, a odontologia
e a genética. Ja os métodos secundarios de identificagdo, tém como principal
objetivo diminuir o universo de busca, portanto constituem métodos auxiliares.
Eles por si s, ndo podem estabelecer a identidade. Entre eles, encontram-se a
antropologia, tatuagens, vestimentas, entre outros.

O DNA tem sido o responsavel por uma verdadeira revolugao das técnicas
de identificagdo nas ultimas décadas (CAVALCANTE; QUEIROZ, 2013), a partir
do estudo e da identificacdo de polimorfismos entre determinados marcadores

moleculares existentes nos individuos. Estes marcadores tém grande potencial
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discriminatorio (SZIBOR et al., 2003) podendo, assim, serem utilizados em
investigacdes criminais.

A maior parte da sequéncia de bases nitrogenadas do DNA dos seres
humanos apresenta baixa discriminagéo, inclusive o projeto genoma humano,
revelou que a sequéncia do genoma humano é 99,9% exatamente a mesma em
todas as pessoas (BUTLER, 2010). Entretanto, existem regides polimorficas cuja
sequéncia de bases varia entre os individuos. A analise dessas regides permite
a elaboracdo de perfis genéticos com o potencial de traduzir informagdes
contidas no DNA na forma de algarismos alfanuméricos que se repetem
(LIMA,2008; GRIFFITHS, et al., 2013).

A identificagdo humana utilizando o método genético é realizada por meio do
estudo de marcadores genéticos. De acordo com o Grupo Europeu de Perfis de
DNA (EDNAP), os marcadores recomendados para a obtencdo de perfis
genéticos sao loci de regides microssatélite do DNA, também designados de
short tandem repeats (STR) (PINHEIRO, 2010; PINHEIRO,2015).

A estabilidade quimica do DNA, mesmo apoés longo periodo de tempo, e a
sua ocorréncia em todas as células nucleadas do organismo humano atribuem
a este método uma ampla vantagem e efetividade (LEITE et. al., 2013).
Entretanto, como todo método, tem limitagdes consideraveis devido ao custo,
tempo de processamento e necessidade de estudos genéticos populacionais
que permitam conhecer melhor as caracteristicas genéticas das diferentes

populagdes para assim conseguir melhores resultados.

1.3 Polimorfismos genéticos e a identificagao humana

O termo polimorfismo refere-se a ocorréncia simultdnea de diferentes
genotipos, resultantes da combinacao de alelos de um mesmo /ocus dentro da
populagdo, que podem ou nao resultar em diferentes fendtipos. (UTIYAMA,
REASON; KOTZE, 2004). Em outras palavras, uma variagdo genética
descontinua que resulta em diferentes formas ou tipos de individuos entre os
membros de uma unica espécie (SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

O polimorfismo genético promove a diversidade dentro de uma populagao.
Muitas vezes, persiste por muitas geragdes, porque nenhuma forma unica tem

uma vantagem ou desvantagem geral sobre as outras em relagcdo a selecao
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natural. Um exemplo comum séo as diferentes formas alélicas que dao origem a
diferentes tipos sanguineos em humanos. (DIAS, et. al, 2017)

Atualmente, aceita-se que um gene com frequéncia entre 1% e 99% deve ser
classificado como gene polimorfo, aquele inferior a 1% idiomorfo, enquanto um
gene com frequéncia superior a 99% deve ser classificado como gene
monomorfo (MORTON, 1976). Entretanto, é importante deixar claro que um
locus polimorfico pode incluir entre os alelos a ele pertencentes um ou varios
genes idiomorfos. Por sua vez, os caracteres que resultam de /oci que incluem
pelo menos dois alelos polimérficos sdo denominados polimorfismos genéticos
ou sistemas genéticos polimorficos. (BEIGUELMAN B, 2008; UTIYAMA;
REASON; KOTZE, 2004)

O numero de repeticbes dos marcadores STR ¢é variavel entre os individuos,
criando polimorfismo e tornando-os, desta forma, 6timos marcadores para
identificacdo humana, mas também definindo formas variantes dos alelos
presentes na populagdo (MARTINS, 2008). Desta forma, uma estratégia para
compreender melhor a constituicdo genética de uma populagdo € estimar a
distribuicdo das frequéncias alélicas de regides microssatélites (GIGONZAC,
2013).

A variagcdo genética dentro da populagcdo é responsavel pela maioria da
diversidade humana (LI et al, 2009). A Genética Populacional tem como um dos
objetivos analisar as consequéncias da aplicagdo dos principios mendelianos em
determinada populagao, estudando os efeitos das mutagdes (OLIVEIRA, 2012).
E na identificacdo humana isto € sumamente importante, pois em uma valoragao
pericial € necessario conhecer alguns parédmetros estatisticos da populagao
referéncia (BEIGUELMAN, 2008).

Cada populacédo tem um grau de diferenciagdo distinta. Sabe-se que
diferentes populag¢des apresentam alelos em frequéncias diferentes e algumas
vezes unicos (EHRLICH; RAVEN, 1969) e, mesmo em paises vizinhos ou de
costumes similares, existe polimorfismo. Portanto, € de suma importancia a
realizacdo de estudos populacionais e de caracterizagdo genética, a fim de
verificar quais alelos estdo presentes e em qual frequéncia, para definir quais
sdo os melhores marcadores a serem utilizados nestes casos, provando a

efetividade de métodos internacionais na populagao estudada.



21

Como todo método de identificagdo, o método de DNA é baseado no
confronto de dados, sendo necessario ter material biolégico do suspeito que
permita a comparacéo de dados (INTERPOL, 2014). E claro que em casos onde
busca-se a vinculagdo de um acusado vivo ao local de crime constitui um
processo muito mais simples devido a que a amostra é obtida diretamente do
suspeito, sem contaminacéo, degradagéo ou duvida da procedéncia da amostra.

Paralelamente, em casos onde busca-se a identificacdo de um cadaver em
avangado estado de decomposi¢cdo, o DNA ja se encontra degradado, o que
dificulta o processamento. Além disso, para o confronto de dados buscam-se
objetos pessoais ou familiares da vitima para obter material biolégico que
permita fazer o confronto, o que pode abrir uma grande discussao a respeito da
validade da amostra indubitada. Uma solucéo a esta problematica poderia ser a
criacdo de um banco de dados genético que permita o armazenamento de perfis
genéticos da populagéo e sua utilizagdo direta logo em casos de investigacao.
(BUDOWLE; BIEBER; EISENBERG, 2005)

1.4 Parametros estatisticos em Genética Forense

A base para os calculos de frequéncia alélica, derivam do Principio de Hardy-
Weinberg que constitui em um modelo matematico simples para demonstrar que
as frequéncias genotipicas de uma populagdo se mantém constantes quando
nao ha forga evolutiva atuando sobre a mesma, ou seja, a heranga mendeliana,
por si sO, n&o gera mudanga evolutiva.

Para que o principio possa ser demonstrado, a populacdo em questao deve
estar em equilibrio genético, devendo ela apresentar as seguintes caracteristicas
(BEIGUELMAN, 2008): (a) A populacéo analisada deve ser grande o suficiente
para que nao ocorram desvios estatisticos; (b) Nao deve haver fluxo génico entre
diferentes populagdes; (c) Nao deve haver a ocorréncia de mutagdes; (d) Os
casamentos devem ocorrer aleatoriamente, ndo existindo, por conseguinte,
casamentos preferenciais entre individuos por causa de seu gendtipo, fendtipo,
estratificacdo social ou consanguinidade. Alids, por serem o0s casamentos
realizados aleatoriamente, os casamentos consanguineos podem existir, desde
que ocorram aleatoriamente; (e) Nao pode haver atuagéo da selegdo natural.

Este tipo de populagao € chamada de populagao ideal e apesar de nenhuma

populagdo humana preencher as condicdes descritas acima, a pratica tem
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demonstrado que em numerosas populagdes humanas, os genotipos se

distribuem de acordo com a Lei de Hardy-Weinberg, sendo esta muito util para

se estudarem populagdes e os mecanismos evolutivos que violam o Principio
(BEIGUELMAN, 2008; OLIVEIRA 2012).

Para que um marcador possa ser utilizado, deve cumprir com alguns

parametros forenses e, entre eles, encontramos:

a)

b)

d)

Poder de Exclusdao: O PE de um marcador genético numa determinada
populacdo é um parametro importante no que concerne a investigagcéo
biolégica da paternidade. Pode ser definido como a probabilidade de
excluir um individuo que foi erroneamente acusado em uma investigagao
de paternidade (BEIGUELMAN, 2008).

Poder de Discriminagao: O PD é a probabilidade de dois individuos,
retirados ao acaso da mesma populagado e ndo aparentados entre si, se
possam diferenciar geneticamente, ou seja, apresentarem genotipos
diferentes (DESMARAIS et al., 1998). Quanto maior for o numero de
sistemas genéticos considerados, maior o valor de PD, existindo maior
capacidade de discriminar varios individuos de uma populagao.
Probabilidade de identidade (Pl) ou Probabilidade de Matching (MP):
€ a probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso em uma
populagao apresentarem genotipos idénticos para um locus. Portanto, €
o oposto da Probabilidade de Discriminagdo (SENSABAUGH, 1982).
Heterozigosidade: Trata-se de um parametro que representa a
probabilidade de dois alelos do mesmo locus, escolhidos ao acaso na
populacao, serem diferentes (WEIR, 1996). Quanto maior a heterozigose,
maior é a variabilidade genética do locus na populacdo em questéo,
assim, a probabilidade de que dois individuos tenham o mesmo perfil
torna-se menor. O ideal é utilizar marcadores genéticos que tenham
heterozigose superior a 70%, pois s&o mais informativos. A heterozigose
pode ser esperada ou observada. (SANTA RITA, 2013). A
heterozigosidade observada (Hp) define- se como o numero de individuos
heterozigoticos observados, relativamente ao numero total de individuos
da populagdo. E calculada diretamente dos genétipos encontrados na
populacado. Trata- se do numero de heterozigotos em cada /ocus dividido

pelo numero total de individuos pesquisados. A heterozigosidade
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esperada (He) € a fragdo estimada de heterozigotos para um locus,

assumindo a condigado de equilibrio de Hardy-Weinberg na populagéo.
Difere-se da observada por ser calculada a partir das frequéncias alélicas.
Quando H, encontra-se maior que a He significa que existe um excesso
de heterozigotos em relacdo ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg.
Entretanto, quando a H, se apresenta menor que a He significa que existe
um excesso de homozigotos em relagdo ao modelo de equilibrio.
Portanto, o ideal é que ambas apresentem valores similares.

e) Contetdo Informativo de Polimorfismo (PIC): E a capacidade
informativa de um J/ocus analisando-se seu conteudo em informagao
polimorfica (BOTSTEIN et al.,, 1980): PIC superiores a 0,5 sé&o
considerados muito informativos. Valores entre 0,25 e 0,5 séo
considerados razoavelmente informativos e valores menores que 0,25,
pouco informativos (BOTSTEIN et al., 1980).

1.5 Perfil de DNA e identidade genético-criminal

As regides polimorficas do DNA foram descritas na década de 1980, na
Inglaterra, pelo cientista Alec Jeffreys que ao estudar um determinado gene, se
surpreendeu observando que em sua extensao apareciam regides que se
diferenciavam entre as pessoas, e observou que estas regides variaveis podiam
ser encontradas em todo o genoma humano e que a partir delas podia-se definir
0 que ele mesmo chamou de “impressdes digitais de DNA” (JEFFREYS;
BROOKFIELD; SEMEONOFF, 1985; BERNATH, 2008).

As impressodes digitais de DNA tornaram-se uma ferramenta muito util nas
investigacbes criminais. Perfis de DNA forense s&o atualmente realizados
utilizando um painel de marcadores STR multialélicos estruturalmente analogos
aos minissatélites originais, mas com curtos intervalos de repetigédo e, portanto,
mais faceis para amplificar e “multiplexar” com a reagdo em cadeia da
polimerase. Até 30 STRs podem ser detectados em uma Unica eletroforese
capilar, gerando para cada individuo um cédigo unico (ROEWER, 2013).

Existem dois conjuntos de marcadores STR que cumprem os requerimentos
dos bancos de dados criminais em todo 0 mundo: o conjunto padréo europeu de
12 marcadores (JOBLING; GILL, 2004) e o padrado norte-americano CODIS
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(Combined DNA Index System) de atualmente 20 marcadores (COLLINS et al.,
2004).

O CODIS é um programa criado em 1998, de propriedade exclusiva do
Federal Bureau of Investigation (FBI), que permite a comparacdo de perfis
genéticos. Combina a ciéncia forense e informatica em uma ferramenta para a
ligacdo de crimes violentos e permite que laboratérios forenses federais,
estaduais e locais troquem e comparem perfis de DNA eletronicamente, ligando
assim crimes violentos em série entre si e a ofensores conhecidos. Usando o
Sistema Nacional de Indexacdo de DNA do CODIS, o Banco de Dados Nacional
de DNA de Pessoas Desaparecidas também ajuda a identificar individuos
desaparecidos e n&o identificados (Federal Bureau of Investigation, USA).

Nos Estados Unidos, o CODIS néo € acessivel ao publico em geral ou para
a maioria dos profissionais da justiga criminal. Apenas o administrador do banco
de dados em laboratério do governo e o pessoal responsavel pela entrada de
perfis de DNA para CODIS tém acesso ao banco de dados de DNA em todos os
niveis (local, estadual e nacional) (Federal Bureau of Investigation, USA).

Os Estados Unidos preconizaram, inicialmente, 13 loci designados como
painel de STR do CODIS composto pelos loci autossémicos TPOX, D3S1358,
FIBRA ou FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, D8S1179, THO1, vWA, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11 e o gene homodlogo da amelogenina (X e Y)
(CAVALCANTE; QUEIROZ, 2013) (Figura 1). Em maio de 2010, o FBI formou
um CODIS Core Loci Working Group1 para rever os 13 loci principais existentes
e determinaram ser vantajoso ter loci adicionais, devido a que reduziria a
probabilidade de correspondéncias ao acaso, aumentaria a compatibilidade
internacional para auxiliar os esforcos de compartihamento de dados e
acresceria o poder de discriminagdo para auxiliar casos de desaparecidos
(HARES, 2015; KRAEMER et al., 2017). Portanto, foram acrescentados os loci
D10S1248, D22S1045, D1S1656, D12S391, D2S441, D2S1338, D19S433,
PentaD e PentakE (AGUIAR, 2014).
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Figura 1 - Posigdo de marcadores STR nos cromossomos humanos.
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Fonte: BUTLER, 2015. Disponivel em: http://www.cstl.nist.gov/strbase/pub_pres/Butler-DNA-
interpretation-AAFS2015.pdf. Acessado em 3/06/2018).

1.6 Banco de dados genético e direitos humanos.

O primeiro banco de dados de DNA forense no mundo foi o banco de dados
nacional do Reino Unido, estabelecido em 1995. Embora ele tenha sido
inicialmente amplamente apoiado pelo publico, a grande expansao do banco de
dados, e a possibilidade que os perfis de DNA sejam mantidos no banco de
dados mesmo apos a absolvigao, levou ao registro de um numero significativo
de pessoas inocentes, tornando-se assim, altamente controverso (NUFFIELD-
COUNCIL, 2007; WALLACE et al., 2017). Posteriormente, a lei foi alterada,
permitindo que mais de 1 milhdo de perfis de DNA de pessoas inocentes fossem
retiradas desse banco de dados genético-criminal (WILLIAMS; JOHNSON;
MARTIN, 2004).

Uma base de dados genética com finalidades forenses agrega um conjunto
de perfis genéticos que sdo determinados a partir de amostras biologicas
colhidas de um conjunto de individuos ou encontradas em cenas de crime. Em
contexto de investigagdo criminal, os perfis genéticos obtidos por essas vias
poderdo ser comparados com os perfis ja incluidos em base de dados, com

vistas a apurar se ocorre ou ndo uma correspondéncia positiva. O arquivamento
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dos perfis genéticos e qualquer outro tipo de informagao constante na base de
dados, € realizado em ficheiros informatizados. A utilizacdo de bases de dados
genéticos forenses pode ser utilizada para diversos fins, tais como: para
identificacdo de autores e de vitimas de crimes, vitimas de catastrofes, pessoas
desaparecidas e para o estabelecimento dos lagos de parentesco entre
individuos (MACHADO; MONIZ, 2014).

Evidentemente, mesmo que esteja amplamente comprovado que a
engenharia genética trouxe avangos inigualaveis no entendimento das
enfermidades, novas terapias e cura de inumeraveis patologias, existe uma
preocupagao ética referente aos perfis genéticos de pessoas humanas. As
aplicagdes atuais da engenharia genética demonstram um carater ambivalente,
de protecao e afronta concomitante a diversos principios de direitos humanos,
porquanto incluem certas situagcdes de possivel protecdo e outras de ofensa a
dignidade da pessoa humana (CAMARGO, 2013).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi estabelecer a distribuicdo da frequéncia
alélica de 16 STRs utilizados no sistema CODIS na capital e no Departamento

Central do Paraguai.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar se a populagdo da capital e do Departamento Central do
Paraguai encontra-se no equilibrio de Hardy-Weinberg.

2.2.2 Estabelecer a caracterizagdo genética da capital e do Departamento
Central do Paraguai.

2.2.3 Definir os marcadores genéticos mais importantes na pratica forense na
esfera criminal na populagao estudada.

2.2.4 Avaliar a possibilidade da realizagdo de um banco de dados genético da

populagao de referéncia.
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3. JUSTIFICATIVA

Nao existem dados oficiais sobre a composicdo étnica da populagdo
paraguaia. A colonizagdo Europeia, e as guerras pelas quais atravessou o pais,
foram fundamentais para composi¢cdo genética atual. Conhecer a composi¢céo
genética da populagdo, bem como os parametros forenses de marcadores

moleculares especificos € fundamental na resolu¢do de investigagdes criminais.

4. MATERIAIS E METODOS
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nacional de
Assuncéo (Paraguai), tendo em vista que os sujeitos da pesquisa sao individuos
paraguaios. E para fins de esclarecimentos frente aos questionamentos éticos,
€ de fundamental importancia ressaltar que durante a coleta de material
genético, apenas foram registrados em forma de codigo as seguintes
informagdes: sexo, idade e cidade, ndo sendo arquivados nomes, numeros de
documentos ou quaisquer outras informacdes que permitam identificar as
pessoas, conforme determinam as normas constitucionais nacionais, do CEP
(Comité de ética em Pesquisa) e da CONEP (Comiss&do Nacional de ética em
Pesquisa), e internacionais sobre direitos humanos, genoma humano e dados
genéticos (CONEP, 2002).

4.2 Populagao e amostra

Foi feito um calculo amostral utilizando a amostra por quotas, a qual é
constituida respeitando a distribuicao populacional de cada cidade, levando em
consideragao a distribuicdo geografica e dados estatisticos fornecidos pela
Direcdo Geral de Estatisticas, Pesquisas e Censos do pais. O n foi calculado
utilizando o tamanho de amostra minimo; n = ta? x p x (1-p) / m? onde ta

representa o intervalo de confiangca (95%), p a frequéncia do alelo
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(desconhecido, portanto utilizamos 0,5 para maximizar o n) e m representa o
margem de erro (utilizaremos 6%). Desta forma, obtemos n = 1,962 x 0,5 x 0,5/
0,062 = 266,78. Portanto, 260 pessoas constituem um numero representativo da
populagao estudada.

Desta forma, a amostra consistiu em 300 adultos paraguaios voluntarios
residentes no Departamento Central do Paraguai, com idade entre 20 e 70 anos,
divididos igualmente entre os sexos feminino e masculino, pois segundo dados
estatisticos da Direcdo Geral de Estatisticas Pesquisas e Censos do Paraguai,
(DGEEC), na capital 47,1% da populagéo corresponde ao sexo masculino e o
52,9% ao sexo feminino (GOBIERNO NACIONAL, 2012) e no Departamento
Central, 49,3% corresponde ao sexo masculino e o 50,7% ao sexo feminino,
demonstrando a proporcionalidade existente na distribuicdo da amostra
estudada, embora ndo tenha sido detectada nenhuma interferéncia do sexo na
distribuicdo de STR por se tratarem de genes autossémicos (Tabela 1).

Foram considerados como objeto deste estudo, a capital e o
Departamento Central pois apresentam a maior taxa de migragéo interna no pais
e, com isso, uma melhor representagcédo da populagdo Paraguai

A Organizagéo Internacional para as Migragbes (ORGANIZACION
INTERNACIONAL PARA LAS MIGRACIONES, sn.) expde que mais de dois
tercos da populagéo paraguaia se concentra na regido metropolitana, composta
de Assungdo e seus arredores (Luque, Fernando de Ila Mora, San
Lorenzo, Lambaré, Mariano Roque  Alonso, Nemby, Capiata, Limpio, San
Antonio, Villa Elisa, ltaugua, e Ypacarai, todos eles parte do Departamento
Central de Paraguai) com uma populagdo aproximada de 2.596.231 habitantes
de acordo com dados da dire¢cdo geral de estatisticas, pesquisas e censos.
(GOBIERNO NACIONAL, 2012).
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Tabela 1 - Representacdo da distribuicdo amostral da populacdo estudada.
(n=300)

CIDADE v AREA Km? AMOSTRAS
Aregua 70.490 110 8
Capiata 224 152 83 26
Fernando de la Mora 167.018 21 20
Guarambaré 33.208 59 4
Ita 75.606 190 9
ltaugua 100.456 122 12
JAS 51.891 95

Lambaré 170.851 39 20
Limpio 131.728 118 16
Luque 263.604 203 31
MRA 97.585 50 11
Nemby 131.048 40 15
Nueva ltalia 11.934 312 1
San Antonio 62.663 29 7
San Lorenzo 252.561 41 30
Villa Elisa 75.933 22 9
Villeta 36.985 888

Ypacarai 26.446 111 3
Ypané 48.772 54 6
Asuncioén 524.190 128 62

Figura 2 — Mapa do departamento central e da Capital do Paraguai. Em vermelho
o departamento central e em azul a Capital (A). Cidades que compdem o
departamento central do Paraguai (B)
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4.3 Coleta das amostras

Previamente a coleta das amostras, todos os participantes foram
informados sobre a pesquisa, utilizando o termo de consentimento livre e
esclarecido, sendo este documento devidamente preenchido, seguindo as
normativas do Comité de Etica e Pesquisa ao qual essa pesquisa foi submetida.

Os critérios de inclusdo para selecao de voluntarios foram: individuos
paraguaios, com idade entre 20 e 70 anos, morando em uma das 20 cidades
estudadas, seguindo a distribuigdo geografica conforme exposto na Tabela 1. O
critério de exclusdo foi apresentar vinculo familiar ou consanguinidade entre
voluntarios. Foram coletadas amostras de saliva com o NUCLEIC-CARD™
Collection Device System dos diferentes postos de saude das cidades

estudadas, identificando sexo, idade e cidade de cada voluntario (Figura 3).

Figura 3 - NUCLEIC-CARD™ Collection Device apos da coleta das amostras.
Etiquetadas especificando idade, sexo e cidade (A). A regido branca nos
cartdes de coleta, indicam a presenga de saliva (B)
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4.4 Transporte e armazenamento das amostras

As amostras coletadas com o NUCLEIC-CARD™ Collection Device System
foram armazenadas em um lugar escuro, a temperatura ambiente, conforme
indicacbes do fabricante. As amostras foram transportadas ao Brasil, para o
processamento em parceria com a Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de S&o Paulo — FOB/USP, no Laboratorio de Fisiologia e
Farmacologia Clinica.

4.5 Processamento das amostras

Foram feitos cortes de 1 mm nos cartdes, com ajuda do picotador Fitzco®

Classic Punch (Fitzco Inc. Minnesota, Estados Unidos) e colocados em placas

de 96 pocos (Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil).
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Para o processamento das amostras, foi utilizado o kit AmpFLSTR®
Identifiler® Direct PCR Amplification (Life Technologies, Foster City, CA, USA),
seguindo as instrugdes do fabricante. Esse kit facilita o processamento das
amostras, pois a extracdo e purificacdo ndo sdo necessarias, avangando
diretamente para as seguintes etapas de genotipagem, amplificacdo e

sequenciamento, as quais serdo descritas a seguir.

4.5.1 Genotipagem PCR-STR

A amplificagéo de 16 loci STR de DNA genémico, sendo 15 autossémicos
polimorficos e a amelogenina, foi feita pelo método de PCR multiplex, utilizando
o sistema AmpFLSTR™ Identifiler™ Direct PCR Amplification Kit (Life
Technologies, Foster City, CA, USA), conforme protocolo do fabricante. Este kit
foi validado para tal finalidade de acordo com as normas do Grupo de Trabalho
Cientifico sobre Métodos de Analise de DNA (SWGDAM) e diretrizes do FBI.

Os 16 loci amplificados contemplam o nucleo CODIS (Federal Bureau of
Investigation, USA) e foram: D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51,
D5S818, D13S317, D7S820, THO1, TPOX, CSF1PO, D19S433, D2S1338,
D16S539 e o marcador de género, a amelogenina. Foram seguidos o0s

protocolos do guia do usuario desse kit (Figura 4).

Figura 4 - Composi¢gao do AmpFISTR® Identifiler® Direct PCR Amplification Kit.

desLi::::ion c“'l':c";“’;‘:“e Alleles included in Allelic Ladder Dye label D:A‘":;;z,l, A
D8S1179 8 8,910, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6-FAM™ 13,13
D211 21911.2-q21 24,24.2, 25,26, 27,28, 28.2, 29, 29.2,30,30.2, 31, 30, 30
31.2,32,32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36, 37, 38
D75820 7q11.21-22 6,7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15 10, 11
CSF1PO 5q33.3-34 6,7,89, 10, 11,12,13, 14,15 10, 12
D351358 3p 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19 vic® 14,15
THO1 11p155 4,5,6,7,8,9,93,10, 11,133 8,93
D135317 13q22-31 8,9,10, 11,12, 13, 14,15 1,11
D165539 16q24-qter 5,8,9,10,11, 12,13, 14,15 11,12
D251338 2q35-37.1 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 19,23
D195433 19912-13.1 9,10, 11,12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, | NED™ 14,15
16.2,17,17.2
VWA 12p12-pter 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 17,18
TPOX 2p23-2per 6,7,89,10,11,12,13 8,8
D18S51 18921.3 7,9, 10,102, 11, 12,13, 13.2, 14, 14.2, 15, 16, 17, 15,19
18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
Amelogenin X: p22.1-22.3; Y:p11.2 | X Y PET® X
D55818 5q21-31 7,8,9, 10,11, 12,13, 14,15, 16 1,11
FGA 4q28 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27, 28, 2, 24
29,30,30.2,31.2, 32.2,33.2, 42.2, 43.2, 44.2, 45.2,
46.2,47.2, 48.2,50.2, 51.2

Fonte: Life Technologies, Foster City, CA, USA. Disponivel em:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4467831
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4.5.2 Amplificagédo

As reacdes de amplificacdo por PCR foram preparadas contendo 6,25 pL
de mistura de AmpFLSTR™ Identifiler™ Direct PCR Amplification STR
Plus Master Mix com 6,25 pL de Primer Set, totalizando o volume final de 12,5
ML que foram colocados em cada poco da placa e acrescido de 1 mm do cartdo
de coleta de saliva com DNA.

As amostras foram amplificadas em placas de 96 pocgos (Applied
Biosystems, S&o Paulo, Brasil) no GeneAmp Veriti (Applied Biosystems, Sao
Paulo, Brasil). As condigdes de ciclos térmicos padrao constituiram em: ativagao
da enzima a 95°C durante 11 minutos; 26 ciclos de desnaturagao a 94°C durante
20 segundos, anelamento a 59°C por 2 minutos; e extensao a 72°C por 1 minuto.
O ultimo passo foi realizado a 60°C durante 25 minutos para estabilizar o produto
resultante desse processo, denominado produto da PCR, que sera mantido a

4°C até o proximo passo.

4.5.3 Eletroforese capilar
Foram seguidos os protocolos do Guia do Usuario do Kit AmpFLSTR™
Identifiler™ Direct PCR Amplification Kit (Life Technologies, Foster City,
CA, USA). As amostras foram preparadas por adigdo de 1 uL do produto da PCR
para 9 uL de solugédo de formamida / LIZ® (0,3 yL de GeneScan™ 600 LIZ® de
tamanho padrdo e 8,7 pL de formamida deionizada (Hi-DI™; Applied
Biosystems, S&o Paulo, Brasil). Antes da eletroforese, as amostras foram
desnaturadas a 95°C durante 5 minutos, em seguida mergulhadas no gelo
durante 5 minutos. Utilizando o sequenciador Applied Biosystems 3130xI Genetic
Analyzer, as amostras foram injetadas através de 16 capilares de 36 cm a 3 kV
durante 10 segundos e submetidas a eletroforese a 15 kV durante 15 segundos
em polimero optimizado-4 (POP-4™ Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil) a
60°C.
A seguir, os dados resultantes da eletroforese, os eletroferogramas, foram
analisados pelo programa GeneMapper ID-X 1.4 (Applied Biosystems, S&o
Paulo, Brasil). Os picos alélicos foram interpretados quando as suas alturas

forem = 50 unidades de fluorescéncia relativa (RFU).
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4.6 Analise estatistica

A analise de equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada para cada locus pelo
teste exato, utilizando o software Arlequin 3.5. As frequéncias alélicas, os
parametros forenses incluindo a heterozigosidade observada (HO),
heterozigosidade esperada (HE), o poder de discriminagdo (PD), probabilidade
de matching (MP), o conteudo de informagao polimorfica (PIC) e o poder de
exclusdo (PE) dos loci foram calculados pelos softwares GenAlEx 6.5
(PEAKALL; SMOUSE 2006, 2012) e Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010).

Foram comparados os dados genotipicos obtidos em esta pesquisa, com
quatro populagdes dos Estados Unidos; Hispanos, Caucasianos, Afro
americanos e Asiaticos (COBLE; HILL; BUTLER, 2013; HILL et al., 2013;
BUTLER; HILL; COBLE, 2012) utilizando o método da analise da variéncia
molecular (AMOVA, com base em estatistica-F) com o software Arlequin 3.5
Além disso, utilizando o mesmo programa, foi calculado o coeficiente de
consanguinidade (Fis), coeficiente de consanguinidade total (Fit) e indice de
fixagdo total (Fst), contemplando as analises de variagdo entre as pessoas,

dentro de cada populacéao e entre as cinco populagdes estudadas.

5. RESULTADOS

Das 300 amostras coletadas, foi possivel estabelecer o perfil genético de 259
amostras, sendo 130 do sexo feminino e 129 do sexo masculino.

No software GeneMapper ID-X 1.4, foram observados os picos alélicos
nos marcadores genéticos estudados das 259 amostras, as quais tém sido
interpretadas quando as suas alturas forem = 50 unidades de fluorescéncia
relativa e posteriormente exportados em uma tabela de Excel para analise.
(Tabela 2).

A Figura 5 ilustra o eletroferograma ideal com o perfil genético dos 16
diferentes loci analisados (15 STR e AMEL). A barra verde indica a qualidade
ideal do experimento. Ja a Figura 6 ilustra um eletroferograma aceitavel, onde
as cores amarelas propdem uma adverténcia e recomendam uma avaliagao
cuidadosa. Em alguns casos onde o motivo da adverténcia foi justificado, foi
realizada uma modificagdo manual. Elas foram efetuadas unicamente quando os

alelos se encontravam claramente identificaveis e confirmou-se algum erro de
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nte a estouro de sinal decorrente, por exemplo, de um marcador

homozigoto localizado no mesmo bin, s6 que de outro marcador.

Figura 5 - Eletroferograma ideal ilustrando os 16 STR dos 16 diferentes loci
analisados (15 STR e AMEL). A coloragdo verde indicando a qualidade ideal do

experimento.
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Fonte: GeneMapper software. Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil.

Figura 6 - Eletroferograma aceitavel ilustrando os 16 STR dos 16 diferentes /loci

analisados (
avaliagao cui

15 STR e AMEL). A coloragdo amarela recomendando uma
dadosa.
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Fonte: GeneMapper software. Applied Biosystems, Sao Paulo, Brasil



35

Na Figura 7 observamos um eletroferograma nao aceitavel onde a barra
vermelha indica uma baixa qualidade, podendo ser resultante de contaminacéo,
falta de DNA na amostra analisada, erro de leitura, etc. Todas as amostras que
apresentaram estas carateristicas foram processadas novamente até obter
minimamente uma qualidade aceitavel. A Tabela 2 exemplifica de forma didatica,
os alelos presentes nos marcadores estudados das amostras 1-5. Isso foi

realizado para as 259 amostras.

Figura 7 - Eletroferograma n&o aceitavel. A coloracéo vermelha indicando a
necessidade de refazer o processamento da amostra.
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Fonte: GeneMapper software. Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil.

Tabela 2 - Alelos presentes nos marcadores estudados das amostras 1-5.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
MARCADOR A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2
D8S1179 11 14 13 13 13 13 10 16 10 16
D21S11 28 30 28 29 29 31 31 32.2 31 32.2
D7S820 10 13 10 11 9 12 8 12 8 12

CSF1PO 12 13 10 12 10 14 11 12 11 12
D3S1358 16 18 14 16 15 16 15 16 15 16

THO1 7 7 7 9 7 7 6 9.3 6 9.3
D13S317 13 14 9 11 11 12 12 13 12 13
D16S539 9 9 10 11 11 12 12 13 12 13

D2S1338 17 22 17 21 17 17 17 23 17 23
D19S433 13 13 15 16 14 15.2 13 13.2 13 13.2

VWA 14 16 14 17 15 16 18 21 18 21
TPOX 11 11 9 12 8 11 8 12 8 12
D18S51 14 15 12 14 13 15 12 15 12 15
AMEL X Y X Y X Y X X X X
D5S818 11 13 11 12 11 12 11 11 11 11

FGA 20 24 21 21 21 24 21 22 21 22
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A Tabela 3 apresenta, para cada locus analisado, a faixa de variagao dos

alelos, os numeros de alelos obtidos em cada locus, os alelos mais e os menos

frequentes. Os loci mais polimorficos na populagdo paraguaia foram FGA,
D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338 com 17,14,13,14 e 11 diferentes alelos

respectivamente.

Tabela 3 - Faixa de variagcédo de alelos, numeros de alelos (N.A), os de maior e
menor frequéncia em cada loci estudado excluindo o marcador de género AMEL.

VARIACAO DE

ALELOS >FREQ.

ALELOS < FREQ

LOCI ALELOS N.A Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia
1 284 17 2
D8S1179 8-17 10 12 8:238 9 8:834
D21S11  25,2-34,2 14 28 8%3 232 8:882
D75820 7-14 9 1:) 8j§2§ %4: 8:882
12 71 7 2
CSF1PO 7-14 8 y 8:276 8 82888
D3S1358 12-19 8 12 8:2;; 12 8:883
mot e e 5 oD o0
12 2 1 4
D13S317 8-14 7 y 8:;? 80 8:853
D16S539  8-14 7 ﬁ 8:223 184 8:82
D2S1338 16 - 26 11 ;Z 82?23 2(15 8:82411
1 2
D19S433  10-16,2 13 1: 8:232 11(,)2 8:882
VWA 13- 21 9 12 8:222 ;g 8:882
SRR
14 222 2 2
D18S51 10-23 14 5 8:158 2? 82884
D55818 7-14 8 1; 8;‘2‘28 184 8:882
24 0,166 17 0,002
FGA 17-30 17 21 0,151 20,2 0,002

As figuras 8-22 expdem as diferentes frequéncias alélicas para cada loci

analisado. A Tabela 4 apresenta a distribuicdo das frequéncias alélicas dos 259

individuos paraguaios, dos 15 loci autossémicos analisados bem como os
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parametros forenses, calculados utilizando os programas GenAlEx 6.5
(PEAKALL; SMOUSE 2006, 2012) e Arlequin 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010).

O locus AMEL foi desconsiderado na analise de frequéncia por nao
apresentar relevancia. Alelos com frequéncia alélica dentre 0,05 e 0,25 sao
considerados de baixa frequéncia, entretanto aqueles com frequéncia menor que

0,05 sao considerados raros.

Figura 8 - Frequéncia alélica do Locus D8S1179 exportada do software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 9 - Frequéncia alélica do Locus D21S11 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 10 - Frequéncia alélica do Locus D7S820 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 11 - Frequéncia alélica do Locus CSF1PO gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 12 - Frequéncia alélica do Locus D3S1358 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 13 - Frequéncia alélica do Locus THO1 gerada pelo software GenAlEx 6.5
na amostra estudada.
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Figura 14 - Frequéncia alélica do Locus D13S317 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 15 - Frequéncia alélica do Locus D16S539 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 16 - Frequéncia alélica do Locus D2S1338 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 17 - Frequéncia alélica do Locus D19S433 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 18 - Frequéncia alélica do Locus VWA gerada pelo software GenAlEx 6.5
na amostra estudada.
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Figura 19 - Frequéncia alélica do Locus TPOX gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 20 - Frequéncia alélica do Locus D18S51 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 21 - Frequéncia alélica do Locus D5S818 gerada pelo software GenAlEx
6.5 na amostra estudada.
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Figura 22 - Frequéncia alélica do Locus FGA gerada pelo software GenAlEx 6.5
na amostra estudada.
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A Tabela 5 apresenta os resultados realizados para o calculo do equilibrio
de Hardy-Weinberg, aplicando o teste exato utilizando o software Arlequin 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010), onde o nivel de significdncia mostra os loci que
apresentaram valores maiores a 0.05 (ndo significantes) e menores a 0.05
(significantes).

Na amostra populacional analisada foi possivel verificar que a maioria das
frequéncias genotipicas estao distribuidas de acordo com o esperado, portanto
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, com excec¢do dos loci FGA e

CSF1PO os quais apresentaram valores de P=0,01.



Tabela 4 — Distribuigao das frequéncias alélicas dos 259 individuos paraguaios incluindo dos parametros forenses.

ALLELE D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
6 - - - - 0286 - - - - - 0004 - - -
7 - 0,015 0,002 - 0,261 - - - - - 0004 - 0056 -
8 0,010 0,139 0,008 - 0104 0073 0,019 - - - 0452 - 0,004 -
9 0,004 0,091 0,033 - 0125 0137 0,139 - - - 0075 - 0039 -
9,1 - 0,002 - - - - - - - - - - - -
9,3 - - - - 0214 - - - - - - - - -
10 0,066 0228 0,228 - 0010 0054 0,120 - 0002 - 0073 0012 0052 -
11 0,062 0,290 0,276 - - 0237 0,249 - 0010 - 0282 0015 0456 -
11,2 - - - - - - - - 0,002 - - - - -
12 0,120 0203 0371 0006 - 0255 0,303 - 0085 - 0108 0,133 0259 -
12,2 - - - - - - - - 0014 - - - - -
13 0,284 0031 0073 0004 - 0,147 0,141 - 0,212 0,002 0002 0083 0133 -
13,2 - - - - - - - - 0,058 - - - - -
14 0,278 0002 0010 0093 - 0097 0,029 - 0,305 0062 - 0222 0002 -
14,2 - - - - - - - - 0019 - - - - -
15 0,135 - - 0,311 - - - - 0,183 0077 - 0,158 - -
15,2 - - - - - - - - 0,056 - - - - -
16 0,041 - - 0282 - - - 0037 0042 0266 - 0,110 - -
16,2 - - - - - - - - 0012 - - - - -
17 0,002 - - 0199 - - - 0,230 - 0332 - 0112 - 0,002
18 - - - 0,098 - - - 0,120 - 0197 - 0,073 - 0,014
19 - - - 0,008 - - - 0,112 - 005 - 0,031 - 0,104
20 - - - - - - - 0,122 - 0004 - 0,041 - 0,068
20,2 - - - - - - - - - - - - - 0,002
21 - - - - - - - 0,031 - 0004 - 0,004 - 0,151
21,2 - - - - - - - - - - - - - 0,002
22 - - - - - - - 0,087 - - - 0,004 - 0,112
22,2 - - - - - - - - - - - - - 0,002
23 - - - - - - - 0,127 - - - 0,002 - 0,149
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23,2
24
24,2
25
25,2
26
27
28
29
29,2
30
30,2
31
21,2
32
32,2
33
33,2
34,2
HO
HE
MP
PD
PIC
PE
Na
N

259

0,807
0,794
0,082
0,918
0,763
0,596
9
259

0,749
0,728
0,126
0,874
0,681
0,488
8
259

0,811
0,766
0,104
0,896
0,729
0,548
8
259

0,757
0,778
0,145
0,855
0,647
0,564
6
259

0,807
0,821
0,057
0,943
0,797
0,645
7
259

0,730
0,791
0,072
0,928
0,761
0,593
7
259

259

0,784
0,812
0,112
0,888
0,697
0,638
13
259

0,749
0,767
0,092
0,908
0,732
0,555
9
259

0,718
0,694
0,148
0,852
0,648
0,458
8
259

259

Fonte: Arlequin 3.5
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Tabela 5 - Resultados do teste exato para o calculo do equilibrio de Hardy-
Weinberg. Valores de p >0,05 apresentam-se nao significantes e <0,05
significantes.

LOCUS #GENOT OBS.HET EXP.HET P -VALUE SD STEPS DONE
D8S1179 259 0.81467 0.80127 0.06514 0.00020 1001000
D21S11 259 0.80695 0.83530 0.24317 0.00037 1001000
D7S820 259 0.80695 0.79595 0.23947 0.00042 1001000
CSF1PO 259 0.74903 0.72930 0.01324 0.00009 1001000
D3S1358 259 0.81081 0.76751 0.33128 0.00041 1001000
THO1 259 0.75676 0.77933 0.18432 0.00045 1001000
D13S317 259 0.80695 0.82233 0.28175 0.00040 1001000
D16S539 259 0.72973 0.79293 0.09535 0.00028 1001000
D2S1338 259 0.85714 0.87218 0.63583 0.00038 1001000
D19S433 259 0.78378 0.81351 0.74148 0.00031 1001000
VWA 259 0.74903 0.76853 0.25631 0.00036 1001000
TPOX 259 0.71815 0.69506 0.93613 0.00023 1001000
D18S51 259 0.89189 0.86967 0.62138 0.00025 1001000
D5S818 259 0.73359 0.70176 0.48153 0.00033 1001000
FGA 259 0.89575 0.87909 0.02314 0.00010 1001000

Fonte: Arlequin 3.5

Os loci que apresentaram maior probabilidade de exclusdo foram os
FGA, D25S1338 e D18S51 com valores de 0,75; 0,74 e 0,73 respetivamente.

Todos os loci analisados apresentaram resultados do PE que variam de 46-75%.

A Figura 23 representa a probabilidade de exclusdo (PE) de amostras para os

15 marcadores STR utilizados na populagdo do Paraguai, realizada com o
software GenAlEx 6.5

Figura 23 - Probabilidade de exclusdo para os 15 loci analisados.
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2,0E+00

Probability of Exclusion

1,0E+00 -

e

0,0E+00

Locus Combination

—— P1Exc Popl
P1ExcMax Popl

Fonte: Software GenAlEx 6.5
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Os resultados do poder de discriminagao (PD) apresentaram valores
altos para todos os loci estudados, sendo que os que mostraram maior PD foram
D2S1338, FGA e D18S51, todos com 0,96. Porém, os loci de menor PD foram
TPOX e THO1 com 0,85.

Os valores da Probabilidade de Coincidéncia, Probabilidade de identidade
ou Probabilidade de Matching (MP), ou seja, a probabilidade de que duas
pessoas nao relacionadas compartiiharem um mesmo perfil genético na
populacéo estudada variaram de 0,032 (D2S1338) a 0,148 (TPOX).

Continuando com os parametros forenses, os loci com maior Conteudo
Informativo de Polimorfismo (PIC) foram FGA, D2S1338 e D18D51 com valores
de 0,861; 0,85 e 0,85 respectivamente. Ja o locus THO1 apresentou o menor PIC
com 0,647 sendo ainda muito informativo.

A populagdo paraguaia apresentou uma diversidade genética
intrapopulacional de 0.794915 +/- 0.398369 e interpopulacional determinada
pelo indice de fixagdo (FST) de 0,011 com valor de p= 0,000. A Tabela 6 expde
os resultados do teste de varidncia molecular (AMOVA) entre as populagdes.
Ndo ha varidncia entre grupos populacionais, ou seja, entre populagbes
americanas e a populagdo paraguaia (0%; p=0,79772). Ha variancia muito
pequena, porém significativa entre populagées Americanas (1,67%; p=0,00000).
A maior parte da variancia se encontra dentro das populagcbes e é
significativamente alta (98,89%; p = 1,00000). Estes resultados estdo expostos

nas Tabelas 6-7 e nas Figuras 8-22.

Tabela 6 - Resultados globais do teste AMOVA

SOURCE OF DE SUM OF VARIANCE PERCENTAGE

VARIATION ' SQUARES COMPONENTS  OF VARIATION
Among groups 1 31.873 - 0.03388 Va -0.56212
Amog
populations 3 166.114 0.10091 Vb 1.67414
within groups
Within

. 2585 15404.565 5.95921 Vc 98.66741

populations
TOTAL 2589 15602.553 6.02625

Fonte: Software Arlequin



Figura 24 — Porcentagem de variancia molecular.

Percentages of Molecular Variance

Among
Groups
0%

Within
populations
98%

__—"  Pops

Among

1,6%

Fonte: Software GenAlEx 6.5

Figura 25 — Valores de FST para as populagbes comparadas.
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Pairwise Population Fst Values

Afro-americanos Caucasianos Hispanos Asiaticos Paraguay

Afro-americanos 0,00000

Caucasianos 0,01943 0,00000

Hispanos 0,01509 0,00510 0,00000

Asiaticos 0,02959 0,02534 0,01705 0,00000
Paraguay 0,01870 0,00708 0,00178 0,02139 0,00000

Fonte: Software Arlequin

Figura 26 — Grafico da matriz de FST para as populagbes comparadas.
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Tabela 7 — Resultados da estatistica F

F-Statistics Value P(rand >= data)
Frt -0,010 1,000
Fsr 0,017 0,001
Fst 0,011 0,000
Fis 0,002 0,273
Fit 0,009 0,001

Fonte: Software GenAlEx 6.5

6. DISCUSSAO

O trabalho apresenta a distribuicdo das frequéncias alélicas dos 259
individuos paraguaios para os loci autossdmicos analisados, bem como os
parametros forenses. Os loci mais polimorficos na populagdo paraguaia foram
FGA e D18S51. A maioria das frequéncias genotipicas estdo distribuidas de
acordo com o esperado, portanto encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg. A populagdo paraguaia apresentou maior discrepancia com a
populagao Asiatica e menor com a Hispana.

Vivenciamos um mundo marcado por varias formas de violéncia. Atualmente,
no tocante a criminalidade, pesquisas demonstraram que um dos fatores que
pode potencializar a criminalidade é o tamanho da populagdo residente.
(GUIRARDI; MANOLESCU, 2009). Colocando isto no contexto da realidade da
populacdo estudada neste trabalho, podemos observar que o Paraguai possui
aproximadamente sete milhdes de habitantes, portanto é possivel antever uma
certa facilidade no controle da criminalidade do pais.

De fato, a criminalidade no Paraguai, em 2002 enfrentou a sua mais alta taxa
de homicidios: 24,63 homicidios por 100 mil habitantes. Entre o ano 2010 e 2015
a taxa de criminalidade do pais aumentou 19,3% segundo o estudo denominado
"Crime, Prisdo e Inseguranga", apresentado pelo Instituto de Estudos
Comparados em Ciéncias Criminais e Sociais do Paraguai— INECIP (LESCANO,
2017).

Entretanto, no contexto internacional, em 2017, a taxa de homicidios no

citado pais, representou uma das menores nos ultimos 10 anos (UNODC, 2013).
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Atualmente, segundo a organizagao internacional In Sight Crime, o Paraguai é
um dos menos violentos da América Latina. Tem a terceira menor taxa de
homicidios da América do Sul (7,98), perdendo apenas para o Chile (2,97) e o
Uruguai (7,81) (RIBEIRO; BORGES; CANO,2015).

Mesmo com uma taxa de criminalidade baixa, a maioria de casos sem
resolucdo no Paraguai s&o justamente por falta de recursos ou técnicas
cientificas que permitam demonstrar a implicancia de um suspeito no fato a ser
provado. Os casos entdo sdo baseados em testemunhas e ndo em evidencias
concretas (OEA, 2010). Isso reflete a necessidade de estabelecer métodos
cientificos validos e reconhecidos internacionalmente, que permitam provar por
meio de fundamentos tedricos aqueles fatos, e facilitar assim o trabalho das
autoridades judiciais.

As técnicas atuais de biologia molecular tém revolucionado amplamente as
investigacbes criminais. Inumeros avangos foram feitos tanto em velocidade
quanto na sensibilidade de processamento de amostras nos ultimos anos.
Testes que anteriormente levavam 6 ou 8 semanas agora podem ser realizados
em poucas horas (PHILLIPS ML, 2008). Além disso, as novas técnicas n&o
exigem grandes manchas de sangue com o DNA bem preservado. Pequenas
quantidades de amostra (0,5 a 2,0 ng de DNA) e inclusive degradadas, podem
ser recuperadas e estabelecer o perfil genético utii em casos forenses.
(BUTLER, 2010; OLIVEIRA, 2012)

Esta alta sensibilidade além de ser uma vantagem, as vezes pode dificultar a
realizacao das pesquisas, principalmente quando se trata de pesquisadores com
pouca experiéncia na area ou por falta de instrumentais adaptados as
necessidades das técnicas modernas. No nosso trabalho, foram utilizados os
cartbes de coleta NUCLEIC-CARD™ Collection Device. (Thermo Fisher
Scientific™, Sao Paulo, Brasil.) Para o processamento do DNA presente nestes
cartdes é recomendavel a utilizagao de picotes (ou cortes) de 1.2 mm, entretanto
no mercado apenas estavam disponiveis de 2mm.

Nas primeiras corridas foram utilizados picotes de 2mm, porém os resultados
nao foram satisfatérios. Segundo BUTLER (2010), o excesso de DNA resulta em
eletroferogramas exagerados, de dificil interpretacdo, ou simplesmente sem
leitura, o que aconteceu no nosso trabalho inicial. Paralelamente, muito pouco

DNA pode resultar em perda de alelos devido a amplificagdo estocastica e falha
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em igualar os alelos STR presentes na amostra (CRUZ et al., 2015). Em corridas
posteriores, esse erro foi corrigido conseguindo assim eletroferogramas 6timos.

Para a utilizagcdo de perfis genéticos nas investigacbes criminais, €&
importante conhecer alguns parametros genéticos de interesse forense, bem
como a caracterizagdo genética da populacdo em questdo (FERREIRA, 2011;
CASTRO, 2013). Assim, a genética de populagdes cumpre um papel muito
importante, ja que é o estudo da variagao herdada e sua modulagédo no tempo e
no espaco. A quantificacdo da variacdo populacional € importante porque a
variabilidade é uma condigéo para que exista evolugao (OLIVEIRA, 2012).

Evolucao é tradicionalmente definida como “alteracdo nas frequéncias
génicas” ndo ha como evoluir se ndo houver tal variagdo (YOKOTO, 2009). A
variagao, ou variabilidade, permite que a populacdo se adapte, por exemplo, a
modificagdes ambientais. Portanto, o estudo da genética de populagcbes é uma
tentativa de quantificar a variagdo observada dentro de um grupo populacional
ou entre diferentes grupos populacionais em termos de frequéncias alélicas e
genotipicas (HEDRICK, 2005, HARTL; CLARK, 2007; BUTLER, 2010).

Amostras populacionais bem caracterizadas com descrigdes antropologicas
seriam desejaveis em muitos casos para definir cuidadosamente grupos
populacionais, mas ndo sao necessarios para obter informagdes validas em
bancos de dados populacionais de DNA forenses (BUTLER,2010). Também é
desejavel a utilizagcdo de individuos nao relacionados nos estudos genético-
populacionais, a fim de melhorar a precisdo das estimativas de frequéncia
alélica, aumentando o numero de alelos independentes amostrados
(BUTLER,2010).

Como a distribuicdo da frequéncia alélica de qualquer marcador de DNA é
variavel entre populagdes distintas, se fazem necessarios estudos de
frequéncias locais para conhecer os alelos mais comuns em uma determinada
regido, a fim de definir os marcadores mais informativos para as investigagbes
forenses. Os polimorfismos genéticos se estabeleceram e se disseminaram por
meio da migragao e miscigenacao de populagdes, podendo apresentar variagdes
étnicas e regionais. (FREDERICO, 2015)

Este estudo é pioneiro na analise da estrutura populacional de amostras de
individuos nascidos no Paraguai. Como nao ha relatos sobre outra pesquisa no

pais, os resultados das frequéncias alélicas dos STR nessa populagdo foram
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comparados com estudos publicados anteriormente em outras popula¢des dos
Estados Unidos (BUTLER; HILL; COBLE, 2012; COBLE; HILL; BUTLER, 2013;
HILL et al., 2013) incluindo subgrupos Asiaticos, Afro americanos, Hispanos e
Caucasianos.

A anadlise das frequéncias alélicas e genotipicas permite inferir o grau de
polimorfismo dos microssatélites para caracterizar a variabilidade genética da
populacdo (DI LONARDO et al.,, 2004). Neste sentido, os nossos resultados
podem permitir, no futuro, a criacdo de um banco de dados populacional,
fundamental para a comparagéo genética em casos forenses ou investigagdes
criminais do pais.

Na amostra populacional analisada foi possivel verificar que a maioria das
frequéncias genotipicas estdo distribuidas de acordo com o esperado em
equilibrio de Hardy-Weinberg, com exceg¢ao dos loci FGA e CSF1PO que
apresentaram valores de P=0,01, inferiores ao nivel de significancia admitido de
0,05, diferente de outros estudos feitos no Brasil onde o marcador D21S11 se
mostrou em desequilibrio (OLIVEIRA, 2012).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) podem indicar endogamia,
estratificacdo populacional e até mesmo problemas na genotipagem. Em
amostras de individuos afetados, esses desvios também podem fornecer
evidéncias de associacédo (WIGGINTON; CUTLER; ABECASIS, 2005).

Entretanto, com estes achados, ainda ndo seria correto falar que a populagao
do Paraguai se-encontra em desequilibrio, ja que essa situacéo afetaria varios
marcadores. A selecao natural, alelos nulos, o acaso, etc., sdo causas comuns
desta situagédo (DAKING; AVISE, 2004). Quando um marcador ndo se encontra
em equilibrio é importante observar a diferenga entre a Heterozigosidade
observada e esperada (BUTLER, 2010).

No caso em tela, o marcador FGA apresentou uma H, de 0,89 e uma He de
0,87 e o marcador CSF1PO uma H, de 0,74 e uma He de 0,72 ndo existindo
assim uma diferencga significativa e observando inclusive mais heterozigotos do
esperado. Esta situagdo permite excluir a hipétese de que o desequilibrio seja
por causa de alelos nulos (alelos que nao amplificam), pois, nesse caso,
observariamos menos heterozigotos do esperado, sendo possivel, portanto

atribuir esse desequilibrio apenas ao acaso (DAKIN; AVISE, 2004).
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Os loci que se apresentaram mais polimorficos foram FGA, D18S51,
D19S433, D21S11, D2S1338. Resultados similares foram obtidos em outros
estudos como GRATTAPAGLIA et al., 2001; AGUIAR et al., 2011 e SANTA
RITA, 2012.

Paralelamente, os loci que se apresentaram como menos polimorficos em
nosso estudo foram o THO1, D13S317 e D16S539. O polimorfismo baixo
encontrado no locus D13S317 na populagdo do Paraguai, € similar ao
apresentado por GRATTAPAGLIA et al., 2001 e CASTRO, 2013 em populacdes
brasileiras.

As frequéncias alélicas de cada marcador, estdo expostas na Tabela 4.
Nesse momento serao discutidas apenas as frequéncias de trés marcadores que
se apresentaram mais polimérficos no nosso estudo.

O marcador FGA é um STR localizado no brago longo do cromossomo 4
(NIST, 2014). Na populagéo estudada, neste marcador foram observados 17
microvariantes alélicas. Os alelos 24, 21 e 23 apresentaram uma maior
frequéncia, concordando com resultados expostos por FIGUEIREDO, 2009;
FRANCEZ et al., 2011 e MANTA et al., 2012. Entretanto, diferente de outros
estudos onde o alelo 22 mostrou-se mais frequente em este marcador.
(FRIDMAN et al., 2008; BRISIGHELLI et al., 2009; GAIBAR et al., 2010 e KEE
etal., 2011; SILVA et al., 2011; ARANHA, 2012; VIERA et al., 2013).

O locus D18S51, localizado no brago longo do cromossomo 18 (NIST, 2014),
foi 0 segundo marcador mais polimorfico na populagédo paraguaia, apresentando
14 microvariantes alélicas. O alelo 14 foi o de maior frequéncia seguido pelos
alelos 15 e 12 concordando com estudos em outras populagées como México
(LUNA-VAZQUEZ et al., 2005), Italia (BRISIGHELLI et al., 2009), Portugal
(LOPES et al., 2009), China (DENG et al., 2011), e no Brasil; Mato Grosso do
Sul (FIGUEIREDO, 2009) e Paraiba (CASTRO, 2013).

O marcador D19S433 é um STR localizado no brago longo do cromossomo
19 (NIST, 2014). No nosso estudo, foram observadas 13 microvariantes alélicas
neste marcador, sendo o alelo 14 o mais frequente; seguido pelos alelos 13 e
15. O alelo 14 também foi o mais frequente em outras populacdes estudadas;
Brasileira; especificamente Paraiba (CASTRO, 2013), Mato Grosso do Sul,
(FIGUEIREDO, 2009), e Sao Paulo (FRIDMAN et al., 2008), populacado
Mexicana (LUNA-VAZQUEZ, 2005), Espanhola (CAMACHO et al.,, 2007), e
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Portuguesa (LOPES et al., 2009). Ja nos estudos feitos na China (DENG et al,
2011) e no Brasil, especificamente no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012) o alelo
13 foi o mais frequente.

Analisando os parametros mostrados na Tabela 4 por meio dos testes
estatisticos, observou-se que para todos os marcadores, os indices de
Heterozigosidade esperados  situam-se proximos aos niveis de
Heterozigosidade observados. O locus FGA apresentou o maior nivel de
Heterozigosidade H, (89,5%), seguido pelos loci D18S51 (89,1%) e D2S1338
(85,7%) enquanto que o locus TPOX apresentou o menor nivel (71,8%), sendo
este, portanto, o de menor grau de variabilidade, corroborando com os estudos
de GRATTAPAGLIA et al. em 2001.

A probabilidade de exclusao, reflete a probabilidade de excluir a paternidade
de um suposto pai da populagdo em relagdo a um par mae-filho (BEIGUELMAN,
2008). No nosso trabalho os loci que apresentaram maior probabilidade de
exclusdo foram os FGA, D2S1338 e D18S51. Todos os loci analisados
apresentaram resultados de PE superiores a 45%, variando de 46-75%.

Na pratica pericial, os testes de vinculo biologico, objetivam estabelecer ou
nao uma relagdo de parentesco, podendo assim ter consequéncias juridicas. A
busca pela verdade em um processo judicial impede que a filiagdo seja baseada
apenas em suposigdes ou presungdes (SILVA CAL, 2011). O exame de DNA &
um meio capaz de conferir a filiagdo com certeza praticamente absoluta
(99,99%). Portanto, a prova genética obtida pelo teste baseado em marcadores
de DNA ¢é atualmente uma das mais escolhidas, pelo grau de eficacia e
confiabilidade (SILVA, 2008).

Os valores de Probabilidade de coincidéncia, ou matching (MP), ou seja, a
probabilidade de duas pessoas nao relacionadas compartiiharem um mesmo
perfil genético na populagédo estudada variaram de 0,032 a 0,148. O D25S1338
foi o locus com menor MP, e o TPOX o de maior, concordando com os resultados
de CASTRO (2013) e OLIVEIRA (2012).

Os resultados do poder de discriminagao (PD) apresentaram valores altos
para todos os loci estudados, sendo que os que mostraram maior PD foram
D2S1338, FGA e D18S51, todos com 0,96. Porém, os loci de menos PD foram
TPOX e THO1 com 0,85.
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O conteudo de polimorfismo informativo (PIC) € uma medida do grau de
polimorfismo de um /ocus e é dependente do numero e da frequéncia dos alelos.
A populagéo paraguaia apresentou valores altos; dentre 64-76% sendo os loci
FGA (0,861) e THO1 (0,647) os de maior e menor valor de PIC respetivamente.
Todos os loci analisados podem ser considerados bastante informativos, ou seja,
uteis na identificacdo humana, devido a apresentaram valores superiores a 0,5
(BOTSTEIN et al., 1998 apud MORETI, 2011).

A populagdo paraguaia apresentou uma diversidade genética
intrapopulacional de 0.794915 +/- 0.398307 ou seja, espera-se que o 79% da
populacdo seja heterozigota. Todos os alelos encontrados na populagdo do
Paraguai estdo descritos na base de dados de STR do NIST (National Institute
Of Standards And Technology), portanto a populagédo estudada ndo apresentou
alelos raros.

A diversidade interpopulacional determinada pelo indice de fixagdo (FST)
apresentou um valor de 0,01112 (p= 0,000) mostrando assim que ndo existe
diferenciagao entre as populagcdes. Quando o valor de FST é superior a 0,25
considera-se que as populagdes sao altamente diferenciadas, e valores menores
a 0,1 apresentam baixa diferenciacdo (HEDRICK, 2006). Observando a matriz
de FST (Figura 25) é possivel observar que a populagdo do Paraguai possui
maior diferenciagdo com a Asiatica, seguida da Afro americana, e menor
similitude com a Caucasiana e a Hispana.

A comparacao das frequéncias alélicas dos STR estudados bem como os
parametros forenses observados na populagcdo do Paraguai de forma geral
apresentam ampla distribuicdo em diversas populacdes internacionais. Desde o
ponto de vista forense estes achados sdo importantes devido a que os kits de
identificagcdo humana disponiveis atualmente no mercado e validados em
populagdes similares seriam, portanto uteis e efetivos também na populacao
paraguaia, uma questao discutida quando s&o utilizados exames de DNA em
populag¢des que ndo possuem estudos genético-populacionais (BUTLER, 2010;
PINHEIRO, 2010; PINHEIRO, 2015).

Por fim recomenda-se a realizacdo de mais estudos populacionais em outras
regides da populagédo do Paraguai, mesmo que o tamanho amostral proposto na

nossa pesquisa segundo dados estatisticos mostra-se significante; a fim de
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traduzir melhor a realidade da composi¢ao genética e posteriormente pensar na

criacdo de um baco de dados genético populacional.

7. CONCLUSOES

A partir desse estudo, foi possivel determinar as frequéncias alélicas de 15
STRs utilizados no sistema CODIS na capital e no Departamento Central do
Paraguai bem como a caracterizagdo genética da populagdo estudada.

A populagédo avaliada neste trabalho, encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg para todos os loci exceto FGA e CSF1PO.

Todos os loci estudados na populagéo paraguaia foram considerados muito
informativos. Os paréametros forenses calculados mostraram que os /oci
estudados s&o uteis para a solugao de problemas relacionados com identificagcao
humana na amostra analisada.

Estes dados corroboram e confirmam a possibilidade da criacdo de um banco
de dados genético-populacional no Paraguai utilizando os marcadores

preconizados no CODIS.
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9. ANEXO
9.1 ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido







9.2 ANEXO B - Aprovacao do Comité de ética da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Nacional de Assuncao.

con el objeto de presentar el dictamen de la reevz

la Investigacion, con el informe del preopinante y
€ sus miembros, del siguiente protocolo:

' DA FREQUENCIA ALELICA DE STRs PRECONI:
CODIS NA CAPITAL E NO DEPARTAMENTO CEN

a Soledad Frontanilla Recalde




