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De crer em ti quando estao todos duvidando,
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Se és capaz de sofrer a dor de ver mudadas

Em armadilhas as verdades que disseste,

E as coisas, por que deste a vida, estragalhadas,

E refazé-las com o bem pouco que te reste;
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Tudo quanto ganhaste em toda a tua vida,
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De forgar coragdo, nervos, musculos, tudo

A dar seja o que for que neles ainda existe,
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Resta a vontade em ti que ainda ordena: “Persiste!”

Se és capaz de, entre a plebe, ndo te corromperes
E, entre reis, ndo perder a naturalidade,

E de amigos, quer bons, quer maus, te defenderes,
Se a todos podes ser de alguma utilidade,

E se és capaz de dar, segundo por segundo,

Ao minuto fatal todo o valor e brilho,

Tua é a terra com tudo o que existe no mundo

E o que é mais — tu seras um homem, 6 meu filho!”

(“Se”, Guilherme de Almeida)
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Silva RHA. Estudo de freqiiéncia alélica de cinco loci STR do cromossomo X na
populacdo do Estado de Sao Paulo e sua contribuicdo na identificacdo humana
[Tese de Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2007.

RESUMO

A identificagdo forense através da analise de acidos nucléicos é realizada,
freqientemente, pelo estudo de regides polimdérficas do DNA, tais como os STRs,
regibes que apresentam repeticdes consecutivas curtas. Para a utilizacdo destes
marcadores na identificacdo humana é necessario conhecer a distribuicdo de seus
alelos na populacdo a qual o individuo pertence, visto que essa varia entre
diferentes populagdes. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
determinar a frequéncia alélica de cinco STRs do cromossomo X (DXS6854,
DXS7424, DXS101, DXS6808 e DXS7132), a fim de avaliar a contribuicdo destes
marcadores, através de célculos estatisticos, na pratica forense e em testes de
paternidade. Foram coletadas amostras de esfregago bucal, através de swab bucal,
sendo depositado em cartdo de coleta, e/ou sangue, através de puncéo digital
depositada em cartdo de coleta, em 243 sujeitos da pesquisa, sendo estes
individuos nao aparentados, residentes no Estado de Sao Paulo. A extragdo do DNA
foi realizada a partir do Kit DNA 1Q® (Promega), de acordo com as normas do
fabricante e, na reacao de PCR, utilizou-se um multiplex desenvolvido pela empresa
BIOCOD (Belo Horizonte, MG), sendo a tipagem dos loci obtida através de corrida
eletroforética, em gel de poliacrilamida desnaturante, no seqlienciador automatico
AlfExpress® (Amersham Biosciences). Os resultados foram analisados através dos

programas PowerStats ver. 12 (Promega® e Arlequin ver. 3.1. Como resultados



principais foram observados: a grande variabilidade de alelos presentes na
populacao estudada para os STRs selecionados; que o Poder de Discriminacdo em
mulheres variou de 0,658 (DXS6808) a 0,975 (DXS101), assim como em homens
entre 0,451 (DXS6808) e 0,881 (DXS101); as chances de exclusdo foram calculadas
em duas situacoes, par pai/filha (MECp) e trio pai/méae/filha (MECt), sendo os
melhores resultados apresentados pelo DXS101; além de verificar que a diversidade
haplotipica (nas amostras masculinas) foi de 0,9993, indicando uma Probabilidade
de Coincidéncia menor que 0,0007. Sendo assim, € possivel concluir que, com
excecdo do DXS6808, os demais loci STR permitem uma boa aplicagdo na pratica
forense, permitindo sua utilizacdo para célculo estatistico em analises de

identificacdo humana e testes de parentesco.

Palavras-Chave: Identificacdo humana; Odontologia Legal; DNA; Cromossomo X.



Silva RHA. Study of allelic frequency of five X-Chromosome’s loci STR on Sao Paulo
State people and its role in human identification [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo:
Faculdade de Odontologia da USP; 2007.

ABSTRACT

The forensic identification through DNA analysis is, frequently, done by the study of
DNA’s polymorphic regions, such as STR, short tandem repeats. In order to use
these markers in human identification, it's necessary to know the allelic distribution in
the population in wich the person belongs. This research aimed to settle the allelic
frequencies of five X-chromosome’s STR (DXS6854, DXS7424, DXS101, DXS6808
e DXS7132) and analysis the contribution of these markers, through statistical
parameters, in forensic activities and paternity tests. For this, samples of oral rub
were collected by oral swab, being deposited on collect card, and/or blood by digital
punction, deposited on collect card, with 243 research subject, being not related,
living at Sao Paulo State, Brazil. The DNA extraction was performed using Kit DNA
IQ® (Promega), according to manufacturer rules and, at PCR, was used a multiplex
developed by BIOCOD (Belo Horizonte, Minas Gerais State), being the loci typifying
obtained by eletrophoretical procedure, on polyacrilamid gel, using AlfExpress®
(Amersham Biosciences). The results were statistically analyzed by PowerStats ver.
12 (Promega®) and Arlequin ver. 3.1 programs. The principal results showed: the
great allele variability in this population sample to the selected STRs; that Power of
Discrimination in women varied from 0.658 (DXS6808) to 0.975 (DXS101), as well as
in men between 0.451 (DXS6808) and 0.881 (DXS101); the mean exclusion chance

were calculated at two conditions, pair father/daughter (MECp) and trios involving



daughters (MECy), being the best results performed by DXS101; and verify that
haplotipical diversity (in men samples) was 0.9993, showing a Chance of
Coincidence under 0.0007. In this way, it's possible to conclude that, with exception
of DXS6808, the other STRs loci studied can be used at forensic practice, using for

statistical math in human identification and kinship testing.

Keywords: Human identification; Forensic Dentistry; DNA; X-Chromosome.
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INTRODUCAO < S

1 INTRODUCAO

Historicamente, a profissdo odontolégica foi construida no decorrer dos
tempos, primeiramente exercida por sacerdotes e meédicos para, a seguir, ser
relegada as méaos de charlatbes, até encontrar um segmento profissional que se
dedicasse a ela (ALMEIDA; VENDUSCULO; MESTRINER-JUNIOR, 2002).

O aparecimento da disciplina de Odontologia Legal ocorreu somente na
edicdo da grade curricular estabelecida pelo Decreto 19.852 (CORREA,1976),

editado em 1931:

12 Ano — anatomia, fisiologia, histologia e microbiologia, metalurgia e quimica
aplicadas.

2° Ano - clinica odontolégica (12 cadeira), higiene e odontologia legal,
prétese dentaria, técnica odontoldgica.

32 Ano - clinica odontolégica (22 cadeira), patologia e terapéutica aplicadas,
prétese buco-facial, ortodontia e odontopediatria.

Desde entdo, esta especialidade ndo parou mais de se desenvolver,
demonstrando, nos ultimos tempos, uma notavel maturidade cientifica e profissional,
sendo a Antropologia Forense uma das areas que melhor exemplifica esta evolugéo,
passando das etapas de simples observagbes e chegando, atualmente, a
sofisticados testes laboratoriais, incluindo exames genéticos.

A revolucdo causada com a descoberta, por Watson e Crick, em 1953, da
estrutura em dupla hélice do DNA, componente responsavel pelo patrimdnio
genético dos seres vivos, ocasionou mudancas importantes em praticamente todas
as areas da ciéncia, surgindo, a partir de entao, técnicas capazes de caracterizar, no
DNA, as particularidades de cada pessoa (SANTOS et al., 2004).

Desta forma, as técnicas de identificacdo estdo bem estabelecidas com a
utilizacdo de regides polimérficas do DNA, como um processo seguro, com alto

poder de discriminagdo e alta confiabilidade, sendo aceitos como prova legal, em
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casos judiciais, como inclusao e exclusao de paternidade, e na identificacdo humana
(PARDINI et al., 2001; SILVA; OLIVEIRA, 2006).

Ha um numero variado de materiais biolégicos para obtencdo do DNA e
realizagé@o de testes laboratoriais de identificacdo humana, como tecido 6sseo, bulbo
capilar, material de biépsia, saliva, sangue, entre outros. E possivel obter DNA de
praticamente todos os tecidos do corpo humano, variando apenas a quantidade de
DNA que é possivel extrair de cada um desses tecidos (RUDIN; INMAN, 2002).

A j& consagrada importancia da Odontologia Legal para a identificacao
humana, principalmente em casos onde pouco se resta para proceder esta
identificacao (incéndios, explosdes, corpos em decomposicao ou esqueletizados),
forcou os cirurgides-dentistas, ligados a investigacdo forense, a se familiarizarem
com as novas tecnologias da biologia molecular, haja vista que o principal objetivo
da andlise forense de DNA ¢é obter a identificacdo correta de um individuo com a
menor probabilidade de erro, sendo recomendado o emprego de equipes
multiprofissionais, somando-se conhecimentos e experiéncias diversificadas
(REMUALDO; OLIVEIRA, 2005; SILVA et al., 2006; SYRJAEN; SAINIO, 1990).

Nesse contexto, a colaboracdo da Odontologia Legal nos processos de
identificacdo humana post-mortem tem valor irrefutéavel, desenvolvendo um papel
fundamental na identificagdo daqueles individuos que ndao podem ser identificados
visualmente ou por outros meios (CALABREZ; SALDANHA, 1997; GLASS, 2002;
SWEET, 2001).

Entre as técnicas mais utilizadas atualmente para identificagdo forense,
fazendo uso da biologia molecular, encontra-se a PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), para amplificar regides polimérficas como STRs do DNA gendmico.

Porém, é fundamental para os calculos estatisticos que se conheca a distribuicao
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alélica dos STRs analisados, pois ja estd demonstrado que existem particularidades
populacionais na distribuicdo dos alelos (TRACEY, 2001).

O que tem sido utilizado na pratica, em rotina de paternidade, séao freqiéncias
de populagdes estrangeiras, normalmente fornecidas juntamente com os kits de STR
utilizados, o que, apesar da existéncia de diferengas populacionais no conjunto dos
STRs analisados, acaba ndo comprometendo muito os resultados. Mas nos casos
criminais, onde a quantidade de amostra é pequena e/ou esta bastante degradada, a
recuperacao e/ou amplificacdo do DNA gendmico fica prejudicada (SZIBOR et al.,
2003), o que dificulta a amplificacdo de todo o conjunto de STRs comumente
analisados, tornando imprescindivel o conhecimento da distribuicao de freqiiéncia
dos alelos particulares daquela populagao.

No caso do Brasil, os dados genético-populacionais de STRs autossémicos e
do cromossomo Y sao disponiveis na literatura especializada (GOIS, 2006; OZAKI,
1999; PENA et al., 2000), mas em se tratando do cromossomo X, foco central deste
estudo, ndo existem publicacdes divulgadas e disponiveis até o0 momento.

A obtencdo das freqiéncias de STRs do cromossomo X na populagao
estudada pode assegurar o poder de discriminagao, eliminando (ou minimizando), a
indices cada vez menores, a probabilidade de falsa inclusdo em casos de
paternidade ou na identificacdo forense, sendo que a analise de marcadores do
cromossomo X ira auxiliar, como mais uma evidéncia genética, na resolucao de
casos (investigacdo de paternidade e criminal), pois seus marcadores podem ser
mais discriminativos, sendo necessario um numero menor destes para auxiliar em tal
identificacdo, pois, normalmente, em testes de identificacdo humana sao utilizados
os STRs autossdmicos para os quais ja existem alguns dados publicados para a

populacao brasileira. Contudo, em situagdes de reconstrucado (suposto pai nao esta
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presente e analisam-se seus parentes) nem sempre tais marcadores sao suficientes
para solucionar o caso, sendo necessario que demais marcadores sejam também
analisados (SZIBOR et al., 2003).

Também ha, em varios paises do mundo, bancos de dados, que sao
desenvolvidos e alimentados por laboratérios forenses e universidades, tais como o
Banco Mundial do cromossomo Y (Y-STR Haplotype Reference Database), de
acesso livre, e o sistema CODIS (Combined DNA Index System) do Laboratério do
FBI (Federal Bureau of Investigation), nos Estados Unidos, cuja aplicacao é em
investigacdes criminais e nao tem acesso livre, apenas mediante compra e
incorporacéao do sistema (BUTLER, 2005).

Mais recentemente, foi anunciada a abertura de uma nova pagina na internet,
a qual contém uma base de dados corrente sobre pesquisas no cromossomo X
usado para propostas forenses, antropologia evolucionaria e outras pesquisas
genéticas (SZIBOR; HERING; EDELMANN, 2006).

O Brasil, com sua populagdo de propor¢gées continentais, altamente
polimérfica, em virtude de sua miscigenacédo, necessita urgentemente participar
dessas iniciativas que poderdo, em médio prazo, auxiliar na identificacdo forense.
Diante disso, o presente estudo propb-se a realizar uma anadlise da frequéncia
alélica de cinco loci STR do cromossomo X, em populacao residente no Estado de
Sao Paulo, a fim de viabilizar a sua aplicagdo em casos de investigacdo de

paternidade e forenses, através da utilizacao de parametros estatisticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Identificacao Humana

A Antropologia Forense é a aplicagdo pratica ao Direito de um conjunto de
conhecimentos da Antropologia Geral visando, principalmente, a questdes relativas
a identidade médico-legal e a identidade judiciaria ou policial, definindo-se como
identidade, o conjunto de caracteres proprios e exclusivos das pessoas, dos
animais, das coisas e dos objetos, sendo a soma de sinais, marcas e caracteres
positivos ou negativos que, no conjunto, individualizam o ser humano ou uma coisa,
distinguindo-o dos demais (CROCE; CROCE-JUNIOR, 2004).

Ha varios métodos aceitaveis de identificagdo humana, cada um com as suas
limitacbes. Historicamente, as impressdes digitais tém sido usadas para
identificacdo, porém, em algumas situagbes tais como fogo e esqueletizagéo, sao
facilmente destruidas; ja a identificagcdo através de exames genéticos é uma
importante e confiavel ferramenta, mas, assim como a datiloscopia, também tem a
necessidade de um registro anterior ou algum descendente, e a analise
antropolégica pode prover informagdes Uteis quanto a estatura, raca, género, mas
nao produz a identificacdo individual (GLASS, 2002).

Desta forma, a identificagdo humana post-mortem é uma das grandes areas
de estudo e pesquisa da Odontologia Legal e Medicina Legal, haja vista que as duas
ciéncias trabalham com o mesmo material, o corpo humano, em varias condicoes

(espotejados, dilacerados, carbonizados, macerados, putrefeitos, em esqueletizacao



REVISAO DE LITERATURA pg~ g gl

e esqueletizados), buscando estabelecer a identidade humana (OLIVEIRA et al.,
1998).

De acordo com Sweet (2001), devido ao fato de todos os seres humanos
possuirem uma identidade em vida, a sociedade requer que esta identidade seja
reconhecida ap6s a morte, tanto para o conforto dos familiares da vitima quanto para
a resolugéo de questdes juridicas. Além disso, a identificagdo humana constitui-se
em um problema de importancia juridica, devido a necessidade de investigacao,
uma vez que as autoridades judicidrias visam a apuragdo da responsabilidade,
mesmo em um caso de suicidio (MIYAJIMA; DARUGE; DARUGE-JUNIOR, 2001).

Os requisitos técnicos dos métodos de identificacdo, qualquer que seja o
preconizado, para ser utilizado na pratica, prevé cinco requisitos: unicidade (os
elementos escolhidos para identificacdo devem permitir a distingdo precisa e clara,
entre o identificando e os demais); imutabilidade (as caracteristicas consideradas
ndao devem sofrer alteracdo com o passar do tempo); perenidade (os dados
escolhidos para analise devem perdurar por toda a vida); praticabilidade (permitir
aqueles que irdo colher os dados de identificagdo, uma tomada segura e rapida, que
nao cause constrangimento ao identificando e permita um bom grau de seguranga e
confiabilidade); classificabilidade (deve permitir a comparacéo entre os dados, de
forma sistematica e precisa, de maneira a apontar rapidamente o identificado em
uma populagao) (DEL-CAMPO, 2006).

No entanto, é importante considerarmos que a identidade pode ser estudada
nos seus aspectos subjetivos e objetivos. No subjetivo, estuda-se a nogao que cada
individuo tem de si mesmo, no tempo e no espaco, e a consciéncia do eu. Ja a

identidade objetiva € o conjunto de caracteres fisicos, funcionais ou psiquicos,
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normais ou patolégicos, que individualizam determinada pessoa (OLIVEIRA et al.,
1998; SOUZA-LIMA, 1996).

Ao se trabalhar com a identidade humana, é importante ressaltar a diferenca
entre reconhecimento e identificagdo, onde o primeiro pode ser entendido como uma
identificacdo empirica, sem critérios cientificos (através de visualizagdo por parentes
e/ou conhecidos). Ja a identificacdo estabelece-se pelo uso de técnicas e métodos
cientificamente comprovados (DEL-CAMPO, 2006; OLIVEIRA et al., 1998; SILVA;
SALES-PERES, 2004).

Existem dois tipos de processos de identificacdo humana: o comparativo e o
reconstrutivo, sendo o primeiro baseado em registros anteriores ao 6bito, permitindo
a identificagdo personalista ou individual, possivel de ser realizado através da
utiizacdo de registros médicos e prontuarios odontoloégicos. Ja no processo
reconstrutivo, ndo se tém dados anteriores a morte do individuo e procura-se realizar
a identificacdo geral definindo-se, por exemplo, o género, a idade e a etnia

(SASSOUNI, 1963).

2.2 Odontologia Legal e o papel na identificacao humana

A competéncia legal do cirurgido-dentista para atuacao em casos periciais

vem da Lei 5081/66 (BRASIL, 1966), que regulamenta:

Art. 62. Compete ao cirurgido-dentista:

| - praticar todos os atos pertinentes a Odontologia, decorrentes de
conhecimentos adquiridos em curso regular ou em cursos de pds-graduacao;
(-r)

IV - proceder a pericia odontolegal em foro civil, criminal, trabalhista e em
sede administrativa;
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Além disso, a Resolugcao CFO 63/2005 regulamenta, através de seu artigo 64,
as areas de atuacao do profissional especialista em Odontologia Legal (BRASIL,
2005):

Art. 28. As areas de competéncia para atuagdo do especialista em
Odontologia Legal incluem:

a) ldentificagdo humana;

b) Pericia em foro civil, criminal e trabalhista;

c) Pericia em area administrativa;

d) Pericia, avaliagao e planejamento em infortunistica;

e) Tanatologia forense;

f) Elaboragao de: 1) autos, laudos e pareceres; 2) relatérios e atestados;

g) Traumatologia odonto-legal;

h) Balistica forense;

i) Pericia logistica no vivo, no morto, integro ou em suas partes em
fragmentos;

j) Pericia em vestigios correlatos, inclusive de manchas ou liquidos oriundos
da cavidade bucal ou nela presentes;

[) Exames por imagem para fins periciais;

m) Deontologia odontoldgica;

n) Orientagédo odonto-legal para o exercicio profissional;

0) Exames por imagens para fins odonto- legais.

Conforme descreve Glass (2002), a Odontologia Legal € a aplicacédo da arte e
ciéncia da Odontologia em questbes juridicas e, mais especificamente, a pratica
dessa especialidade lida com identificagdo humana a partir de registros dentarios,
identificacdo de marcas de mordida, traumatologia e erro profissional.

Na busca pela identidade humana, o profissional de Odontologia desempenha
papel fundamental, descrito por Sweet (2001), ao ressaltar que, atualmente, existem
trés tipos de identificacdo onde se utilizam caracteres bucais, sendo que, dois deles
tém sido usados por muitas décadas e configuram-se como responsabilidades
primarias do odontolegista. O primeiro é denominado de identificagdo dentaria
comparativa e envolve a comparacao dos registros ante-mortem e post-mortem; o
segundo, composto pela reconstrucao do perfil dentario post-mortem, é usado em
casos onde ndo ha suspeita de quem pode ser a pessoa ou seus descendentes; e, 0
terceiro, trabalha na aplicacdo das modernas técnicas de perfil de DNA a fim de se

estabelecer a identidade.
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Sendo assim, a colaboracdo da Odontologia Legal na Antropologia Forense
pode ser verificada através da identificacdo humana em restos corporais, tais como
cranio, trabalhando através de comparacao com registros dentarios, fotos e
prontudrios (KEISER-NIELSEN; STROM, 1983; MIYAJIMA; DARUGE; DARUGE-
JUNIOR, 2001), assim como em acidentes de massa, a fim de diferenciar as
pessoas presentes no evento, exemplificados pelas seguintes situagdes: desastres
naturais, tais como os tsunamis ocorridos em 2004 (LAU; TAN; TAN, 2005;
MORGAN et al., 2006), acidentes de 6nibus seguidos de carbonizagdo das vitimas
(VALENZUELA et al., 2000; VALENZUELA et al., 2002), acidentes aéreos
(FERREIRA, 1996; LUDES et al., 1994; NAMBIAR; JALIL; SINGH, 1997), incéndios
(CAMPOBASSO; FALAMINGO; VINCI, 2003), acidentes ferroviarios (DUMANCIC et
al., 2001), acidentes militares e guerras (BRANNON; MORLANG, 2004).

Por isso Rothwell, Haglund e Morton-dunior (1989) esclarecem que a
Odontologia Legal possui papel preponderante na identificacdo de remanescentes
corpéreos, para certificacdo da identidade de pessoas falecidas. ldéia essa
reforcada por Oliveira et al. (1998) ao afirmar que o campo de atuacdo do
odontolegista ndo se restringe ao exame dos vestigios dentarios, mas estendem-se
a varias areas, tais como a antropologia, genética, bioquimica, balistica forense,
tanatologia e traumatologia forense, radiologia, prosopografia e mixagem de
imagens.

Este complexo contexto da busca pela identidade humana requer o empenho
de profissionais com experiéncias variadas, de maneira que a solugao desses casos
deve ser conduzida por uma equipe capaz de utilizar desde metodologias

consagradas, como as fornecidas pela Antropologia Fisica, aos novos recursos da
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biologia molecular (BILGE et al., 2003; ISCAN; OLIVEIRA, 2000; SALES-PERES et
al., 2006; SILVA et al., 2006).

A Odontologia Legal estabelece-se, dessa maneira, como ciéncia importante
e indispensavel na resolugdo de problemas médico-legais e, em particular, na
identificacdo post-mortem, sendo que muito do conhecimento necessério para tal
pratica é oriundo de pesquisas basicas, experiéncia clinica e avangos na

Odontologia como um todo (WHITTAKER, 1982).

2.3 Biologia molecular aplicada a identificacao humana: atuacao em

Odontologia Legal

Apesar do auxilio inestimavel dos estudos antropométricos, sua aplicacao nao
possibilita a individualizagdo, ou seja, a nominacdo exata do examinando. Neste
aspecto, através da aplicacdo de recursos da biologia molecular é possivel
identificar uma pessoa mesmo sem informacdes ante-mortem de ordem fisica, tais
como uma documentagdo prévia (prontuario odontoldégico), ou até mesmo na
presenca de material bioldgico deteriorado em infimas quantidades, condi¢ges estas
relativamente frequentes nas analises forenses (PRETTY; SWEET, 2001).

Os testes de DNA realizados hoje sdo de alta confiabilidade, sendo aceitos
como prova legal em casos judiciais, como inclusdo e exclusdo de paternidade, e na
identificacdo humana (PARDINI et al., 2001), sendo possivel obter DNA de
praticamente todos os tecidos do corpo humano, variando apenas a quantidade de

DNA que é possivel extrair de cada um desses tecidos (BUTLER, 2005).
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2.3.1 Aspectos historicos

Ha bem pouco tempo a ciéncia da identificacdo de casos criminais pautava-se
apenas nas andlises sorolégicas dos polimorfismos de proteinas e grupos
sangliineos e em alguns marcadores genéticos. O exame forense de amostras
biolégicas teve seu inicio no comeg¢o do século XX com a aplicacdo dos grupos
sanguineos ABO em evidéncias relacionadas a crimes ou a identificagcdo de
pessoas. Hoje, estes sistemas foram substituidos na maioria dos centros, sendo
pouco utilizados (MYIAJIMA; DARUGE; DARUGE-JUNIOR, 2001).

As provas de identificagcdo individual, utilizando os testes de grupos
sanguineos, ganharam valor legal nas cortes alemas a partir de 1920, mas somente
em 1935 foram aceitas legalmente nos Estados Unidos. Logo em seguida, no Brasil,
tais exames passaram a ter valor legal, sendo a primeira agcdo de investigagéo de
paternidade datada de 1948 (CALABREZ; SALDANHA, 1997).

Outra fase importante no desenvolvimento das ciéncias forenses voltadas a
identificacdo humana veio com a publicacdo de Jeffreys, Wilson e Thein (1985),
onde se testou sondas moleculares radioativas com a propriedade de reconhecer
certas regides altamente sensiveis do DNA (minissatelites do genoma humano) que
produziam uma espécie de “impressao digital”.

Em 1986, Jeffreys empregou esta técnica para identificar o verdadeiro
estuprador e assassino de duas vitimas, a partir do qual a Criminalistica e a

Medicina Legal ganharam novo félego e tém empregado a técnica da tipagem
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molecular de DNA como potente arma no esclarecimento de diversos delitos e na
identificacdo humana (LOMBARDI, 2007; MOURA-NETO, 1998).

No Brasil, os testes envolvendo DNA passaram a ser levados em conta pela
Justica somente na década de noventa, sendo ainda bastante questionados por
alguns. Acrescido a este fato, existe o custo do exame, ainda elevado para boa parte
da populagdo e também pela escassez de institutos publicos preparados para
execucao rotineira dos exames com base no DNA (CALABREZ; SALDANHA, 1997).

No Estado de S&o Paulo, ja estda em vigor o Decreto 44.336, desde 15 de
Outubro de 1999, assegurando a gratuidade para realizacdo, por determinacao
judicial, de exames DNA, aos comprovadamente pobres, nas acdes de investigacao
de paternidade (SAO PAULO, 1999). Além disso, outras iniciativas podem ser
observadas, como o Projeto Caminho de Volta que trabalha com a tecnologia da

biologia molecular na busca de criancas desaparecidas (GATTAS et al., 2005).

2.3.2 Estrutura do DNA: breve relato

As informacbes genéticas estdo armazenadas sob a forma de &cidos
nucléicos. Estes, por sua vez, sdao polinucleotideos, ou seja, macromoléculas
formadas pelo encadeamento de unidades chamadas de nucleotideos. Cada
nucleotideo é constituido por uma base nitrogenada, uma molécula de acucar
(pentose) e um grupamento fosfato (PO47). As bases nitrogenadas pirimidinicas séo
representadas pela citosina (C), timina (T) e uracila (U). As purinicas pela adenina

(A) e guanina (G). As duas purinas estao presentes tanto no DNA quanto no RNA.
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As pirimidinas no DNA estao representadas pela citosina e a timina e no RNA a
uracila € encontrada no lugar da timina (FARAH, 1997).

Em relacdo ao acucar, ha dois tipos de pentose, na qual se distinguem os
dois acidos nucléicos: no DNA, o agucar é a 2-desoxirribose e, no RNA ¢é a ribose.
Os acidos nucléicos sao formados por ligagoes fosfodiésteres entre o grupo fosfato
do carbono 5 de um nucleotideo e o carbono 3 do agucar do nucleotideo adjacente.
Por convencéo, as cadeias polinucleotidicas sé&o representadas na orientagdo 5-3'.
Em geral o DNA é composto de duas cadeias polinucleotidicas pareadas, dispostas
em direcdo contraria, denominadas de antiparalelas. Isso ocorre em funcédo da
especificidade da interacdo das bases nitrogenadas, onde a guanina pareia-se
somente com a citosina, através da ligacao de trés pontes de hidrogénio e a adenina
com a timina por duas ligagdes de ponte de hidrogénio (ALBERTS et al., 1997).

Sendo assim, o DNA é responsavel pelo armazenamento de toda a
informagdo genética, sendo encontrado nos cromossomos do nucleo (DNA
gendmico) e nas mitocéndrias (DNA mitocondrial), podendo ser extraido de
amostras de sangue, esfregaco bucal, saliva, osso, dente, tecidos, érgaos, fios de
cabelo, sémen, urina, entre outros materiais bioldgicos (STRACHAN; READ, 2002).

Nas amostras forenses, o estudo do DNA ¢ feito, geralmente, através da
analise de regides repetitivas, de uma determinada seqiiéncia de bases, sendo as
mais utilizadas os STRs (do inglés short tandem repeat), indicando regides de
repeticdes consecutivas curtas (FARAH, 1997).

Essas regides STRs ou regides microssatélites, apresentam, em média, uma
seqUéncia de repeticao de dois a nove pares de base, perfazendo loci menores que

300 pares de base, sendo abundantemente encontrados no genoma humano,
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permitindo variabilidade de escolha nos testes de identificacdo forense (FARAH,
1997; WALKER; RAPLEY, 1999).

O DNA gendmico € encontrado no nucleo de cada célula do corpo humano, e
representa uma fonte de DNA para a maioria das aplica¢des forenses, haja vista que
por meio da andlise baseada na técnica PCR € possivel comparar a amostra obtida
com conhecidas amostras ante-mortem ou com o DNA paterno/materno (PRETTY;
SWEET, 2001).

E nele que estdo localizados os genes, depositarios das informagdes
genéticas responsaveis pelas atividades da célula. Cada gene, por sua vez, faz
parte de uma estrutura denominada cromossomo € encontra-se em locais
especificos conhecidos como loci genético (ALBERTS et al., 1997). Formas
alternativas de um gene sdao denominadas de alelo. Se um mesmo alelo estiver
presente em ambos 0s cromossomos de um par, o individuo é homozigoto, se forem
diferentes, heterozigoto (JOBIM; JOBIM; BRENNER, 1999).

Os genes constituem apenas uma pequena fragdo de todo o DNA do
genoma. Mesmo genes funcionais contém regides ndo codificantes (introns). Na
verdade, boa parte do DNA ndo tem fungdo conhecida e o0s segmentos
cromossémicos mais usados na analise forense geralmente estdo em regides nao
funcionais (DUARTE, 2001). Embora ja seja conhecido que algumas regiées nao-
codificantes tém funcdes de regulacao genética, na atualidade observa-se que sua
contribuicdo é muito mais significativa, especialmente para a evolugdo, sendo
responsaveis por tantas diferencas adaptativas entre espécies quanto as alteracdes
nas proteinas, consideradas a principal for¢a por tras desse fenémeno (FURTADO,

2005).
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Ja o DNA mitocondrial é outro tipo de material que pode ser utilizado para
identificar um corpo, sendo a principal vantagem o seu alto niumero de cépias por
célula (de centenas a milhares de organelas). Em casos onde a amostra de DNA
extraida é muito pequena ou degradada, tal como em tecidos esqueletizados, a
probabilidade de obtencdo de um perfil de DNA a partir do DNA mitocondrial € maior
que qualquer marcador encontrado no DNA genémico (SWEET; DIZZINO, 1996).

No contexto da analise forense, o interesse pelo DNA mitocondrial surge
pelas seguintes justificativas: contém regides polimorficas que permitem sua
individualizacdo; descendentes recebem esse DNA apenas da mae (permitindo
tracar a linhagem materna de uma pessoa); é mais resistente a degradagao que o
DNA nuclear (PANETO, 2006). Complementarmente, Silva e Passos (2002),
afirmam que a andlise do DNA mitocondrial para fins forenses fica reservada para
tecidos antigos como o0ssos, cabelos e dentes nos quais o DNA nuclear ja nao

oferece mais condigdes de andlise.

2.3.3 Técnicas de biologia molecular aplicada a Odontologia Legal

Observa-se uma grande variedade de informagdes no que se refere a
aplicacao da tecnologia do DNA em analises pela Odontologia Legal, exemplificadas
pela utilizacao dos elementos dentérios, da saliva e dos esfregacos bucais, como
fonte de material genético.

A aplicagdo destas técnicas envolvendo o DNA, em Odontologia Legal,

oferece uma nova ferramenta quando métodos usuais de identificacao falham devido
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aos efeitos do calor, traumatismos ou processos autoliticos (POTSCH, 1992), bem
como em distorcoes e dificuldades na analise.

Sendo assim, com o avanco da biologia molecular, cada vez mais a analise
do DNA em amostras forenses é utilizada nos processos de identificagdo humana
(REMUALDO; OLIVEIRA, 2005).

Frente a essa riqueza de material, o uso da técnica baseada na PCR tem
obtido cada vez mais importancia para a analise pdés-morte do DNA em casos
forenses. De acordo com Farah (1997), a PCR é a amplificacdo enzimatica de uma
seqliéncia especifica de DNA, visando a producdo de milhdes de cépias desta
sequéncia em um tubo de ensaio, primeiramente descrita por Kary Mullis, no final
dos anos 80, e possibilitando uma nova estratégia na analise de genes por meio de
um método simples e rapido.

Sweet (2001) descreve que o método utilizando PCR possibilita a
discriminagdo de um individuo dos demais, com um alto nivel de confianga,
comegando apenas com cerca de 1ng (nanograma), equivalente a uma parte em um
bilhdo de um grama, do DNA alvo.

Mais recentemente, verifica-se que menores quantidades de amostra podem
ser utilizadas. Conforme relatam Asamura et al. (2006), ao realizarem a tipagem de
alelos em oito loci do cromossomo X, com DNA altamente degradado, obtiveram
sucesso a partir de 20 picogramas (pg). Valores numéricos da ordem de picogramas
ja vém sendo estudados e comprovando sua efetividade na aplicacdo em amostras
degradas (DIXON et al., 2006; GILL et al., 2000).

Ao se tratar de amostras forenses, o estudo do DNA geralmente é feito
através da andlise de regides de repeticdes consecutivas curtas (em inglés, short

tandem repeats), ou simplesmente STR, os quais podem ser definidos como regides
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hipervariaveis do DNA que apresentam repeticdes consecutivas de fragmentos que
possuem de dois a nove pares de bases (pb), sendo que os STRs de maior valor
para a identificacdo humana sao aqueles que apresentam maior polimorfismo (maior
nuamero de alelos), menor tamanho, maior freqiéncia de heterozigotos (maior que
90%) e baixa frequéncia de mutagbes (GALANTE-FILHO et al., 1999).

E, para a realizagdo da identificacdo humana € mais interessante a utilizagéo
de marcadores moleculares que apresentem grande variabilidade dentro da
populacdo, ou seja, alto grau de polimorfismo, possibilitando que a probabilidade de
duas pessoas apresentarem um mesmo alelo torne-se menor.

Na abordagem forense, a caracterizacdo da amostra bioldégica tem por
objetivo limitar ou reduzir o niumero de individuos que poderiam ser a fonte do
material em analise, sendo que o estudo e utilizacdo da tecnologia do DNA podem
permitir um poder discriminatério suficiente para atingir o limite necessario para a
identificacdo humana (SILVA; PASSOS, 2002).

Pensando nisso, podemos verificar a aplicabilidade de amostras
odontoldgicas em vérias condi¢gbes, sendo que a influéncia do meio ambiente na
concentracao, integridade e recuperacdo do DNA, extraido de polpas dentérias, foi
mensurado por Schwartz et al. (1991), onde variou-se o pH (3,7 e 10,0), a
temperatura (4°C, 25°C, 37°C e incinerando o dente), a umidade (20%, 66% € 98%),
as condicdes do solo em que foi feito a inumacao dos dentes (areia, terra de vaso,
terra de jardim, submersdao em agua e deixados ao relento), e os tempos de
inumacgao (de uma semana a seis meses), sendo constatado que nenhum desses
fatores sdo determinantes para obtencdo de DNA de alto peso molecular a partir de

polpas dentarias.
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Tsuchimochi et al. (2002), testaram a resina Chelex® 100 para extrair DNA da
polpa dentaria para posterior aplicacdo do procedimento de PCR. Para isso, os
dentes extraidos foram incinerados por 2 minutos nas temperaturas de 100°C,
200°C, 300°C, 400°C e 500°C, obtendo como resultado que todas as amostras até
300°C puderam ser amplificadas e classificadas, enquanto que acima de 400°C néo
foi produzido nenhum produto de PCR. Os autores concluiram que a extracao de
DNA utilizando esta resina, a partir da polpa dentéria, € apropriada para a obtengao
de uma amostra de DNA de qualidade superior para amplificagéo por PCR.

Nesse mesmo sentido, Remualdo (2004) avaliou a amplificagdo por PCR em
elementos dentarios submetidos a temperaturas de 200°C, 400°C, 500°C e 600°C
durante 60 minutos, através de trés diferentes métodos de extracdo de DNA,
concluindo que o método de acetato de amoénio/isopropanol possibilitou a
amplificacdo de todas as amostras em todas as temperaturas, dando enorme
credibilidade na utilizacdo dos elementos dentérios na investigacdo forense pelo
DNA.

E, ainda para avaliar diferentes tecidos dentarios como fontes de DNA em
andlises forenses, Malaver e Yunis (2003) realizaram um estudo onde utilizaram 20
dentes obtidos de corpos néo identificados, enterrados em 1995 e exumados em
2000, obtendo 45 amostras (cinco de polpa, 20 de dentina e 20 de cemento). A
polpa produziu os sinais mais fortes de amplificacdo por PCR, enquanto que os
sinais da dentina e do cemento foram similares entre si.

Hanaoka et al. (1995) avaliaram a extragcdo de DNA de 50 dentes (polpas e
tecidos duros). O DNA obtido das polpas dentarias variou de 3 a 40ug, e nao foi
encontrada correlacdo entre o periodo de estocagem dos dentes e a quantidade de

DNA. Os autores investigaram a eficiéncia da extracdo de DNA a partir de tecidos
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duros dentarios em diferentes concentracdes de solugdo descalcificante. O DNA
obtido das polpas dentarias foi de alto peso molecular, sendo possivel andlise por
sondas multilécus ou por PCR; ja o material obtido de tecidos duros s6 apresentou
analise satisfatoria pela PCR.

Dentre os casos registrados na literatura em que os dentes foram utilizados,
destaca-se o relatado por Sweet e Sweet (1995). Trata-se de um caso de
identificacdo em que a vitima de homicidio fora incinerado, tendo todo o seu corpo
carbonizado, reduzido a aproximadamente 25% do tamanho original, inviavel,
portanto, para a realizacdo de exame de DNA pelos métodos convencionais. No
entanto, um dente ndo erupcionado (terceiro molar) fora preservado e possibilitou a
extracao do DNA da polpa dentaria (1,35ug).

Além do elemento dentario, outro objeto de estudo da Odontologia Legal
relacionado a biologia molecular, € a andlise da saliva humana e esfregacos bucais,
que podem ser obtidos em casos de violéncia fisica, como abuso sexual,
assassinatos, abuso infantil, onde freqlentemente sdo encontradas marcas de
mordida na pele (MUSSE et al., 2007).

Koh et al. (2004) descrevem que a saliva € uma fonte de DNA muito dtil pelo
fato de ser coletada de maneira indolor e ndo-invasiva, podendo ser utilizada mesmo
quando armazenadas nas mais diferentes condigdes. E a possibilidade de sua
utiizacdo em biologia molecular deve-se em virtude de ser composta em 99% de
sua totalidade por agua, possuindo leucdcitos (25 a 650.000) e células epiteliais
descamadas (6 a 600.000) (CATE, 1988).

A quantidade de saliva depositada sobre a pele € geralmente muito pequena
em casos de marcas de mordida, sendo necessario usar métodos de coleta cujo

resultado na recuperacado seja 0 maximo de quantidade de saliva possivel e que
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minimize qualquer potencial de contaminacdo pelas células da pele da vitima
(SWEET et al., 1997). No estudo de Anzai-Kanto et al. (2005), € descrito que ao
verificar a reprodutibilidade de analise de DNA de saliva coletada sobre a pele,
simulando casos que envolvam marcas de mordida em 20 amostras, a técnica do
duplo swab demonstrou ser sensivel e eficiente em casos criminais onde ha a
presencga de saliva em marcas de mordida.

Nesse interim, em estudo de Sweet et al. (1997), usando situa¢des simuladas
de marcas de mordida em duas séries experimentais, trés amostras de 40uL de
saliva foram depositadas sobre a pele de 27 cadaveres (em 33 locais diferentes) e
trés amostras de 100uL de saliva foram depositados sobre a pele de cinco
cadaveres (em 12 locais diferentes). A saliva foi coletada pela técnica do duplo swab
em tempos de cinco minutos, 24 horas e 48 horas, sendo comprovado um
decréscimo na concentragdo nas primeiras 24 horas e estabilidade entre 24 e 48
horas, mostrando sucesso na amplificagdo independente do tempo apés o depdsito
da saliva, além de nenhum caso de contaminagéo.

Em outro estudo, Sweet e Shutler (1999) utilizaram a andlise de DNA por
PCR em uma marca de mordida localizada em um corpo que esteve submerso em
um lago pelo periodo de 5,5 horas, antes de ser descoberto e, independentemente
da condicdo em que o corpo foi conservado, foi recuperado DNA suficiente da area
da mordida, que possibilitou uma contribuicdo genotipica na identificacdo do
agressor.

Essa eficiéncia comprova-se pelo fato de a saliva, em contato com a pele
intacta, se manter em condi¢bes estaveis e poder ser recuperada por pelo menos 60

horas ap6s a sua deposicao (SMITH et al., 1997).
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Porém, nem sempre serd possivel recuperar DNA a partir de uma marca de
mordida, haja vista que estara sujeita a uma série de modificacbes, tais como
contaminacao, degradacao e putrefacdo, dependendo das circunstancias as quais o

corpo e/ou objeto forem submetidos (SWEET et al., 1997).

2.3.4 Os estudos de frequéncia e a importancia na investigagcao forense

Outra ferramenta da biologia molecular aplicada a identificacdo humana e que
pode ser utilizada quando se deseja, através de calculos estatisticos, descrever
quais os marcadores mais eficientes naquela determinada populacdo, é o estudo
dos alelos presentes e sua freqiéncia, porém nao possibilita predicoes de grupo
étnico ou outras caracteristicas mais detalhadas.

Conforme relata Szibor et al. (2003), devido ao seu alto poder de
individualizagdo e praticabilidade, a analise dos STRs tem se tornado uma rotina
amplamente utilizada nas ciéncias forenses, porém a grande maioria dos estudos
abordam apenas STRs localizados em autossomos e cromossomo Y, deixando o
cromossomo X com um papel secundario na pratica forense.

Os STRs demonstram uma distribuicdo ampla através do genoma e, para
aplicacoes forenses, devem possuir numerosos alelos observados, alto nivel de
heterozigosidade e alto conteudo de informacao polimérfica (HAMMOND et al.,
1994). Os STRs de maior valor para a identificagdo humana s&o aqueles que

apresentam maior polimorfismo (maior numero de alelos), menor tamanho, maior
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freqiiéncia de heterozigotos (maior que 90%) e baixa freqliéncia de mutacdes
(GALANTE-FILHO et al., 1999).

Sabe-se que diferentes populacbes apresentam alelos em freqiéncias
diferentes e algumas vezes unicos, por isso a necessidade do estudo de diferentes
marcadores naquela populagcéo para saber quais sdo os alelos presentes e em que
freqUiéncia, a fim de se definir quais sdo os melhores marcadores a serem utilizados
nestes casos. Assim, para que a identificagdo através de STRs possa ser
rapidamente incorporada com efetiva confiabilidade a populacdo brasileira, € de
extrema importancia a realizacdo de estudos populacionais (OLIVEIRA et al., 2002;
OZAKI, 1999) e, nestes estudos, a investigacdo deve ser realizada em individuos,
sem nenhum grau de parentesco, a fim de possibilitar a determinacao da freqiéncia
alélica da populacao (LINCOLN; THOMSON, 1998).

Conforme relata Géis (2006), para a realizacdo da identificacdo humana é
mais interessante utilizar marcadores moleculares que apresentem grande
variabilidade dentro da populacdo, ou seja, alto grau de polimorfismo, de forma que
a probabilidade de duas pessoas apresentarem um mesmo alelo torne-se menor.

Sendo assim, a realizacdo de pesquisas para a obtengcdo de frequéncias
alélicas populacionais tornam-se extremamente importantes, possibilitando a
divulgacado desses dados, através da literatura cientifica e, também, por banco de
dados (sistemas nos quais sdao armazenados perfis de DNA referentes a um
conjunto de marcadores moleculares), podendo ser aplicados na investigacao

forense (GOIS, 2006).

2.3.5 Cromossomo X
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Sabe-se que as células humanas, com excecao dos gametas, apresentam o
DNA distribuido em 23 pares de cromossomos no nucleo (22 pares autossémicos e
um heterossdmico, XY), sendo que cada par de cromossomos € constituido por um
cromossomo de heranca materna e outro de heranga paterna (ALBERTS et al,,
1997).

Nos testes de identificagdo humana, normalmente sdo utilizados marcadores
genéticos contidos nos pares de cromossomos autossdmicos (URQHART et al.,
1994); assim, homens e mulheres apresentam sempre dois alelos para cada
marcador. O cromossomo X tem muitas caracteristicas que sao Unicas no genoma
humano, pois as mulheres herdam um cromossomo X do pai € um da mae, mas 0s
homens herdam um Unico cromossomo X, o materno (ROSS et al.,, 2005). Em
virtude dessa diferenga de alelos entre marcadores tradicionais autossémicos e do
cromossomo X para o sexo masculino, um menor nimero de marcadores podem ser
utilizados para a determinagao do vinculo biolégico quando se utiliza 0 cromossomo
X (SZIBOR et al., 2003).

Mais recentemente, muitos estudos tém sido realizados com STRs do
cromossomo Y, devido as particularidades de grande parte dele ndo sofrer
recombinacgao, apresentando heranga haplotipica, tornando-se muito util em testes
de paternidade e estudos forenses, para a identificacdo de individuos do sexo
masculino (GOIS, 2006; JOBIM; JOBIM; BRENNER, 1999; JOBLING; PANDYA;
TYLER-SMITH, 1997)

A utilizacdo dos STRs do cromossomo X na pratica forense parece ser

restrita, mas pode ser de grande valor em casos de paternidade onde a crianga em
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questdo é do género feminino (SHIN et al., 2005; WIEGAND et al.,, 2003;
ZARRABEITIA et al., 2002) ou em casos complexos de analise de parentesco
quando apenas parentes distantes estdo disponiveis, haja vista a auséncia de
amostra biologica do suposto pai (SZIBOR et al., 2003; BINI et al., 2005), tendo
como exemplos casos de estupro, onde a gravidez pode ser terminada em aborto, o
teste de paternidade em feto feminino apenas pode incluir marcadores autossémicos
e do cromossomo X, e em casos de incesto, no qual o pai abusa sexualmente de
sua filha (SZIBOR et al., 2003),

Na Figura 2.1, apenas para ilustrar a aplicabilidade, através dos testes
estatisticos, mesmo na auséncia do pai, possibilitar a sua exclusdo ou nao, através

dos marcadores do cromossomo X.

8 12 DXS6854

15 15 DXS7424

DXS101
22 23 O DXS6808
10 13

DXS7132
14 15

8/12 9 10

15 14 15
22/23 23 26
10/13

1112

1011 912
1417 1515
2627 2326

1114 1110
1012 1315

Figura 2.1 — Esquema ilustrativo da aplicagdo dos STRs do cromossomo X. (A) Possivel exclusao de
paternidade; (B) Possivel inclusdo de paternidade
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Sendo assim, os testes de paternidade, uma andlise de elevada acuréacia dos
perfis genéticos da mae, criangca e suposto pai, € baseado no fato de que a crianca
herda metade do seu DNA da mae e metade do pai, de acordo com as Leis de
Heranga Genética de Mendel, porém, nos casos onde o suposto pai ndo esta
disponivel, diversos membros da familia deste suposto pai devem ser analisados,
sempre que possivel, possibilitando uma certeza quanto a exclusdo de paternidade,
mas ndao uma certeza na confirmagdo de paternidade (MIXICH; IOANA; MIXICH,
2004).

Muitos STRs do cromossomos X tém sido validados para utilizacdo na pratica
forense, contudo ha a necessidade de mais estudos sobre a freqiiéncia alélica e
taxas de mutacao para avaliar a extensao do polimorfismo em diferentes populacées
e estabelecer bases de dados Uuteis para aplicagdes forenses e estudos
antropolégicos (BINI et al., 2005).

E, conforme citado por Szibor et al. (2003), as recomendacdes da ISFH
(International Society of Forensic Haemogenetics) para a aplicagdo forense de
marcadores microsatélites, trinucleotideos, tetranucleotideos e pentanucleotideos,
ha a necessidade de possuirem propriedades genético-populacionais apropriadas:
equilibrio de Hardy-Weinberg, alto nivel de polimorfismo, desequilibrio de ligacao
conhecido, entre outros. Nesse sentido, varios estudos populacionais em STRs do
cromossomo X, tém sido realizados em diversas populacoes.

Em Taiwan, Chen e Pu (2004) realizaram estudos dos STRs DXS10011,
DXS101, DXS6789, DXS7132, DXS8377 e DXS9895 em 92 mulheres e 181
homens, verificando a utilidade de todos os marcadores para testes de parentesco

quando a pessoa em questao é do género feminino.
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No estudo de Bini et al. (2005) realizou-se uma analise multiplex dos STRs
DXS6789, HUMARA, DXS10011, DXS7423, HPRTB, DXS6807, DXS101, em uma
amostra de 556 individuos na Italia e os resultados demonstraram a possibilidade de
utilizagdo destes marcadores do cromossomo X em andlises de parentesco
complexas. Ja Wiegand et al. (2003), em outro estudo populacional, analisaram os
STRs DXS6800, DXS101 e DXS8377 em amostra populacional da Alemanha e
Austria através da PCR multiplex, demonstrando que a eficiéncia em casos forenses
obteve valores mais elevados para os marcadores DXS101 e DXS8377.

Poetsch et al. (2005) apresentaram dois sistemas pentaplex para STRs do
cromossomo X, onde o primeiro € composto das regides DXS9898, DXS6807,
HPRTB, DXS101 e ARA, e o segundo é composto por DXS7133, DXS10011,
DXS7424, DXS8377 e DXS8378, sendo ambos eficientes na utilizacdo em casos de
investigacdo de paternidade deficientes, comprovados por um Poder de
Discriminagdo maior que 0,999999.

Shin et al. (2005) realizaram estudo populacional referente a 18 STRs
(DXS6807, DXS8378, DXS9895, DXS9902, DXS6810, DXS7132, DXS981,
DXS6800, DXS9898, DXS6789, DXS101, DXS6797, GATA172D05, GATA165B12,
HPRTB, GATA31E08, DXS8377 e DXS7423) na populagdo da Coréia, concluindo
que quatro deles apresentaram mutacdes (GATA172D05, GATA31E08, DXS7132,
HPRTB) e que os STRs do cromossomo X sdo altamente Uteis para casos
complexos ou com deficiéncias de informacao. Outro estudo na Coréia realizado por
Shin et al. (2004) objetivou analisar a eficiéncia na pratica forense de cinco STRs do
cromossomo X (HPRTB, DXS8377, GATA172D05, DXS101, HUMARA), concluindo

que todos eles possuem alto nivel de informagao para aplicagao forense.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como proposigdes:

1. Determinar a frequéncia alélica de cinco STRs do cromossomo X (DXS6854,
DXS7424, DXS101, DXS7132 e DXS6808) em individuos da populagao
brasileira, residentes no Estado de S&o Paulo;

2. Avaliar, na populagdo estudada, a eficiéncia, através de parametros
estatisticos, desses marcadores na pratica forense e em testes de

paternidade.
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4 CASUISTICA - MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa intitulado “Estudo de freqUéncias alélicas de multiplos
loci STR do cromossomo X na populacdo do Estado de Sao Paulo e sua
contribuicdo na identificacdo humana” foi encaminhado ao Comité de Etica da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), e aprovado em
7 de Julho de 2006, através do Protocolo 84/06 (Anexo A), de acordo com o

estabelecido pela Resolugédo n®. 196/96 (BRASIL, 1996).

4.2 Casuistica

Neste projeto foram analisadas amostras de n=243 sujeitos da pesquisa
coletados por swab bucal, nos municipios de Bauru e S&o Paulo, Estado de Sao
Paulo, e amostras sangilineas coletados por puncao digital, no municipio de
Araraquara, Estado de Sao Paulo, em individuos maiores de idade, voluntarios, apds
a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com a
Resolucao n®. 196/96 (BRASIL, 1996), divididos em n=109 mulheres e n=134

homens.
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As amostras sanguineas foram coletadas em Araraquara, no Laboratério de
Investigacdo de Paternidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista (FCF-UNESP), realizada com cartdo FTA Classic®
(Whatman-Bioscience). As amostras de esfregago bucal foram coletadas em Bauru,
em voluntarios, no campus da Universidade Paulista e, em S&o Paulo, na Faculdade
de Odontologia da USP, sendo a coleta realizada com cartdo para coleta de DNA
MGM Assessoria Biolégica® (Dialab Diagnésticos S/A). Ambos os métodos de coleta
permitem a conservagdo da amostra sem a necessidade de refrigeracdo (Figura

4.9).

Lot# FT8827100

Figura 4.1 — Coleta de DNA a partir de esfregago bucal e deposi¢cao em cartdo de coleta

4.3 Extracao do DNA

Das amostras sanguineas e de esfregaco bucal coletadas em papel, o0 DNA
foi extraido utilizando-se 15 discos (sangue) e 20 discos (saliva) de 1,2mm de papel
de filtro, cortados com o auxilio do Harris Micro Punche® e Cutting Mat® (Whatman-

Bioscience) e depositados em microtubos de 1,5mL. Em seguida, procedeu-se a



CASUISTICA - MATERIAL E METODOS _

extracdo com o Kit DNA 1Q® (Promega), de acordo com as normas do fabricante.
Assim, promoveu-se a lise celular por meio de uma solugdo composta por 250uL de
Lysis Buffer e 2,5uL de 1M Dithiothreitol (DTT). O DNA foi “capturado” por 7uL de
resina composta por particulas magnéticas, lavado por trés vezes com 300uL de
solucdo Wash Buffer e eluido em 100uL de Elution Buffer. Este kit permite a
obtencdo de pequenas quantidades de DNA, aproximadamente 100ng, ou menos,
extremamente purificado, ndo havendo a necessidade de se fazer novas diluicdes

para posterior utilizacdo do DNA na reacao de PCR (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Preparo dos discos para a extragao de DNA (a), Kit DNA Iq (b), separagao pela resina (c)

4.4 Reacoes de PCR

Neste trabalho, foram realizadas as amplificagdes de cinco STRs do
cromossomo X, sendo trés deles tetranucleotideos (DXS6854, DXS6808 e
DXS7132) e dois trinucleotideos (DXS7424 e DXS101), cuja localizacdo pode ser

verificada através da Figura 4.3.
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Figura 4.3 - Ideograma do Cromossomo X com a localizagdo dos STRs utilizados na pesquisa

As informagOes referentes a estes STRs, tais como a localizagdo, a
seqléncia repetitiva, o niumero de acesso no Genome Database (www.gdb.org) e a
variagdo de tamanho dos produtos de PCR, estdo apresentadas na Tabela 4.1, e a
seqUéncia dos primers utilizados na amplificagéo (Tabela 4.2), também retirada do
Genome Database, sendo o primer de orientacao forward marcado pela Integrated

DNA Technologie (IDT) com o fluoréfilo Cianina (Cy5™).
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Tabela 4.1 - Caracteristicas dos cinco STRs do cromossomo X

Numero de Sed. Repetitiva Tamanho dos
STR Localizacao Acesso q- (5,_2,) fragmentos
(GDB) (pb)
DXS6854 Xq25-g26.1 386910 (ATTT), 93 - 125
DXS7424 Xg21.33-g22 577646 (TAA), 144 -180
DXS101 Xq21.33-g22.3 207667 (CTT), (ATT), 179 - 230
DXS6808 Xg26.3 365487 (TCTA), 250 - 262
DXS7132 Xqilt1.1-qgi2 685605 (TCTA), 272-304

Tabela 4.2 - Sequiéncia dos primers utilizados na amplificagao dos cinco STRs do cromossomo X

STR Orientacao Sequéncia (5° —» 3’)
Forward AGCACTTCTCCTACAACCCTC
DXS6854
Reverse CAGCCTGGGCAGTAGAGACT
Forward CTGCTTGAGTCCAGGAATTCAA
DXS7424
Reverse GAACACGCACATTTGAGAACATA
Forward ACTCTAAATCAGTCCAAATATCT
DXS101
Reverse AAATCACTCCATGGCACATGTAT
Forward ATCCTGATATCTGCCTTTAAATG
DXS6808
Reverse GGTATATAACAATTGTTGGTGCA
Forward AGCCCATTTTCATAATAAATCC
DXS7132

Reverse AATCAGTGCTTTCTGTACTATTGG

Para a amplificacdo dos cinco STRs, foram utlizadas duas metodologias de
trabalho: a primeira foi denominada de método Monoplex e, a segunda, método

Multiplex, descritas a seguir.
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4.4.1 Método Monoplex

Cada STR do cromossomo X foi amplificado separadamente, em microtubos
de 0,2mL, utilizando-se 7,12uL de Agua Livre de Nuclease (Promega), 1,0uL de
Gold STAR 10X Buffer (Promega), 0,3uL de Primer Mix (primer Forward e Reverse
a 0,3uM), 0,08uL de Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1,5uL de DNA,
perfazendo 10uL de volume total de reacdo. A amplificacdo foi realizada em

termociclador gradiente MJ96G (Biocycler) conforme o ciclo descrito na Figura 4.4.

94°C — 5 min
94°C — 1 min
55°C — 1 min » 35X
72°C — 2 min
72°C — 5 min

04°C —

Figura 4.4 — Ciclo para amplificagdo em Sistema Monoplex

4.4.2 Método Multiplex

Neste método, quatro STRs (DXS6854, DXS7424, DXS6808 e DXS7132)
foram amplificados em sistema multiplex, sendo que apenas o STR DXS101 foi

realizado seguindo o sistema monoplex descrito anteriormente. As reagdes foram



CASUISTICA - MATERIAL & METODOS o ey, ABF

realizadas em microtubos de 0,2mL, utilizando-se: 5,8uL de Agua livre de nuclease
(Promega), 1,0uL de Gold STAR 10X Buffer (Promega), 0,35uL de cada PrimerMix
(DXS6854, DXS7424, DXS6808 e DXS7132), 0,3uL (1,5U) de Platinum®Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen), 1,5 uL de DNA, perfazendo 10 uL de volume total. A

amplificagéo foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Perkin-

Elmer), conforme ciclo descrito na Figura 4.5.

95°C — 5min 95°C — 1min
95°C — 1min Y 59°C —1min % 2X
67°C — 1min » 2X 72°C — 1min
95°C — 1min Y
72°C — 1min J [
95°C — 1min 55°C — 1min & 30X
63°C — 1min » 2X 72°C — 1min
72°C — 1min 72°C — 10min
- - J
04°C — oo

Figura 4.5 — Ciclo para amplificagdo em Sistema Multiplex

Apos a reagcdao de PCR, foi realizada a avaliagdo e quantificagdo dos
fragmentos amplificados, através de corrida eletroforética em gel de agarose 1%
para os STRs em Método Monoplex, e gel de agarose 4% para os STRs pelo
Método Multiplex, ambos em Cuba Horizon 58, Modelo 200 (Gibco), por 20 e 50

minutos, respectivamente, a 105 volts.
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Na preparagcao das amostras para aplicagao no gel, 5,0uL e 7,0uL do produto
da PCR obtido pelo Método Monoplex e Multiplex, respectivamente, foram
adicionados a 1,5uL de Tampao de Amostra.

A intensidade das bandas foi comparada com as do marcador Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen), apds coloragdo com 2,0uL de Brometo de Etidio (Gibco-Life
Technologies) e a imagem do gel foi visualizada e fotografada em aparelho Fluor-S
Multimager (BioRad). Os produtos da amplificagdo foram mantidos a temperatura

ambiente até o momento da corrida eletroforética em sequienciador automatico.

4.5 Obtencao dos padroes internos da corrida

Além dos cinco STRs do cromossomo X analisados, foram também
amplificados, o STR D9S938 de um individuo homozigoto para o alelo de tamanho
de 405pb, e 0 STR SY255 de um individuo masculino portador do alelo de tamanho
de 126pb. Estes dois fragmentos de DNA foram utilizados como padrao interno da
corrida, sendo, portanto, adicionados em todas as amostras preparadas para a
eletroforese.

As informagbes referentes a estes STRs, como localizacdo, numero de
acesso no Banco do Genoma e tamanho do fragmento amplificado estao
apresentadas na Tabela 4.3 e a seqiéncia dos primers utilizados na amplificacdo na
Tabela 4.4. Da mesma forma dos STRs, a seqUéncia dos primers foi retirada do
Banco do Genoma e o primer de orientagao forward foi marcado pela Integrated

DNA Technologie (IDT) com o fluoréfilo CY5.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas dos padrdes internos da corrida

0 Tamanho do
STR Localizacao N Acesso® fragmento
GeneBank
(pb)
D9S938 Opter - 9qter 686037 405 pb
SY255 Yq11.223 6014112 126 pb

Tabela 4.4 - Seqiiéncia dos primers utilizados na amplificagdo dos padrdes internos da corrida

STR Orientacao Sequéncia (5’ —» 3’)
Forward GTAAGGGGTTGAGGTTTTGC
DXS938
Reverse CACCACATTTCTGACATCCA
Forward GTTACAGGATTCGGCGTGAT
SRY255
Reverse CTCGTCATGTGCAGCCAC

A amplificacao destes STRs foi realizada, separadamente, em microtubos de
0,2mL, utilizando-se: 41,1uL de agua livre de nuclease (Promega), 5,0uL de Gold
STAR 10X Buffer (Promega), 1,0uL de Primer Mix (primer forward e reverse
0,2umol), 0,4uL (2U) de Platinum®Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 2,5uL de DNA
e 50uL de volume total. Ambos STRs foram amplificados em termociclador gradiente

MJ96G (Biocycler) conforme o ciclo apresentado na Figura 4.6.
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94°C — 5 min
94°C — 1 min
55°C — 1 min 35X
72°C — 2 min
72°C — 5 min

04°C — oo

Figura 4.6 — Ciclo para amplificagédo dos padrdes internos da corrida

4.6 Eletroforese e deteccao dos produtos da PCR

Para serem aplicadas no gel de poliacrilamida, as amostras foram preparadas
de formas diferentes, dependendo do método utilizado na amplificagdo. No caso do
Método Monoplex, 1,0uL do produto de PCR de cada STR (totalizando 5uL) foi
misturado com 7,5uL do Tampao de Amostra. Em relagcdo ao Método Multiplex,
2,5uL do produto de PCR Multiplex e 1,5uL do produto de PCR do DXS101 (em
Sistema Monoplex) foram misturados com 6uL do Tampao de Amostra.

Apés preparacao, as amostras foram desnaturadas a 95°C por trés minutos e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 6%, no
Sequienciador Automatico ALF Express® (GE Healthcare) para obtencédo dos perfis
alélicos. Em toda corrida eram colocados a amostra controle (K562, Promega) e o
Ladder (escada alélica preparada “in house” pelo Laboratério Biocod, Belo

Horizonte, Minas Gerais). A corrida eletroforética foi realizada durante 2 horas e 40



ASUVISTICA - MATERIAL E METODOS . y :
CSCIHCA AT =~ T N

minutos nas condicdes especificadas no equipamento (Voltagem: 600V, Corrente:

40mA, Poténcia: 15W, Temperatura: 45°C).

4.7 Analise dos perfis alélicos

A andlise dos produtos de PCR para obtengéo dos respectivos perfis alélicos
foi feita com o auxilio do programa Allelelocator v. 3.1 (GE Healthcare), sendo os
resultados confirmados visualmente em cada eletroferograma. Pelo fato da escada
alélica (ladder) utilizada no processo estar padronizada em pares de base, os perfis
dos individuos foram obtidos nesta mesma forma (Figura 4.7). Assim, apos a leitura
dos eletroferogramas (Figura 4.8 e Figura 4.9), os fragmentos em pares de base
foram convertidos para seus respectivos alelos, de acordo com os dados da

literatura, para posterior analise estatistica.
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(] AlleleLocator
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DXS6854 DXS7424 DXS101 DXS7132 DXS6808
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Figura 4.7 — Eletroferograma indicando a escada alélica (ladder) preparado “in-house”, Laboratério
Biocod, Belo Horizonte, Minas Gerais

(/] AllelsLozator
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A
T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 140 160 180 200 200 320 340 360 380 400 420

Forres=arch us= only.
Figura 4.8 — Eletroferograma de amostras masculinas, STRs do cromossomo X
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Figura 4.9 — Eletroferograma de amostra feminina, STRs do cromossomo X

As férmulas das estruturas de cada STR, apresentadas na seqiéncia do

texto, indicam: F (sequéncia do primer forward), R (seqiéncia do primer reverse), N

(nucleotideo), n (numero de repeticdes do “motivo” - unidade de repeticao). Sendo

assim, a interpretacéo seria: F(20) — N14 — (ATT)s — N26 — R(19), indicariam um

tamanho de fragmento, em pares de base, de 20 + 14 + (6x3) + 26 + 19 = 97pb.

No STR DXS6854 (QIULING; DEJIAN; HANLING, 2002), a estrutura é

composta da seguinte forma: F(21) — N8 — (ATTT)n — N16 — R(22) e a Tabela 4.5

indica os alelos e o tamanho dos fragmentos.
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Tabela 4.5 — DXS6854: alelos e tamanho dos fragmentos

n Alelo Tamanho

dos
fragmentos

(pb)

7 7 95

8 8 99

9 9 103

10 10 107

11 11 111

12 12 115

13 13 119

14 14 123

No STR DXS7424 (EDELMANN et al., 2002), a estrutura é composta por:
F(22) — N37 — (TAA)n — N38 — R(23) e a Tabela 4.6 indica os alelos e o tamanho dos

fragmentos.

Tabela 4.6 — DXS7424: alelos e tamanho dos fragmentos

n Alelo Tamanho
dos

fragmentos
(pb)
8 8 144
9 9 147
10 10 150
11 11 153
12 12 156
13 13 159
14 14 162
15 15 165
16 16 168
17 17 171
18 18 174
19 19 177

20 20 180
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No STR DXS101 (EDELMANN; SZIBOR, 2001), a estrutura é composta da
seguinte forma: F(23) — N38 — (CTT)n; — (ATT)n. — N53 — R(23) e a Tabela 4.7

indica os alelos e o tamanho dos fragmentos.

Tabela 4.7 — DXS101: alelos e tamanho dos fragmentos

n{ + Ny Alelo Tamanho dos
fragmentos

(pb)
14 14 179
15 15 182
16 16 185
17 17 188
18 18 191
19 19 194
20 20 197
21 21 200
22 22 203
23 23 206
24 24 209
25 25 212
26 26 215
27 27 218
28 28 221
29 29 224
30 30 227
31 31 230

No STR DXS7132 (SHIN et al., 2005), a estrutura € composta da seguinte
forma: F(22) — N19 — (TCTA)n — N167 — R(24) e a Tabela 4.8 indica os alelos e o

tamanho dos fragmentos.
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Tabela 4.8 — DXS7132: alelos e tamanho dos fragmentos

Tamanho

dos

n Alelo fragmentos
(pb)

10 10 272

11 11 276

12 12 280

13 13 284

14 14 288

15 15 292

16 16 296

No STR DXS6808 (GENOME DATABASE, 2007), a estrutura € composta da
seguinte forma: F(23) — (TCTA)n — N164 — R(23) e a Tabela 4.9 indica os alelos e o

tamanho dos fragmentos.

Tabela 4.9 — DXS6808: alelos e tamanho dos fragmentos

n Alelo Tamanho

dos
fragmentos

(pb)

10 10 250

11 11 254

12 12 258

13 13 262

14 14 266

15 15 270

4.8 Analise estatistica dos resultados
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Apo6s obtengéo dos perfis alélicos, foram determinadas as freqiiéncias alélicas
dos cinco marcadores, em homens e mulheres. A determinagdo dessas freqliéncias
foi realizada com o auxilio do programa PowerStats ver. 12 (Promega), pelo método
da freqUéncia relativa, ou seja, através do numero de repeticdes do alelo observado
nas amostras. Posteriormente, com os dados de frequéncia obtidos, foi realizado,
com o programa Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), o “exact
test” para avaliar se ha diferenca significativa entre a populagdo feminina e
masculina.

Além disso, também pelo método da contagem direta, determinou-se o
nimero de haplétipos para o sexo masculino, sendo a diversidade haplotipica e
génica calculada de acordo com a férmula descrita por Nei (1987) como DH = (1 - %
f? ).n/n-1, onde fi é a freqiéncia do haplétipo e n é o nimero de individuos tipados. A
capacidade de discriminagdo foi determinada através da divisdo do numero de
haplétipos observados pelo nimero de individuos testados.

Para avaliar a divergéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), foi
realizado o “exact-test” de acordo com Guo e Thompson (1992). Diversos
parametros estatisticos de interesse forense foram determinados, tais como:
Heterozigose observada (HETobs), pelo método de contagem direta; Heterozigose
Esperada (HETexp), como descrito por Nei (1987); Poder de Discriminacao
Feminino (PDF) e Masculino (PD"), como proposto por Desmarais et al. (1998) e

Chance de Excluséao Significativa (MEC) para dois diferentes testes:

1) MEC+: Chance de Excluséo Significativa para marcadores do cromossomo X, em

trios envolvendo filhas, como descrito por Desmarais et al. (1998);
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2) MECp: Chance de Exclusao Significativa para marcadores do cromossomo X, na
auséncia da mae, existindo a dupla pai-fiha, como proposto por Desmarais et al.

(1998).

Para os célculos do HWE, HETobs, HETexp foram utilizados os dados de
origem feminina, realizados com o auxilio do programa Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER,;
LAVAL; SCHNEIDER, 2005). Em relacdo ao Poder de Discriminagdo Feminino e
Masculino e aos MECs, estes foram calculados com os dados de frequiéncia alélica
obtida para a amostra total (pool), utilizando-se o programa Arlequin v. 3.1
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

Nos homens, por existir heranga haplotipica, os haplétipos foram ordenados,
a fim de verificar a freqliéncia dos mesmos, assim como a diversidade haplotipica,
ou seja, a probabilidade de selecionar dois individuos ao acaso na populacao e
apresentarem o mesmo haplétipo, além do Poder de Discriminagdo Haplotipico,
permitindo verificar, nestes marcadores, a diferenciacdo entre os homens na
populagdo masculina.

Foi realizado, também, o Poder de Exclusdo, através do programa
PowerStats ver. 12 (Promega), estabelecido por Brenner e Morris (1990) e a
Probabilidade de Coincidéncia, complementar ao Poder de Discriminacao, definido
pela férmula: PC = 1 — PD, onde PC (probabilidade de coincidéncia) e PD (poder de
discriminagao).

Por fim, foi realizado o calculo do Poder de Discriminagdo combinado, ou
seja, subtraido um de cada poder de discriminagdo com posterior multiplicagdo dos
valores obtidos, para cada um dos STRs do cromossomo X analisados neste estudo.

O célculo foi realizado através do Microsoft Excel®.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram agrupados de acordo com o STR analisado € os testes
pertinentes ao mesmo. Dessa forma, a Tabela 5.1 indica a distribuicdo de freqiiéncia
alélica do DXS6854, assim como os testes do Poder de Discriminagdo, Poder de
Exclusdo, Heterozigose observada, Heterozigose esperada, MECp (chance de
excluséo significativa para marcadores do cromossomo X em duplas pai/filha), MECt
(chance de exclusao significativa para marcadores do cromossomo X em trios

envolvendo filha) e Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5.1 — Resultados do STR DXS6854, género masculino e feminino, Estado de Sao Paulo, 2007

DXS6854 DXS6854
(masculino) (feminino)

Alelo 7 - 0,005
Alelo 8 - 0,009
Alelo 9 0,075 0,073
Alelo 10 0,172 0,234
Alelo 11 0,112 0,110
Alelo 12 0,388 0,367
Alelo 13 0,179 0,138
Alelo 14 0,075 0,064
Poder de Dlscrlmln?%%%)(DESMARAIS et al, 0,769 0,916
Poder de Exclusao (Programa PowerStats ver. 0582
12) ) ’
Heterozigose Observada (Programa Arlequin
ver. 3.1) ) 0,789
Heterozigose Esperada (Programa Arlequin i 0773
ver 3.1) ’
MECp 0,606
MECt 0,739

Equilibrio de Hardy-Weinberg (exact test)

(Arlequin 3.1) 0,56970
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A Tabela 5.2 indica a distribuicdo de freqiéncia alélica do STR DXS7424,
assim como os testes do Poder de Discriminacao, Poder de Exclusdo, Heterozigose
observada, Heterozigose esperada, MECp (chance de exclusao significativa para
marcadores do cromossomo X em duplas pai/filha), MECt (chance de exclusao
significativa para marcadores do cromossomo X em trios envolvendo filha) e

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5.2 — Resultados do STR DXS7424, género masculino e feminino, Estado de Sao Paulo, 2007

DXS7424 DXS7424
(masculino) (feminino)

Alelo 8 - -
Alelo 9 - 0,005
Alelo 10 0,007 -
Alelo 11 0,015 0,009
Alelo 12 0,015 0,018
Alelo 13 0,067 0,032
Alelo 14 0,172 0,110
Alelo 15 0,388 0,197
Alelo 16 0,216 0,243
Alelo 17 0,097 0,298
Alelo 18 0,015 0,073
Alelo 19 - 0,014
Alelo 20 0,007 -
Poder de DISCFImIn?%%%)(DESMARAB et al, 0,788 0,924
Poder de Exclusao (Programa PowerStats i 0582
ver. 12) ’
Heterozigose Observada (Programa i 0.781
Arlequin ver. 3.1) ’
Heterozigose Esperada (Programa Arlequin i 0799
ver 3.1) ’
MECp 0,629
MEC+ 0,757

Equilibrio de Hardy-Weinberg (exact test)

(Programa Arlequin ver. 3.1) 0,991
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A Tabela 5.3 indica a distribuicdo de freqiiéncia alélica do STR DXS101,
assim como os testes do Poder de Discriminacao, Poder de Exclusdo, Heterozigose
observada, Heterozigose esperada, MECp (chance de exclusao significativa para
marcadores do cromossomo X em duplas pai/filha), MECt (chance de exclusao
significativa para marcadores do cromossomo X em trios envolvendo filha) e

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5.3 — Resultados do STR DXS101, género masculino e feminino, Estado de Sao Paulo, 2007

DXS101 DXS101
(masculino) (feminino)
Alelo 14 - 0,005
Alelo 15 0,007 0,005
Alelo 16 0,015 0,005
Alelo 17 - 0,018
Alelo 18 0,015 0,046
Alelo 19 0,052 0,041
Alelo 20 0,022 0,046
Alelo 21 0,075 0,060
Alelo 22 0,015 0,041
Alelo 23 0,104 0,037
Alelo 24 0,187 0,174
Alelo 25 0,119 0,119
Alelo 26 0,187 0,234
Alelo 27 0,090 0,087
Alelo 28 0,090 0,041
Alelo 29 0,007 0,028
Alelo 30 0,007 0,014
Alelo 31 0,007 -
Poder de Discriminagdo (DESMARAIS 0,881 0,975
et al, 1998)
Poder de Exclusao (Programa i 0549
PowerStats ver. 12) ’
Heterozigose Observada (Programa i 0772
Arlequin ver. 3.1) ’
Heterozigose Esperada (Programa i 0.882
Arlequin ver 3.1) ’
MECp 0,782
MEC+ 0,871
Equilibrio de Hardy-Weinberg (exact <0,00001

test) (Programa Arlequin ver. 3.1)
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A Tabela 5.4 indica a distribuicdo de freqiéncia alélica do STR DXS6808,
assim como os testes do Poder de Discriminacao, Poder de Exclusdo, Heterozigose
observada, Heterozigose esperada, MECp (chance de exclusao significativa para
marcadores do cromossomo X em duplas pai/filha), MECt (chance de exclusao
significativa para marcadores do cromossomo X em trios envolvendo filha) e

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5.4 — Resultados do STR DXS6808, género masculino e feminino, Estado de Sao Paulo, 2007

DXS6808 DXS6808
(masculino) (feminino)
Alelo 10 0,119 0,110
Alelo 11 0,701 0,720
Alelo 12 0,164 0,165
Alelo 13 0,007 0,005
Alelo 14 - -
Alelo 15 0,007 -
Poder de Dlscnmln?%%%)(DESMARAIS et al, 0.451 0,658
Poder de Exclusao (Programa PowerStats
- 0,108
ver. 12)
Heterozigose Observada (Programa
, - 0,395
Arlequin ver. 3.1)
Heterozigose Esperada (Programa Arlequin i 0. 444
ver 3.1) ’
MECp 0,271
MEC+ 0,410
Equilibrio de Hardy-Weinberg (exact test) 0.430

(Programa Arlequin ver. 3.1)

A Tabela 5.5 indica a distribuicdo de frequéncia alélica do STR DXS7132,
assim como os testes do Poder de Discriminagdo, Poder de Exclusdo, Heterozigose
observada, Heterozigose esperada, MECp (chance de excluséo significativa para

marcadores do cromossomo X em duplas pai/filha), MECt (chance de exclusao



RESULTADOS g

significativa para marcadores do cromossomo X em trios envolvendo filha) e

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5.5 — Resultados do STR DXS7132, género masculino e feminino, Estado de Sao Paulo, 2007

DXS7132 DXS7132
(masculino) (feminino)

Alelo 10 - 0,009
Alelo 11 0,015 0,009
Alelo 12 0,104 0,101
Alelo 13 0,306 0,239
Alelo 14 0,366 0,349
Alelo 15 0,179 0,261
Alelo 16 0,030 0,032
Poder de Discriminagdo (DESMARAIS et al, 0,740 0,888
1998)
Poder de Exclusdo (Programa PowerStats - 0,457
ver. 12)
Heterozigose Observada (Programa - 0,716
Arlequin ver. 3.1)
Heterozigose Esperada (Programa Arlequin - 0,746
ver 3.1)
MECp 0,556
MEC+ 0,695
Equilibrio de Hardy-Weinberg (exact test) 0,811

(Programa Arlequin ver. 3.1)

A Tabela 5.6 demonstra a freqiéncia alélica do pool (amostras masculinas e
femininas) dos cinco STRs do cromossomo X analisados neste estudo, haja vista ser
preconizado que, quando ndo ha diferenga estatisticamente significante entre os
géneros, deve-se realizar a freqiéncia alélica pelo pool de alelos, fato este
comprovado através de testes no programa Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL;

SCHNEIDER, 2005).
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Tabela 5.6 — Frequiéncia alélica do pool, Estado de Sdo Paulo, 2007

Alelo DXS6854 DXS7424 DXS101 DXS6808 DXS7132

7 0,003

8 0,006 0,003

9 0,074

10 0,210 0,009 0,114 0,006
11 0,111 0,017 0,713 0,011
12 0,375 0,026 0,165 0,102
13 0,153 0,094 0,006 0,264
14 0,068 0,188 0,003 0,355
15 0,298 0,006 0,003 0,230
16 0,267 0,009 0,031
17 0,082 0,011

18 0,014 0,034

19 0,045

20 0,003 0,037

21 0,065

22 0,031

23 0,063

24 0,179

25 0,119

26 0,216

27 0,088

28 0,060

29 0,020

30 0,011

31 0,003

A Tabela 5.7 demonstra os haplétipos encontrados em individuos do género
masculino, indicando a diversidade haplotipica (0,999326675), ou seja, a
probabilidade de selecionar dois individuos ao acaso na populacao e apresentarem
o mesmo haplétipo é de 0,000673325, denominada de probabilidade de
coincidéncia. Assim como o Poder de Discriminacdo Haplotipico (0,955223881)
indicando que, ao analisar estes marcadores, eles irdo diferenciar os homens em

aproximadamente 95,5% da populagdo masculina.
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Tabela 5.7 — Tabela de hapl6tipos (género masculino), Estado de Sao Paulo, 2007

Haplétipo n freqiiéncia DXS6854 DXS7424 DXS101 DXS6808 DXS7132
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continuacao

Haplétipo n frequéncia DXS6854 DXS7424 DXS101 DXS6808 DXS7132
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concluséo

Haplétipo n frequéncia DXS6854 DXS7424 DXS101 DXS6808 DXS7132

H98 1 0,0075 13 13 27 10 13
H99 1 0,0075 13 14 18 11 14
H100 2 0,0149 13 14 28 11 14
H101 1 0,0075 13 15 21 11 13
H102 1 0,0075 13 15 23 11 12
H103 1 0,0075 13 15 24 11 13
H104 1 0,0075 13 15 24 11 14
H105 1 0,0075 13 15 24 12 13
H106 1 0,0075 13 15 25 11 13
H107 1 0,0075 13 15 26 11 13
H108 2 0,0149 13 15 26 11 14
H109 1 0,0075 13 16 15 11 15
H110 1 0,0075 13 16 20 11 14
H111 1 0,0075 13 16 21 10 13
H112 1 0,0075 13 16 23 12 14
H113 1 0,0075 13 16 24 11 15
H114 1 0,0075 13 16 26 11 14
H115 1 0,0075 13 16 26 12 13
H116 1 0,0075 13 17 18 10 13
H117 1 0,0075 13 17 25 12 14
H118 1 0,0075 13 18 19 10 14
H119 1 0,0075 14 11 27 11 14
H120 1 0,0075 14 14 27 11 14
H121 1 0,0075 14 15 23 11 15
H122 1 0,0075 14 15 24 11 11
H123 1 0,0075 14 15 24 11 13
H124 1 0,0075 14 15 26 11 14
H125 1 0,0075 14 15 28 11 13
H126 1 0,0075 14 16 24 11 14
H127 1 0,0075 14 16 24 12 14
H128 1 0,0075 14 20 19 12 15

A Tabela 5.8 demonstra o calculo do Poder de Discriminacao Combinado, ou
seja, se fosse utilizado o conjunto dos cinco STRs do cromossomo X analisados
neste estudo, para um teste de investigacdo de paternidade ou identificacdo
humana, o poder de diferenciar um individuo do género masculino seria 99,92% e do

género feminino 99,99%.
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Tabela 5.8 — Poder de Discriminagao do conjunto dos cinco STRs, Estado de Sdo Paulo, 2007
Masculino Feminino

Poder de Discriminagdo Combinado
(DESMARAIS et al, 1998) 0,999168 0,999994
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6 DISCUSSAO

Conforme relata Gois (2006), o Brasil é formado por uma combinacao de
individuos provenientes de diferentes regides do globo, por isso a importancia da
realizacdo de estudos de freqUéncia das popula¢des para a determinagdo de sua
aplicacao em investigacao forense.

Trata-se de um produto de um processo de miscigenagao entre europeus
(especialmente portugueses), africanos e indigenas, devendo ser ressaltado que a
contribuicdo de cada um desses grupos étnicos foi diferente em distintas regides
geograficas brasileiras.

De acordo com Szibor et al. (2003), o Genome Database lista um total de 26
trinucleotideos e 90 tetranucleotideos STRs do cromossomo X, porém, somente 18
tetranucleotideos e trés trinucleotideos STRs aparecem como sendo comuns na
pratica forense. Dentre as regides utilizadas nesse trabalho, apenas o DXS7132,
DXS101 e DXS7424 aparecem na listagem acima referida, como uso em pratica
forense.

Optou-se pela analise dos cinco STRs do cromossomo X: DXS6854,
DXS7424, DXS101, DXS6808, DXS7132 pelo fato de o Laboratério Biocod, em Belo
Horizonte, Minas Gerais, possuir uma escada alélica desenvolvida in-house, apés a
retirada do mercado do Unico kit comercial para o cromossomo X, o Mentype® Argus
X-UL (Biotype), cujos STRs eram DXS8378, DXS7132, HPRTB, DXS7423 e
Amelogenina, respaldado por alguns estudos populacionais europeus e ja utilizado
em casos forenses (OGUZTURUN et al.,, 2005, CERRI et al., 2005, BARBARO;

CORMACI; BARBARO, 2005).
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Além disso, a opcao de caracterizacao, neste trabalho, apenas pelo género e
nao pela cor de pele, deve-se a alguns fatores: a nao existéncia (até o momento), de
estudos genéticos comprovando que determinadas regiées do genoma definam a
cor de pele; a exigéncia, em pesquisas de cor de pele, envolver critérios subjetivos
como a auto-referéncia; e, ainda, a elevada miscigenagao brasileira, historicamente
conhecida.

No trabalho de Godbis (2006), um estudo de freqUéncia alélica de 12
microssatélites do cromossomo Y, foi realizada estratificagdo por grupos étnicos,
sendo verificado que, apesar de algumas diferencas encontradas entre os grupos,
nao permitem a afirmacdo de que a populacdo esteja dividida, ndao sendo
necessario, em casos forenses e de investigacdo de paternidade, diferenciacao
entre os grupos étnicos, permitindo um ganho na amplitude da analise.

Os STRs sdo uma rica fonte de marcadores altamente polimérficos no
genoma humano, relativamente pequenos em tamanho e podem ser estudados
através do uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), caracterizando-se como
ferramentas extremamente UOteis para a identificagdo pessoal e testes de
paternidade (OKAMOTO et al., 2003).

Neste sentido, Agrawal et al. (2004) afirmam que dois seres humanos
selecionados aleatoriamente sao cerca de 99,9% idénticos geneticamente, enquanto
que o 0,1% remanescente confere ao elemento a individualidade de todo ser
humano. Nesta fracado de DNA, que é uma importante ferramenta para o estudo da
diversidade humana, estao incluidos os STRs.

A tipificagdo dos marcadores do cromossomo X tem aumentado, tornando-se
um assunto de testes de parentesco, especialmente em certas deficiéncias que

podem ser resolvidas sem o uso de marcadores autossémicos ou cromossomo Y,
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contudo, esta aplicacdo somente interessa a uma por¢cao minoritaria destes testes e,
consequentemente, ha poucos cientistas pesquisando sobre o tema (SZIBOR;
HERING; EDELMANN, 2006), fato verificado pela auséncia de estudos divulgados
de freqUéncia alélica do cromossomo X na populagdo brasileira até o presente
momento.

Sendo assim, de acordo com Santos' (2007), no caso de um suposto pai
falecido e o filho questionado ser do sexo feminino, é possivel analisar marcadores
ligados ao cromossomo X entre parentes diretos do suposto pai, porém o emprego
de polimorfismos ligados ao cromossomo X ainda € incipiente, em todos os lugares
do mundo, e ndo existe, ainda, kits comerciais para este fim (informacao verbal).

Dentre as propriedades relacionadas por Szibor et al. (2003) para a aplicacao
forense de marcadores do cromossomo X, encontra-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Conforme relata Beiguelman (1996), existem oito condicbes para a
obtencdo do equilibrio de Hardy-Weinberg: (1) a populacéo é infinita; (2) existe o
mesmo numero de homens e mulheres na populacdo; (3) a populacdo estd em
panmixia, ou seja, todos se casam aleatoriamente, ndo existindo casamentos
preferenciais por causa de seu genotipo, fendtipo, estratificacdo social ou
consanguinidade; (4) todos os casais da populagado sao igualmente férteis e geram o
mesmo numero de filhos; (5) ndo ha sobreposicdo de geracdes na populacao; (6) os
genes da populacao nao sofrem mutagdes; (7) a populacado nao esta sob pressao de
selecao natural, pois todos os individuos sao igualmente viaveis; e (8) a populacao
nao recebe nem emite um fluxo génico capaz de alterar sua composicao génica

original, porque ela nao sofre miscigenacdo com uma populagcdo imigrante (com

1Informalg;élo fornecida por Santos SEB, na conferéncia “Marcadores genéticos uniparentais: existe
(ou ndo) a necessidade de criar bancos de dados regionais?”, em Sao Paulo, 2007, durante o Users
Meeting de HID 2007, Applied Biosystems.
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freqUiéncias génicas diferentes) nem ha emigracao diferencial (saida de grupos de
individuos com freqiéncia génica distinta do resto da populacdo). E, apesar de
nenhuma populacdo humana obedecer a estas oito premissas, a pratica tem
demonstrado que, em numerosas populagbes humanas, os genétipos se distribuem
de acordo com a Lei de Hardy-Weinberg.

No teste do equilibrio de Hardy-Weinberg, todos os STRs estudados, com
excecdao do DXS101, ndo apresentaram nenhum desvio, indicando p>0,05 no teste
exato de Fisher. O valor apresentado pelo DXS101 (p<0,00001) pode indicar que
esta ocorrendo mutacao ou ligagdo (um alelo esta sendo doado de forma mais
favoravel que outro alelo). Neste sentido, Wierdl, Dominska e Petes (1997) relatam
uma forte associacdo entre o numero de repeticbes e a taxa de mutacdo, porém
Edelmann e Szibor (2001) afirmam que mutac¢des ainda ndo foram observadas no
l6cus DXS101.

Em estudo de Bini et al. (2005), composto por 556 individuos das regides
norte e central da ltalia, o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg resultou em
significativamente fora do equilibrio para o locus DXS101, sendo este o unico relato
encontrado na literatura.

O outro requisito analisado para a viabilidade na aplicagao forense é o Poder
de Discriminagdao, em homens e mulheres, a fim de verificar a probabilidade de que,
ao escolher aleatoriamente uma amostra, ela possa ser identificada em relagdo as
demais (DESMARAIS et al., 1998). No presente trabalho, os valores do Poder de
Discriminagao, para os homens apresentaram-se como intermediarios em quatro loci
STR (DXS6854, DXS7424, DXS101 e DXS7132) e baixo no l6cus DXS6808. J4 nas

mulheres, os mesmos quatro loci STRs apresentaram um elevado Poder de
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Discriminacao, variando de 88% (DXS7132) a 98% (DXS101), mas também
apresentando um baixo Poder de Discriminagao no DXS6808.

O lécus com maior Poder de Discriminagdo, tanto em homens quanto em
mulheres, foi o DXS101, semelhante aos resultados de Edelmann e Szibor (2001)
que relatam possuir este STR um alto nivel de polimorfismo, resultante de 18 alelos
(alelo 14 a 32), sendo que em nosso estudo foram encontrados os mesmos alelos,
com excegcdo do alelo 32, indicando ser o DXS101 um marcador altamente
informativo, devendo ser preferencialmente empregado para testes de parentesco.

Além disso, ao analisarmos os haplétipos masculinos, haja vista que
diferentes STRs de um mesmo cromossomo sao transmitidos em bloco pelo homem,
observa-se a existéncia de uma elevada diversidade haplotipica (acima de 99,9%), o
que conduz a uma probabilidade de coincidéncia, ou seja, a verificacdo de um
mesmo haplétipo na populagao, excelente (menor que 0,07%).

Com relacdo a analise de cada loco separadamente, podemos observar uma
variagdo quanto ao numero de alelos apresentados, suas frequéncias e parametros
utilizados conforme o relatado na literatura.

O lécus DXS6854 variou entre alelo 7 e 14 (em mulheres) e entre alelo 9 e 14
(para homens). Em trabalho realizado por Qiuling, Dejian e Hanling (2002), foi
encontrado apenas um alelo além dos descritos (15), em estudo populacional na
China. O Poder de Discriminagdo encontrado em nosso estudo (homens: 0,769;
mulheres: 0,916) em comparacdo ao estudo chinés (homens: 0,701; mulheres:
0,863), reforca a capacidade de identificacdo forense e 0 uso em testes de
paternidade.

O locus DXS7424 variou, em nosso estudo, do alelo 8 ao 20, sendo que

Edelmann et al. (2002) verificaram alelos entre 9 e 20. O Poder de Discriminagéao
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encontrado em nosso estudo (homens: 0,788; mulheres: 0,924) foi menor do que no
estudo de Edelmann et al. (2002) (homens: 0,975; mulheres: 0,982).

Ainda sobre o l6cus DXS7424, Edelmann et al. (2001), em estudo de
frequiéncia alélica da populagdo alema, verificou Poder de Discriminacdo em
mulheres de 0,928 e, em homens, de 0,794. Em outro estudo com a populagao
alema, Poetsch et al. (2005) notaram valores semelhantes para o Poder de
Discriminagao, 0,918 (mulheres) e 0,781 (homens). Em estudo realizado por Lee et
al. (2004), em populacao coreana, o Poder de Discriminagdo encontrado foi 0,722
(homens) e 0,871 (mulheres), com Poder de Exclusdo de 0,536. Os nossos dados
demonstram um Poder de Exclusao de 0,582. Em populacao italiana, os resultados
para 0 mesmo parametro indicaram, de acordo com estudo de Robino et al. (2006),
0,752 (homens) e 0,901 (mulheres).

Esses numeros vém corroborar com o fato de que o uso das freqtiéncias de
populagdes estrangeiras, normalmente fornecidas juntamente com os kits de STR
utilizados acaba ndo comprometendo os resultados; mas em casos criminais, cuja
quantidade de amostra € pequena e/ou apresenta-se bastante degradada, torna-se
imprescindivel o conhecimento da distribuicao de frequiéncia dos alelos particulares
daquela populagéo.

No lécus DXS101, um dos mais informativos para utilizacdo na pratica
forense, os dados de Pereira et al. (2006), realizados com a populagdo do norte de
Portugal indicam Poder de Discriminacdo semelhante (homens: 0,888 e mulheres:
0,976) ao nosso estudo, sendo a distribuicido de freqiiéncias do pool muito
semelhantes, haja vista que os alelos mais freqlentes, em ambas as populagoes,

sao 24, 25 e 26. Esses alelos aparecem como os mais freqientes em outros estudos
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realizados, em diversas populagées (BINI et al., 2005; CHEN; PU, 2004; TONI et al.,
2003; ZARRABEITIA et al., 2002).

O loécus DXS7132 apresenta bons indices do Poder de Discriminacao,
podendo ser utilizado na pratica forense. Estes dados séo respaldados por estudos
em outras populagdes reforgcando essa caracteristica (PEPINSKI et al., 2005;
ROBINO et al., 2006; SHIN et al., 2005; YU; ZHANG; LI, 2005; ZALAN et al., 2007).

Diferentemente das quatro outras regides analisadas neste estudo, o lécus
DXS6808 apresenta uma fraca contribuicdo a investigacédo forense, haja vista seu
baixo Poder de Discriminagdo (em ambos os géneros), sendo encontrados apenas
cinco diferentes alelos na populacédo estudada, com um deles presente em mais de
70% da populagao.

O Poder de Exclusdo, apesar de nao ser realizado em uma grande
quantidade de estudos disponiveis na literatura cientifica, também permite uma
grande utilizagdo em testes de paternidade, haja vista que o indice demonstra a
capacidade de excluir um suposto pai a partir dos dados de uma filha (BRENNER;
MORRIS, 1990).

Em nosso estudo, o Poder de Exclusdo para os loci DXS6854, DXS7424,
DXS101, DXS6808 e DXS7132 foram, respectivamente, 0,582, 0,582, 0,549, 0,108 e
0,457, realizados através do Programa PowerStats®. Neste sentido, o trabalho de
Chen e Pu (2004) realizaram o mesmo caélculo, encontrando na populacdo de
Taiwan os valores de 0,594 e 0,469, para os loci DXS101 e DXS7132,
respectivamente. E, na populagédo coreana, utilizando do mesmo calculo, Shin et al.
(2005) obtiveram um Poder de Exclusédo de 0,475 (para o DXS7132) e 0,664 (para o

DXS101).
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Complementarmente, foram realizados, conforme proposto por Desmarais et
al. (1998), o MECt (Chance de Exclusdo Significativa para marcadores do
cromossomo X em trios envolvendo filhas) e o MECp (Chance de Exclusao
Significativa para marcadores do cromossomo X na dupla pai-filha, auséncia da
mae).

O MECp apontou, em nosso estudo, os seguintes resultados: DXS6854
(0,606), DXS7424 (0,629), DXS101 (0,782), DXS6808 (0,271) e DXS7132 (0,556) e
no MEC+, os seguintes resultados: DXS6854 (0,739), DXS7424 (0,757), DXS101
(0,871), DXS6808 (0,410) e DXS7132 (0,695).

Neste sentido, referente ao STR DXS101, observamos que Bini et al. (2005)
apontam um MECp com valor de 0,780 e MEC+ 0,870 para amostras de populacao
italiana. Ja Zarrabeitia et al. (2002) encontraram o valor de 0,770 (MECp) e 0,862
(MEC+) em regiao norte da Espanha. Em coreanos, Shin et al. (2004) encontraram o
valor de 0,662 (MECp) e 0,790 (MECt). Na populagdo portuguesa, o valor
encontrado por Pereira et al. (2006) foi 0,787 (MECp) e 0,875 (MECy).

Quanto ao DXS7424, o valor encontrado para o MECp, em estudo realizado
por Edelmann et al. (2001), na populagdo alema, foi 0,639 e o valor para o MECt
0,764. Ja na populacdo coreana, em estudo de Lee et al. (2004), os valores
encontrados foram 0,536 (MECp) e 0,667 (MECy). E, em populacao italiana, os
valores obtidos foram 0,578 (MECp) e 0,711 (MECy), de acordo com Robino et al.
(2006).

No DXS7132, o valor do MECp foi 0,558 e o MEC+ foi 0,692, em populagédo do
noroeste italiano (ROBINO et al.,, 2006). Ja na populagdo polonesa, os valores
obtidos foram 0,522 (MECp) e 0,664 (MECy) (PEPINSKI et al., 2005). E, na

populacao portuguesa, 0,553 (MECp) e 0,693 (MECy), segundo Pereira et al. (2006).
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Todos esses indicativos demonstram propriedades que permitem a utilizacao
dos STRs do cromossomo X na pratica forense, através de identificacdo humana e
testes de parentesco, haja vista os valores préximos de estudos ja validados
internacionalmente.

Ainda ha o fato de, em homens, a heranga ser haplotipica, ou seja, ser
transmitida em bloco, sem alteragdes, o que permite a avaliagdo da diversidade
haplotipica (em nosso estudo de 99,93%), permitindo concluir que a possibilidade
de, aleatoriamente, selecionar dois individuos de mesmo haplétipo ser menor que
0,07%. E, conforme salientam Szibor, Hering e Edelmann (2006), em homens, os
marcadores do cromossomo X aparecem em um estado de homozigose e, assim, a
tipificagcdo dos marcadores agrupa-se automaticamente, fornecendo haplétipos.

No trabalho de Verzeletti et al. (2007), realizado com a populacdo de Brescia
(norte da Iltalia), avaliando-se os dados haplotipicos para DXS8378, HPRTB,
DXS7423 e DXS7132, foi verificada uma diversidade haplotipica de 97,52%.

Essas peculiaridades fazem pensar que, em breve, os marcadores do
cromossomo X estardo sendo freqlentemente empregados, haja vista que,
conforme Szibor et al. (2003) afirmam, a propor¢ao de criangas nascidas fora de um
casamento esta constantemente crescendo na sociedade atual e, como exemplo,
citam que “perfazem 25% de todos os nascimentos na Alemanha”.

Neste sentido, de acordo com dados do Instituto de Medicina Social e de
Criminologia (IMESC, 2007), do Governo do Estado de Sdo Paulo e associado a
Secretaria da Justica e Defesa da Cidadania, desde 18 de Janeiro de 2000, as
pericias de investigacdo de paternidade sao realizadas por vinculo genético (DNA)

e, no ano de 2006, foram realizados um total de 9.299 atendimentos neste setor.
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Conforme é notério, quando o suposto pai estd ausente, é solicitado ao
Magistrado a convocacdo de parentes do suposto pai, porém, de acordo com
Cicarelli?, muitas vezes o laudo é inconclusivo, devido ao fato de o nimero de
pessoas e/ou descendentes ndo ser suficiente na utilizagcdo de marcadores
autoss6micos (informagéo pessoal), denotando, mais uma vez, a importancia do uso
dos marcadores do cromossomo X na préatica de identificagcdo e paternidade.

Em virtude dessa diferenca de alelos entre marcadores tradicionais
autoss6micos e do cromossomo X para o sexo masculino, um menor numero de
marcadores podem ser utilizados para a determinacao do vinculo bioldégico quando
se utiliza o cromossomo X (SZIBOR et al., 2003), sendo a vantagem principal do uso
de um menor numero de marcadores respaldada por uma aplicacdo em amostras
com menor quantidade ou mais degradada, assim como a diminuicdo dos custos

nos processamento das amostras.

2Cicarelli RMB. Procedimentos quando o pai estd ausente e a crianga é do género
feminino.[mensagem pessoal]. Mensagem recebida por ricardohenrique@usp.br em 07 abr. 2007.



CONCLUSOES et rogrs

7 CONCLUSOES

E possivel concluir, frente aos dados apresentados, que:

1. A frequéncia alélica dos cinco STRs do cromossomo X (DXS6854, DXS7424,
DXS101, DXS7132 e DXS6808) apresentam-se de forma bastante diversa
nos individuos da populagéo brasileira, residentes no Estado de Sao Paulo;

2. Na populagéo estudada, é possivel a utilizagdo desses marcadores na pratica
forense e em testes de paternidade, com excec¢do do DXS6808, haja vista as

caracteristicas apresentadas frente aos parametros estatisticos analisados.
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ANEXO

ANEXO A — Oficio de aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FOUSP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO
Protocolo 84/06

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa,
APROVOU o protocolo de pesquisa “Estudo de frequéncias alélicas de multiplos
LOCI STR do cromossomo X na popuiagdo do estado de S&o Pauio e sua
contribubic;éo na identificagdo humana", de responsabilidade do Pesquisador Ricardo
Henrique Alves da Silva, sob orientagéo do Professor Doutor Rogério Nogueira de
Oliveira.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados a este
Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término copia
do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a
este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S&o Paulo, 07 de julho de 2006

Prof.Dr. Rogério Nogueira de Oliveira
Coordenador do CEP-FOUSP

Av. Prof Lineu Prestes, 2227 — Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira” CEP 05508-000
Sao Paulo — SP - Diretoria Telefax: (011)3091-0062/3091-7817/3091-7860 - Compras (011) 3091-7825



“Mande noticias do mundo de 14
Diz quem fica

Me dé um abrago

Venha me apertar

T6 chegando

Coisa que gosto é poder partir
Sem ter planos

Melhor ainda é poder voltar quando quero
Todos os dias é um vai-e-vem
A vida se repete na estagdo
Tem gente que chega pra ficar
Tem gente que vai e quer voltar
Tem gente que vai e quer ficar
Tem gente que veio so olhar
Tem gente a sorrir e a chorar

E assim, chegar e partir

S&o s6 dois lados

Da mesma viagem

] O trem que chega

E 0 mesmo trem da partida

A hora do encontro é também despedida
A plataforma dessa estagdo

E a vida desse meu lugar

E a vida desse meu lugar

E a vida”

(Encontros e Despedidas — Intérprete: Maria Rita
Letra: Milton Nascimento / Fernando Brant)
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