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RESUMO: O desenvolvimento de um novo sistema
Multiplex, utilizando marcadores genéticos do tipo
mini-STRs, tem como objetivo a realizagao de testes
de identificagdo humana por analise de DNA a partir
de evidéncias biolégicas degradadas com uma
eficiéncia superior a dos métodos aplicados em
laboratérios forenses. Neste estudo, o sistema
Multiplex foi construido baseado em cinco loci do
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tipo mini-STRs, sdo eles: CSF1PO, FGA, THOT, TPOX
e D21S11. Os primers utilizados foram analisados
de acordo com sua especificidade e sensibilidade
na detecgao dos alelos de cada locus selecionado.
Os primers foram testados, inicialmente, em reagoes
separadas, e depois, em reagdes multiplexes. Esses
iniciadores apresentaram eficiéncia na amplificagao
dos loci, e, o sistema multiplex de maior eficiéncia
possufa concentracao de 1,0 ng/uL de cada primer.
Este trabalho demonstra que o sistema em questao
pode ser Gtil, econdmico e rapido para a rotina de
laboratérios forenses.

Palavras-chave: Multiplex, mini-STRs, DNA
degradado, CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, D21S11,
STR, loci.

RESUMEN: La construccion del sistema Multiplex
con cinco marcadores genéticos de mini-STR
(short-amplificados) para la identificacién
humana mediante andlisis de ADN. El desarrollo
de un sistema multiplex nuevo, usando marcadores
genéticos mini-STR, tenfa como meta la realizacién
de la identificacién humana mediante andlisis de
ADN mediante el uso de degradados evidencias
bioldgicas, con una mejor eficacia que otros métodos
de la literatura forense. En el presente estudio, el
sistema multiplex fue disefiada con 5 mini-STRs loci:
CSF1PO, FGA, THO1, TPOX y D21S11. Los
cebadores utilizados se analizaron mediante pruebas
de la sensibilidad y especificidad en la deteccién de
los alelos de cada locus seleccionado. Los cebadores
fueron probados, en primer lugar, en reacciones
separadas, y después, en las reacciones multiplex.
Estos cebadores mostraron una alta eficiencia en la
amplificacién de loci, y el sistema multiplex que
habfa estaba compuesta la mejor eficiencia de 1,0
ng/uL de cada cebador. Este trabajo muestra que
este sistema de produccién Multiplex puede ser dtil,
econémico y muy rapido a la rutina em laboratories
forense.
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Palabras llaves: Multiplex, mini-STRs, DNA
degradado, CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, D21511,
STR, loci.

ABSTRACT: Construction of Multiplex system
using five genetic markers of mini-STR (short-
amplicons) for human identification by DNA
analysis. The development of a new multiplex
system, using genetic mini-STRs markers, had as a
target as the accomplishment of Human
identification by DNA analysis by using degraded
biological evidences, with better efficacy than other
methods of the forensic literature. In the present
study, the multiplex system was designed with 5
mini-STRs loci: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX and
D21S511. The primers used were analyzed by testing
the sensibility and specificity on allele detection of
each selected locus. The primers were tested, firstly,
on separated reactions, and after it, on multiplex
reactions. These primers showed high efficiency on
the loci amplification, and the multiplex system that
had the best efficiency was composed by 1,0 ng/uL
of each primer. This work shows that, this Multiplex
system production may be useful, economical and
very fast to Forensic Laboratories routine.
Keywords: Multiplex, mini-STR, degraded DNA,
CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, D21S11, STR, loci.

Introducao
A estrutura do DNA

Em 1953, no laboratério Cavendish, na Inglaterra, Francis Crick e James
Watson concluiram que a molécula do DNA possui uma estrutura em dupla
hélice , uma descoberta que daria novos rumos a ciéncia (WATSON; CRICK,
1953). A representagdao a que chegaram Crick e Watson é a de uma longa
molécula, constituida por duas fitas enroladas em torno de seu préprio eixo,
como se fosse uma escada do tipo caracol.

A ligagao entre elas é feita por pontes de hidrogénio, que sao ligagdes
quimicas fracas, isto é, que se rompem com alguma facilidade, ficando as bases
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nitrogenadas com o papel de “degraus” de uma escada circular (WATSON;
CRICK, 1953).

A unidade estrutural do DNA ¢é representada pelos
desoxirribonucleotideos, que, por sua vez, sao formados por um aclcar, a
desoxirribose, por um grupo fosfato e por uma base nitrogenada. As bases
nitrogenadas encontradas na molécula de DNA podem ser classificadas em
purinas, como a adenina (A) e a guanina (G), e em pirimidinas, como a timina
(T) e a citosina (C) (DAHM, 2005).

O DNA tem como unidade funcional o gene, que é constituido por
centenas de nucleotideos em seqliéncia, exercendo fungdes codificantes e
reguladoras. Dessa forma, o gene traz a informacdo que codifica uma
determinada proteina e também regula a sua expresséo. Os genes sao divididos
em regides promotoras e ORFs, a ORF possui duas regides distintas, as que ndo
codificam proteinas que sdo chamadas de introns e as que codificam,
denominadas exons (GILBERT, 1978).

Embora as proteinas sejam um conjunto de 100 ou mais aminodcidos, é
importante ressalvar que a seqiiéncia de cada aminoéacido é codificada por um
alfabeto de apenas quatro letras A, T, C e G, no qual se encontra armazenada
toda a informacao genética de um organismo (DAHM, 2005).

A maior parte das células de um corpo humano contém o mesmo conjunto
de genes, também chamado de genoma. Todavia, os genes expressos em cada
grupo celular podem variar (ELSTON; STEWART 1971; CANNINGS et al. 1976).

Os cromossomos sao representados por filamentos encontrados nos
nlcleos celulares, e possuem atividade funcional quando o material genético
encontra-se na forma filamentosa. Nos cromossomos, além dos genes, existem
também segmentos de DNA sem fungdo especifica (CHAMBON, 1981).

O genoma humano, caracterizado pelo conjunto de cromossomos,
consiste de trés bilhées de nucleotideos e informagao para um total de
aproximadamente 25.000 genes. E, cerca de 10% do genoma, sao regides
codificadoras de proteinas. Todo o restante trata-se de seqiiéncias repetitivas
que tém fungao estrutural (GOES, 2002).

Variagoes nas regides codificadoras do genoma podem alterar a estrutura
de proteinas, podendo ou ndo ter efeito deletério para o organismo. Entretanto,
variagdes que ocorrem em regides nao codificadoras ndo possuem efeito
deletério, e nao sofrem pressao seletiva, tornando-as regides absolutamente
Gteis para genética forense (MCKUSICK, 1999).

Avariabilidade genética entre os individuos é tao grande que dois genomas
humanos escolhidos ao acaso diferem aproximadamente em uma de cada 500
bases do DNA (nucleotideos). Como o genoma humano tem cerca de 3x109
bases, conseqlientemente, podem existir seis milhoes de diferengas entre duas
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pessoas (LEE; GAENSLEEN, 1990), o que é de importante valia para os exames
forenses em relacdo a individualizagdo por DNA (BONACCORSO, 2004).

Genética e hereditariedade

O monge Gregor Mendel, ao fazer experimentos com ervilhas,
desenvolveu as leis da hereditariedade, dando inicio a uma nova ciéncia, a
genética. Seus estudos ficaram abandonados por 35 anos ap6s a publicagao de
um artigo em 1865, na Sociedade de Histéria Natural de Briin. O trabalho de
Mendel, apresentado nesse ano, passou despercebido pelo mundo cientifico,
pois na mesma época Darwin apresentava sua teoria da selecao natural
(CAVALCANTI, 2006).

A importancia do trabalho de Mendel s6 foi reconhecida trinta anos ap6s
a publicacao de seu papel seminal. Somente no ano de 1900, as leis da heranca
foram redescobertas, de forma simultanea, por trés cientistas de trés diferentes
paises: Hugo de Vries, da Holanda; Carl Correns, da Alemanha; e Erich Tschermak
Von Seysseneg, da Austria (MONAGHAN; CORCOS, 1984).

A genética é o ramo da biologia que estuda as leis da transmissao dos
caracteres hereditarios nos individuos, e as propriedades das particulas que
asseguram essa transmissao (MONAGHAN; CORCOS, 1984).

Genética forense

A frase “ndo ha crime perfeito” representa um fato que ficou ainda mais
evidente com o emprego investigativo da genética. Em todas as metrépoles do
mundo ocorrem crimes de dificil solucao, contudo, assassinatos, abusos sexuais,
roubos e outros problemas sociais encontraram na ciéncia respostas nunca antes
observadas (PARADELA, 2007).

Infelizmente, ndo sao todas as investigagoes policiais que contam
com a tecnologia de ponta, apesar do imaginario popular crer no
contrdrio, devido as influéncias causadas pelos seriados de televisao
como o bem sucedido CSI (Crime Scene Investigation) sobre investigagao
criminal (PARADELA, 2007).

Mesmo longe da ficgao apresentada pelo CSI, em termos de impacto
social, € muito dificil estabelecer um paralelo entre as ferramentas aplicadas
pela genética forense e outras ferramentas cientificas usadas na resolugao de
casos criminais (PARADELA, 2007).

A genética forense é a drea da ciéncia que utiliza conhecimentos e técnicas
de biologia molecular e genética para auxiliar a justica. O ramo mais desenvolvido
desta area € a identificagdo humana pelo DNA e sua aplicagdo mais popular é o
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teste de paternidade. A genética forense, contudo, ndo se limita a isso, podendo
ser aplicada também na identificacdo ou individualizagao de animais, plantas e
microorganismos (DOLINSKY, 2007).

No entanto, a ciéncia forense vem, gradativamente, conquistando seu
espago nas investigagdes criminais e nos testes de identificacdo por DNA,
justamente por empregar uma ferramenta com alto poder de discriminagao
comparada a outras ferramentas cientificas empregadas pela justica. Porém, os
operadores da lei e a comunidade cientifica devem estar atentos ao fato, de
que, os testes de DNA absolutamente ndo sdo infaliveis, como ocorre com
qualquer outra atividade humana (PARADELA, 2007).

Obviamente a anédlise de DNA nao pode, por i s6, provar a culpabilidade
criminal de uma pessoa ou inocentd-la, mas pode estabelecer uma conexao
irrefutével entre essa pessoa e a cena do crime (LYNCH, 2003; WALSH, 2004).

Os métodos analiticos utilizados nas analises criminais sdo os mesmos
dos testes de paternidade, e ambos utilizam principios da genética de populagoes
(MARIUZZO, 2007). Estudos de genética de populagdes sao, de maneira geral,
a base cientifica para a afirmagao da ocorréncia de um vinculo genético entre
individuos. Pois os genes que constituem o patriménio genético, que é o conjunto
de todos os genes presentes numa populagdo num dado momento sédo
transmitidos de geragao em geragao, ao acaso e em novas combinagdes alélicas.
Portanto, é do patrimonio genético dos progenitores que deriva o patrimonio
genético dos descendentes (YONG, 1988; TRIGGS; BUCKLETON, 2002).

A heranga genética de uma populagao e a existéncia de um perfil genético
Gnico para cada individuo acabaram se tornando revelagdes conceituais valiosas
no auxilio as técnicas de identificagdo por DNA, ndo s6 nas investigagoes forenses
convencionais, como também na solucao de crimes (HILL et al. 2008).

I- Revisao de literatura
1.1 — As técnicas de identificacdo por DNA: breve historico

Apontada como a maior revolugao cientifica na esfera forense, desde o
reconhecimento das impressdes digitais como uma caracteristica pessoal, as técnicas
de identificagdo fundamentadas na analise direta do DNA ostentam pelo menos
duas vantagens sobre os métodos convencionais de identificacdo: a estabilidade
quimica do DNA, mesmo apés longo periodo de tempo, e a sua ocorréncia em
todas as células nucleadas do organismo humano (DOLINSKY, 2007).

No infcio da década de 80, Wyman e White descreveram o uso de
seqléncias polimérficas do DNA para diagnosticar doengas. Em 1984, Jeffreys
desenvolveu o primeiro teste para identificagdo humana por DNA, através da
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técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), sendo alvo de
estudo a andlise de regides do tipo VNTRs (Variable Number of Tandem Repeat)
(JEFFREYS; BROOKFIELD; SEMEONOFFE, 1985; JEFFREYS; WILSON; THEIN,
1985).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi criada em 1985, pelo
Doutor Kary Mullis, nos Estados Unidos. Essa técnica foi uma das grandes
responsaveis por todo o avanco na drea de biomedicina destes Gltimos 20 anos
(MULLIS, 1990). Em 1989, James Weber e Paula May descrevem os STRs (Short
Tandem Repeats) (WEBER; MAY, 1989).

Em 1990, foi publicado o primeiro artigo que citou o uso de marcadores
do tipo STR (BUTLER, 2006).

No Brasil, o exame de DNA chegou aos tribunais em 1994, quando dois
peritos criminais da Policia Civil do Distrito Federal foram enviados aos Estados
Unidos a fim de realizar o exame do DNA extraido do material biolégico
relacionado a dois crimes perpetrados em Brasilia (ALVES, 2009).

Em 1995, foi criado no Reino Unido um banco de dados genético. Em
meados de 1998, foram desenvolvidos os marcadores genéticos do tipo SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), conhecidos como polimorfismos de base
Gnica (Syvanen, Landegren et al. 1999).

Em 1998, o CODIS (Combined DNA Index System), um banco de dados
de DNA criminal foi desenvolvido pelo FBI (Federal Bureau of Investigation),
nos Estados Unidos (ASAMURA et al., 2007).

Apesar da existéncia de iniimeras técnicas para a identificagdo humana a
partir de DNA nuclear, é importante ressaltar que o DNA mitocondrial também
pode ser uma alternativa para a individualizagdo humana em casos forenses,
quando o material biolégico encontra-se degradado, ou, principalmente, quando
ndo apresenta DNA nuclear suficiente, como, por exemplo, nos fragmentos de
cabelo sem bulbo (STRACHAN; READ, 1999).

Devido a esses e demais avangos nas técnicas de testes por DNA, o
tempo necessario para determinar uma amostra de DNA passou para algumas
horas ou, até mesmo, alguns minutos, o que antes eram dias ou meses (BUTLER
etal., 1999).

1.2 — RFLP

A fim de reconhecer os loci alvos de mutacoes foi desenvolvida a técnica
conhecida pela sigla RFLP, ou Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de
Restricao (RENWICK, 1969; CHEMELLO, 2007).

Esse método se baseia na existéncia de regides do DNA que consistem
em unidades polimérficas, denominadas VNTRs, regides que ainda tém sua
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fungao desconhecida. O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre
porque o DNA, de individuos geneticamente distintos, difere na seqtiéncia de
nucleotideos ao longo da fita e, por essa razao, essas regides podem ser usadas
como marcadores genéticos na identificagdo humana (FISCHER, 2000).

O polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA, obtido através
do tratamento do material genético com enzima de restricao, é observado através
de uma seqiiéncia de passos que tornam a técnica robusta, mas ao mesmo
tempo trabalhosa. A base genética do polimorfismo observado resulta de
mutagdes nos sitios de restricio ou de insergdes, delegoes e rearranjos entre
esses sitios (GRIFFITHS, 1999).

A técnica de RFLP desenvolve-se na seguinte ordem: apds a extragao, o
DNA dos individuos é tratado com enzima de restricio que o corta em um
grande nimero de pontos (sitios de restricao), gerando uma grande quantidade
de fragmentos, dependendo do tamanho do genoma. As diferencgas na seqiéncia
de DNA dos individuos resultam na clivagem de fragmentos de tamanhos
distintos, que sdo separados através de eletroforese em gel de agarose. As
diferengas nos tamanhos dos fragmentos ndo podem ser visualizadas diretamente
no gel (FISCHER, 2000).

Para efetuar a deteccao dos marcadores RFLP, os fragmentos separados
no gel pela eletroforese sao transferidos para uma membrana de nylon (ou
nitrocelulose) por capilaridade ou a vacuo através de um processo denominado
Southern Blot. Como a membrana é colocada sobre o gel, a ordem dos
fragmentos separados por eletroforese é mantida na transferéncia. Depois, os
fragmentos sdo fixados, covalentemente, na membrana através de alta
temperatura em forno a vacuo ou com luz ultravioleta (FISCHER, 2000).

Por fim, a visualizagdo de fragmentos polimérficos entre os inimeros
fragmentos transferidos para a membrana é feita através da hibridizacao de
pequenos fragmentos clonados de DNA denominados sondas, com seqiiéncias
complementares do DNA imobilizado na membrana. Assim, somente os
fragmentos fixados na membrana, que sao complementares ao DNA da sonda,
serdo visualizados entre os milhares de fragmentos resultantes do corte com
enzima de restricdo (FISCHER, 2000).

Para a preparacdo das sondas incorporam-se nucleotideos contendo
moléculas de fésforo radioativo ou nucleotideos modificados nos fragmentos
clonados do DNA. Apés a hibridizagdo com as sondas, a membrana é exposta a
filme de raios-X em um processo chamado de auto-radiografia, revelando as
bandas que constituem os marcadores RFLPs. Se os individuos diferem entre si
em relagdo a posigao dos sitios de restricdo enzimatica na fita de DNA, gerando
fragmentos de tamanhos distintos, as bandas serdo observadas em posicoes
diferentes na auto-radiografia (PACINI, 2011).
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Os marcadores do tipo RFLP cobrem todo o genoma humano, portanto,
ha probabilidade de se encontrar associagbes significativas entre marcadores e
genes. Eles possuem expressao co-dominante, o que torna possivel identificar
em cada locus estudado genétipos heterozigotos e homozigotos, gerando mais
informacdo em nivel genético e permitindo uma andlise detalhada da
interacdo entre alelos em estudos de mapeamento e caracteristicas
qualitativas (BING; BIEBER, 2001).

Esses marcadores também mostram variagdo génica na seqiiéncia de
nucleotideos de regides que codificam produtos génicos, além de serem de
ndmero ilimitado. O fato de terem base em DNA os torna marcadores de alta
estabilidade, podendo ser extraido, conservado, e reutilizados por longos periodos
de tempo (PACINI, 2011).

Atécnica de marcadores moleculares utilizada tem que ser extremamente
eficiente na geragdo de dados para que possa, em algum momento, ser
automatizada. Entretanto, essa técnica apresenta uma série de limitagoes
neste aspecto, uma vez que envolve varias etapas manuais intensivas (BING;
BIEBER, 2001).

O uso de RFLP requer pessoal técnico especializado na manipulagao de
DNA recombinante, e no caso do uso de fésforo-32, requer também instalagdes
adequadas ao manuseio do material radioativo (BING; BIEBER, 2001).

1.3 - PCR

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) revolucionou a biologia molecular
por promover a replicagdo do material genético, aumentando a quantidade de
DNA para andlise e, conseqlientemente, fazendo com que a quantidade de
amostra necessaria para o teste possa ser menor (CHEMELLO, 2007).

Adicionalmente, devido a sua alta sensibilidade a PCR esta
suscetivel a contaminagdo, o que exige cuidados especiais no laboratério
(CHEMELLO, 2007). A PCR é uma tecnologia poderosa por permitir a
amplificagdo de qualquer tipo de tecido, seja a amostra pequena, velha
ou degradada (FISCHER, 2000).

Por ser um processo realizado com variagées que incluem altas
temperaturas, a PCR é realizada por uma enzima DNA polimerase termoestavel,
geralmente extraida de microorganismos como a eubactéria termofilica Thermus
aquaticus (BROWN, 2002). Para realizar a PCR o fragmento de DNA é misturado
com a Taq polimerase, um par de primers e nucleotideos trifosfatados. A amostra
de DNA pode ser pequena, uma vez que a PCR possui alta sensibilidade
(STRACHAN; READ, 1999).

Os primers ou iniciadores sao necessarios para principiar a sintese do
DNA, que seré feita com auxilio da DNA polimerase. Eles devem se ligar a
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sequiéncia de DNA do lado oposto ao segmento que serd copiado. As seqiiéncias
desse sitio de ligacado devem ser conhecidas para que os primers com a seqliéncia
apropriada possam ser sintetizados (STRACHAN; READ, 1999). A reacdo ocorre
em um aparelho chamado termociclador que, através de sucessivas mudangas
de temperatura, direciona as trés etapas da reagao:

1. Desnaturagdo: € o processo no qual ocorre a separagao
da dupla fita de DNA por meio da elevagao da
temperatura para, aproximadamente, 90-99 °C;

2. Hibridizagdo: uma vez separadas as fitas de DNA, a
temperatura da reacdo ¢é reduzida para,
aproximadamente, 45-65 °C e ocorre pareamento dos
primers, um em cada fita, nas respectivas seqiiéncias
complementares a regido alvo da amplificagao,

3. Extensdo: eleva-se a temperatura entre 60 e 75 °C para
que a enzima DNA polimerase se posicione junto
aos primers e comece a duplicagdo da fita, recrutando
no meio os nucleotideos que contenham as bases
nitrogenadas complementares a fita molde
(CHEMELLO, 2007).

Todo o processo é repetido a partir da desnaturagdo até a extensao por
vdrias vezes até que se obtenha uma quantidade razodvel do DNA a ser
amplificado (BUTLER et al., 1999).

Os resultados da PCR podem ser visualizados de vdrias maneiras
(STRACHAN; READ, 1999). Geralmente, os produtos que sdo analisados por
eletroforese em gel de agarose irdo revelar uma banda, tera assim, amplificado
um Gnico segmento da sequiéncia de DNA (BUTLER et al., 1999).

1.4 — Banco de dados genéticos

Todo exame de DNA é comparativo. Atualmente, os institutos de pericia
trabalham com casos fechados, comparando o DNA do suspeito com o das
evidéncias criminais. Nos casos negativos, nao ha possibilidade de comparar o
DNA dos locais de crime com o de potenciais agressores. O que fazer, portanto,
quando nao ha suspeito? Nesse caso uma ferramenta Gtil seria um banco de
DNA criminal, semelhante ao do seriado americano CSI (MARIUZZO, 2007).

A estocagem das amostras de DNA origina os Bancos de Dados de Material
Genético ou “Bancos de DNA'. E possivel diferenciar quatro tipos de Bancos de
Material Genético, de acordo com suas caracteristicas: bancos de pesquisa,

20 MURIAE - MG



bancos de diagnéstico, bancos de dados e bancos de potenciais (MATTE, 1998).

Os bancos de dados de DNA civis e forenses sao casos particulares em
que as informagbes genéticas sdo armazenadas para fins criminais ou para
identificacdo de desaparecidos. Usualmente é feita a identificagdo de um
individuo por comparagao com o padrao armazenado (FIGUEIREDO, 2006;
CHEMELLO, 2007). H4 ainda os bancos de dados de DNA para fins militares
para identificagdo de desaparecidos politicos e de soldados mortos em guerra
(MATTE, 1998).

Em 1995, o Reino Unido langou um banco de dados genético de ambito
nacional que, atualmente, contém mais de um milhao de perfis genéticos tragados
de criminosos e amostras referéncia. Esse banco de dados ja auxiliou na conclusao
de milhares de investigagdes criminais (BUTLER et al., 2001).

A Interpol (Organizagao Internacional de Policia Criminal) estimula a
criagdo de bancos de dados genéticos, visando uma padronizagdo das
técnicas laboratoriais e a troca de informacbes entre os estados membros
(FIGUEIREDO, 2006).

Nos EUA, o banco de dados do FBI, conhecido como CODIS, possui
informagdes genéticas de criminosos condenados pela justiga e outras obtidas
em cenas de crimes (BUTLER et al., 2001). O CODIS permite o cruzamento
de informagoes genéticas de modo eletronico. Pela lei norte-americana, as
autoridades de todos os cinqlienta estados devem coletar amostras de DNA de
estupradores e assassinos para inclusdo no sistema (BUTLER et al., 2001).

De acordo com esse sistema, o FBI usa, rotineiramente, um grupo minimo
de 13 loci STRs para auxiliar na resolugao de crimes. Sao eles: CSF1PO; D75820;
FGA; D851179; THOT1; D13S317; TPOX; D165539; VWA; D18551; D351358;
D21511 e D55818 (MORTON, 1995).

O marcador genético amelogenina, responsavel por determinar o sexo
de um individuo, também estd incluido, além dos 13 alelos STRs. Cada amostra
biolégica deve ser testada por todos esses quatorze marcadores para que possa
ser incluida no CODIS (BUTLER et al., 2001).

Apesar da existéncia de bancos de dados genéticos espalhados pelo mundo
todo, o Brasil, infelizmente, ainda ndo possui um banco de DNA criminal
(CERQUEIRA, 2008).

1.5 — Polimorfismos presentes na molécula de DNA usados em
identificacao humana

Com excegao dos gémeos idénticos, o patrimonio genético de cada pessoa
é Unico. Para efeitos forenses, existem seqtiéncias hipervaridveis na molécula
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de DNA que, por serem altamente polimdrficas, podem ser utilizadas para
distinguir individuos e estabelecer vinculo genético (FIGUEIREDO, 2006). O
genoma humano, bem como os dos demais organismos, contém muitos
polimorfismos, posicoes onde a seqiiéncia de nucleotideos ndo é a mesma em
cada membro da populagdo (BROWN, 2002).

Os tipos de polimorfismos do DNA podem ser agrupados em dois tipos:
polimorfismos de comprimento e polimorfismos de seqtiéncia. O primeiro tipo
inclui as regides STR e VNTR, e é caracterizado por seqiiéncias de nucleotideos
que se repetem em mudiltiplas cépias, variando o nimero de repeti¢oes entre os
individuos para cada locus (FIGUEIREDO, 2006).

Os polimorfismos de seqiéncia sao compostos de diferentes nucleotideos
em uma determinada localizagdo do genoma. Estas variacbes em sequiéncia
podem ser manifestadas como regides de alelos alternativos ou substitui¢oes,
adigoes ou delegoes de bases, mas, em geral, originam-se de mutagoes pontuais
(FIGUEIREDO, 2006).

1.6 — DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial, por sua vez, é encontrado em midiltiplas cépias no
citoplasma das células e se difere do DNA nuclear por ter formato circular em
oposigdo ao helicoidal. O material genético mitocondrial, além de ser uma
molécula menor, comparada ao nuclear, possui uma heranga genética materna
de 100% (FISCHER, 2000).

O interesse forense no DNA mitocondrial esta no fato dele ser mais
resistente a degradagao que o nuclear. Assim, em grandes desastres, quando se
torna mais dificil identificar os corpos, pode-se optar pela anélise deste
(CHEMELLO, 2007).

Duas técnicas sdo usadas para analisar esse tipo de DNA, ambas sdo
baseadas na identificagao da regido controle, denominada D-loop, por ser uma
regido onde é encontrada a maior variagdo entre cada individuo (FISCHER,
2000).

A primeira técnica é o seqlienciamento do DNA onde a amostra §é,
inicialmente, copiada usando a PCR, e seus produtos de amplificacdo sao lidos
no sequienciador. O segundo método é o dot blotting, onde cada molécula de
DNA amplificada é separada e fixada em uma membrana. Depois uma sonda
especifica é adicionada a membrana e s6 ird ocorrer a hibridizacao caso a seqtiéncia
de DNA seja complementar a sonda. Os resultados sdo visualizados usando
auto-radiografia (FISHER, 2000).

Essa analise de DNA mitocondrial é muito importante na genética forense,
uma vez que, tem papel fundamental nos casos relacionados ao desaparecimento
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de pessoas, pela possibilidade de se comparar o DNA mitocondrial da mae,
irmaos ou de outros parentes com relagbes maternas, com o DNA da pessoa
desaparecida (FISCHER, 2000).

Além disso, em casos de materiais biolégicos misturados, a andlise de
DNA mitocondrial também pode ser realizada. Em outras palavras, se uma
amostra biolégica apresentar mais de um perfil de DNA mitocondrial é indicativo
a presenca de uma mistura de materiais genéticos na evidéncia forense analisada
(FISCHER, 2000).

A andlise do DNA mitocondrial permite determinar relagoes familiares,
quando existe um hiato de vérias geragdes entre um ancestral e descendentes
vivos. Porém, ndo possuem o poder de discriminagao dos sistemas autossémicos,
designadamente, dos loci STRs autossomicos do DNA nuclear, para além de
que, é necessaria uma maior ponderagdo na elaboragdo das conclusbes
(FISCHER, 2000).

Por outro lado, é uma técnica de alto custo, além de ser laboriosa,
comparada a outros tipos de analise de DNA humano (FISCHER, 2000).

1.7 — Regibes polimoérficas do tipo VNTR

Os VNTRs consistem em regides denominadas mini-satélites ou repetigoes
in tandem de nGimero variavel. Eles exibem uma enorme variabilidade e sao
constituidos de 9 a 100 pares de bases repetidas seqiiencialmente em loci
cromossOmicos. Portanto, a alta variabilidade dessas regides gendmicas, faz
com que seja improvavel a existéncia de dois individuos com o mesmo perfil
genético, a nao ser, como ja exemplificado, no caso de gémeos univitelinos
(GOES, 2002).

Os marcadores VNTRs sdo analisados através da técnica RFLP. De maneira
geral, com resultado da utilizagdo de apenas cinco sondas VNTR, sao obtidas
probabilidades de paternidade/maternidade superiores a 99,999%. indices tio
elevados, observados com a utilizagdo de poucas sondas, sdo decorrentes da
alta variabilidade dos loci VNTRs (GOES, 2002).

Durante quase 10 anos, esta metodologia foi empregada para a andlise
de DNA em casos de paternidade. A analise de regides VNTR do DNA foi, pela
primeira vez, empregada para resolver um problema de imigragdo na Inglaterra.
Logo em seguida, foi utilizada por um tribunal britanico para comprovar a
participagao de um suspeito em casos de abuso sexual cometidos entre 1983 e
1986 (STRACHAN; READ, 1999).

Como desvantagem, a tipagem de alelos VNTRs requer DNA integro
e em grande quantidade (100-500 ng), tornando praticamente invidvel a
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tipagem de amostras biolégicas antigas, degradadas ou com pouca quantidade
de DNA. Atualmente, a metodologia é pouco utilizada em investigacoes
genéticas (GC)ES, 2002).

1.8 — Regiodes polimérficas do tipo SNP

O Projeto Genoma Humano (HGP) estd progredindo, e ja foram
detalhadas mais de um milhdo de seqiiéncias de DNA. Com esse rapido
avango, foi necessaria também a andlise de variagbes gendmicas que
ocorrem de forma natural, com a finalidade de estudar com uma maior
mintcia os polimorfismos do DNA humano, sendo que, 90% deles sao do
tipo SNP (BROOKES, 1999).

Atualmente, um maior interesse por parte dos geneticistas em relagao a
importancia dos polimorfismos genémicos fez com que aumentassem as
pesquisas na drea de genética, que conseqiientemente, produziram maiores
efeitos em vdrias areas relacionadas, como na forense, no desenvolvimento de
drogas, no cancer e na pesquisa de doengas genéticas (BROOKES, 1999).

Os marcadores bi-alélicos (SNPs) tém sido muito utilizados na genética
forense, mesmo com seu baixo poder de discriminagao. Esses marcadores estao
dispersos pelo genoma humano, sendo que em cada locus, existe a possibilidade
da existéncia de somente um (homozigose) ou dois (heterozigose) nucleotideos
(DOLINSKY, 2007).

Os SNPs, também conhecidos como polimorfismos de base tinica, ocorrem
devido a variagdo de um tnico nucleotideo em regides distintas do genoma, tal
variagdo nao estd presente em individuos normais de algumas populagoes
(BROOKES, 1999). Esses polimorfismos sdo encontrados com grande freqtiéncia
no genoma, e se diferem dos outros pelo fato de serem marcadores de menor
prevaléncia na populagdo, aproximadamente 1% (BROWN, 2002).

A principio, os SNPs deveriam ser polimorfismos di-, tri-, ou tetra-alélicos.
Entretanto, em humanos, os SNPs tri-alélicos e tetra-alélicos sdo raros, quase a
ponto de nado existirem, e os polimorfismos de base Gnica, na maioria das
vezes, sdo referidos como sendo marcadores di-alélicos (BROOKES, 1999).

Apesar de serem marcadores de extrema importancia na andlise do cédigo
genético, ndo possui um banco de dados mundial, nem uma padronizagado das
técnicas de andlise, além de ser uma técnica considerada de alto custo (AVISE
etal., 2004).

Pelo trabalho de analisar base por base, comparando vérias seqliéncias,
ser extremamente massivo, nao tem sido largamente desenvolvido e empregado
em estudos ecoldgicos e evolutivos, mas essas tecnologias podem se adaptar
para algumas proposigdes cientificas futuras (AVISE et al., 2004).
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1.9 — Regibes polimérficas do tipo STR

As sequéncias curtas repetidas in tandem (STR) ou microssatélites
apresentam repetigdes com unidade bésica de 2-6 pares de base e o polimorfismo,
assim como nos loci VNTRs, também esta baseado no nlimero de repetigoes.
Devido ao pequeno tamanho, geralmente menor que 350 pares de base,
os alelos STRs podem ser analisados apés amplificacao pela PCR (HILL et
al., 2008).

O tamanho reduzido dos STRs permite que amostras com quantidades
diminutas de DNA, ou apresentando alto grau de degradagdo, possam ser tipadas.
Desta maneira, a andlise dos loci STRs superou varias limitagdes inerentes a
manipulagdo de seqiiéncias VNTRs, tornando a tipagem de marcadores STRs a
metodologia eleita para a identificagdo por DNA de vestigios bioldgicos em
geral (HILL et al, 2008).

O locus STR analisado individualmente ndo apresenta poder de
discriminagao comparavel ao locus VNTR, que possui uma maior variabilidade
genética. No entanto, a andlise conjunta de regides STRs proporciona resultados
altamente satisfatérios, além de uma maior eficiéncia na identificacdo de amostras
biolégicas degradadas (GOES, 2002).

Desta forma, para a realizacdo de uma andlise conjunta de vérias regides
STRs em uma (nica reagao de PCR, foram desenvolvidos sistemas multiplexes,
onde vérios pares de primers orientam simultaneas reagdes de amplificacdo,
gerando produtos de mdiltiplos loci (GOES, 2002).

Para facilitar ainda mais a analise dessas regides, foram desenvolvidos
varios processos automatizados, como por exemplo, a produgdo de primers
acoplados a diferentes corantes fluoréforos e a criagao do sistema de deteccao
a laser em aparatos de separagdo eletroforética. Os produtos de PCR marcados
com fluoréforos podem ser detectados em tempo real mediante eletroforese
capilar ou pode-se realizar a detecgdo pds-eletroforética em escaner de
fluorescéncia (GOES, 2002).

A reducao dos custos na andlise por DNA, a PCR, o desenvolvimento de
sistemas multiplexes, e a necessidade de quantidades cada vez menores,
para analise de uma amostra biolégica, vém auxiliando a padronizacdo das
técnicas de identificacio humana nos laboratérios forenses (BUTLER et al.,
2001).

1.10 —A esséncia do Mini-STR

A Comissao Internacional de Pessoas Desaparecidas (ICMP - International
Commission on Missing Persons) foi criada em 1996, na Bésnia e na Herzegovina,



com a missao inicial de auxiliar e resolver o desaparecimento de,
aproximadamente, 40.000 individuos relacionados a guerra ocorrida na antiga
lugoslavia no periodo de 1992 a 1995, e em Kosovo em 1999 (PARSONS
et al., 2007).

Visando identificar, em grande escala, as pessoas desaparecidas, a ICMP
criou um banco de DNA através do qual se fazia a comparagao da tipagem por
DNA dos restos ésseos dos corpos nao identificados com o perfil de DNA dos
membros familiares das pessoas desaparecidas. Até entdao, desde 2001, esse
método tem mostrado alta eficacia (PARSONS et al., 2007).

Devido a fatos semelhantes a esse, ha um grande interesse em se
desenvolver marcadores genéticos cada vez mais eficazes para identificagdo de
amostras de DNA degradadas. Pois, atualmente, vem aumentando, cada vez
mais, o nimero de acidentes em massa e ataques terroristas, além de um
maior interesse na identificacio de amostras pds-mortem para fins judiciais
(PARSONS et al., 2007).

Nas andlises de DNA forense, as amostras obtidas em uma cena de
desastre em massa ou até mesmo em cenas de crime, normalmente, se
apresentam altamente danificadas. Tendo assim, pouco material genético para
ser analisado (NIEDERSTATTER et al., 2006).

Os mini-STRs sdo novos tipos de marcadores STRs classificados como di-
, tri-, tetra- e pentaméricos, e foram elaborados para facilitar a andlise de amostras
de DNA degradadas, melhorando assim, a eficiéncia da amplificagao das regioes
STRs (BUTLER; SHEN; MCCORD, 2003). Entre as regides polimorficas do tipo
STRs, 16 foram examinadas, e algumas adaptagdes foram realizadas com o
objetivo de produzir um marcador genético que compreendesse as regides
de repetigoes dos STRs originais, porém, com o menor tamanho possivel
(GILL et al., 2006).

Esses marcadores, os quais sdo sub-regides STRs vém sendo aplicados
em varios casos internacionais relacionados a andlise de DNA degradado, sendo
um dos mais importantes, a identificagdo humana por DNA realizada nas
vitimas do atentado terrorista de 2001 ao World Trade Center (WTC)
(BUTLER et al., 2001).

Em Novembro de 2001, o Doutor Robert Shaler, chefe do OCME (Office
of the Chief Medical Examiner), visando acelerar o processo de identificacdo
das vitimas do WTC, contatou John Butler do NIST (National Institute of Standards
and Technology) com o intuito de discutir sobre uma possivel aplicagdo dos
marcadores mini-STRs no atentado de 11 de Setembro. Esses marcadores
genéticos foram usados e obtiveram grande sucesso na identificacao
das evidéncias biol6gicas degradadas encontradas no desastre (BUTLER
et al., 2001).
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O Servico de Ciéncias Forenses também demonstrou grande interesse
pelos marcadores mini-STRs, principalmente na identificagdo das vitimas do
incéndio de Branch Davidian no Waco, Texas, uma vez que os mini-STRs foram
mais eficientes comparados aos STRs, também utilizados para identificar as
vitimas do desastre (BUTLER et al., 2001).

A maior vantagem dos mini-STRs é a manutencao da compatibilidade
com o banco de dados dos STRs, nao havendo a necessidade de se criar um
novo banco de dados, uma vez que os resultados gerados pelos kits mini-STRs
sao compativeis (DRABEK et al., 2004).

Além disso, os mini-STRs possuem bancos de dados em vérios
paises, como Espanha (MARTIN et al., 2007), Austria (GRUBWIESER et
al., 2006), Estados Unidos, Bésnia, Herzegovina (PARSONS et al., 2007),
entre vdrios outros pafses europeus (GILL et al., 2006).

Esses fatores conduzem, de certa forma, a uma padronizacao das técnicas
de aplicagdo dos mini-STRs na identificagdo humana por DNA, tornando-os
marcadores altamente eficientes e de facil manipulagdo, com o propésito de
facilitar, cada vez mais, as comparagoes realizadas entre perfis genéticos dos
laboratérios do mundo todo (GILL et al., 2006).

Por fim, os mini-STRs acabaram se tornando altamente significativos para
a genética forense, uma vez que foram capazes de gerar resultados satisfatérios
a partir de uma amostra bioldgica danificada(BUTLER; SHEN; MCCORD, 2003).

Essa degradacdao da amostra de DNA pode ser causada por exposicao a
elementos como o fogo, ou por contaminagao de microorganismos, como
bactérias e fungos, que sdo capazes de danificar a amostra através de processos
oxidativos e bioquimicos. O DNA quando degradado apresenta-se fragmentado
e, normalmente, com inibidores de PCR, dificultando assim sua andlise (BUTLER;
SHEN; MCCORD, 2003).

E possivel, no caso dos mini-STRs, submeter a amplificagio simultanea
de vérios loci em uma Gnica reagdo de PCR, permitindo assim, a analise
conjunta dos produtos amplificados. Tal fato proporciona o aumento do
poder de discriminagdo da técnica aplicada e a diminuigdo nao sé do tempo
de andlise, como também das quantidades de DNA e de reagentes utilizados
comparado ao kit comercial multiplex STR convencional (BUTLER; SHEN;
MCCORD, 2003).

O objetivo deste estudo foi construir um sistema multiplex com base em
cinco marcadores genéticos do tipo mini-STR para auxiliar a andlise forense de
corpos degradados.
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Il - Material e métodos
2.1 — Critérios de selecao dos loci

A sequiéncia de amplificacdo original dos primers por loci selecionados
podem ser encontrados no Genome Database (GDB) (COBLE; BUTLER, 2005).

Os critérios usados para a selecao dos cinco primers foram: grau de
heterozigosidade, uso internacional dos loci e a existéncia de bancos de dados
compativeis com os mini-STRs em outros paises (HILL et al., 2008).

Os loci selecionados sdao informativos e apresentam alta
variabilidade, com altas taxas de heterozigosidade. Por outro lado, os
loci com variabilidade menor tendem a apresentar distribuicoes de
frequéncias alélicas irregulares, de maneira que pequenos erros, na
medida do tamanho dos alelos, podem resultar em desvios relativamente
grandes na estimativa das freqtiéncias. Eles sdo também mais vulneréveis
aos efeitos de deriva genética e endogamia (PENA, 1997).

2. 2 - Desenho dos primers

Os primers estudados foram elaborados conforme Butler et al. (BUTLER
etal., 2001; BUTLER; SHEN; MCCORD, 2003), e desenvolvidos através de um
algoritmo denominado Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi) (ROZEN, 1998).

Os parametros padrdes, como tamanho dos primers, porcentagem de
nucleotideos Gs e Cs e temperaturas de desnaturagao, foram ajustados de acordo
com Hill et al. (HILL et al. 2008). Os produtos de PCR foram produzidos, com
o menor tamanho possivel, compreendendo a regido que apresentava a
sequiéncia de repetigao STR. Depois de produzido, cada primer foi testado
de acordo com suas interagbes potenciais, sensibilidade e especificidade,
analisando a compatibilidade entre eles com base em Butler, Shen e McCord
(BUTLER; SHEN; MCCORD, 2003).

2.3 - Sistema Multiplex dos marcadores mini-STRs

Todos os primers foram testados por Butler et al.(BUTLER etal., 2001),
uns contra os outros, com o objetivo de analisar a compatibilidade de cada
um. O uso de reagbes multiplexes empregando corantes fluorescentes
associado a detecgao automatizada para determinacao de alelos mini-STRs,
pela técnica da PCR, fornece ndo sé informagao qualitativa dos alelos
presentes na amostra, como também informacao quantitativa referente as
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QUADRO 1 Marcadores do tipo mini-STRs analisados

Locus Sequencia do Primer mini-STR Alelo | Tamanho Tamanho
STR mini-STR

ACAGTAACTGCCTTCATAGATAG
CSFIPO | GTGTCAGACCCTGTTCTAAGTA | 12 | 280-320pb | 89-129pb

AAATAAAATTAGGCATATTTACAAG
FCA CGCTGAGTGATTTGTCTGTAATTG | 21 | 196-352pb | 125-281 pb

CCTGTTCCTCCCTTATTTCCCGGGA

THO1 N CACAGACTCCATCOTC 09 | 160-204 pb | 51-98 pb
CTTAGGGAACCCTCACTGAATGGT

TPOX CCTTGTCAGCGTTTATTTGC 1| 213-249pb | 65-101 pb

p21511 | ATTCCCCAAGTGAATTGCGGTAGA | 50 | yac sy o | 153211 pb

TAGACTGGATAGATAGACGA

Fonte: BUTLER et al., 2003 (Butler, Shen et al. 2003)

QUADRO 2  Marcadores mini-STRs analisados quanto a sua classificagdo e
seqliéncia de repeticao

Locus Tipo de repeticao Repeticao Regiao cromossémica
FGA Tetra CTTT 4q931.3
D21511 Tetra complexo [TCTA] [TCT(C] 21g21.1
CSF1PO Tetra TAGA 533.1

THO1 Tetra TCAT 11p15.5

TPOX Tetra GAAT 2p25.3

Fonte: HILL et al., 2008 (Hill, Kline et al. 2008).



QUADRO 3  Os loci selecionados e seus respectivos fluoréforos

Locus Fluoréforo utilizado
CSF1PO VIC

FGA 6FAM

THO1 6FAM

TPOX NED
D21S511 VIC

Fonte: Butler, et al. (Butler, Shen et al

. 2003).




intensidades relativas das bandas. Como conseqtiéncia, isso possibilitou
aferir a quantidade de DNA amplificado. A concentracao de cada primer
estudado variou de 0,5 a 1,5 ng/uL nas reagdes de PCR (do tipo multiplex)
realizadas, permitindo assim, avaliar a concentracao de maior eficiéncia de
amplificacdo dos mesmos.

2.4 - Iniciadores e outros reagentes para PCR

A Amplitaq Gold® DNA polimerase, e as solugbes tampao foram obtidas
da Applied Biosystems (Foster City, C.A.). Todos os primers mini-STRs foram
marcados com os corantes fluorescentes 6-FAM™; VIC™ e NED™ (Applied
Biosystems, Foster City, CA). O 6-FAM™ corresponde a cor azul, o VIC™ a
verde, o NED™ amarelo (BUTLER; SHEN; MCCORD, 2003).

2.5 — Origem das amostras de DNA

As amostras de sangue e liquido amnidtico sdo de pessoas anénimas e
foram cedidas pelo banco de dados dos laboratérios DNA Forense - Peritos
Associados e Analises Laboratoriais Ltda. As amostras foram extraidas através
dos métodos convencionais de extragdo organica.

2. 6 — Extracao do DNA
2.6.1 —Liquido amniético

O DNA do liquido amniético foi extraido com o kit NucleoSpin®Plasma
XS, produzido pela Macherey-Nagel (GmbH & Co. KG.). O protocolo utilizado
foi o de alta sensibilidade.

Conforme o protocolo, foi utilizada uma amostra inicial de 240 uL de
liquido amniético. Foram adicionados 20 uL de Proteinase K e incubado a 37 °C
por 10 minutos. Para ajustar as condigdes apropriadas da reacdo, foram adicionados
360 uL do reagente BB (Binding Buffer), o volume final foi transferido para uma
coluna com uma membrana de silica. Essa coluna é adaptada dentro de um
tubo para microcentrifuga com capacidade para 1,5 mL (eppendorf).

A reagdo foi centrifugada por 30 segundos a 2,000 g, e depois, a forga de
centrifugagdo foi aumentada para 11,000 g por mais 5 segundos. O liquido que
passou através da membrana foi descartado.

Para fazer a primeira lavagem da membrana, foram adicionados 500 uL
do reagente WB (Wash Buffer) e centrifugado a 11,000 g por 30 segundos. A
segunda lavagem adicionou-se 250 uL de WB na coluna, e centrifugou-se a
11,000 g por 3 minutos.
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Com a finalidade de eluir o DNA, foi adicionado o reagente Elution
Buffer e, centrifugado por 30 segundos a 11,000 g. No final, para
remover os residuos da reagdo, a amostra foi incubada, com tampa
aberta, a 90 °C por 8 minutos.

A amostra extraida foi quantificada, apresentando uma concentragao final
de 0,31 ng/uL.

2.6.2 - Extracao de DNA de amostras liquidas de sangue total pelo método
FENOL X CLOROFORMIO

A extragao organica de DNA é baseada na agdo de: SDS (dodecil sulfato
de sédio) e Proteinase K, que sdo indicados para efetuar o rompimento das
membranas celulares e a quebra das proteinas que protegem as moléculas do
DNA nos cromossomos; ja a solugao fenol/cloroférmio é indicada para separar
as proteinas do DNA e o etanol, utilizado com o objetivo de precipitar o DNA.

O sangue foi coletado em EDTA, 1,5 mg/mL, e misturado bem antes de
remover as aliquotas (de 800 mL). Depois, foram adicionados 700 mL de SSC
(saline sodium citrate) 1X e agitado vigorosamente, e logo apés, centrifugado
por 2 minutos na velocidade méxima. O volume de SSC adicionado foi descartado
do sobrenadante. Essa etapa foi repetida por duas vezes.

O acetato de sédio 0,2 M, 25 mL de SDS 10% e 8 mL da Proteinase K
(20 mg/mL) foram adicionados com objetivo de lisar as células para a exportagao
do DNA do nicleo. Assim, a partir dessa etapa tém-se o DNA em solugdo. A
reagao foi agitada vigorosamente e incubada a 56 °C por 1 hora.

Na etapa seguinte, foram adicionados 600 mL de fenol e o material,
homogeneizado no agitador magnético (Vértex) por 30 segundos e centrifugado
por 5 minutos na velocidade maxima. O fenol deve estar previamente equilibrado
em pH 7,8, caso contrério a acidez do fenol pode provocar quebras no DNA.

A fase aquosa foi coletada, e novamente, foram adicionados 600 mL de
fenol, centrifugou-se por 5 minutos. Transferindo a fase aquosa para um novo
tubo para microcentrifuga com capacidade para 1,5 mL.

Uma solugdo contendo cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1) foi
adicionada, cuidadosamente, e centrifugou-se por 3 minutos. Transferindo,
novamente, a fase aquosa para um novo tubo para microcentrifuga.

O etanol absoluto, gelado, foi adicionado (2,5x) ao material, a
qual permaneceu incubada por 20 minutos a -70 °C por 1 hora, para
precipitar o DNA.

Posteriormente, a reagdo foi centrifugada por 15 minutos a 14.000g e o
etanol foi retirado, cuidadosamente, escoando-o pelas paredes do tubo para
microcentrifuga, sem danificar o precipitado.
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O etanol 70%, gelado, foi adicionado (1 mL) ao precipitado e centrifugado
por 5 minutos. E depois, retirado, e centrifugado por alguns segundos, para
abaixar o etanol das paredes do tubo para microcentrifuga. Retirou-se o excesso
de etanol com uma micropipeta, colocando-o para secar a temperatura ambiente.

O TE (10 mM Tris-HCl), 0.1 mM EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético),
com pH 8,0, foi adicionado (40-50 mL) ao precipitado e a reagao foi incubada
a 56 °C por 2 a 16 horas, até dissolver completamente o DNA.

O DNA que foi utilizado na PCR, teve o precipitado ressuspenso em
agua, e teve concentracao final de 250 ng/ul.

2.7 — Reacoes em cadeia por Polimerase (PCR) usando marcadores mini-
STRs para os loci FGA, D211, CSF1PO, THO1, TPOX

A amplificagao foi realizada no termociclador HBPX2 (Thermo Scientific,
San Jose, CA). Com o objetivo de testar a eficiéncia de cada primer para cada
regido mini-STR, separadamente, foi realizada uma reagdo de PCR contendo:
agua milliQ Q.S.P. 25 uL, 2,5 uL de solugao tampéo 1x GeneAmp® PCR Gold
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 0,5 a 1,5 ng de cada par de iniciadores
para PCR (Tng/uL), 0,5 uL de AmpliTag Gold DNA polimerase (Applied
Biosystems, Foster City, CA) e 1 a 1,5 ng de DNA em um volume total de
reacdo de 25 L.

As reagoes de PCR foram realizadas com amostras de DNA humano
(extraido de liquido amnidtico e sangue total, além do DNA padrao A9974
(Applied Biosystems, Foster City, CA). A concentragdo do DNA padrao usado
era de 0,125 ng/uL da solucao.

A amplificagdo por PCR foi adaptada nas seguintes condicées:

1 — Desnaturagdo por 11 minutos a 95 °C;

2 — A fase de hibridizagdo continha 33 ciclos, sendo que, cada ciclo

oscilava entre trés temperaturas diferentes, tais como, 1T minuto a
95 °C, 1 minuto a 55 °C e 1T minuto a 72 °C;
3 — Extensao por 45 minutos a 60 °C.

Il - Deteccao e analise de dados
3.1 — Eletroforese

A eletroforese feita com DNA € usada para separar fragmentos de diversos
pesos moleculares usando gel como suporte. O gel forma uma rede de poros,
0s quais podem variar de tamanho de acordo sua concentragao.

Neste trabalho, a concentragao do gel variou de 0,8 a 3,0% de agarose,
e a eletroforese foi horizontal.
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A corrida eletroforética dos produtos de PCR durou em torno de 20 a 55
minutos e a voltagem usada foi de, aproximadamente, 75 V. O tampao de
corrida usado foi o TAE 1x.

Na corrida eletroforética, em cada slot do gel (slot), continha: de 1 a 10
il dos produtos de PCR, corante (xileno-cianol e azul de bromofenol 6X).

Os produtos da amplificagdo foram visualizados por transiluminacao UV
de gel de agarose embebido com Brometo de Etidio (0,25 uL/mL).

3.2 — Eletroforese capilar

O seqtienciamento de DNA consiste em um método através do qual se
pode determinar a ordem exata de nucleotideos em um segmento de DNA.

As amostras foram analisadas por eletroforese capilar no ABI PRISM®
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os produtos
amplificados foram ressuspenssos em formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems, Foster City, CA), foi adicionado 1 uL da amostra, 0,35 uL de
GS500-LIZ e 14 uL de Hi-Di™. Antes de processar a amostra, um espectro
padrdo, capaz de analisar comprimentos de ondas diferentes, foi estabelecido
para a detecgao dos seguintes fluor6foros 6-FAM™; VIC™ e NED™ (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

O polimero POP-6™, polimero de performance optimizada, foi utilizado
como matriz com uma solugao tampao ACE (affinity capillary eletrophoresis) 1x
(AMRESCO, Sé6lon, OH), com a finalidade de melhorar a resolucao da separagao
eletroforética. As amostras foram processadas por 10 segundos a 3 kV, e depois,
os alelos foram separados a 15 kV em uma temperatura de 60 °C. Os dados
gerados pelo sequenciador automético foram analisados através do programa
GeneMapper®ID (versao 3.2).

Um nanograma da escala alélica presente no AmpFLSTR® Identifiler®
PCR Amplification Kit foi utilizada e 1 ng de cada iniciador foi testado em uma
reagao multiplex, conforme supra descrito.

IV — Resultados e discussao

Os cinco primers selecionados foram testados, separadamente, quanto
ao seu poder de especificidade e sensibilidade correspondente a cada locus.
Os resultados conforme a Figura 1, apresentaram a amplificagdo de cada locus
genético a partir de apenas 1 ng de DNA padrao.

Logo ap6s, a eficiéncia de amplificagdo dos loci foi analisada em
uma Gnica reagao de PCR (sistema multiplex). De acordo com a Figura
2, pode-se notar que houve amplificagio do DNA padrdo usado, na
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FIGURA1

FIGURA 2

Imagem do gel de eletroforese mostrando o produto da
amplificacdo de PCR realizada por cada um dos cinco loci
genéticos analisados, cada um representado por uma cor
diferente: 1) CSF1PO-VIC; 2) FGA-6FAM; 3) TPOX-NED; 4)
THO1-6FAM; e 5) D21S11-VIC (O 6-FAM™ corresponde a
cor azul, o VIC™ a verde, o NED™ amarelo). Cada slot do gel
continha 2 uL do primer correspondente.

1 2 3 4 5

Imagem do gel de eletroforese mostrando o produto da
amplificagao de PCR realizada pelo sistema multiplex, contendo
os cinco loci genéticos em uma Unica reagao. Cada slot do gel
contém concentragbes diferentes de primers. No slot de
ndmero 2) 0,5 ng/ul de cada primer, no 3) 1,0 ng/ulL de cada
primer e no 4) 1,5 ng/uL de cada primer.

1 2 3 4 5




concentragao de, aproximadamente, 1T ng/uL. E, na Figura 3, o DNA
utilizado foi o extraido a partir de liquido amniético, também com uma
concentragdao aproximada de 1 ng.

Porém, para confirmar a amplificagdo dos cinco loci, o que nao pode ser
feito através da andlise do gel de agarose, foi realizado o seqiienciamento das
amostras amplificadas. No Quadro 4, estao os resultados de cada locus e seus
correspondentes alelos detectados.

Os alelos observados estdo em concordancia com o AmpFLSTR®
Identifiler® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), ou
seja, os loci foram amplificados com sucesso. O sistema multiplex composto
por 1,0 ng (1uL) de cada primer demonstrou uma eficiéncia de amplificagdo dos
loci superior aos testes convencionais utilizados em laboratério.

A construgao desse sistema multiplex pode proporcionar aos cientistas a
aplicagdo de uma nova ferramenta na busca de informagdes genéticas através
da andlise por DNA Humano. Além da redugao dos custos dos testes genéticos
laboratoriais de ambito forense, por realizar, em uma Gnica reacdo, a analise de
cinco loci genéticos, simultaneamente.

Contudo, nao se pode esquecer que, por trds de um acidente em massa
ou de um caso de desaparecimento encontra-se, sempre, uma familia
desesperada por cada vitima e, quanto mais rapido for o processo de identificagao
dessas vitimas menor sera o sofrimento e o estresse dos familiares como de
toda uma sociedade.

V - Conclusao

O aumento gradativo de atentados terroristas, acidentes em massa, crimes
de dificil solugdo e de pessoas desaparecidas, estimulam a criagdo de novos
testes de identificagdo por DNA que sejam mais eficazes.

O sistema multiplex formado por marcadores do tipo mini-STRs
demonstrou minimizar os custos laboratoriais, o tempo de andlise, e a aumentar
a eficiéncia dos testes de identificacilo Humana por DNA. O alto poder de
especificidade dos marcadores mini-STRs permite a andlise de amostras forenses
degradadas e de baixas concentragbes de DNA, com alta eficiéncia de
amplificagao dos loci.

O sistema multiplex desenvolvido tem como perspectivas futuras a
validagdo nao s6 dos loci genéticos selecionados, mas também, das técnicas
laboratoriais aplicadas, para que os resultados obtidos neste trabalho sejam
reproduzidos em qualquer outro laboratério forense. Uma vez que, a capacidades
desses iniciadores em identificar os alelos apresentados ja apresenta um grande
avango para a construgdo de um sistema multiplex para andlise forense.
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FIGURA 3

Imagem do gel de eletroforese mostrando o produto da
amplificagdo de PCR realizada pelo sistema multiplex, contendo
os cinco loci genéticos em uma tnica reagao. Cada slot do gel
contém concentragbes diferentes de primers. No slot de
ndmero 1) 0,5 ng/uL de cada primer, no slot 2) 1,0 ng/uL de
cada primer e no 3) 1,5 ng/uL de cada primer. No slot 4 ocorreu
vazamento da amostra do slot 3.
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