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Resumo: A identificagdo humana através da
genotipagem de regides especificas do DNA, se tornou
a mais importante ferramenta para a ciéncia forense.
Entretanto, em muitas situacGes, a amostra disponivel
estd prejudicada, inviabilizando a recuperagdo da
informacdo genética intacta. Marcadores genémicos
especificos, como os mini-STRs, sdo utilizados para a
obtencdo do perfil genético dessas amostras, por terem
maior especificidade. Neste trabalho, a eficiéncia de
marcadores mini-STRs non-CODIS sera avaliada em
comparagao com os kits STRs comerciais. Amostras de
casos reais foram submetidas a extragdo organica e
inorganica, e posteior amplificagdo por PCR, com o uso
de sistemas comerciais e incorporacdo de marcadores
mini-STRs. Os resultados demonstram recuperagdo
completa da informacdo genética de amostras
degradadas, quando utilizados junto com os STRs
comerciais e marcadores non-CODIS.

Palavras chave: DNA degradado, mini-STR, ciéncias
forenses, CODIS.

Abstract: Human identification through genotyping
performed in specific regions of DNA has become the
most important tool for forensic science. However, in
many situations, available in a DNA sample is not
detrimental for the recovery of intact genetic
information contained therein. Genome specific markers,
such as mini-STRs, are used to obtain the genetic profile
in degraded samples, because they have higher
specificity. In this paper, the efficiency of mini-STRs
marker non-CODIS will be evaluated in comparison to
the commercial kit Strs Samples of actual cases, were
submitted to organic and inorganic extraction, with
subsequent PCR amplification with the use of
commercial systems and incorporation of mini-STRs
markers. The results demonstrate the complete recovery
of genetic information from degraded samples, when are
used with STRs commercial and non-CODIS markers.
Keywords: DNA degraded, mini-STR, forensic science,
CODIS.

Introducéo

Os grandes avancos das ciéncias forenses iniciaram
em meados da década de 80, quando o geneticista inglés,
Alec Jeffreys demonstrou que sondas multilocais eram
capazes de reconhecer simultaneamente diversas regides
variaveis do DNA, compostas por conjuntos de
nucleotideos que se repetiam sequencialmente [1]. Tais
secBes de repeticdo diferem-se de individuo para

1103

individuo, possibilitando assim, usa-las como bases para
a identificacdo por métodos moleculares [2].

A determinacdo de identidade genética pelo DNA
permite demonstrar a culpabilidade dos criminosos,
inocentar acusados erroneamente, identificar corpos em
desastres em massa, determinar paternidade, além de
elucidar trocas de bebés em bercarios [3].

As regides repetitivas do DNA, que contém de 2 a 7
unidades de nucleotideos de comprimento, sé&o
chamadas de repeticBes curtas em conjunto (STRs -
short tandem repeats), microssatélites, ou sequéncias
repetitivas simples (SSRs) [4].

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
permite a amplificacdo do DNA in vitro, utilizando-se
reacdes enzimaticas canalizadas pela polimerase, uma
enzima termoestavel. A amplificacdo simultanea de
varios loci STRs em uma reagdo Unica, ou multiplex, é
realizada empregando-se iniciadores de reacdo, marca-
dos com fluoréforos de comprimento de onda distintos,
de modo a permitir a sobreposi¢do de marcadores com
faixa de tamanhos semelhantes. A amplificagdo de mul-
tiplos loci em rea¢BGes multiplex permite aliar as vanta-
gens de alcangar um elevado poder de discriminacdo
com baixo consumo de amostra e rapidez de analise [5].

Ha conjuntos comerciais proprios para amplificacéo
simultanea de 15 ou mais diferentes loci STRs, em uma
Unica reacdo de amplificacdo. Os produtos de PCR
resultantes desta amplificacdo possuem, em geral, de
100 a 450 pares de base de comprimento.

Entretanto, em vérias situacdes, a obtencdo de DNA
é comprometida, prejudicando possiveis investigagdes.
A viabilidade da amostra pode ser prejudicada pela
quantidade limitante de material biolégico e/ou pela
presenca de inibidores de amplificacéo.

Moléculas de DNA, quando expostas & agua, ou
calor por determinado tempo, podem iniciar processo de
decomposicdo, fragmentando-se em segmentos curtos,
devido a acédo bacteriana, bioquimica, ou por processos
oxidativos [6]. Este fato pode resultar em um perfil
genético parcial, pela perda de alelos ou loci [7].

Um método cada vez mais utilizado para recuperar
as informagdes de amostras de DNA fragmentado é
reduzir o tamanho dos produtos de PCR [8]. A
constatagdo de que produtos de PCR de tamanhos
menores (denominados de mini-STRs) amplificam mais
eficientemente as amostras de DNA degradado. Isto foi
primeiramente reportado em 1995 [2].

A Figura 1 ilustra, esquematicamente, a diferenca
conceitual entre STRs convencionais e mini-STRs.
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Figura 1 - Diferenca da regido de ligacdo dos primers de
STRs e mini-STRs.
Fonte: Adaptado de Hill et al., 2006.

Por esta abordagem, os iniciadores de reacdo sdo
projetados para anelar o mais préximo possivel da
sequencia repetitiva, reduzindo o comprimento do
produto final de amplificagdo, sem alterar o
polimorfismo intrinseco do l6cus [9].

Marcadores mini-STRs possuem, classicamente,
comprimento de até 150 nucleotideos, podendo também,
ser amplificada em reacgGes Unicas de PCR (multiplex).
A aplicabilidade de mini-STRs aumenta a probabilidade
de amostras  degradadas serem  genotipadas,
proporcionando maior suporte estatistico em uma
comparacao genética [10].

Em 1995 foi implementado pelo Servico de Ciéncia
Forense (FSS - Forensic Science Service) da Inglaterra,
uma rede integrada de banco de perfis genéticos de
criminosos. Em 1997, a Policia Federal Norte-
americana (FBI - Federal Bureau of Investigation)
desenvolveu o programa CODIS (Combined DNA Index
System), sendo, atualmente, o principal sistema de
gerenciamento de bancos de perfis genéticos
empregados no mundo. A implementacdo do sistema
CODIS em diversos paises possibilitou a padronizagao
dos marcadores genéticos de uso em analises forenses,
por estabelecer a obrigatoriedade de andlise de um
grupo minimo de 13 loci STRs (CSF1PO, FGA, THO01,
TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11), distribuidos em
diferentes cromossomos autossémicos [11].

Em Hill et al (2008), foram caracterizados 26
marcadores mini-STRs que ndo se integram ao CODIS,
sendo chamados de marcadores NC (non-CODIS) [12].

Este projeto tem por objetivo implementar e analisar
a eficiéncia de 9 mini-STRs non-CODIS (D10S1248,
D14S1434, D22S1045, D1S1677, D2S441, D4S2364,
D20S482, D3S3053 e D6S474) na casuistica forense do
Laboratorio de Genética Molecular Forense do Instituto
de Criminalistica do Estado do Parana.

Materiais e Métodos

Casos reais na rotina do Laboratério foram
disponibilizados para a realizacdo deste estudo,
constituidos por amostras sanguineas de familiares e
amostras 6sseas, denominadas padrdo e evidéncia,
respectivamente. As amostras foram submetidas ao
processo de extragdo de &cido nucleico, com posterior
amplificagdo por conjuntos comerciais ldentifiler
(Applied Biosystems), Profiler (Applied Biosystems) e
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PowerPlex16 (Promega) e sistema in-house para
amplificacdo de marcadores mini-STRs NCs, seguida de
analise em equipamento automatizado de eletroforese
capilar e detec¢do de fluorescéncia laser induzida em
sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystem), com
posterior avaliacdo estatistica de valor de prova.

Extrac@o de DNA

Manchas de sangue, provenientes de familiares para
o confronto genético, coletadas em cartdo FTA, que tem
como principio a lise celular e a imobilizagdo do DNA
presente, foram extraidas por método inorganico.
Fragmentos de 3 mm? da amostra foram incubados com
200 ul solucdo FTA reagente (Wathman) overnight para
a eliminacdo de inibidores. Posteriormente, foram
adicionados 200 pl de solucdo chelex 5% (Biorad) e
acondicionados em termobloco a 56°C e 105°C,
conforme FBI Laboratory: PCR - based typing protocols.

As amostras 0sseas foram submetidas ao processo de
moagem criogénica. A extracdo foi realizada com 400 pl
de tampdo de extragéo de ossos (NaCl - Tris HCI 1M -
EDTA 0,5M - SDS 20% e &gua ultrapura), 30 pl de
proteinase K (Invitrogen) e 15 pl de DTT 1 M (Sigma) a
incubacdo de 56°C overnight. A extra¢do orgénica foi
finalizada  utilizando 300 pl de  fenol-
cloroférmio/alcool-isoamilico (SIGMA), na proporcao
de 25:24:1.

O sobrenadante foi purificado e concentrado através
de microconcentradores YM-100 filtros (Millipore).

Amplificagdo por PCR

Foram amplificadas 9 regiGes mini-STRs
distribuidos em 3 multiplex, as quais sdo denominadas
NC1 (D10S1248, D14S1434 e D22S1045), NC2
(D1S1677, D2S441 e D4S2364) e NC3 (D20S482,
D3S3053 e D6S474). Os iniciadores de reacdo foram
sintetizados por Life Technologies baseados nas
sequéncias publicadas [12].

As reacles de amplificagdo constituem-se de 5,5 pl
de mix de reacdo (Multiplex PCR Master Mix 2X,
Qiagen), 2,2 pl de primer e 0,2 pl de Taq Gold (Applied
Biosystems) adicionados a 3 pl da amostra extraida,
totalizando 10 pl de volume final de reagéo.

A amplificacdo foi realizada no termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas
condigdes térmicas, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Condices térmicas.

Temperatura Tempo
95°C - ativacdo da enzima 10’

30 ciclos

94°C - desnaturacao 1
55°C - anelamento 1
72°C - extenséo 1
60°C - extensdo final 45'

Fonte: Modificado de Caoble; Butler (2005).
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Deteccdo e analise de DNA

Aliquotas de 2 pl dos produtos de amplificacdo
foram diluidos em 10 pl de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) e 0,2 ul de GS Rox 500 (controle interno).

As amostras foram previamente desnaturadas e, em
seguida, analisadas em sequenciador automatico ABI
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), de
acordo com protocolo do fabricante. Os dados obtidos
da corrida eletroforética foram avaliados com os
programas GeneMapper ID v 3.2, GeneScan 3.7 e
Genotyper 3.7 (Applied Biosystems).

A base de dados de frequéncia alélica da populacéo
foi estabelecida de acordo com [13], através da qual
foram realizadas as andlises estatisticas [14].

Resultados

Sete situacBes reais da casuistica forense do
Laboratério foram submetidas a analise complementar
pelos mini-STRs non-CODIS, objeto desse trabalho.
Para maior clareza, os casos foram classificados da
seguinte forma: identificacdo de cadaveres, exame de
paternidade com suposto pai falecido (reconstrugdo
genética) e casos atipicos de paternidades.

Os indices de vinculo genético foram calculados
pela razdo entre duas hip6teses mutuamente excludentes,
a saber: Hip6tese | — o padrdo de polimorfismo
apresentado pela evidéncia apresenta vinculo genético
com a amostra padrdo; Hipdtese Il — o padrdo de
polimorfismo  apresentado  pela  evidéncia ¢
consequéncia do vinculo genético ndo do padrdo e sim
de outro individuo, ndo testado e ndo relacionado a
evidéncia. Seu resultado indica quantas vezes mais
provavel é a Hipdtese | do que a Hipdtese II.

Identificacdo de cadaveres

Quatro casos de identificagdo de cadaveres foram
abordados pela analise de mini-STRs non-CODIS. O
exame de registro 420.327-1 consistiu na identificacao
de cadaver carbonizado. A anélise pelo sistema
comercial PowerPlex16 revelou a presenca de diversas
incompatibilidades de origem paterna e apenas uma
incompatibilidade materna (locus D21S11). O emprego
de mini-STRs non-CODIS teve por objetivo a
confirmagdo da presumivel conclusdo pela condigdo de
exclusdo vinculo entre evidéncia e genitores. Foram
constatadas quatro incompatibilidades adicionais entre
suposta mée e evidéncia, especificamente nas regibes
D10S1248, D22S1045, D2S441 e D6S474, excluindo,
categoricamente, a possibilidade de vinculo parental em
relacdo ao cadaver ndo identificado.

Os exames 415.331-2, 425.707-1 e 418.528-1
consistiram na identificacdo de caddveres em elevado
estado de degradagdo, os quais ndo foram passiveis de
recuperacdo de perfil genético viavel pelos sistemas
comerciais ora disponiveis no LGMF, a saber,
PowerPlex16, ldentifiler e Profiler. Todos os casos
citados foram satisfatoriamente analisados por meio de
mini-STRs non-CODIS, permitindo o alcance de indices
de parentesco de moderada (45,76 e 34,52, para 0s casos
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418.528-1 e 415.331-2, respectivamente) e de elevada
intensidade (613.010,55 para o caso 425.707-1).

Reconstrucdo genética

Uma situacdo de reconhecimento de paternidade
civel foi complementada pela analise de mini-STRs
non-CODIS. O caso consistiu na reconstrucao de perfil
genético do suposto pai falecido por meio de duas filhas
bioldgicas e a genitora destas. O objetivo do trabalho
era pesquisar a presenga de vinculo genético de
paternidade entre o falecido e um individuo do sexo
masculino, suposto meio irmdo paterno das filhas
biolégicas incontestes. O Indice de Parentesco
Cumulativo com emprego do sistema comercial Profiler
(nove locus) foi de 53,70. O valor de prova aumentou
significativamente com a utilizagdo de nove mini-STRs
non-CODIS para 10.117,91.

Paternidades atipicas

Trata-se de trés exames de paternidade civel, onde
foi observada a presenca de duas incompatibilidades
entre suposto pai e filho. Como o nlmero de
inconsisténcias alélicas constatado é insuficiente para
uma conclusdo por exclusdo de vinculo genético, foi
necessario 0 emprego de marcadores genéticos
adicionais. O exame 329.054, analisado pelo sistema
comercial  Identifiler (15 locus)  apresentou
incompatibilidades nas regides D5S818 D16S539, que
incorporadas ao célculo de valor de prova, gerou um
indice de verossimilhanca de 377,73. O emprego de
mini-STRs NCs permitiu a deteccdo de nove
compatibilidades alélicas adicionais elevando o indice
para 256.133,27, suportando fortemente a existéncia de
vinculo genético entre suposto pai e filho.

No exame 313.984 foram verificadas inconsisténcias
alélicas entre suposto pai e filho nas regides VWA e
D3S1358 em uma bateria inicial de 15 marcadores
genéticos (sistema comercial Identifiler) gerando um
indice de verossimilhanca de apenas 46,22, 0 emprego
de 06 locus adicionais pelos sistemas comerciais FFFL e
PowerPlex16 elevou o indice a 21.009,14. 07
marcadores mini-STRS NCs adicionais permitiram o
alcance de indice de Parentesco Cumulativo
23.058.464,79, suportando fortemente, a existéncia de
vinculo genético de paternidade.

O exame 335.867 apresentou incompatibilidades
alélicas nas regides TPOX e D2S1338, esta Ultima
pouco provavel de ser atribuida a mutagdo pela grande
diferenca de tamanho entre alelo paterno obrigatorio do
filho e seus possiveis correspondentes no suposto pai. O
indice de Paternidade Cumulativo calculado foi de 6,34
e 527,96, com o emprego de 15 (sistema comercial
Identifiler) e 17 marcadores STRs (acrescido do sistema
comercial ~ Powerplex16),  respectivamente.  Foi
empregada também, andlise complementar dezessete
STRs de cromossomo Y (sistema comercial Yfiler),
revelando total compatibilidade haplotipica entre
suposto pai e filho, suportando a hipdtese que ambos
compartilhem a mesma patrilinhagem. O emprego



XXIV Congresso Brasileiro em Engenharia Biomédica — XXV CBEB

adicional de 5 mini-STRs autossdmicos non-CODIS
permitiu  a  constatacio de uma terceira
incompatibilidade alélica entre suposto pai e filho,
permitindo a conclusdo pela exclusdo de vinculo entre
ambos.

Discussao

Os marcadores mini-STRs non-CODIS descritos e
utilizados neste estudo mostraram ser eficientes na
amplificacdo de DNA obtido de amostras em adiantado
processo de degradagdo. Sua eficiéncia se deve ao fato
de possuir um produto de amplificacdo de tamanho
reduzido, menos suscetivel, portanto, a fragmentacdo do
genoma decorrente dos processos de decomposicdo de
matéria organica. Os resultados obtidos nesse estudo
demonstram-se coerentes quando comparados aos dados
obtidos por amplificagdo em conjuntos comerciais STRs.

Em algumas situac@es, o perfil genético contido nas
evidéncias foi alcancado somente através da utilizacao
dos marcadores mini-STRs non-CODIS. Os conjuntos
comerciais STRs, quando aplicados na amplificacdo de
amostras deterioradas, mostram com frequéncia, perda
de alelos e/ou loci, podendo inviabilizar a obtencdo de
resultados conclusivos [9,10].

Este trabalho demonstrou também, a necessidade de
marcadores adicionais, além dos atualmente disponiveis,
especialmente em pesquisas de vinculos genéticos
complexos, tais como situacBes em que 0 suposto pai
esta falecido ou ausente.

Ha de ressalvar a importancia de uma extensa
bateria de marcadores disponiveis em uma unidade de
rotina do porte do Laboratério de Genética Molecular
Forense, para a resolucdo de situacBes atipicas de
paternidade, tais como as estudadas neste trabalho. Para
tal, os marcadores mini-STRs non-CODIS foram
fundamentais, sendo indispensaveis, para a efetiva
conclusdo diagndstica. Salienta-se que, em um dos
casos estudados foram evidenciados indicios
significativos da existéncia de vinculo genético entre
um parente consanguineo proximo ao suposto pai em
relagdo ao filho investigante. Situacdo esta entre as de
manejo mais complexo em um laboratério de
identificacio humana forense, pela expressiva
possibilidade de falsa inclusdo de paternidade.

Conclusao

Os marcadores mini-STRs non-CODIS usados nesse
estudo foram eficientes na resolucdo de situacfes reais
envolvendo a identificacdo de cadaveres, reconstrucao
genética e casos de paternidades atipicas.

O presente trabalho mostra viabilidade na
implementacdo destes marcadores no Laboratério de
Genética Molecular Forense do Instituto de
Criminalistica do Estado do Parana.

Referéncias

[1] JEFFREYS, AJ.; WILSON, V., THEIN, S.L.
Hipervariable “minisatellite” regions in human DNA.
Nature, v.314, p.67-73, 1985.

1106

[2] BUTLER, J.M. Forensic DNA typing: biology,
technology, and genetics of STR markers. Elsevier
Academic Press, 2%dition, p.2, 2005.

[3] PENA, S. Seguranca Publica: determinacdo de
identidade genética pelo DNA. Seminarios
Tematicos para a 32 Conferéncia Nacional de C, T &
I. Parcerias Estratégicas, v. 20, p. 447 - 460, 2005.

[4] BUTLER, J.M. Forensic DNA typing: biology,
technology, and genetics of STR markers. Elsevier
Academic Press, 2%dition, p.85, 2005.

[5] BUTLER, J.M. Short tandem repeat typing
technologies used in human identity testing.
BioTechniques, v.43, p.ii-v, 2007.

[6] BAR, W.; KRATZER, A., MACHLER M,;
SCHMID, W. Postmortem stability of DNA.
Forensic Science International, v.39, n.1, 1988.

[7] COBLE, M. D.; BUTLER, J. M. Characterization of
New MiniSTR Loci to Aid Analysis of Degraded
DNA. Journal Forensic Science, v. 50, p.43-53, 2005.

[8] MALAGHINI, M.; SCHNEIDER, V; LEITE, F.
Genetic analysis of 9 non-CODIS miniSTR loci in
the Brazilian population of Parana. Forensic Science
International: Genetics Supplement Series, 2005.

[9] OPEL, K.L.; CHUNG, D.T.; DR.BEK, J.; BUTLER,
J.M; BRUCE R. MCCORD, B.R. Developmental
validation of reduced-size STR miniplex primer sets .
Journal Forensic Science, v. 52, n. 6, 2007.

[10] GRUBWIESER, P.; MUHLMANN, R.; BERGER,
B.; NIEDERSTATTER, H.; PAVLIC, M.; PARSON,
W. A new “miniSTR-multiplex” displaying reduced
amplicon lengths for the analysis of degraded DNA.
International Journal Leg Med, v.120, 2006.

[11] MORETTI, T. R.; BAUMSTARK, A. L;
DEFENBAUGH, D. A.; KEYS, K. M.; SMERICK,
J. B.; BUDOWLE, B. Validation of short tandem
repeats (STRs) for forensic usage: performance
testing of fluorescent multiplex STR systems and
analysis of authentic and simulated forensic samples.
Journal Forensic Science, v.46, p. 647-650, 2001.

[12] HILL, C.R.; KLINE, M.C.; COBLE, M.D,;
BUTLER, J.M. Characterization of 26 MiniSTR
Loci for Improved Analysis of Degraded DNA
Samples. Journal Forensic Science, v.53, p.1-6, 2008.

[13] GRATTAPAGLIA, D.; SCHMIDT, A.B.; COSTA e
SILVA, C.; STRINGHER, C.; FERNANDES, A.P;
FERREIRA, M.E. brazilian population database for
tha 13 STR loci of the AmpF/STR, Profiler Plus and
Cofiler ~ multiplex  Kkits. ~ Forensic ~ Science
International, v. 118, p. 91-94, 2001.

[14] RIANCHO, JA.; ZARRABEITIA, M.T. A
Windows-based software for common paternity and
sibling analyses. Forensic Science International, v.
135, p. 232-234, 2003.

[15] RAIMANN, P.E. Uso dos Mini-STR NC01 e NC02
na Préatica Forense: (1) Validagdo; (II) Analise em
DNA Degradado; (l11) Estudo Populacional no Rio
Grande do Sul. IV Mostra de Pesquisa da Pos-
Graduacgdo — PUCRS. P. 110-111, 2009.




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Range: all pages
     Mask co-ordinates: Horizontal, vertical offset 50.65, 2.89 Width 507.48 Height 52.56 points
     Origin: bottom left
      

        
     0
     0
     BL
            
                
         Both
         AllDoc
              

       PDDoc
          

     50.6527 2.8853 507.4828 52.5641 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     0
     4
     3
     4
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Range: all pages
     Mask co-ordinates: Horizontal, vertical offset 285.76, 50.67 Width 21.03 Height 15.29 points
     Origin: bottom left
      

        
     1
     0
     BL
    
            
                
         Both
         AllDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     285.7577 50.6709 21.0257 15.2914 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     0
     4
     3
     4
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base





