Bruna Viviane Vaz

USO DOS MINISTRS NON-CODIS 01 NA
PRATICA FORENSE: ESTUDO POPULACIONAL DE SANTA
CATARINA

Orientadora: Dra. Andrea Rita Marrero
Co-orientadora: MSc. Sandra Regina Rachadel Torres

Floriandpolis, Dezembro de 2012.



VAZ,B. V.
Uso dos Ministrs Non-CODIS 01 na pratica forense: Estudo

populacional de Santa Catarina.

Florianopolis, SC, 2012.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Ciéncias
Biologicas)

85p.

Bruna Viviane Vaz




USO DOS MINISTRS NON-CODIS 01 NA
PRATICA FORENSE: ESTUDO POPULACIONAL DE SANTA
CATARINA

Prof.2 Maria Risoleta Freire Marques
Coordenadora do Curso de Ciéncias Biologicas

Banca Examinadora;:

Dra. Andrea Rita Marrero, Orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

MSc. Sandra Regina Rachadel Torres, Co-orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2, Dr.2 lliada Rainha de Souza,
Universidade Federal de Santa Catarina

Dr. Marcelo Malaghini,
Instituto de Criminalistica do Parana

MSc. Clineu Julien Seki Uehara,
Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina






AGRADECIMENTOS

A Dra. Andrea Rita Marrero, pela orientacdo académica e
profissional;

A MSc. Sandra Regina Rachadel Torres, perita do Instituto Geral
de Pericias de Santa Catarina (IGP/SC), pela aceitacdo em seu
ambiente de trabalho, pela orientacéo e pelos conselhos;

A Dra. lliada Rainha de Souza, pela confianca e pelos
ensinamentos de Biologia e de vida;

Aos integrantes, passados e presentes, do Laboratério de
Polimorfismos Genéticos da Universidade Federal de Santa
Catarina (LAPOGE/UFSC), pela troca de conhecimento e de
experiéncias cientificas, além da amizade de quatro anos;

Aos integrantes, passados e presentes, do Programa de Educagdo
Tutorial (PET) da Biologia, incluindo sua tutora Tania Tarabini
Castellani. Agradeco pelo apoio financeiro por trés anos da minha
vida académica, pelos ensinamentos e conselhos profissionais e
pela amizade;

A Associagio de Universidades do Grupo Montevidéu e a
Universidade Nacional do Litoral (Santa Fé, Argentina) pelo apoio
financeiro e pessoal em quatro meses de intercambio e por todas as
oportunidades e amizades que surgiram a partir dessa experiéncia
inesquecivel,

A Dra. Yara Costa Netto Muniz pela orientacdo, embora indireta,

mas igualmente importante;



A Secretaria de Seguranca Publica de Santa Catarina - Instituto
Geral de Pericias de Santa Catarina, pelo fornecimento de subsidios
para realizacdo desta pesquisa;

Ao perito Dr. Marcelo Malaghini do Laboratério de Genética
Molecular Forense do Instituto de Criminalistica da Policia
Cientifica do Parana pelos reagentes e protocolos, além do auxilio
e prestatividade;

A todos que participaram das coletas de material biologico e
extracdo de DNA utilizado nestas analises;

As Agéncias de fomento PNPD, CAPES, CNPq, FAPESC e UFSC;
A todos os peritos em Analises Forenses do IGP-SC, pelo apoio na
realizacdo desta pesquisa, em especial aos peritos Odilon, Tania,
Clineu, Alessandra e a técnica Andrea;

Aos membros da banca (Dra. lliada Rainha de Souza, Dr. Marcelo
Malaghini e MSc. Clineu Julien Seki Uehara) que se dispuseram a
avaliar e contribuir com sugestdes para este trabalho;

Aos voluntarios que constituem esta amostra populacional, pois

sem a sua gentil contribuigéo, esta pesquisa ndo se realizaria.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A minha mae, por todos os ensinamentos, pelo incentivo, apoio e
amor. Sem vocé esse trabalho com certeza néo existiria;

Aos meus familiares, especialmente a Arlete, Anténio e Heloisa,
por estarem ao meu lado em tantos momentos importantes, mesmo
que a distancia. A minha mée, Maria, Rafael e Helmut, por
proporcionarem a realizacdo de um sonho e a aquisicdo de tantos
outros;

A minha amiga Emily Justino, uma amizade que se iniciou no
primeiro dia da graduacdo e estendeu-se durante os trabalhos de
faculdade e os estagios no LAPOGE e no IGP. Muito obrigada pelo
companheirismo, pelas risadas compartilhadas e pela ajuda
inestimavel durante a realizacdo deste trabalho;

As minhas amigas de graduagdo, Tatiana David, Thais Vianna,
Natalia Cury e Francis Dias por compartilharem comigo tantos
momentos de vida, alegrando a minha rotina universitaria;

Aos meus amigos de Florianépolis pelo apoio moral, pelas risadas
nos fins de semana e pelo companheirismo de uma década ou pelo
menos fragdes dela. Um agradecimento em especial para Bruna,
Wolff, Cindy, Luiza, Lais, Marilia, Roro, Yuki e Walter, por tudo;
Aos meus amigos de Santa Fé, por compartilharem todos os seus
dias comigo em quatro meses de intercAmbio. Um agradecimento
em especial para Gerardo, Silvia, Thiago, Diana e Elodie, los
quiero!

A todos que de alguma forma contribuiram para que esse trabalho
fosse realizado, MUITO OBRIGADA!






"A ciéncia tudo supre, menos a virtude"
Ramon de Campoamor y Campoosorio






RESUMO

Em muitos casos forenses a amostra de DNA encontra-se degradada ou
contaminada por agentes interferentes, dificultando sua amplificacdo.
Neste sentido, foram desenvolvidos ensaios com miniSTRs, pares de
oligonucletideos iniciadores localizados o mais préximo possivel da
regido polimorfica repetitiva de interesse, diminuindo assim o tamanho
do produto a ser amplificado. Para sua utilizacdo na rotina forense sao
essenciais as etapas de validacdo e padronizacdo dos protocolos bem
como levantamento das frequéncias alélicas na populacédo de origem das
amostras. Visando a construcdo de bancos de dados comparativos, o
presente trabalho prop6s a implementacdo dos marcadores miniSTRs
D10S1248, D14S1434 e D22S1045 na rotina de identificacdo forense do
Estado de Santa Catarina. Uma amostra de 181 catarinenses, sem
relagdo de parentesco entre si, doadores voluntérios, foram genotipados
para os locos D10S1248, D14S1434 e D22S1045 (miniplex Non-CODIS
01). Foram identificados dez alelos para o loco D14S1434, nove para
D22S1045 e oito para D10S1248. O alelo mais frequente de todos 0s
locos estudados foi 0 D22S1045*16, com uma frequéncia de 0,392 para
a populagdo total de Santa Catarina. Os alelos menos frequentes foram o
D22S51045*10, D22S1045*12 e D10S1248*11, com uma frequéncia de
0,003 cada. As frequéncias alélicas obtidas foram comparadas as
existentes em outras populacbes brasileiras e mundiais, sendo
encontrada uma importante semelhanca genética entre habitantes da
regido Sul do Brasil, e destes com populagdes europeias. Os trés locos
mostraram heterozigosidades maiores do que 0,7. N&o foram detectados
desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg para nenhum
dos marcadores. Os valores de Fst e AMOVA indicam pouca ou
nenhuma diferenciacdo genética (Fst 0 — 0,05) entre as mesorregides de
Santa Catarina e entre as popula¢fes catarinense, galicha e paranaense.
Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a eficacia do miniplex
NCO1 para a identificacdo humana.

Palavras-chave: D10S1248, D14S1434, D22S1045, Genética Forense.



ABSTRACT

In many forensic cases, DNA samples are highly degraded or
contaminated by PCR interfering agents, making the amplification
process very difficult. Trying to minimize these problems, studies with
miniSTRs were developed, in which primers are moved as close as
possible to the STR repeat region, thereby reducing the size of the
product to be amplified. An essential step to begin utilizing these
markers in forensic casework routine is to validate and standardize
protocols and it is also necessary to establish allelic frequencies of the
population of interest, so that a comparative database can be created. In
this study, the objective is to implement the miniSTR markers
D10S1248, D14S1434 and D22S1045 in the forensic routine of Santa
Catarina state. A sample of 181 donors from Santa Catarina, unrelated to
each other, were genotyped for the locos D10S1248, D14S1434 and
D22S1045 (NC01 miniplex). The number of alleles per loco was ten for
D14S1434, nine for D22S1045 and eight for D10S1248. The most
frequent allele for all locos was D22S1045*16, with a frequency of
0,392, for the total population of Santa Catarina. The less frequent
alleles were D2251045*10, D22S1045*12 and D10S1248*11, with a
frequency of 0,003 each. The obtained allele frequencies were compared
to those existing in other Brazilian and Mundial populations, resulting in
a significant genetic similarity between Brazilians from the South region
and between these populations with Europeans. The three locos showed
heterozygosity greater than 0,588. No significant deviations were
detected for the Hardy-Weinberg equilibrium for all locos. The values of
Fst and AMOVA suggest little or no genetic differentiation (Fst from 0
to 0,05) between Santa Catarina regions and between the whole Santa
Catarina population and other Brazilian populations (Parana and Rio
Grande do Sul). The results of this study confirm the efficacy of
miniplex NCO1 for human identification.

Keywords: D10S1248, D14S1434, D22S1045, Forensic Genetics.
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INTRODUCAO
1.1) IDENTIFICACAO HUMANA

Desenvolver métodos incontestaveis para a identificacdo
individual sempre foi necessidade e meta das sociedades humanas,
desde as mais antigas (JOBIM et al., 2005; THOMPSON e BLACK,
2007). A importancia da identificagdo humana engloba as esferas civil e
criminal, seja durante a vida dos individuos, em casos de identificacdo
de criminosos e investigacdo de paternidade, seja apds sua morte, na
identificacdo de desaparecidos ou vitimas de acidentes em massa ou
desastres naturais.

Em seu artigo n°® 2, o Codigo Civil brasileiro (BRASIL, 2002)
afirma “A personalidade civil comeca do nascimento com vida...” e no
artigo n° 6 registra “A existéncia da pessoa natural termina com a
morte...”. Sendo assim, a identificacdo € necessaria para a caracterizagcdo
do inicio e do fim da personalidade civil. A morte necessita ser
confirmada para extingdo do poder familiar, do vinculo conjugal, dos
contratos personalissimos e do usufruto, além de sua confirmagdo ser
necessaria para o inicio do processo de sucessao (JOBIM et al., 2005).

No campo do Direito Penal, a identificacdo de vitimas é etapa
fundamental nas investigacfes de crimes contra a vida (homicidios,
suicidios). E virtualmente impossivel desenvolver uma investigagio
satisfatdria a partir de um caso de cadaver ndo identificado, pois ndo ha
como prosseguir a investigagdo com entrevistas a amigos, parentes e
colegas da vitima. Assim, o caso permanece aberto até a identificacdo
do cadaver (THOMPSON e BLACK, 2007).

Historicamente, vérias foram as técnicas usadas para
caracterizar e identificar pessoas, cada uma com vantagens e limitagdes
préprias. A principio o método mais comum de identificacdo humana
constava do reconhecimento facial e de outras caracteristicas pessoais
como marcas, cicatrizes e tatuagens, além de medidas antropométricas.
Porém, essas técnicas de identificagdo, assim como a tipagem sanguinea
(sistema ABO, Rh), sdo consideradas inconclusivas (ESPINDULA,
2009).

A necessidade de uma maior precisdo de identificacdo levou a
busca por novos métodos identificadores. Segundo Del-Campo (2006),
um bom método de identificacdo deve atender a quatro requisitos
bésicos:
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1) Unicidade: os elementos selecionados para a identificacdo
devem permitir a distingdo precisa e clara entre o identificado e os
demais;

2) Imutabilidade: as caracteristicas analisadas ndo devem
sofrer alteracdo com o passar do tempo;

3) Classificabilidade: deve permitir a comparacdo entre 0s
dados, de forma precisa e sistematica, de modo a indicar rapidamente o
individuo na populacéo.

4) Praticabilidade: permitir, aqueles responsaveis por colher
os dados de identificacdo, uma coleta segura e rapida, que ndo cause
constrangimento ao identificado, com bom grau de confianca e que
possa ser facilmente incorporada em uma rotina de trabalho.

A datiloscopia e a analise de marcadores de DNA, métodos de
identificacdo bastante utilizados atualmente, satisfazem tais exigéncias
(JOBIM et al., 2005). No entanto, assim como em comparac¢des
odontoldgicas (TERADA et al., 2011), esses dois métodos necessitam
de registros prévios destas caracteristicas, de modo a servir de referéncia
para comparacdo. Além disso, algumas situacdes inviabilizam o estudo
das impressOes digitais e de outros caracteres de estudo antropoldgico,
como em casos envolvendo corpos esqueletizados ou carbonizados
(SANCHEZ e ROBLEDO, 2008). Por fim, a confiabilidade de métodos
tradicionais de identificagdo humana, baseados em andlises de marcas
(impressdes digitais e palmares, pegadas, mordidas), vem sendo
questionada por cientistas forenses devido a descoberta de convicgdes
erréneas (SACKS e KOEHLER, 2005). Nas ultimas duas décadas,
centenas de condenados por crimes graves foram absolvidos devido a
andlise de DNA de evidéncias que ndo haviam sido testadas na época de
seus julgamentos (SCHECK et al., 2000; INNOCENCE PROJECT,
2011).

1.2) MARCADORES GENETICOS

Segundo adaptacdo de The American Heritage Dictionary
(2007), marcador genético € um gene ou segmento de DNA associado
com uma caracteristica particular (sequéncias de DNA, proteinas,
caracteristicas visiveis), usado para identificar individuos e células. O
primeiro marcador genético utilizado em identificagdo humana foi o
sistema ABO, descoberto em 1900 e primeiramente utilizado para fins
de identificacdo em 1910, ficando conhecido como heranga mendeliana
do grupo sanguineo. Esse método foi utilizado por varios anos na
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identificacdo de pessoas, especialmente em investigagdes de paternidade
(SILVER, 1989).

Em 1958, demonstrou-se a ocorréncia de um sistema de
histocompatibilidade mediado por antigenos localizados na superficie
dos leucdcitos. Esse sistema é denominado complexo HLA (do inglés
Human Leucocyte Antigen — Antigeno Leucocitario Humano) e é
codificado por um conjunto génico localizado no braco curto do
cromossomo seis. Essas proteinas leucocitarias apresentam um grande
poder de discriminagdo individual, em comparacdo com os métodos até
entdo utilizados (SHANKARKUMAR, 2004). Utilizado em conjunto
com outros marcadores proteicos, o sistema HLA fornece uma
capacidade de exclusdo de 95% dos supostos pais em investigacOes de
paternidade (WALKER et al., 1987). No entanto, tal percentagem ainda
ndo é adequada para esse e outros fins de identificacdo humana.

Somado ao poder discriminatério reduzido, as proteinas
utilizadas como marcadores genéticos frequentemente se encontram em
niveis insuficientes para tipagem na maioria dos tecidos humanos, além
de serem relativamente instaveis em amostras bioldgicas expostas ao
ambiente. A metodologia baseada no estudo destes marcadores foi entdo
substituida pela analise da estrutura do DNA, que apresenta uma maior
variacdo genética, estd presente em todas as células nucleadas e é mais
estavel em amostras forenses (BUDOWLE e VAN DAAL, 2008).

Os primeiros testes de DNA com finalidade de identificacéo
humana foram desenvolvidos pelo Dr. Jeffreys e colaboradores (1985b),
através do estudo de regides do DNA que continham sequéncias de
aproximadamente 8 a 80 nucleotideos repetidas consecutivamente, cujo
nimero de repeticdes podia diferir de pessoa para pessoa. Essas
variagcbes, ou polimorfismos, nas sequéncias de DNA ficaram
conhecidas como VNTR (do inglés Variable Number Tandem Repeats —
repeticbes consecutivas de nimero varidvel) (Figura 1). Devido ao seu
grande poder de individualizacdo, derivado de uma grande variabilidade
populacional, os VNTR passam a ser utilizados em estudos forenses,
inicialmente na Inglaterra, em uma investigagdo de vinculos familiares
em um caso de imigracdo (JEFFREYS et al., 1985a) e, logo em seguida,
uma identificagdo em um caso de estupros seguidos de morte (GILL et
al., 1985).

A técnica de RFLP (do inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism — polimorfismo de comprimento do fragmento de
restricdo), usada pelo Dr. Jeffreys em seus estudos, baseia-se na
utilizacdo de enzimas de restricdo que cortam o DNA em regides
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especificas, circundando os VNTRs. Jeffreys nomeou sua técnica de
identificagdo como “impressdes digitais” de DNA. Essa metodologia,
apesar de ter sido muito utilizada no passado, € trabalhosa e demorada,
além de ndo ser muito eficiente em amostras degradadas e em misturas
de perfis de DNA. Por estas razdes, a técnica de RFLP foi gradualmente
substituida nos laboratdrios forenses por metodologias baseadas no
estudo de novos marcadores genéticos atraves da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polimerase Chain Reaction)
(BUTLER, 2005).

MINISSATELITE | Reai
egido
Flanqueadora

—
—
——

| GAGGACCACCAGGAAG |

Unidade de Repeticio
16pb

MICROSSATELITE
Regido

Flanqueadora
-
e

—{ [ [ ] L rrJr -
/ \  Regido Repetitiva
/ .
TC.QT'
Unidade de Repetigdo
4ph

FIGURA 1: Regides minissatélites e microssatélites do DNA (KOBACHUK,
2012).

Dentre estes novos marcadores, estdo os marcadores
uniparentais do cromossomo Y e do DNA mitocondrial, os
polimorfismos de nucleotideo Unico ou SNPs (do inglés Single
Nucleotide Polymorphism), as pequenas insercoes e delecbes bialélicas
conhecidas como InDels, e um tipo de VNTR cuja unidade de repeti¢do
é curta, o chamado microssatélite ou STR (do inglés Short Tandem
Repeats — Repeti¢des Consecutivas Curtas).
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1.2.1) STRs

STRs consistem em uma Unica sequéncia de DNA (motivo),
de até seis bases de comprimento, repetida consecutivamente (em
tandem) (Figura 1). Estes marcadores estdo dispersos pelo genoma de
todos os organismos, tanto em regides codificadoras como néo-
codificadoras, sendo encontrados em uma frequéncia relativamente alta
(GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999). Segundo Lander et al.
(2001), os STRs representam 3% do genoma humano.

As taxas de mutacdo dos STRs sdo elevadas quando
comparadas as de mutacdes pontuais, que sio da ordem de 10 a 10
Em humanos, estima-se que ocorram de 10° a 107 eventos mutacionais
geradores de STRs por loco por geracdo (BRINKMAN et al., 1998;
YAN et al., 2006). Acredita-se que essas mutacdes sejam decorrentes do
“escorregamento” da DNA polimerase durante a replicagdo de DNA.
Essa falha da enzima acontece quando uma das fitas de DNA forma uma
alca, originando um pareamento irregular das regides de STRs, e
acarretando a perda ou ganho de uma ou mais unidades de repeti¢do
(CHAMBERS e MacAVOY, 2000).

Os STRs sdo classificados de acordo com o nimero de
nucleotideos que forma o motivo (dinucleotideos, trinucleotideos,
tetranucletoideos, etc). No genoma humano, os STRs penta e
hexanucleotidicos sdo os menos frequentes, portanto sua utilizacdo na
andlise forense é rara. Os sistemas de STRs mais utilizados na genética
humana forense sdo aqueles com sequéncias repetitivas de quatro
nucleotideos. A razdo estd na maior frequéncia de formacédo de stutters
em analises de microssatélites di ou tri nucleotidicos. Os stutters séo
artefatos da técnica de PCR, consistindo em produtos de amplificacdo
com uma unidade de repeticdo a mais ou a menos que o alelo original.
Estes artefatos sdo causados pelo “escorregamento” da DNA polimerase
durante a etapa de replicacdo do DNA na PCR (BUTLER, 2005).

De acordo com as recomendacdes da Sociedade Internacional
de Genética Forense (ISFG), a denominacdo dos alelos dos STRs deve
ser feita de acordo com o numero de unidades de repeticdo. Se houver
seis repetices em um loco, este é chamado de alelo 6, se em seu
cromossomo homologo houver 9 repetices para 0 mesmo loco, este é
chamado de alelo 9. Pode também haver alelos com algum tipo de
variagdo em sua sequéncia, comparada com a dos alelos comumente
observados. Esses alelos distintos sdo entdo denominados alelos
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microvariantes. E o caso dos alelos com uma unidade de repeticio
incompleta, que sdo entdo designados pelo nimero de unidades de
repeticdo completas e pelo nimero de pares de bases da unidade de
repeticdo incompleta, separados por um ponto (BUTLER, 2005). Por
exemplo, o alelo microvariante 11.3 do loco D2S441 apresenta 11
repeticdes completas mais trés pares de bases de uma repeticdo
incompleta.

Quanto a nomenclatura dos locos STR, seu padrdo segue a
seguinte ordem: O nome do marcador inicia-se pela letra “D”,
significando DNA, segue-se entdo um nlmero que representa o
cromossomo onde o marcador estd localizado, seguido pela letra “S”,
indicando que se trata de uma sequéncia de cdpia Unica e, finalmente, o
valor numérico da ordem de descoberta e caracterizagdo no referido
cromossomo (BUTTLER, 2005). Por exemplo: o loco D10S1248 indica
0 1248° polimorfismo caracterizado na fita de DNA do cromossomo 10,

1.2.2) UTILIZACAO DE STRs NA GENETICA
FORENSE

Os STRs apresentam diversas caracteristicas vantajosas para a
identificacdo forense, tais como: altos niveis de heterozigosidade,
heranga codominante (em cromossomos autossémicos e no X), ampla
distribuicdo nos genomas, neutralidade seletiva, relativa facilidade e
acuracia na genotipagem (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999).
Devido a sua deteccdo pela técnica da PCR, amostras contendo menos
de 100pg de DNA podem ser genotipadas com sucesso (KIMPTON et
al., 1994) e, tendo em vista que grande parte das amostras forenses
encontram-se em estado de degradacdo de DNA, esta é uma grande
vantagem do uso dos STRs em investigagdes criminais.

Os STRs de maior valor para a identificacdo forense séo
aqueles que apresentam alto poder de discriminacdo (maior que 90%),
frequéncia de heterozigotos maior que 70%, localizagcdo em distintos
cromossomos para evitar a ligagao entre os marcadores, menor tamanho
(90 a 500 pb) e baixa frequéncia de mutagcdes (BUCKLETON et al.,
2005; BUTLER, 2005). Os STRs que apresentam estas caracteristicas
sdo utilizados na rotina dos laboratérios de genética forense de acordo
com o tipo de material a ser analisado (SSPDC/SC, 2006):

1) Identificacdo de cadaver: Analises realizadas em amostras
cadavéricas, como musculos, visceras, 0ssos, dentes e outras fontes
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celulares, com o objetivo de determinar sua identidade em comparacéo a
amostras-referéncia de supostos familiares.

2)Analise de verossimilhanca: Exames realizados com
objetivo de determinar a origem de certa amostra bioldgica, geralmente
coletada em local de crime, relacionando-a a um suspeito ou vitima ou
ambos.

3)Investigacdo de crimes sexuais: Analises realizadas em
amostras coletadas de individuos abusados sexualmente. Visam
determinar a origem de determinada amostra bioldgica, composta por
mistura de DNA de mais de um individuo, sendo a vitima um dos
contribuintes.

4)Investigacdo de paternidade criminal: Casos onde se busca
evidenciar o vinculo genético de um filho(a) e seu suposto pai,
considerando que a maternidade ndo é questionada. Na rotina forense a
determinacdo da paternidade serve, geralmente, para comprovacdo de
crime previamente perpetrado, como estupro e abuso de menores ou de
incapazes.

A técnica de andlise de DNA envolve o0s seguintes
procedimentos: coleta e preservagdo da amostra, extracdo e
quantificacdo de DNA, amplificagdo de multiplos locos STR através da
técnica de PCR, separacao dos fragmentos amplificados por eletroforese
capilar, genotipagem, interpretracdo do perfil genético obtido e analises
estatisticas comparativas (BUTLER, 2007).

O mencionado sistema de amplificacdo simultanea de varios
locos numa Unica reacdo (PCR multiplex) facilitou muito o estudo de
STRs. Esse sistema multiplex gera analises com alto poder de
discriminacdo entre individuos, em um periodo de tempo relativamente
curto, sem consumir grande quantidades de reagentes e do préprio DNA
extraido. Para tanto, essa metodologia requer que a temperatura de
anelamento dos primers para os diversos locos seja semelhante e que 0s
tamanhos dos fragmentos amplificados sejam distintos quando forem
marcados com o mesmo fluorocromo, ou seja, ndo podem se sobrepor
(BUTLER, 2007).

Nos Ultimos anos foram criados kits comerciais que
disponibilizam reagentes proprios para a amplificagdo multiplex de um
conjunto especifico de STRs altamente polimérficos. Os marcadores
mais utilizados mundialmente sdo 13 STRs autossémicos integrados ao
sistema CODIS (Combined DNA Index System), implementado em 1997
pelo Federal Bureau of Investigation (FBI) para a criagdo de um banco
nacional de perfis genéticos (BUTLER, 2006).
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Grande parte dos laboratdrios forenses no mundo utiliza-se de
kits comerciais que permitem o estudo dos STRs indicados pelo CODIS,
simplificando assim a obtencéo e o intercambio de dados genéticos entre
laboratérios forenses e também possibilitando uma maior uniformidade
na insercdo de perfis genéticos em bancos de dados especificos de cada
pais (BUTLER, 2007).

A preferéncia na utilizacdo estes Kkits comerciais, em
detrimento da menos custosa produgdo “in house” dos reagentes, deve-
se ao fato dos kits apresentarem uma maior confiabilidade com relagédo
ao controle de qualidade, uma maior facilidade em sua execucdo e a
inclusdo, em suas composicdes, de escalas alélicas dos alelos mais
representativos em cada loco (BUTLER, 2007).

No entanto, para que esses Kits apresentem um bom
desempenho, que resulte na obtencdo de perfil alélico completo para os
STRs analisados, sdo necessarias amostras de DNA nao degradado e
praticamente livre de contaminantes ou impurezas que possam causar
inibicdo da enzima DNA polimerase utilizada na técnica de PCR
(BUTLER et al., 2003).

1.2.3) O ADVENTO DOS MINISTRS

Amostras forenses normalmente estdo sujeitas a condigdes
ambientais prejudiciais, incluindo variagGes de iluminagéo, temperatura
e umidade, contato com substancias quimicas corrosivas, ataques
enzimaticos, contaminacdo e consequente  degradacdo  por
microorganismos. Esses fatores determinam alteracdes na estrutura
original da molécula de DNA levando a degradacdo da mesma
(BENDER et al., 2004).

O processo de degradacdo do DNA resulta em perda
permanente da informacdo da sequéncia de nucleotideos. Essa perda
geralmente se da por processos de dano hidrolitico ou oxidativo. A
hidrélise ocasiona a deaminagdo das bases nitrogenadas e a depurinagdo
e depirimidinacéo, causando desestabilizacdo e quebras na molécula de
DNA. Ja a oxidacdo modifica as bases ou distorce a hélice do DNA.
Estes e outros danos degenerativos se acumulam continuamente na
molécula de DNA (O’ROURKE et al., 2000), afetando o sucesso da
genotipagem (BENDER et al., 2004; UTSUNO e MINAGUCHI, 2004).

As modificacbes e fragmentagdes no DNA, juntamente com a
falta de enzimas especificas de reparo de DNA em células post mortem,
podem resultar na producdo de artefatos na analise dos STRs, ou até
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mesmo completa perda do fragmento (BENDER et al., 2004). Ocasiona-
se, assim, a obtencdo de perfis genéticos parciais, ou mesmo sua nao-
obtencdo, dificultando sobremaneira os processos de identificacdo
humana por analise de DNA.

Uma questdo fundamental no uso do DNA como evidéncia
forense é a validacdo cientifica dos métodos de andlise. Ou seja, é
preciso ter garantias cientificas de que o0s exames podem
inequivocamente identificar inclusbes e exclusdes de identidade.
Inicialmente, a credibilidade das analises deve partir da natureza das
amostras biologicas utilizadas. A amplificacdo pela PCR pode produzir
falhas quando a qualidade da amostra de DNA estd comprometida.
Amostras degradadas, como as provenientes de exumagdes (HOLLAND
et al., 1993; IRWIN et al., 2007), de vitimas de acidentes aéreos
(OLAISEN et al., 1997; GOODWIN et al., 1999; HSU et al., 1999),
incéndios (WHITAKER et al., 1995; HERAS et al., 1999) e outros
desastres em massa (GRAHAM, 2006) passam por trés fendbmenos
consecutivos enquanto a degeneracdo ocorre: instabilidade ou
desequilibrio alélico, dropout alélico e auséncia de amplificacdo
(UTSUNO e MINAGUCHI, 2004).

Instabilidade ou desequilibrio alélico é geralmente o primeiro
sinal da progressdo de degradacdo no DNA. Quando este fendmeno
ocorre, é normalmente observado que o sinal de amplificacdo do alelo
maior é mais fraco que o do alelo menor (UTSUNO e MINAGUCHI,
2004), isso sugere uma amplificacdo preferencial dos locos menores.
Bender et al. (2004) demonstram que locos maiores de 250bp falham em
sua amplificacdo a partir de amostras de DNA degradadas. Tendo em
conta que kits STRs convencionais amplificam alguns locos de 300 a
500bp, é compreensivel a ma qualidade dos resultados obtidos a partir
de amostras degradadas.

O fendbmeno do desequilibrio alélico resulta em
eletroferogramas tipicos, com uma curva decrescente, no qual o pico em
altura é inversamente proporcional ao tamanho dos fragmentos
amplificados (Figura 2). Nesse caso, os fragmentos maiores
frequentemente apresentam sensitividade menor e caem baixo do limite
de deteccdo. Outro fendmeno frequentemente observado € o de dropout
alélico, no qual ndo ocorre a detec¢do de um dos alelos de um individuo
heterozigoto, tendo como uma de suas causas a degradacdo da amostra
de DNA. Esses fendmenos resultam em um perfil genético parcial
(ISMAIL, 2009).
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Devido a esta limitacdo dos kits STRs comerciais no estudo de
amostras degradadas, a andlise das regifes hipervaridveis do DNA
mitocondrial (mtDNA) vem preenchendo este espago. O uso do mtDNA
para genotipagem de amostras degradadas apresenta numerosas
vantagens sobre a analise do DNA nuclear: ocorre em diversas copias
por célula, aumentando assim o sucesso da amplificacdo por PCR; as
regibes utilizadas para identificacdo sdo pequenas em tamanho
(~610bp), tornando-as facilmente amplificaveis e o0 mtDNA nao sofre
recombinacdo (FORSTER et al., 2002).

W 3000 3500

50 soo 1on Alturado pico

100 15.0 2 200 250 300
Pares de bases (pb)

FIGURA 2: Curva de decaimento dos picos de amplificacdo em funcdo do
tamanho de bases, em DNA degradado (TVEDEBRINK et al., 2012 adaptado).

Porém, a analise do mtDNA tem algumas limitacdes quanto
ao seu poder de identificacdo, pois obedece uma heranca materno-
haploéide (COBLE e BUTLER, 2005), de modo que somente discrimina
linhagens maternas, nao individuos. Além disso, diferentes tipos de
mtDNA podem estar presentes em um mesmo individuo, em um
fendbmeno chamado heteroplasmia (BUDOWLE et al., 2003).

Por essa razdo, a utilizacdo de técnicas mais sensiveis em que
se estudam STRs de tamanho reduzido, os miniSTRs, tem sido
estimuladas. Os miniSTRs referem-se aos mesmos polimorfismos dos
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STRs convencionais, diferindo apenas nas técnicas de amplificacao,
desenvolvidas para originarem fragmentos de DNA menores apés a
reacdo de PCR (Figura 3). Isto ocorre devido a deslocamentos na regido
de ligagdo dos primers para o local mais proximo possivel da regido
polimorfica repetitiva, gerando assim produtos de PCR menores, com
resultados mais consistentes nos casos em que se analisam amostras de
DNA altamente degradadas (BUTLER et al., 2003). Além do seu uso
em amostras degradadas, 0os mini-STRs podem ser utilizados em testes
rotineiros de paternidade civel e criminal, nos quais marcadores
adicionais sdo requeridos para aumentar o poder de exclusdo
(GOODWIN et al., 2004), ou em complexos casos de paternidade (por
exemplo - incesto) (COBLE e BUTLER, 2005).
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FIGURA 3: Diferenca na amplificacdo de STRs convencionais e miniSTRs,
demonstrando a ligacdo mais proxima dos primers miniSTRs a sequéncia
repetitiva de interesse (STRbase, 2003).

Uma vantagem adicional destes miniSTRs é a manutencdo da
compatibilidade com bancos de dados produzidos a partir de Kits
multiplex comerciais de STRs comumente usados dentro da comunidade
forense. Sendo assim, a comparacéo entre perfis obtidos pela analise de
mini-STRs e bancos de dados de STRs comuns pode ser realizada.
Butler e colaboradores (2003) publicaram um conjunto de primers
miniSTRs CODIS que permite a redu¢do maxima no tamanho para
todos os 13 locos STR CODIS.

Como mencionado, a maior vantagem no uso de miniSTRs
CODIS é a manutencdo da compatibilidade dos bancos de dados. No

-—
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entanto, alguns locos CODIS ndo podem ser transformados em
fragmentos de amplificagdo menores. As regiGes flanqueadoras de
alguns destes marcadores contém nucleotideos polimérficos, repeticdes
parciais, alongamentos de repeticdes mononucleotidicas ou
insercBes/delecBes que podem prevenir o anelamento estavel dos
primers (BUTLER et al., 2003). Sendo assim, nem todos os primers
foram desenvolvidos para anelar apenas alguns nucleotideos da
sequéncia repetitiva.

Por estas razfes, Coble e Butler (2005) desenvolveram novos
miniSTRs, chamados Non-CODIS, que podem auxiliar na analise de
DNA degradado. Estes locos ndo tém intencéo de substituir os existentes
marcadores CODIS, mas sim complementa-los em casos onde locos
adicionais sdo necessarios para aumento da inferéncia estatistica.
Portanto, estes marcadores ndo apresentam desequilibrio de ligacdo em
relacdo aos locos estabelecidos pelo CODIS. O processo de selegdo
destes novos marcadores resultou, inicialmente, em dois conjuntos
(miniplex) de trés locos cada: o miniplex NC (Non-CODIS) 01 contendo
0s marcadores D10S1248, D14S1434 e D22S1045, e o miniplex NC02,
constituido por D1S1677, D2S441 e D4S2364. O miniplex NCO1 teve
um desempenho satisfatorio no estudo EDNAP/ENFSI sobre analise de
DNA degradado (DIXON et al., 2006) e tém sido recomendado para
inclusdo na nova geracdo de STRs multiplex na Europa (GILL et al.,
2006).

Mais tarde, em 2006, Hill e colaboradores adicionaram mais
locos aos seis existentes, somando um total de 26 marcadores miniSTRs
autossdmicos Non-CODIS. Esses marcadores sdao amplificados por PCR
em fragmentos pequenos, de 50 a 150 pares de bases (pb).

1.3) ESTATISTICA FORENSE E FREQUENCIAS
ALELICAS

A maioria das analises de DNA com cunho forense apresenta
dois objetivos: estabelecer se duas (ou mais) amostras pertencem a uma
mesma pessoa ou verificar a existéncia de vinculos genéticos entre as
amostras, na tentativa de identificar individuos através de tais vinculos,
ou mesmo averiguar o proprio vinculo, como nos casos de testes de
paternidade (SSPDC/SC, 2006; PACHECO, 2010).

No entanto, o fato de duas amostras apresentarem o mesmo
perfil para um grupo de marcadores genéticos especificos ndo significa,
obrigatoriamente, que elas apresentam a mesma origem. Ou, no caso de
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exames de paternidade, um suposto pai ndo necessariamente é o pai
biolégico de uma crianca apenas devido ao fato de os dois
compartilharem certos alelos. Neste sentido, os perfis genéticos obtidos
necessitam ser interpretados através da estatistica forense, que ird
expressar numericamente a significancia do evento em questdo, por
exemplo: qudo significante é o fato de um suspeito apresentar 0 mesmo
perfil genético de uma amostra de crime (PARADELA et al., 2007).

Em casos de verossimilhanca, ¢é feita a comparagdo de perfis
genéticos entre uma amostra de origem desconhecida (evidéncia
criminal) e uma conhecida (referéncia do suspeito). Assim, se os perfis
de DNA combinaram, ou seja, se houver uma identidade de perfis,
pode-se especular que o suspeito seja a fonte do DNA da amostra
criminal, mas ainda existe a possibilidade de que outra pessoa tenha sido
a fonte. Assim, é necessario o calculo da probabilidade de que outra
pessoa, que ndo o suspeito, escolhida aleatoriamente da populacéo,
compartilhe o perfil genético com o suspeito. Para avaliar a
probabilidade de que a amostra de crime néo pertenca ao suspeito, deve-
se calcular a frequéncia do perfil na populagdo de interesse. Essa
frequéncia é chamada de probabilidade de combinagdo aleatoria e
guanto menor for, maior sera a probabilidade de que as duas amostras
provém da mesma pessoa, Ou Seja, 0 suspeito. Essa probabilidade
reciproca da probabilidade de combinacao aleatéria é chamada de razéo
de verossimilhanga (LR — Likelihood Ratio) (BONACCORSO, 2005;
BUCKLETON, 2005).

O calculo desta razdo baseia-se na premissa de que, se a
populacdo estiver em equilibrio de Hardy-Weinberg, a proporcdo de
individuos homozigotos para um dado alelo serd o quadrado da
frequéncia deste alelo (p®) e a proporcdo de individuos heterozigotos
serd o produto das duas frequéncias multiplicado por dois (2pq).
Considerando-se a ocorréncia do Equilibrio de Ligacdo para os
marcadores analisados (ou seja, presumindo-se que ndo exista
correlagdo entre 0s genotipos em locos individuais), é possivel calcular a
frequéncia de um dado genétipo na populacdo através da regra do
produto, ou seja, a multiplicacdo das frequéncias dos gendtipos de cada
loco. Um valor de LR de 10,000 significa que é 10,000 vezes mais
provavel obter-se uma identidade de perfis se as amostras de DNA
forem provenientes da mesma pessoa do que se elas se originarem de
dois individuos diferentes aleatoriamente escolhidos da populacdo
(LINCOLN e THOMPSON, 1998; BUCKLETON et al., 2005;
PACHECO, 2010).
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Para efetuar os calculos de vinculos genéticos, seja para a
identificacdo de cadaveres através de seus familiares, seja para testes de
paternidade (ou outros parentescos), também sdo utilizados testes
estatisticos a partir dos dados de frequéncias alélicas populacionais.
Sempre que houver a inclusdo do vinculo (ou seja: sempre que os perfis
genéticos apresentem nivel adequado de semelhanga), € necessario
realizar célculos estatisticos para determinar a forca da hipdtese de
parentesco. Para a realizacdo destes calculos no caso de investigacdo de
paternidade, leva-se em conta que, em uma populacdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg, a probabilidade de um homem qualquer transmitir um
alelo especifico para uma crianga é igual a frequéncia deste alelo na
populacdo (LINCOLN e THOMPSON, 1998; BONACCORSO, 2005;
BUCKLETON et al., 2005).

Estes calculos contam ainda com certo grau de subjetividade,
pois se utilizam de uma probabilidade a priori (que por si sO
desconsidera os dados obtidos a partir das evidéncias genéticas),
fornecendo resultados na forma de uma probabilidade a posteriori. Nos
casos de vinculos genéticos séo calculados indices de paternidade (IP),
indice de paternidade cumulativo (IPC) e a probabilidade de paternidade
(PP) ou outros parentescos (BUCKLETON et al., 2005; PACHECO,
2010).

A LR também pode ser utilizada em casos em que se observa
a presenca de misturas de perfis genéticos (por exemplo: mistura de
material vaginal de uma vitima de estupro e material seminal do
criminoso). Este tipo de avaliacdo de perfis genéticos é mais complexo,
pois precisa estimar a propor¢do de contribui¢do individual para a
mistura (WEIR et al., 1997; BUCKLETON et al., 2005).

Percebe-se que todas as andlises estatisticas forenses
demonstradas necessitam das frequéncias alélicas dos marcadores
genéticos na populacdo analisada. Assim, realizam-se estudos
populacionais que disponibilizem essas frequéncias na forma de bancos
de dados de frequéncias alélicas, que poderdo ser prontamente utilizados
no momento da realizagdo dos calculos (LINCOLN e THOMPSON,
1998; BONACCORSO, 2005).
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OBJETIVOS
2.1) OBJETIVO GERAL

Caracterizar a variabilidade genética da populacdo do Estado
de Santa Catarina através da analise de trés locos autossémicos
miniSTRs (D10S1248, D14S1434 e D22S1045), conhecidos como
sistema NCO01 (Non-Codis 01). Avaliar estruturacdo da populacéo
catarinense quanto aos locos analisados, de modo que 0s mesmos
possam ser eficientemente utilizados no Estado como marcadores em
Genética Forense.

2.2)  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.5.1) Determinar as frequéncias alélicas dos miniSTRs
D10S1248, D14S1434 e D22S1045, em amostras provenientes das
mesorregides catarinenses Capital, Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul, e
no Estado de Santa Catarina como um todo.

1.5.2) Comparar as frequéncias entre as mesorregibes, de
modo a verificar o grau de estratificacdo populacional com base nestes
marcadores.

1.5.3) Estabelecer comparagBes entre as frequéncias dos
miniSTRs na populagdo de Santa Catarina e as frequéncias de demais
popupag¢des mundiais.

1.5.4) Verificar a eficacia de discriminacdo individual
proporcionada por estes marcadores, segundo parametros estatisticos de
interesse forense.
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MATERIAL E METODOS
3.1) AMOSTRA ESTUDADA

A amostra populacional utilizada neste estudo é composta de
181 individuos, doadores do Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Santa Catarina (HEMOSC), que consentiram voluntariamente em
participar da pesquisa. Esses voluntarios ndo apresentam parentesco
entre si e sdo nativos e moradores das seis mesorregides de Santa
Catarina, classificadas conforme IBGE (1990): Grande Floriandpolis
(CSC), Norte Catarinense (NSC), Oeste Catarinense (OSC), Serrana
(PSC), Sul Catarinense (SSC), Vale do Itajai (VSC) (Figura 4).

FIGURA 4: Localizagdo geografica do Estado de Santa Catarina, Brasil.
Destaque: em sentido horéario a partir da Capital de Santa Catarina (CSC),
seguem as mesorregides SSC - Sul de Santa Catarina, PSC - Planalto de Santa
Catarina, OSC - Oeste de Santa Catarina, NSC - Norte de Santa Catarina e VSC
- Vale de Santa Catarina.

A amostra foi dividida entre material biolégico, obtido através
de coleta de sangue periférico, e dados epidemioldgicos, obtidos através
do preenchimento de um formulario (ANEXO 1) de dados pessoais. As
coletas ocorreram somente apds assinatura, por cada voluntario, de
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — ANEXO 2).
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3.2) COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletados dados epidemioldgicos e amostras de sangue
de 31 individuos da mesorregido Serrana, representada pelo posto de
coleta do HEMOSC unidade de Lages (LGS), e 30 individuos de cada
uma das demais regifes de Santa Catarina, representadas pelos postos de
coleta unidade de Chapec6 (CHA) e Joacaba (JBA) para a regido Oeste,
unidade de Joinville (JNV) para o Norte, unidade de Blumenau (BLU)
para o Vale do Itajai, unidade de Floriandpolis para a regido da Grande
Floriandpolis, unidade de Criciima (CRI) para o Sul catarinense. O
numero total de amostras utilizadas no presente estudo foi de 181.

As coletas foram realizadas pelos funcionarios de cada
unidade do HEMOSC citada, com a retirada de 10ml de sangue
periférico dos doadores. Ap6s a coleta do sangue em tubos estéreis
contendo EDTA, estes foram devidamente identificados e transportados
para 0 Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) do
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foram rotulados e
mantidos a 4°C até o momento da separacdo do material biolégico. A
amostra biol6gica populacional utilizada neste trabalho foi entdo
integrada ao Banco de DNA do LAPOGE onde permanecera sob
responsabilidade da Dra. lliada Rainha de Souza, coordenadora do
laboratorio.

O preenchimento dos formularios de dados epidemiolégicos
deu-se no momento da coleta de sangue. As informacdes obtidas foram
compiladas de forma a manter o anonimato e aos voluntéarios foi
comunicado que os resultados da pesquisa sdo restringidos ao escopo
populacional, ndo tratando-se de caracteristicas patoldgicas. Os
resultados obtidos ndo foram divulgados diretamente ao doador, porém
se algum participante desejar informar-se tem o direito de solicitar os
resultados, como previsto no projeto.

Este trabalho faz parte de um projeto maior, em vigéncia,
intitulado “Estrutura genética e origem da populacgéo do Estado de Santa
Catarina”, submetido e aprovado pelo: Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina,
sob o parecer n° 1077/11. Os dados de submissdo do projeto ao CEP sdo
apresentados no ANEXO 3.
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33) EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas para a
separacdo dos componentes sanguineos, e a camada de leucdcitos foi
retirada. Esses leucocitos foram utilizados para a extracdo de DNA
gendmico.

Reagentes e Solugdes

1) Solugdo de Lise I (Tris-HCI 0,01M; Sacarose 0,32M; MgCl,
0,0025M; Triton X 100 — 1%)

2) Solugdo de Lise Il (Tris-HCI 0,01M; KCI 0,05M; MgCl,
0,0025M; IGEPAL — 1%; TWEEN 20 — 1%)

3) SDS (10%)

4) Solucdo de Perclorato de Sodio (5,0M)

5) Solugdo Saturada de NaCl (6,0M)

6) TE (Tris-HCI 1M; EDTA 0,5M)

Procedimento

A extracdo de DNA foi realizada através de um método de
Salting Out modificado, baseado em Miller et al. (1988). Para cada
amostra, foram colocados 100uL da camada de leucécitos em
microtubos de polipropileno de 1,5mL (tipo eppendorf), utilizando-se
uma micropipeta e ponteiras estéreis. Em seguida, adicionou-se 1,0mL
Solucdo de Lise | em cada um desses microtubos. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 13400G durante 4 min. O
sobrenadante foi descartado e, este procedimento foi repetido (de 3 a 4
vezes) até que os glébulos vermelhos fossem removidos e o precipitado
apresentasse cor branca, indicando, somente, a presenca dos globulos
brancos. Posteriormente, foi acrescentado ao precipitado de leucdcitos
300uL de Solucéo de Lise Il, 10uL de SDS 10% e 75uL de Perclorato
de Sadio 5M. As amostras foram agitadas em um agitador de tubos, do
tipo vortex, e a cada tubo foi acrescentado 130uL de NaCl 6M e, a
sequir, as amostras foram centrifugadas a 13400G por 5 min. Novos
microtubos de 1,5mL foram identificados e, para esses, foram
transferidos o0s sobrenadantes resultantes da centrifugacdo. Ao
sobrenadante foram adicionados 300uL de Alcool Isopropilico e as
amostras foram, novamente, centrifugadas a 13400G por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi acrescentado 300uL de
Etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 13400G por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco, a temperatura
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ambiente, de um dia para outro. Quando 0s precipitados ja estavam
secos, foi adicionado a cada tubo 100 pL de TE. As amostras foram
colocadas no banho-maria a 56°C, por 30 min e, posteriormente,
armazenadas a -20°C.

Aliquotas das amostras extraidas foram submetidas a
guantificacdo pela leitura da densidade Optica do DNA, através do
espectrofotdbmetro da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 3000, e
foram feitas solugdes de uso na concentracdo de 10 ng/pul.

3.4) AMPLIFICACAO DO DNA

Aliquotas das amostras de DNA extraidas e quantificadas
foram submetidas ao processo de amplificacdo através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988). Utilizando sequéncias
de primers (oligonucleotideos iniciadores que se anelam poucos
nucleotideos de distdncia da sequéncia repetitiva de interesse) e
condi¢des de termociclagem segundo Coble e Butler (2005), foram
amplificados simultaneamente um conjunto de trés miniSTRS
autossémicos, correspondente ao sistema triplex NCO01: D10S1248,
D14S1434 e D22S1045 (Tabela 1, Figura 5). Os primers utilizados, e
respectivas marcacgdes com fluorocromos, estdo descritos na Tabela 2.

TABELA 1: Informagdes dos trés miniSTRs estudados (COBLE e BUTLER,
2005 adaptado).

Loco Localizacdo Sequéncia | Amplitude do | Amplitude do

Cromossémica Motivo tamanho do tamanho do

amplicon amplicon

STR comum MiniSTRs

(pb) (pb)
D10S1248 10926.3 (GGAA)n 231-271 83-123
D145S1434 14932.13 (GATA)n 222-250 70-98
(GACA)Nn

D22S1045 22q12.3 (TAA)N 132-165 76-109
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FIGURA 5: Localizacdo dos marcadores D10S1248, D14S1434 e D22S1045
em representacdo esquemdtica nos cromossomos humanos 10, 14 e 22,
respectivamente (PACHECO, 2010 adaptado).

TABELA 2: Primers miniSTRs utilizados neste estudo (COBLE e BUTLER,

2005 adaptado).
LOCO Sequéncia do Primer (5°-3”)

D10S1248 | for [FAM]-TTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG
rev GCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT

D14S1434 | for [VIC]-TGTAATAACTCTACGACTGTCTGTCTG
rev GAATAGGAGGTGGATGGATGG

D22S1045 | for [NED]-ATTTTCCCCGATGATAGTAGTCT
rev GCGAATGTATGATTGGCAATATTTTT
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Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reagentes e Soluges

1) Agua.

2) 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN).

3) Mix Triplex de Primers NCO1: 13uL de Primers Reverse e
Forward D10S1248 5uM, 13pL de Primers Reverse e Forward
D14S1434 5uM, 8uL de Primers Reverse e Forward
D22S1045 5uM.

4) Taq DNA polymerase Gold (5U/ uL, Applied Biosystems).

Procedimento

O processo de amplificacdo foi realizado em reacdes de PCR
com volume total de 10uL, contendo 5uL de 2x QIAGEN Multiplex
PCR Master Mix, 2uL de Mix Triplex de Primers NCO1, 0,2uL de Taq
DNA polymerase Gold e 1uL de DNA (em torno de 1-2ng). Essas
amostras foram colocadas no termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems).e submetidas a uma desnaturacao inicial a
95°C por 10 min e, em seguida, a 30 ciclos de: 94°C por 1 min, 55°C
por 1 min e 72°C por 1 min; e um passo de extensdo final a 60°C por 45
min.

Na PCR se utilizou um controle negativo, que apresentava
todos os reagentes, exceto 0 DNA gendmico, tendo por objetivo detectar
possiveis contaminacdes por DNA exodgeno. Utilizou-se também um
controle positivo de DNA de linhagem celular humana feminina AmpF¢
STR® Control DNA 9947A (Applied Biosystems) na concentracdo de
Ing/uL.

35)  ANALISE DOS FRAGMENTOS

Reagentes e Solugdes
1) Hi-Di Formamida (Applied Biosystems).
2) GeneScan ™ — L1Z 500™ Size Standard (Applied Biosystems).

Procedimento

Apds amplificagdo, 1uL de produto de PCR foi adicionado a
8,7uL de Hi-Di Formamida e 0,3uL de padrio interno GeneScan ™ —
L1Z 500™ Size Standard. Os fragmentos amplificados foram ento
separados em eletroforese capilar durante 15 min para cada 4 amostras
(4 capilares) em uma corrente de 15kV (120-160mA) a 60°C e
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simultaneamente detectados por fluorescéncia laser-induzida no
analisador genético ABI 3130 (ABIPRISM - Applied Biosystems),
utilizando o software Run 3130 Data Collection v. 3.0 (Applied
Biosystems).

Foi entdo utilizado o programa GeneMapper ID v. 3.2
(Applied Biosystems) que determina o tamanho dos picos em pares de
base (Figura 6), através da comparagdo com um padrdo de tamanho
(GeneScan TM — LIZ 500TM Size Standard). A atribuicdo alélica foi
feita manualmente, recorrendo inicialmente a um “ladder teoérico”
construido como a seguir se descreve: Foram amplificadas e analisadas,
seguindo os procedimentos anteriormente descritos, diversas réplicas de
DNA padrdo AmpF¢ STR® Control DNA 9947A (Applied Biosystems),
cujo perfil genético era conhecido, pois havia sido descrito por Hill et
al., 2007. Calculou-se a média dos tamanhos dos fragmentos obtidos
para cada marcador (em pares de bases — pb) e fez-se corresponder esse
tamanho ao respectivo alelo do DNA padrdo. Em seguida, adicionaram-
se e subtrairam-se sucessivamente 4pb ao valor médio dos resultados de
D10S1248 e D14S1434 — uma vez que esses locos apresentam unidades
de repeticdo tetranucleotidicas — e 3pb ao valor médio de D22S51045 —
pois a regido repetitiva deste marcador é trinucleotidica — para se
obterem o0s valores relativos aos alelos superiores e inferiores,
respectivamente.

Uma vez completa a analise, o programa GeneMapper
apresenta os resultados incluindo os valores de qualidade, e armazena o0s
resultados no seu banco de dados.

[DIDS1Z48 ]
0 a0 100 110 120 130 140 Pares de baSGS

FIGURA 6: Eletroferograma do marcador D10S1248, demonstrando 0s picos
de amplificacdo de fragmentos de tamanho aproximado de 99 e 103 pb,
representando respectivamente os alelos 13 e 14.
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3.6) ANALISES ESTATISTICAS

Para os trés miniSTRs estudados, com o auxilio do programa
ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010), foram determinadas as
frequéncias alélicas, avaliada a aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg e determinada a Heterozigose esperada e observada. Os
valores de Fst e as estimativas de varidncia molecular (AMOVA)
também foram obtidos com o0 mesmo programa. Parametros estatisticos
de interesse forense, como Poder de Discriminacdo (PD), Probabilidade
de Correspondéncia (PC), Conteldo de Informacdo do Polimorfismo
(PIC), Poder de Exclusdo (PE) e indice de Paternidade Tipico (IPT),
foram calculados com o programa POWERSTATS 12 — Promega
(TEREBA, 1999). Os resultados obtidos por essas andlises foram
comparados com os obtidos em outras populacfes disponiveis na
literatura. Os artigos utilizados para comparacdo estdo discriminados na
Tabela 3.

3.6.1) DETERMINACAO DE FREQUENCIAS
ALELICAS E GENOTIPICAS

Os locos autossémicos do tipo miniSTRs apresentam alelos
codominantes, o que permite inferir 0s genotipos a partir dos respectivos
fenotipos. As frequéncias alélicas (x;) e genotipicas (X;) de cada loco
foram estimadas por contagem direta, segundo as equacdes:

X; =—2nii +Znij X = &
2n

onde:

X; é a frequéncia do alelo “1”

Xii € a frequéncia do genotipo “ii”

ni € n; correspondem ao numero de homozigotos e
heterozigotos observados para o alelo i, respectivamente;

n corresponde ao nimero de individuos analisados.
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TABELA 3: Lista de artigos utilizados para comparagdo, com seus respectivos
autores, regido e nimero de amostras (n).

Regiao

Autor

Mulatos do Brasil —
Rio de Janeiro

ARANDA et al., 2011(n=102)

Parana

MALAGHINI et al., 2009 (n=155)

Rio Grande do Sul

RAIMANN et al., 2012 (n=630)

Sudeste do Brasil

DOS SANTOS et al., 2011(n=500)

Alemanha HERZOG et al., 2007 (n=133); SEIDER et al., 2010 (n=404)
CORTELLINI et al., 2010 (n=210); MASSETTI et al., 2009
Italia (n=200); TURRINA et al., 2007 (n=198); PREVIDERE et al.,
2012 (n=960)
Pol6nia PARYS-PROSZEK et al., 2010 (n=154)
Hungria MOLNAR et al., 2010 (n=254)

Estados Unidos

COBLE e BUTLER., 2005 (n=474)

Argentina VULLO et al., 2010 (n=506)
Japdo ASAMURA et al., 2005 (n=142)
Coréia CHUNG et al., 2007 (n=300)

Portugal LAGOA et al., 2008 (n=228)

Singapura YONG et al., 2007 (n=545)

Africa do Sul ISMAIL, 2009 (n=268)

3.6.2) ADERENCIA AO EQUILIBRIO DE HARDY-

WEINBERG

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias
genotipicas esperadas no equilibrio podem ser estimadas a partir da
expansdo do seguinte bindmio:

(xi +xj)2 =x* +2XX; +xj2

Onde:

xi’ é a frequéncia esperada dos homozigotos do alelo i;
2 x;X; é a frequéncia esperada do heterozigoto ij;
2x,-2 é a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.
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A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as
proporcdes tedricas de Hardy-Weinberg foi verificada através do teste
exato de probabilidade (GUO e THOMPSON, 1992).

3.6.3) HETEROZIGOSE OBSERVADA

Heterozigose observada trata-se da proporcdo de individuos
heterozigotos na populagdo em estudo. Uma alta heterozigose significa
gue existe uma maior diversidade alélica e, consequentemente, uma
menor probabilidade de combinagdo aleatoria (BUTLER, 2005).

Esse indice é dado por:

h = ndmero de individuos heterozigotos/ nimero de
individuos analisados

3.6.4) HETEROZIGOSE ESPERADA ou
DIVERSIDADE GENICA

Heterozigose esperada ou diversidade génica é a
probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente na populagdo
sejam diferentes (BUTLER, 2005). E estimada segundo Nei (1987),
através da seguinte formula de determinacdo da heterozigose esperada
(H) e seu desvio padrao (DP):

H =n”_1(1—ipf]

i=1

or= {2 k-2 o -0 2o - (£

Onde:

p; € a frequéncia do haplétipo i;

n é o nimero de cromossomos na amostra;
k é o nimero de hapl6tipos.

N
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3.6.5) ESTATISTICA Fs; DE WRIGHT

A estatistica F de Wright inclui o Fst, um indice de fixacdo
que avalia a reducdo da heterozigose resultante da subdivisdo
populacional, comparando os niveis menos inclusivos com 0s mais
inclusivos da hierarquia populacional. E utilizada para examinar o nivel
total de divergéncia genética entre subpopulacdes (HARTL e CLARK,
2010). Wright (1978) sugeriu as seguintes orientagdes qualitativas para
a interpretacdo de Fst:

- Amplitude de 0 a 0,05: pequena diferenciacdo genética.

- Amplitude de 0,05 a 0,15: moderada diferenciacdo genética.

- Amplitude de 0,15 a 0,25: grande diferenciacdo genética.

36.6) ANALISE DE VARIANCIA MOLECULAR
(AMOVA)

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) é um método
que estima diferenciacdo populacional diretamente a partir dos dados
moleculares e testa hipoteses sobre essa diferenciacdo. A AMOVA
permite analises hierarquicas de trés componentes da variancia genética,
ou seja, aquelas devidas as diferencas genéticas dentro das populacdes,
entre populagdes dentro dos grupos e entre grupos.

3.6.77 CONTEUDO DE INFORMACAO DO
POLIMORFISMO (PIC)

Contedo de Informacdo do Polimorfismo (PIC) é a
probabilidade de que um descendente de um individuo paternal
apresentando um alelo raro em um loco podera permitir a deducgéo do
genotipo paternal naquele loco. Quando o valor é superior a 0,5 significa
gue o marcador é bastante informativo. Se os valores encontrarem-se
entre 0,25 e 0,5, 0 marcador é considerado razoavelmente informativo e
valores menores que 0,25 correspondem a marcadores poucos
informativos (BOTSTEIN et al., 1980). Esse indice é dado por:



27

VAZ,B.V., 2012 Material e Métodos
n n n
PIC=1-) pi*—| > pi* [+D pi’
i=1 i=1 i=1
Onde:

pi € a frequéncia de cada alelo;
n é o nimero de alelos.

3.6.8) PROBABILIDADE DE COINCIDENCIA (PC)

A Probabilidade de Coincidéncia (PC) indica qudo comum ou
rara é a probabilidade de uma combinacdo aleatéria em um perfil
genotipico. E obtida através da frequéncia genotipica de um loco ou
através do produto das frequéncias de todos os locos genotipados
(BUTLER, 2005). E uma estimativa do numero de individuos que
devem ser estudados para que se encontre 0 mesmo padréo de DNA, em
individuos selecionados ao acaso (MORET]I, 2009). Esse indice é dado
por:

Onde:
Py é a frequéncia de cada genétipo;
n € o nimero de genotipos.

3.6.9) PODER DE EXCLUSAO (PE)

Poder de Exclusdo (PE) é a probabilidade, em média, de um
individuo selecionado aleatoriamente ser excluido da paternidade em
um caso tipico de um par méae-crianca (CHAKRABORTY e STIVERS,
1996). Quando vérios marcadores sdo analisados, a probabilidade de um
individuo falsamente acusado ser excluido é maior, sendo este indice
denominado Poder de Exclusdo Acumulado. PE é dado por:

PE = h?(L—2hH?)
Onde:

h é a heterozigose para o loco;
H é a homozigose para o loco.
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3.6.10) PODER DE DISCRIMINAGAO (PD)

Poder de Discriminacdo € a probabilidade de que dois
individuos de uma mesma populagdo, amostrados aleatoriamente,
tenham genétipos diferentes. Indica a capacidade do loco para fazer a
discriminagdo entre individuos (FISHER, 1951). Esse indice é dado por:

PD=1-PC
Onde:
PC ¢ a probabilidade de coincidéncia para um loco.

3.6.11) INDICE DE PATERNIDADE TIPICO (IPT)

O Indice de Paternidade Tipico indica quantas vezes é mais
provavel que o individuo testado seja o pai bioldgico, ao invés de um
individuo selecionado ao acaso (HUSTON, 1998). Esse indice é dado
por:

IPT:H+h

onde:
h=heterozigose para o loco;
H=homozigose para o loco.



29
VAZ,B.V., 2012 Resultados e Discussao

RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1)  ANALISE DA DISTRIBUICAO ALELICA

Todos os resultados obtidos nesse trabalho encontram-se no
Apéndice 1. Os valores das frequéncias alélicas obtidos no Estado de
Santa Catarina, bem como em suas mesorregides, para 0s loco
D10S1248, D14S1434 e D22S1045 encontram-se discriminados nas
Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente. As Figuras 7, 8 e 9 ilustram a
distribuicdo das frequéncias alélicas para os marcadores D10S1248,
D14S1434 e D22S1045, respectivamente.

O levantamento da distribuicdo alélica revelou que, para a
populacdo de Santa Catarina como um todo, o loco com menor nimero
de alelos foi o D10S1248, com oito alelos. Os locos D14S1434 e
D22S1045 apresentaram, respectivamente, dez e nove alelos. Somam-
se, entdo, 27 alelos para esse miniplex de trés miniSTRs.

Em relagdo aos alelos reportados por Raimann et al. (2012)
para a populagdo do Rio Grande do Sul em seu estudo com 438
individuos, alguns alelos ndo foram encontrados em Santa Catarina:
D10S1248*10, D10S1248*18, D14S1434*9 e D14S1434*18. Porém,
outros foram relatados para Santa Catarina e ndo para o Rio Grande do
Sul: D10S1248*9, D14S1434*19 e D14S1434*20, J& o estudo de
Malaghini et al. (2009) com 155 individuos do Parand demonstrou a
auséncia de diversos alelos quando comparados aos resultados da
populagdo de Santa Catarina: D10S1248*9, D10S1248*11,
D14S1434*16, D14S1434*17, D14S1434*19 e D14S1434*20, Apenas o
loco D22S1045 teve todos os alelos compartilhados entre as trés
populacdes, demonstrando que, apesar da proximidade geografica e
similaridade na contribuicdo ancestral para a formacdo das trés
populacdes (ALVES-SILVA et al., 2000; MAAR et al., 2011), ainda ha
a necessidade de bancos de dados estaduais nas interpretacdes de
andlises de DNA.
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4.1.1) ANALISE DA DISTRIBUICAO ALELICA
DO LOCO D10S1248

Para o loco D10S1248, a populacdo de Santa Catarina como
um todo apresentou os alelos *11 e *14 como 0S menos e mais
frequentes, respectivamente. As frequéncias alélicas totais variaram de
0,003 a 0,312. As mesorregides Oeste, Planalto, Vale e Norte também
apresentaram uma maior frequéncia do alelo *14. No entanto, as regifes
Capital e Sul apresentaram o alelo *13 como o mais frequente, sendo a
frequéncia deste alelo na regido Sul, de valor 0,467, a maior entre todas
as mesorregibes catarinenses, para todos os alelos dos trés marcadores
estudados. A Capital apresentou frequéncias distribuidas entre os alelos
do loco D10S1248, com os alelos *13, *14, *15 e *16 apresentando
frequéncias similares. O alelo *11 foi apresentado apenas pela Capital,
com frequéncia de 0,017. A regido Oeste foi a que apresentou menor
diversidade alélica, ndo apresentando os alelos 9, 11 e 17. Tais
diferencas entre as mesorregides podem ser ocasionadas por uma
variacdo na distribuicdo alélica regionalmente, mas é preciso levar em
consideragdo o pequeno tamanho amostral de apenas 30 a 31 individuos
para casa mesorregido.

TABELA 4: Frequéncias alélicas do loco D10S1248 na amostra populacional
total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas mesorregides (Capital,
Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul). Os valores maiores estdo destacados em
negrito.

D10S1248

Alelo SC Capital Oeste  Planalto Vale Norte Sul

Total (CsC) (0sC) (PSC) (VSC) (NSC) (SSC)

(n=181) (n=30) (n=30) (n=31) (n=30) (n=30) (n=30)
9 0,005 0,000 0,000 0,000 0,017 0,016 0,000
11 0,003 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12 0,036 0,050 0,033 0,017 0,067 0,017 0,033
13 0,290 0,283 0,267 0,274 0,233 0,217 0,467
14 0,312 0,250 0,300 0,306 0,400 0,400 0,217
15 0,177 0,200 0,267 0,210 0,150 0,150 0,083
16 0,141 0,133 0,133 0,161 0,083 0,167 0,167
17 0,036 0,067 0,000 0,032 0,050 0,033 0,033
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FIGURA 7: Distribuicdo das frequéncias alélicas do loco D10S1248 na
amostra populacional total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas
mesorregides (Capital, Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul).

Comparando com outros estudos populacionais brasileiros
(Apéndice 2), percebe-se que o alelo *14 também foi o mais frequente
no Parana — BR (0,332) (MALAGHINI et al., 2009), no Rio Grande do
Sul (0,341) (RAIMANN et al., 2012) e no estudo envolvendo Mulatos
do Rio de Janeiro (0,256) (ARANDA et al., 2011). J& no estudo de dos
Santos e colaboradores (2011), com uma amostra da populagdo da
regido Sudeste do Brasil, o alelo mais frequente foi o *13 (0,276).
Apesar das frequéncias dos estudos catarinenses, paranaenses e gatichos
se aproximaram mais umas das outras, 0 que pode ser justificado por
uma maior similaridade genética, observa-se também que a populacéo
mulata do Rio de Janeiro apresentou um padrdo de distribuicdo alélica
muito semelhante & de Santa Catarina, com os alelos *14, *13, *15 e
*16 apresentando as maiores frequéncias, respectivamente. Esse
resultado é esperado por dois motivos:

1) A composicdo étnica da populacdo de Santa Catarina é
considera tri-hibrida (europeus, amerindios e africanos) (MOSIMANN,
2010), justificando a semelhanca com os Mulatos do Rio de Janeiro.
Ademais, esse estudo de Aranda et al. (2011) relatou, para o0s
marcadores miniSTRs NC01, uma maior similaridade genética entre os
Mulatos do Rio de Janeiro e populagdes europeias como as portuguesas
e italianas, que historicamente contribuiram em grande percentagem
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para a colonizagdo de Santa Catarina e o restante da regido Sul do Brasil
(DORNELLES et al., 1999; ALVES-SILVA et al., 2000; MAAR et al.,
2011).

2) Outras populagdes mundiais (Apéndice 2), de diferentes
ancestralidades, também apresentam o alelo D10S1248*14 como sendo
0 mais frequente (Apéndice 2): norte da Alemanha (0,327) (HERZOG et
al., 2007), sul da Alemanha (0,356) (SEIDER et al., 2010), Portugal
(0,314) (LAGOA et al.,, 2008), (Argentina (0,329) (VULLO et al.,
2010), norte, centro e sul da Italia (0,328) (PREVIDERE et al., 2012),
regido italiana da Umbria (0,270) (MASSETTI et al., 2009), norte da
Italia (0,3334) (CORTELLINI et al., 2010) Japdo (0,296) (ASAMURA
et al., 2005), caucasianos dos Estados Unidos (0,344) (COBLE e
BUTLER, 2005), Chineses (0,359) e Malaios de Singapura (0,310)
(YONG et al., 2007), Hungria (0,295) (MOLNAR et al., 2010),
descendentes de germanicos da Africa do Sul (0,375), mesticos da
Africa do Sul (0,309), descendentes de africanos na Africa do Sul
(0,402) (ISMAIL, 2009), Polbnia (0,380) (PARYS-PROSZEK et al.,
2010).

Apesar da generalizada prevaléncia do alelo *14 entre as
populacdes de diferentes ancestralidades, percebe-se que a frequéncia do
alelo D10S1248*14 entre as regides do Sul do Brasil (Parand, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina) e as regides européias (Alemanha,
Italia, Portugal e Polénia) e de descendentes europeus (Argentina,
descendentes de germanicos da Africa do Sul e caucasianos dos Estados
Unidos) mostra-se bastante aproximada, o que poderia indicar
similaridade genética devido a ancestralidade comum. A majoritéria
contribuicdo genética de origem européia na formacdo da populacdo de
Santa Catarina foi relatada por estudos de DNA mitocondrial
(PALENCIA et al., 2010), marcadores do cromossomo Y (MUNIZ,
2003; MUNIZ, 2008; CAINE et al., 2010), locos autossdémicos
(MUNIZ, 2003), InDels (PENA et al., 2011), AIMs (MUNIZ, 2008) e
outros marcadores genéticos (SOUZA, 2001).

4.1.2) ANALISE DA DISTRIBUICAO ALELICA
DO LOCO D14S1434

Analisando o loco D14S1434, os alelos *20 e *17 foram os
menos frequentes e o alelo *14 o mais frequente na populacéo total de
Santa Catarina e as frequéncias alélicas totais variaram de 0,005 a 0,345.
As mesorregifes Capital, Oeste, Planalto e Sul também apresentaram
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uma maior frequéncia do alelo *14, sendo a frequéncia deste alelo no
Planalto, de valor 0,452, foi a maior para o loco D14S143. As regides
Vale e Norte apresentaram o alelo *13 como o mais frequente. Em todas
as mesorregides, os alelos *13 e *14 foram os mais frequentes, somando
mais da metade da frequéncia total para o loco.

TABELA 5: Frequéncias alélicas do loco D14S1434 na amostra populacional
total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas mesorregides (Capital,
Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul). Os valores maiores estdo destacados em

negrito.
D1451434

Alelo SC Capital Oeste Planalto  Vale Norte Sul
Total (CsC) (OsC) (PsC) (VSC) (NSC) (SSC)
(n=181) (n=30) (n=30) (n=31) (n=30) (n=30) (n=30)
10 0,186 0,182 0,217 0,129 0,200 0,184 0,200
11 0,055 0,100 0,067 0,033 0,016 0,050 0,067
12 0,028 0,017 0,050 0,016 0,033 0,000 0,050
13 0,329 0,317 0,283 0,306 0,417 0,383 0,267
14 0,345 0,350 0,300 0,452 0,300 0,317 0,350
15 0,025 0,017 0,033 0,016 0,017 0,033 0,033
16 0,014 0,017 0,000 0,016 0,017 0,033 0,000
17 0,005 0,000 0,017 0,016 0,000 0,000 0,000
19 0,008 0,000 0,033 0,016 0,000 0,000 0,000
20 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033
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FIGURA 8: Distribuic8o das frequéncias alélicas do loco D10S1248 na amostra
populacional total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas
mesorregides (Capital, Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul).

Comparando com outros estudos populacionais brasileiros
(Apéndice 2), percebe-se que o alelo *14 também foi o mais frequente
no Parana — BR (0,355) (MALAGHINI et al., 2009), na regido Sudeste
do Brasil (0,388) (dos SANTOS et al., 2011) e na populacdo Mulata do
Rio de Janeiro (0,422) (ARANDA et al., 2011). Ja o estudo do Rio
Grande do Sul apresentou como mais frequente o alelo *13 (0,366)
(RAIMANN et al., 2012). No entanto, o padrdo de distribuicdo das
frequéncias alélicas foi muito parecido em todas as populagdes, com
predominéancia dos alelos *13 e *14.

O alelo D14S143*14 também foi 0 mais frequente em estudos
na Coreia (0,377) (CHUNG et al., 2007), na Argentina (0,409) (VULLO
et al., 2010), em Portugal (0,364) (LAGOA et al., 2008), nas regides
italianas da Umbria (0,383) e da Sardenha (0,458) (MASSETTI et al.,
2009), descendentes de germanicos da Africa do Sul (0,375), mesticos
da Africa do Sul (0,309), descendentes de africanos na Africa do Sul
(0,402) (ISMAIL, 2009). Na Alemanha, assim como no Rio Grande do
Sul, o alelo mais frequente foi o *13 (0,398) (HERZOG et al., 2007)
(Apéndice 2).

O loco D14S143 mostrou-se menos uniforme em sua
distribuicdo alélica, havendo prevaléncia dos alelos *13 e *14 nas
populacdes brasileiras e europeias, e uma predominancia dos alelos *17
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e *18 nas seguintes populagdes: Caucasianos (0,3971), Afro-
descendentes (0,362) e Hispanicos dos Estados Unidos (0,3857)
(COBLE e BUTLER, 2005), Chineses (0,284), Malaios (0,286) e
Indianos de Singapura (0,270) (YONG et al., 2007), Japdo (0,366)
(ASAMURA et al., 2005) (Apéndice 2).

4.1.3) ANALISE DA DISTRIBUICAO ALELICA
DO LOCO D22S1045

Na populacdo total de Santa Catarina, a maior frequéncia
alélica observada foi a do alelo D2251045*16, com o valor de 0,392. As
frequéncias totais para este marcador variaram de 0,003 a 0,392, sendo
os alelos *16 e *15 os mais frequentes em todas as mesorregies. A
soma das frequéncias destes dois alelos, juntamente com a do alelo *11,
resultou em aproximadamente 90% da frequéncia total do loco
D22S1045. As mesorregides Capital, Planalto, Norte e Sul também
apresentaram uma maior frequéncia do alelo *16, havendo, para a regiao
Sul, a mesma frequéncia para este alelo e o alelo *15 (0,417). As regides
Vale e Oeste apresentaram o alelo *15 como o mais frequente.

Comparando com outros estudos populacionais brasileiros
(Apéndice 2), percebe-se que o alelo *16 foi o mais frequente apenas na
regido Sudeste (0,351) (dos SANTOS et al., 2011). No Parana
(MALAGHINI et al., 2009) e no Rio Grande do Sul (RAIMANN et al.,
2012).0 alelo *15 foi o mais frequente, com frequéncias respectivas de
0,400 e 0,379. A populagdo Mulata do Rio de Janeiro teve maior
frequéncia do alelo *14 (0,389) (ARANDA et al., 2011), o que difere do
presente estudo.
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TABELA 6: Frequéncias alélicas do loco D2251045 na amostra populacional
total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas mesorregides (Capital,
Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul). Os valores maiores e menores estdo
destacados em negrito.

D2251045
Alelo sC Capital Oeste Planalto Vale Norte Sul
Total (CsC) (OsC) (PSC) (VSC) (NSC) (ssC)
(n=181) (n=30)  (n=30) (n=31) (n=30) (n=30) (n=30)
10 0,003 0,000 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000
11 0,134 0,150 0,100 0,114 0,216 0,150 0,067
12 0,003 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000
13 0,016 0,033 0,033 0,000 0,017 0,000 0,016
14 0,047 0,050 0,067 0,081 0,033 0,033 0,016
15 0,323 0,250 0,383 0,306 0,333 0,250 0,417
16 0,392 0,400 0,350 0,419 0,317 0450 0,417
17 0,074 0,100 0,067 0,048 0,067 0,100 0,067
18 0,008 0,017 0,000 0,016 0,000 0,017 0,000
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FIGURA 9: Distribuicdo das frequéncias alélicas do loco D22S1045 na

amostra populacional total do Estado de Santa Catarina (SC total) e em suas
mesorregides (Capital, Oeste, Planalto, Vale, Norte e Sul).
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Outras populagdes mundiais (Apéndice 2) também
apresentam o alelo D22S1045*16 como sendo o mais frequente
(Apéndice 2): sul da Alemanha (0,353) (SEIDER et al., 2010), regido
italiana da Sardenha (0,313) (MASSETTI et al., 2009), descendentes de
germanicos da Africa do Sul (0,348), Polénia (0,347) (PARYS-
PROSZEK et al., 2010). Vale ressaltar que este alelo ser o mais
frequente na Alemanha, na Itdlia, em descendentes de germanicos e na
Polénia pode representar uma explicacdo plausivel para a sua
distribuicdo em Santa Catarina, uma vez que dados histéricos reforcam a
forte colonizacdo que o Estado de Santa Catarina passou por
conterraneos desses paises (MOSIMANN, 2010).

As demais populacbes estudadas (Apéndice 2) apresentaram
prevaléncia do alelo *15 ou *13 ou *12. O alelo *15 foi mais frequente
no norte, centro e sul da Italia (0,384) (PREVIDERE et al., 2012),
regido italiana da Umbria (0,372) (MASSETTI et al., 2009), regido de
Veneto na Italia (0,396) (TURRINA et al., 2007), norte da Italia (0,388)
(CORTELLINI et al., 2010), norte da Alemanha (0,403) (HERZOG et
al., 2007), Portugal (0,386) (LAGOA et al., 2008), Argentina (0,433)
(VULLO et al., 2010), Hungria (0,388) (MOLNAR et al., 2010), Coreia
(0,307) (CHUNG et al., 2007), mesticos (0,304), asiaticos indianos
(0,371) e descendentes de africanos na Africa do Sul (0,275) (ISMAIL,
2009) (Apéndice 2).

A frequéncia elevada do alelo *15 para as diversas populagdes
da Italia pode ser correlaciona a prevaléncia deste alelo nas populagdes
do sul do Brasil, incluindo as catarinenses Vale e Oeste, que foram
colonizadas, respectivamente, por italianos e brasileiros descendentes de
italianos (dos SANTOS, 2004).

4.2) ANALISE DA HETEROZIGOSE E DO
EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Os pesquisadores Weinberg e Hardy perceberam que se ndo
existissem fatores evolutivos atuando sobre uma populagdo, as
freqiiéncias alélicas permaneceriam inalteradas e as proporcdes
genotipicas atingiriam um equilibrio estavel, mostrando a mesma
relagdo constante entre si ao longo do tempo. Este é o principio do
equilibrio de Hardy-Weinberg, que conjectura casamentos aleatérios em
populacgdes infinitas onde ndo existe migragdo ou mutacBes para a
introdugdo de novos alelos, além da ndo existéncia de sele¢do natural
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para o favorecimento de determinados genétipos (HARTL e CLARK,
2010).

Sendo assim, é perceptivel que nenhuma populacdo natural
pode obedecer a todas essas premissas. No entanto, o teste do equilibrio
de Hardy-Weinberg fornece informagBes importantes, indicando
excesso de homozigotos na amostra, auxiliando na deteccdo da presenca
de alelos nulos e testando a independéncia dos alelos nos locos
estudados, servindo assim como garantia de qualidade para o banco de
dados cujas frequéncias encontram-se em equilibrio (BUTLER, 2005).

Uma forma de perceber se a populacdo esta equilibrio de
Hardy-Weinberg é comparando a heterozigose observada e a esperada.
A heterozigose esperada é equivalente a quantidade de heterozigotos
esperada em uma populacdo panmitica e fornece uma idéia do nivel de
variacdo genética em uma populacdo (NEI, 1987).

Dessa forma, foram calculadas a heterozigose esperada e a
observada e foi verificado se o banco de frequéncias alélicas da
populacdo total de Santa Catarina encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 7).

TABELA 7: Resultados obtidos para o célculo do equilibrio de Hardy-
Weinberg, na populacdo de Santa Catarina em relacéo a distribuicdo genotipica
para os locos D10S1248, D14S1434 e D22S1045.

Loco Heterozigose | Heterozigose | Valor p Desvio
Observada Esperada Padréo

D10S1248 0,757 0,767 0,608 0,00034
D14S1434 0,768 0,736 0,177 0,00030
D22S51045 0,762 0,718 0,170 0,00029

O loco D14S1434 apresentou a maior heterozigosidade
observada (Ho: 0,768), seguido de perto pelos loco D2251045 (Ho:
0,762) e, finalmente, o loco D10S1248 (Ho: 0,757). Esse resultado é
concordante com o que diz Butler (2005), uma vez que uma maior
diversidade alélica existente significa um alto indice de heterozigose e
gue quanto mais altas sdo as frequéncias alélicas, menor é a taxa de
heterozigose. O loco D14S1434 apresentou 0 maior ndmero de alelos
(dez), seguido pelo loco D22S1045 (nove) e, por ultimo, o loco
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D10S1248 (oito), o que condiz perfeitamente com os resultados da
heterozigose.

Apesar de ndo existir nenhuma populacdo que satisfaca as
premissas do principio de Hardy-Weinberg, para a populacdo de Santa
Catarina todos os locos apresentaram valores de p acima de 0,05,
indicando que esta populacdo encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Esse resultado pode ser explicado em parte pela prépria
natureza dos marcadores STRs: Eles ndo apresentam genétipos que
tenham impacto no fenétipo do individuo, sendo assim, provavelmente
ndo interferem na selecdo sexual, nem sofrem pressdo de selecdo natural
(BUCKLETON et al., 2005).

No entanto, este relaxamento na selecdo natural permite aos
STRs manterem um maior nimero de mutagdes, 0 que corresponde a
quebra de uma das premissas do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Contudo, as taxas de mutacbes para estes marcadores forenses
permanecem relativamente baixas, menores que 0,2% por geracéo, e ndo
tem efeito significativo nas frequéncias alélicas em meio ao “pool”
génico ja estabelecido (GOODWIN et al., 2007).

Assim, o fator que mais contribui para a mudanca nas
frequéncias alélicas dos STRs, ao longo das geracfes, em populacGes
humanas, é a migragéo. Santa Catarina, em especial, tem sido um local
de intensa imigracdo, desde a ocorréncia da colonizacéo européia e do
trafico negreiro. No entanto, ao ocorrer a mistura aleatoria entre as
populacdes ancestrais (amerindias, europeias e africanas), a populacéo
hibridizada pode voltar ao equilibrio de Hardy-Weinberg apés uma
geracdo (GOODWIN et al., 2007). Evidentemente que aspectos como
lingua, cultura e religido interferem nessa mistura, tornando o processo
mais longo (GOODWIN et al., 2007). Assim, ap06s a mistura étnica
através de varias geragdes, as frequéncias genotipicas destes marcadores
STRs apresentaram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, mas sofrendo
até hoje pequenas mudancas em suas frequéncias alélicas, uma vez que
a migracdo € uma caracteristica das popula¢cdes humanas (MORETI,
2009).

4.3) PARAMETROS FORENSES

Os valores dos Parametros Forenses calculados estdo
representados na Tabela 8.
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TABELA 8: Pardmetros forenses investigados na populacéo de Santa Catarina.

Parametros D10S1248 D14S1434 D22S1045
Forenses
PD 0,907 0,875 0,856
PIC 0,73 0,69 0,67
PC 0,093 0,125 0,144
PC”1” 10,8 8,0 6,9
PE 0,522 0,541 0,531
IPT 2,06 2,15 2,10

Parametros forenses: PD = Poder de Discriminagdo, PIC = Contelido de Informagéao
do Polimorfismo, PC = Probabilidade de Coincidéncia, PC”1”= Probabilidade de
Coincidéncia expressa em 1 em..., PE = Poder de Exclusdo, IPT = indice de
Paternidade Tipico).

Os resultados relativos aos calculos de poder de discriminacéo
(PD) demonstram que o loco com maior poder de discriminacdo € o
D10S1228 (90,7%), seguido pelo D14S1434 (87,5%) e, por ultimo, o
D22S1045 (85,6%). O poder de discriminacdo € proporcional as
frequéncias alélicas, sendo os locos com maior poder de discriminagéo
aqueles que apresentam alelos com baixa frequéncia e
consequentemente o loco D22S1045 que apresentou alelos com alta
frequéncia (alelos 15 e 16), possui o menor valor de poder de
discriminacdo. Este poder discriminatério aumenta quanto mais locos
forem estudados.

Os caélculos dos parametros forenses revelaram que a
probabilidade de coincidéncia (PC) foi de 1 em 10,8 para o loco
D10S1228, 1 em 8,0 para D1451434 e 1 em 6,9 para D2251045.

Em relacdo ao contetdo de informacdo do polimorfismo (PIC)
todos os locos apresentaram valores significativos (maiores que 0,5),
demonstrando-se bastantes informativos. O maior polimorfismo
indicado pelo PIC foi observado para o loco D10S1045 (PIC = 0,73),
seguido pelo loco D14S1434 (PIC = 0,69), com o loco menos
polimorfico sendo 0 D2251045, com um PIC de 0,67.

Os resultados dos calculos dos parametros forenses em
relacdo a paternidade indicam D14S1434 como o loco com maior poder
de exclusdo (PE) (0,541), seguido pelo loco D22S1045 (0,531) e pelo
loco D10S1228 (0,522). Ou seja, para o loco D14S1434, por exemplo,
hd aproximadamente 46% de chance de um individuo falsamente
acusado de paternidade ser incluido neste loco. Obviamente, este indice
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torna-se muito mais exclusivo quanto mais locos sdo estudados. Quanto
ao indice de paternidade tipico (IPT), o loco D14S1434 apresentou o
maior valor (2,15), seguido pelo loco D22S51045 (2,10) e, finalmente, o
D10S1045 (2,06).

Estes resultados foram comparados com aqueles reportados
para os Estados do Parana (MALAGHINI et al., 2009), Rio Grande do
Sul Sul (RAIMANN et al., 2012), popula¢do mulata do Rio de Janeiro
(ARANDA et al., 2011) e Sudeste do Brasil (dos SANTOS et al., 2011)
(Tabela 9).

TABELA 9: Comparacgdo dos parametros forenses investigados nas populagdes
de Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Sudeste do Brasil e Rio de
Janeiro.

Marcador PF Santa Parana Rio Sudeste* | Mulatos
Catarina 2 Grande Rio de
! do Sul® Janeiro®
D10S1228 PD 0,907 0,899 0,893 0,968 0,903
PIC 0,73 0,713 0,705 0,86 0,78

PE 0,522 0,357 0,477 0,730 0,818

D14S1434 PD 0,875 0,852 0,870 0,853 0,880

PIC 0,69 0,662 0,674 0,66 0,70

PE 0,541 0,443 0,520 0,454 0,411

D2251045 PD 0,856 0,844 0,883 0,899 0,866

PIC 0,67 0,639 0,674 0,71 0,67

PE 0,531 0,454 0,428 0,491 0,446

*PF — Parametros forenses: (PD = Poder de Discrimina¢do, PIC = Contetdo de
Informacéo do Polimorfismo, PE = Poder de Excluséo)

1- Presente estudo, 2- MALAGHINI et al., 2009, 3- RAIMANN et al., 2012, 4- dos
SANTOS et al., 2011, 5- ARANDA et al., 2011.

Os marcadores D10S1228, D14S1434 e D22S1045
apresentam valores de PD, PIC e PE acima dos valores destes indices na
populacdo do Parana. Comparando com a populacdo do Rio Grande do
Sul, a maioria dos indices, para todos os marcadores estudados,
apresentam valores menores que os da populacdo de Santa Catarina,
exceto o valor de PD para o loco D22S1045. Por outro lado, os valores
de PD, PE e PIC para estes marcadores, na populagcdo do Sudeste do
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Brasil, apresentaram-se mais elevados do que os obtidos por Santa
Catarina, exceto o PD para o marcador D10S1228. O estudo com 0s
mulatos do Rio de Janeiro também obteve a maioria dos seus indices
maiores que os de Santa Catarina, exceto o PD do loco D10S1228, que
se mostrou inferior, e 0 PIC do loco D14S1434, que foi 0 mesmo para
ambas as populacdes.

44) DIFERENCIACAO GENETICA
4.4.1) MESORREGIOES DE SANTA CATARINA
Os valores obtidos para o parametro Fsr (coeficiente de

diferenciacdo genética entre subpopulacBes) na populacdo de Santa
Catarina estdo demonstrados na Tabela 10,

TABELA 10: Valores de Fsr para as mesorregides do Estado de Santa Catarina.

Capital Oeste Planalto Vale Norte Sul

Capital -
Oeste 0,0067 -
Planalto  0,0008 0,0004 -

Vale 0,0065 0,0011 0,0063 -
Norte 0,0086 0,0045 0,0040 0,0038 -
Sul 0,0048 0,0055 0,0220 0,0196  0,0072 -

Os resultados obtidos indicam pouca ou nenhuma
diferenciacdo genética, uma vez que os valores de Fst encontrados séo
muito baixos (0,0004 a 0,0220). As populagdes das regifes do Planalto e
do Sul catarinenses sdo ao mais diferenciadas entre si, obtendo o valor
mais alto de Fst (0,0220). Esses dados podem ser explicados pela
diferenca de contribui¢do ancestral na formacéo dessas populagdes (dos
SANTOS, 2004), sendo o Planalto colonizado por brasileiros
expedicionarios provenientes de Sdo Paulo e o Sul, por colonos
italianos, principalmente. O Sul também mostrou diferenciacdo genética
em relacdo ao Vale, apresentando Fst de 0,0196.

O indice obtido pela Analise Molecular da Variancia
(AMOVA), uma medida das distancias entre alelos, mostrou um Fsr
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0,0017, indicando que ndo houve diferenciagdo populacional
significativa.

Analisando os resultados obtidos, pode-se estimar que néo
houve tempo evolutivo suficiente para que as mesorregies do Estado de
Santa Catarina se tornem geneticamente diferentes. Todas as alteracfes
genéticas estdo atreladas ao tempo para se fixarem nas populaces.
Assim, é necessario certo tempo para que os locos sofram mutacdes e
para que a frequéncia destas mutagdes aumente na populacdo, de modo
que estes locos se tornem polimoérficos. Como a formagdo do Estado
catarinense ocorreu aproximadamente no mesmo espaco de tempo, essa
diferenciacdo genética ainda nao se tornou evidente.

4.4.2) SANTA CATARINA, PARANA E RIO GRANDE
DO SUL

Os valores obtidos para o pardmetro Fst entre as populacGes
de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, estdo demonstrados na
Tabela 11.

TABELA 11: Valores de Fsr para as populagfes de Santa Catarina (SC -
Presente estudo), Parand (PR- MALAGHINI et al., 2009) e Rio Grande do Sul
(RS - RAIMANN et al., 2012).

SC PR RS
SC -
PR 0,00012 -
RS 0,00129 0,00009 -

Os resultados obtidos indicam pouca ou nenhuma
diferenciacdo genética, uma vez que os valores de Fst encontrados séo
muito baixos (0,00009 a 0,00129), menores inclusive que as
comparagdes entre as mesorregifes catarinenses. No entanto, essas
diferencas entre as mesorregides podem ser ocasionadas por um desvio
devido ao pequeno tamanho amostral para cada mesorregido. Quanto a
auséncia de diferenciacdo genética significativa entre as populacGes de
Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, este fato pode ser explicado
pela natureza dos marcadores STRs, cujas frequéncias geralmente néo
variam muito entre as popula¢Ges (ROMUALDI et al., 2002; PIMENTA
et al., 2006) , ou pelo fato de que as trés regiGes do Sul do Brasil
apresentam um historico de colonizacéo semelhante.
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O indice obtido pela Analise Molecular da Variancia
(AMOVA) para as trés populagdes mostrou um Fst de 0,0064, indicando
que ndo houve diferenciacdo populacional significativa.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagco crescente da analise de DNA na resolucdo de
casos forenses vem acompanhada da necessidade de métodos eficazes,
sensiveis e robustos de tipagem de DNA. Tendo em conta que uma das
grandes causas de auséncia de obtencdo de perfil genético é a
degradacdo das amostras utilizadas, a importancia de estudos com
miniSTRs torna-se evidente.

Os miniSTRs sdo uma opgdo viavel ao uso de STRs
convencionais quando se trata de amostras degradadas, pois apresentam
uma amplificacdo eficaz a partir de pouca quantidade de DNA. No
entanto, para sua implementacdo na rotina de identificacdo forense, é
necessario o levantamento de suas frequéncias alélicas na populacdo de
interesse.

Para a populacdo de Santa Catarina, 0 presente estudo
determinou as frequéncias alélicas dos miniSTRs D10S1248, D14S1434
e D22S1045, obtendo resultados satisfatorios que demonstraram a
eficacia do miniplex NCO1 para a identificacdo forense no estado de
Santa Catarina. Assim, o presente estudo atendeu positivamente aos
interesses do Convénio de Cooperagdo entre o Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE-UFSC) e o Laboratério de
Genética Forense do Instituto Geral de Pericias de Santa Catarina (IGP-
SC) no desenvolvimento de conhecimento e avanco das linhas de
investigacdo da Genética Forense.

A grande quantidade e variedade de amostras criminais
analisadas todos os dias em laboratdrios forenses é por si s justificativa
para pesquisas nesta area. O presente trabalho demonstra, entdo, a
aplicabilidade e utilidade da transposicdo desse conhecimento
académico as outras esferas da nossa sociedade.
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Capital de Santa Catarina - CSC

APENDICE 1: Planilhas dos Resultados

APENDICES

Oeste de Santa Catarina - OSC

Identificacdo | D105S1248 | D14S1434 | D2251045 | Identificagdo | D10S1248 | D1451434 | D2251045
CSC0001 13;14 12;14 14;16 0SC0001 12;12 10;10 16;17
CSC0002 12;13 13;14 11,17 0SC0002 13;16 13;19 16;17
CSC0003 12;14 14;14 11,15 0SC0003 15;15 10;13 15;16
CSC0004 15;16 10;13 13;15 0SC0004 15;16 10;13 15;15
CSC0005 16;17 1111 15;15 0SC0005 14;15 13;15 13;15
CSC0006 13;17 14;14 16;16 0SC0006 13;14 10;14 14;15
CSC0007 13;15 13;13 13;17 0SCco007 13;16 12;13 14;15
CSC0008 15;16 13;14 14;15 0SC0008 13;16 10;14 11;15
CSC0009 12;15 13;14 16;17 0SC0009 13;13 12;13 14;15
CSC0010 13;14 13;15 11;11 0SC0010 13;13 14;17 15;16
CSCo011 16;16 14;14 15;16 0scoo11 14;14 10;14 15;16
CSC0012 14;14 13,14 15;18 0SC0012 13;15 13;14 16;17
CSC0013 13;15 13;14 16;16 0SC0013 14;16 13;14 15;16
CSC0014 14;15 13;13 16;17 0SC0014 13;14 13;13 16;16
CSC0015 14;16 10;13 16;16 0SC0015 13;15 13;14 15;16
CSC0016 13;14 11;13 14;16 0SC0016 14;15 11;13 15;16
CSC0017 13;15 10;14 11;16 0SC0017 14;15 11;13 11;15
CSC0018 13;13 10;13 16;16 0SC0018 13;14 13;14 15;16
CSC0019 13;13 11,16 15;16 0SC0019 14;15 11;13 11;16
CSC0020 13;15 11;13 15;16 0SC0020 14;15 10;14 11;15
CSC0021 13;14 11;14 11;15 0SC0021 13;15 10;13 15;16
CSC0022 14;14 10;10 11;16 0SC0022 14;15 14;14 13;15
CSC0023 13;14 10;10 15;16 0SC0023 14;15 14;14 11;15
CSC0024 14;16 10;13 11;15 0SC0024 14;15 10;14 15;16
CSC0025 15;17 13;14 16;17 0SC0025 13;14 10;11 14;16
CSC0026 14;15 13;14 15;16 0SC0026 15;16 14;19 15;16
CSC0027 11;13 14;14 16;16 0SC0027 13;14 12;14 16;17
CSC0028 13;15 10;14 15;17 0SC0028 13;16 14;15 15;16
CSC0029 14;16 10;14 11;16 0SC0029 14;15 13;14 16;16
CSC0030 15;17 13;14 15;16 0SC0030 14;16 10;10 11;15

Planalto de Santa Catarina - PSC

Vale de Santa Catarina - VSC
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Identificacdo D10S1248 | D14S1434 | D22S1045 | Identificagdo | D10S1248 | D14S1434 | D2251045
PSC0001 13;16 10;14 11;16 VSC0001 13;14 13;14 15;16
PSC0002 13;16 10;13 14;16 VSC0002 13;14 14;14 11;16
PSC0003 14;14 10;13 14;15 VSC0003 9;13 13;15 15;16
PSC0004 15;16 10;14 16;16 VSC0004 14;14 11;14 11;15
PSC0005 13;14 13;14 14;15 VSC0005 14;15 13;13 13;15
PSC0006 14;15 10;14 16;16 VSC0006 12;15 10;10 11;17
PSC0007 13;15 13;14 15;17 VSC0007 14;17 10;13 16;16
PSC0008 13;14 10;14 11;16 VSC0008 16;17 13;14 15;16
PSC0009 14;14 14;19 15;16 VSC0009 14;16 10;13 12;16
PSC0010 13;15 14;14 15;16 VSC0010 14;14 13;13 15;15
PSC0011 14;16 13;14 11;15 VSC0011 13;15 13;16 14;16
PSC0012 13;16 13;14 14;15 VSC0012 13;16 13;14 11;15
PSC0013 13;16 13;14 14;15 VSC0013 14;14 14;14 11;16
PSC0014 14;14 14;14 11;16 VSC0014 15;15 10;13 14;17
PSC0015 13;16 12;13 16;16 VSC0015 14;14 13;13 15;15
PSC0016 14;17 13;14 15;16 VSC0016 13;14 10;14 15;16
PSC0017 13;13 13;14 10;11 VSC0017 12;13 10;14 15;16
PSC0018 14;14 14;14 15;16 VSC0018 14;14 10;13 11;16
PSC0019 14;16 13;16 17;18 VSC0019 15;15 12;14 15;16
PSC0020 14;16 11;13 15;16 VSC0020 14;14 13;14 11;11
PSC0021 14;15 10;14 11;15 VSC0021 12;13 13;14 11;15
PSC0022 12;15 13;14 11;16 VSC0022 13;16 14;14 11;11
PSC0023 14;15 14;17 15;16 VSC0023 14;14 13;13 16;17
PSC0024 15;15 13;14 16;16 VSC0024 12;13 10;10 15;16
PSC0025 13;13 14;14 15;16 VSC0025 13;15 14;14 15;16
PSC0026 13;14 13;13 15;16 VSC0026 13;15 13;14 15;16
PSC0027 14;16 11;14 15;16 VSC0027 16;17 10;13 15;17
PSC0028 13;15 13;15 15;15 VSC0028 13;14 10;13 11;16
PSC0029 13;15 13;14 16;17 VSC0029 13;14 12;13 15;15
PSC0030 13;17 10;14 15;16 VSC0030 14;14 13;13 15;16

PSC0031 15;15 13;14 16;16
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Norte de Santa Catarina - NSC

Sul de Santa Catarina - SSC

Identificacdo | D1051248 | D14S1434 | D2251045 | Identificagdo | D10S1248 | D1451434 | D2251045
NSC0001 13;15 11;14 15;16 S$SC0001 13;16 13;13 15;15
NSC0002 13;14 13;14 11;16 SSC0002 13;13 12;14 16;16
NSC0003 12;14 13;14 11;15 $SC0003 13;13 10;10 15;16
NSC0004 14;16 13;13 11,16 S$SC0004 13;13 13;14 15;17
NSC0005 14;14 13;14 16;16 SSC0005 14,17 11;13 16;16
NSC0006 14;16 13;14 16;17 SSC0006 13;14 14;15 16;16
NSC0007 14;15 10;13 16;16 $SC0007 14;16 10;14 15;16
NSC0008 13;14 13;14 11,17 $SC0008 14;16 10;14 15;16
NSC0009 13;17 13;14 15;15 S$SC0009 12;17 10;14 13;15
NSC0010 13;13 11;13 16;17 §$5C0010 13;15 10;14 15;15
NSC0011 13;17 14;14 15;16 §$5C0011 14;15 14;20 15;16
NSC0012 13;14 10;14 15;16 §5C0012 13;15 13;14 14;16
NSC0013 9;13 13;15 15;16 §5C0013 13;16 11;12 11;16
NSC0014 13;15 13;14 15;16 5$5C0014 13;14 13;13 15;15
NSC0015 14;15 13;13 16;16 $SC0015 13;13 13;14 15;17
NSC0016 13;14 10;14 14;16 $SC0016 14;14 10;13 11;15
NSC0017 14;14 13;14 17;17 $5C0017 13;14 14;15 11;16
NSC0018 15;15 16;16 15;15 $5C0018 13;13 14;20 15;16
NSC0019 14;16 10;14 1111 $SC0019 12;13 14;14 15;16
NSC0020 14;14 13;13 16;17 $5C0020 14;16 13;14 15;16
NSC0021 14;16 13;14 14;15 §5C0021 13;13 11;13 15;16
NSC0022 14;15 10;11 16;18 5$5C0022 16;16 13;14 16;16
NSC0023 14;16 10;13 15;16 5$5C0023 14;16 10;14 15;16
NSC0024 14;16 14;15 15;16 5$5C0024 14;15 14;14 15;15
NSC0025 14;14 10;14 16;16 5$5C0025 13;16 10;13 15;16
NSC0026 13;16 10;13 11;11 5$5C0026 13;13 13;14 16;17
NSC0027 15;16 10;14 16;16 $5C0027 13;15 10;14 15;17
NSC0028 15;16 13;14 11;15 $5C0028 13;13 13;13 15;15
NSC0029 14;16 10;13 15;16 $5C0029 13;16 11;12 11;16
NSC0030 13;14 10;13 16;16 SSC0030 13;14 10;10 16;16
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APENDICE 2: Comparagdes com outros trabalhos
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ANEXOS
ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos Controles

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR,
EMBRIOLOGIA E GENETICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
AOS CONTROLES

Vocé estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar
da pesquisa referente ao projeto intitulado: Estrutura Genética e
Origem da Populagéo do Estado de Santa Catarina.

No6s do grupo de pesquisa Genética Humana Aplicada,
pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina, estamos
desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliagdo da estrutura
populacional do estado de Santa Catarina, por meio da utilizacdo de
marcadores moleculares, localizados no DNA, e que identificam
polimorfismo (variabilidade) entre individuos.

Para isto pedimos sua colaboracdo. Deixamos claro que sua
participacdo é voluntaria, ndo interferindo no procedimento realizado
pelo HEMOSC quanto a ser candidato a doador de medula. VVocé € livre
para retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento.

Caso vocé concorde em participar, vocé ira responder um
questionario de duragdo aproximada de 5 minutos, para sabermos sobre
a origem étnica de sua familia. O procedimento de coleta bioldgica sera
por meio da retirada de sangue, o qual servird para e obtencdo de seu
DNA.

A coleta de sangue é procedimento normal para o doador de
medula. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da espetada da
agulha podem ocorrer sem representar maiores preocupagoes.

As informacdes coletadas, bem como os resultados das analises
genéticas serdo mantidos em sigilo e serdo utilizadas somente pela
equipe da pesquisa.

A participagdo no projeto ndo acarretard custos e ndo sera
disponivel nenhuma compensacdo financeira adicional, ou seja, vocé
ndo precisara pagar e nem receberd nada para fazer parte deste estudo.
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Os resultados deste estudo irdo, no futuro, proporcionar
informacg8es sobre a composicao étnica da populagédo do estado de Santa
Catarina, compondo um banco de dados que sera Util como informagéo
epidemioldgica ao estado de SC.

A equipe agradece antecipadamente sua colaboracéo e se coloca
a sua disposicdo para responder qualquer pergunta que vocé queira
fazer, e esclarecer quaisquer davidas que porventura aparegam. Para isso
vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 e conversar com a
Dra. lliada Rainha de Souza, coordenadora do projeto ou com a
doutoranda Sandra Regina Rachadel Torres, pesquisadora responsavel
pelo projeto.

Data [/ |/

Assinatura da Coordenadora:

Assinatura da Pesquisadora responsavel:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR,
EMBRIOLOGIA E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
AOS CONTROLES

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu,
, fui informada (0) dos objetivos da pesquisa Estrutura

Genética e Origem da Populacdo do Estado de Santa Catarina, de

maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas a respeito.

Concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo da
mesma e autorizo a guarda de meu material biol6gico para o caso de
futuras pesquisas, sendo eu contatado para fornecer nova autorizagdo

caso forem realizadas novas pesquisas ndo mencionadas neste projeto.

Floriandpolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO 2 — Questionario aos participantes

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG

Laboratério de Polimorfismos Genéticos

PROJETO: Estrutura Genética e Origem da Populacéo do Estado

de Santa Catarina
IDENTIFICACAO:
COLETA: SANGUE
DATA: /[
ENTREVISTADOR
DADOS PESSOAIS:
NOME:

ENDERECO:

CIDADE:
TELEFONE RESIDENCIAL:

TELEFONE TRABALHO:
CELULAR:
E-MAIL:

CONTATO: e-mail telefone celular correio

IDADE: GENERO: Feminino  Masculino
DATA DE NASCIMENTO:
ESTADO CIVIL:

PROFISSAQ: APOSENTADO: SN
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ESCOLARIDADE:
ANALFABETO 1° GRAU INCOMPLETO

1° GRAU COMPLETO 2° GRAU INCOMPLETO
2° GRAU COMPLETO SUPERIOR INCOMPLETO

SUPERIOR COMPLETO  POS-GRADUACAO

CIDADE/ESTADO ONDE NASCEU:
ASCENDENCIA:

MATERNA

PATERNA

AUTOIDENTIFICACAO (IBGE)
BRANCO INDIO PRETO PARDO AMARELO

COR DA PELE (anotado pelo enfrevistador):
NEGRA MULATA AMARELA BRANCA

PESO: ALTURA:
TIPO DE SANGUE:

OBSERVACAO:
DADOS FAMILIARES:

NOME DO PAI:

CIDADE/ESTADO ONDE NASCEU:
ASCENDENCIA DO PAI:
MATERNA PATERNA
PROFISSAQ:

NOME DA MAE:



http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Negros
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pardo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mongol%C3%B3ide
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CIDADE/ESTADO ONDE NASCEU:
ASCENDENCIA DA MAE:

MATERNA PATERNA
PROFISSAQ:
POSSUI IRMAOS: S N QUANTOS: F M

OBS:(se necessdrio anotar no verso)
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ANEXO 3 — Dados de submissiio do projeto “Estrutura genética e origem
da populacdo do Estado de Santa Catarina” ao Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina

‘ MINISTERIO DA SAUDE
Conseiho Nacional de SaGde

de Etica - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO S|
Projeto de Pesquiss
Estrutura genética e origem da do estado de Santa Catarina

h—am
2.00 - Ciéncias s -2.02 - Genética

Area(s) ‘l’m.) Elp-eﬂu)
Genética

Unitermos
Polimorfismos DNA marcadores de microssatélt

N* de Sujeitos no Centro Total Brasd N* de Sujeitos Total Grug
800 800 800

Pesquisador Responsavel

Siada Rainha de Souza

Acea de Especiaizacio

GENETICA HUMANA E MEDICA

Enderego

Rua Cap. Castro, 265, ap. 407

Cédigo Postal | Telefone

88080010 e WWIOMM

Tcrnndncmm

Declaro que - os GR— ONS'm.u—eo
coletados exclusivaments para os fins oS res:
Aceito as pela mmm >3
Date: 2.3 7/ ©5 4 2oAc

&0 Onde S

Nome
L Federal de Santa Catarina - UFSC

Unidade/Orgao
BEG/CCB

Endereco
cmmmnuwuorxmwum

— e
88040-800 48

Termo de cw

QR- m‘m-mu
”wo%\oﬁn ua execucs
uu., cr%(u'

Data: 25 j ©

Cédigo Teiefone
88015230 (48)3212-1300

Deciaro que - T os da Res. CNS 196/96 @ suas cc
. 2oD3L 0 I A0 oS

O Projeto devera ser entregue no CEP em até 30 dias
nesse prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.

OVoltar IMF

ldel



