INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Biologia Celular e Molecular

FREQUENCIAS ALELICAS, PARAMETROS ESTATISTICOS DE
NATUREZA FORENSE E CARACTERIZACAO ETNICA DA
POPULACAO DO RIO DE JANEIRO, ATRAVES DE
POLIMORFISMOS DO TIPO STR

TATIANA HESSAB DE CASTRO ARANHA

Rio de Janeiro
2012



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

TATIANA HESSAB DE CASTRO ARANHA

Frequéncias alélicas, parametros estatisticos de natureza forense e caracterizacdo étnica da
populacdo do Rio de Janeiro, através de polimorfismos do tipo STR

Dissertagdo apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biologia Celular e Molecular

Orientador: Dr. Pedro Hernan Cabello

R10 DE JANEIRO
2012



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

A662 Aranha, Tatiana Hessab de Castro

Frequéncias alélicas, parametros estatisticos de natureza forense e
caracterizagdo étnica da populacdo do Rio de Janeiro, através de
polimorfismos do tipo STR. / Tatiana Hessab de Castro Aranha. — Rio de
Janeiro, 2012.

ix, 91 f. :il.; 30 cm.
Dissertacao (mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, P6s-Graduagédo em
Biologia Celular e Molecular, 2012.

Bibliografia: f. 64-75

1. Genética forense. 2. Polimorfismos. 3. STR. 4. Identificagdo humana.
5. Rio de Janeiro. I. Titulo.

CDD 614.1




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

AUTORA: TATIANA HESSAB DE CASTRO ARANHA

FREQUENCIAS ALELICAS, PARAMETROS ESTATISTICOS DE NATUREZA FORENSE E
CARACTERIZACAO ETNICA DA POPULACAO DO RI10 DE JANEIRO, ATRAVES DE
POLIMORFISMOS DO TIPO STR

ORIENTADOR: Dr. Pedro Hernan Cabello

Aprovada em: 20/08/2012

EXAMINADORES:

Prof®. Dr?. Maria da Graca Figueiredo Pereira Dutra - Presidente
Prof®. Dré. Selma Lilian Sallenave Sales

Prof®. Dr®, Alejandra Saori Araki

Prof®. Dr?. Roberta Kuan Tchuen de Mello Loh

Prof®. Dr?. Giselda Maria Kalil de Cabello

Rio de Janeiro, 20 de agosto de 2012.



Aos meus pais, a minha irma Thais
e a0 meu marido Renato,
meus grandes amores.



Agradecimentos

Ao Dr. Pedro Cabello, obrigada pela orientacéo, pela oportunidade de fazer o mestrado na
Fiocruz, participar do seu grupo e me desenvolver. Obrigada também pela compreenséo e

paciéncia.

Ao0s meus pais, agradeco o amor, o carinho e o orgulho que sentem de mim e sempre foi fonte
de estimulo. Obrigada ainda pela educacéo a que me deram acesso. Sem isso, eu nao estaria

aqui. Obrigada, amo vocés!

A minha irm4 e melhor amiga, Thais, obrigada pelo apoio, pelas vezes em que dormiu com as
luzes acesas para eu trabalhar, pelas conversas, o carinho e amizade. Obrigada por me ter
como exemplo; isso €, certamente, uma honra para mim. Vou estar sempre ao seu lado, te

amo, querida!

Aos amigos dos mais diversos lugares Alexandre Sardinha, Eliza Franca, Fabricio e Raquel
Rabello, Gabriel Malaquias, Glaucio Domingues, Luanda Oliveira, Priscila Hessab, Renata

Santore, Tayane Lima e Thales Vieira, obrigada por fazerem parte da minha vida.

Aos meus colegas de trabalho do IPPGF, obrigada pela companhia. Em especial, aos Peritos
do laboratorio, agradeco a amizade, a colaboracdo, o incentivo para a realizacdo do projeto de

mestrado e por contribuirem para tornar o trabalho tdo especial.

Aos estudantes das turmas 804 e 3004, do Colégio Brigadeiro Newton Braga, agradeco os

ensinamentos nos campos pessoal e profissional. E um prazer ser professora de voces.

A equipe do LGH, obrigada pela companhia e o aprendizado, nesse periodo de mestrado em

que estive no labortorio.

Por fim, ao meu marido Renato, agradeco o companheirismo e a parceria de quase 0ito anos.
Pelo apoio ndo somente neste momento, mas na vida, nesses anos em que crescemos juntos.
Pelo amor e carinho que tornam a vida muito mais colorida. Por ser vocé, exatamente assim

como €, a coisa mais linda e apaixonante que ja& me aconteceu.

Vi



“Nenhuma grande vitoria é possivel sem
que tenha sido precedida de pequenas
vitdrias sobre n6s mesmos.”

vii



Sumario

RESUIMO ...ttt ettt e s h b et e s h et e s h b e e e e hb e e e e bt e e e bb e e e aneeeenneean 1
AADSTTACT. ...t b bbbttt b bt nae b benneas 3
L INEFOAUGED ...ttt bbbttt bbb 5
1.1 A evolucdo dos métodos de identificagdo humana.............ccccvevevievecie e 5
1.2 Polimorfismos genéticos e a identificacdo humana............c.ccoceoiiiiiiiniiie s 8
1.3 Marcadores STR ESTUAAUOS .........eeuveiiieiiriesie sttt ens 12
I R O it I RS PR 12
LB 2 FGA ettt b ettt e ne e 13
00 T T I [ PSR 13

I TR I = ) SRRSO 14
G IRV AT SR 15
1.3.6 DBSL358 ...ttt ettt bttt e re e 15
O A D 1T 3 < SR 16
1.3.8 D7SB20 ....ceiiiieieiieieieie ettt ettt ettt re et nenre e 16
G B 1D 1o S 1 4 OSSR 17
1.3.10 DLBSBLT ettt et ettt ne e 17

I 0 I I B G 1S 1< 1 RS 18
1.3.12 DIBSBL .ttt ettt et e et neene e 18

I 0 G N I 2 S 3 SR 19
1.3.14 D2S1338 ..ttt ettt ettt neere e 19
1,315 DLOSA33 ..ttt ettt et b et et R et neene e 20
1,316 PENTA E vttt ettt 20
1.3UA7 PENTA D ..ttt 20

1.4 Anélise estatistica na identificacdo humana por DNA .........ccccooviiiieeie e 21
1.5 Grupos étnicos que influenciaram a composi¢do genética atual .............cccceeevereennennen. 22

2. ODJEBLIVOS. .....uieiteeie ettt ettt s et e e bt e e et e et e aa et e et et e aa e re e neere e reenaennaern 24
2.1 ODJEIIVOS GBIAIS .....cveeiieieeteite sttt ettt ettt b ettt b bttt b e e b e 24
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ...iivveivieiicic sttt 24

3. MaLerial € IMELOUOS .......eveiveiiecie ettt reeraesaese e et e benresrenreeneenes 25
3.1 COlta U8 AIMOSIIAS. ....eeueiiieeiteeieiiie st ettt sttt sttt sttt st et se et e e be et enreeeeenee e 25
3.2 EXIraGa0 08 DINA ... ..ottt bbb 26
3.2.1 Extracdo de DNA em Papel FTA® .......ccciiiiiiiieie et 26
3.2.2 Extracdo de DNA por “Salting-Out” ..........ccoiiiiiiiiiiiieiieseeeee e 26
3.2.3 Extracdo de DNA com Resina CheleX® 100 ........ccccceviriiieiriinienienieeie e 27

viii



3.2.4 Extracdo de DNA pelo Método OrganiCo ........coevereereiieiesieieieiese e e sneaneas 28

3.3 Amplificacdo do material geNBLICO.........cueiverieiie e 28
3.3.1 AMPFLSTR® Identifller®..........cccueciiiiiiiiiiiciiiceseeee e 32
3.3.2 AmpFLSTR® Identifiler® PIUS........ccooiiiiiiiiiiiiiic e 32
3.3.3 AMPFLSTR® MINTFIler™ .........cciiiiiiiiiiicii e 33
3.3.4 POWEIPIEX® 16 SYSEIM ...cuveiuiiiiieieeiesieesie et ste e te et ste e e e e sre e e 33
3.3.5 POWEIPIEX® 16 HS SYSIEM ...ttt 34

3.4 EIetroforeSe Capilar.........cceiveieiie ettt 34

3.5 ANALISE 0OS DAUOS ......oveiviiieciieieieiee ettt ettt et re ettt benreereene e 36

3.6 ASPECTOS ELICOS .....ovvveiceececese ettt sttt n sttt ettt en et 38

S UL Vo [0 LRSS 39
ST B oD LS o TSSO P PRSI 48

5.1 Parametros estatisticos no conjunto total de 10Ci..........ccoevvieieiiiiiiiieee 48

5.2 Analise da diferenciaCo gENELICA .........ccuevveriiiieie et 49

5.2 FreqUENCIAS AICTICAS.........cviiieieie e 50
B.2. L CSFLPO ...ttt ettt bt r ettt ne et s 51
D22 FGA oo ettt b et e e a et renre s 52
oI T I [ OSSPSR 52
I I = RS S 53
B 2. 5 VWA ettt ne et s 53
5.2.6 DBSL358 ... .cuicueiiieieeie ettt e b bt raea e nr et renre s 54
B.2.7 DBESBLEB ...ttt ettt et nre s 55
5.2.8 DT7SB20 ...ttt ettt b et et reea e nr e renre s 56
5.2.9 DBSLLT9 ..ttt ettt es 56
ST I 0 1 3 1 S 57
5.2. 01 DIBS539 ....eiieiieiiiieieiese ettt ettt bbbt b et es 58
T A 1S 1< 1 SR 59
B2 L3 D2LSLL ittt nr et s 59
B.2. 04 D2S1338 ...ttt ettt b et e e na e nenre s 60
5.2. 15 D10SA33 ... oottt bttt r e re et s 60
5.2 L8 PENLA E ... et 60
B.2.07 PENEA D ..ottt et s 61

G T O] o 10 LSS 62
A 2 1 (= =1 Tol T OSSP 64
B AANIEX0S ..ttt ettt E e bRt e E e R ettt R et e b e e R bt e EeeaRe e e beeaneeeteenneeenes 76



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Frequéncias alélicas, parametros estatisticos de natureza forense e caracterizacéo étnica
da populagdo do Rio de Janeiro, atraves de polimorfismos do tipo STR

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

A Genética Forense ¢ um ramo da Ciéncia que estd se expandindo a cada dia. O
aprimoramento das técnicas moleculares vem trazendo uma constante renovacao e relevantes
discussdes para a consolidacdo dessa area de estudo. Na identificacdo humana pelo perfil de
DNA, além da comparacao de perfis genéticos, usam-se métodos estatisticos a fim de estimar
a probabilidade de um determinado perfil ser encontrado apenas a partir do doador em
comparacdo ao de outro individuo qualquer da populagdo. Essa analise € baseada em
frequéncias obtidas de estudos feitos previamente na populacdo. Para a realizacdo dos casos
criminais de identificacdo genética, o estado do Rio de Janeiro conta com o Instituto de
Pesquisa e Pericias em Genética Forense (IPPGF), que é o drgdo Pericial da Policia Civil.
Esse 6rgdo recebe amostras de todo o estado, agregando um estoque representativo de
amostras da populagdo Rio de Janeiro. Dessa forma, um estudo empregando amostras do
IPPGF é de grande importancia na solugdo de casos de identificacdo genética criminal. Nesse
contexto, o presente trabalho tem por finalidade caracterizar a populacdo de Rio de Janeiro
através das frequéncias alélicas de marcadores utilizados na genética forense a partir da
analise de amostras de 505 individuos ndo aparentados, que doaram material biolégico para
confronto genético, no Instituto de Pesquisa e Pericias em Genética Forense, no periodo de

2008 a 2011. No presente estudo foram empregados 17 marcadores autossémicos do tipo STR
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(short tandem repeats) e a genotipagem foi baseada nos kits de identificagdo humana Power
Plex® 16 System / Power Plex® 16 HS System, da empresa Promega, e/ou
AmpFISTRIdentifiler™ / AmpFISTRIdentifiler™ Plus e AmpF{STR® MiniFiler™, da
empresa Applied Biosystems. Com base na andlise dos perfis genéticos, foram calculadas as
frequéncias alélicas dos marcadores genéticos, os pardmetros forenses, o coeficiente de
endogamia (Fs), realizado o teste exato do Equilibrio Hardy-Weinberg. Nos 17 marcadores
estudados, foi detectado um total de 215 alelos distintos. O locus D21S11, foi o mais
polimérfico (25 alelos), seguido do FGA (22 alelos). O alelo 8 do TPOX apresentou a maior
frequéncia observada. Além disso, esse locus teve o menor Poder de Discriminagdo (PD =
0,879), Poder de Excluséo (PE = 0,419) e Contetdo de Informacao Polimérfica (PIC = 0,676)
e a maior Probabilidade de Coincidéncia Aleatéria (PM = 0,121). O marcador genético Penta
E apresentou o maior Poder de Discriminagdo (PD = 0,983), Poder de Exclusdo (PE = 0,761)
e Conteudo de Informacao Polimérfica (PIC = 0,905) e menor Probabilidade de Coincidéncia
Aleatoria (PM = 0,017). Foram realizados ainda analises a fim de estudar a composi¢éo étnica
da populacdo. A arvore filogenética de Neighbor-Joining, com dados de diferentes regibes
brasileiras, possibilitou detectar uma semelhanca entre populacdo do Rio de Janeiro e a
populagdo do Nordeste. No entanto, ndo foram observados valores estatisticamente
significativos na analise do indice de fixacdo (Fst) par a par entre as populagdes, indicando
auséncia de estruturacdo, importante caracteristica no caso de marcadores genéticos utilizados
em testes de identificagdo humana. O gréafico “Triangle Plot” populacional, gerado no
software Structure, sugere que, em média, os individuos ndo apresentam contribuicdo maior
de determinado grupo étnico em comparag¢do com os demais, podendo a populacéo do Rio de
Janeiro ser formada por contribuicdo similar dos grupos étnicos principais. De maneira, geral
observamos que os alelos de maior frequéncia nos diversos genes estudados também se

distribuem amplamente nas diversas populagdes mundiais.
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Allele frequencies, forensic parameters and ethnic composition of the Rio de Janeiro
population, based on STR markers

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Improvement of molecular techniques has brought a constant renewal and relevant discussion
to Forensic Genetics development. In human genetic identification, after comparing genetic
profiles, statistical methods are applied to estimate the probability of a given profile be found
only from the donor in comparison to another individual of the population. This analysis is
based on frequencies obtained from previous studies done in the population. In the state of
Rio de Janeiro, the IPPGF (Instituto de Pesquisa e Pericias em Genética Forense) is
responsible for performing genetic identification in criminal cases. This Institute receives
samples of the whole state, joining a representative stock of Rio de Janeiro samples. In this
way, a research using samples of IPPGF is very important to solve criminal case of genetic
identification. Therefore, this work aims to develop an allele frequencies database from
samples of 505 unrelated individuals who, from 2008 to 2011, donated biological material to
IPPGF. For this purpose, we have genotyped 17 autosomal STRs (short tandem repeats) using
the human identification kits PowerPlex® 16 System / PowerPlex® 16 HS System (Promega
Corporation) and AmpF{STR™ Identifiler / AmpF{STR™ Identifiler Plus and AmpF{STR®

MiniFiler™ (Applied Biosystems). Based on the genetic profiles analysis, we have calculated



the STR allele frequencies, tested for Hardy-Weinberg equilibrium, inbreeding coefficient
(Fis) and forensic parameters. In these 17 genetic markers, we detected a total of 215 distinct
alleles. The locus D21S11, was the most polymorphic (25 alleles), followed by FGA (22
alleles). The TPOX allele 8 was the most frequently observed. Furthermore, this locus had the
lowest Power of Discrimination (PD = 0.879), Power of Exclusion (PE = 0.419) e

Polymorphism Information Content (PIC = 0.676) and the highest Probability of a Random

Match (PM = 0.121). The marker Penta E had the highest Power of Discrimination (PD

0,983), Power of Exclusion (PE = 0.761) and Polymorphism Information Content (PIC
0.905) and the lowest Probability of a Random Match (PM = 0.017). Further analyzes were
performed to study the ethnic composition of the population. The Neighbor-Joining
phylogenetic tree (data from different Brazilian regions) showed a similarity between the Rio
de Janeiro population and the Northeast Brazilian population. However, none statistical
significance was observed in pairwise Fst analysis among populations, indicating the absence
of structuration, an important trait for of genetic markers used in human identification tests.
The "Triangle Plot" graphic, designed by the Structure software, suggests that, on average,
individuals have no greater contribution of a particular ethnic group and the Rio de Janeiro
population may be formed by the similar contribution of the main ethnic groups. By
comparing the allele frequencies obtained, we have detected that the alleles of higher

frequency, in the present study, showed in general, wide distribution in various populations.



1. Introducao

1.1 A evolucédo dos métodos de identificacdo humana

A identificacdo humana é um processo que associa dados obtidos com um individuo
particular da populacdo (Clarke, 1994). No contexto criminal, considera-se que o primeiro
método cientifico de identificacdo foi introduzido por Alphonse Bertillon, oficial de policia
reconhecido como criador da antropometria. Em 1879, ele elaborou um sistema de
identificacdo baseado em caracteres antropométricos como tamanho da cabeca, comprimento
dos dedos e demais tragos morfoldgicos e cromaticos (James e Nordby, 2005). Atualmente,

este sistema é classificado como ndo conclusivo (Espindula, 2006, apud Garrido, 2009).

Jé& as impressoes digitais e palmares, consideradas conclusivas, tiveram seus primeiros
registros na China, a0 menos 2000 atrds, indicando seu emprego como marcas de
autenticidade. A partir do século XVII, grupos de cientistas contribuiram para o
reconhecimento desse método e o desenvolvimento da papiloscopia (Espindula, 2006, apud

Garrido, 2009).

No hemisfério ocidental, o argentino Juan Vucetich é um pioneiro da area. Como
funcionario do departamento de policia de La Plata, o pesquisador se convenceu do valor
criminal da papiloscopia, escrevendo um livro sobre o assunto. A partir de 1896, ap6s a
publicacdo do livro, a policia Argentina substituiu o método de Bertillon pelas impressdes

digitais, sendo o primeiro caso de sua utilizagdo registrado em 1902 (James e Nordby, 2005).

Com o tempo e a evolugdo das técnicas de analise, as abordagens genéticas foram
implantadas na identificacdo humana. A descri¢do o sistema ABO, por Karl Landsteiner, é
considerada o primeiro passo para o desenvolvimento da Genética Forense. Landsteiner, no

5



inicio do século XX, observou que os individuos poderiam ser classificados em diferentes
grupos, baseados em seu tipo sanguineo. Essa determinacdo é bastante relevante quando
detectada a exclusdo, no entanto, é pouco informativa nos resultados de inclusdo,

especialmente, no caso do grupo O, que representa 40% da populacéo (Butler, 2005).

A evolucdo da Biologia Molecular gerou, nas décadas de 60 e 70, o inicio da andlise
de sequéncias de DNA, com a utilizag&o de enzimas de restricdo, sequenciamento de Sanger e
Southern Blotting (Goodwin et al., 2007). Seguindo esse panorama, Wyman e White (1980),
publicaram artigo registrando a primeira anélise de locus altamente polimorfico, utilizando

polimorfismos de tamanho de fragmentos de restri¢cdo (RFLP).

No entanto, o grande passo para a formulacdo da Genética Forense, como € conhecida
atualmente, ocorreu no ano de 1985, quando Alec Jeffreys desenvolveu a técnica de
identificacdo por minissatélites (VNTR — numero variavel de repeticdes em tandem). Ele
notou que determinadas regides do DNA contém sequéncias repetitivas e que o nimero de

repeticBes varia de um individuo para o outro (Jeffreys et al., 1985a).

O método de Jeffreys utilizado para a analise de VNTRs consistia na digestdo das
moléculas de DNA por enzimas de restricdo, seguida da hibridacdo com sondas especificas
para a regido de repeticdo. A partir desse método, é possivel identificar a quantidade de
repeticBes que o individuo apresenta em cada locus e, ao mapear diversas regides, pode-se

estabelecer um padrdo Unico, denominado fingerprint de DNA (Jeffreys et al., 1985a,b).

Esta técnica foi utilizada, no ano seguinte (1986), para resolver dois casos de estupro,
seguido de homicidio, num vilarejo da Inglaterra. Os crimes possuiam caracteristicas
similares, levando a investigacdo a suspeitar de uma Gnica autoria. No entanto, um homem
confessou ter matado apenas uma das vitimas. Dessa forma, o material genético desse homem

foi comparado com o sémen coletado. A anélise evidenciou néo ser ele o autor dos crimes e a

6



primeira utilizagdo forense do exame de DNA inocentou um individuo que poderia ser
declarado culpado. O caso ainda ndo estava solucionado e, a fim de resolvé-lo, foi realizada
uma coleta em massa nos trés vilarejos proximos. Mais de quatro mil homens realizaram
exame sem que se observasse coincidéncia com o perfil genético das amostras do local de
crime. Um ano depois, um homem num bar se vangloriou de ter doado sangue no lugar de seu
amigo Colin Pitchfork. A policia local tomou ciéncia, interrogou e coletou sangue de
Pitchfork. Seu perfil genético apresentou coincidéncia com o obtido a partir dos sémens,

conferindo uma resposta ao caso (Wambaugh, 1989, apud Butler, 2005).

Embora tenham sido registrados exemplos de sucesso, vale ressaltar que as amostras
forenses, frequentemente apresentam DNA com certo nivel de degradacédo, o que dificulta as
analises e, dependendo da técnica utilizada, as inviabiliza. Com isso, o advento da técnica de
PCR (reagdo em cadeia da polimerase), processo que possibilita a amplificacdo de segmentos
relativamente pequenos do DNA, foi de grande importancia para o desenvolvimento da
Genética Forense. O método aumentou a sensibilidade da analise de DNA, podendo, assim,

ser aplicado em amostras com material degradado (Saiki et al., 1988; Goodwin et al., 2007).

Goodwin et al. (2007) salientam que, além de avancos tecnoldgicos, o
desenvolvimento da Genética influiu significativamente para o aperfeicoamento do controle
de qualidade da Ciéncia Forense. O autor sugere que o caso de homicidio ocorrido nos
Estados Unidos, conhecido como caso “Castro” (Patton, 1990), promoveu a padronizacao e
controle de qualidade da Genética Forense e de outras areas afins. As técnicas empregadas na
analise de DNA foram questionadas. Embora o Tribunal tenha considerado o exame de DNA
admissivel, a prova técnica especifica do caso foi negada, devido a auséncia de aplicacdo de

métodos cientificamente aceitaveis.



No inicio da década de 1990, a descricdo de sequéncias de DNA repetitivas do tipo
STRs (repeti¢des curtas em tandem) ou microssatélites, tornou possivel incrementar a anélise
de DNA forense (Garrido, 2009). Os STRs possuem unidades repetitivas constituidas por
pequenas sequéncias de DNA, o que também auxilia as analises de material degradado. A
utilizacdo de marcadores fluorescentes a partir de 1991 e os kits de PCR multiplex, validados
em diversos laboratérios, desde 1999, ampliaram ainda mais as possibilidades de analise de

material genético com intuito forense (Butler, 2005).

1.2 Polimorfismos genéticos e a identificacdo humana

O genoma humano eucromético compreende, aproximadamente, trés bilhdes de
nucleotideos (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Uma parcela
menor do que 5% é constituida por regido codificante, ao passo que sequéncias repetitivas
representam ao menos 50% do genoma (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). Essas sequéncias repetitivas podem ser agrupadas em cinco classes
distintas: repeticbes derivadas de transposon; pseudogenes; SSR (do inglés, Simple Sequence
Repeat), regides repetitivas em tandem; duplicacdes de segmentos do genoma de 10 a 300 Kb;
blocos de sequéncias repetitivas como centrémeros, teldmeros e bragcos curtos de

cromossomos acrocéntricos (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

As regides ndo-codificantes do DNA estdo sujeitas a menor pressdo seletiva e,
portanto, a maior taxa de mutacdo, sendo mais polimérficas e bastante Gteis para a
identificacdo humana (Regateiro, 2007). Os polimorfismos séo gerados pelas mutacdes, que
alteram as sequéncias de DNA. Estas podem ser identificadas como mutacdo génica ou de
ponto, quando ha alteracdo em poucos pares de base adjacentes; ou mutacdo cromossomica,
quando segmentos de um Cromossomo Ou cromossomos inteiros sofrem modificagdo

(Griffiths et al., 2004).



As mutacbes génicas mais comuns sdo a substituicdo de nucleotideo e a
insercdo/delecdo de bases. As substituicbes ocorrem quando um par de bases substitui outro.
Quando ela se da por alteracdo de base de uma mesma categoria (purina por purina ou
pirimidina por pirimidina), denomina-se transi¢do. Quando ocorre com alteracdo de categoria

quimica, d&-se o nome transversdo (Griffiths et al., 2004).

Os SNPs (polimorfismos de base Unica) sdo polimorfismos gerados pela substitui¢do
de base, resultado da mutacdo de um Unico nucleotideo, apresentando, no genoma humano,
uma ocorréncia, de cerca de 12 a 16 milhGes. Estima-se que eles sejam responsaveis pela
maior parte da variabilidade genética individual (Regateiro, 2007). Regifes altamente
polimorficas, como a regido hipervariavel do DNA mitocondrial, apresentam maior
ocorréncia destes polimorfismos. Possuem aplicacdo forense e para estudos populacionais

(Helyar, 2011; Yamaguchi-Kabata et al., 2008; Freedman et al., 2004).

Os Indels séo polimorfismos de insercdo-delecdo. Recentemente, essas mutacOes
também estdo sendo incluidas em Kits de identificagdo humana, mas assim como 0s SNPs,
atualmente, ndo constituem os principais marcadores de identificacdo, sendo aplicados em

estudos populacionais (Santos et al., 2010; Behar et al., 2007).

Sequéncias satélites sdo regiGes repetitivas em tandem, geradas por repeticdo
sequencial da mesma unidade; elas podem ser classificadas como minissatélites/VNTRs
(numero varidvel de repeticbes em tandem) ou microssatélites/STRs (repeticBes curtas em
tandem). Nos minissatélites, as unidades repetitivas possuem, usualmente, entre 9 e 100 pares
de bases. Nos microssatélites, as unidades repetitivas sdo constituidas por sequéncias com 2 a
6 pares de bases (Tautz, 1993). Essas sequéncias constituem cerca de 3% do genoma humano

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).



Os polimorfismos do tipo STR sdo gerados por “deslizamentos” da DNA polimerase,
no momento da replicacdo, associado a mecanismo de reparo deficiente (Ellegren, 2004).
Esses deslizamentos originam insercbes e deleces no numero original de repeticOes,

constituindo a base das diferencas alélicas.

Dentre os diversos tipos de STRs, os de repeti¢cbes de tetranucleotideos sdo mais
comumente utilizados, por serem mais frequentes do que os pentanucleotideos e apresentarem
menor taxa de erro no momento da amplificacdo do que di e trinucleotideos. Dessa forma,
reduzem a ocorréncia de artefatos, como os stutters, produtos de PCR com numero de

repeticdo menor do que o alelo verdadeiro (Butler, 2005).

Os microssatélites apresentam importante aplicacdo forense. Comparados aos VNTRS,
possuem unidades de repeticdo de menor tamanho, o que auxilia a amplificacdo de amostras
degradadas. Além disso, conforme Butler (2005), os STRs constituem a melhor solucéo, com

grande poder de discriminacéo e rapida velocidade de anélise.

Na identificagdo humana por DNA, a escolha de marcadores do tipo STR envolve o
preenchimento de requisitos que os tornem apropriados para esse fim. Dentre 0s critérios
adotados para a selecdo, podemos citar auséncia de associacdo com patologias detectadas até
0 momento, baixa taxa de mutagdo (menor do 0,3%), alto nivel de independéncia (associacao
aleatoria de alelos), alto poder de discriminacdo (maior do que 0,9) (Hares, 2012), robustez
(alta frequéncia de resultados bem sucedidos), reprodutibilidade, baixa frequéncia de sttuters

e produtos de PCR variando entre 90 e 500 pares de base (Gill et al. 1994).

Com base em caracteristicas como essas, em 1997, o FBI (Federal Bureau of
Investigation) estabeleceu 13 marcadores moleculares do tipo STR que deveriam ser
utilizados em sua base de dados (CODIS — Combined DNA Index System) (Butler, 2006).

Atualmente, os marcadores selecionados sdo utilizados em diversos laboratorios de Genética
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Forense, usualmente associados a dois marcadores adicionais, além do sistema de
identificacdo de género amelogenina, utilizando este gene que possui copias homdlogas nos
cromossomos X (106 pares de base) e Y (112 pares de base), permitindo a identificacéo
masculina ou feminina. Mais recentemente, os STRs do CODIS estdo sendo revisados e ha
previsdo de inclusdo de novos marcadores, 0 que aumentaria o poder de identificacdo da
andlise (Hares, 2012). Existe estudo, inclusive, que recomenda a utilizacdo de ao menos 15

marcadores genéticos (Moroni et al., 2011).

Os 13 loci do CODIS sdo CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51 e D21S11 (Budowle et al., 1998), conforme
figura 1.1. Outros quatro loci também sdo amplamente empregados. Séo eles: D2S1338 e
D19S433, presentes no kit de identificacdo humana AmpFISTR® Identifiler™, e Penta D e

Penta E, presentes no kit de identificagdo humana PowerPlex® 16 System.

A nomenclatura utilizada para nomear esses marcadores aplica 0s seguintes critérios:
quando estdo presentes num gene, 0 nome do gene é utilizado na designacgdo; se estiverem
localizados fora da regido de um gene, sdo nomeados de acordo com o0 cromossomo no qual
estdo localizados. Nesse caso, a primeira letra ¢ o “D”, de DNA, seguido pelo nimero do
cromossomo, posteriormente, da letra “S” (se for uma sequéncia de cOpia Unica) e de um
namero final, que indica a ordem de caracterizacdo daquele marcador dentro do cromossomo

(Butler, 2005).
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Figura 1.1: Marcadores genéticos do CODIS (Combined DNA Index System) (STRBase).

1.3 Marcadores STR estudados
1.3.1 CSF1PO

O marcador genético CSF1PO é um STR de repeticdo simples presente no sexto intron
do c-fms proto-oncogene para o receptor CSF-1, localizado no brago longo do cromossomo 5.
Seus alelos possuem a unidade de repeticdio AGAT (Figura 1.2) (Hammond et al., 1994),
possuindo, usualmente, de 6 a 15 repeti¢cdes, com a presenca de alguns microvariantes (Butler,

2005). Margolis-Nunno et al. (2001) detectaram ainda a presenca do alelo 16.
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11821
11881
11941
12001
12061
12121

ggagcacaca
accaccctgt
atagatagaa
atagatagat
accaggagat

gaggctggag

ctccagggca
gtctcagttt
gatagataga
aggaagtact
agtatctgag
aatgggctga

gtgttccaac
tcctacctgt
ttagatagat
tagaacaggg
aaggctcagt
agatggccag

ctgagtctgce
aaaatgaaga
agatagatag
tctgacacag
ctggcaccat

tggtgtgtgg

caaggactag
tattaacagt
atagatagat
gaaatgctgt
gtgggttggg
aagagtctga

caggttgcta
aactgccttc
agatagatag
ccaagtgtgc
tgggaacctg
gatgcaggga

Figura 1.2: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus CSF1PO (GenBank:

1.3.2 FGA

O locus FGA (também denominado FIBRA ou HUMFIBRA) ¢é formado por repeticao
composta do tetranucleotideo CTTT (Figura 1.3), flanqueado por repeticGes degeneradas,
sendo encontrado no terceiro intron do alfa fibrinogénio humano (brago longo do
cromossomo 4). Contém de 12.2 a 51.2 repeticOes, totalizando 80 alelos distintos, o que o
torna um dos loci mais polimdrficos utilizados na identificacdo humana (Butler, 2005). Vale

observar que a inser¢do ou delecdo de dinucleotideos gera os microvariantes x.2 (Barber et

U63963.1).

al., 1996), bastante frequentes para esse marcador (Butler, 2005).

2761
2821
2881
2941
3001
3061

attaggacat
aaatgcccca
tttacaagct
ctttctttct
aattacagac
ataataccta

cttaactggc
taggttttga
agtttctttc
ttctttettt
aaatcactca
caaccgagtg

attcatggaa
actcacagat
tttctttttt
ctttctcctt
gcagctactt
tcagaggatc

ggctgcaggg
taaactgtaa

ctctttettt
ccttcectttc
caataaccat
tgagaagcag

cataacatta
ccaaaataaa
ctttctttet
ttcctttett
attttcgatt
aattgaagtc

tccaaaagtc
attaggcata
ttctttettt
ttttgctggce
tcagaccgtg
ctgaagcgca

Figura 1.3: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus FGA (GenBank: M64982.1).

1.3.3 THO1

O marcador do tipo STR THO1 localiza-se no intron 1 do gene da tirosina hidroxilase,

no braco curto do cromossomo 11. A unidade de repeti¢cdo do locus é formada pelo motivo
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TCAT (Figura 1.4) (Polymeropoulos et al., 1991). Existem referéncias ao mesmo marcador

como TC11 e HUMTHO1. O microvariante 9.3 é bastante comum na populagdo caucasiana

(Butler, 2005).

1021
1081
1141
1201
1261
1321

gcctgcectgce
tggggggtcc
cccattggcce
ttcattcacc
gactgtgtgg
gcctccttgg

ttggggaggc
tgggcaaata

tgttcctccce
atggagtctg
gccaggctgg
gcactcagaa

agccccaagg
gggggcaaaa
ttatttccct
tgttccctgt
ataatcggga
ccttgggcetce

cccttcecccag
ttcaaagggt
cattcattca
gacctgcact
gcttttcagce
cctggcacat

gctctagcag
atctgggctc
ttcattcatt
cggaagccct

ccacaggagg
ttaaaatggg

cagctcatgg
tggggtgatt
cattcattca
gtgtacaggg
ggtcttcggt
tttttattta

Figura 1.4: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus THO1 (GenBank: D00269.2).

1.3.4 TPOX

O marcador genético TPOX (também reportado na literatura como hTPO) é
encontrado no intron 10 do gene da tireoide peroxidase humana, préximo ao final do braco
curto do cromossomo 2. Sua unidade de repeticdo é formada pela sequéncia AATG (Figura
1.5) e este € o menos polimorfico dos STRs do CODIS (Butler, 2005). O alelo mais comum
desse marcador pode apresentar frequéncias maiores do que 60% em algumas populacdes,
mas a baixa taxa de mutacdo torna-o bastante Gtil em determinados testes de paternidade
(Butler, 2006). Conforme Hares (2012) propde, essa € uma importante caracteristica para a

selecdo de um marcador STR com intuito forense.

1741
1801
1861
1921
1981

Figura 1.5: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus TPOX (GenBank: M68651.1).

ccatgttccc
gtttcagggc
ggaaccctca
gggcaaataa
agcgcacagce

actggcctgt
tgtgatcact
ctgaatgaat
acgctgacaa
ccgacttgtg

gggtcccceccce
agcacccaga
gaatgaatga
ggacagaagg
ttcagaagac

14

atagatcgta
accgtcgact
atgaatgaat
gcctagcggg
ctgggattgg

agcccaggag
ggcacagaac
gaatgaatga
aagggaacag
acctgaggag

gaagggctgt
aggcacttag
atgaatgttt
gagtaagacc
ttcaattttg



1.3.5vWA

O VWA ¢ uma repeticdo de tetranucleotideo composto, constituido pelas unidades de
repeticdo TCTA, TCTG e TCCA (Figura 1.6) (Walsh et al., 1996), intercaladas, no intron 40
do Fator de von Willebrand (braco curto do cromossomo 12). No mesmo intron, sdo
encontradas outras duas regides de repeticdo. No entanto, estas ndo sdo polimdrficas como a
regido utilizada na identificacdo humana (Kimpton et al., 1992). Sdo observados ainda dados

na literatura referindo-se a este marcador como vVWF ou VWA (Butler, 2005).

1561

1621
1681
1741
1801
1861

cctataaggt
cttggctgag
gatctatctg
tatctatcta
atctaaccta
tctatcctat

agagttccca
atgtgaaagc
tctgtctgtc
tctatccatc
tgtatctatt
ctctatctaa

ccttccagaa
cctagtggat
tgtctatcta
tatccatcca
tatcatctat
gctatatatc

gaagaaacag
gataagaata
tctatctatc
tcctatgtat
cctgtctcta
tatttatcat

gtctagagga
atcagtatgt
tatctatcta
ttatcatctg
tctatccttt
ctatcctcta

tccaagttga
gacttggatt
tctatctatc
tcctatctcet
gtatctatca
tcatctatct

Figura 1.6: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus VWA (GenBank: M25858.1).

1.3.6 D3S1358

O locus D3S1358 esta localizado no braco curto do cromossomo 3 (Butler, 2005). Ele

é formado por tetranucleotideo composto, gerado pelas repeticdes AGAT e AGAC (Figura

1.7).

77641
77701
77761
77821
77881
77941

atcccaggta
tagtgagcta
atagatagat
atagatacat
ggaatacaca
catgcccatt

cttgggaggc
tgattccccce

agatagatag
gcaagcctct
ccacagaaaa
ctggagcagt

tgaggcagga
actgcagtcc
atagatagat
gttgatttca
atagatccct
gccctggcag

ggactgcttg
aatctgggtg
agatagatag
tgagtataag
gggcagaagt
ctgcagtcct

agcccaggag
acagagcaag
atagatagat
agatgccccc
gggcaagtga
cacctgggaa

tttgaggctg
accctgtctc
agatagacag
aaaggcacag
atatggccag
tagcttttcc

Figura 1.7: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus D351358 (GenBank:

AC099539.2).
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1.3.7 D5S818

O marcador D5S818 localiza-se no braco longo do cromossomo 5. Sua unidade de
repeticdo é formada pela sequéncia AGAT (Figura 1.8), apresentando alelos de 7 a 16

repeticdes. Ele é um dos menores marcadores presentes nos Kits de identificacdo humana e

costuma ser amplificado mesmo no caso de amostras degradadas (Butler, 2005).

61
121
181
241

tctaattaaa
atgtgacaag
tagatagata
cagatatagn
gctnaagcnt

gtggtgtccc
ggtgattttc
gatagataga
tacaaatgtt
tcctctgnga

agataatctg
ctctttggta
tagatagata
gtaaactgtg
gaggcaatta

tactaataaa
tccttatgta
gataggtaga
gctatgattg
cttttttnct

agtatatttt
atattttgaa
tagaggtata
gaatcacttg
taggnactnc

aatagcaagt
gatagataga
aataaggata
gctaaaaagc
ctcancagtc

Figura 1.8: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus D5S818 (GenBank:

1.3.8 D7S820

G08446.1).

O D7S820 ¢ formado por uma repeticdo de tetranucleotideo simples, constituido pela
sequéncia GATA (Figura 1.9). E encontrado no braco longo do cromossomo 7. Os alelos

microvariantes desse marcador ocorrem devido a variacdo do numero de nucleotideos da

cauda poli T, presente 13 nucleotideos ap6s a unidade de repeticdo (Butler, 2005).

61
121
181
241

aatttttgta
tattttaagg
ctaacgatag
tgatagtttt
gtgcaattct

ttttttttag
ttaatatata
atagatagat
tttttatctc
gtcaatgagg

agacggggtt
taaagggtat

agatagatag
actaaatagt
ataaatgtgg

tcaccatgtt
gatagaacac
atagatagat
ctatagtaaa
aatcgttata

ggtcaggctg
ttgtcatagt

agatagatag
catttaatta
attcttaaga

actatggagt
ttagaacgaa
atagacagat
ccaatatttg
atatatattc

Figura 1.9: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus D7S820 (GenBank:

G08616.1).
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1.3.9 D851179

O marcador genético D8S1179 é classificado como um STR composto, encontrado no
braco longo do cromossomo 8. Ele € inicialmente formado pela repeticdo do tetranucleotideo
TCTA (Figura 1.10), porém nos casos de alelos com mais de 13 repeticdes o locus é

constituido pelas repeticdbes TCTG, desde a segunda ou terceira posicdo a partir da

extremidade 5’ da regiao TCTA (Butler, 2005).

61
121
181
241

tggcaactta
ctatctatct
aggtaaataa
aattatagct
gaatacatac

tatgtatttt
atctatctat
attaaggcat
acgtgaaact
ggtttttgnc

tgtatttcat
ctatctatct
attcacgcaa
atactcatgn
agctgtgcta

gtgtacattc
attccccaca
tgggatacgn
acacaatttg
ttttacattc

gtatctatct
gtgaaaataa
tacagtgatg
gtaaaagaaa
ccaacaacaa

atctatctat
tctacaggat
aaaatgaact
ctgggaacaa
tgcacagggt

Figura 1.10: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus D8S1179 (GenBank:

1.3.10 D13S317

D13S317 é composto pela repeticdo do tetranucleotideo simples TATC (Figura 1.11),

presente no brago longo do cromossomo 13. Os alelos mais comuns contém de 7 a 15

G08710.1).

repeticdes, embora tenham sido observados também os alelos 5, 6 e 16 (Butler, 2005).

61
121
181

241

tgggatgggt
tttagtgggce

aatacattat
atcatctatc

ggaggagatt

tgctggacat ggtatcacag aagtctggga

atccgtgact
ctatctatct

ctctggactc
atctatctat

tatctttctg tctgtctttt
tgaccaacaa ttcaagctct

tgacccatct
ctatctatct
tgggctgcect
ctgaatatgt

tgtggaggag
aacgcctatc
atctatctat
atggctcaac
tttgaa

agttcatttc
tgtatttaca
ctatctatca
ccaagttgaa

Figura 1.11: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢ao do locus D13S317 (GenBank:

G09017.1).
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1.3.11 D16S539

O locus D16S539, localizado no braco longo do cromossomo 16, é formado pela

unidade de repeticdo GATA (Figura 1.12). Apresenta nove alelos comuns, dentre eles o alelo

5 e os de 8 a 15 unidades de repeti¢do (Butler, 2005).

121
181
241
301
361

agtgccagat
gaaaaccaca
cttccctaga
tagatagata
acagatgcac

gctcgttgtg
gttcccattt
tcaatacaga
gatagatatc
acacaaacgt

cacaaatcta
ttatatggga
cagacagaca
attgaaagac
aaatggtatn

aatgcagaaa
gcaaacaaag
ggtggataga
aaaacagaga
aaaaatngga

agcactgaaa
gcagatccca
tagatagata
tggatgatag
tncactcttg

gaagaatcca
agctcttcct
gatagataga
atacatgctt
tanggttgtt

Figura 1.12: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢ao do locus D16S539 (GenBank:

G07925.1).

1.3.12 D18S51

D18S51 estd localizado no braco longo do cromossomo 18 e é constituido pela
repeticdo da sequéncia AGAA (Figura 1.13) (Barber & Parkin, 1996; Straub et al., 1993). Os
microvariantes X.2 séo originados pela insercdo de dois pares de base, na regido flanquedora
3’ (Barber & Parkin, 1996). Ha registro de mais de 50 alelos desse marcador, sendo um dos

mais polimdrficos do CODIS (Butler, 2005).

61
121
181
241
301
361

aaaaatacaa
gctgaggcag
ccactgcact
aaagaaagaa
agaaanagna
ttaattttaa

aaatnagttg
gaggagttct
tcactctgag
agaaagaaag
aanaaatagt
ttttaacatg

ggcatggtgg
tgagcccaga
tgacaaattg
aangaaagaa
agcaactgtt
ttaagaacag

cacgtgcctg
aggttaaggc
agaccttgtc
agaaagtaag
attgtaagac
agagaagcca

tagtctcagce
tgcagtgagc
tcagaaagaa
aaaaagagag
atctccacac
acatgtccac

tacttgcagg
catgttcatg
agaaagaaag
ggaaagaaag
accagagaag
cttaggctga

Figura 1.13: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus D18S51 (GenBank:

L18333.1).
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1.3.13 D21511

O marcador genético D21S11 é formado por um tetranucleotideo complexo,
observado no braco longo do cromossomo 21. Um numero variavel de repeti¢cBes do tipo
TCTA e TCTG flanqueia uma regido de 43 pares de base, composta pela sequéncia {[TCTA]s
TA [TCTA]3 TCA [TCTA], TCCA TA} (Figura 1.14) (Butler, 2005). Os microvariantes X.2

sdo produzidos devido a insercdo do dinuclotideo TA no final 3’ da regido de repeticédo

(Brinkmann et al. 1996).

61
121
181
241
301
361

caagagaaag
aatatgtgag
gtctgtctgt
tatctatcta
tgtctctgga
tatatcatac

ataggggagc
tcaattcccc

ctgtctatct
tctatctatc
gaacattgac
cacttcatac

ttgtagatgg
aagtgaattg
atctatatct
tatcgtctat
taatacaaca
attatataaa

tctgttatgg
ccttctatct
atctatctat
ctatccagtc
tctttaatat
accttacagt

gacttttctc
atctatctat
catctatcta
tatctacntc
atcacagttt
gtttctccct

agtctccata
ctgtctgtct
tctatctatc
ctatnnagtc
aatttcaagt
tctcagtgtt

Figura 1.14: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus D21S11 (GenBank:

1.3.14 D251338

O marcador genético D2S1338 esta localizado no braco longo do cromossomo 2. E

constituido pela repeticdo dos tetranucleotideos compostos TGCC e TTCC (Figura 1.15)

(Butler, 2007).

61
121
181

gtgggaggaa
tgcctgectt
atcctttaac

ctagggatgt

gccagtggat
ccttccttce
ttactgaata
aggcatgaac

M84567.1).

ttggaaacag
ttccttecett
actcattatt
actgacaagg

aaatggcttg
ccttccttce
atgggccncc
gcctctggga

gccttgectg
ttccttectt
tgcaggtacc
ctggcattct

cctgcctgec
ccctcctgceca
atgctaggta
ggtaggaaaa

Figura 1.15: Sequéncia evidenciando a regido de repeti¢do do locus D2S1338 (GenBank:

G08202.1).
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1.3.15D195433

O locus D19S433 est4 localizado no brago longo do cromossomo 19. E formado pela

repeticdo sequencial do tetranucleotideo AAGG (Figura 1.16) (Butler, 2007).

61
121
181

aaagctataa
aaagaaggta
aggtagaaag
tgctaaagaa

ttgtaccact
ggaaggaagg
agagaagatt
cttattcatg

gcactccagc
aaggaaggaa
tttattcggg
taaccaacac

ctgggcaaca
ggaaggaagg
taatgggtgc
cacctgttcc

gaataagatt
aaggaaggaa
accaaaatat
ttaaaaacct

ctgttgaagg
ggaaggagag
cagaaatcac
attgaaataa

Figura 1.16: Sequéncia evidenciando a regido de repeticdo do locus D19S433 (GenBank:

G08036.1).

1.3.16 Penta E

O locus Penta E esta localizado no braco longo do cromossomo 15. De forma
diferenciada dos demais, é formado pela repeticdo sequencial do pentanucleotideo AAAGA

(Promega Corporation).

1.3.17 Penta D

O marcador genético Penta D estd localizado no braco longo do cromossomo 21.
Assim como Penta E, é formado pela repeticdo sequencial do pentanucleotideo AAAGA

(Promega Corporation).
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1.4 Analise estatistica na identificacdo humana por DNA

A analise de DNA é baseada na comparacdo de perfis genéticos obtidos a partir de
uma amostra de referéncia (fonte bioldgica conhecida) e de uma amostra questionada (fonte
bioldgica desconhecida). Essa comparacdo tem o intuito de detectar, por exemplo, se as
amostras sdo provenientes de um mesmo doador ou se sdo provenientes de individuos que

possuem vinculo genético.

Entretanto, segundo o NRC (National Research Council, 1996), ndo seria
cientificamente justificavel tratar uma coincidéncia de perfis genéticos como uma prova de
identidade, sem conhecer a frequéncia com que essa identidade ocorre na populacdo. Dessa
forma, quando se realiza a andlise, a comparacdo dos perfis é seguida do calculo da razao de
verossimilhanca, que é a razdo de probabilidades do mesmo evento sob duas hipoteses

diferentes.

Considerando-se que os marcadores genéticos em estudo encontram-se em Equilibrio
de Hardy-Weinberg, calcula-se a razdo de verssosimilhanca da seguinte forma: no caso de
homozigotos, utiliza-se a razdo entre 1 (hipdtese de que o doador da amostra de referéncia é a
fonte da evidéncia) e p% quando se trata de heterozigotos, utiliza-se a razdo entre 1 e 2pg, em

que p e g sdo frequéncias de alelos na populacédo (Butler, 2005).

Nos casos de vinculo genético, a exemplo da paternidade, a razdo de verossimilhanca
é o indice de paternidade. Para obté-la, utiliza-se a razdo entre: 1) a probabilidade dos alelos
do perfil genético do possivel filho, coincidentes com o suposto pai (ou suposta mae), serem
oriundas desse pai e 2) de serem oriundos de um individuo selecionado aleatoriamente na
populacdo (Butler, 2005). Esse calculo também tem por base as frequéncias alélicas dos
marcadores genéticos. Dessa forma, fica evidente a importéncia da determinacdo dessas

frequéncias para a solucdo dos casos de identificacdo humana, através da analise de DNA.
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1.5 Grupos étnicos que influenciaram a composi¢cao genética atual

A populacédo brasileira é uma das mais heterogéneas do ponto de vista étnico. Sua
estrutura atual sofreu influéncia de diversos grupos étnicos, principalmente grupos europeus,
amerindios e africanos. No século XVI, quando da chegada dos portugueses ao continente

americano, existiam cerca e 2,4 milhdes de indigenas habitando o pais (IBGE, 2000).

Num primeiro momento, os grupos indigenas perceberam a chegada do europeu numa
visdo mitica. Frente a invasdo europeia, os indigenas defenderam seu modo de ser, mas foram
superados pelas armas e as enfermidades trazidas pelos portugueses. Aos que chegavam, o
Novo Mundo era fonte de ganhos. Do ponto de vista da Igreja, a expanséo teve a finalidade de
evangelizacdo e formacéo de uma Igreja universal, com atuacdo europeia na conversdo desses

grupos em povos Cristaos.

O inicio da formag&o do povo brasileiro ocorreu, principalmente, através da vinda de
integrantes europeus do sexo masculino que se utilizaram do cunhadismo, costume indigena
de incorporar a sua comunidade aqueles que recebessem uma moca india como esposa. Apds
aceitar a moga, 0 europeu colocava 0s parentes a seu servico, para conforto pessoal e
producdo de mercadorias, e passava a poder ter relagdes sexuais com todos o0s parentes de sua
geracdo. N&o s6 portugueses, mas franceses e espanhois participaram da implantacdo europeia
na costa brasileira, através desse modelo. Tal costume fez surgir uma numerosa camada de

mesticos que ocupou o pais (Ribeiro, 2006).

Em 1570, a dominagdo portuguesa estava assentada, com uma populagdo de 30 a 40
mil habitantes, dos quais mais de 75% era composto por mamelucos. A maioria dos indigenas
“desapareceu” e as regides acucareiras, inicialmente formadas por mamelucos, se
transformaram pela vinda cada vez mais macica de escravos africanos. Os primeiros

contingentes de negros africanos chegaram ao Brasil desde cerca de 1540 e, com o
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desenvolvimento da economia agucareira, passaram a ser trazidos em maior nimero. Vieram,
principalmente, da costa ocidental da Africa, capturados nas centenas de povos tribais que
falavam dialetos e linguas ndo inteligiveis uns aos outros. Admite-se que chegaram homens e

mulheres africanos, havendo varia¢do dos dados em relacdo a sua proporcéo (Ribeiro, 2006).

A partir do seculo XIX, acrescenta-se & miscigenagdo entre 0s primeiros grupos
étnicos a contribuicdo de imigrantes alemaes, italianos e espanhdis. J& no século XX, o Brasil
recebeu ainda imigrantes japoneses, sirios e libaneses e, mais recentemente, imigrantes latino-

americanos (Fausto, 2000).

Atualmente, a classificacdo brasileira em grupo étnico é baseada no questionario do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), que utiliza o critério de
autoclassificacdo da cor da pele. Sabe-se que essa e outras caracteristicas fisicas externas sao

tracos superficiais, que apenas refletem adaptacdes ao clima e a outras varidveis ambientais.

Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD), realizada em 20009,
a populacdo brasileira atual é composta por 190 milhdes de habitantes. Desse contingente,
48,2% é representado por individuos de cor branca, 6,9% preta, 44,2% parda e 0,7% amarela

ou indigena (IBGE, 2010).

No Estado do Rio de Janeiro, estimativas da mistura étnica baseados nos sistemas
eritrocitarios ABO e Rh, numa amostra de mais de 32.000 individuos mostrou que a
proporcéo de genes de origem caucasiana neste estado era de 52%, seguido de 40% de origem
africana e os 8% restantes de origem amerindia (Lopez-Camelo et al., 1996). Segundo dados
do IBGE, essa populacdo é composta por 15 milhdes de habitantes, dos quais 55,8% ¢é
formada por individuos de cor branca, 11,1%, de cor preta, 32,6% de cor parda e 0,4%

amarela ou indigena (IBGE, 2010).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Realizar o estudo dos marcadores genéeticos CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, D2S1338,
D19S433, Penta E e Penta D, a partir da analise de uma amostragem de 505 individuos ndo
aparentados, que doaram amostras para confronto genético, no Instituto de Pesquisa e Pericias

em Genética Forense, no periodo de 2008 a 2011.

2.2 Objetivos Especificos

a) Construir um banco de dados de frequéncias alélicas;

b) Testar a hipdtese de Equilibrio de Hardy-Weinberg nos diferentes sistemas;

c) Calcular o Coeficiente de Endogamia (Fs);

d) Calcular os diversos parametros de interesse forense;

e) Analisar a composicao étnica da populacdo em estudo.
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3. Material e Métodos

3.1 Coleta de Amostras

Foram utilizadas 505 amostras provenientes de coletas de individuos ndo aparentados
que doaram material bioldgico para confronto genético, no Instituto de Pesquisa e Pericias em
Genética Forense (IPPGF), no periodo de 2008 a 2011, e amostras questionadas
encaminhadas ao IPPGF, no mesmo periodo. Vale ressaltar que este Instituto € o 6rgéo
Pericial da Policia Civil e recebe amostras de todo o estado, agregando um estoque
representativo da populacdo. A figura 3.1 indica o instituto de origem das amostras

guestionadas encaminhadas.

Amostras Questionadas
Encaminhadas ao IPPGF

ICCE
10%

Figura 3.1: Instituto de origem do material biol6gico encaminhado ao IPPGF, no periodo de 2008

a 2010. ICCE — Instituto de Criminalistica Carlos Eboli. IML — Instituto Médico Legal.

As amostras dos doadores foram, primariamente, coletadas por pun¢do venosa, com
armazenamento de sangue em tubo do tipo Vacutainer®. Este método foi substituido pela

lancetagéo dactilar, armazenando sangue seco em papel especialmente desenvolvido para este
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fim (FTA) e, posteriormente, pela coleta de esfregaco de mucosa oral, através da utilizagdo de

suabe. As amostras coletadas e o material extraido foram preservados a -20° C.

3.2 Extracdo de DNA

3.2.1 Extracdao de DNA em Papel FTA®

A extracdo de DNA em papel FTA se iniciou com a retirada de amostras de sangue
seco contido no papel, com auxilio de um “puncher” (picotador), que promove o corte de
pequenos discos, com cerca de 1,2 mm de diametro cada. Cada disco foi colocado em um
microtubo, seguido da adi¢ao de “FTA Purification Reagent”, da empresa Whatman®, que

permaneceu agindo por 20 minutos.

Posteriormente, o reagente foi removido e este procedimento foi repetido. Em seguida,
os fragmentos foram lavados duas vezes com 200 pL de &gua estéril (ddH,O) e os discos
foram secos em um termociclador por 20 minutos. A amplificacdo do material genético foi
realizada diretamente nesses microtubos, de acordo com o protocolo dos fabricantes dos kits

de amplificacéo.

3.2.2 Extracdao de DNA por “Salting-Out”

O DNA genomico total das amostras coletadas por puncdo venosa foi extraido
utilizando o protocolo de extragdo por “salting-out” (Miller et al., 1988). Primeiramente, foi
aliquotado 300 pL da amostra de sangue e adicionado de Tampao SLR (Tris-HCI 10mM —
NaCl 10mM — MgCl, 5mM). As amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 3800 rpm e 0
sobrenadante, desprezado. Essa etapa foi repetida até a lise completa das hemaceas.
Posteriormente, acrescentou-se 500 ul de Tampéo SLB (Tris-HCI 20mM — NaCl 50mM —
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EDTA 10mM — SDS 0,2%), 7 pl de Proteinase K 20 mg/uL (BioAmerica) e as amostras

foram incubadas a 56° C durante 2 horas.

Apos a incubagdo, foi adicionado 200 pL de cloreto de sodio (NaCl) 5M seguido da
centrifugacdo durante 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo, adicionando-se duas vezes o volume de isopropanol absoluto gelado, por 15 minutos a -

80° C.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm. O
pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, seguido da centrifugagdo por 15 minutos a
10000 rpm. O éalcool foi descartado e 0 DNA foi seco em uma centrifuga a vacuo (Speed Vac)
durante 20 minutos. O DNA foi ressuspenso em 30 pL de TE™ (Tris-EDTA) e quantificado

por espectrofotometria no equipamento GeneQuant pro, da empresa Amersham Biosciences.

3.2.3 Extragdo de DNA com Resina Chelex® 100

O DNA gendmico total das amostras de mucosa oral, contidas em suabe foi extraido
utilizando o protocolo de extracdo com resina Chelex® 100 (Barber, 2004). Primeiramente,
foi adicionado 1 mL de PBS (tampdo fosfato-salino) as amostras, que foram incubadas a

temperatura ambiente, por 30 minutos.

Apbs a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 1 minuto.
Posteriormente, parte do sobrenadante foi descartada, mantendo quantidade suficiente para

cobrir o precipitado.

Em seguida, foi adicionado 200 pL de Chelex® a cada amostra, que foi incubada a

56°C durante 30 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 3 minutos a 12.000
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rpom e o DNA, quantificado por espectrofotometria no equipamento GeneQuant pro, da

empresa Amersham Biosciences.

3.2.4 Extracdo de DNA pelo Método Organico

O DNA genomico total das demais amostras (amostras questionadas) foi extraido
utilizando o protocolo de extracdo pelo método organico, modificado de Butler (2005). Foi
adicionado 300 pL de Tampédo de Extracdo de Manchas (Tris-HCI 10mM — NaCl 100mM —
EDTA 10mM — SDS 1%), 24 pL de Proteinase K 20 mg/uL (BioAmerica) e 48 pl de DTT

(ditiotreitol) e as amostras foram incubadas a 56° C durante 2 horas.

Apbs a incubacao, foi adicionado fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1 v/v)
seguido da centrifugacdo durante 5 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e o
DNA precipitado pela adicdo de 10% de cloreto de sodio (NaCl) 5M e igual volume de

isopropanol absoluto gelado, por 15 minutos a -80° C.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm. O pellet
foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, seguido da centrifugacdo por 15 minutos a 10000
rpm. O alcool foi descartado e o DNA foi seco em uma centrifuga a vacuo (Speed Vac)
durante 20 minutos. O DNA foi ressuspenso em 30 pL de TE™ (Tris-EDTA) e quantificado

por espectrofotometria no equipamento GeneQuant pro, da empresa Amersham Biosciences.

3.3 Amplificacdo do material genético

Nesse trabalho, foram realizadas amplificagbes, com o emprego dos sistemas de
identificagdo humana AmpFISTR® Identifiler®, AmpF{STR® Identifiler® Plus e

AmpFESTR® MiniFiler™, da empresa Applied Biosystems, e PowerPlex® 16 System e
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PowerPlex® 16 HS System, da empresa Promega. Parte das amostras foi amplificada com a
utilizacdo dos kits da Applied Biosystems e outra parcela com a utilizagdo dos kits da

Promega. Algumas amostras foram amplificadas com ambos o0s sistemas.

Na andlise de STR, com a utilizacdo desses kits, diversos fragmentos sdo amplificados
numa mesma reacdo, atraves da técnica de PCR multiplex. Os iniciadores utilizados s&o
marcados por fluoréforos distintos. Sendo assim, as sequéncias amplificadas contém o
iniciador capaz de emitir fluorescéncia de determinado comprimento de onda, que é detectado

através de um analisador genético.

Os sistemas de amplificacio AmpF{STR® Identifiler® e AmpF{STR® Identifiler®
Plus proporcionam a amplificagdo simultanea dos treze marcadores autossémicos
pertencentes a lista do CODIS, mais o marcador de género amelogenina, além de dois
marcadores autossémicos adicionais. Eles resultam na amplificagdo dos mesmos loci e
diferem no protocolo de utilizacdo, na inclusdo da Tag DNA polimerase no tampéao do
AmpFLSTR® Identifiler® Plus e na otimizagdo para superar inibicdo, melhorar a linha de
base dos eletroferogramas e o balanceamento de picos dos heterozigotos (Life Technologies
Corporation, 2012;
http://marketing.appliedbiosystems.com/mk/get/IDPLUS_COMPARISON_ID_KIT). Os

marcadores amplificados a partir desses kits podem ser visualizados na tabela 3.1.

O sistema de identificacio AMpF{STR® MiniFiler™ ¢é um sistema de mini STR,
utilizado na amplificagdo de amostras complexas, em que se obteve resultados pouco
satisfatorios. Esse kit é utilizado para a amplificacdo simultanea de oito marcadores STR, dos
quais sete pertencem ao CODIS, mais o marcador do género amelogenina, conforme tabela

3.1 (Life Technologies Corporation, 2007).
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Os kits de identificagdo humana PowerPlex® 16 System e PowerPlex® 16 HS System
promovem a amplificacdo simultanea de treze marcadores autossdmicos pertencentes a lista
do CODIS, além de dois marcadores autossdmicos adicionais, diferentes daqueles presentes
nos kits AmpF{STR® Identifiler® ¢ AmpF{STR® Identifiler®, e do marcador de género
amelogenina (Tabela 3.1). Assim como no caso da Applied Biosystems, o sistema
PowerPlex® 16 HS System é uma versdo otimizada do PowerPlex® 16 System, com inclusdo

de uma enzima hot-start no tampao do kit (Promega Corporation).
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AmpF{STR® Identifiler®/

PowerPlex® 16 System/

CODIS AmpF{STR® Identifiler® Plus  AmpF{STR® MiniFiler™ PowerPlex® 16 HS System
CSF1PO CSF1PO CSF1PO CSF1PO
FGA FGA FGA FGA
D7S820 D7S820 D7S820 D7S820
D13S317 D13S317 D13S317 D13S317
D16S539 D16S539 D16S539 D16S539
D18S51 D18S51 D18S51 D18S51
D21S11 D21S11 D21S11 D21S11
THO1 THO1 D2S1338 THO1
TPOX TPOX TPOX
VWA VWA VWA
D3S1358 D3S1358 D3S1358
D5S818 D5S818 D5S818
D8S1179 D8S1179 D8S1179
D2S5S1338 Penta E
D19S433 Penta D

Tabela 3.1: Marcadores geneticos presentes no CODIS e nos kits de amplificagéo utilizados.
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3.3.1 AmpF#STR® Identifiler®

A amplificacdo foi realizada através de reaces de PCR contendo 5,25 pL do Master
Mix, 2,75 puL do Primer Set, que continha os primers para a amplificacdo simultanea dos
marcadores autossdmicos, 0,25 uL. de AmpliTaq Gold® DNA Polymerase € 1 ng de DNA

molde (5 puL), em um volume final de reacdo de 12,5 uL.

Foi utilizada a seguinte programacdo de termociclagem: uma etapa inicial de 11
minutos a 95°C; 28 ciclos contendo 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de hibridacao

a 59°C e 1 minuto de extensdo a 72°C; além de 1 ciclo de 60 minutos a 60°C.

Houve a inclusdo de controles positivos, com o DNA controle 9947A, que
acompanhava o kit de amplificacdo, e negativos, que consistiam de reacBes com adi¢cdo de

agua substituindo o DNA, para detectar possiveis contaminacoes.

3.3.2 AmpF#STR® Identifiler® Plus

As reacoes de PCR foram realizadas a partir da adi¢do de 5,0 uL do Master Mix, 2,5
uL do Primer Set, que continha os primers para a amplificacdo simultanea dos marcadores

autossoémicos, e 1 ng de DNA molde (5 uL), em um volume final de reagdo de 12,5 pL.

Para proceder com a reacdo, utilizamos a seguinte programacdo de termociclagem:
uma etapa inicial de 11 minutos a 95°C; 28 ciclos contendo 20 segundos de desnaturacdo a

94°C e 3 minutos de hibridacédo e extensdo a 59°C; além de 1 ciclo de 10 minutos a 60°C.

Houve a inclusdo de controles positivos, com o DNA controle 9947A, que
acompanhava o kit de amplificacdo, e negativos, que consistiam de rea¢bes com adicdo de

agua substituindo o DNA.
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3.3.3 AmpF¢STR® MiniFiler™

A amplificacdo foi realizada através de reagdes de PCR contendo 5,0 uL. do Master
Mix, 2,5 uL do Primer Set, que continha os iniciadores para a amplificacdo simultanea dos
marcadores autossomicos, e 0,5 ng de DNA molde (5 uL), em um volume final de reacdo de

12,5 L.

Utilizamos a seguinte programacdo de termociclagem: uma etapa inicial de por 11
minutos a 95°C; 30 ciclos contendo 20 segundos de deshaturacdo a 94°C, 2 minutos de

hibridacdo a 59°C e 1 minuto de extensdo a 72°C; além de 1 ciclo de 45 minutos a 60°C.

Foram incluidos controles positivos, com o DNA controle 007, que acompanhava o kit
de amplificacdo, e negativos, que consistiam de reacdes com adi¢do de agua substituindo o

DNA.

3.3.4 PowerPlex® 16 System

As reagbes de PCR continham 7,1 pL agua estéril (ddH,0), 1,25 uL do Master Mix,
1,25 pL do Primer Pair Mix, que continha os primers para a amplificagdo simultanea dos
marcadores autossomicos, 0,4 pL de AmpliTaq Gold® DNA Polymerase ¢ 1 ng de DNA

molde (2,5 uL), em um volume final de reagao de 12,5 pL.

Para proceder com a reacdo, utilizamos a seguinte programacdo de termociclagem:
uma etapa inicial de 1 minuto a 96°C; 10 ciclos contendo 30 segundos de desnaturacdo a
94°C, 30 segundos de hibridacdo a 60°C e 45 segundos de extensdo a 70°C; 22 ciclos
contendo 30 segundos de desnaturagdo a 90°C, 30 segundos de hibridacdo a 60°C e 45

segundos de extensdo a 70°C ; além de 1 ciclo de 30 minutos a 60°C.
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Houve a inclusdo de controles positivos, com o DNA controle 9947A, que
acompanhava o kit de amplificacdo, e negativos, que consistiam de reacdes com adicdo de

agua substituindo o DNA.

3.3.5 PowerPlex® 16 HS System

A amplificacdo foi realizada através de reacdes de PCR contendo 2,5 uL. do Master
Mix, 1,25 uL do Primer Pair Mix, que continha os iniciadores para a amplificacdo simultanea
dos marcadores autossdmicos, e 0,5 ng de DNA molde (8,75 uL), em um volume final de

reacdo de 12,5 pL.

Foi utilizada a seguinte programacdo de termociclagem: uma etapa inicial de 2
minutos a 96°C; 10 ciclos contendo 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de
hibridacdo a 60°C e 45 segundos de extensdo a 70°C; 22 ciclos contendo 30 segundos de
desnaturacdo a 90°C, 30 segundos de hibridacdo a 60°C e 45 segundos de extensdo a 70°C;

além de 1 ciclo de 30 minutos a 60°C.

Foram incluidos controles positivos, com o DNA controle 9947A, que acompanhava o
kit de amplificacdo, e negativos, que consistiam de reacdes com adi¢do de agua substituindo o

DNA.

3.4 Eletroforese Capilar

Apo6s a PCR, os produtos amplificados foram analisados no ABI PRISM™ 3100
Avant Genetic Analyser, da empresa Applied Biosystems. Nele, os fragmentos de DNA
amplificados passaram por um processo de eletroinjecdo, entrando no capilar e sendo
direcionados para a janela de detecgéo.
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Com isso, 0 produto da PCR passou por um feixe de laser e seus fluor6foros foram
excitados. A luz emitida pelos fluoréforos foi detectada e a informagao, processada através de
um computador (http://www.biocompare.com/Articles/ProductReview/395/Applied-
Biosystems-3130-and-3130xI-Genetic-Analyzers.html). Este procedimento gerou um gréafico

do sinal analitico em funcéo do tempo, denominado eletroferograma, conforme Figura 3.2.

A eletroforese capilar ocorreu com auxilio do software ABI Prism 3100 Data
Collection. A analise dos eletroferogramas foi realizada no software GeneMapper, da empresa

Applied Biosystems.
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Figura 3.2: Eletroferograma, ilustrando um perfil genético de STR autossémico, com seus
diferentes marcadores genéticos (IPPGF). Loci apresentando um Unico pico representam

homozigose e dois picos indicam heterozigose.
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3.5 Analise dos Dados

Os perfis genéticos dos individuos estudados foram organizados através da utilizacéo
do programa Microsoft Excel 2010. Em seguida, o software Convert v. 1.31 (Glaubitz, 2004)
foi empregado a fim de converter o arquivo para o formado de input dos softwares Genepop

v. 4.0 (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008) e Arlequin v. 3.11 (Excoffier et al., 2005).

O programa Genepop V. 4.0 (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008) foi aplicado
para calcular o valor de coeficiente de endogamia de Wright (Fis) e as frequéncias alélicas
obtidas para os marcadores estudados. A estatistica Fs de Wright expressa a correlacdo média
de unido dos gametas em relacdo as frequéncias génicas da prépria linhagem. Valores de Fis
variam entre -1 e 1, de forma que valores positivos indicam uma tendéncia a segregacao, com
endogamia que ultrapassa o nivel esperado de acasalamentos ao acaso. Valores de Fis
préximos de zero sdo esperados em panmixia e valores negativos indicam que o acasalamento
entre individuos da mesma linhagem foi evitado, levando a um excesso de heterozigotos

(Wright, 1965).

O teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado no software Arlequin v.

3.11 (Excoffier et al., 2005).

Com o intuito de conhecer as relac@es evolutivas entre a populacdo do Rio de Janeiro
e as populacdes das diversas regides brasileiras, foi desenhada uma arvore filogenética, no
programa TreeView v. 1.4 (Page, 1996), através da comparacdo dos resultados observados
com dados dos marcadores genéticos FGA, THO01, vVWA, D3S1358, D8S1179, D16S539,
D18S51, D21S11, D2S1338, D19S433 de diferentes populagdes. Essa arvore foi baseada no

modelo de agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining) de Fst par-a-par.
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A matriz de do indice de fixacdo (Fst) (Wright, 1965) par a par, foi obtida no
programa GDA v. 1.1 (Lewis & Zaykin, 2002), utilizando 10.000 permutacGes. O Fst par a
par mede o grau de diferenciacdo genética das subpopulacdes (Nei, 1977), através do célculo
da probabilidade de encontro de dois gametas idénticos por descendéncia. Dessa forma,
quanto maior o valor observado no indice de fixagcdo, menor serd o fluxo génico entre as
populagdes.

A fim de estudar a diferenciacdo genética da populacdo e analisar sua mistura étnica,
foi realizada ainda uma andlise Bayesiana, implementada no software Structure v. 2.3.3
(Pritchard et al., 2000). Empregou-se um valor de burnin de 100.000 permutagfes e Marcov
Chain Montecarlo (MCMC) com 1.000.000 de permutacBes. As andlises foram realizadas
através do modelo de mistura (admixture model), em que cada amostra pode apresentar
ancestrais de mais de uma populacdo. Foram realizadas dez réplicas para cada valor de K (K=
1aK=10).

Os parédmetros estatisticos forenses intitulados Probabilidade de Coincidéncia
Aleatéria (PM), Poder de Discriminacdo (PD), Poder de Exclusdo (PE) e Conteudo de
Informacédo Polimdrfica (PIC) foram calculados com a utilizacdo do programa PowerStats v.

1.2 (Promega Corporation). As definicdes desses parametros sdo descritas a seguir.

A Probabilidade de Coincidéncia Aleatéria (PM) é obtida a partir da soma dos
quadrados das frequéncias genotipicas (Adam, 2010). Dessa forma, € a probabilidade de duas
pessoas ndo relacionadas compartilharem um mesmo perfil genético (Jobling & Gill, 2004).

Pode ser expresso ainda na forma de 1/PM.

Poder de Discriminacdo (PD) é a probabilidade de dois individuos selecionados
aleatoriamente ndo possuirem o mesmo perfil genético. E definido por 1 menos a soma dos

quadrados das frequéncias genotipicas (Adam, 2010).
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Poder de Exclusdo (PE) é a probabilidade de um locus em questdo excluir uma
paternidade erroneamente atribuida e pode ser obtido pela férmula PE = h? (1- (1-h) h?), em

que h = heterozigosidade (Butler, 2005).

O Contetdo de Informacdo Polimorfica (PIC) reflete a probabilidade com que o
genotipo da prole permite a dedugdo do genotipo parental para um determinado locus (Guo &

Elston, 1999). Esse parametro pode ser determinado através da formula

1 =(2pf) - 2pip;
i=1 i=1 j=i+1 , onde n = numero de alelos e p = frequéncia alélica

(Botstein, 1980; Buckleton et al., 2005).

3.6 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado em seus aspectos éticos pelo

Comité de Etica em Pesquisa/Fiocruz, de acordo com o protocolo niimero 604/11.
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4. Resultados

A andlise de 17 marcadores autossdémicos do tipo STR, de individuos ndo aparentados,
revelou um total de 215 alelos distintos. O ndmero de individuos estudados para cada

marcador genético pode ser observado na Tabela 4.1.

Locus N° de individuos
CSF1PO 498
FGA 494
THO1 504
TPOX 498
VWA 502
D3S1358 503
D5S818 502
D7S820 499
D8S1179 498
D13S317 503
D16S539 502
D18S51 497
D21S11 500
D2S1338 211
D19S433 209
Penta E 283
Penta D 283

Tabela 4.1: Tamanho amostral estudado para cada marcador genético.
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A Tabela 4.2 ilustra 0o numero de alelos obtidos, faixa de variacdo e alelos mais

frequentes em cada marcador genético.

Faixa de Variacéo dos Alelos mais Frequentes

Locus Alelos N° de Alelos —4, - Frequéncia
CSF1PO 7-15 9 - 82%
FGA 13-32 22 o 8:%
THOL 4-10 8 Z; 8?83
TPOX 5-13 9 181 8:;12%
VWA 12-22 11 e 8:32?1
D351358 12 - 20 9 > 8:2331
D55818 7-15 9 - 8:238
D75820 7-14 8 N 8288
D8S1179 8-18 11 };‘ 8:323
D13S317 7-15 9 - 8232
D165539 5-14 9 ” 8:322
D18S51 9-27 18 12 8%2
D21511 19-38 25 o 8:?1%
D251338 15-28 13 e 8:122
D195433 10 - 17 13 » 8:328
Penta E 5-23 18 ﬁ 852
Penta D 2.2-17 14 192 %1186%

Tabela 4.2: Numero de alelos obtidos, faixa de variacao e alelos mais frequentes.
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A Tabela 4.3 apresenta as frequéncias observadas dos alelos, para os marcadores

genéticos estudados.

Alelos  CSF1PO FGA THO1 TPOX VWA D3S1358

4 0,001

5 0,002 0,001

6 0,169 0,032

7 0,021 0,261 0,011

8 0,029 0,182 0,432

9 0,022 0,192 0,142

9.3 0,184

10 0,262 0,010 0,076

11 0,276 0,261 0,012

12 0,312 0,040 0,004
13 0,069 0,001 0,005 0,005 0,002
14 0,007 0,076 0,089
14.2

15 0,001 0,180 0,307
16 0,234 0,284
17 0,001 0,250 0,198
18 0,006 0,149 0,104
18.2 0,010

19 0,071 0,064 0,008
19.2 0,001

20 0,095 0,023 0,003
21 0,163 0,006
21.2 0,003

22 0,170 0,001
22.2 0,006

23 0,158
23.2 0,002

24 0,156

25 0,085

26 0,050

27 0,013

28 0,004

29 0,001
30.2 0,001
31.2 0,002

32 0,001

Tabela 4.3: Frequéncias de alelos dos 17 marcadores do tipo STR.
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Alelos D5S818 D7S820 D8S1179 D13S317 D16S539 D21S11
5 0,001
7 0,018 0,011 0,001
8 0,025 0,187 0,008 0,075 0,021
9 0,041 0,124 0,012 0,069 0,151
10 0,042 0,300 0,056 0,052 0,101
11 0,300 0,209 0,072 0,298 0,284
12 0,347 0,144 0,116 0,335 0,235
12.1 0,001
13 0,210 0,023 0,264 0,119 0,181
14 0,015 0,001 0,294 0,05 0,025
15 0,003 0,138 0,002
16 0,027
17 0,010
18 0,002
19 0,001
20 0,001
23.2 0,001
24.2 0,001
25 0,001
25.2 0,001
27 0,026
28 0,142
29 0,216
29.2 0,004
30 0,242
30.2 0,030
31 0,068
31.2 0,103
32 0,008
32.2 0,071
33 0,004
33.2 0,041
34 0,003
34.2 0,004
35 0,018
35.2 0,001
36 0,011
37 0,001
38 0,001

Tabela 4.3 (continuacdo): Frequéncias de alelos dos 17 marcadores do tipo STR.

42



Alelos D18S51 D2S1338 D195433 PentaE  PentaD

2.2 0,044
3.2 0,004
5 0,067 0,030
6 0,002
7 0,083 0,030
8 0,087 0,055
9 0,001 0,019 0,182
10 0,008 0,002 0,078 0,120

10.2 0,001

11 0,004 0,036 0,125 0,150
12 0,114 0,115 0,159 0,166

12.2 0,012

13 0,106 0,258 0,097 0,155

13.2 0,060

14 0,128 0,249 0,069 0,048

14.2 0,031

15 0,170 0,002 0,134 0,046 0,012

15.2 0,053

16 0,156 0,043 0,017 0,049

16.2 0,031

17 0,130 0,182 0,002 0,037 0,002
18 0,089 0,062 0,032

19 0,051 0,152 0,021

20 0,025 0,135 0,014

21 0,008 0,038 0,005

22 0,006 0,100 0,005

23 0,001 0,104 0,005

24 0,002 0,102

25 0,064

26 0,014

27 0,001

28 0,002

Tabela 4.3 (continuacéo): Frequéncias de alelos dos 17 marcadores do tipo STR.
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Na tabela 4.4, sdo apresentados os principais parametros estatisticos forenses obtidos para os marcadores genéticos estudados.

CSF1IPO  FGA THO1 TPOX VWA  D3S1358 D5S818

D7S820 D8S1179

Poder de Discriminagéo (PD) 0,895 0,966 0,886 0,879 0,939 0,909 0,896 0,928 0,935
Probabilidade de Coincidéncia Aleatdria (PM) 0,105 0,034 0,114 0,121 0,061 0,091 0,104 0,072 0,065
1/PM 9.536 29.426 8.753 8.288 16.299  11.027 9.625 13.937  15.296
Poder de Excluséo (PE) 0,489 0,706 0,543 0,419 0,652 0,543 0,458 0,525 0,581
Conteudo de Informagdo Polimérfica (PIC) 0,774 0,850 0,702 0,676 0,792 0,729 0,699 0,764 0,774
D13S317 D16S539 D18S51 D21S11 D2S1338 D19S433 PentaE PentaD
Poder de Discriminacédo (PD) 0,915 0,922 0,971 0,896 0,972 0,898 0,983 0,963
Probabilidade de Coincidéncia Aleatdria (PM) 0,085 0,078 0,029 0,104 0,028 0,102 0,017 0,037
1/PM 11.718 12.821  34.488 9.573 35.874 9.772 57.794  27.103
Poder de Excluséo (PE) 0,505 0,573 0,748 0,457 0,716 0,434 0,761 0,602
Conteudo de Informagdo Polimorfica (PIC) 0,737 0,766 0,865 0,717 0,871 0,716 0,905 0,842

Tabela 4.4: Principais parametros estatisticos forenses, no conjunto total de loci.
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Na tabela 4.5, podem ser observados os dados da heterozigosidade observada, o calculo da heterozigosidade esperada pelo equilibrio de Hardy-

Weinberg, o valor do coeficiente de endogamia (Fis) e o resultado do teste do equilibrio genético.

Locus Heterozigosidade Obs.  Heterozigosidade Exp. Fis P-valor
CSF1PO 0,73896 0,75172 0,0170 0,72746
FGA 0,85830 0,87204 0,0158 0,15842
THO1 0,80754 0,80049 -0,0088 0,03191*
TPOX 0,69478 0,71753 0,0317 0,42023
VWA 0,82869 0,81818 -0,0128 0,06828
D3S1358 0,76938 0,76747 -0,0025 0,41222
D5S818 0,71912 0,74196 0,0308 0,42382
D7S820 0,75952 0,79516 0,0449 0,33503
D8S1179 0,79116 0,80262 0,0143 0,89844
D13S317 0,69478 0,71753 0,0292 0,42023
D16S539 0,78685 0,79800 0,0140 0,00611**
D18S51 0,87726 0,87912 0,0021 0,37653
D21S11 0,81600 0,85136 0,0416 0,27268
D2S1338 0,86256 0,88504 0,0255 0,36549
D19S433 0,80383 0,83219 0,0342 0,28953
Penta E 0,88339 0,91341 0,0329 0,03092*
Penta D 0,81979 0,87048 0,0583 0,36658

Tabela 4.5: Teste exato para hipétese de Equilibrio de Hardy-Weinberg e valores do coeficiente de endogamia (Fs). Valores significativos indicados

com asterisco (**p<0,01; * p < 0,05).
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Na Figura 4.1, é possivel visualizar a &rvore filogenética, baseada no agrupamento de
vizinhos (Neighbor-Joining) de Fst par-a-par, incluindo a populacdo do Rio de Janeiro

(IPPGF) e populagtes das diferentes regides brasileiras.

Nordeste

IPPGF
Sudeste

Norte

Sul
0,001

Centro-Oeste

Figura 4.1: Arvore filogenética, baseada no agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining) de Fsr
par-a-par, incluindo a populacdo do Rio de Janeiro (IPPGF) e populac@es das diferentes regides

brasileiras.
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Né&o foram observados valores estatisticamente significativos nas comparagoes entre a
populacdo do Rio de Janeiro e as populagbes das demais regiGes brasileiras, na analise de

estruturacdo a partir de comparagdes de Fst par a par (Tabela 4.6).

IPPGF Norte Nordeste  Centro-Oeste Sudeste Sul
IPPGF -
Norte 0.003474 -
Nordeste 0.000233 0.003128 -
Centro-Oeste  0.002802 0.003046 0.002682 -
Sudeste 0.000492 0.002693 0.000067 0.001652 -
Sul 0.002063 0.001961 0.002201 -0.000142 0.001001 ---—--

Tabela 4.6: Valores de Fst par a par entre as populagdes brasileiras.

A estrutura “Triangle Plot” populacional, baseada na andlise dos dezessete loci,
realizada no software Structure v. 2.3.3 (Pritchard et al., 2000), sugere uma centralizacdo dos

pontos, que representam os individuos da populacédo (Figura 4.2).

All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 4.2: “Triangle Plot” populacional, baseada na analise dos dezessete loci STR estudados.
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5. Discussao

5.1 Parametros estatisticos no conjunto total de loci

As andlises realizadas evidenciaram que os marcadores genéticos THO1 e D7S820
apresentaram o0 menor numero de alelos (Tabela 4.3). Este resultado é compardvel ao
observado em outros estudos conduzidos na populagéo brasileira (Chula et al., 2009;
Gattapaglia et al., 2001). Por outro lado, o marcador genético D21S11, com um total de 25
alelos, foi 0 mais polimdrfico, resultado similar ao obtido em outro trabalho realizado na
populacdo do Rio de Janeiro (Goes et al., 2004) e em populacbes brasileiras (Chula et al.,

2009; Francez et al., 2011; Manta et al., 2012).

Apds o D21S11, o marcador genético FGA apresentou o maior numero de alelos.
Segundo Bulter (2005) esse é um dos loci mais polimoérficos utilizados na identificacao
humana por DNA. Os microvariantes x.2, gerados pela insercdo ou delecdo de dinucleotideos

(Barber et al., 1996), contribuiram para essa variacdo caracteristica do marcador.

Conforme pode ser verificado na tabela 4.3, o alelo 8, do marcador genético TPOX,
foi o mais frequentemente observado. O marcador apresentou o menor Poder de
Discriminacdo (PD = 0,879) dentre os analisados, dado concordante com Hares (2012), além
dos menores Poder de Exclusdo (PE = 0,419) e Contetido de Informacdo Polimoérfica (PIC =
0,676) e a maior Probabilidade de Coincidéncia Aleatéria (PM = 0,121) (Tabela 4.4). Apesar
do resultado, a sua baixa taxa de mutacdo, importante caracteristica para a selecdo de um
marcador STR com intuito forense (Hares, 2012), pode torna-lo Gtil em testes de paternidade

(Butler, 2006).

O locus Penta E apresentou o maior Poder de Discriminagéo (PD = 0,983), Poder de

Exclusdo (PE = 0,761) e Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC = 0,905) e a menor
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Probabilidade de Coincidéncia Aleatéria (PM = 0,017) (Tabela 4.4), demonstrando ser esse
um importante marcador genético para a identificagdo humana. Vale observar, entretanto que
se trata de um pentanucleotideo e, devido ao maior tamanho do fragmento gerado na
amplificacdo (de 379 a 484 pares de base — STRBase), algumas amostras complexas

apresentam maior dificuldade de amplificacdo para este marcador.

Seguido do locus Penta E, 0 marcador genético D2S1338 apresentou o maior Poder de
Discriminacdo (PD = 0,971), Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC = 0,905) e a menor
Probabilidade de Coincidéncia Aleatéria (PM = 0,029), enquanto o locus D18S51 apresentou

0 maior Poder de Excluséo (PE = 0,748) (Tabela 4.4).

O teste exato para a hipdtese de Equilibrio de Hardy-Weinberg demonstrou que trés
marcadores genéticos apresentavam desvio significativo em relagdo ao equilibrio, séo eles:
THO1, D16S539 e Penta E (Tabela 4.5). Com o intuito de reduzir o erro estatistico do tipo I,
foi realizada a corre¢do de Bonferroni, (o/k), sendo o = 0,05 e k=17 (numero de loci). Dessa
forma, um valor de p menor do que 0,0029 foi requerido para o teste de Equilibrio ser
considerado significativo. Com isso, ficou evidenciado que os desvios observados nos loci
THO1, D16S539 e Penta E podem ser considerados puramente casuais.

Como nado foram observados valores estatisticamente significativos, através da analise
do coeficiente de endogamia de Wright (F;s), ndo foi possivel observar uma tendéncia a
endogamia ou que o acasalamento entre individuos da mesma linhagem tenha sido evitado.

Vale citar que o F;s médio obtido na populacéo foi de 0,0196.

5.2 Andlise da diferenciacao genética

A arvore filogenética, desenvolvida pelo método de Neighbor-Joining, possibilitou

detectar uma semelhanga da populagéo do Rio de Janeiro com a populacdo do Nordeste
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brasileiro (Figura 4.1). Esta populacdo possui maior contribuicdo de afrodescendentes do que
as demais populagbes brasileiras, razdo pela qual a populacdo estudada pode ter se

aproximado da populagdo nordestina.

No entanto, ndo foram observados valores estatisticamente significativos na anélise de
Fst par a par entre a populacdo do Rio de Janeiro e as populacdes das demais regides brasileiras
(Tabela 4.6). Este resultado mostra auséncia de estruturagdo, importante caracteristica no caso
de marcadores genéticos utilizados em testes de identificagdo humana. Nao € desejavel
existirem diferencas significativas nas frequéncias, porque poderia gerar aumento na
probabilidade de erros estatisticos, como a superestimativa do indice de paternidade, em

decorréncia da estruturacdo (Francez et al., 2011).

Em relagdo ao grafico “Triangle Plot” populacional, gerado no software Structure,
com base nos 17 marcadores genéticos autossémicos, pode-se perceber uma centralizacdo dos
pontos, que representam os individuos da populacdo (Figura 4.2). Tal configuracdo sugere
que, em média, os individuos nao apresentam contribui¢cdo maior de determinado grupo étnico
em comparagdo com os demais, podendo a populacéo ser formada por contribuicdo similar

dos grupos étnicos principais.

A fim de complementar as andlises, foram realizadas ainda comparacfes das
frequéncias alélicas obtidas no presente trabalho, com as frequéncias dos marcadores

estudados em diversas populagdes.

5.2 Frequéncias Alélicas

As frequéncias alélicas obtidas no presente estudo adicionaram novos dados para loci

amplamente empregados nos laboratérios de Genética Forense. O locus Penta D ndo possuia
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descricdo de frequéncias de nenhum alelo para a populagdo do Rio de Janeiro. Além disso, 0s
seguintes alelos ndo possuiam frequéncia descrita para a mesma populagdo: 13, 19.2, 30.2,
31.2 e 32 (FGA); 5 (THO1); 5 (TPOX); 22 (VWA); 18 (D8S1179); 5 e 12.1 (D16S539); 24
(D18S51); 19, 20, 23.2, 35.2 e 37 (D21S11). Vale observar que ndo foi detectado nenhum

alelo exclusivo da populagéo.

5.2.1 CSF1PO

A comparacdo dos dados obtidos com as frequéncias de diversas localidades permitiu
detectar que, o alelo 12, o de maior frequéncia detectado (0,312), no locus CSF1PO, para a
populacdo do Rio de Janeiro, também foi o de maior frequéncia em Indigenas da Amazonia
Brasileira (Mendes-Junior, 2001), no Egito (Coudray et al., 2007a), Italia (Brisighelli et al.,
2009), Japédo (Okamoto et al., 2003), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni (Coudray et
al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Norte e Nordeste de Portugal (Pinheiro et al.,
2005; Alves et al., 2011) e Siria (Abdin et al., 2003). Além disso, foi o segundo mais
frequente no Sul da Espanha — Andaluzia (Gaibar et al., 2010), Centro de Portugal (Lopes et
al., 2009) e Tanzénia (Forward et al., 2008), sendo portanto, de grande frequéncia em

diversas populacdes.

Por outro lado, o alelo 11, segundo mais frequente para 0 mesmo marcador (0,276),
teve destaque nas populacbes da Espanha (Andaluzia) e Sul da Espanha (Coudray et al.,
2007c; Gaibar et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009), Japdo (Okamoto et al., 2003),
Marrocos — Bouhria (Coudray et al., 2007 b), Namibia (Muro et al., 2008) e Siria (Abdin et

al., 2003).

o1



5.2.2 FGA

No caso do marcador genético FGA, o alelo mais frequente, o 22 (0,170) foi também o
de maior frequéncia nas populacdes da Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), China
(Gusméo et al., 2010), Sul da Espanha (Gaibar et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009),
Japdo (Okamoto et al., 2003), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni (Coudray et al.,
2007b), Namibia (Muro et al., 2008) e o segundo mais frequente no Centro e Nordeste de

Portugal (Lopes et al., 2009; Pinheiro et al., 2005).

Ja o alelo 21, segundo mais observado (0,163), destacou-se nas populacdes da
Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), Egito (Coudray et al., 2007a), Espanha — Andaluzia
(Coudray et al., 2007c), Italia (Brisighelli et al., 2009), Marrocos — Bouhria (Coudray et al.,
2007b), Centro, Norte e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001;

Pinheiro et al., 2005) e Siria (Abdin et al., 2003).

5.2.3 THO1

O locus THO1 apresentou o alelo 7 como o de maior frequéncia (0,261). Este alelo
também foi o de maior ocorréncia nas populagdes de Indigenas da Amazonia Brasileira
(Mendes-Junior, 2001; Manta et al., 2012), no Marrocos — Asni (Coudray et al., 2007b),
Mogcambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008) e Tanzania (Forward et al.,
2008) e o segundo mais frequente no Egito (Coudray et al., 2007a) e Japao (Okamoto et al.,

2003).

O alelo 9 deste marcador apresentou a segunda maior ocorréncia na populagdo
estudada (frequéncia de 0,192). Este alelo apresentou frequéncia alta na Espanha — Andaluzia

(Coudray et al., 2007c), Italia (Brisighelli et al., 2009), Japao (Okamoto et al., 2003), Libia
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(Immel et al., 2006), Marrocos — Asni e Bouhria (Coudray et al., 2007b), Centro de Portugal
(Lopes et al., 2009) e Siria (Abdin et al., 2003).

Vale ressaltar que, para o marcador THO1, o microvariante 9.3 é amplamente
distribuido em populacBes europeias como é o caso da Alemanha (Reichenpfader et al.,
2003), Espanha (Andaluzia) e Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c; Gaibar et al., 2010),
Centro, Norte e Nordeste de Portugal (Manco et al., 2008; Lopes et al., 2009; Pinheiro et al.,

2005; Alves et al., 2011). Esse alelo apresentou a frequéncia de 0,184 no presente estudo.

5.2.4 TPOX

Para o marcador genético TPOX, os alelos 8 e 11 foram os mais frequentemente
observados na populacdo do Rio de Janeiro (0,432 e 0,261 respectivamente) e em diversas
populacdes (Abdin et al., 2003; Okamoto et al., 2003; Pinheiro et al., 2005; Immel et al.,
2006; Coudray et al., 2007a,b,c; Manco et al., 2008; Muro et al., 2008; Brisighelli et al.,
2009; Lopes et al., 2009; Gaibar et al., 2010; Alves et al., 2011), indicando uma

homogeneidade na distribuicdo dos alelos desse locus em variadas regides.

5.2.5 vVWA

No locus VWA, o alelo 17 apresentou a maior frequéncia (0,250), assim como em
estudos nas populacbes da Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), Egito (Coudray et al.,
2007a), Sul da Espanha (Gaibar et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009), Japdo (Okamoto
et al., 2003), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni e Bouhria (Coudray et al., 2007b),
Centro Portugal (Lopes et al., 2009; Pinheiro et al., 2005) e Siria (Abdin et al., 2003) e a

segunda maior em Indigenas da Amazonia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na China
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(Gusmao et al., 2010), Espanha — Andaluzia (Coudray et al., 2007c), Norte e Nordeste de

Portugal (Amorim et al., 2001).

Seguindo 0 17, o alelo 16 apresentou frequéncia de 0,234, também observado com alta
frequéncia em Indigenas da Amazodnia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), no Egito
(Coudray et al., 2007a), Espanha (Andaluzia) e Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c;
Gaibar et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009), Libia (Immel et al., 2006), Mogambique
(Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008), Centro, Norte e Nordeste de Portugal
(Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Alves et al., 2011; Pinheiro et al., 2005), Siria
(Abdin et al., 2003) e Tanzéania (Forward et al., 2008).

Vale observar que, para este marcador genético, o alelo 15 foi um dos mais frequentes
em populagdes africanas, como no Marrocos — Asni (Coudray et al., 2007b), Mogambique
(Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008) e Tanzénia (Forward et al., 2008). Na

populacéo do Rio de Janeiro, este alelo apresentou frequéncia de 0,180.

5.2.6 D3S1358

O alelo 15, o de maior frequéncia detectada (0,307), no locus D3S1358, para a
populacdo do Rio de Janeiro, apresentou um padrdo similar em Indigenas da Amazonia
Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na China (Gusmao et al., 2010), Sul da Espanha
(Gaibar et al., 2010), Japao (Okamoto et al., 2003), Libia (Immeal et al., 2006), Centro, Norte
e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Pinheiro et al., 2005;
Gusmaéo et al., 2000) e Siria (Abdin et al., 2003), ndo sendo o mais frequente nas populactes
africanas analisadas. No entanto, apresentou a segunda maior frequéncia na Alemanha
(Reichenpfader et al., 2003), It&lia (Brisighelli et al., 2009), Mogambique (Alves et al., 2004),
Namibia (Muro et al., 2008) e Tanzéania (Forward et al., 2008).
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O alelo 16 do marcador D3S1358, segundo em frequéncia (0,284), foi observado com
alta frequéncia em Indigenas da Amazonia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na
Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), China (Gusméo et al., 2010), Egito (Coudray et al.,
2007a), Italia (Brisighelli et al., 2009), Japdo (Okamoto et al., 2003), Marrocos — Asni e
Bouhria (Coudray et al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al.,
2008), Centro, Norte e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001;

Gusmado et al., 2000), Siria (Abdin et al., 2003) e Tanzania (Forward et al., 2008).

5.2.7 D55818

No locus D5S818, o 12, alelo mais observado na populacdo estudada (frequéncia de
0,347), também apresentou a maior ocorréncia nas populacdes do Sul da Espanha (Coudray et
al., 2007c), Italia (Brisighelli et al., 2009), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni e
Bouhria (Coudray et al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Centro, Norte e Nordeste
de Portugal ( Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Pinheiro et al., 2005; Alves et al.,
2011), e segunda maior nas populacdes do Egito (Coudray et al.,, 2007a), Espanha —
Andaluzia (Coudray et al., 2007c¢), Japdo (Okamoto et al., 2003), Namibia (Muro et al., 2008)

e Siria (Abdin et al., 2003).

O alelo 11, segundo mais observado no presente trabalho (frequéncia de 0,300), para o
mesmo marcador genético, apresentou uma frequéncia significativa em populacbes
distribuidas em diferentes regifes (Gusmao et al., 2000; Amorim et al., 2001; Abdin et al.,
2003; Okamoto et al., 2003; Pinheiro et al., 2005; Immel et al., 2006; Coudray et al.,
2007a,b,c; Brisighelli et al., 2009; Lopes et al., 2009; Gusmao et al., 2010; Gaibar et al.,

2010; Alves et al., 2011).
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5.2.8 D75820

Para o marcador genético D7S820, o alelo 10 apresentou a maior frequéncia (0,300),
assim como no Egito (Coudray et al., 2007a), Espanha — Andaluzia (Coudray et al., 2007c),
Italia (Brisighelli et al., 2009), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Bouhria (Coudray et
al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008), Centro Norte e
Nordeste de Portugal (Manco et al., 2008; Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Gusmao et
al., 2000; Pinheiro et al., 2005), Siria (Abdin et al., 2003) e Tanzania (Forward et al., 2008).
Além disso, foi detectada a segunda maior ocorréncia no Japdo (Okamoto et al., 2003) e

Marrocos — Asni (Coudray et al., 2007Db).

Seguido do 10, o alelo 11 apresentou frequéncia de 0,209, também observado com
frequéncia alta em diversas populacdes (Amorim et al., 2001; Abdin et al., 2003; Okamoto et
al., 2003; Pinheiro et al., 2005; Immel et al., 2006; Alves et al., 2004; Coudray et al.,
2007a,b,c; Forward et al., 2008; Manco et al., 2008; Brisighelli et al., 2009; Lopes et al.,

2009; Gaibar et al., 2010; Gusmao et al., 2010; 2010; Alves et al., 2011; Manta et al., 2012).

5.2.9 D851179

Para este marcador genético, o alelo 14 (0,294) foi o de maior ocorréncia na populagéo
em estudos e em Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008) e Tanzania
(Forward et al., 2008), ndo sendo identificado como o mais frequente nas populagdes
europeias analisadas. No entanto, foi o segundo mais frequente em Indigenas da Amaz6nia
Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), China
(Gusméo et al., 2010), Espanha (Andaluzia) e Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c; Gaibar

et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009), Japdo (Okamoto et al., 2003), Marrocos —
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Bouhria (Coudray et al., 2007b) e Portugal (Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Gusmao

et al., 2000; Pinheiro et al., 2005).

O alelo 13, segundo em numero de observagdes no presente trabalho (frequéncia de
0,264), foi detectado como um alelo de alta frequéncia em diversas populagdes (Gusméo et
al., 2000; Amorim et al., 2001; Abdin et al., 2003; Okamoto et al., 2003; Reichenpfader et
al., 2003; Alves et al., 2004; Pinheiro et al., 2005; Immel et al., 2006; Coudray et al.,
2007a,b,c; Forward et al., 2008; Muro et al., 2008; Brisighelli et al., 2009; Lopes et al., 2009;

Gaibar et al., 2010; Gusméo et al., 2010; Manta et al., 2012).

5.2.10 D13S317

O alelo 12, pertencente ao locus D13S317 apresentou a maior frequéncia, no presente
trabalho (0,335), e nas populacdes da Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni e Bouhria
(Coudray et al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008) e
Tanzania (Forward et al., 2008) Egito (Coudray et al., 2007a) e foi o0 segundo mais frequente
na Espanha — Andaluzia (Coudray et al., 2007c), Italia (Brisighelli et al., 2009), Centro, Norte
e Nordeste de Portugal (Manco et al., 2008; Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Gusméao

et al., 2000; Pinheiro et al., 2005) e Siria (Abdin et al., 2003).

Para o marcador D13S317, o segundo alelo mais frequente na populacdo foi o 11
(0,298), que apresenta ampla distribuicdo em diversas populacbes (Gusméao et al., 2000;
Amorim et al., 2001; Abdin et al., 2003; Okamoto et al., 2003; Alves et al., 2004; Pinheiro et
al., 2005; Immel et al., 2006; Coudray et al., 2007a,b,c; Forward et al., 2008; Manco et al.,
2008; Muro et al., 2008; Brisighelli et al., 2009; Lopes et al., 2009; Gusméo et al., 2010;

Manta et al., 2012).
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Vale observar que, em populagdes asiaticas, o alelo 8 foi o mais recorrente (Okamoto
et al., 2003; Gusmao et al., 2010). Para este mesmo alelo foi obtida uma frequéncia de 0,075,
na populacdo do Rio de Janeiro. J& o microvariante 10.2, o de maior frequéncia em Indigenas

da Amazonia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), ndo foi detectado no presente estudo.

5.2.11 D16S539

Em relacdo ao marcador genético D16S539, o alelo 11 apresentou a maior frequéncia
na populacdo estudada (0,284), o mesmo ocorreu em estudos com Indigenas da Amazonia
Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na Alemanha (Reichenpfader et al., 2003), Egito
(Coudray et al., 2007a), Espanha — Andaluzia Coudray et al. (2007c), Italia (Brisighelli et al.,
2009), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Bouhria (Coudray et al., 2007b), Mocambique
(Alves et al., 2004), Centro de Portugal (Manco et al., 2008) e Tanzéania (Forward et al.,
2008). Na Austria (Reichenpfader et al., 2003), Sul da Espanha (Gaibar et al., 2010), Jap&o
(Okamoto et al., 2003), Namibia (Muro et al., 2008), Centro e Nordeste Portugal (Lopes et
al., 2009; Pinheiro et al., 2005) e Siria (Abdin et al., 2003), o alelo 11 foi o segundo maior em

frequéncia observada.

Ja o alelo 12, no mesmo marcador, foi o segundo mais frequente na populacédo do Rio
de Janeiro (0,235), apresentando frequéncia elevada também em Indigenas da Amazénia
Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), na Alemanha e Austria (Reichenpfader et al., 2003),
Egito (Coudray et al., 2007a), Espanha (Andaluzia) e Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c;
Gaibar et al., 2010), Italia (Brisighelli et al., 2009), Libia (Immel et al., 2006), Marrocos —
Asni e Bouhria (Coudray et al., 2007b), Centro e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009;

Pinheiro et al., 2005) e Siria (Abdin et al., 2003), sendo, portanto, de ampla distribuig&o.
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5.2.12 D18S51

Para 0 marcador D18S51, o alelo 15 foi o de maior frequéncia (0,170). Dentre as
populacdes comparadas, este alelo apresentou maior frequéncia apenas na Alemanha
(Reichenpfader et al., 2003), China (Gusmao et al., 2010) e Nordeste de Portugal (Gusmao et
al., 2000), e a segunda maior frequéncia apenas no Centro de Portugal (Lopes et al., 2009),
ndo sendo um alelo de alta frequéncia nas variadas populagdes.

Apods o alelo 15, o 16 (0,156) apresentou a maior frequéncia alélica, também
amplamente observado em estudos na Libia (Immel et al., 2006), Marrocos — Asni (Coudray
et al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008), Norte e

Nordeste de Portugal (Amorim et al., 2001; Pinheiro et al., 2005).

5.2.13 D21S11

No caso do locus D21S11, o alelo 30 apresentou a maior frequéncia (0,242). Nas
populacbes de Indigenas da Amazonia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012), do Sul da
Espanha (Gaibar et al., 2010), Japdo (Okamoto et al., 2003), Libia (Immel et al., 2006),
Centro, Norte e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009; Amorim et al., 2001; Gusméo et al.,
2000; Pinheiro et al., 2005), esse foi o alelo de maior ocorréncia. Na Alemanha
(Reichenpfader et al., 2003), China (Gusméo et al., 2010), Egito (Coudray et al., 2007a),
Espanha — Andaluzia (Coudray et al., 2007c), Italia (Brisighelli et al., 2009), Marrocos — Asni
e Bouhria (Coudray et al., 2007b) e Namibia (Muro et al., 2008), foi 0 segundo maior em

observacgoes.

O alelo 29, foi o segundo mais frequente para 0 mesmo marcador (0,216), similar ao
ocorrido em diversas populagdes (Gusméo et al., 2000; Amorim et al., 2001; Abdin et al.,

2003; Okamoto et al., 2003; Reichenpfader et al., 2003; Alves et al., 2004; Immel et al.,
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2006; Coudray et al., 2007a,b,c; Forward et al., 2008; Brisighelli et al., 2009; Lopes et al.,

2009; Gaibar et al., 2010; Gusmao et al., 2010).

5.2.14 D251338

Para o marcador genético D2S1338, o alelo 17 foi o mais frequente (0,182), assim
como em estudos na Alemanha e Austria (Reichenpfader et al., 2003), Espanha (Andaluzia) e
Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c; Gaibar et al., 2010), Marrocos — Asni e Bouhria
(Coudray et al., 2007b), Centro de Portugal (Lopes et al., 2009).

O alelo 19, segundo em frequéncia observada (0,152), foi frequente na Namibia (Muro
et al., 2008) e Tanzania (Forward et al., 2008), ndo sendo um alelo muito frequente nas

diversas regioes.

5.2.15D195433

No do locus D19S433, os alelos 13 e 14 apresentaram as maiores frequéncias (0,258 e
0,249, respectivamente). Estes também foram os alelos mais frequentes na Alemanha e
Austria (Reichenpfader et al., 2003), Egito (Coudray et al., 2007a), Espanha (Andaluzia) e
Sul da Espanha (Coudray et al., 2007c; Gaibar et al., 2010), Marrocos — Asni e Bouhria
(Coudray et al., 2007b), Mocambique (Alves et al., 2004), Namibia (Muro et al., 2008),

Centro Portugal (Lopes et al., 2009) e Tanzania (Forward et al., 2008).

5.2.16 Penta E

Em relacdo ao marcador genético Penta E, o alelo 12 foi o mais frequente (0,159), fato

que ocorreu em trabalhos na Italia (Brisighelli et al., 2009), Centro e Nordeste de Portugal
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(Lopes et al., 2009; Pinheiro et al., 2005). Em Indigenas da Amazonia Brasileira (Terenas)
(Manta et al., 2012) e na Libia (Immel et al., 2006), foi o segundo mais frequente. Nas
populacbes do Japdo (Okamoto et al., 2003) e da Libia (Immel et al., 2006), o alelo 11,

segundo em frequéncia na populacéo estudada (0,125), apresentou frequéncia elevada.

5.2.17 Penta D

O alelo 9, pertencente ao locus Penta D, apresentou a maior ocorréncia (frequéncia de
0,182), coincidente com a populacao do Japdo (Okamoto et al., 2003). Na Italia (Brisighelli et
al., 2009), Libia (Immel et al., 2006), Centro e Nordeste de Portugal (Lopes et al., 2009;
Pinheiro et al., 2005), este foi o segundo alelo mais frequente. O alelo 12, segundo em
ocorréncia na populacao do Rio de Janeiro (frequéncia de 0,166), apresentou a segunda maior
frequéncia em Indigenas da Amazénia Brasileira (Terenas) (Manta et al., 2012) e na Siria

(Abdin et al., 2003).
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6. Conclusoes

Nesta dissertacdo, foram analisados 17 marcadores do tipo STR, de interesse forense,

na populagéo do Rio de Janeiro. As principais conclusdes referentes ao estudo séo:

1. Os marcadores genéticos THO1 e D7S820 apresentaram o menor nimero de alelos;

2. O locus D21S11 foi o mais polimorfico, seguido do marcador genético FGA;

3. O alelo 8, do marcador genético TPOX, foi o mais frequentemente observado e o
locus TPOX apresentou o menor Poder de Discriminacdo (PD), Poder de Exclusao
(PE) e Contetdo de Informacdo Polimoérfica (PIC) e a maior Probabilidade de

Coincidéncia Aleatoria (PM), dentre os analisados;

4. No locus Penta E, foi obsevado o maior Poder de Discriminacdo (PD), Poder de
Exclusdo (PE) e Contetdo de Informacéo Polimoérfica (PIC) e a menor Probabilidade

de Coincidéncia Aleatoria (PM);

5. O marcador genético D2S1338 apresentou o segundo maior Poder de Discriminacao
(PD), Conteudo de Informacéo Polimdrfica (PIC) e a segunda menor Probabilidade de
Coincidéncia Aleatoria (PM), enquanto o locus D18S51 apresentou o segundo maior

Poder de Excluséo (PE);

6. Foram observadas frequéncias ainda ndo descritas, na populacdo do Rio de Janeiro,
para o locus Penta D e para os seguintes alelos: 13, 19.2, 30.2, 31.2 e 32 (FGA); 5
(THO1); 5 (TPOX); 22 (VWA); 18 (D8S1179); 5 e 12.1 (D16S539); 24 (D18S51); 19,

20, 23.2, 35.2 e 37 (D21S11);
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7.

10.

11.

12.

O teste exato para a hipdtese de Equilibrio de Hardy-Weinberg demonstrou que 0s
marcadores genéticos estudados ndo apresentaram desvio significativo em relacéo ao

equilibrio;

O valor médio do coeficiente de endogamia de Wright (Fs) foi de 0,0196;

A arvore filogenética, desenvolvida pelo método de Neighbor-Joining, possibilitou
detectar uma semelhanca entre populacdo do Rio de Janeiro e a populacdo do Nordeste

brasileiro;

N&o foram observados valores estatisticamente significativos na analise de Fst par a
par entre a populagdo do Rio de Janeiro e as populacdes das demais regides brasileiras,
indicando auséncia de estruturacdo, importante caracteristica no caso de marcadores

genéticos utilizados em testes de identificacdo humana;

O grafico “Triangle Plot” populacional, gerado no software Structure, sugere que, em
média, os individuos ndo apresentam contribui¢cdo maior determinado grupo étnico em
comparacdo com o0s demais, podendo a populacdo ser formada por similar

contribuicdo dos grupos étnicos principais;

A comparacao das frequéncias alélicas, dos marcadores genéticos estudados, permitiu
observar que, de forma geral, os alelos frequentemente observados na populacéo do

Rio de Janeiro apresentaram ampla distribuicdo nas diversas popula¢cdes mundiais.
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8. ANEXOS

CSF1PO
Populagao Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 12 0,312 Populacdo Estudada
11 0,276
Egito - Andaima 12 0,323 Coudray et al., 2007a
10 0,318
10 0,338
Espanha - Andaluzia 11 0,286 Coudray et al., 2007c
12 0,286
Sul da Espanha 1 0,361 Gaibar et al., 2010
10 0,278
Indigenas dg Amazonla 12 0,393 Mendes-Junior, 2001
Brasileira 10 0,284
Italia 12 0,325 Brisighelli et al., 2009
11 0,317
Japao 12 0,427 Okamoto et al., 2003
11 0,203
Libia 12 0,330 Immel et al., 2006
10 0,316
Marrocos - Asni 12 0,338 Coudray et al., 2007b
10 0,300
Marrocos - Bouhria 10 0,370 Coudray et al., 2007b
11 0,288
Mocgambique 12 0,349 Alves et al., 2004
10 0,275
Namibia 10 0,269 Muro et al., 2008
11 0,264
Centro Portugal 1 0,334 Lopes et al., 2009
12 0,325
Nordeste Portugal 12 0,325 Pinheiro et al., 2005
10 0,305
Norte Portugal 12 0,315 Alves et al., 2011
10 0,309
Siria 12 0,339 Abdin et al., 2003
11 0,311
Tanzénia 10 0,288 Forward et al., 2008
12 0,279

Tabela 8.1: Alelos mais frequentes, no loci CSF1PO, em diferentes populagdes.



FGA

Populacdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
) . 22 0,170 u
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
' ! 21 0,163 putag
Alemanha 22 0,212 Reichenpfader et al.,
21 0,175 2003
China 22 0,224 Gusmao et al., 2010
23 0,184
) ) 23 0,182
Eqgito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
g ! 21 0,157 y
. 21 0,272
Espanha - Andaluzia ’ Coudray et al., 2007c
P vzt 24 0,154 y
22 0,183 )
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
y P 24 0,172
Indlgena§ da Amazonia 24 0,350 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 25 0,205
- 22 0,189 .. .
Italia ' Brisighelli et al., 2009
I 21 0,167 g
N 22 0,240
Japédo ' Okamoto et al., 2003
P 24 0,178
Libia 22 0,191 Immel et al., 2006
24 0,167
. 22 0,195
Marrocos - Asn ’ Coudray et al., 2007b
! 23 0,176 y
. 21 0,226
Marrocos - Bouhria ’ Coudray et al., 2007b
unn 24 0,163 y
. 24 0,191
Mocambique ' Alves et al., 2004
cambiqd 23 0,188
21 0,193
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ua 22 0178 P
21 0,190 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ug 23 0173
23 0,188 .
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
ste rortug 22 0,168
22 0,180 .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ste rortug 21 0,170
Namibia 22 0,185 Muro et al., 2008
24 0,177
24 0,279
Siria 23 0,172 Abdin et al., 2003
21 0,172

Tabela 8.2: Alelos mais frequentes, no loci FGA, em diferentes populagdes.
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THO1

Populagdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro ! 0,261 Populacdo Estudada
9 0,192
Alemanha 9.3 0,331 Reichenpfader et al.,
6 0,226 2003
Egito - Andaima 9 0,343 Coudray et al., 2007a
7 0,268
Espanha - Andaluzia 9 0,250 Coudray et al., 2007c
9.3 0,224
6 0,256
Sul da Espanha 9 0,211 Gaibar et al., 2010
9.3 0,211
Indlgenas_ da Amazobnia 7 0,487 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 6 0,043
Indigenas dg Amazonla 7 0,446 Mendes-Junior, 2001
Brasileira 6 0,389
Italia 6 0,269 Byisighelli et al., 2009
9 0,222
Japéao d 0,415 Okamoto et al., 2003
7 0,285
Libia J 0,267 Immel et al., 2006
6 0,243
Marrocos - Asni ! 0,295 Coudray et al., 2007b
9 0,248
Marrocos - Bouhria J 0,293 Coudray et al., 2007b
6 0,207
Mocgambique ! 0,342 Alves et al., 2004
8 0,299
Namibia ! 0,400 Muro et al., 2008
8 0,364
Centro Portugal 93 0,293 Manco et al., 2008
9 0,231
Centro Portugal 93 0,328 Lopes et al., 2009
6 0,210
Nordeste Portugal 93 0,285 Pinheiro et al., 2005
6 0,202
Norte de Portugal 93 0,267 Alves et al., 2011
6 0,212
Siria 0 0.267 Abdin et al., 2003
9 0,254
Tanzania ! 0,366 Forward et al., 2008
8 0,233

Tabela 8.3: Alelos mais frequentes, no loci THO1, em diferentes populagdes.
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TPOX

Populagao Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
) . 8 0,432 n
Rio de Janeiro ! Populacdo Estudada
! ! 11 0,261 pulag
) ) 8 0,424
Egito - Andaima ! Coudray et al., 2007a
g ' 11 0,258 y
. 8 0,482
Espanha - Andaluzia ! Coudray et al., 2007c
P vzt 11 0,294 y
8 0,483 )
Sul da Espanha ! Gaibar et al., 2010
u P 11 0,289
Indigenas dg Amazonla 11 0,470 Mendes-Junior, 2001
Brasileira 12 0,294
- 8 0,537 . . )
Italia ' Brisighelli et al., 2009
! 11 0,254 g
. 8 0,483
Japéo ' Okamoto et al., 2003
P 11 0,308
Libia 8 0,500 Immel et al., 2006
11 0,250
. 8 0,438
Marrocos - Asn ' Coudray et al., 2007b
! 11 0,267 y
. 8 0,447
Marrocos - Bouhria ’ Coudray et al., 2007b
unn 11 0,365 y
Namibia 8 0,336 Muro et al., 2008
11 0,315
8 0,552
Centro Portugal ' Manco et al., 2008
ug 11 0,294
8 0,498
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ua 11 0,303 P
8 0,528 N
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ug 11 0,273
8 0,246
Norte de Portugal ' Alves et al., 2011
ua 11 0,335
Sitia 8 0,450 Abdin et al., 2003
11 0,248
Tanzania 9 0,284 Forward et al., 2008
11 0,257

Tabela 8.4: Alelos mais frequentes, no loci TPOX, em diferentes populagdes.
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VWA

Populacao Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
) . 17 0,250 n
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
! ! 16 0,234 puta
Alemanha 17 0,278 Reichenpfader et al.,
18 0,225 2003
China 14 0,299 Gusmao et al., 2010
17 0,230
) ) 17 0,328
Egito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
g ' 16 0,242 y
. 16 0,272
Espanha - Andaluzia ' Coudray et al., 2007c
P vzt 17 0,254 y
17 0,289 .
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
u P 16 0,283
Indlgenas_ da Amazonia 16 0,509 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 17 0,252
. 17 0,286 .. .
Italia ' Brisighelli et al., 2009
! 16 0,237 g
x 17 0,277
Japédo ' Okamoto et al., 2003
P 18 0,209
Libia 17 0,291 Immel et al., 2006
16 0,214
. 15 0,257
Marrocos - Asn ’ Coudray et al., 2007b
! 17 0,257 y
) 17 0,269
Marrocos - Bouhria ’ Coudray et al., 2007b
bl 18 0,212 y
. 16 0,306
Mocambique ' Alves et al., 2004
gambiqu 15 0,236
Namibia ~ 0,218 Muro et al., 2008
15 0,200
17 0,253
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ud 16 0,246 P
17 0,277 . .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ug 16 0,248
16 0,253 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ug 17 0,234
Sitia 17 0,331 Abdin et al., 2003
16 0,269
Tanzania 16 0,262 Forward et al., 2008
15 0,242

Tabela 8.5: Alelos mais frequentes, no loci VWA, em diferentes populacdes.
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D3S1358

Populacdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
) ) 15 0,307 x
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
' ' 16 0,284 pulag
Alemanha 16 0,244 Reichenpfader et al.,
15 0,235 2003
China 15 0,351 Gusmao et al., 2010
16 0,322
) ) 17 0,293
Eqgito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
g ! 16 0,247 y
) 17 0,241
Espanha - Andaluzia ' Coudray et al., 2007¢c
P vl 18 0,211 y
15 0,233 .
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
. P 18 0,233
Indigenas da Amazonia Brasileira 15 0,608 Manta et al.. 2012
(Terenas) 16 0,220
. 16 0,257 .. )
Italia ' Brisighelli et al., 2009
' 15 0,240 g
N 15 0,384
Japao ' Okamoto et al., 2003
P 16 0,305
Libia 15 0,320 Immel et al., 2006
17 0,352
. 16 0,271
Marrocos - Asn ' Coudray et al., 2007b
! 17 0,281 y
. 16 0,361
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
unr 17 0,279 y
. 16 0,380
Mocambique ' Alves et al., 2004
gambiqu 15 0,303
Namibia 16 0,372 Muro et al., 2008
15 0,274
15 0,258
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ug 16 0,202 P
15 0,325 x
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
Sterong 16 0,230
15 0,245 . )
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
>te Fortig 17 0,230
15 0,289 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ug 16 0,241
Sitia 15 0,277 Abdin et al., 2003
16 0,277
Tanzania 16 0,427 Forward et al., 2008
15 0,233

Tabela 8.6: Alelos mais frequentes, no loci D3S1358, em diferentes populages.
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D5S818

Populagdo Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
) . 12 0,347 .
Rio de Janeiro ! Populacdo Estudada
' ! 11 0,300 putas
China 11 0,374 Gusmao et al., 2010
10 0,213
) ) 11 0,318
Egito - Andaima ! Coudray et al., 2007a
g ' 12 0,268 y
. 11 0,377
Espanha - Andaluzia ! Coudray et al., 2007¢c
P vzl 12 0,355 y
12 0,394 .
Sul da Espanha ! Gaibar et al., 2010
! P 11 0,356
- 12 0,382 .. )
Italia ' Brisighelli et al., 2009
! 11 0,272 g
. 11 0,319
Japéo ' Okamoto et al., 2003
P 12 0,254
Libia 12 0,325 Immel et al., 2006
11 0,257
. 12 0,371
Marrocos - Asn ’ Coudray et al., 2007b
! 11 0,257 y
) 12 0,361
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
Ut 13 0,288 4
. 12 0,370
Mocambique ' Alves et al., 2004
gambiqu 11 0,236
Namibia 13 0,379 Muro et al., 2008
12 0,313
12 0,379
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ua 11 0,354 P
12 0,381 .
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
ug 11 0,352
12 0,403 .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ug 11 0,335
12 0,374 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ua 11 0,346
Sitia 12 0,372 Abdin et al., 2003
11 0,281
Tanzania 12 0,380 Forward et al., 2008
13 0,207

Tabela 8.7: Alelos mais frequentes, no loci D5S818, em diferentes populacdes.

82



D7S820

Populagdo Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
) ) 10 0,300 x
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
' ' 11 0,209 puta
China 11 0,368 Gusmao et al., 2010
12 0,201
) ) 10 0,409
Egito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
gl ! 11 0,197 y
) 10 0,303
Espanha - Andaluzia ' Coudray et al., 2007c
P vzl 11 0,232 y
Indlgena§ da Amazébnia 11 0,332 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 12 0,263
- 10 0,300 Brisighelli et al.,
Italia
11 0,234 2009
N 11 0,316
Japao ' Okamoto et al., 2003
P 10 0,229
11 0,272 .
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
u P 12 0,189
Libia 10 0,359 Immel et al., 2006
11 0,233
) 11 0,348
Marrocos - Asn ' Coudray et al., 2007b
' 10 0,314 y
. 10 0,313
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
unrt 11 0,279 4
. 10 0,391
Mocambique ' Alves et al., 2004
cambiqu 11 0,204
Namibia 10 0331 Muroetal., 2008
8 0,272
10 0,271
Centro Portugal ' Manco et al., 2008
ug 11 0,207
10 0,280
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ug 11 0,232 P
10 0,266 .
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
ug 11 0,206
10 0,278 .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ug 11 0,200
10 0,258 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ua 11 0,207
Sitia i~ 0,319 Apdin et al., 2003
11 0,273
10 0,391
Tanzania 8 0,196 Forward et al., 2008
11 0,196

Tabela 8.8: Alelos mais frequentes, no loci D7S820, em diferentes populagdes.
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D8S1179

Populacdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
) ) 14 0,294 x
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
' ' 13 0,264 puta
Alemanha 13 0,347 Reichenpfader et al.,
14 0,179 2003
China 13 0,195 Gusmao et al., 2010
14 0,184
) ) 13 0,247
Eqgito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
g ! 15 0,227 y
) 13 0,268
Espanha - Andaluzia ' Coudray et al., 2007c
P vzl 14 0,224 y
13 0,278 )
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
y P 14 0,239
Indlgena§ da Amazonia 13 0,315 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 14 0,262
- 13 0,312 .. .
Italia ' Brisighelli et al., 2009
' 14 0,226 g
N 13 0,251
Japao ' Okamoto et al., 2003
P 14 0,195
Libia . 0,301 Immel et al., 2006
15 0,218
) 15 0,243
Marrocos - Asn ' Coudray et al., 2007b
' 13 0,238 Y
. 13 0,260
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
unrt 14 0,216 4
. 14 0,320
Mocambique ' Alves et al., 2004
cambiqd 13 0,211
Namibia 14 0,477 Muro et al., 2008
13 0,177
13 0,313
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ua 14 0,219 P
13 0,325 .
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
>te Fortig 14 0,200
13 0,290 .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
>te Fortig 14 0,240
13 0,301 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ug 14 0,207
Sitia 13 0,296 Abdin et al., 2003
15 0,179
14 0,298
Tanzénia 13 0,207 Forward et al., 2008
15 0,207

Tabela 8.9: Alelos mais frequentes, no loci D8S1179, em diferentes populages.
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D13S317

Populagdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
) ) 12 0,335 x
Rio de Janeiro ! Populacdo Estudada
' ! 11 0,298 putac
China 8 0,299 Gusmao et al., 2010
11 0,201
) ) 12 0,369
Egito - Andaima ! Coudray et al., 2007a
gl ' 11 0,273 y
15 0,233 .
Sul da Espanha ! Gaibar et al., 2010
u P 18 0,233
) 11 0,320
Espanha - Andaluzia ! Coudray et al., 2007¢c
P vl 12 0,219 y
Indlgepa§ da Amazonia 10.2 0,261 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 11 0,261
- 11 0,300 Brisighelli et al.,
Italia
12 0,299 2009
N 8 0,243
Japao ' Okamoto et al., 2003
P 11 0,243
Libia 12 0,369 Immel et al., 2006
11 0,216
. 12 0,371
Marrocos - Asn ’ Coudray et al., 2007b
! 11 0,362 y
. 12 0,433
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
unrt 11 0,293 4
. 12 0,384
Mocambique ' Alves et al., 2004
cambiqu 11 0,299
Namibia 12 0,503 \uro et al., 2008
11 0,308
11 0,361
Centro de Portugal ' Manco et al., 2008
ug 12 0,243
11 0,332
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ua 12 0,253 P
11 0,320 .
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
ug 12 0,285
11 0,302 C .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ug 12 0,295
11 0,335 .
Norte de Portugal ' Amorim et al., 2001
ua 12 0,254
Sitia 11 0,332 Apdin et al., 2003
12 0,252
Tanzania 12 0,404 Forward et al., 2008
11 0,307

Tabela 8.10: Alelos mais frequentes, no loci D13S317, em diferentes populacdes.

85



D16S539

Populacao

Alelos mais Frequentes Frequéncia

Referéncia

Rio de Janeiro
Alemanha
Austria
Egito - Andaima
Espanha - Andaluzia

Sul da Espanha

Indigenas da Amazonia

Brasileira (Terenas)
Italia
Japéo
Libia
Marrocos - Asni
Marrocos - Bouhria
Mocgambique
Namibia
Centro de Portugal
Centro Portugal
Nordeste Portugal
Siria

Tanzania

11
12
11
12
12
11
11
12
11
12
12
11
11
12
11
12
9
11
11
12
12
11
11
12
11
9
9
11
11
13
12
11
12
11
12
11
11
9

0,284
0,235
0,299
0,291
0,335
0,310
0,278
0,263
0,329
0,303
0,278
0,267
0,410
0,184
0,314
0,270
0,280
0,243
0,422
0,180
0,310
0,243
0,346
0,178
0,296
0,243
0,279
0,277
0,338
0,216
0,287
0,286
0,312
0,290
0,279
0,230
0,340
0,212

Populacdo Estudada

Reichenpfader et al.,
2003

Reichenpfader et al.,
2003

Coudray et al., 2007a
Coudray et al., 2007c
Gaibar et al., 2010
Manta et al., 2012
Brisighelli et al., 2009
Okamoto et al., 2003
Immel et al., 2006
Coudray et al., 2007b
Coudray et al., 2007b
Alves et al., 2004
Muro et al., 2008
Manco et al., 2008
Lopes et al., 2009
Pinheiro et al., 2005
Abdin et al., 2003

Forward et al., 2008

Tabela 8.11: Alelos mais frequentes, no loci D16S539, em diferentes populacdes.
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D18S51

Populagdo Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
) . 15 0,170 .
Rio de Janeiro ' Populacdo Estudada
! ! 16 0,156 putas
Alemanha 15 0,177 Reichenpfader et al.,
14 0,153 2003
China 15 0,213 Gusmao et al., 2010
14 0,201
) ) 20 0,167
Egito - Andaima ' Coudray et al., 2007a
gl I 14 0,141 y
. 14 0,180
Espanha - Andaluzia ' Coudray et al., 2007¢c
P vzl 12 0,171 y
12 0,167 .
Sul da Espanha ' Gaibar et al., 2010
! P 17 0,150
Indlgepas_ da Amazonia 14 0,278 Manta et al.. 2012
Brasileira (Terenas) 17 0,183
- 14 0,171 .. )
Italia ' Brisighelli et al., 2009
! 13 0,154 g
. 14 0,218
Japéo ' Okamoto et al., 2003
P 13 0,195
14 0,186
Libia 13 0,147 Immel et al., 2006
16 0,147
16 0,181
Marrocos - Asni 12 0,138 Coudray et al., 2007b
14 0,138
. 12 0,173
Marrocos - Bouhria ' Coudray et al., 2007b
untt 14 0,149 Y
. 16 0,194
Mocambique ' Alves et al., 2004
¢ 'qu 17 0,194
Namibia 17 0,238 Muro et al., 2008
16 0,205
Siria 14 0,208 Abdin et al., 2003
12 0,159
Tanzania 16 0,196 Forward et al., 2008
17 0,187
14 0,150
Centro Portugal ' Lopes et al., 2009
ud 15 0,149 P
15 0,181 o
Nordeste Portugal ' Gusmao et al., 2000
ug 14 0176
16 0,180 .
Nordeste Portugal ' Pinheiro et al., 2005
ordeste Portuga . 0148
Norte de Portugal 14 0,167 Amorim et al., 2001
16 0,164

Tabela 8.12: Alelos mais frequentes, no loci D18S51, em diferentes populages.
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D21S11

Alelos mais
Populacdo Frequentes Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 30 0,242 Populacéo Estudada
29 0,216
29 0,218 Reichenpfader et al.,
Alemanha
30 0,210 2003
China 29 0,328 Gusméo et al., 2010
30 0,282
Egito - Andaima 29 0,359 Coudray et al., 2007a
30 0,307
Espanha - Andaluzia 29 0,228 Coudray et al., 2007c
30 0,197
Sul da Espanha 30 0,300 Gaibar et al., 2010
29 0,239
Indigenas da Amazonia Brasileira 30 0,245 Manta et al., 2012
(Terenas) 31 0,133
Italia 29 0,244 Brisighelli et al., 2009
30 0,214
Japéao 30 0,384 Okamoto et al., 2003
29 0,226
Libia 30 0,286 Immel et al., 2006
29 0,233
Marrocos - Asni 29 0,257 Coudray et al., 2007b
30 0,238
Marrocos - Bouhria 29 0,303 Coudray et al., 2007b
30 0,231
Mocgambique 28 0,243 Alves et al., 2004
29 0,201
Namibia 28 0,238 Muro et al., 2008
30 0,192
Centro Portugal 30 0,250 Lopes et al., 2009
29 0,231
Nordeste Portugal 30 0,215 Gusmao et al., 2000
28 0,195
Nordeste Portugal 30 0,252 Pinheiro et al., 2005
28 0,157
Norte de Portugal 30 0,239 Amorim et al., 2001
29 0,191
Siria 29 0,219 Abdin et al., 2003
32.2 0,127
Tanzénia 28 0,257 Forward et al., 2008
29 0,192

Tabela 8.13: Alelos mais frequentes, no loci D21S11, em diferentes populages.
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D251338

Populagdo Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 17 0,182 Populacdo Estudada
19 0,152
Alemanha 17 0,215 Reichenpfader et al., 2003
20 0,141
Austria 17 0,180 Reichenpfader et al., 2003
20 0,125
Egito - Andaima 18 0,157 Coudray et al., 2007a
20 0,126
Espanha - Andaluzia L7 0,268 Coudray et al., 2007c
20 0,149
17 0,278
Sul da Espanha 20 0,139 Gaibar et al., 2010
25 0,139
Marrocos - Asni L7 0,300 Coudray et al., 2007b
20 0,181
Marrocos - Bouhria L7 0,346 Coudray et al., 2007b
20 0,144
Mocambique 22 0,194 Alves et al., 2004
21 0,162
Namibia 19 0,218 Muro et al., 2008
21 0,136
Centro Portugal L7 0,273 Lopes et al., 2009
20 0,147
Tanzénia 21 0,186 Forward et al., 2008
19 0,177

Tabela 8.14: Alelos mais frequentes, no loci D2S1338, em diferentes populagoes.
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D195433

Populagdo Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 12 8;23 Populacdo Estudada
Alemanha 13 8;22 Reichenpfader et al., 2003
Austria ig 82‘118 Reichenpfader et al., 2003
Egito - Andaima ij gig; Coudray et al., 2007a
Espanha - Andaluzia ig 82?2 Coudray et al., 2007c
Sul da Espanha ig 8223 Gaibar et al., 2010
Marrocos - Asni ij 8;88 Coudray et al., 2007b
Marrocos - Bouhria ig 8;22 Coudray et al., 2007b
Mogambique ij 8223 Alves et al., 2004
Namibia ﬁ 8218 Muro et al., 2008
Centro Portugal ig 82;2 Lopes et al., 2009
Tanzénia S 8222 Forward et al., 2008

Tabela 8.15: Alelos mais frequentes, no loci D19S433, em diferentes populagdes.
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Penta E

Populagdo Alelos mais Frequentes  Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 12 0,159 Populacdo Estudada

11 0,125

Indlgepa§ da Amazonia 14 0,180 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 12 0,162

Italia 12 0.172 " Brisighelli et al., 2009
7 0,155
15 0,150
Japéao 11 0,121 Okamoto et al., 2003

16 0,121

Libia 1 0,165 Immel et al., 2006
12 0,150

Mocgambique 8 0,174 Alves et al., 2004
13 0,130

Centro Portugal 12 0,213 Lopes et al., 2009
7 0,153

Nordeste Portugal 12 0,192 Pinheiro et al., 2005

7 0,140
12 0,185

Siria 13 0,112 Abdin et al., 2003
7 0,122

Tabela 8.16: Alelos mais frequentes, no loci Penta E, em diferentes populagdes.

Penta D
Populagao Alelos mais Frequentes Frequéncia Referéncia
Rio de Janeiro 9 0,182 Populacéo Estudada
12 0,166
Indlgepag da Amazonia 10 0,294 Manta et al., 2012
Brasileira (Terenas) 12 0,259
Japio 9 0,297 Okamoto et al.,
10 0,220 2003
Libia 13 0,241 Immel et al., 2006
9 0,168
Mocgambique 10 0,201 Alves et al., 2004
8 0,146
Centro Portugal 13 0,205 Lopes et al., 2009
9 0,198
Nordeste Portugal 13 0,235 Pinheiro et al., 2005
9 0,217
Siria 13 0.200 " Apdin et al., 2003
12 0,178

Tabela 8.17: Alelos mais frequentes, no loci Penta D, em diferentes populages.
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