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RESUMO

A identificacdo humana estd baseada na analise do DNA através de marcadores
moleculares presente em todo o genoma. Estes marcadores sdo transmitidos de pais
para filhos por hereditariedade. Atualmente os marcadores STR sdo os marcadores
genéticos mais utilizados em Genética Forense devido ao seu elevado polimorfismo,
alta reprodutibilidade, possibilidade de serem amplificados por PCR em inumeras
copias numa s6 reacdo e em minimas quantidades de DNA (1ng). O exame de DNA
que permite a individualizagdo das pessoas € ferramenta indispensavel a solucéo de
casos forenses de identificacdo humana, crimes sexuais, locais de crime (incluindo ou
excluindo suspeitos), desastres em massa, e tem seu resultado apresentado em célculos
estatisticos que consideram a frequéncia alélica dos marcadores usados. Por isso é
importante o conhecimento das frequéncias alélicas apresentadas na populacdo
regional de forma que os resultados sejam os mais fidedignos possiveis. Neste
trabalho, 15 marcadores autossdomicos (loci) STR ou microssatélites (CSF1PO,
D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, FGA, THO1, TPOX e vWA) foram estudados em 766 individuos
paraibanos ndo aparentados, demonstrando uma populacdo tri - hibrida, formada de
africanos (25,86%), amerindios (6,81%) e europeus (67,33%). Os mais informativos
foram D21S11 e FGA, e 0s menos informativos foram TPOX, D7S820 e D13S317. Os
resultados sdo importantes para que um banco de dados com as frequéncias alélicas
encontradas na populacdo paraibana possa servir de base de calculo util para préatica
forense no Estado da Paraiba.

Palavras-chave: DNA. STR. Frequéncia Alélica.
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ABSTRACT

Human identification is based on analyzing DNA through present throughout the
genome molecular markers. These markers are transmitted from parents to offspring by
heredity. STR markers are currently the most commonly used genetic markers in
Forensic Genetics due to their high polymorphism, high reproducibility, possibility of
being amplified by PCR in multiple copies in a single reaction, and minute quantities
of DNA (1ng). The DNA test that allows individualization of the people is essential
tool to the solution of forensic human identification cases, sex crimes, crime scenes
(including or excluding suspects), mass disasters, and its result is presented in
statistical calculations that consider allele frequency of markers used. So it is
important to know the allele frequencies presented in the regional population so that
the results are the most reliable possible. In this study , 15 autossomal markers (loci)
STR or microsatellite (CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11,
D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, THO01, and VWA TPOX) were
studied in 766 unrelated individuals paraibanos, demonstrating a tri population -
hybrid formed Africans (25.86 %), Amerindian (6.81 %) and Europeans (67.33 %).
The most informative were D21S11 and FGA, and were less informative TPOX,
D7S820 and D13S317. The results are important for a database with allele frequencies
found in Paraiba population can serve as a useful basis for calculating forensic practice
in the State of Paraiba.

Keywords: DNA. STR. Allele frequency.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -

Escada alélica do kit AmpFISTR® Identifiler™ de calibragdo de
STR (Applied Biosystems, Foster City, CA,

Os treze marcadores do CODIS e sua localizagdo nos
(o] £0] 3 0110 14 [0 1 J P PPPURRR
Perfil genético com os marcadores STRs do kit Identifiler™...........
Mapa do Brasil mostrando a regido Nordeste e o Estado da Paraiba.
Escada alélica do kit Identifiler® Plus (Applied Biosystems).........

viii

21

22
24
29
34



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -
Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Numero de alelos obtidos, variacéo e alelos mais freqlentes..................
Frequéncia de alelos dos marcadores D8S1179, D7S820, CSF1PO,
THOL € D13S3L7 ..ottt e e eree e
Frequéncia de alelos dos marcadores D16S539, D19S433, TPOX,
D18S51 € D5SBL8....cciiiiiieiiieeeie e
Frequéncia de alelos dos marcadores D21S11, D3S1358,
D2S1338, VWA € FGA ..ot
Parametros forenses analisados para cada marcador......................
Resultados obtidos para o célculo de equilibrio de Hardy-
Weinberg na populacdo da Paraiba............cccoooeeeiiiiiiiiiiiiiin,

Proporgéo de mistura de Populagdes Parentais............ccooceevvervenieiiiennenne

38

39

40
42



Grafico 1 -
Grafico 2 -
Grafico 3 -
Grafico 4 -
Grafico 5 -
Gréafico 6 -
Grafico 7 -
Grafico 8 -
Grafico 9 -
Gréafico 10 -
Grafico 11 -
Grafico 12 -
Grafico 13 -
Grafico 14 -
Grafico 15 -

LISTA DE GRAFICOS

Distribuicéo das frequéncias alélicas do marcador TPOX...........cccccveee.
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D16S539.................

Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D3S1358........

Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador FGA................
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D19S433.........
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D21S11...........
Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D8S1179.........
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador VWA............c.cceen...e.
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D2S1338.........
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D18S51...........
Distribuicéo das frequéncias alélicas do marcador THOL.......................
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador CSF1PO..........
Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D7S820...........
Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D13S317.........

Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D5S818...........



Xi

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ul -
BBVA -
BNPG -
CCS -
CEP -
CNS -
CODIS -
DNA -
FAPEAL -
FAPERJ -
FBI -
GITAD -
He -

Het -

Ho -

Hom -
IBGE -
IPC-PB -
ISFG -
Mb Megabase -
MP-

pb -

PCR -

PD -

PE -

PIC -
RFLP -
RIBPG -
SENASP -
SNP -

Microlitro

Banco Bilbao Vizcaya Argentaria

Banco Nacional de Perfis Genéticos

Centro de Ciéncias da Saude

Comité de Etica em Pesquisa

Conselho Nacional de Saude

Combined DNA Index System

Desoxiribonucleic Acid (Acido desoxirribonucléico)
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
Federal Bureau of Investigation

Grupo Ibero-Americano de Trabalho em Analises do DNA
Heterozigosidade esperada

Heterozigotos

Heterozigosidade observada

Homozigotos

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Instituto de Policia Cientifica da Paraiba

Internacional Society of Forensic Genetics

Equivalente a 1 milhdo de nucleotideos

Probabilidade Cumulativa de Coincidéncia

Pares de bases

Polymerase Chain Reaction (Rea¢cdo em Cadeia da Polimerase)
Poder de Discriminagéo

Poder de Execucédo

Conteudo de Informacdo Polimdrfica

Restriction Fragment Length Polymor Phisms

Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos

Secretaria Nacional de Seguranca Publica

Single Nucleotyde Polymorphism (Polimorfismo de nucleotideo

unico)



STRs -
Taq -

TPI -
UFAL -
UFPB -
UFRJ -
UNT/HIC -
VNTRS -

Xii
Short Tandem Repeats (Repeticdes curtas em tandem)
Thermophylus Aquaticus
indice Tipico de Paternidade Cumulativo
Universidade Federal de Alagoas
Universidade Federal da Paraiba
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de ldentificacdo Humana da Universidade do Norte do Texas

Variable Number of Tandem Repeats (Repeticdes de NuUmero

Variavel Consecutivas)



Xiii

SUMARIO
L INTRODUGAD. .....oiiiiiiieeeeeee ettt 14
2 REVISAO DE LITERATURA . ...t 16
p R o 151 (o] o] o T PP 16
2.2 Marcadores STRS 0U MICrosSatélites.........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
2.3 GENALICA FOMBNSE....iiiiiiiii ettt e 22
A T T oo o L= To o 13U 25
2.5 Populacdo paraibana...........cccoooiiiiiiiii . 28
B OBUIETIVOS . ..ottt 30
L BRIl 30
B2 ESPECITICOS. coiiiii ittt 30
4 MATERIAL E METODOS. ..ottt 31
O Y =] T U TSP 31
4. 1.1 EQUIPAMENTOS. ...ttt ettt 31
4.1.2 REAGENTES. ..ttt e ettt ettt ettt ettt e 31
4.2 Metodologia experimental............cccooiiiiiiiiiiiiii e 31
4.2.1 ELICA BM PESQUISA. ... veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et et e e ete et e e e ee et e e e e e e e een e 31
4.2.2 SeIEGAOD S AMOSTIIAS. ... uuuuiiiiee ettt e e 32
4.2.3 EXIragdo do DINA ... 32
4.2.4 Ampliacdo do DNA eXtraitdo........cooeeeiiiiiiniiiiiii e 33
4.2.5 Genotipagem do DNA extraido............coieiieiiiiiiiiii e, 33
4.2.6 Analises estatisticas dos resultados...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 34
5 RESULTADOS E DISCUSSAD........ooiiiiiiiiiiieiee et 36
B CONCLUSAOD. ..ottt 62
REFERENCIAS. ...ttt ettt 64

AN E X O S . 71



1 INTRODUCAO

A identificacdo genética dos individuos tem relevante papel nas ciéncias
sociais, médicas e forense, e esta baseada no polimorfismo representado pelas

diferencas na sequéncia genética de uma pessoa para outra (RODENBUSCH, 2008).

Com o desenvolvimento em 1985 por Jeffreys e colaboradores da técnica “DNA
fingerprinting”, técnica de Biologia Molecular que utilizava sondas multiloci iniciou-
se uma grande revolucdo na identificacdo humana (AZEVEDO, 2006; PAULA, 2012).

Cronologicamente, o advento da técnica de PCR, a criacdo de kits multiplex de
marcadores moleculares e automacdo da analise do DNA levaram o uso de perfis
genéticos na Ciéncia Forense a solucionar casos de identificagdo humana, de crimes de
estupro, homicidios, desastres em massas e paternidades. Isto se deve ao alto poder de
discriminacdo do DNA, o qual permite obter a identificacdo de um individuo e/ou
determinar o vinculo bioldgico entre individuos com a menor probabilidade de erro
(FRANCA, 2001).

O perfil genético de um individuo, utilizado para identificacdo humana, é
constituido por diversos marcadores que sdo herdados dos seus progenitores. Estes
marcadores moleculares polimérficos sdo distribuidos por todo o genoma e permitem a
analise da variabilidade genética dentro das populacdes e também das relagbes
genéticas entre elas (MENEZES, 2005; DOLINSKY; FIGUEIREDO, 2009,
GIUSTINA, 2009).

O exame de DNA nos laboratorios forenses consiste atualmente em analisar
pelo menos 13 marcadores moleculares autossémicos do tipo microssatélites ou Short
Tandem Repeats (STR) amplificados por Polymerase Chain Reaction (PCR) e
analisados em sequenciadores genéticos de eletroforese capilar. Isto € possivel porque
o DNA encontrado em muitos materiais bioldgicos (sangue, 0ssos, saliva, sémen, suor
e outros) é facilmente coletados em locais de crimes, restos mortais ou outras situacdes
de interesse forense (BUTTLER, 2005; GIUSTINA, 2009).

E crescente o interesse mundial em solucionar crimes e de uma forma geral

lutar por um bem maior que é a VIDA HUMANA, protegida universalmente, protecdo
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inclusive presente nas mais remotas constituicdes. Com esta conscientizacdo surgiu a

necessidade de regulamentar a criacdo e manutencédo de bancos de dados criminais.

O Brasil deu um passo a frente com a publicacdo da Lei n.° 12.654/12 e o
Decreto n°® 7950/13 que efetivou a criacdo do Banco Nacional de Perfis Genéticos e da
Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG) (JACQUES, 2013).

Para a criacdo dos bancos de dados é imprescindivel o levantamento de perfis
genéticos de forma padronizada com o estudo das frequéncias alélicas das populaces
regionais para o resultado do exame de DNA, que é representado por um célculo
estatistico, garantindo melhor confiabilidade ao exame, na medida em que é sabido que
publicacBes de dados populacionais tém demonstrado que as distribuicdes alélicas de
marcadores STR podem ser diferentes intra e interpopulacionalmente (DENG et al.,
2011).

Estudar as populacGes regionais no nosso pais de dimens@es continentais onde
grandes fluxos migratérios ocorreram e levaram a miscigenacdo da populagdo de forma
heterogénea possibilitard a criacdo de bancos regionais dando maior robustez aos

laudos de Genética Forense.

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo estudar a frequéncia alélica
de 15 marcadores autossomicos STRs (CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51,
D195433, D21S11, D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, THO1,
TPOX e VWA) e amelogenina para o género sexual, que sdo os loci comumente usados
em exames forenses, na populacdo paraibana e contribuir para o uso dos parametros

estatisticos auxiliares a Ciéncia Forense (POIARES et al., 2009).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

O estudo da Genética de populagbes vem sendo usado em muitas areas das
Ciéncias, inicialmente era baseado em marcadores protéicos (como 0s componentes
grupo-especificos transferrina, albumina, ceruloplasmina, haptoglobina,
fosfoglicomutase-1, fosfatase acida, esterase D) e sorolégicos com pouca variabilidade
genética. Na medida em que as técnicas de Biologia Molecular foram aprimoradas eles
foram substituidos pelos marcadores moleculares de DNA (LEITE, 2005; MARTINS,
2008).

Estes marcadores moleculares de uso em identificagbes humanas e estudos
populacionais evoluiram desde os Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLP), passando por Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) até Short Tandem
Repeat (STRs), atualmente em aprimoramento os Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) (JEFFREYS, 1985b; LEITE, 2005; MORETTI, 2009).

Em 1985 Jeffreys e colaboradores iniciaram o uso de analise de DNA para
auxiliar as Ciéncias Forenses, baseado no “DNA fingerprinting”, técnica de Biologia
Molecular que utilizava sondas multiloci de VNTR (JEFFREYS et al., 1985b;
AZEVEDO, 2006; MARTINS, 2008; PAULA, 2012).

Apos analisar um curto trecho de DNA repetitivo, praticamente idéntico com
cerca de 15 nucleotideos, foi observada a variagdo entre uma amostra e outra, o que
permitiu distinguir um individuo do outro. E escreveu: “o perfil nos fornece um
fingerprint especifico de cada individuo” (JEFFREYS, 2005, p.126, JOBIM et
al.,2005).

No mesmo ano, a técnica foi usada pela primeira vez para auxiliar a resolugdo
de um caso de emigracdo de uma familia onde a nacionalidade de um dos filhos fora
questionada pelas autoridades inglesas, a partir da técnica desenvolvida pelo
geneticista Alec Jeffreys, e assim, foi possivel comprovar o parentesco do jovem com
seus pais e irmds. No ano seguinte (1986), foi possivel a elucidacdo do primeiro caso
criminal (um duplo homicidio) também na Inglaterra. Este caso ficou conhecido como

Enderby, o nome da vila onde os crimes foram cometidos. VVarios homens entre 13 e 30
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anos foram tipados para que o verdadeiro estuprador e assassino de 2 mulheres fosse
identificado, sendo o marco inicial do uso da analise do DNA para a pratica forense
(TANDE, 1989 apud PAULA, 2012).

Na mesma década, com o advento da PCR, técnica que permite a amplificacédo
de milhares de copias de DNA a partir de pequenas quantidades de material
provenientes de amostras bioldgicas, mesmo degradadas, corroborou ainda mais para o
uso de perfis genéticos na esfera forense, seja em casos de violéncia sexual ou
identificacdo humana (WATSON, 2005; MULLIS et al. apud AZEVEDO, 2006;
MAGALHAES; SILVA, 2006; MARTINS, 2008).

Ao longo das duas Ultimas décadas, a ciéncia forense passou a contribuir como
instrumento convincente para a aplicacdo da lei nos processos judiciais, e iSso muito se
deve ao aprimoramento da analise em DNA. Atualmente, evidéncias baseadas na
analise do DNA sao a chave do convencimento para a condenacdo ou absolvicdo de

suspeitos de varios crimes (roubo, estupro e assassinatos) (FRUMKIN et al., 2010).

Em 2003, a Secretaria Nacional de Seguranca Publica (SENASP) iniciou o
Projeto de Implantacdo de Laboratdérios Regionais de DNA Forense no Brasil, com a
finalidade de capacitar a pericia brasileira para a realizacdo de investigacdo e

elucidacdo de crimes com um padrdo de qualidade internacional (MARTINS, 2008).

O Laboratério de DNA do Instituto de Policia Cientifica da Paraiba (IPC/PB)
iniciou suas atividades no ano de 2004, sendo o primeiro do género vinculado a
Seguranga Publica no Norte/Nordeste do pais. Ao longo desses anos, o Laboratodrio de
DNA do IPC/PB se notabilizou também por manter sempre aberta as portas para 0s
Estados vizinhos, disponibilizando seu espaco fisico para realizacdo de casos de
repercussdo e cursos de capacitacdo, ja tendo recebido peritos de Alagoas, Ceara,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Para e Ronddnia.

Seguindo recomendaces internacionais, este laboratorio participa do GITAD
Grupo Iberoamericano de Trabalho de Analise em DNA (GITAD), grupo que controla
a qualidade dos laboratérios de analise em DNA do qual participam a maioria dos

laboratorios forenses do Brasil e do mundo.

Os exames realizados neste Laboratorio ajudam a solucionar diversos crimes

ocorridos no Estado da Paraiba, como crimes sexuais, homicidios, roubos e furtos,
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alem da identificacdo de corpos em avancado estado de decomposi¢cdo, 0 que

impossibilita a identificacdo por seus familiares e por outros metodos usuais.

Estes exames incluem, rotineiramente, a analise de regides STRs de DNA
nuclear e do cromossomo Y, bem como a analise de DNA mitocondrial, um diferencial

deste Laboratorio em relagdo aos demais da Regido Nordeste.

Os laudos das analises do DNA com os marcadores STRs sdo expressos em
numeros estatisticos calculados com base nas frequéncias alélicas destes marcadores
na populagdo. Para que os resultados sejam mais significativos e fiéis, é importante
que dados populacionais dos valores das frequéncias de cada alelo possam ser

estudados e reunidos nas populacdes locais.

2.2 Marcadores STRs ou microssatélites

Por todo o genoma estdo distribuidos inimeros marcadores polimoérficos de
DNA. Estes marcadores deram uma nova dimensdo aos estudos moleculares da
variabilidade genética, por isso vém sendo amplamente utilizados em diversas areas,
principalmente em identificacdo individual, mapeamento de genes e estudos
populacionais (SILVA et al., 2011; MARTINS, 2008; AL-ENIZI et al., 2013).

A identificacdo humana pelo DNA baseia-se no polimorfismo, que é exatamente
a diferenca na sequéncia genética de uma pessoa para outra, pois a estrutura quimica
do DNA é praticamente igual em todos os individuos, sendo a variabilidade dada no
conteudo informacional representado pela sequéncia de bases. Assim, cerca de apenas
0,1% de todo o genoma humano varia de uma pessoa para outra, sendo o suficiente
para individualizar cada ser humano na medida em que, exceto pelos gémeos idénticos
nenhum ser humano possui exatamente a mesma sequéncia de bases de outro
(RODENBUSCH, 2008; NAKAMURA, 2009).

Os marcadores genéticos sdo analisados diretamente no DNA, tendo a
extraordinaria vantagem sobre os soroldgicos e 0s protéicos, pois possuem maior
estabilidade fisica, alem de serem encontrados em todas as células somaticas do
individuo e ndo s6 no sangue ou fluidos corporais (SCHINEIDER; MARTIN, 2001,
DOLINSKY; FIGUEIREDO, 2009; RODENBUSCH, 2008).
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O polimorfismo genético é definido como forma alternativa de um gene
especifico ou de uma sequéncia de DNA, que diferem entre si por alteragBes no
comprimento do seguimento de DNA ou altera¢des do tipo troca de base (GATTAS;
FIGARO-GARCIA, 2007; GASTALDO, 2012).

Os marcadores polimérficos por alteragbes no comprimento de seguimento de
DNAsao: Variable Number Tander Repeats (VNTR) e Short Tandem Repeats (STR), e
por alteracdes do tipo troca de base, destaca-se os Single Nucleotide Polimorphism
(SNP), amplamente distribuidos pelo genoma humano (BUTTLER, 2005 apud
GASTALDO, 2012).

Os marcadores polimorficos VNTR também nomeados de minissatélites sdo
repeticbes de 8 a 80 pares de bases sucessivas, cujo numero de repeticbes e o
comprimento variam de um alelo para outro e diferentes alelos sdo identificados pelo
tamanho do seu fragmento (JEFFEREYS et al., 1985b).

Ja os marcadores do tipo Short Tandem Repeat (STRs), também chamados
microssatélites, sdo sequéncias de pequeno tamanho de fragmento, geralmente de 1 a 6
nucleotideos, repetidas lado a lado. Um marcador STR pode apresentar variagdo no
numero de repeticdes de individuo para individuo (FAN; CHU, 2007; PAULA, 2012).

Estas sequéncias nucleotideas repetidas apresentam uma grande variedade de
tamanhos, e se diferenciam de acordo com o comprimento da unidade de repeticdo e 0
niumero de repeti¢cbes contiguas ou o comprimento total da regido de repeticdo
(MARTINS, 2008, GASTALDO, 2012).

A grande maioria dos STRs encontra-se em regifes ndo-codificantes, com
apenas 8% localizados em regides codificantes, apresentam alto nivel de polimorfismo,
possuem heranca mendeliana, e, portanto, segregacdo independente, elevado indice de
discriminacdo e heterozigose, baixa taxa de mutacdo, dispersdo uniforme no genoma,
alto nivel de reprodutividade e possibilidade de genotipagem por métodos simples e
rapido sendo, portanto, marcadores genéticos importantes em estudos de vinculo
genético, identificacdo criminal de suspeitos, estudos de filogenia, dentre outros
(BUDOWLE; BROWN, 2001; AZEVEDO, 2006; JOBIM et al., 2006; MAGALHAES;
SILVA, 2006; RODENBUSCH, 2008; SENS-ABUA’ZAR et al., 2009; SONG et al.,
2010; DENG et.al, 2011; ELLEGREN, 2000 apud PAULA, 2012; JAIN et al., 2012;
HARES, 2012; REGO, 2013).
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De fato os microssatélites ou Short Tandem Repeat (STR) sdo os marcadores
mais amplamente usados em casos forenses (SILVA et. al., 2011; AL-ENIZI et al.,
2013).

Embora o genoma humano contenha milhares de marcadores STRs, apenas um
pequeno conjunto de loci foi selecionado para uso em testes forenses de identificacdo
humana (BUTLER, 2007; DENG et al., 2011).

A possibilidade de varios marcadores STRs serem amplificados em uma so
reacdo de PCR, através de kits multiplex disponibilizados comercialmente, os tornaram
imprescindiveis nos laboratérios forenses permitindo um alto poder de discriminagdo
em um unico teste, utilizando apenas 1 ng de DNA ou até menos, fornecendo
resultados uniformes por meio do conjunto de marcadores selecionados presentes no
kit (MORETTI, 2009; GASTALDO, 2012).

Esta uniformidade de resultado permite o compartilhamento nacional e
internacional de perfis de DNA. Atualmente os Short Tandem Repeats (STR) sdo os
marcadores forenses usados por exceléncia (BUTLER, 2007; MANTA et al., 20123;
AL-ENIZI et al., 2013).

Entre os kits comerciais mais utilizados em laborat6rios forenses que permitem
a PCR em uma reacdo multiplex de marcadores STRs para posterior genotipagem por
eletroforese capilar estdo o AmpFISTR® Identifiler™ (Applied Biosystems, Life
Technologies), o PowerPlex®16 e PowerPlex®16HS (Promega Corporation) (JOBIM
et al., 2006).

O uso crescente e rotineiro destes marcadores por cientistas forenses levou a
padronizacdo e normatizagdo destes marcadores. Assim, em 1998, a International
Society for Forensic Genetic (ISFG) publicou diretrizes sobre a nomenclatura dos
sistemas de microssatélites que sdo observadas de forma universal pelos cientistas
forenses (BAR et al., 1997 apud DENG et al., 2011).

A Figural mostra a escada alélica do kit AmpFISTR® Identifiler™ (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Este kit contém 205 alelos em 16 loci co-
amplificaveis sendo 15 STRs mais a amelogenina. Os tamanhos dos produtos de PCR —
de 100 a 500 pb para os STR — sdo compativeis com os fragmentos de DNA degradado

encontrados frequentemente nas cenas de crime.
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Figura 1: Escada alélica do kit AmpFISTR® Identifiler™ de calibracdo dos STRs.

DNA Size (bp)
100 126 150 176 00 ns 20 s X0 s 0 s
=Y
o D7S820 CSF1PO  Blue panel
D8S1179 021511 o pac
0 J 12 allel (10 alleles) (10 alleles) (6 )
] (12 alleles) (24 alleles)
= bbbl AU kbl
L
®0 | THO1 D13S317 D16S539 Green panel
D3S1358 D2S1338
2 = (8 alleles) (10 alleles) (8 alleles) (9 alleles) (14 alleles) (VIC)
= 0 |
- 20
3
=
9
b oo D19S433 VWA TPOX D18S51 Yellow panel
§ oo (15 alleles) (14 alleles) (8 alleles) (23 alleles) (NED)
0
% = o o I L b bt
L
2 e
-
S = Red panel
& w| AMEL D55818 FGA low FGA high  (PET)
w| (2allles) (10 alleles) (19 alleles) (9 alleles)
o0 |
-._J_L_MUUU“UM > “‘l“ﬁ“‘\,MMMMh ,MMAM.M
b 150 bp Orange panel
0 100 b 139bp 160 b 200 bp 250 bp* 300 bp 340 bp 350 bp (LI1Z)
p p
«o |
< B | L
[

LIZ-labeled GS500 DNA sizing standard

Fonte: Adaptado de Butler et al. (2006).

A determinacdo do genotipo em amostras processadas é realizada pela
comparacdo do tamanho dos alelos em relagdo ao padrdo interno. O pico do padrdo
GS500, em 250 pb, normalmente ndo ¢ utilizado devido a migragdo andmala.

Os marcadores mais difundidos e usados mundialmente incluem os selecionados
pela Federal Bureau of Investigation (FBI) para formar o banco de dados do Combined
DNA Indexing System (CODIS). E crescente a demanda de uso de identificagio
criminal e formacéo de bancos de dados em todo o mundo por isso 0s STRs do CODIS
estdo sendo revisados inclusive com a possibilidade de inclusdo de novos marcadores
com o objetivo de aumentar o poder de identificagdo da andlise. Atualmente ha estudos
que recomendam a utilizagdo de pelo menos 15 marcadores genéticos (MORONI et al.,
2011; HARES, 2012).
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A Figura 2 mostra a localizacdo e a nomenclatura desses marcadores nos

cromossomaos.

Figura 2: Os treze marcadores do CODIS e sua localizacdo nos cromossomos.
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Fonte: NIST (2007).

O uso destes marcadores tem sido Util na informagdo e formagdo de bancos de
dados populacionais nacionais e regionais, assim como na identificacdo humana
(BUDOWLE et al.,, 2000; GEADA et al., 2000; BIOND et al., 2001;
REICHENPFADER et al., 2003 apud LEITE, 2005).

2.3 Genética forense

A Genética Forense é um ramo da Ciéncia que usa 0s conhecimentos e técnicas
de genética e biologia molecular para auxiliar a Justica. E uma investigacio cientifica

que realiza exames de DNA em vestigios bioldgicos (sangue, saliva, cabelo, sémen ou
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outros materiais bioldgicos) encontrados em locais de crimes; analise de relagdes
biologicas de parentesco bem como identificacdo individual (BONACCORSO, 2010).

Nos ultimos anos, estudos envolvendo o genoma humano vém sendo de suma
Importancia para as ciéncias e levando ao aprimoramento da Biologia Molecular com o
desenvolvimento de técnicas para a analise populacional de uma forma em geral. Estas
técnicas que se baseiam no estudo do DNA sdo fundamentadas na exclusividade do
DNA e na igualdade e invariabilidade deste em todas as células do organismo ao longo
da vida (MARTINS, 2008).

O indiscutivel poder de discriminagdo do DNA e a facilidade de se obter o
perfil genético possibilitam a identificacdo de um individuo bem como a determinacéo
de vinculo genético entre individuos com taxa de erro praticamente zero (RANGEL-
VILLALOBOQOS, 2010).

Por isso, a identificacdo humana por meio da analise do DNA constitui,
atualmente, uma ferramenta da Geneética Moderna para a solucdo de questbes de
identificacdo civil e identificacdo criminal (identificagdo humana, crimes sexuais,
paternidade, levantamento de perfis em locais de crime) (FRANCA, 2001 apud
MARTINS, 2008).

Desde o surgimento da técnica de “DNA Fingerprinting” ou tipagem de DNA na
década de 80, iniciou-se uma nova era na genética forense, haja vista que os indicios
criminais provenientes de materiais bioldgicos e, portanto passiveis de levantamento
genético pela analise do DNA estdo presentes em 95% dos casos de crimes sexuais e
homicidios (LORENTE ACOSTA, 2002).

O desenvolvimento da técnica de Polymerase Chain Reaction — Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) na década de 80 iniciou uma grande revolucdo na préatica
forense, pois possibilitou que pequenos fragmentos DNA fossem amplificados
(WATSON, 2005; DOLINSKY; FIGUEIREDO, 2009).

A genética forense foi deveras impulsionada pelo desenvolvimento da técnica
de PCR, pelo surgimento de kits comerciais para a tipagem de DNA humano com seus
ladders alélicos, e também pela automagéo da eletroforese capilar (FRUMKIN et al.,
2010; RANGEL-VILLALOBOS, 2010).

O perfil genético de um individuo, utilizado para identificagdo humana, é

constituido por diversos marcadores que sdo herdados dos seus progenitores. O
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conjunto destes marcadores identifica o individuo, estabelecendo sua individualidade
biologica e € o objeto de trabalho da genética forense em suas varias esferas de
atuacdo, servindo de elementos que orientam a analise de vestigios colaborando na
elucidagdo de questbes envolvendo a justica e/ou a policia (RANGEL-VILLALOBOS,
2010).

A Figura 3 mostra um perfil genético com os marcadores STR autossdémicos do

kit multiplex Identifiler™.

Figura 3: Perfil genético com os marcadores STRs do kit Identifiler™.
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Fonte: IPC-PB (2013).

Apos o levantamento do perfil genético, o resultado € normalmente expresso
sob a forma de um valor estatistico que traduz a frequéncia esperada da ocorréncia
desse perfil de DNA em individuos ndo aparentados, dentro de diversos grupos
populacionais (MARTINS, 2008).

Apesar do altissimo poder de discriminacdo e do grande potencial de
esclarecimento, para que as provas geneticas sejam consideradas validas, o0s

procedimentos de coleta, guarda, analise e retengdo de contraprova devem ser
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realizados seguindo rigorosamente as regulamentacdes exigidas (SCHNEIDER;
MARTIN, 2001; PRINZ et al. 2007, apud PAULA, 2012).

Em quase trinta anos de utilizacdo do DNA na esfera forense, milhares de casos
foram solucionados em todo o mundo, permitindo que se evidenciassem indmeros
beneficios como a rapida e precisa identificacdo de restos mortais, de suspeitos
inocentes ou culpados, reducdo do numero de inocentes condenados, identificacdo de
vitimas de acidentes e desastres em massa, tudo isto contribuindo para a melhor
administracdo da Justica (PAULA, 2012).

2.4 Banco de dados

Bancos de dados sdo lugares onde pode ser armazenado qualquer tipo de
informagdo de forma ordenada e coerente, de modo que possam ser resgatadas
automaticamente e seguindo parametros previamente estabelecidos (LORENTE et al.,
2010).

Os avancos da tecnologia de DNA permitiram, nas Gltimas décadas, a sua
automacao, e consequentemente, a criacdo de bancos de dados de perfis genéticos.
Estes bancos de dados utilizam os perfis genéticos obtidos pela amplificacdo e
eletroforese com o uso de kits multiplex de marcadores STRs. Entretanto, para uma
melhor interpretacdo dos resultados das analises dos marcadores se faz necessario a
existéncia de bancos de dados de frequéncias alélicas para a populacdo onde o0s
sistemas serdo utilizados (MORETT]I, 2009).

E crescente no consenso internacional a necessidade de criagdo destes bancos

para fins civis e criminais bem como a cooperacao entre os paises.

Os bancos de dados genéticos podem ser: criminais, armazenam perfis de
pessoas que tenham sido processadas ou condenadas (dependendo da regulamentacédo
de cada pais), assim como de vestigios bioldgicos encontrados na cena do crime ou
civis, que contém dados de parentes e de pessoas desaparecidas, e este necessita da
assinatura de um termo de consentimento pelos familiares, o que o diferencia das bases
de dados criminais. Como exemplos destes bancos de dados civis temos dois projetos
criados no Laboratério de ldentificagdo Genética da Universidade de Granada -

Espanha, o Programa Fénix e a iniciativa DNA-Prokids.
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O Fénix foi criado em 1998 e destina-se a identificacdo genetica de pessoas
desaparecidas. O programa Fénix contem duas bases de dados independentes onde se
pode comparar automaticamente sequéncias de DNA para identificar perfis
relacionados entre si. Uma base de dados com os perfis consentidos de parentes com
dados de STR autossémicos, cromossomo Y e DNA mitocondrial e a outra com os

perfis levantados em cadaver e restos mortais que nao puderam ser identificados.

O DNA-Prokids foi colocado em pratica em 2004, envolvendo a principio
paises da América Central e da Asia, se expandindo internacionalmente ap6s a
colaboracdo dos professores Bruce Budowle e Arthur Eisenberg do Centro de
Identificacdo Humana da Universidade do Norte do Texas (UNT-HIC), tendo o
financiamento de bancos como Banco Bilbao Vizcaya Argentaria (BBVA) e Santander,
de empresas multinacionais como a Life Tecnologies. Este projeto visa identificar pela
analise do DNA criancas desaparecidas, devolvé-las paras as familias de origem,
combatendo e dificultando o trafico de seres humanos, seja para adocdes ilegais,
trabalho escravo, prostituicdo ou doacdo ilegal de érgdos. Desde sua criacdo, muitos
paises ja assinaram sua participagdo no projeto. O DNA-Prokids usa 0s mesmos
marcadores do CODIS no seu banco de dados.

Gracgas a esta iniciativas, muitas criancas na China, Haiti, Espanha e outros

paises foram identificadas e devolvidas as suas familias.

Em 2013, o Laboratério de DNA do Instituto de Policia Cientifica do Estado da
Paraiba, através da Secretaria de Seguranca e Defesa Social assinou o0 convénio com a
Universidade de Granada, para participar oficialmente do Programa DNA-Prokids, que
j& tem adesdo de 17 paises e tem por objetivo auxiliar na busca e identificacdo de
criancas e adolescentes desaparecidos em todo o mundo através do exame de DNA de

criancas e parentes.

Mais de 60 paises em todos os continentes ja legalizaram e utilizam bancos de
dados de perfis genéticos, e, a cada ano mais paises regulamentam a criacdo e fazem
acordos de cooperacdo que visam essencialmente combater o trafico de pessoas (sejam
para exploracdo sexual, trabalho escravo, adocgbes ilegais ou doacdo de 0rgdos),
identificagcdes criminais e auxilio nas identificacdes de vitimas de desastres em massas

e pessoas desaparecidas.
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A formacdo de banco de dados com as frequéncias alélicas da populacéo
representativa de uma determinada regido fornece meios importantes para aumentar a
confiabilidade dos resultados de determinacdo de vinculo genético e identificacdo
humana, na medida em que dificulta eventual distor¢cdo de dados (FIGUEIREDO,
2009).

A ciéncia forense no Brasil inicialmente embasava seus resultados estatisticos
em frequéncias populacionais de bancos de dados do FBI, s6 apds o inicio dos anos
2000, passou a usar bancos da populacdo brasileira para cada padrdo de raga
(GRATTAPAGLIA et al., 2001; FIGUEIREDO, 2009).

O primeiro banco de dados de perfis genéticos de criminosos foi criado na
Inglaterra, mas, sem davida, o banco mais importante foi o Sistema de Indice de DNA
Combinado (CODIS) criado pelo FBI nos Estados Unidos. O CODIS comegou como
um projeto piloto em 1990 e é composto por laboratdrios estaduais coordenados por
um laboratorio central. Este projeto combina Genética Forense e Informatica tendo
atuacdo efetiva em investigacdes criminais, uma vez que permitem que se facam
permutas e comparagdes dos perfis de DNA eletronicamente, além de possibilitar a
interligagdo dos crimes entre si e dos suspeitos envolvidos (MARTINS, 2008;
BONACCORSO, 2010).

Até outubro de 2013, o CODIS teve um papel importante em 216.200
investigagdes criminais (FEDERAL BUREAU OF INVESTIGATION, 2013, on line).

No Brasil, a Universidade Federal de Alagoas (UFAL), com o apoio financeiro
da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas (FAPEAL) implantou um
Banco de Dados Civil de DNA. Este banco reune informagdes sobre pessoas
desaparecidas, que podem estar vivas ou mortas e que ndo foram identificadas por
métodos tradicionais. Neste banco, sdo arquivadas informacdes genéticas obtidas a
partir do DNA doado pelos parentes das pessoas desaparecidas e informacgdes
genéticas obtidas a partir do DNA extraido de vestigios; o cruzamento dessas

informacdes permite a identificagdo de individuos desaparecidos (MARTINS, 2008).

Outros Estados da Federagdo como, por exemplo, o Rio de Janeiro, por meio da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e com o apoio da Fundagdo de Amparo
a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), esta investindo em um banco de

dados de DNA para localizacdo de desaparecidos. O centro de pesquisa da UFRJ esta
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ligado ao Projeto Fénix, que foi criado por pesquisadores da Universidade de Granada,
Espanha (MARTINS, 2008).

O Estado de Sao Paulo vem realizando o projeto denominado “Caminho de
Volta”, o qual atende a familias que tiveram seus filhos desaparecidos com idade
inferior a 18 anos. Neste programa, os perfis genéticos de supostos parentes e de
criancas desaparecidas ficam armazenados em um banco de dados proprio, e oferece
também apoio psicoldgico as familias (GATTAS; FIGARO-GARCIA, 2007).

A Secretaria Nacional de Seguranca Publica (SENASP), em seu projeto ligado
ao Ministério da Justica, também esté trabalhando na criacdo de um banco de dados de
DNA criminal (como o CODIS) desde 2009, o qual sera constituido por informacdes
genéticas de vitimas e criminosos, além de parentes de pessoas desaparecidas em todo

0 pais.

Neste sentido o Brasil deu um importante passo com a Lei n° 12.654/12 e o
Decreto n° 7.950/13 que efetivou a criacdo do Banco Nacional de Perfis Genéticos
(BNPG) e da Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos (RIBPG). Através deles a
coleta de material biolégico durante a identificacdo criminal, para fins de
cadastramento no banco de perfis poderd ser realizada se o juiz entender que a
identificacdo criminal é importante para as investigacfes; também durante a execucado
penal esta coleta sera feita em individuos condenados por crime hediondo ou crime

violento, grave, contra a pessoa (JACQUES, 2013).

Em muitos paises inumeros estudos tém se dedicado a criacdo de bancos de
dados de perfis genéticos de STRs, bem como de cromossomos X e Y, como forma de
tornar eficaz esta ferramenta auxiliar da Genética Forense a Justica. Os perfis
genéticos obtidos nos laborat6rios capacitados sdo arquivados em microcomputadores
e através de softwares especificos podem ser eletronicamente comparados
possibilitando o correto armazenamento do banco (KOCH; ANDRADE, 2008).

2.5 Populacéo paraibana

O Brasil é um pais de dimensdo continental, localizado na América do Sul,
sendo dividido em cinco regifes geopoliticas: Sul, Sudeste, Norte, Nordeste E Centro-
Oeste. Sua populagdo, de acordo com o Censo do IBGE (2010), é de 190.732.694,
destes 27.8% esta na Regido Nordeste.
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A colonizagdo do Brasil iniciou em 1500 com a chegada dos portugueses,
seguida nos anos seguintes por mais europeus e africanos. N&o obstante, deve-se
anotar que antes da chegada dos primeiros colonizadores amerindios habitavam a terra
nativa (BARCELOS, 2006; AGUIAR et al., 2011; ARANHA, 2012; VIEIRA et al.,
2013).

Portanto, o Brasil possui uma populacdo bastante miscigenada tendo ao longo
de sua historia sofrido grandes influxos migratérios que muito contribuiram para sua
composicdo populacional, predominantemente amerindios, europeus e africanos
(BARCELOS, 2006; PEDROSA, 2006; FRANCEZ et al., 2011; AGUIAR et al., 2011;
VIEIRA et al., 2013).

Segundo dados historicos e socioldgicos, no povoamento brasileiro ocorreu
cruzamento interétnico entre homens europeus e mulheres africanas e amerindias,
sendo assim a contribuicdo destes grupos étnicos foi de forma desproporcional
(CALLEGARI-JACQUES, 2003 apud BARCELOS, 2006; FRANCEZ et al., 2011).

A Paraiba estd na Regido Nordeste e possui uma populacdo de cerca de
3.815.171 habitantes (1,97% da populacdo do pais) distribuida em 223 municipios,
numa area de 56.469,466 Km? (IBGE, 2010).

A Paraiba faz fronteira ao norte como o Estado do Rio Grande do Norte, ao
leste com o Oceano Atlantico, ao sul com Pernambuco e a oeste com o Ceara (Figura
4).

Figura 4: Mapa do Brasil mostrando a regido Nordeste e o Estado da Paraiba.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estabelecer, em individuos da populacdo paraibana, a frequéncia de 15
marcadores STRs em regifes ndo codificantes dos cromossomos autossémicos,
possibilitando a formagdo de bancos de dados locais a serem utilizados em analise

forense e testes de paternidade.

3.2 Especificos

- Estabelecer a frequéncia de 15 marcadores STR (CSF1PO, D13S317,
D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, FGA, THO01, TPOX e VWA) em individuos de ambos 0s

sexos, ndo aparentados e nascidos no estado da Paraiba;

- Comparar as frequéncias encontradas na populacdo estudada com as

frequéncias ja estabelecidas em outras populacoes;

- ldentificar os diferentes alelos encontrados na populagdo e determinar suas

frequéncias;

- Demonstrar a diversidade génica que cada locus apresenta.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos
- Banho seco QUIMIS;

- Centrifuga Eppendorf 5415D;
- Vortex Barnstead/Thermolyne;

- Pipeta automatica Eppendorf 0,5-10 ulL;
- Pipeta automatica Eppendorf 200 pL;

- Termociclador modelo GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems);

- Sequenciador genético ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems);

- Freezer -20°C Consul-260.

4.1.2 Reagentes
- Kit para Extragcdo DNA 1Q® (PROMEGA);

- Sistema multiplex AmpF{STR® Identifiler® (APPLIED BIOSYSTEMS);

- Sistema multiplex AmpF{STR® Identifiler® Plus (APPLIED BIOSYSTEMS).

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Etica em pesquisa

Os procedimentos para a realizacdo desta pesquisa respeitaram as diretrizes e
normas que regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas pela
Resolugdo n.° 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Satde (CNS).
O presente projeto foi encaminhado para avaliacdo ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) e teve parecer favoravel sob o Prot. n 0424/12 (Anexol).
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4.2.2 Selecdo da amostra

As amostras foram oriundas do Instituto de Policia Cientifica da Paraiba (IPC-
PB) e do HEMOCENTRO da Paraiba, composta por 766 individuos paraibanos néo
aparentados, de ambos os sexo, mediante Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2).

4.2.3 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de aliquotas do swab bucal dos individuos, que
continham células epiteliais da mucosa bucal. Estas aliquotas foram cortadas e
armazenadas em microtubos de 2 ml e processadas com o kit DNA 1Q® (Promega),
conforme passos abaixo e de acordo com as recomendacBes do fabricante (com

algumas modificac6es).

1. Incubacédo 100ul de tampéo de Lise e 1,0pl da DTT por 30 minutos a 95

graus;

2. Transfira aliquota do swab para um microtubo de 500 L feito de cesta;

3. Centrifugue a 1200 rpm por 2 minutos;

4. Homogeneizar a Resina Magnética com o vértex e adicionar 3,5 pl,

pipetando suavemente por 5 vezes;
5. Esperar por 10 minutos dando vértex por 3 vezes neste intervalo;

6. Agite a suspensdo por 10 segundos e coloque o microtubo na estante

magnética;
7. Remover e descartar o sobrenadante;

8. Adicionar 100 pl do tampao de Lavagem, pipetando suavemente por 2

vezes;
9. Lavar com o vortex;
10. Remover e descartar o sobrenadante;

11. Repetir os passos 8, 9 e 10 num total de 3 vezes;
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12.Deixar o microtubo aberto em temperatura ambiente por 5 minutos, na

estante magnética;

13. Adicionar 50 pl do tampédo de eluicdo, pipetando suavemente até que a

resina esteja completamente resuspensa;
14. Incubar a temperatura de 65 graus por 5 minutos;
15. Homogeneizar a Resina Magnética com o vortex;
16. Colocar na estante magnética;

17.Remover e guardar o sobrenadante (DNA extraido) em novo microtubo.

4.2.4 Amplificacdo do DNA extraido

As amostras de DNA extraido foram submetidas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com o emprego do sistema multiplex AmpF{STR® Identifiler® e
AmpF{STR® Identifiler® Plus (Applied Biosystems) com algumas modificacdes: o
volume total da reacdo foi reduzido de 25 pl para 10 pul, sendo 1 ul de DNA, 3,6 ul do
reaction mix, 2,4 pl do primer, 0,4 pl AmpliTag Gold® DNA polymerase (Applied
Biosystems) e 2,6 ul de agua.

A amplificacdo foi realizada num termociclador modelo GeneAmp® PCR

System 9700 (Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.2.5 Genotipagem do DNA extraido

Os produtos da amplificacdo das amostras foram submetidos a eletroforese
capilar em sequenciadores genéticos ABI PRISM 3130 e 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Para isso, foi adicionado 1 pl do produto da PCR e 0,4 ul do Liz
500 (padrdo de peso molecular) em 10 pl de formamida (Hi-Di deionizada) para a

corrida da eletroforese.

Os alelos foram entdo separados pela eletroforese capilar em polimero POP4 D
Module e a anélise das 15 regides (loci) STR (CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11, D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, THO1,
TPOX e VvWA) foi realizada por meio do software GeneMapper v3.2 (Applied
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Biosystems). A designacdo dos alelos foi determinada pela comparacao dos fragmentos

das amostras com aqueles da escada alélica fornecida pelo préprio Kit.

Figura 5: Escada alélica do kit Identifiler® Plus (Applied Biosystems).
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Fonte: Applied Byosistems.

4.2.6 Analise estatistica dos dados

Os perfis genéticos dos individuos estudados foram analisados quanto aos
parametros estatisticos forenses através da utilizagdo do programa Arlequin 3.5v e
Admix 95, o GDA v 1.1.

Os parametros estatisticos forenses considerados foram:

- Probabilidade Cumulativa de Coincidéncia (MP): é a probabilidade de duas

pessoas ndo relacionadas compartilharem um mesmo perfil genético.

- Poder de Discriminacdo (PD): € a probabilidade de dois individuos

selecionados aleatoriamente na populagcdo ndo possuirem o mesmo perfil genético.
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- Poder de Exclusdo (PE): é a probabilidade, em média, de um individuo
selecionado ao acaso em um caso de paternidade tipico de um pai-méae-crianca, ser

excluido da paternidade.

- Contetdo de Informacdo Polimdrfica (PIC); — é uma medida do grau de
polimorfismo de um locus e é dependente do nimero e da frequéncia dos alelos. Valor
superior a 0,5 significa que o sistema é bastante informativo. Para valores entre 0,25 e
0,5, considera-se o sistema como razoavelmente informativo e valores menores que
0,25 sédo poucos informativos (BOTSTEIN et al., 1998 apud MORET]I, 2011).

- Indice Tipico de Paternidade Cumulativo (TPI): este indice representa quantas
vezes € mais provavel que a pessoa testada seja o pai bioldgico, ao inves de um

individuo selecionado aleaoriamente na populacéo.

Além dos pardmetros forenses, foi realizado o calculo de Heterozigosidade
esperada (He), Heterozigosidade observada (Ho), percentagem de individuos

homozigotos (Hom) e percentagem de individuos heterozigotos (Het).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros estatisticos no conjunto total de loci

Para realizar um estudo populacional de forma que os resultados sejam
representativos da frequéncia alélica da regido, Chakraborty (1992) demonstrou que a
amostra ideal varia de 100 a 150 individuos, sendo este montante o suficiente para
representar todos os locus genéticos utilizados em Genética Forense apresentando

assim um resultado significativo e fiel.

No estudo realizado, as frequéncias alélicas dos 766 individuos paraibanos ndo
aparentados, bem como o Contetudo de Informacdo de Polimorfismo (PIC), Poder de
Discriminagdo (PD), Poder de Exclusdo (PE), Probabilidade Cumulativa de
Coincidéncia (MP) e o Indice Tipico de Paternidade (TPI), Heterozigosidade esperada
(He), Heterozigosidade observada (Ho), Percentagem de Homozigotos (Hom),
Percentagem de Individuos Heterozigotos (Het), foram calculados para cada locus
usando o software Arlequin versdo 3.5 e PowerStats v. 1.2. A mistura interetnica foi
calculada usando o software ADMIX 95. O equilibrio de Hardy-Weinberg (p) foi
calculado com o programa GDA v. 1.1 (TEREBA, 1999; EXCOFFIER, LISCHER,
2009).

A andlise dos 15 marcadores autossémicos do tipo STR, de individuos nao
aparentados, revelou um total de 187 alelos distintos. A Tabela 1 ilustra o nimero de
alelos obtidos, variacdo e alelos mais frequentes em cada marcador genético e as
tabelas 2, 3 e 4 ilustram todos os alelos obtidos nos marcadores analisados da

populacdo em estudo.

Analisando os dados da tabela 1, podemos observar que o0s marcadores
genéticos TPOX, D13S317 e D7S820 apresentaram o menor numero de alelos (apenas
8 alelos). Este resultado é ligeiramente diferente dos resultados obtidos em outros
estudos conduzidos na populacédo brasileira (GRATTAPAGLIA et al., 2001; AGUIAR
etal., 2011).
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Por outro lado, o marcador genético D21S11, com um total de 22 alelos, se

mostrou o mais polimdrfico dos marcadores analisados, resultado similar ao obtido por

Grattapaglia et al. (2001), porém diverso do verificado em Aguiar et al. (2011).

Tabela 1: Numero de alelos obtidos, variagdo e alelos mais frequentes.

Locus Variagao de Numero de Alelos mais Frequen:[es.
Alelos Alelos Alelo Frequéncia
D8S1179 5-17 11 12 8:32;
D21S11 24.2-38 22 gg 8283
D7S820 7-14 8 ﬂ 83‘71(15
csFPO 65 10 12 0,329
D3S1358 12-20 9 12 838?
THO1 5-12 10 9?3 8;?}5
D13S317 8-15 8 ﬁ 83;2
D16S539 6-15 9 E 8222
D2S1338 14-27 14 ;Z) gigi
D195433 9-17 17 o 8323
VWA 11-22 12 1673 82;?
TPOX 6-13 8 181 gggg
D18S51 10-27 18 1‘51 8’123
D5S818 7-16 10 111’3}2 gig;
FGA 15-33.2 21 gi 812?

Pela analise das tabelas 2, 3 e 4, comparando-se a frequéncia de todos os alelos

obtidos, podemos observar que o alelo 8 do marcador genético TPOX foi o mais

habitual, sendo observado em 40,5% dos individuos estudados, dados similares aos

obtidos por Grattapaglia et al. (2001) e Aguiar et al. (2011).
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Tabela 2: Frequéncia de alelos dos marcadores D8S1179, D7S820, CSF1PO, THO1 e

D13S317.
Alelos D8S1179 D7S820 CSF1PO THO1 D13S317

5 0,001 0,001

6 0,001 0,200

6.3 0,001

7 0,013 0,023 0,231

8 0,004 0,161 0,018 0,173 0,080
9 0,004 0,104 0,020 0,165 0,077
9.3 0,216

10 0,066 0,276 0,247 0,012 0,052
10.2

11 0,073 0,241 0,303 0,001 0,268
12 0,138 0,163 0,329 0,001 0,310
12.2

13 0,307 0,036 0,051 0,124
13.2

14 0,227 0,005 0,008 0,061
14.2

15 0,144 0,001 0,001
15.2

16 0,034
16.2

17 0,003
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Tabela 3: Frequéncia de alelos dos marcadores D16S539, D19S433, TPOX, D18S51 e
D5S818.

Alelos D16S539 D19S433 TPOX D18S51 D5S818

5

6 0,001 0,024

6.3

7 0,009 0,023
8 0,014 0,405 0,014
9 0,199 0,001 0,147 0,053
9.3

10 0,098 0,003 0,063 0,002 0,062

10.2 0,002

11 0,268 0,028 0,288 0,016 0,337

11.2 0,002

12 0,244 0,096 0,061 0,115 0,337

12.2 0,014

13 0,144 0,260 0,003 0,098 0,159

13.2 0,043

14 0,030 0,281 0,162 0,012

14.2 0,037

15 0.001 0,122 0,147 0,002

15.2 0,059

16 0,037 0,135 0,001

16.2 0,013

17 0,001 0,131

17.2 0,002

18 0,087

18.2

19 0,052

20 0,029

21 0,017

21.2 0,001

22 0,004

23

23.2

24 0,001

24.2

25 0,001

25.2

26 0,001

26.2

27 0,001
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Tabela 4: Frequéncia de alelos dos marcadores D21S11, D3S1358, D2S1338, Vwa e FGA.

Alelos D21S11 D351358 D251338 Vwa FGA
11 0,006
12 0,003 0,002
12.2
13 0,002 0,005
13.2
14 0,062 0,001 0,079
14.2
15 0,308 0,004 0,121 0,001
15.2
16 0,291 0,038 0,275
16.2
17 0,203 0,203 0,257 0,003
17.2
18 0,119 0,087 0,166 0,007
18.2 0,003
19 0,010 0,121 0,060 0,055
20 0,002 0,124 0,024 0,116
21 0,066 0,004 0,151
21.2 0,001
22 0,091 0,001 0,155
23 0,096 0,131
23.2
24 0,078 0,003
24.2 0,002 0,154
25 0,063
25.2 0,002 0,138
26 0,022 0,046
26.2 0,001
27 0,031 0,004 0,023
28 0,139 0,004
29 0,207
29.2 0,002
30 0,250 0,003
30.2 0,026 0,002
31 0,061 0,001
31.2 0,107 0,003
32 0,015
32.2 0,099
32.3 0,001
33 0,001
33.2 0,037 0,002
34.2 0,004
35 0,007
35.2 0,001
36 0,006
37 0,002

38 0,001
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Os parametros forenses investigados mostraram valores médios altos: Contetdo
de polimorfismo informativo (PIC) = 77%; Poder de Discriminacdo (PD) = 93%; Poder
de Exclusdo (PE) = 59%; heterozigosidade observada (Ho) =79%; Probabilidade
cumulativa de coincidéncia (MP) = 0,00000000000000000079 (probabilidade de
encontrar outra pessoa com o mesmo perfil genético usando os 15 marcadores), e
indice tipico de paternidade cumulativo (TPIl) = 962.006,45 (indice baseado na
estatistica Bayesiana que indica a razdo entre a possibilidade do suposto pai ndo ser

parente verdadeiro, usando os 15 marcadores analisados).

Os resultados relativos aos calculos de poder de discriminacdo demonstram que
os loci com maior poder de discriminacdo sdo o D2S1338 (97,6%), D18S51 (97,3%) e
0 FGA (96,9%), (Tabela 5). O locus com menor poder de discriminacdo é o TPOX,
com 87,9%. O poder de discriminacdo é inversamente proporcional as frequéncias
alélicas, sendo os loci com maior poder de discriminacdo aqueles que apresentam
alelos com baixa freqiéncia (MORETTI, 2009).

O valor do conteudo de polimorfismo informativo (PIC) é um indicativo da
capacidade informativa de um marcador em estudos genéticos (segregacao,
identificacdo de populacdes e controle de paternidade). Seu célculo é diretamente
ligado ao numero de alelos, suas frequéncias e do tamanho da amostra. Na populacéo
analisada (Paraiba) em todos os marcadores o PIC foi superior a 0,5 sendo
considerados muito informativos. Os valores do PIC dos 15 marcadores variaram de
0,681 (TPOX) a 0,877 (D2S1338), conforme tabela 5.

Os resultados dos calculos dos parametros forenses em relacdo a paternidade
indicam o marcador FGA como o locus com maior poder de exclusdo (74,5%) e maior
indice tipico de paternidade (4,007). Na outra ponta, o locus CSF1PO apresentou o
menor valor de poder de exclusdo (43,2%). Esta € a chance de um individuo
falsamente acusado de uma paternidade apresentar esse locus. O poder de exclusdo
estd relacionado diretamente ao grau de polimorfismo do locus e consequentemente,

também com distribuicdo das frequéncias alélicas.

O poder de discriminacdo e o poder de exclusdo para 0s 15 STRs estudados
foram 99. 9999999999992% e 99.9999%, respectivamente.

A Probabilidade Cumulativa de Coincidéncia (MP) é a probabilidade de duas

pessoas ndo relacionadas compartilharem um mesmo perfil genético, e € calculado a



partir da soma dos quadrados das frequéncias genotipicas, no estudo da populacéo

paraibana variou de 0,024 (D2S1338) a 0,121 (TPOX).

Tabela 5: Parametros forenses analisados para cada marcador.

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO  D3S1358
Poder de Discriminacéo (PD) 0,935 0,957 0,930 0,890 0,901
Poder de Exclusédo (PE) 0,596 0,664 0,640 0,432 0,542
Contetdo de Informacéo de
. . 0,777 0,830 0,772 0,689 0,723
Polimorfismo (PIC)
indice de Paternidade
. . 2,482 3,016 2,805 1,680 2,158
Cumulativo Tipico (TPI)
Probabilidade Cumulativa de
o ) 0,065 0,043 0,070 0,110 0,099
Coincidéncia (MP)
THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433
Poder de Discriminacdo (PD) 0,930 0,923 0,928 0,976 0,945
Poder de Exclusao (PE) 0,573 0,517 0,583 0,727 0,603
Conteldo de Informacéo de 0.773 0,753 0,767 0.877 0,799
Polimorfismo (PIC)
indice de Paternidade
] . 2,338 2,033 2,397 3,740 2,527
Cumulativo Tipico (TPI)
Probabilidade Cumulativa de
o 0,070 0,077 0,072 0,024 0,055
Coincidéncia (MP)
VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
Poder de Discriminacdo (PD) 0,935 0,879 0,973 0,890 0,969
Poder de Exclusao (PE) 0,590 0,469 0,695 0,504 0,745
Conteldo de Informacéo de
0,779 0,681 0,870 0,699 0,861
Polimorfismo (PIC)
indice de Paternidade
. . 2,439 1,821 3,339 1,975 4,007
Cumulativo Tipico (TPI)
Probabilidade Cumulativa de
0,065 0,121 0,027 0,110 0,031

Coincidéncia (MP)
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Os trabalhos usando marcadores genéticos visando posterior aplicacdo na
pratica forense necessitam do calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg. Se uma
populacdo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg, presume-se que esta € infinita, que
ndo hé eventos de mutacdo e selegdo, que 0s cruzamentos sdo aleatérios e que o fluxo
génico existente ndo é capaz de alterar a composicdo alélica desta populagdo nas
geracOes seguintes. Assim, através das frequéncias alélicas obtidas, é possivel
determinar a proporcdo dos diferentes genotipos da populacdo (MARTINS, 2008,
MORETTI, 2009).

No estudo foi utilizado o programa GDA v. 1.1 para o céalculo deste equilibrio
em que a probabilidade p é maior que 0,003333, apos correcdo de Bonferroni (a/k),
sendo o = 0,05 e k=15 (namero de loci) e indica que a populacdo da Paraiba estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg (tabela 6) (LEWIS; ZAYKIN, 2002).

A importéancia deste teste reside nas informacdes sobre a indicacdo de excessos
de homozigotos na amostra, na deteccdo da presenca de alelos nulos, além da perfeita
independéncia dos alelos testados nos loci existentes na populacdo sob anélise,
garantindo a qualidade do banco de dados demonstrando que as frequéncias
encontram-se em equilibrio (BUTLER, 2005).

A heterozigosidade é equivalente a quantidade de heterozigotos esperada em
uma populacdo panmitica (aquela em que o0s cruzamentos entre individuos de
diferentes gendtipos ocorrem ao acaso, sem qualquer preferéncia), e fornece uma ideia
do nivel de variacdo genética em uma populacdo. Essa heterozigosidade esta
relacionada a diversidade e a frequéncia alélica dos marcadores. Uma alta
variabilidade alélica e baixa freqliéncia destes alelos individualmente significam alto
indice de heterozigose. Analisando-se a tabela 6, o marcador FGA mostrou o maior
nivel de heterozigosidade (87,5%), resultado esperado visto que este marcador € um
dos que possui maior variabilidade alélica entre os pesquisados neste estudo. O
marcador CSF1PO mostrou-se o marcador com menor nivel de heterozigosidade
(70,2%). Isto se da& pelo fato de que seus dois alelos mais corriqueiros apresentarem
alta frequéncia (frequéncia somada de 63,2%) (tabela 1).
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Tabela 6: Resultados obtidos para o calculo de equilibrio de Hardy-Weinberg na
populacdo da Paraiba.

L Heterozigose  Heterozigose Pen_’cer]tggem Pel_fcer]trflgem Desvio-
ocus Observada Esperada |c_j|e |nd|\{|duos de |nd|\{|duos P padréo
eterozigotos Homozigotos
D8S1179 0,798 0,804 0,799 0,201 0,53295 0,00038
D21S11 0,834 0,848 0,834 0,166 0,35537  0,00028
D75820 0,821 0,802 0,822 0,178 0,65197  0,00046
CSF1PO 0,702 0,736 0,702 0,298 0,59752  0,00039
D3S1358 0,768 0,762 0,768 0,232 0,35089  0,00034
THO1 0,788 0,804 0,786 0,214 0,40799  0,00040
D13S317 0,755 0,784 0,754 0,246 0,45714  0,00045
D16S539 0,791 0,798 0,791 0,209 0,36731  0,00039
D251338 0,866 0,888 0,866 0,134 0,53933  0,00038
D195433 0,802 0,821 0,802 0,198 0,03379  0,00012
VWA 0,796 0,807 0,795 0,205 0,36933  0,00028
TPOX 0,725 0,724 0,725 0,275 0,50703  0,00045
D18S51 0,850 0,883 0,850 0,150 0,00407  0,00005
D5S818 0,746 0,741 0,747 0,253 0,10136  0,00021
FGA 0,875 0,875 0,875 0,125 0,14750  0,00015

Ao comparar as frequéncias alélicas obtidas para os 15 STR autossémicos
investigados na populacdo da Paraiba (tabela 7) com as frequéncias descritas nos trés
grupos étnicos parentais (europeus, africanos e nativos americano) usando o programa
ADMIX 95, podemos estimar as contribuicdes Europeia, Africana e Nativo Americana,
sendo as mesmas 67,33%, 25,85%, 6,86% respectivamente. A contribuicdo Europeia
também foi maior na populacdo do Macapa, sendo de 46%, e 0s demais grupos
tiveram a seguinte representatividade 35% para Nativo Americano e 19% de Africano
(FRANCEZ et al., 2011).

Tabela 7: Proporg¢do de mistura de Populacdes Parentais.

Populacgéo Média £ desvio padrao
1 Africana 25,86 + 0,87%
2 Nativo Americana 6,81 + 0,39%

3 Europeia 67,33 £0,73%
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5.2 Frequéncias alélicas

Embora uma das caracteristicas mais importante dos microssatélites disponiveis
na literatura e utilizados em andlises forenses seja o seu polimorfismo, isto é,
apresentar muitos alelos tanto nas populacdes parentais quanto naquelas em que teve
miscigenacdo entre dois ou mais grupos populacionais, sabe-se que pode ocorrer,
entretanto, que um alelo seja mais frequente em uma populacdo que em outra
(FERREIRA, 2011).

No presente trabalho foi comparado as frequéncias alélicas obtidas da

populacdo paraibana com outros estudos populacionais (Anexo 3).

5.2.1 TPOX

O marcador TPOX é um STR autossdomico localizado no braco curto do
cromossomo 2, apresenta as repeticdes de bases (AATG)n e estd associado ao gene da

tiredide peroxidase humana (NIST, 2013).

Gréfico 1. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador TPOX.
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Para o marcador genético TPOX, o alelo 8 foi o mais frequentemente observado
na populacdo da Paraiba (0,405) seguido do 11 (0,288) e em diversas populagdes
como S&o Paulo (BYDLOWSKI et al., 2003, FRIDMAN et al., 2008); México
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(LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); Espanha (CAMACHO et al., 2007); Tibetanos de
Naqu e Changdu (LONGLI et al.; 2007); Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009);
Centro de Portugal (LOPES et al., 2009); Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010);
Quinghai na China (DENG et al., 2011); Macapa (FRANCEZ, et al., 2011); Espirito
Santo (SILVA et al., 2011); Rio de Janeiro (ARANHA , 2012) e Goiés (VIEIRA et al.,
2013), indicando uma homogeneidade na distribuicdo dos alelos desse locus em

variadas regioes.
5.2.2 D16S539
O marcador D16S539 é um STR autossémico localizado no braco longo do

cromossomo 16, apresenta as repeticGes de bases (GATA)n, ndo esté associado ainda a
uma codificacao génica especifica (NIST, 2013).

Gréfico 2. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D16S539.
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Em relagdo ao marcador genético D16S539, o alelo 11 apresentou a maior
frequéncia na populagdo estudada (0,268), o mesmo ocorreu em estudos em outras
regibes do Brasil como em indigenas da Amazonia brasileira (Terenas) (MANTA et
al., 2012b); Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); mulatos em Sdo Paulo
(BYDLOWSKI et al., 2003); no Espirito Santo (SILVA et al., 2011), no Rio de Janeiro
(ARANHA, 2012); em Goias (VIEIRA et al., 2013); Macapa (FRANCEZ et al., 2011)
bem como em estudos na populacdo de Quinghai na China (DENG et al., 2011),
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Tibete (LONGLI et al., 2007), Brasil (AGUIAR et al., 2011), Italia (BRISIGHELLI et
al., 2009) e leste da Malasia (KEE et al., 2011).

O segundo mais frequente na populacdo estudada para este marcador foi o alelo
12 (0,244), o mesmo foi demonstrado em indigenas da Amazonia brasileira (Terenas)
(MANTA et al., 2012b), no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009), no Espirito
Santo (SILVA et al., 2011), no Rio de Janeiro (ARANHA , 2012); em Goias (VIEIRA
et al., 2013), em Macapa (FRANCEZ et al., 2011) e na Italia (BRISIGHELLI et al.,
2009).

Alguns estudos, entretanto, apresentaram a frequéncia do alelo 12 como sendo a
maior para este marcador no México (LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); Espanha
(CAMACHO et al., 2007); Centro de Portugal (LOPES et al., 2009) e Sul da Espanha
( GAIBAR et al., 2010).

5.2.3 D351358

O marcador D3S1358 é um STR autossémico localizado brago curto do
cromossomo 3, apresenta as repeticdes de bases (TCTA)n, ndo estd associado ainda a

uma codificacdo génica especifica (NIST, 2013).

Para o microssatélite D3S1358 foram observados alelos que se estenderam dol2
ao 20. O alelo mais frequente foi o 15, seguido pelol6 e os alelos mais raros foram o
13 e 20, ambos com frequéncias alélicas de 0,002.

Gréfico 3. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D3S1358.
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A maior frequéncia observada no locus D3S1358, foi do alelo 15 (0,308) para a
populacdo da Paraiba, resultado semelhante em indigenas da Amazonia brasileira
(Terenas) (MANTA et al., 2012b), no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); em
Sdo Paulo (FRIDMAN et al., 2008); no Espirito Santo (SILVA et al., 2011), Rio de
Janeiro (ARANHA, 2012); em Goias (VIEIRA et al., 2013); no México (LUNA-
VAZQUEZ et al., 2005); Brasil (AGUIAR et al., 2011); Quinghai na China (DENG et
al., 2011), Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010), Centro de Portugal (LOPES et al.,
2009) e leste da Maléasia (KEE et al., 2011). Na populacdo italiana o mais frequente no
sul foi 0 16 e no norte 0 17 (ANDREINI et al., 2007).

O alelo 16 do marcador D3S1358, na populacdo estudada, foi segundo em
frequéncia (0,291), assim também foi observado no Mato Grosso do Sul
(FIGUEIREDO, 2009); em Séo Paulo (FRIDMAN et al., 2008); no Espirito Santo
(SILVA et al., 2011); em indigenas da Amazonia brasileira (Terenas) (MANTA et al.,
2012b), no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012); em Goias (VIEIRA et al., 2013); no
México (LUNA-VAZQUEZ et al., 2005 ); no Norte de Portugal (LOPES et al., 2009);
no leste da Malasia (KEE et al., 2011) e na China (DENG et al., 2011).

5.2.4 FGA

O marcador FGA é um STR localizado no brago longo do cromossomo 4
apresenta as repeticbes de bases (CTTT)n, estd associado ao gene humano do
fibrinogénio alfa (NIST, 2013).

Para o microssatélite FGA foram observados alelos que se estenderam do 15 ao
33.2. O alelo mais freqiiente é 0 22, seguido pelo 24 e os alelos mais raros foram o0s
15, 21.2, 31, sendo todos com frequéncias aléelicas de 0,001, seguido pelo alelo 30.2 e

33.2 com a frequéncia alélica de 0,002.
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Gréfico 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador FGA.
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No caso do marcador genético FGA, o alelo mais frequente foi o 22 (0,155)
valor muito préximo do segundo mais frequente destacado que foi o 24 (0,154). As
seguintes populacdes também apresentaram o alelo 22 como a maior frequéncia: Sdo
Paulo (FRIDMAN et al., 2008); Espirito Santo (SILVA et al., 2011), Rio de Janeiro
(ARANHA, 2012), Goias (VIEIRA et al., 2013); Itdlia (BRISIGHELLI et al., 2009);
Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010) e leste da Malasia (KEE et al., 2011).

Ja o alelo 24, segundo mais observado na Paraiba (0,154), coincidiu desta forma
com as populacdes de Tibetanos de Naqui (LONGLI et al., 2007), S&o Paulo
(FRIDMAN et al., 2008); Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010). Diferentemente do
encontrado em Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009), Macapa (FRANCEZ et al.,
2011), Terebas da Amazonia (MANTA et al., 2012b) e Sul da Italia (ANDREINI et

al., 2007), onde foi para este marcador o alelo mais encontrado.

5.2.5 D19S433

O marcador D19S433 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 19
apresenta as repeticdes em sequéncia das bases (AAGG)n, e ndo esta associado ainda a

uma codificacdo génica especifica (NIST, 2013).

Para o microssatélite D19S433 foram observados alelos que se estenderam do
alelo 9 ao 17.2, sendo o mais frequente o alelo 14 e o alelo mais raro foi 0 9 e 17,
seguido do 11.2 e 17.2 com frequéncia de 0,001 e 0,002 respectivamente.
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Gréfico 5. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D19S433.
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No locus D19S433, o alelo 14 se destacou com a maior frequéncia (0,281).
Sendo também o alelo mais frequente nas populac@es estudadas no Mato Grosso do
Sul (FIGUEIREDO, 2009); em S&o Paulo (FRIDMAN et al., 2008) ; no México
(LUNA-VAZQUEZ, 2005); em tibetanos de Naqu (LONGLI et al., 2007), na Espanha
(CAMACHO et al., 2007); Centro de Portugal (LOPES et al., 2009) e Sul da Espanha
(GAIBAR et al., 2010). Nos estudos de DENG et al.(2011) e ARANHA (2012) foi o

segundo em destaque neste marcador tendo o 13 sido neste caso, 0 primeiro.

Ja na Paraiba, o segundo em destaque foi o alelo 13 (0,260) de forma
coincidente com o Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); no México (LUNA-
VAZQUEZ, 2005); em tibetanos de Naqu (LONGLI et al., 2007), na Espanha
(CAMACHO et al., 2007); Centro de Portugal (LOPES et al., 2009) e Sul da Espanha
(GAIBAR et al., 2010).

5.2.6 D21811

O marcador D21S11 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 21
apresenta as repeticdes de bases tetranucleotidicas (TCTA)n e (TCTG)n, ndo esta
associado ainda a uma codificacdo génica especifica. E um alelo muito polimorfico
com 44 alelos descritos na literatura (GRIFFTHS, 2009; NIST, 2013).
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Para o microssatélite D21S11 foram observados alelos que se estenderam do
alelo 24.2 ao 38, sendo o mais frequente o 30, seguido pelo 29 e os alelos mais raros
foram 26.2, 32.3, 33, 35.2 e 38 com frequéncias alélicas de 0,001.

Grafico 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D21S11.
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No marcador D21S11, os alelos 30 e 29 apresentaram as maiores frequéncias (0,250 e
0,207, respectivamente). Estes também foram os alelos de maior ocorréncia nas
populacdes de Sdo Paulo (GRATAPAGLIA et al., 2001, FRIDMAN, 2008); do Mato
Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); Macapd (FRANCEZ et al., 2011); Rio de
Janeiro (ARANHA, 2012); do Mexico (LUNA-VAZQUEZ, 2005); da Espanha
(CAMACHO et al., 2007); Sul da Itdlia (ANDREINI, 2007); do Centro de Portugal
(LOPES et al., 2009); do Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010); de Quinghai na
China (DENG et al.,, 2011) e do Leste da Malasia (KEE et al.,, 2011). Pequena
divergéncia ocorreu com Terebas na Amazonia (MANTA et al., 2012b) que mesmo

tendo sido o alelo 30 em primeiro lugar o segundo foi representado pelo 31.

Também em relacdo ao locus D21S11 o inverso se apresentou, ou seja, 0 29 foi
0 mais frequente seguido do 30 nas populac@es estudadas por Brisighelli et al. (2009)

e Andrieni et al. (2007) (s6 em relacdo ao norte da Italia).
5.2.7 D8S1179
O marcador D8S1179 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 8

apresenta as repeticdes de bases tetranucleotidicas (TCTA)n e ndo esta associado ainda

a uma codificacdo génica especifica (NIST, 2013).
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Para o microssatélite D8S1179 foram observados alelos que se estenderam do 5
ao 17, sendo o alelo mais frequente o 13, seguido do 14 e o alelo mais raro foi 0 5 com
FA de 0,001.

Grafico 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D8S1179.
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Para este marcador genético, os alelos mais observados foram o 13 e 0 14 nesta
ordem, representado respectivamente por (0,307) e (0,227). Similarmente, em
trabalhos em indigenas da Amazé6nia brasileira (Terenas) (MANTA et al., 2012b),
Brasil (GRATTAPAGLIA et al., 2001; AGUIAR et al., 2011); em Goias (VIEIRA et
al., 2013); em Macapad (FRANCEZ et al.,, 2011), no Mato Grosso do Sul
(FIGUEIREDO, 2009); em S&do Paulo (FRIDMAN et al., 2008); no Espirito Santo
(SILVA et al., 2011); no México (LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); no Tibete na
China (LONGLI et al., 2007); na Espanha (CAMACHO et al., 2007); Quinghai na
China (DENG et al., 2011); Itdlia (ANDREINI et al., 2007; BRISIGHELLI et al.,
2009); Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010), Centro de Portugal (LOPES et al.,
2009) e Leste da Malésia (KEE et al., 2011). Apenas na populagdo do Rio de Janeiro,
pesquisada por Aranha (2012), a ordem foi inversa, sendo mais observado o alelo 14

primeiro e depois 013.

5.2.8 VWA

O marcador VWA é um STR localizado no brago curto do cromossomo 12

apresenta as repeticGes de bases tetranucleotidicas (TCTA)n e esta associado ao gene
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do fator Von Willebrand, da coagulacdo humana responsavel pela hemostasia primaria
(NIST, 2013).

Para o microssatélite VWA foram observados alelos que se estenderam do 11 ao
22, sendo o mais frequente o 16, seguido pelo 17 e o alelo mais raro foi 0 22, com
frequéncia alélica de 0,001.

Gréfico 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador vVWA.
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No locus VWA, o alelo 16 apresentou a maior frequéncia (0,275), e 0 17 o
segundo mais frequente (0,257) assim como em estudos em Indigenas da Amazodnia
Brasileira (Terenas) (MANTA et al., 2012b); nas popula¢cdes do Mato Grosso do Sul
(FIGUEIREDO, 2009); em mulatos e descendentes asiaticos em S&o Paulo
(BYLLOWSKI et al., 2003); Tibetanos de Changdu na China (LONGLI et al., 2007),
em Goias (VIEIRA et al., 2011); no Macapa (FRANCEZ et al., 2011) e no México
(LUNA-VAZQUEZ et al., 2005). O inverso ocorreu, ou seja, o 17 foi o mais frequente
seguido do alelo 16 nas seguintes populacdes: descendentes de africanos e asiaticos em
Sdo Paulo (BYLLOWSKI et al., 2003), Itdlia (BRISIGHELLI et al., 2009), Sul da
Espanha (GAIBAR et al., 2010), Centro de Portugal (LOPES et al., 2009), Quinghai
na China (DENG et al., 2011), Tibetanos de Naqu na China (LONGLI et al., 2007) e
no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012). No Leste da Malésia o alelo 18 foi o mais

observado com 0,296.
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5.2.9 D251338

O marcador D2S1338 esta localizado no braco longo do cromossomo 2 esta
constituido pelas repeti¢cdes dos tetranucleotideos compostos (TGCC)n e (TTCC)n.
N&o esta associado ainda a uma codificacdo génica especifica (NIST, 2013).

Para o microssatélite D2S1338 foram observados alelos que se estenderam do

14 ao 27, sendo o 17 o mais frequente e o de menor frequéncia (0,001) foi o alelo 14.

Gréfico 9. Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D2S1338.
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Para o marcador genético D2S1338, o alelo 17 foi o mais frequente (0,203),
assim como em estudos no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); Espanha
(CAMACHO et al., 2007; GAIBAR et al., 2010); no Centro de Portugal (LOPES et
al., 2009) e no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012).

O alelo 20, segundo em frequéncia observada (0,124), foi frequente também em
segundo lugar no Centro de Portugal (LOPES et al., 2009) e na Espanha (CAMACHO
et al., 2007; GAIBAR et al., 2010). Ndo sendo tdo frequente no México (LUNA-
VAZQUEZ et al.,, 2005); Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); Sdo Paulo
(FRIDMAN et al., 2008); e no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012).

Vale frisar que o alelo 19 também foi frequente no México (2005); Mato Grosso
do Sul (FIGUEIREDO, 2009); em Tibetanos de Changdu na China (LONGLI, 2007);
em Quinhai na China (DENG et al., 2011) e Rio de Janeiro (ARANHA, 2012).
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5.2.10 D18S51

O marcador D18S51 é um STR localizado no braco longo do cromossomo 18
(NIST, 2013) apresenta as repeticbes de bases tetranucleotidicas (AGAA)n. Os
microvariantes x.2 sdo originados pela insercdo de dois pares de base, na regido

flanquedora 3.

Para o microssatélite D18S51 foram observados alelos que se estenderam do
alelo 10 ao 27. Os alelos mais frequentes foram 14 e o 15, os alelos mais raros sao;
21.2, 24, 25, 26 e 27 com frequéncia alélica de 0,001.

Gréfico 10. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D18S51.
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No locus D18S51, o alelo 14 foi o de maior frequéncia (0,163). Dentre as
populacdes comparadas, este alelo apresentou maior frequéncia também no México
(LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009);
Itdlia (BRISIGHELLI et al., 2009); no Centro de Portugal (LOPES et al., 2009); em
Quinghai na China (DENG et al.,, 2011); em indigenas da Amazonia brasileira
(Terenas) (MANTA et al., 2012b), e a segunda maior frequéncia apenas na Espanha
(CAMACHO et al., 2007), Macapa (FRANCEZ, 2011) e no Leste da Maléasia (KEE et
al., 2011).

O segundo mais frequente na Paraiba para este marcador foi o alelo 15 (0,147),
também amplamente observado em estudos no Centro de Portugal (LOPES et al.,
2009); no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); no Macapa (FRANCEZ, 2011);
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em Goias (VIEIRA et al., 2013). Este mesmo alelo foi o de maior frequéncia no Leste
da Malasia (KEE et al., 2011) e no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012).

O alelo 16 também teve alta incidéncia em algumas populacdes estudadas como
no Espirito Santo (SILVA et al., 2011); no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012) e em
Goias (VIEIRA et al, 2013).

5.2.11 THO1

O marcador THO1 é um STR autossdmico localizado no intron 1 do gene da
tirosina hidroxilase, no brago curto do cromossomo 11 e apresenta as repeticdes de
bases tetranucleotidicas (AATG)n (NIST, 2013).

Para o microssatélite THO1 foram observados alelos que se estenderam do 5
a0l2. O alelo mais frequente foi o 7 com frequéncia de 0.231, e os alelos mais raros
foram 5, 6.3, 11 e 12 com frequéncia de 0,001.

Gréafico 11. Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador THO1.
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O alelo 7 foi o de maior frequéncia (0,231) para o locus THOL. Este alelo
também foi o de maior ocorréncia em algumas populacBes estudadas anteriormente
como em descendentes de asiaticos, de africanos e em mulatos de S&o Paulo
(BYDLOWSKI et al., 2003); de Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); do
México (LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); Brasil (AGUIAR et al., 2011); Macapa
(FRANCEZ et al., 2011); no Espirito Santo (SILVA et al., 2011); no Rio de Janeiro
(ARANHA, 2012); em Indigenas da Amazonia Brasileira (Terenas) (MANTA et al.,
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2012b); em Goias (VIEIRA et al., 2013) e o segundo mais frequente em Quinghai na
China (DENG et al., 2011) e no Leste da Malasia (KEE et al., 2011).

A segunda maior ocorréncia apresentada para este marcador no estudo
realizado foi o alelo 9.3 (frequéncia de 0,216) coincidentemente com Mato Grosso do
Sul (FIGUEIREDO, 2009); Sul da Espanha (GAIBAR et al., 2010); Brasil (AGUIAR,
2011) e Espirito Santo (SILVA et al., 2011) e no Centro de Portugal foi o mais
incidente (LOPES et al., 2009).

Um dado a ser considerado é que o alelo 9 para este locus mostrou-se
amplamente distribuido como constatado nos trabalhos de Naqu e Changdu na China
(LONGLI et al., 2007); Italia (BRISIGHELLI et al., 2009); Sul da Espanha (GAIBAR
et al., 2010); Quinghai na China (DENG et al., 2011); Leste da Malasia (KEE et al.,
2011) e Rio de Janeiro (ARANHA, 2012). No presente trabalho a sua frequéncia foi de
0,165.

5.2.12 CSF1PO

O marcador CSF1PO encontra- se no sexto intron do proto-oncogene c-fms,
localizado no braco longo do cromossomo 5 e apresenta as repeticfes de bases
tetranucleotidicas (AGAT)n (NIST, 2013).

Para o microssatélite CSF1PO foram observados alelos que se estenderam do 6
ao 15, sendo que o alelo mais frequente foi 0 12, seguido pelo 11 e os alelos mais raros

foram 6 e 15 com frequéncia de 0,001.

Gréafico 12. Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador CSF1PO.
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A comparagdo dos dados obtidos para o marcador CSF1PO com as frequéncias
de diversas localidades permitiu constatar que os alelos 12 e 11 foram nesta ordem, 0s
de maiores frequéncias (0,329 e 0,303 respectivamente) na populacdo da Paraiba e nas
localidades comparadas como em descendentes de africanos em Sdo Paulo
(BYDLOWSKI et al., 2003); no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); na Italia
(BRISIGHELLI et al., 2009); Macapa (FRANCEZ et al., 2011); em Quinghai na
China (DENG et al., 2011); no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012) e em Goias (VIEIRA
et al., 2013). Em estudos anteriores no Brasil também foram observados igualmente
como a Paraiba (GRATTAPAGLIA et al., 2001; AGUIAR et al., 2011).

Em ordem inversa, o alelo 11 foi o mais observado seguido do alelo 12 nos
estudos populacionais da Espanha (CAMACHO et al., 2007), do Centro de Portugal
(LOPES et al., 2009) e Leste da Malésia (KEE et al., 2011).

5.2.13 D7S820

O marcador D7S820 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 7
apresenta as repeticdes de bases tetranucleotidicas (GATA)n e ndo estd associado

ainda a uma codificacdo génica especifica (NIST, 2013).

Para o microssatélite D7S820 foram observados alelos que se estenderam do

alelo 7 ao 14, sendo o mais frequente o 10, seguido pelo 11 e o alelo mais raro o 14.

Grafico 13. Distribuicao das frequéncias alélicas do marcador D7S820.
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Para o marcador genético D7S820, o alelo 10 apresentou a maior frequéncia
(0,276), assim como no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); na Espanha
(CAMACHO et al., 2007); na Itadlia (ANDREINI et al., 2007; BRISIGHELLI et al.,
2009); no Centro de Portugal (LOPES et al., 2009); em Macapa (FRANCEZ et al.,
2011); no Espirito Santo (SILVA et al., 2011); no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012) e
em Goias (VIEIRA et al., 2013).

Seguido do 10, o alelo 11 apresentou frequéncia de 0,241, também observado
com esta ordem de frequéncia (segunda) nas populacdes do Mato Grosso do Sul
(FIGUEIREDO, 2009); da Espanha (CAMACHO et al., 2007); da Itdlia (ANDREINI
et al., 2007; BRISIGHELLI et al., 2009); do Centro de Portugual (LOPES et al.,
2009); do Macapa (FRANCEZ et al., 2011); do Espirito Santo (SILVA et al., 2011);
do Rio de Janeiro (ARANHA, 2012) e Goias (VIEIRA et al., 2013). Em alguns
estudos o alelo 11 foi o mais frequente (LUNA-VAZQUEZ et al., 2005; LONGILI et
al., 2007; GAIBAR et al., 2010; DENG et al., 2011; MANTA et al., 2012b; ).

Em estudos anteriores no Brasil também foram observados igualmente como a
Paraiba (GRATTAPAGLIA et al.,, 2001; AGUIAR et al., 2011) 10 e 11 mais

incidentes para o locus D7S820.

5.2.14 D13S317

O marcador D13S317 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 13
apresenta as repeticGes do tetranucleotideo simples (TATC)n e ndo esta associado a

nenhuma regido codificante (NIST, 2013).

Para 0o microssatélite D13S317 foram observados alelos que se estenderam do

alelo 8 ao alelo 15, sendo o mais frequente 0 12, e o alelo mais raro o 15.
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Gréfico 14. Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador D13S317.
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Na populagdo paraibana destacou-se o alelo 12 no locus D13S317com
frequéncia de 0,310. Ele também foi o mais destacado em descendentes de africanos e
europeus em Sdo Paulo (BYDLOWSKI et al., 2003); no Mato Grosso do Sul
(FIGUEIREDO, 2009); na Espanha (CAMACHO et al., 2007); no Macapad (FRANCEZ
et al., 2011); no Espirito Santo (SILVA et al., 2011) e no Rio de Janeiro (ARANHA,
2012). Em outros estudos demonstrou alta frequéncia, porém em segundo lugar como
no Brasil (GRATTAPAGLIA et al., 2001; AGUIAR et al., 2011); no México (LUNA-
VAZQUEZ et al., 2005); na Itdlia (ANDREINI et al., 2007; BRISIGHELLI et al.,
2009; LOPES et al., 2009); em S&o Paulo (FRIDMAN et al., 2008) e em Goias
(VIEIRA et al., 2013).

Para este mesmo marcador o segundo alelo mais frequente foi o 11
coincidentemente também em descendentes de africanos e europeus em S&o Paulo
(BYDLOWSKI et al., 2003); no Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO, 2009); na
Espanha (CAMACHO et al., 2007); no Macapa (FRANCEZ et al., 2011); no Espirito
Santo (SILVA et al., 2011); em Quinghai na China (DENG et al., 2011) e no Rio de
Janeiro (ARANHA, 2012). Sendo o primeiro em S&o Paulo (FRIDMAN et al., 2008);
Italia (BRISIGHELLI et al., 2009); Centro de Portugal (LOPES et al., 2009) e Goias
(VIEIRA et al., 2013).

O microvariante 10.2, o de maior frequéncia em Indigenas da Amazodnia

Brasileira (Terenas) (MANTA et al., 2012b), ndo foi detectado no presente estudo.
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5.2.15 D5S818

O marcador D5S818 é um STR localizado no brago longo do cromossomo 5
apresenta as repeticdes tetranucleotidicas (AGAT)n e ndo esta associado ainda a uma
codificacdo génica especifica. Costuma ser amplificado nos Kits Multiplex usados em
Genética Forense onde as amostras muitas vezes possuem DNA degradado, pois € um
dos menores marcadores conhecidos (BUTLLER, 2007; NIST, 2013).

Para o microssatélite D5S818 foram observados alelos que se estenderam do
alelo 7 ao alelo 16, sendo os mais frequentes os alelos 11 e 12 e o alelo mais raro foi o
16.

Gréfico 15. Distribuicéo das frequéncias alélicas do marcador D5S818.
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No locus D5S818 os alelos mais observados foram 11 e 12 (igualmente 0,337),
seguidos do alelo 13 (0,159). Os alelos 11 e 12, nesta ordem, também foram
observados como os mais frequentes em varios trabalhos como o realizado no Meéxico
(LUNA-VAZQUEZ et al., 2005); em Naqu no Tibete (LONGLI et al., 2007) no Mato
Grosso do Sul (FIGUEIREDO., 2009); em Qinghai na China (DENG et al., 2011) e no
Macapa (FRANCEZ et al., 2011). Entretanto no Espirito Santo (SILVA et al., 2011);
no Rio de Janeiro (ARANHA, 2012), em Goiés (VIEIRA et al., 2013) e em outras
partes da Europa como na Itadlia (BRISIGHELLI et al., 2009); Centro de Portugal(
LOPES et al., 2009); Espanha (CAMACHO et al., 2007; GAIBAR et al., 2010) os
estudos demonstraram que os alelos mais frequentes foram o alelo 12 e o alelo 11

respectivamente.



6 CONCLUSAO

Conclui-se, na populagdo paraibana o maior contribuinte étnico foi o europeu, 0

que estd em concordancia com o inicio da colonizagdo deste Estado.

Os marcadores D7S820, D13S317 e TPOX, apresentaram o menor numero de
alelos. O de maior numero de alelos e, portanto o mais polimoérfico foi o D2S11,
seguido do FGA.

O alelo mais incidente de todos os 15 locus estudados foi o alelo 8 do TPOX
com frequéncia 0,405, observou-se também para este marcador o menor Poder de
Discriminagdo, com 87,9%, menor Contetdo de Informacdo Polimérfica (PIC). Por
outro lado, os loci com maior Poder de Discriminacdo sdo o D2S1338 (97,6%),
D18S51 (97,3%) e o FGA (96,9%). Ainda em relacdo aos parametros forenses o
marcador FGA foi o locus com maior Poder de Exclusdo (74,5%) e maior indice
Tipico de Paternidade (4,007).

Todos os loci estudados na populagéo paraibana tiveram seu valor de Contetdo
de Informacdo Polimorfica (PIC) superior a 0,5, sendo, portanto considerados muito

informativos.

O teste para o calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg demonstrou que os
marcadores genéticos estudados ndo apresentaram desvio significativo em relagdo ao
equilibrio, ou seja, que o fluxo génico existente ndo é capaz de alterar a composicao
alélica desta populagdo nas geracdes seguintes. Isto comprova que ndo ha excessos de
homozigotos na amostra, nem consanguinidade além da perfeita independéncia dos

alelos testados nos loci estudados na populagao paraibana.

A comparacdo das frequéncias alélicas, dos 15 marcadores genéticos estudados,
permitiu observar que, de forma geral, os alelos frequentemente observados na
populacdo estudada (Paraiba, Brasil) apresentaram ampla distribuicdo em diversas

populacdes nacionais e mundiais.

Por fim constatou-se que devido ao grande polimorfismo e ao alto indice de
conteudo informativo apresentados, € util o uso das freqiiéncias demonstradas na

pratica forense seja para determinacdo de vinculos bioldgicos, identificagdo humana
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entre outros, na medida em que a determinacdo das freqliéncias regionais da propria
populacdo possibilita um resultado estatistico mais significativo por traduzir melhor a

realidade da composicdo genética.
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ANEXO | - CERTIFICADO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE
DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAiBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa, do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba - CEPICCS
aprovou por unanimidade na 11? Reunido realizada no dia 27/11/2012, o
projeto de pesquisa intitulado: “ESTUDO DE FREQUENCIAS ALELICAS
DE STR’S NA POPULACAO PARAIBANA”, da Pesquisadora Sarah Gurgel
de Castro. Prot. n° 0424/12, CAAE: 07881712.1.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizacdo para posterior
publicagdo fica condicionada a apresentacdo do resumo do estudo

proposto a apreciagdo do Comité.

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba
Campus | — Cidade Universitaria - Bloco Arnaldo Tavares — Sala 812
CEP 58051-900 — Joio Pessoa — PB - @& (83) 3216 7791
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ANEXO Il - TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIMENTO (TCLE) PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA
CIENTIFICA.

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa ¢ sobre a frequéncia alélica de marcadores STR’s na populagdo
paraibana e estd sendo desenvolvida por Sarah Gurgel de Castro, aluna da Pos
Graduacgdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, sob a

orientacdo do Prof. Dr. José Pinto de Siqueira Junior.

O objetivo do estudo é estabelecer, em individuos da populacdo paraibana, a
frequéncia alélica de 15 marcadores STR’s autossomicos, possibilitando futuros

estudos comparativos com outras populacdes.

A finalidade deste trabalho é contribuir para alimentacdo de Bancos de dados de
marcadores genéticos STR’s Autossomicos, fortalecendo, assim, estimativas

estatisticas dando maior robustez aos resultados dos exames de DNA.

A sua participacdo nesse estudo, assim, beneficiara toda comunidade cientifica
da genética forense, que precisa de um banco de dados robusto para gerar exames de

DNA bem embasados estatisticamente.

Solicitamos a sua colaboragdo para realizacdo de coleta de swab bucal, como
também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area
de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu

nome serd mantido em sigilo.

Informamos, ainda, que essa pesquisa ndo oferece riscos previsiveis para a sua
salde e que todo o custeio serad realizado pelo Laboratério de DNA do Instituto de

Policia Cientifica da Paraiba, ndo havendo nenhum custo ao participante.

Esclarecemos que sua participagdo no estudo é voluntéria e, portanto, o senhor
ndo é obrigado a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas
pela Pesquisadora. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer

momento desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano.
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A pesquisadora estard a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou

ciente que receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Assinatura da Testemunha
Pesquisa
ou Responséavel Legal

Polegar direito Atenciosamente,

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Contato com a Pesquisadora Responsavel:
Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a
pesquisadora Sarah Gurgel de Castro- Telefone: 83-88923293



ANEXOS Il - ALELOS MAIS FREQUENTES, NO ESTUDADOS, EM

DIFERENTES POPULACOES.

TPOX
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
. 8 0,405 Populacéo
Paraiba
11 0,288 Estudada
Centro de 8 0,552
: Lopes et al., 2009
Portugal 11 0,294 P
. . . 8 0,532
China (Qinghai) 12 0.287 Deng et al., 2011
8 0,534 Camacho, Benito
Espanha ! : :
P 11 0,255 Figueiras, 2007
. 8 0,581 .
Espirito Santo 11 0.243 Silva et al., 2011
. 8 0,430 . .
Goias 11 0.290 Vieira et al., 2013
Indigenas da 11 0,470 Manta et al.,
Amazonia 12 0,294 2012b
- 8 0,537 Brisighelli et al.
Ital a L y
! 11 0,254 2009
, . 8 0,451
Leste da Malasia 11 0451 Kee et al., 2011
. 8 0,432 Francez et al.
M ] ]
acapa 11 0,295 2011
Mato Grosso do 8 0,440 FIGUEIREDO,
Sul 11 0,316 2007
(i 8 0,525 Luna-Vazquez et
M ]
ex1co 11 0,281 al.. 2005
. . 8 0,432
Rio de Janeiro 11 0261 Aranha, 2012
. 8 0,461 Fridman et al.
Paul ’ '
Séo Paulo 11 0.263 2008
8 0,483 .
Sul da Espanha 11 0.289 Gaibar et al., 2010
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D16S539
Populacao Alelos Frequéncia Referénc~ia
e e el
c;i)r:[[]c;:f E 8;2; Lopes et al., 2009
China (Qinghai) 191 83;2 Deng et al., 2011
: R
Espirito Santo 1; 832‘2" Silva et al., 2011
Goias 1; 8398 Vieiraetal., 2013
Indigenas da 11 0,410 Manta et al.,
Amazonia 12 0,184 __2012b
Italia 1; 82%1 Bnmg;(e):)l;et al.,
Leste da Malé&sia 1(1) 83(133 Kee et al., 2011
Macapa g 8238 FranZ%zlit al.,
Mato Grosso do 11 0,307 FIGUEIREDO,
Sul 12 0,237 2007
México 1(2) 83}1(2 Lunz]Yz;zoqousez et
Rio de Janeiro E 8222’ Aranha, 2012
S0 Paulo 191 8igg Frldrggrtl)set al.,
Sul da Espanha ﬁ 8%3 Gaibar et al., 2010
Tibete (Changdu) 191 8??8 Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) 1; 823% Longli et al., 2007
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D351358
Populacao Alelos Frequéncia Referénc~ia
: oot | o
cli’i)r:i:;:r 12 85(5)2 Lopes et al., 2009
China (Qinghai) 12 822;‘ Deng et al., 2011
T i B LS
Espirito Santo 12 83:23? Silva et al., 2011
Goias 12 8328 Vieiraetal., 2013
Ir,\é(\jrlr?aezn;r?i:a > gggg Manta et al., 2012
Leste da Maléasia 12 8325 Kee et al., 2011
Mato Grosso do 15 0,332 FIGUEIREDO,
Sul 16 0,232 2007
México ig 812122 Lunz—l?‘/-a;OqOusez et
Norte da Italia 1; 8;3; Andrzg};?et al.,
Rio de Janeiro 12 gggz Aranha, 2012
S30 Paulo 12 82%1 Frldrgzrcl)gt al.,
Sul da Espanha 12 8;32 Gaibar et al., 2010
sul da Italia o 8322 A”dr;'(;‘c'ﬂet al.,
Tibete (Changdu) 12 822; Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) 12 8282 Longli et al., 2007
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FGA
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
. 22 0,155 Populagédo
Paraiba 24 0.154 Estudada
Centro de 21 0,193
Portugal 22 0,178 Lopes et al., 2009
] . . 23 0,226
China (Qinghai) 22 0.186 Deng et al., 2011
Espanha 21 0,208 Camacho, Benito,
P 22 0,163 Figueiras, 2007
L. 22 0,195 ]
Espirito Santo o1 0.183 Silva et al., 2011
., 22 0,170 ..
Goias >3 0.146 Vieira et al., 2013
Indigenas da 24 0,350
Amazodnia 25 0,205 Manta et al., 2012
(Terenas)
Italia 22 0,181 Brisighelli et al.,
21 0,167 2009
, . 22 0,244
Leste da Malasia o1 0.169 Kee et al., 2011
Macané 24 0,157 Francez et al.,
P 25 0.145 2011
Mato Grosso do 24 0,161 FIGUEIREDO,
Sul 23 0,157 2007
México 25 0,194 Luna-Vazquez et
23 0,169 al., 2005
. 20.2 0,205 Andreini et al.,
Norte da Italia 3.2 0.172 2007
. . 22 0,170
Rio de Janeiro 1 0.163 Aranha, 2012
S&o Paulo 22 0,167 Fridman et al.,
24 0,160 2008
22 0,183 )
Sul da Espanha 22 0172 Gaibar et al., 2010
sul da It4lia 24 0,177 Andreini et al.,
22 0,160 2007
) 23 0,230 )
Tibete (Changdu) 7 0177 Longli et al., 2007
) 23 0,265 .
Tibete (Naqu) 22 0.185 Longli et al., 2007
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D19S433
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
. 14 0,281 Populagédo
Paraiba 13 0.260 Estudada
Centro de 14 0,313
Portugal 13 0.265 Lopes et al., 2009
] . . 13 0,365
China (Qinghai) 12 0.240 Deng et al., 2011
Espanha 14 0,338 Camacho, Benito,
P 13 0,240 Figueiras, 2007
Mato Grosso do 14 0,297 FIGUEIREDO,
Sul 13 0,235 2007
México 14 0,241 Luna-Vazquez et
13 0,171 al., 2005
. . 13 0,258
Rio de Janeiro 12 0.249 Aranha, 2012
S0 Paulo 14 0,277 Fridman et al.,
15 0,127 2008
14 0,333 .
Sul da Espanha 13 0.289 Gaibar et al., 2010
. 13 0,272 .
Tibete (Changdu) 12 0.188 Longli et al., 2007
) 14 0,326 )
Tibete (Naqu) 13 0.292 Longli et al., 2007

79



D21S11
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
, 30 0,250 Populagédo
Paraiba 29 0.207 Estudada
Centro de 30 0,250
Portugal 29 0.231 Lopes et al., 2009
] . . 30 0,266
China (Qinghai) 29 0.250 Deng et al., 2011
Espanha 30 0,270 Camacho, Benito,
P 29 0,236 Figueiras, 2007
L. 30 0,238 ]
Espirito Santo 28 0.231 Silva et al., 2011
Indigenas da 30 0,245
Amazbnia 31 0,133 Manta et al., 2012
(Terenas)
Italia 30 0,270 Brisighelli et al.,
29 0,233 2009
L. 30 0,260
Leste da Malasia 29 0.182 Kee et al., 2011
Macané 30 0,257 Francez et al.,
P 29 0.180 2011
Mato Grosso do 30 0,270 FIGUEIREDO,
Sul 29 0,215 2007
México 30 0,281 Luna-Vazquez et
29 0,190 al., 2005
Norte da Italia 29 0,255 Andreini et al.,
30 0,197 2007
) . 30 0,242
Rio de Janeiro 29 0.216 Aranha, 2012
S0 Paulo 30 0,224 Fridman et al.,
29 0,203 2008
30 0,300 .
Sul da Espanha 29 0.239 Gaibar et al., 2010
. 30 0,250 Andreini et al.,
Sul da ltalia 29 0.193 2007
. 29 0,307 .
Tibete (Changdu) 30 0.237 Longli et al., 2007
) 29.2 0280 )
Tibete (Naqu) 30 0.251 Longli et al., 2007
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D8S1179
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
. 13 0,307 Populagédo
Paraiba 14 0.264 Estudada
Centro de 13 0,313
Portugal 14 0,236 Lopes et al., 2009
] . . 13 0,242
China (Qinghai) 12 0.195 Deng et al., 2011
Espanha 13 0,283 Camacho, Benito,
P 14 0,224 Figueiras, 2007
L. 13 0,381 ]
Espirito Santo 12 0.193 Silva et al., 2011
., 13 0,275 ..
Goias 12 0.274 Vieira et al., 2013
Indigenas da 13 0,315
Amazodnia 14 0,262 Manta et al., 2012
(Terenas)
Italia 13 0,312 Brisighelli et al.,
14 0,236 2009
, . 13 0,288
Leste da Malasia 12 0.224 Kee et al., 2011
Macané 13 0,307 Francez et al.,
P 14 0,236 2011
Mato Grosso do 13 0,301 FIGUEIREDO,
Sul 14 0,268 2007
México 13 0,343 Luna-Vazquez et
14 0,290 al., 2005
. 13 0,241 Andreini et al.,
Norte da Italia 12 0.223 2007
. . 14 0,294
Rio de Janeiro 13 0.264 Aranha, 2012
S&o Paulo 13 0,292 Fridman et al.,
14 0,260 2008
13 0,278 )
Sul da Espanha 12 0.229 Gaibar et al., 2010
sul da It4lia 13 0,303 Andreini et al.,
14 0,1800 2007
) 14 0,211 )
Tibete (Changdu) 13 0.205 Longli et al., 2007
) 13 0,254 .
Tibete (Naqu) 12 0.184 Longli et al., 2007
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VWA
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
Paraiba 16 0,275 Populacédo
17 0,234 Estudada
Centro de 17 0,289
Portugal 16 0,283 Lopes et al., 2009
. . . 17 0,260
China (Qinghai) 16 0.208 Deng et al., 2011
Espanha 17 0,266 Camacho, Benito,
P 16 0,254 Figueiras, 2007
. 17 0,329 .
Espirito Santo 18 0.231 Silva et al., 2011
., 16 0,260 .
Goias 17 0.236 Vieira et al., 2013
Indigenas da 16 0,509
Amazonia 17 0,252 Manta et al., 2012
(Terenas)
ltalia 17 0,286 Brisighelli et al.,
16 0,237 2009
, . 18 0,296
Leste da Malasia 17 0.292 Kee et al., 2011
Macana 16 0,326 Francez et al.,
P 17 0,257 2011
Mato Grosso do 16 0,301 FIGUEIREDO,
Sul 17 0,263 2007
México 16 0,357 Luna-Vazquez et
17 0,293 al., 2005
- 17 0,215 Andreini et al.,
Norte da Italia 18 0.215 2007
. . 17 0,250
Rio de Janeiro 16 0.234 Aranha, 2012
Sio Paulo 16 0,262 Fridman et al.,
17 0,248 2008
17 0,289 .
Sul da Espanha 16 0.280 Gaibar et al., 2010
- 17 0,283 Andreini et al.,
Sul da Italia 18 0.203 2007
. 16 0,269 .
Tibete (Changdu) 17 0.250 Longli et al., 2007
. 17 0,258 .
Tibete (Naqu) 16 0.252 Longli et al., 2007
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D2S1338
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
Paraiba 17 0,203 Populagéo
20 0,124 Estudada
Centro de 17 0,273
Portugal 20 0,147 Lopes et al., 2009
China (Qinghai) %g gﬁg Deng et al., 2011
Espanha 17 0,276 Camacho, Benito,
P 20 0,160 Figueiras, 2007
Mato Grosso do 17 0,201 FIGUEIREDO,
Sul 19 0,137 2007
Meéxico 19 0,269 Luna-Vazquez et
23 0,178 al., 2005
Rio de Janeiro i; 812; Aranha, 2012
Si0 Paulo 13 0,234 Fridman et al.,
17 0,208 2008
Sul da Espanha %(7) 8?(738 Gaibar et al., 2010
Tibete (Changdu) ig 8322 Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) ;g 8i2§ Longli et al., 2007
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D18S51
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
Paraiba 14 0,163 Populacédo
15 0,147 Estudada
Centro de 14 0,150
Portugal 15 0,149 Lopes et al., 2009
. . . 14 0,220
China (Qinghai) 13 0.199 Deng et al., 2011
Espanha 14 0,166 Camacho, Benito,
P 15 0,168 Figueiras, 2007
. 16 0,231 ]
Espirito Santo 15 0.152 Silva et al., 2011
., 16 0,140 ..
Goias 15 0.136 Vieira et al., 2013
Indigenas da 14 0,278
Amazonia 17 0,183 Manta et al., 2012
(Terenas)
ltalia 14 0,171 Brisighelli et al.,
13 0,154 2009
, . 15 0,334
Leste da Malasia 14 0.292 Kee et al., 2011
Macana 15 0,180 Francez et al.,
P 14 0,174 2011
Mato Grosso do 14 0,177 FIGUEIREDO,
Sul 15 0,144 2007
México 14 0,169 Luna-Vazquez et
17 0,167 al., 2005
- 13 0,165 Andreini et al.,
Norte da Italia 1 0.151 2007
. . 15 0,170
Rio de Janeiro 16 0.156 Aranha, 2012
Sio Paulo 12 0,336 Fridman et al.,
13 0,203 2008
12 0,167 )
Sul da Espanha 17 0.150 Gaibar et al., 2010
- 14 0,193 Andreini et al.,
Sul da Italia 12 0.167 2007
. 13 0,329 .
Tibete (Changdu) 16 0.166 Longli et al., 2007
) 13 0,240 .
Tibete (Naqu) 15 0.165 Longli et al., 2007
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THO1
x Alelos mais A A .
Populacdo Frequentes Frequéncia Referéncia
. 7 0,165 Populagéo
Paraiba 9,3 0,216 Estudada
Centro de 9.3 0,328
Portugal 5 0.210 Lopes et al., 2009
China (Qinghai) 3 8;’22 Deng et al., 2011
Espanha 9.3 0,261 Camacho, Benito,
P 9 0,215 Figueiras, 2007
Espirito Santo 973 82;8 Silva et al., 2011
Goiéas g gggs Vieira et al., 2013
Indigenas da 7 0,487
Amazdnia Manta et al., 2012
(Terenas) 6 0,043
ltalia 6 0,269 Brisighelli et al.,
9 0,222 2009
Leste da Malasia 3 gggg Kee et al., 2011
Macana 7 0,289 Francez et al.,
P 6 0,272 2011
Mato Grosso do 7 0,274 FIGUEIREDO,
Sul 9.3 0,230 2007
México 7 0,378 Luna-Vazquez et
6 0,276 al., 2005
Rio de Janeiro ; 8?8; Aranha, 2012
Sio Paulo 12 0,325 Fridman et al.,
7 0,244 2008
Sul da Espanha 993 833 Gaibar et al., 2010
Tibete (Changdu) 3 82;"3 Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) g 8233 Longli et al., 2007
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CSF1PO
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
Paraiba 12 0,329 Populagéo
11 0,303 Estudada
Centro de 11 0,334
Portugal 12 0,325 Lopes et al., 2009
. . . 12 0,385
China (Qinghai) 11 0.241 Deng et al., 2011
Espanha 11 0,330 Camacho, Benito,
P 12 0,326 Figueiras, 2007
. 10,11 0,329 .
Espirito Santo 12 0.237 Silva et al., 2011
., 12 0,280 .
Goias 11 0.265 Vieira et al., 2013
Indigenas da 12 0,312
Amazonia 10 0,284 Manta et al., 2012
(Terenas)
ltalia 12 0,325 Brisighelli et al.,
11 0,317 2009
L - 12 0,412
Leste da Malasia 11 0.308 Kee et al., 2011
Macana 12 0,323 Francez et al.,
P 11,10 0,272 2011
Mato Grosso do 12 0,350 FIGUEIREDO,
Sul 11 0,281 2007
México 12 0,365 Luna-Vazquez et
10 0,287 al., 2005
. . 12 0,312
Rio de Janeiro 11 0.276 Aranha, 2012
Sio Paulo 11 0,275 Fridman et al.,
10 0,269 2008
11 0,361 .
Sul da Espanha 10 0.278 Gaibar et al., 2010
. 12 0,359 .
Tibete (Changdu) 10 0.294 Longli et al., 2007
) 12 0,382 .
Tibete (Naqu) 10 0.274 Longli et al., 2007
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D7S820
Populacédo Alelos Frequéncia Referéncia
Paraiba 10 0,276 Populacédo
11 0,241 Estudada
Centro de 10 0,271
Portugal 12 0,207 Lopes et al., 2009
. . . 10 0,301
China (Qinghai) 1 0.232 Deng et al., 2011
Espanha 10 0,295 Camacho, Benito,
P 11 0,184 Figueiras, 2007
. 10,11 0,256 .
Espirito Santo 3 0.164 Silva et al., 2011
., 10 0,249 .
Goias 11 0.277 Vieira et al., 2013
Indigenas da 11 0,332
Amazonia 12 0,189 Manta et al., 2012
(Terenas)
ltalia 10 0,300 Brisighelli et al.,
11 0,234 2009
L . 11 0,539
Leste da Malasia 3 0.166 Kee et al., 2011
Macana 10 0,259 Francez et al.,
P 11 0,270 2011
Mato Grosso do 10 0,268 FIGUEIREDO,
Sul 11 0,254 2007
México 11 0,338 Luna-Vazquez et
12 0,247 al., 2005
- 10 0,248 Andreini et al.,
Norte da Italia 11 0.233 2007
. . 10 0,300
Rio de Janeiro 11 0.209 Aranha, 2012
Sio Paulo 12 0,310 Fridman et al.,
10 0,291 2008
11 0,272 .
Sul da Espanha 1 0.189 Gaibar et al., 2010
sul da Italia 10,11 0,256 Andreini et al.,
12 0,166 2007
. 11 0,326 .
Tibete (Changdu) 12 0.294 Longli et al., 2007
. 11 0,365 .
Tibete (Naqu) 12 0.220 Longli et al., 2007
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D13S317
N Alelos mais o ..
Populacdo Frequentes Frequéncia Referéncia
. 12 0,310 Populagéo
Paraiba 11 0,296 Estudada
Centro de 11 0,361
Portugal 1 0.243 Lopes et al., 2009
China (Qinghai) 181 8322 Deng et al., 2011
Espanha 12 0,298 Camacho, Benito,
P 11 0,294 Figueiras, 2007
Espirito Santo ﬁ ggig Silva et al., 2011
., 11 0,297 ..
Goias 12 0.274 Vieira et al., 2013
Indigenas da 10.2 0,261
Amazonia Manta et al., 2012
12 0,243 '
(Terenas) ’
ltalia 11 0,300 Brisighelli et al.,
12 0,299 2009
, 12 0,275 Francez et al.,
Macapa 11 0,249 2011
Mato Grosso do 12 0,290 FIGUEIREDO,
Sul 11 0,265 2007
Meéxico 9 0,260 Luna-Vazquez et
12 0,202 al., 2005
- 11 0,279 Andreini et al.,
Norte da Italia 1 0.249 2007
Rio de Janeiro ﬁ 82‘32 Aranha, 2012
Sio Paulo 11 0,279 Fridman et al.,
12 0,249 2008
Sul da Espanha 12 gggg Gaibar et al., 2010
- 12 0,323 Andreini et al.,
Sul da Italia 11 0.276 2007
Tibete (Changdu) 181 8;?;‘ Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) 181 8;83 Longli et al., 2007
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D5S818
N Alelos mais o ..
Populacdo Frequentes Frequéncia Referéncia
. 11,12 0,337 Populagéo
Paraiba 13 0,159 Estudada
Centro de 12 0,379
Portugal 11 0.354 Lopes et al., 2009
China (Qinghai) i% 8221 Deng et al., 2011
Espanha 12 0,379 Camacho, Benito,
P 11 0,364 Figueiras, 2007
Espirito Santo ﬁ gggg Silva et al., 2011
., 12 0,345 ..
Goias 11 0.329 Vieira et al., 2013
1talia 12 0,382 Brisighelli et al.,
11 0,272 2009
Leste da Maléasia 13 8222 Kee et al., 2011
Macapé 11 0,345 Francez et al.,
P 12 0,316 2011
Mato Grosso do 11 0,353 FIGUEIREDO,
Sul 12 0,330 2007
México 11 0,502 Luna-Vazquez et
12 0,213 al., 2005
Norte da Italia ﬁ gggg Andr;|0r1(;7et al.,
Rio de Janeiro ﬁ gggg Aranha, 2012
Sio Paulo 11 0,307 Fridman et al.,
u 10 0,057 2008
Sul da Espanha ﬁ 8222 Gaibar et al., 2010
sul da Itdlia E 8222 A”dr%‘(;ft al.,
Tibete (Changdu) 13 8%? Longli et al., 2007
Tibete (Naqu) g ggég Longli et al., 2007
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