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RESUMO

BRITO, Felipe Carlos de AraujAvaliagdo do poteneal uso de swabs de bexiga
urindria na identificacdo humana de corpos carbonizados e putrefatos para
aplicacdo em identificagdo de vitnas de desastres de mass2017.105 f. Dissertagcéo
(Mestrado em Biologia Molecular e Celular). Universidade Federabktidg do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 2017.

A identificacdo dos cadaveres em desastres de massa € um processo complexo, que
envolve, além dos procedimentos méeiegais, questdes sociais e humanitarddésm

da necessidade devestigacédo civil @u criminal. Em desastres com grande nimero de
vitimas, alguns cadaveres podem ficar exg@atum ambiente severo porshiai meses.

As condi¢cdes ambientais em um desastre de massa muitas vezes resultam em severa
fragmentacdo, decomposicdo e mistura destos das vitimastornando dificil a
identificacdo através dos meétodos tradicionais. Esta € a razao pela qual o exame de DNA
tornouse essencial e particularmente Util para a identificacéo de vitimas em desastres ou
guaisquer casos forensd®or estar priegida internamente, a localizacdo da bexiga
urinaria reduz a possibilidade do DNA se degradar facilmente, resolvendo os problemas
relacionadosscondi¢cdes ambientais inerentes a um desastre de Esigstabalho teve

por objetivo padronizar o uso deabsda mucosala bexiga urinaria como fonte de DNA

para identificacdo de cadaveres humapasefatose carbonizadogor técnicas de
Genética Forense. O DNAad amostras foi extraido utilizandos onétods PCI e
Chelex®; quantificado pelo método da PCR emgpo real e submetido a amplificacéo

com o kit de identificacdo humaRowerPlex® Fusion System (Promega Corporation)
para amplificacdo simultanea d&3 loci genéticos mais o marcador de género
amelogenina.Os resultados deste estudaostram que entre amb metodologias
utilizadas para a extracdo do DNA, o métdol apreserdu um alto rendimento em
relacdo ao minimo aceitavel para a amplificacdo, enquebelex® emborando tendo

um alto rendimento ainda possilolit obter quantidades significativas @NA para
amplificacéo Isto posto, 0 uso dewabsda mucosa da bexiga urinaria provou ser uma
fonte viavel de DNA para identificacdo humana, pois além de apresentarem resultados
reprodutiveis e confiaveis, este tipo de amostra permite uma reducdo dgigaifica

tempo e no custo necessarios para analise.

Palavraschave: Bexiga urinaria, ldentificacdo humana, SvAl,, Genética forense



ABSTRACT

BRITO, Felipe Carlos de Arauj&valuation of the potential use of urinary bladder
swabs in the human identifcation of carbonized and rotting bodies for application

in Disaster Victims' Identification. 2017. 105 p. Dissertdon (Master Science in
Molecular and Cellular Biology Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ, 2017.

The identification of corpses in mass disasters is a complex prabassvolves,
in addition to medical and legal procedures, social and humanitarian issues, as well as the
need for civiland / or criminal investigatiomn disasters with large numbers of calties,
some corpses may be exposed to a harsh environment farradagaths.Environmental
conditions in a mass disaster often result in severe fragmentation, decomposition and
mixing of the remains of the victims, making identification difficult throwigtditional
methods. This is the reason why DNA testing has become essential and particularly useful
for the identification of victims irdisasters or any forensic cas&ke urinary bladder
location reduce the possibility of DNdegrading easiljpecausdt is internally protected,
solving problems related to the environmental coodgiinherent in a mass disasféne
objective of this study was to standardize the use of urinary blada@drsas a source of
DNA for the identification ofottenand carbaizedhuman cadavers by Forensic Genetic
techniquesThe DNA of the samples was extracted usingRi¢and the Chelex® resin
method; quantified by the reime PCR method and subjected to amplification with the
PowerPlex® Fusion System (Promega Corpomgtihuman identification kit for
simultaneous amplification of 23 genetic loci plus the genomic marker amelogégin.
results of this study show that between the two methodologies used for DNA extraction,
the PCI method presented a high yield in relatimnthe minimum acceptable for the
amplification, while Chele®, although not having a high yield, still allowed obtaining
significant amounts of DNA for amplification. The use of bladder swabkprovento be
a viable source of DNA for human identificaticsince besides reproducible and reliable
results, this type of sample allows a significant reduction in the time and cost required for

analysis.

Key words: Urinary bladder, Human identification, Swal,|, Forensic genetics.



1. INTRODUCAO

Diante de umaaiedadetodas as pessoas precisam ter uma identificacdo que
possibilite a preservagéo e o acesgtiraitos fundamentaidais como a liberdade e a
dignidade. A identificagdo surgiu como referencial de conhecimento do individuo, ou
seja, ser conhecidoreconhecido por toda sociedade, nacional e internag®aradoum
importante instrumento de que se utiliza para a aplicacao dos direitos individuais e sociais
(Manual do Departamento da Policia Fede2@04).

Séo diversos os atributos que tornam alguguali apenas a si propri@om
excecao de gémeos monozigotictzss como impressdes digitaarcada dentaria até
mesmoo DNA. A identificacdo é caracterizada pelo uso de técnicas e meios propicios
para se chegar a identidade, tendo a finalidade dendeéeruma individualidade que a
fazem diferente de todas as outras e igual apenas a si niegamgga(2008).

Segunddraujo ePasqual(2006), dentre os primeiros processos de identificacéo,
civil e criminal, até os atuais podemos destagarome,astatuagensasfotografias,a

arcada dentéariasimpressoes digitais e tambénDblA.

1.1.IDENTIFICACAO POR DNA

O DNA, acido desoxirribonucleicfigura 1), é responsavel por armazenar todas
as informacdes genéticas que definem as caracteristicas de cadarargéarasE unma
macranolécula compostapor partes menores denominadas nucleotideos, estes sao
formados por um grupdrifosfato, um acucar chamado desoxirribose e uma base
nitrogenada, que pode ser aden{, guanina(G), citosina(C) ou timina (T). Os
nudeotideos seinemem uma cadeiatravés de uma ligac@wmvalenteconhecida como
ligacdo fosfodiéterque ocorre entre a hidroxila de um nucleotideo com o grupamento
trifosfato de outro nucleotideo, formando uma fita simples de DNA. As bases
nitrogenadas tabém se unem através de uma ligaftdoa conhecida como pontes de
hidrogénio,onde adenina sempre se ligara com timina e guanina sempre com citosina,
exceto em casos de mutacdes, formando assim a dupla fita de DNA, que possui formato
de hélice e cadeias@paralelascomo consequéncia estereoquimica da forma como as

bases nitrogenadas se emparelharat@dhet al, 2004).As varias combinacdes desses



nucleotideos produzem as diversas diferencas biolégicas entre os seres humanos e todas
as criaturas vivagGriffiths, 2009).

pares de base

pares de base

______

Iig\agéo de

hidrogénio
— )
L
-
’— o

-ﬁ ® fosfato pp mmp bases
o nitroge-
- 4 { Jagicar [E= =l pnadas

Figural: Porcdo de uma cadeia polinucleotidea de DNA, mostrando a ligacatidstgfioque

conecta os nucleotideos e o pareamento das bases nitrogenadas, onde Adenina se liga com
Timina, e Guanina se liga comitina através de ligacbes de hidrogénio, (fonte:
Encyclopaedia Britanniganc).

A identificacdo poDNA foi descrita pela primeira vez pelo geneticiSinAlec
Jeffreys (1985), a técnica é conhecida hoje como "DNA fingerprinting" ou "tipagem de
DNA". Jeffreys descobriu um conjunto de marcadores genéticos chamados minissatélites
com um numero variavel de repeticées em série (VNTRariable Number of Tandem
Repeaty que sdo altamente especificos para um individuo. Os VNTRs sao regifes
altamente polimdicas d DNA compostas por um conjunto de séagias repetitivas em
um local definido naenoma muito util paradiferenciar membros de uma populacgéo.
Esta exclusividadese dapela combinacdo do DNA dos progenitores e tampéia
processo de recombina¢a@nica, que proporciona um alto grau de variabilidade entre os
organismos vivos @adela 2006).Atualmente, outros polimorfismos sdo conhecidos e

utilizados na identificacdo de pessdass como STR, SNP, mtDNA, entre outros



Em 1983, Kary Mullis e colairadores desenvolveram a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reactioh Reacdo em Cadeia de Polimerase), permitindo que
pequenas quantidades de DNA fossem amplificadas, de maneifi@gprentos muito
curtos de DNApudessem ser utilizados (Moretti al, 2003 Tamaki e Jeffreys, 2005).

Essa técnica usa a mesma enzima que participa da replicagcdo do material genético nas
células a DNA polimerase. Atualmente, a DNA polimerase utilizada nas reacdes de PCR
€ a Tag DNA Polimerase, uma enzima termoestavel derivadbadtériaThermus
aquaticus A temperatura 6tima de atividade da Taq é d808C, com uma meigida
superior a 2 horas a 92,5 °C, 40 minutos a 95 °C e 9 minutos a 97,5 °C, podendo replicar
uma cadeia de 1000 pares de bases de DNA em menos de 10 segr@2dqs(Lawyer

et al. 1993).Essa enzima sintetiza uma sequéncia complementar de d¥<¥éde que um
pequeno fragmentaiciador ouprimer, ja esteja pareado a uma das cadezd3NIA na
regidoescolhicpara o inicio da sintesMqllis, 1990. Um primer € uma cadeia curta de

RNA ou DNA (geralmente cerca de -2 bases) que serve como ponto de partida para a
sintese de DN. A técnica @ PCR tem muitos beneficios, sendeoucial para a
comunidade cientifica e judiciaria na revelacdo dos perfis genéticosiritrigluos

(Silva e Queiroz, 2011)

A evolucdo no campo da identidade (civel e criminal) se destacou a partir do
estudo do genoma humano. O avanco das técnicas de DNA contribuiu para um novo
campo da criminalisticé a Genética Forense que passou a alsdr 0s vestigios
humanos com o uso de marcadores genéticos e polimorfismos do DNA que sédo de
utilidade forenseBonaccorsp2005;Souzg 2011).

O que torna a andlise genética importante € sua capacdigatisecriminar e
individualizar pessoas, geover aalgumentos para a comprovacaocd@pabilidadeou de
inocéncia de um individuo, assim coraestabelecer uma conexao irrefutavel entre a
pessoa sua presenca ha cena do crime, tornandoa ferramenta indispensavel na area
forense, e sendo aceita rotineiraante em processos judiciais em todo o mundo
(Thompson 2012; Machadg 2016)

1.1.1.MARCADORES GENETICOS

E considerado um marcador genético qualquer variacdo na sequéncia do DNA de

um ser vivo que o tirenciade outro individuo ou grupo de individuos, ou qeemita



a identificacdo de uma caracteristica especifica prépria a essaiser, @09).Varios
marcadoregenéticos podem ser utilizademanalisedorenses, tais comminissatélites
ou VNTRs,microssatélites ou STRs, madores balélicos como os SRg e também o
DNA mitocondrial(mtDNA).

1.1.1.1.VNTRs- Variable Number of Tandem Repeats

VNTR referese a um nimero variavel de repeticbes em série, consiste em uma
fracdo repetida de DNA denominadas minissatétitesepeticdo em tandem de namero
variavel (VNTRT fivariablenumber of tandemrepeaty . Os VNTRs exi bem
variabilidade e sdo constituidos de 9 a 100 pares de bases repetidos sequencialmente em
loci cromossGmicog(Figura 1) As primeiras sequéncias VNTR descritas tiveram
aplicacdo imediataanarea forense, assim como no auxilio ao mapeamento do genoma
humano(Goes, 2005)Para a analise dos marcadores VNTR é utilizada a técnica RFLP
(Polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo, do ing¥striction
fragment length polymorphigm)De modo geral, os VNTRs apresentam probabilidades
de paternidade/maternidadatisfatériascom utilizacdo de poucas sondas. indices t&o
elevados séo decorrentes da alta variabilidadedl®NTR (Morling e Hansen, 1993)

Como desvantagem, o VNTR requel® integro e em grande quantidade ((BID ng),
tornando praticamente inviavel a tipagem de amostras biolégicas antigas, degradadas ou
com pouca quantidade de DNBudowle et al, 1991) Atualmente, a metodologia é

pouco utilizada em investigacdes genéticas

1.1.1.2.STRsi Short Tandem Repeats

Dentre os marcadores genéticos mais utilizados atualmente narérese festao
0sS microssatélitesambém conhecidos pela sua sigla em in§€Rs - Short Tandem
Repeatsem portugués, repeticdes de sequéncias simplepeticies curtas etandem
Os marcadores STRs correspondem a 3% do genoma hurestdo espalhados por todo
0 genomaocorrendo, em média, a cada Q00 nucleotideo&utler, 2005) Os STRs séo
sequéncias gendmicas formadas por repeticdes de 2 a 5 paaesed, e o polimorfismo
€ baseado no numero dessas repetifiigsa 2). Devidoaopequeno tamanho dos alelos

STR aproximadamente 10400pb, em comparacdo com os aletomissatélited/ NTR,

u



aproximadamentd00-1000 pb, os marcadores STB®rnaramse mehores candidatos
para uso em aplicagfes forenses onde o DNA degradado é d@utlen, 2005) Esta
caracteristica permite que amostras qmuca quantidade de DNA, ou apresentando
certograu de degradacao, possamas@lisadasom auxilio da técnica dedR (Butler,
2005; Jarne e Lagoda, 1998) analise automatizada de regides STR é a metodologia
mais aceitapela maioria ds paises para identificacdo de individuos e tipagem de
criminosos devido a rapidez, acuidade e alto poder de discrimidacdoentalaanalise

de multiplas regides STRBudowlee VanDaal 2008 Marting 2008).

Na década de 1990, o FBI lancou um esforco nacional de ciéncia forense para
estabelecdoci STRs para inclusédo no banco de dados nacional conhecido como CODIS
(Sistema Combiado de indices de DNA, do inglé@Spmbined DNA Index Systpoue
iniciou com 13loci STRs Essesistemamistura a ciéncia forense e a tecnologia de
computador em uma ferramenta para ligar crimes violentos. Ele permite que laboratérios
forenses federais, tegluais e locais troquem e comparem perfis de DNA eletronicamente,
relacionando assim crimes violentos em série entre si e com criminosos conlassidos
como também ajuda a identificar pessoas desaparecidas e nao ident{fi&adiaso,
2014;Hares, 20%). Atualmentemais de 50 paises usam o software CODIS para suas
préprias iniciativas de banco de dados, incluindo o Brasil.2017 oCODIS ganhou
mais setéoci STRpossuindo no totaPOloci STR, séo eles, CSF1PO, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13%3, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 elD22 Essedoci
sdo reconhecidos nacional e internacionalmente como o padrdo para a identificacao
humanaFBI, 2017).

O estudo deamnicrossatélitesaumentou consideravelmentem a introducédo de
sistemas de amplificacdo simultanea (multiplex) que permitem obter informacédo de
variosloci numa unica reagd diminuindo o tempo de estudaeagentes. Deste modo,
constitui um consideravel avanco no amhi Genética e Biologia Forense (Silva e
Queiroz, 2011)
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Figura2: Esquema de marcadores minissatélites (VNTR) e microssatélites (STR) dOBNA.
primers de PCR séo idealizados pdigaremse asregides flanqueadoras invariasit®©
numero de repeticbes em tandem nas regides de repeticdo varia entre individuos-tsrnando
marcadores Uteis para a identificacdo hum@kdaptadode Butler, 2005)

1.1.1.3.SNP7 Single Nucleotide Polymorphism

SNPs s¢ingle nucleotide polymorphismau, em pauugués, polimorfismo de
nucleotideo Unico) sdo substituicdes, insercdes ou delecdes de bases que ocorrem em
posicdes Unicas no genoma hum@figura3). Aproximadamente 85% das variacées do
genoma sdo baseadas em SNPs, o que os torna util para a idéatifreanana.
Entretanto, a maioria dos SNP saalglicos, tornandms menos informativgsara testes
de identidade quando comparados doom STR. Além disso, um grande numeie
SNPs em tornol00loci, sdo necessarios para fornecer poder discriminagafioiente
para uma identificacdo positiva ditima (Budowle,Bieber, & Eisenberg2005 Butler,

2005.



GACT W GATT H GACT GACT

GACT W GACT H GACT GACT

GACT W GAAT H GACT GACT
SNPs

Figura 3: Esquema de polimorfismos de nucleotideos Un@®.SNPs sao
abundantes no genoma humano e como tal, estaosssdios tanto para estudos
de doencas genéticas como para identificacdes for€Asgsivo pessoal)

1.1.1.4Y-STR e ¥-SNP

Localizados no cromossomo Y, 0sSTR e Y-SNP possuem diversas aplicacbes
no ambito forense, tais como em investigacdes de pessoas dadapacernes sexuais,
testes de paternidade, investigacdes historicas e genealogia genética. Essas aplicacdes se
devem ao fato dgue a maioria dos cromossomo® Yassada de pai para filhomem
sem alteracog&xceto em casos de mutaganglicando umaihhagen patrilinea comum
(Butler, 20(B).

1.1.1.5.DNA MITOCONDRIAL

O DNA mitocondrial (mtDNA) localizase na matriz mitocondrial como um
genoma pequeno de, aproximadamente, 16.569 pb na forma diFégiaa 3) Segundo
Steffens (1998)a analise do mtDNA é untacnica excelente para usar na obtencéo de
informacdes nos casos em que a analise do DNA nuclear ndo ¢ piiga teste de
MtDNA pode serealizado endiversos tipos de amostras, as quais incluem manchas
altamente degradadas, 0ssos, saliva, unhas ddigabelo. Uma vantagem do mtDNA é
gue este possui uma heranca matrilinea. Sendo assim, mesmo parentes maternos distantes
podem fornecer uma amostra de referéncia comparativa. Atualmente, o teste de mtDNA
envolve o sequenciamento de duas regides hipavess (HV1 e HV2) na regido de
controle ndo codificante do mtDN@igura4). Estas regides sdo altamente variaveis na
populacdo devido altataxa evolutiva do DNA mitocondrialAf\dersonet al 1981;
Machado 2016).
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Figura 4: Esquema mostrando o genoma circular do DNA mitocondBalcadeia pesada&
representada pela linha externa e contém um maior nimersidieaeCG do que a cadeia leve. As
regibes de 37 genes ®RNA e de codificacaale proténa estdabreviadas em torno dotDNA

proximo da cadeia a partir da qusfio sintetizadasA maioria das andlises forenses de mtDNA
examinaatualmente apenas HV1 e HV2 na regido ndo codificante ou no anel de deslocamento
mostrado no topo da figurdevido a insercdes e dele¢cdes que terisem torno do nNA,
individuos diferentes nem sempre eewpossuir 1669 ph (Adaptado de Butler, 2005)

1.1.1.6.Mini-STR

Os miniSTR sédoci cujos pares dmiciadoresforam redesenhados de forma a
gerar produtos de PCR menores, isto €, menor nimero de getgaseg¢Figurab).
Comumente, considerase miniSTRsloci cujos produtos de PCR se localizem em uma
faixa alélica inferior a 200piButler, Shene Mccord 2003) Diversosestudos tém
demonstrado o sucesso na anals®NA degradado proveniente deakises em massa
ou evidéncias forenses carutilizacdo daniniSTRs (Schneidegt al, 2004 Chung,et
al., 2004;Grubwiesetrt al.,, 2006).
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Primer STR convencional (produto de PCR grande)

i TS
=) s & &=
, Il I =
Seis repeticoes de tetranucleotideos
N A

Primer Mini-STR (produto de PCR pequeno)

Figura5: Um exemplo d@rimer Mini-STR comparado commimer STR convencionalOsprimers
Mini-STR (setas menoresgo adjacentes as repeticbes de seis nucleotideos produzindo um produto
de PCR menorem comparacdo com @simers STR convencionai¢setas maiores), (Adaptado de
Butler, 2005).

1.2.DVI E A ANALISE GENETICA PARA IDENTIFICACAO HUMANA

De acordo com o Manual da Interpol para Identificacdo de Vitimas de Desastres
de Massa (2009), desastre é um evento inesperado causando a morte ou ferimentos a
muitas pessoas. Pode ser classificado como um evento dbarto grande evento
catastrofico,que resulta na morte de um numero desconhecidos de individuos, sendo
dificil obter informacdes sobre o namero real de vitimas apostipstede evento
(Funabashet al., 2009); &l cenario frequentemente ocorre em catastrofes naturais (Figura
6); ou um evato fechadoi evento catastréfico, que resulta na morte de um namero
conhecido de individuos, taomo ocorre enuma queda de aeronave com lista de
passageiros (Figurd). Combinacdes destes dois eventos também sdo possiveis, por

exemplo, acidente devidoem uma area residenc{#hterpol, 2009.
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Figura6: Imagem de navio em meio a destrocos em Tacloban, cidade das Filipinas afetada pela
passagem do tufdo Haiyan, em 2013. Fonte: G1 (Foto: Erik de Castro/Reuters)

A identificacd® dos cadaveres em desastres de massa € um processo complexo,
gue envolve, além dos procedimentos médigais, questdesciais e humanitariaslo
processo de identificacdo é fundamental a obtengdadbs e informacdestemortem
epost mortendlas vitmas, incluindo a coleta das impressdes digisaigpssivel, o exame
odontoldgico a coleta de material biologico para exame de DNA e outros dados
relevantes. A comparacéo das informacdes com as evidéncias é que possibilitara a efetiva

identificacdo. Benfica & Vaz [s.d.]; Biancalana, 2019nterpo| 2009.

Figura7: Equipes de resgate trabalham nos destro¢os do avido que transportava a delegacao
da Chapecoense para a Coldmbia e caiu perto de Medelin. Fonte: G1 (Colombial Natio
Police/via AB.
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Em desastres com grande numero de vitimas, alguns cadaveres podem ficar
expostos a um ambiente severo gdias e atémeses. As condicbes ambientais em um
desastre de massa muitas vezes resultam em severa fragmentacdo, decomposicdo e
mistura dos restos das vitimas. Nessas situacfes,-gernidficil a identificacdo das
vitimas através dos métodos tradicionais de identificacdo baseados nas caracteristicas
antropoldgicas e fisicgslartmanet al, 2011; Lessig e Rothschild, 2012)iado a esses
fatores, a longa exposi¢cdo ambiental do DNA faz com que este seja degradado através de
uma variedade de mecanismos incluindo processos enzimaticos e quimicos, o que
dificulta ainda mais o processo de identificacdo por andlise de DNA (Butler, F3G20).
€ a razao pela qual o exame de DNA toreelessenciad particularmente Utparaa
identificacdo de vitimas em desastres ou quaisquer casos fo(énsist k ieeali c z
2012.

Diversos tipos de amostras biologicas podem servir como fonte de DNA para
analises genéticas, tais como tecidos moles, 0ssos, dentes, cabelos, saliva, urina, entre
outros fluidos Koch e Andrade, 200®ecorte 2010Q. Todavia, fatoes como estado de
conservacao do cadaver, condicdes ambientais e outros relativos a natureza do evento
podem prejudicar rigorosamente a qualidade do material genético obtido. Tentando
contornar estes problemas, a Sociedade Internacional de Genéticae ROBHG i
International Society for Forensic Genediesa hterpol(2009) recomendam que diversas
amostras bioldgicas distintas sejam coletadas do cadaver assim que possivel, seguindo
todos os cuidados necessariossna identificacdo e conservac@®inz et al, 2007%.
Dependendo da comgdio do cadaver, o tipo de amostra areeolhida para a analise de
DNA iréa variar Normalmente2 recolhidossangugquando possivelmusculo ou ossja
gue acoletadematerial biol6gicalecadavereputrefatosu carborizadospode ser dificil
(Owenet al, 2013) Tais casos podem exigir que varios tipos de amostras sejam coletados
para analiseinclusive ambas as organiza¢fes sugerem a colet@atesda mucosa da
bexiga urinaria em cadaveres carbonizados (Tabela I).

A explicacdo para o uso da mucosa da bexiga urinéria é a semdiistotiagica
desta com a mucosa ofhl et al, 2010; Filipast al, 1999),queéfrequentemente usada
em casos forenses como amostras de referé8eian & Stimson, 2010)Por estar
protegidh internamente, a localiza¢do da bexiga urinaria reduz a possibilidade do DNA

se degradar facilmente, resolvendo os problemas relacionados a fatores como estado de
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conservacdo do cadaver, condicdes ambientais e outros relativos a natureza do evento

ocorrido (Franca 2008 Junqueira & Carneiro, 2013

Tabelal: Tabela de coleta de amostpasst mortenpara os diferentes tipos de cadaveres.

Condigédo do corpo Amostras recomendadas

Cadaveres completos sem sinal eviden Sangue $wabou papel FTA) e
de decomposicao esfregacos bucais

Cadaveresnutiladossem sinal evidente Se disponivel: sangue e tecido muscule
de decomposicéo vermelho (~1,0 g)

Amostras de 0ss0s longos ou curtos;
ou
Dentes saudaveis (de preferéncia
Cadaveres completos em decomposi¢cé molares);
ou restosnutilados ou
Qualquer outro osso disponivel (~ 10 g
se possivel, de preferéncia 0sso cortice
com tecido denso);

Todos os exemplos listados acima e

dentes impactados ou raizes dos desge
Cadaveres severamente queimados  presente

ou

Esfregacos da bexiga.

Fonte:Interpol, 2009. Disaster Victim Identification Guide

Embora a recomendacéao exista desde 2007, apenas em 2012 foi descrito um relato
de caso no Japam qual o uso de uma amostra da nsacta bexiga urinaria atliou na
identificacdo genética de uma vitima carbonizgdieo, 2012), eem 2013 umtrabalho
de um grupo australianmue demonstrou a viabilidade de usar esfregacdsexiga
identificando vitimas carbonizadé®wenet al, 2013)

Considerando os motigoacima descritos, a padronizacdo do ussvabsde
mucosa da bexiga urinéria por exames de DNA cujalidade do material genético é
prejudicada em razdo do mau estado de conservacdo do gaodeerontribuir pra a
melhora da rotina forense (Bried d, 2015).Especialmentem casos de identificacdo de
cadaveresarbonizados, tal como ocorre em incéndios, e cadaveres putrefatos, ja que o
clima tropical do Brasil e em especial o Rio de Janeiro € um fator potencializador dos

fenbmenos de decomposicaourat do cadavefGarrido & Naia, 2014)
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Padronizar o uso davabsde mucosaa bexiga urinaria como fonte de DNA em

casos de identificacdo de cadaveres humanos por técnicas de Genética Forense;

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a viabilidade do uso davabsde mucosa da bexiga urinaria como fonte
de DNA em casos de identificacdo de cadaveres huncaniosnizados putrefabs.

Comparar astécnicas de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico e Chelex®
utilizadaspara extracdo de DNAvaliandoa quantidade absoluta de DNA extraido em
cada amostra e qual a que obtém um maior percentual de perfis @enétigpletos de
STR autossomico.

Fornecer um padrdo para a técnica de utilizacdo deste material no ambito do
Instituto de Pesquisa e Raais em Genética Forense (IPPGF) da Policia Civil do Estado
do Rio de Janeiro (PCERJ).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras bioldgicas utilizadas neste estudo foram coletadas durante necropsias
realizadas no Instituto Médico Legal Afr@nPeixoto (IMLAP) durante o més de
setembro de 2013, sendo a referida coleta feita sob a supervisdo do Perito Legista
responsavel pela necropsia e a de um Perito do Instituto de Psslsaicias em
Genética Forense (IPPGF).

Os cadaveres foram divididasm dois grupos, de acordo com seu dstede
conservacgao: putrefatégueconsiste na decomposicao fermentativa da matéria organica
por acdo dediverss bactériase alguns fendmenos dai decorrentEfgura 8) e
carbonizadogprocesso quimico de combust&eampletaquando submetidos ao calor
elevado; Figurad), sendo cada grupo composto por 10 cadav@edas as amostras
foram identificadas com o nimero da Guia de Remocéao de Cadaver (GRC), sexo, e a data

da coletaporém foram nomeadas de outra forma dewad sigilo das informacées

Figura8: Exemplo de cadaver putrefapresentandenfisema gasoso subcutan@mnte: Blog
webhorror)
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Figura9: Cadaveffeminino totalmente carbonizad@onte: Blog @ Alvaro Melo)

ApGs a necropsia foi localizada a bexiga e realizada uma incisdo para expor a
mucosagem sequéncia foi realizadzsfregacos corawabsna parte intern@Figura10).
Para cada cadaver foram coletados 4 (quatn@bsde mucosa da bexiga uéina, 0s
guais foram acondicionados secos dentro de microtubos de forma individualizada e
conservados em freezeR(°C) até o momento de sua utilizacéo.

Para amostra de referéncia, foi coletado um segmento 6sseo e/ou um fragmento
de musculo de cada ca@vambos escolhidos pelo perito legidEstas amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas em free2@tC) até o momento de sua

utilizacao.
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Figural0: Esfregaco da mucosa da bexiga urin&na cadavercarbonizado
(Fonte: acervo pessoal)

3.2.EXTRACAO DO DNA

3.2.1.AMOSTRAS DE OSSO

As amostras de ossos foram extraidas pelo método organico, também referida
como extracdo por Fenol:Cloroférmfdcool Isoamilico (PCl) conforme descrito por
Butler (2009). Os segmentos Osseosafio limpos e cortados em segmentos de
aproximadamente, 1 cm3 com o auxilio de uma microrretifica e pulverizadés50o
Freezer/Mill(Spex Certiprep, Metuchen, EUA). Cerca de 1,59 a 2g de p6 de osso foram
incubados com 3 ml de Tampéao de Incubacao-H@s10mMiT NaCl 100mMi EDTA
10mM1 SDS 2%, pH 8,0), 351 de Proteinase K (20mg/ml) e #@de DTT (1mol/l)
durante a noite por aproximadamente @Bhbanhemaria a 56°C. ApGs a incubacéo, as
amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante transferido
para um microtubo de 2 ml, onde foi adicionado igual volume de

Fenol:CloroférmioAlcool Isoamilico(25:24:1). A separacio das fases organica e aquosa


http://www.spexcsp.com/spex-dataentry/Catalogues/SamplePrep/SamplePrepProduct.aspx?chapterid=4&productid=1&pagenumber=71&page=p
http://www.spexcsp.com/spex-dataentry/Catalogues/SamplePrep/SamplePrepProduct.aspx?chapterid=4&productid=1&pagenumber=71&page=p
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foi realizada por centrifugagéo a 10.000 rpm por 5 minu&osentrifuga HT MCE200Q

A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, a qual foram adicionados 10% do
volume obtido @ NaCl (5mol/L) e 2x o volume obtido de etanol absoluto, seguida de
uma incubacéo por 2 horas2®°C para a precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a AaCcentrifugaEppendorf
Centrifuge 5804 RHambug, Alemanhak o sobrenadante descarta@ol adicionadadl

ml de etanol 70% gelado @oecipitadg seguido de uma segunda centrifugacéo a 10.000
rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
centrifugadas no concentradeppen d o r f  Co n ¢ e r(Hamkaug,AAlemab@d0 1 E
45°C por tempo variavel para evaporacao do etanol. O DNA obtido foi ressuspenso em
30m de Tampé&o TETris-HCI 10mMi EDTA 0,1mM, pH 8,0) e mantido-20°C até o

momento de uso.

3.2.2.AMOSTRAS DE MUSCULO

Assim cano as amostras de 0ssosamostras de musculos foraxtraidas pelo
métodoPCl conforme descrito por Butler (2009). As amostras de musculo (cerca de 200
mg) foram incubadas com 300 pl de Tampao de extracdo-HTisLOmM i NaCl
100mM i EDTA 10mM i SDS 1% pH 8,0) e 24 ul de Proteinase K (20mg/ml),
homogeneizadas e incubadas em banhoa a 56°C por 2 horas. Apés a incubacao, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 mimaaentrifuga HT MCE2000
e 0 sobrenadante transferido para outro mitrede 1,5 ml, onde foi acrescentado igual
volume de Fenol:CloroformioAlcool Isoamilico (25:24:1). A separacdo das fases
organica e aquosa foi realizada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 miutos
centrifuga HT MCDB2000Q A fase aquosa foi transferigara um novo microtubo, a qual
foram adicionados 10% do volume obtido de NaCl (5mol/L) e 2x o volume obtido de
etanol absoluto, seguida de uma incubacéo por 2 ho23°@ para a precipitacdo do
DNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.60pap15 minutos a 4°C
na centrifugaEppendorfCentrifuge 5804 RHamburg, Alemanhag o sobrenadante
descartadoFoi adicionadol ml de etanol 70% gelado @oecipitadg seguido de uma
segunda centrifugacéo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrerfaddascartado
e as amostras foram centrifugadas no concentredompp e nd o r f Concentratc

(Hamburg, Alemanhaq 45°C por tempo variavel para evaporacdo do etanol. O DNA
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obtido foi ressuspenso em &0de Tampéo TE (Tri¢iCl 2.0mM; EDTA 0,1mM, pH

8,0) e mantido a20°C até o momento de uso.

3.2.3.AMOSTRAS DESWAB®A MUCOSA DA BEXIGA URINARIA

As amostras dswabsda mucosa da bexiga urinéria foram extraidas pelo método
PCI, e pela metodologia com a resina quelante Clgel#@0 (Bio-Rad Laboratories
Califérnia, EUA), ambas as metodologias foram empregadas conforme descrito por
Butler (2009) detalhads a seguir

3.2.3.1.EXTRACAO POR PCI

Osswabsforam incubados em 500 ul de Tampéao de extracao-FCISLOMM 1
NaCl 100mMi EDTA 10mMi SDS 1%, pH 8,0), 24 pl de Pribase K (20 mg/ml) e
48 pl de DTT (1 mol/l) em banhmaria a 56°C por 2 horas. Apos a incubacacvebs
foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutas centrifuga HT MCE2000 e o
sobrenadante transferido para outro microtubo, onde foi acrescentatioatume de
Fenol:CloroférmioAlcool Isoamilico(25:24:1). A separacéo das fases organica e aquosa
foi realizada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minmsaosentrifuga HT MCE2000,
na qual a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e fdigonados 10%
do volume obtido de NaCl (5mol/L) e 2x o volume obtido de etanol absoluto, seguida de
uma incubacéo por 2 horas2®°C para a precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a A&CcentrifugaEppendorf
Centrifuge 5804 RHamburg, Alemanhag o sobrenadante descarta@ol adicionadadl
ml de etanol 70% gelado @oecipitadg seguido de uma segunda centrifugacéo a 10.000
rom por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
centrifugadas no concentradérp p e ndor f Co n dHambum,akmanhal 3 0 1 E
45°C por tempo variavel para evaporacdo do etanol. O DNA obtido foi ressuspenso em
30 de Tampao TE (TrigiCl 10mM| EDTA 0,1mM, pH 8,0) e mantido-20°C até o

momento de s
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3.2.3.2. EXTRACAO COM RESINA QUELANTE CHELEX® 100

A extracdo do DNA por resina Che@®x.00 (Bio-Rad LaboratorigsCalifornia,
EUA) foi realizada conforme descrito por Butler (2009). A suspensao da resina foi
preparada a 5% (p/v) na véspera de sua utiliza@dswabsforam hidratados em 1 ml
de tampéao PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; R Qs 10mM; KH2PQs 1,8mM; pH 7,2),
agitados em vértex e, em seguida, o liquido foi centrifugado0®Q0pm por 7 minutos
na centrifuga HT MCE200Q Cerca de 7061 do sobrenadantiei descartado e o restante
incubado com 100 ul de suspenséao de resina Celé56°C por 30 minutos, seguido de
uma segunda incubacao em agua fervente (100°C) por 8 minutos. Apés a incubacdo em
agua fervente, as amostras foram resfriadas a temperatbrantame posteriormente

conservadas €0°C até o momento de sua utilizagéo.

3.3.QUANTIFICACAO DO DNA

A guantificacdo de DNA foi realizada pedit Investigator Quantiple§QIAGEN,
Alemanha o qual se baseia na utilizacdo de P@Racdo em cadeia da polimszado
inglés, Polimerase Chain Reactipem tempo real para amplificar de forma especifica
sequéncias presentes nos cromossomos autossor@icks. também apresenta um
controle de amplificacéo interno balancedlf®) que € usado para testar a amplificacao
e deteccéo de inibidores de PCR.

Os dados de PCR em tempo real sdo produzidos como graficos de amplificacao
em forma sigmoidal (quando se utiliza uma escala linear), em que a fluorescéncia é
representada em funcdo do nimero de ciclos. O ciclo de liwaitr (CT) serve como
uma ferramenta para o célculo da quantidade inicial de molde em cada abestea.
modo, adefinicdo de limiar dimo foi ajustada de acordo com as reacdes utilizadas para
PCR.

A quantificacdo foi realizada em duplicata no apar&btr-Gene QQIAGEN,
Alemanha) com a utilizacdo do softwaiRotor Gene Q seriggara interpretacdo dos

resultados, conforme as indica¢cdes do fabricante especificadas no manual de utilizagéo.
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3.4.AMPLIFICACAO DO DNA

As amostras de DNA ossos, musculasivals foram submetidas a amplificacéo
pelo método da PCR com emprego do sistema de identificacdo hiroaeaPlex®
Fusion SysteniPromega Corporation)

Apoés a quantificagdo do DNAgdasas amostrafbramnormalizadas atraves de
diluicbesvisando atingir umaoncentracdo final d@.5ng/ul de DNA para posterior
amplificagdo por técnica de PCRs amostras que ndo apresentaram concentracdo de
DNA suficiente entraram com quantidade maxima de DNA permitida na reacédo segundo
recomendacéao do kit.

O PowerPlex® FusioB um dosatuais kits megaplex no mercadendosensivel
o suficiente para produzir perfis STR completos a partir de apenas 100 pg dB@NA.
um sigema multiplex de 5 corantes2d loci STR para identificacdo humanacluindo
todos os 2@oci do CODIS. O sistema também inclui uotusespecificanasculinopara
identificar qualquer resultado @édelo Y nulo para &AmelogeningTabela Il) Este Kit,
ndo s6 tem uma maior sensibilidade para o DNA, mas também comténgfe estédo
abaixo de215 pares dbases axiliandona recuperacdo de DNA degradadenominados
mini-STR, sédo elesAmelogenina(ndo éum STR), D3S1358, D1S1656, D16539,
D18S51, THO1, vWA, D8S1179 e D12S3@ kit contém uma mistura princip@haster
mix) especializada capaz de superaeis mais elevados de inibidores conhecidos, tais
como hematina, acido humico e acido tar{icawsonet al, 2017;0ostdik et al, 2014.

A reacdo foi realizada de acordo com as especificacées do manual do Kit.

3.5.INTEGRIDADE DO DNA

Para verificar a integraitle dos DNAs extraidos efetuee uma analise utilizando
o kit High Sensitivity DNA (Agilent Technologies, California, EU&dnforme instrucées
do fabricante, utilizando o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Califérnia, EUA). Este ensaipermite analisar a degradacdo do Dht#avés de uma

imagem de um gel virtual, bem como obter uma estimativa de concentracdo da amostra.
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Tabelall: Localizagdo cromoss6mica dosi analisados, suas respectivas sequéncias eseoadores
fluorescentepresentes no kRowerPlex® Fusion System (Promega Corporation)

StLows ol Sewngmipeiias W
Amelogenin X p2$.1-22.3 N/A
D3S1358 3p21.31(45.557Mb) ConplexoTCTA
D1S1656 1q42(228.972Mb) ComplexoTAGA Fluorescein
D2S441 2pl14(68.214Mb) TCTA
D10S1248 10¢26.3(130.567Mb) GGAA
D13S317 13¢31.1(81.62Mb) TATC
Penta E 15¢26.2(95.175Mb) AAAGA
D16S539 16g24.1(84.944Mb) GATA
D18sS51 18g21.3359.1Mb) AGAA
D2S1338 20g35(218.705Mb) TGCC/TTCC JOE
CSF1PO 5033.1(149.436Mb) AGAT
Penta D 21q22.3(43.88Mb) AAAGA
THO1 11p15.52.149Mb) AATG
VWA 12p13.31(5.963Mb) ComplexoTCTA
D21S11 21921.1(19.476Mb) ComplexoTCTA
D7S820 7021.11(83.433mb) GATA TMR-ET
D5S818 5023.2(123.139Mb) AGAT
TPOX 2p25.3(1.472Mb) AATG
DYS391 Y TCTA
D8S1179 8(024.13(125.976Mb) ComplexoTCTA
D12S391 12p12 (12.341Mb) ComplexoAGAT/AGAC
D19S433 19912(35.109Mb) ComplexcAAGG CXR-ET
FGA 4028(155.866Mb) ComplexoTTTC
D22S1045 22012.3(35.779Mb) ATT

* Amelogenina ndo € um STR.

3.6.ELETROFORESE CAPILAR

Osprodutos amplificados foram analisados por eletroforese capikmaisador
genético 3500® (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e gerenciada utilizando o
software Data Cdlection 3500-Seriesversdo v3.1 (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA). Para a andlise das amostras, 1 pl do produto de PCR foi dilui®y5grhde
formamida HiDIE , acr es qldd padr@ioantet@Ch (PromegaCorporation)
em placas de 96 orificios\s amostras foram desnaturadas a 95°C por 3 minutos e, em

seguida, mantidas a 4°C por igual periodo antes do inicio da eletroforese capilar.
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A eletroforese capilar foi realizada de acordo com as recomendagdes feitas no
manual do kit Tabela I11).

Tabela Ill: ConfiguragBes recomendadas para eletroforese capilar utilizando o sistema de
identificagdo humana PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation).

Tipo de aplicagéo HID

Comprimento do capilar 36 cm

Polimero POR4®

Configura@es dos corante®ye Set G5 (Promega G5 spectral)

Médulo de corrida HID36_POP4(xI)

15 segundos no analisador genético 3t

Tempo de injecdo* (Applied Biosystems®)

Voltagem da injecao 1.2 kv
Voltagem da corrida 15 kv
Tempo de corrida 1.21071 1.500 Sgundos

1 0 tempo de injecéo pode ser modificado para aumentar ou diminuir a altura dos picos.

3.7.ANALISE DOSDADOS

Apoés a eletroforese, os dados obtidos foram analisados utilizasd@tveare
GeneMapper IPX (Applied Biosystems, Califoraj EUA). Foram cosiderados alelos
com altura do pico em até 100 unidades fluorescentes relativas {RR&Jative
FluorescentUnits). A figura 11 exemplifica um eletroferograma, mostrando28doci

STR, assim como o marcador de género Amelogenina utilizados em casossforens
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Figura 11: Eletroferograma obtido com a utilizacdo do RibwerPlex® Fusion System (Promega
Corporation) demostrando 023 loci STRs analisados e o marcador de género Ageeloa O eixo X
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representa os alelos do doadorag@ostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picomidiades
fluorescentes relativas (REdo inglésRelative Fluorescent Units(Fonte: Acervo pessoal).

Para uma melhor representatividade dos resultados, os perfis genéticos
provenientes das arsiwas foram classificados em trés tipos: Perfil completo, quando
apresentam picos no8 bci STRmais o marcador de género amelogeififigura 22).

Perfil parcial, quando apresentam picos entre 1d@c2@igura B). E perfil insuficiente
para analisequando apresentam picos em até@ (Figura 4).
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Figural2 Exemplo de eletroferograma corerfil completo, apresentando picos n8ddti STRmais
o0 marcador de género amelogeniffante: acervo pessoal).
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Figural3 Exemplo de eletroferograma com pepircial, apresentando picos e@ldci STRmais o
marcador de género amelogeniffégnte: acervo pessoal).
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Figural4: Exemplo de eletroferograma com peifisuficientepara analise, apresentangioos
emapenagtloci STRmais o marcador de género amelogen(Rante: acervo pessoal).

Considerando que os dados do presente trabalho ndo apresentam quantidades
suficientes para afirmar que seguem uma distribuicdo nomnetafizado, para a analise
estatistica, o teste de Kruskal Wallis com o auxilio do programa estaGstipbPad
Prism 5 DemoConsiderando estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidademagre 5% (p<0,05), seguido de

comparacdes multiplas utilizando o teste de Dunn.
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4. RESULTADOS

4.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Com o objetivo de verificar as concentracdes de DNA obtidas a partdo@os
métodos dextracdo utilizadosPCl e Chelex®foram estudada) amostras dewabs
de mucosa da bexiga urinarile cadaveres carbonizados e sMiabsde cadaveres
putrefatos, assim comeuas respectivas amostras de refer&nci@isclos e 0Ssos
(quando possiveis)lodas as amostras, excaima amostrade swab extraido com o
método Chelex®30), dos cadaveres carbonizadgsesentaram quantidades suficiente
de DNA para andlisenfais de0,5 ng/ul). Ja os corpoputrefatosapresentaramuatro
amostras dewabsextraidos com o método PQAQ) eoito de SC conguantidadebaixo
do recomendado pelo Ki,5ng/ul), como visto natabdas|V e V. Entre os métodos de
extracao utilizados, extracdo por PCI proporcionou melhor recup@&oagaconcentracéo
de DNA em ambos ofipos de cadaveres estudadesquanto ax¢racdo por Chelex®
apresentou baixa recuperacao de DNA (tabelas IV e V).

As amostras #3_SO, #8 SC e #10_SC dos cadaveres carborgsatas;omo a
amostra#9_SO dos cadaveres putrefatembora tivessa concentrages de DNA
suficiente para analise, apeesaram perfis parciais devido a provavel degradacdo do
material genéticoA amostra #8_ SO dos cadaveres putrefappesentou perfil completo
(24/241oci), mesmo tendo susoncentracado de DNA abaixo do recomendado pelo kit de
amplificacdo (0,14 ng/ul), ie se deve a provavel acdo de colocanmut de DNA
maximo permitido pelo kit de amplificacdds amostras de muasculos #3, #7, #8, #9 e
#10 dos cadaveres putrefatos utilizadas como referéncias apresentaram perfis parciais
mesmo tendo concentracdes de Ddiiciente para analise como recomendado pelo kit
de amplificacdo. Esse resultado deeea provavel degradacao do material genétisto
gue provem de cadaveres ja em estado de decomposi¢do, demonstrando que as amostras
de muasculos ndo sdo recomendadamo amostras de referéncias nesses tipos de
cadaveres. As amostras de 0ssos mostraeabastante eficientes como referéncias, visto
gue foi possivel obter perfis completos em todas as amostras, exceto uma.

Em nenhuma das amostras foi detectada a presngaibidores de PCR,
conforme a andlise do padréo interno (IPC) (dados ndo mostrAdag)ra 15 mostra a

variagdo de concentracado de DNA nos diferegtepos analisados.
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TabelalV: Dados da quantificacdo de DNA das amosteessos, musculossgviabsda mucosa da bexiga
urinariados cadaveres carbonizaaasn o emprego do kihvestigator Quantipler o tipo de perfil genético
adquirido de cada amostra.

Swabda Bexiga Swabda Bexiga

(método PCI) (método Chele®) Musculo Osso

uantificacac ' uantificacao . uantificacao . uantificacdo .
# Q (ng/ul)g Perfil Q (ng/ul)g Perfil Q (ng/pl)g Perfil Q (ng/pl)g Perfil
1 1199,1617 C 0,8390 C 81,8064 C 36,8709 C
2 942,3144 C 1,6890 C 84,1010 C 34,3494 C
3 48,5124 P 0,0006 I 141,8347 C 73,7849 C
4  109,9100 C 34,4994 C 244,2617 C 43,5187 C
5 61,3406 C 14,3902 C 113,5104 C 59,2170 C
6 209,5557 C 2,6536 C 175,7156 C *
7 549,5188 C 0,9422 C 411,3158 C 0,1201 C
8 171,8643 C 1,9989 P 69,0960 C 0,3313 C
9 62,8120 C 1,5669 C 1,9830 C 0,1657 C
10 95,023 C 2,5335 P 67,8339 C 45,4282 C

* - Nao foi possivel obter a amostra de o§seCompleto, R Parcial e } Insuficiente para andlise.

TabelaV: Dados da quantificacdo de DNA das amostras de 0ssos, musewlabsela mucosa daexiga
urinaria dos cadavergaitrefatoscom o emprego do kit Investigator Quantipkes tipo de perfil genético
adquirido de cada amostra.

Swabda Bexiga Swabda Bexiga

(métodoPCl)  (método Chele) Musculo Osso
# Quantificacac Perfi Quantifcacao Perfi Quantificacéo Perfi Quantificacao Perfi
(ng/ul) (ng/ul) (ng/pl) (ng/ul)
1 N/D P 0,0111 P 0,1800 C 25,5456 C
2 0,1483 C N/D I 11,3322 C 35,0431 C
3 30,4889 C 0,6987 C 10,2664 P 0,3065 I
4 6,6625 C 0,1413 P 2,2498 C 51,5709 C
5 4,2919 C N/D I N/D I *
6 83,3441 C 0,0205 P 7,8185 C 50,5115 C
7 9,0781 C 0,0017 P 4,1197 P 3,5652 C
8 0,1479 C 0,7060 C 8,8095 P 0,0356 C
9 15,1377 P N/D I 97,3801 P 44,2583 C
10 0,2998 I N/D I 5,8094 P *

* - N&o foi pssivel obter a amostra de ossd NN&odetecada C - Completo, R Parcial e } Insuficiente

para analise.



29

B
1200+ A 100+ e

~ 1000 —_1
§ 804
o)
5 4
< 800+
3 60-
Q
T 600- =
(*]
vy
§ 40
€ 400
[
Q
5 ] 20
O 200+

= = T = Jd. 31

SO SC M (0} SO SC M (0]

Figural5: Variacdo na concentracdo de DNA dos diferentes tipos de amoslietessdas dos cadaveres
carbonizados (A) e putrefatos () possivel observar aig€ncia da metodologia PCI na recuperacéo de
DNA em ambos os tipos de cadaveres, enquanto metodologia ®hagbesrsentou baixo rendimema
recuperacdo de DNASO =swabsextraidos com o métod®Cl, SC =swabsextraidos com o método
Chelex®, M = misculoe O = 0ss0s.

4.2. ANALISE ESTATISTICA

Levandese em consideracdo a analise estatistica das concentracbes de DNA
extraido das diferentes fontes de DNA (0sso, muscuswah da bexiga urinaria),
aplicandese o teste Kruskalallis e o pédeste de Dunmara conparacdes mdaltiplas
entre as amostras estudad¥grificou-rse que nos cadaveres carbonizadoswabs
extraidos com a metodologia de PELao eficiente quanto as amostras de musculos
utilizadas como referénc{p<0,05) ao mesmo tempo em quesygabsextraidos com o
método Chelex® apresentaram diferencas significativas em relacdo ao restante das
amostras, a excecdo dos osda@belaVvl).

No que diz respeito aos cadaveres putrefasrjcou-se que oswabsextraidos
com a metodologiale PCIndo possuendiferencas significativagjuario aos swabs
extraidos com o métodBhelexX® e & amostras de musculesossoautilizadas como
referéncia(p>0,05) em oposicdo aoswabsextraidos com o métodGheleX® que
apresentaram diferencas significativas em relacaonasteas de referéncias, tais como

musculos e osso3 gbelaVvl).
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TabelaVI: Teste de KruskeWallis e posteste de Dunn das amostras dos cadaveres carbonizados obtidos
através do software GraphPad Prism 5.

CadaveresCarbonizados

Teste de KruskaWallis 24,81
P valor <0,0001

As medianas variam significativamente (P <0,( Sim

Resumo do P valo ***

Teste de Comparacao Multipla de Dunn  Diferengcana  Significante?

(grupos analisados) soma do ranking  (p<0,05) Resumo
SOvs SC 21,65 Sim ok
SO vs MUSC 3,450 Nao ns
SO vs OSSO 17,18 Sim *x
SC vs MUSC -18,20 Sim *x
SC vs OSSO -4,472 N&o ns
MUSC vs OSSO 13,73 Nao ns

*** = Extremamente significante (p<0,001); ** = Muwi significante (p entre 0,00& 0,01); * =
significante (p etre 0,01 a 0,05); ns = ndo significante (p>0,05).

TabelaVll: Teste de Kruskalallis e posteste de Dunn das amostras dos cadaveres em putrefacédo obtidos
através do software GraphPad Prism 5.

Cadaveres: Putrefais

Teste de Kruskl-Wallis 10,39
P valor 0,0156

As medianas variam significativamente (P <0,( Sim
Resumo do P valo *

Teste de Comparacgdo Multipla de Dunn  Diferencana  Significante?

(grupos analisados) soma do ranking  (p<0,05) Resumo
SO vs SC 11,89 Néao ns
SO ¢ MUSC -1,22 N&o ns
SO vs OSSO -3,32 Nao ns
SC vs MUSC -13,11 Sim *
SCvs OSSO -15,21 Sim *
MUSC vs OSSO 2,1 Nao ns

*** = Extremamente significante (p<0,001); ** = Muoi significante (p entre 0,001 @01); * =
significante (p entre 0,01 a 0,05); na&o significante (p>0,05).
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4.3. AMPLIFICACAO DO DNA E OBTENGCAO DO PERFIL GENETICO

Depois deealizacsas quantificacdesy DNA das amostras foram submetidas a
amplificacdo pelo método de PCBeguidos de separac@or eletroforese capilage
posteriormenteanalisados no software GeneMapperXDOs resultados obtidos na
amplificagdo das amostras confirmam a viabilidadepdotocols de extragao utilizado
para oswabsda mucosa da bexiga urinéria, visto que foi possivel obter eletroferogramas
de boa quatlade eml00% dos SO e 90% dos SC (considerando perfis completos e
parciais) nas amostras de cadaveres carbonizados e em 90% dos SO e 50%ados SC
amostras de cadavergsitrefabs, como vistona figura 18 e nos eletroferogramas
adquiridos através do sofane GeneMapper HX (apéndices

Todos os perfis genéticos dewabsde mucosa da bexiga urinaria estavam de
acordo com suas respectivas amostras de refe@masgulos e ossgdanto os extraidos
pela metodologiePCl quanto os extraidos pelo méto@ihekex®. Os perfis parciais

obtidos também estavam de acordo com suas amostras de ref@iguneal9 a 23).

‘ “JAB“J '3

Swab da bexiga Swab da bexiga Swab da be:figa Swab da bexiga
(extragiio organica) (extragio chelex) (extragao organica)  (extragao chelex)

Musculo Osso Musculo Osso

B Completo W Parcial @ Insuficiente

Figural6 Representacdo grafica dos perfis genéticos obtidos através dos diferentes tipos de amostras
coletadas dosaglaveres carbonizados (A) e putrefatos (B).
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E possivel observar saabelas VIl e IX as condiesde cada perfil genético
parcial obtido dosswabsdos cadaveres carbonizadesputrefatos respectivamente
levando em consideracdo i amplificados, odoci ndo amplificadosps loci que
apresentarandrop-out (drop-out é afalha de amplificacdo de alelos especificos. A
possibilidade de ocorrelrop-outaumenta quandse utilizampequenas quantidades de
DNA, quando existe algum contaminante inibidor na @arap®u quando as amostras
eddo degradadas ou comprometidag)s loci que apresentaramop-in (referese como
drop-in quando &los adicionais sdo observados a partr wima contaminacao

esporadicaassim como ocorre quando o DNA se encontra degradado).

Tabela VIl : Condicdo de cada perfil genético parcial obtido simabsdos cadaveres carbonizados,
levando em consideracdo os loci amplificados, os loci ndo amplificados e os loci que apreskoparam
out

loci ndo loci com

Metodologia ~ Cadaver 1 icados  drop ot

loci amplificados

Amelogenina, D3S1358, D1S165

Swab PENTAD, Penta E D25441, D10S1248, D16S53
(extracio  C3 D13S317, CSFlPée D18S51, D2S1338, THO1, vWA
PCI;; D22S1045 e TPOX D21S11, D7S820, D5S81¢
FGA DYS391, D83179, D12S391 ¢
D19S433
Amelogenina, D3S1358, D1S165
D25S441, D10S1248, D13S31
Penta E, D16S539, D18S5
cs Dysso1  S>71PO € D2S1338, Penta D, THOL, VW
D21S11, D7S820, D5S818, TPO:.
D8S1179, D12S391, D19S433
Swab FGA
(extracéo
Chelex®) Amelogenina, D3S1358, D1S165

D2S441, D10S1248, D13S31
Penta E, D16S539, D18S5
C10 D22S51045 D2S1338, CSF1PO, Penta D, TH(
VWA, D21S11, D7S820, D5S81t
TPOX, DYS391, D8S1179
D12S391, D19S433 e FGA
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TabelalX: Condicao decada perfil genético parcial obtido desabsdos cadaveregutrefats, levando
em consideracéo os loci amplificados, os loci ndo amplificados e os loci que apresdriprant

Metodologia Cadaver IOC.' hao loci com loci com loci amplificados
amplificados drop-out drop-in
Amelogenina,
D3S1358, D1S1656,
D2S441, D10S1248,
D13S317, Penta E,
D16S539, D18S51,
P1 THO1, D2S1338, CSF1PO,
D12S391 Penta D, VWA,
D21S11, D7S820,
Swab D5S818, TPOX,
tha g DYS391, D8S1179,
(e ragao D19S433, FGA e
) D2251045
Amelogenina,
D3S1358, D1S1656,
D10S1248 D2S441, D16S539
D13S37, Penta E, ! ' !
P9 TPOX, DYS391 e CSF1PO, D12S391 D18551, D251338,
D2251045 Penta D e THO1, VWA,
D21S11 D7S820, D5S818,
D8S1179, D19S433 ¢
FGA
D2S441, D13S317, Amelogenina,
D3S1358, D1S1656,
Penta E, D251338
D10S1248, D16S539
CSF1PO, Penta D,
P1 FGA D18S51, THO1,
D7S820, D5S818,
TPOX, DYS391 e VWA, D21S11,
D228i045 D8S1179, D12S391 ¢
D195433
D16S539,
D18S51,
D251338, Amelogenina
gﬁgllpo, D3S1358, D1S1656,
P4 PentaD, DYS391 PentaE  D7Ss20, 225441, D10S1248,
D13S317, VWA,
D5S818,
TPOX D21S11, FGA e
Swab ; D22S1045
x D8S1179,
(extracéo
Chelex®) D19S433 e
D12S391
Amelogenina,
D10S1248, D3S1358, D2S441,
D251338, Penta E, Bﬁégis' D16S53, D18S51,
P6 Penta D, TPOX, CSFlPO' THO1, VWA,
D7S820, FGA, D228104’5 D5S818, DYS391,
D21S11 D8S1179, D12S391 ¢
D195433
D13S317, Penta E, .
D251338. CSF1PO D1S1656, Amelogenina,
D3S1358, D2S441,
p7 Penta D, D21S11, D7S820, D16S539 D18S51
TPOX, DYS391, D10S1248, THO1 vV\}A !
D19S433, FGA, D5S818, ! '

D2251045

D8S1179 eD12S391
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Figural?: Eletroferogramas com perfis completos das amostras de 0sso (A), musagwéBextraidos
comPCI (C) eChelex® (D) do cadavecarbonizaddC2 mostrando a concordancia entre eles.
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Figural8 Eletroferogramas com perfis completos das amostras de referéncia osso (A) e musculo (B), perfil
parcial deswabextraido conPClI (C) e perfil insuficiente para andlise slgabextraido conChelex® (D)

do cadavercarbonizadoC3 mostranda concordancia entre o perfil parcdd swabe completo da
referéncia.
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Figural9: Eletroferogramas com perfis completos das amostrasfetfémeia 0osso (A) e musculo (B) e
perfis parcias dosswabsextraide com PCI (C) e Chdex® (D) do cadavemputrefatoP1 mostrando a
concordancia entresperfis parcias dos swabse complete dasreferéncia.

L1 By b;l! L‘..'LJ.!
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Figura20: Eletroferogramas com pdrfhsuficiente para analise da amostra de osso (A), perfil pakecial
musculo(B) e perfiscompletosdosswabsextraidos conPCl (C) e Chelex® (D) do cadaveputrefao P3
mostrando a concordancia entre os pedispletogdosswabse parcial de musculo
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Figura21: Eletroferogramas com pesftomgetos dasamostras de 0s¢8), swabextraidos confPCl (C)
e Chelex® (D) e perfil parcial de musculo (Bp cadaver putreta P8demostrado a concordancia entre

eles
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4.4. DEGRADACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

O ensaio do Bioanalyser mostra ndo apenas unmaagsta da quantidade de
DNA, mas também pode fornecer uma visdo sobre sua integridade. Como se vé na figura
21, duasdetrésamostras musculares (C02 e P04) apresentaram DNA de alta integridade,
com fragmentos com comprimento superior a 300Epboposiéo, a amostra muscular
P05 apresentou altos niveis de degradacédo, com peso molecular médio de 35 pb. Esses
resultados refletiram os perfis genéticos obtidos para estas amostras, pois foi possivel
obter eletroferogramas completos para as duas primeiragrasy@hquanto que a ultima
mostrou um perfil insuficiente para analise (tab&las V).

Entre os esfregacos da bexiga urinaria, € possivel observar que, mais importante
do que obter altos rendimentos de DNA, sua integridade é crucial para a obtencdo de
perfis genéticos completoEmbora a extrgéopor Chelex® produza, em geral, amostras
com menores concentracdes@NA quando comparadas caaextrago por PCI(por
exemplq P08), é possivel obter um &tiderograma copleto quando os fragmentos de

DNA saosuficientemente longos para suceder a amplificacéo por PCR.

Ladder
€02_S0
co2_M
P04 SO
P04 M
P05 _SO
FO5_M
C06_SO
C06_SC
P03 _SC
FO8_SO
PO8_SC

, ’ P03_SO

[
o
o
[
J

300 -

150 -

100 -

50— —
35—

Figura22: Gel de eletroforese gerado pelo Bioanalysestrando a integridade do DNe#n alguns
tipos de amostras dos cadaveres carbonizados e em putrefacéo.
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5. DISCUSSAO

Em casos de morte violenta ou suspeita, a necropsia € obrig@8BAIL,
decretelei n°® 3.689, 1941)sendo o muasculo a astoa preferencialmente coletada.
Todavia,podem ser colhidas amostras de 0sso se 0 musculo ndo é adequado, como por
exemplo em csos avancados de decomposif@enfica & Vaz, k.d.]; Interpol, 2009).

Por este motivo f@m utilizadas amostras de musculos e 0ssos neste estudo como
referéncias.

Os swabs da mucosa da bexiga urinariapresentarancertas vantagens
comparados aos matesale rotina, tais como 0ssos e musculos. A principal vantagem é
a facilidade e a rapidez na coleta do material, pois ndo € preciso serrar 0 0SSO Ou cortar
um pedaco do musculo do cadaver para a coleta do matedala necropsia feito
somente um incisio na bexiga urinaria e realizado o esfregagco na parte interna. Outra
vantagem doswabsda bexiga € o transporte desses materiais e 0 armazenamento, pois
S80 pequenos e nao ocupam muito espage, segundo a literatura, sdo problemas
rotineiros em labotarios forensegFonsecae Garrido, 2016) A rapidez na extracdo do
material genéticalosswabsde mucosa da bexiga urinari@strou ser otra vantagem
guando comparados aos materiais de rotina, pois 0S mesmos nao precisam passar por uma
pulverizacdo e umtase de lise mais brusgagr aproximadamente I®ras no caso de
0ss0s, e a facil manipulacdo do material em comparacao aos musculos.

Comparado as metodologias empregadas para extracdo do DNswddss foi
observado que soswabs extraidos com a metotbgia PCl apresentaram um alto
rendimento em relacdo ao minimo a&edl para a amplificacdo do DNAn&uanto os
swabsextraidos conCheleX® mesmo ndo tendo um alto rendimento ainda possibilitaram
obter quantidades significativas de DNA para amplificdg@ais de 0,5 ng/ubbservavel
nas tabelasv e V).

Chelex® é uma resina quelantt#izado para purificar compostos via troca iénica.

Foi escolhido por causa daantagens em relacdo ao método convencional baseado em
PCI, uma vez que é um método de tuimico, rapido e facil de realizguando existe
multiplasamostras, além de ter um custo baMéa(sh, Metzger& Higuchi, 2013.

A metodologia de extracdo por Chelea@resentou certas vantagdiass quaisa

reducao de custo, do tempo e do esfoagsin como na seguranca do operador, ja que

nao utiliza solventes organicos toxicos, corroborando o estudo feito por Jung (1991),
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sobre vantagens da extracao pela reSimelex® em relacdo a técnica de PCI. A reducao
do namero de passos na preparacdo da anmtatnbémreduz a possibilidade de
contaminagao por DNA introduzido pelo operadassim comanmistura de amostras
como demonstrado pdiWalsh, Metzgere Higuchi (2013). Apesar dessas vantagens
apresentadas pela extracdo [thelex®, os resultados obtidos npresente estudo
mostraram que a metodologia PCI é a mais eficiente para as amostwaddeevendo
ser a primeira e unica técnica a ser escolhida em casos de cadaveres putesidma
grande quantidade de perfis completos adquiridoguanto qua metodologi&helex®

se mostrou eficiente em cadaveres carbonizastiendo sete perfis completos dentre os
dez cadaveresstudadospodendo ser a primeira técnica a ser utilizada para extracédo
desses cadaveres, e caso apresente algum problema, acepta€dC| pode ser uma
segunda alternativa para a melhoria do material genético.

Por mais que os resultados obtidos com a extracao pelo niehet® tenham
sidopromissoresmuito pouco é feito utilizando este método de extracdo em amostras de
mucosa ddexiga Brito e colaboradores (2015) demonstraram a viabilidades\dals
da mucosa da bexiga urinaria em cadaveres sem sinais evidentes de decongposicao,
uma excelente fonte de DNA nos casos em que é dificil ou ndo é passdvar outro
tipo de amostra, asim como o custdeneficio dosswabsde mucosa da bexigaara
identificacdo humanaSendo assim, os resultados obtidos néstealho podem ser
utilizados como referéncias para futuros estudos.

A grande variacao entre as quantidades de DNA nasteasado mesmo grupo
pode ter ocorridalevido ao perfil dos cadaveres utilizados nesse estwgaso dos
0Ss0s, a variacdo pode ter ocorrido pelo fato de ter sido coletado ossos de diferentes
regides, por ordens do médico legista responsavel devido sidoiBLAP, assim como
o0 grau de putrefacdo (qualidade) das amostras foi diversifi(aEBPet al, 1994)
Segundo Solléret al. (2004), a qualidade das amostras de DNA € caracterizada pela sua
capacidade de ser utilizado para amplificagdoder ser suinetidos a técnica denalise
de fragmentosA vista disso, as metodologias empregadas pasavalssda mucosa da
bexiga urinaria, demonstraram ser Uteis por serem bastante se(&ieaisecdo da
extracdo polCheleX® em cadaveres em putrefacamgprodutieis e ndo apresemém
evidéncias de contaminacado, podendo assegurar excelente material capaz de ser aplicado

arotinaforenseem casos de desastres de massa
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O sistema PowerPlex® Fusion aderiu a recomendacao da comunidade forense
europeia sobre atilizagdo de nmi-STRs como o caminho a seguir para aumentar tanto
a robustez como a sensibilidade da anatispie melhorou bastante a obtengéo de perfis
genéticos com maieci que os kits comerciais anterior@sill et al. 2006a, Gillet al
2006b) Os miniSTRs presentes no sistema PowerPlex® Fusion se revelaram valiosos
devido aumento do poder de discriminagdo oferecido pela recuperacdo deamais
genéticomos casos em que o DNA se encontrava com provavel degradacéo (tabelas VI
e VII). De acordo com a Cdsséo Internacional de Pessoas Desapare@tiasonset
al. 2007) a recuperacao de mdici genéticos, a separacdo e reassociacdo de restos
altamente misturados com o uso de MiiR s&o claramente uma ferramenta importante
e de baixo custoo tratamerd de casos de amostras altamente degradadas, assim como
a alta taxa de sucesso dosi-STRs permitem que eles sejam um grande beneficio
(Coble e Just, 2009; Irwiet al, 2007) Deste modo, o sistema PowerPlex® Fusion
mostrouse ser um multiplex robusto @nfiavel de analise de STR adequado para
identificacdo humana.

Os mintSTRstém um grande potencia suautilizagcdo em casos forenses
aumentou nos ultimos anasmedida que os novos e familiatesi autossémicodpci
dos cromossomos X e Y séo projetedcom produtos de PCR de tamanho reduzido
(Butler, Shene Mccord 2003;Dixon et al.2006;Grubwieselet al 2006; Hillet al,, 2008;
Parsont al.2007) A vista dissop presentestudademonstrou qua utilizac&o denini-

STR para a avaliacdo dewabsiemucosa da bexiga urinaria pogirantir uma melhoria
desse tipo de amostra em casos onde o material genético se encontra degradado.

O perfil genético obtido a partir davabda bexiga, engeral, foi de qualidade
similar quando comparado com a amostearelfeéncia (Figuras@a 20), ndo obstante,
algumas amostras apresentaram perfis parciais mesmo com concentracdes acima do
limite recomendado pelo kit PowerPlex® Fus{@abelas 1V e V)O perfil genético do
cadaver putrefato #7 com a metodologizeleX® foi considerado parcialima vez que,
se ndo existisse as amostras de referéncias nao seria possivel ter conhecindeope dos
outapresentados.

Um perfil de DNA parcial ocorre quando nédo foi possivel obter resultados para
um ou mais dokci STR ou o marador de gnero. Isto pode acontecer quando a amostra
gue esta sendo analisada se degrada apdés ter sido expostandienteseveropor um

periodo de tempo, e/ou quando ha muito pouco material dispdrtv&man e Evett,
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2001) Foreman e Evett (2001) abwvaam que perfis parciais ocorrem em
aproximadamente 20% dos casos. Dado que muitas vezes ndo € possivel saber quais
alelos deveriam ter estado presentes se a amostra ndo tivesse sido degradada, a prética
padréo € interpretar apenas os alelos detectadossugerido poButler (2005) Mesmo
gue os resultados sejam obtidos em apenas alganSTR, essas informacdes podem
fornecer ampla assisténcia patantificagdo humanancluir ou excluirum suspeito e,
portanto, ajudar a resolvam caso(Butler, 2005).

Considerando o baixo rendimento da extracdo por CRel@s amostragjue
apresentaram perfis parciais ou insuficiente para anddigielo aquantidade de DNA
abaixo doproposto pelo kit de amplificacdo (menor que 0,5 hgioil possivelmelhorar
a qualidade dgoerfil genéticofazendo um ajuste na concentracdo de DNA na etapa de
amplificacéo Outra forma de melhorar a qualidade do perfil genétaunéentar os ciclos
de amplificacdo em cinco ciclos, de forma a garantir a amplificacdo de DNA, caso este
eskja presente e com qualidade para ser amplificadimo sugerido por Shibata
colaboradore$1994)
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6. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou a viabilidade do usedadsde mucosa da bexiga
urinaria como fonte de DNA para a identificacdo humanaadéweresarbonizados e
putreftos possibilitando a obtencdo de perfis genéticos de boa quapideal@tilizacao
no laboratério. Em comparacdo com os materiais de rotina, tais como 0ssos e musculos,
osswabgda bexiga provaram ser uma forma eficiente baixo custo para a identificagéo
humana.

Entre as metodologias empregadas, o méRiiee mostrou o mais eficiente para
a obtencdo de perfis genéticos para ambpestide cadaveres aqui estudados
carbonizados e putrefatdahquantoqueo métodoChelex® se mostrou eficiente apenas
para os cadaveres carbonizados com o intuito de uma primeira analise com o objetivo de
reduzir o custo e tempo na obtencdo dos perfis genétiksostilizacdo destas
metodologiasndo s6é possivecomo viavel em laboratorios danalises forense e a
opcao por uma delas fica a critério do laboratorio, no que tange a fatores como custo e
adaptacao a técnica.

Os resultados desse estudo contribuem com a melhoria da qualidade e
confiabilidade deste material quando outras amostraactram com dificuldades de
coleta, assim como economia de tempo e gastos. As amostras utilizadas nesse estudo
provaram ser altamente informativas e uma ferramenta importante na identificacao
humanaporém, estudos adicionais sdo necessariosnpalfera a qualidade dos perfis
genéticobtidos através dasvabsda bexiga

Em sumap presente trabalhpermiteconcluir que, esse tipo de material podera
atendemao sodaos interesses do Instituto de Pesquisa e Pericias em Genética Forense
(IPPGF- DGPTC/PEE&RJ)como aos outros institutos forensesdesenvolvimento e no

avanco na linha de investigacao da Genética Forense.
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Apéndicel: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #1, apresentando perfil
genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa

os alelos do dador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndice2: Eletroferograma da amostra dgsodo cadaver carbonizado #1, aggetando perfil genético
completo com picos em 28ci STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa os alelos

do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes relativas
(RFU, do inglésRelaive Fluorescent Uni}s
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Apéndice3: Eletroferograma da amostra deab extraido comChelex® do cadaver carbonizado #1,
apresentando perfil genético completo com picos eln$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O exo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto 0 eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do indgt&tative Fluorescent Units
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Apéndice 4. Eletroferograma da amostra dsvab extraido com PCldo cadaver carbonizado #1,
apresentando perfil genético completo com picos ela$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidads fluorescentes relativas (RFU, do ingReslative Fluorescent Units
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Apéndice5: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carboniZadgprésentando perfil

genético completo com picos emla8i STR mais o marcanl de género amelogenina. O eixo X representa

os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndice6: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carboni2adpr#sentando perfil genético
completo com picos em 28ci STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa os alelos
do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura a®emicinidades fluorescentes relativas
(RFU, do inglésRelative Fluorescent Units



56

. e e e~ 1= 7%

He €t View Plo Taol Alelez Help

@ B Forseting: (o Sdyes. =@ | reesfs - | EEOEER  E0E | wE. |DEEESE| A | @

@ uw@| @@ s| 2 8
Fana

Zameia e %05 50 (RN WX WA cea

=g et A B & & & @ ] Hork Sarple o Dt =
1 R 1]
EX o] [ZE] [ [i] ] [
Er e NS 7 Mk S for Dt
L —
i ) J I Ll ,
[EHE] Wee ] ] RaE R
e Pt e A (B (A A A @ 7] Mk S for Dot
—
I} ln. J “ n J~l A Jl\
] Elﬁ [z ] [E ] [] ]
nnnnnnnn A E (& & [a @ | Mk e fr et
L
- 1 h {
- J‘| l i N )\| 1} ‘
allh %: 'E:‘I\ ) 5B

Apéndice7: Eletroferograma da amostra deab extraido comChelex® do cadaver carbonizad® #
apresentando perfil genético completo com pero23loci STR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do indgt&tative Fluorescent Units
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Apéndice 8. Eletroferograma da amostra dsvab extraido comPCl do cad&ver carbonizado2#
apresentando perfil genético completo com picos ela$ TR mais o marcador de género amelogenina.
O eixo X representa os alelos do doador da amasicpanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do ing¥@ative Fluorescent Units
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Apéndice9: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carboniZadmprésentando perfil

genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa

os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléfelative Fluorescentnits).
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Apéndicell Eletroferograma da amostra de odsacadaver carbonizad@8#apresentando perfil

genético completo com picos emI®8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X
representa os alelos do doadarasinostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades
fluorescentes relativas (RFU, do inglBslative Fluorescent Units
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Apéndicell: Eletroferograma da amostra d&ab extraido comChelex® do cadaver carbirado 18,
apresentadio perfil genético insuficiente para anakisen picos end loci STR mais o marcador de género
amelogenina. O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura
dos picos em unidades fluorescentdatinas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndice 12 Eletroferograma da amostra dsvab extraido com PCldo cadaver carbonizado3#
apresentando perfil genétiparcialcom picos eni9loci STR mais o marcador d€nero amelogenina. O

eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do ing¥@sative Fluorescent Units
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Apéndice13: Eletroferogama da amostra de misculo cadaver carbonizadal#apresentando perfil
genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa
os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura des pinaades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndicel4 Eletroferograma da amostraolgsodo cadver carbonizadd #apresentando perfil genético
completo com picos em 28ci STR mai marcador de género amelogenina. O eixo X representa os alelos

do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes relativas
(RFU, do inglésRelative Fluorescent Units
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Apéndicelbs: Eletroferograma da amostra deab extraido comChelex® do cadaver carbonizadal #
apresentando perfil genético completo com picos eln@$ TR mais o marcador de género amelogenina.
O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o rEgre¥enta a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do indgt&tative Fluorescent Units
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Apéndice 16 Eletroferograma da amostra dsvab extraido com PCldo cadaver carbonizadod#
apresentando perfijjenético completo com picos emIa8i STR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do ing¥sative Fluorescernits).
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Apéndicel7: Eletroferograma da amostra daisculodo cadaver carbonizadd#apresentando perfil
genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa
os alelos do doadala amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndicel8: Eletroferograma da amostraafesodo cadaver carbonizado #presetando perfil genético

completo com picos em 28ci STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa os alelos

do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes relativas
(RFU, do inglésRelativeFluorescent Units
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Apéndicel9: Eletroferograma da amostra daab extraido comChelex® do cadaver carbonizad®,#
apresentando perfil genético completo com picos eln$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo Xrepresenta os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do indgt&tative Fluorescent Units
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Apéndice 20 Eletroferograma da amostra daab extraido com PCldo cadaver carbonizado5#
apresentando perfil genético completo com picos ela$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidadeslfiorescentes relativas (RFU, do inglBglative Fluorescent Units
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Apéndice2l: Eletroferograma da amostra deisculodo cadaver carbonizadd#apresentando perfil

genético completo com picos emla8i STR mais o marcadoedyénero amelogenina. O eixo X representa

os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndice22: Eletrofe'ograma da amostra dsvab extraido comChelex® do cadaver carbonizad®#
apresentando perfil genético completo com picos ela$ TR mais o marcador de género amelogenina.
O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y repeestunia dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do ing¥@sative Fluorescent Units
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Apéndice 23 Eletroferograma da amostra devab extraido com PCldo cadaver carbonizado6#
apresentando perfil genético col@to com picos em 28ci STR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do indgt&tative Fluorescent Units
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Apéndice24: Eletroferograma da amostra d®lisculodo cadaver carbonizadd #apresentando perfil
genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa
os alelos do doador da ameastenquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units
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Apéndice25: Eletroferograma da amostra oesodo cadaver carbonizadd@ tapresentando perfilenético

completo com picos em 28¢i STR mais o marcador de género amelogenina. O eixo X representa os alelos

do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes relativas
(RFU, do inglésRelative Fluorescentnits).
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Apéndice26: Eletroferograma da amostra deabextraido comChelex®do cadaver carbonizadd #
apresentando perfil genético completo com picos ela$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representos alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescentes relativas (RFU, do ing¥@sative Fluorescent Units
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Apéndice 27: Eletroferograma da amostra dgvab extraido com PCdo cadaver carbonizado?#
apresentando perfil genético completo com picos eln$ TR mais o marcador de género amelogenina.

O eixo X representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em
unidades fluorescenteslativas (RFU, do ingléfelative Fluorescent Units

Apéndice28; Eletroferograma da amostra d&isculodo cadaver carbonizad®#apresentando perfil
genético completo com picos emla8i STR mais o marcador de génenoedogenina. O eixo X representa

os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do ingléRelative Fluorescent Units



