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RESUMO

BRITO, Felipe Carlos de Araujo. Avaliacdo do potencial uso de swabs de bexiga
urinaria na identificacdo humana de corpos carbonizados e putrefatos para
aplicacdo em identificagdo de vitimas de desastres de massa. 2017. 105 f. Dissertagdo
(Mestrado em Biologia Molecular e Celular). Universidade Federal do Estado 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 médico-legais, questdes sociais e humanitarias, além
da necessidade de investigacdo civil e/ou criminal. Em desastres com grande nimero de
vitimas, alguns cadaveres podem ficar expostos a um ambiente severo por dias ou meses.
As condi¢des ambientais em um desastre de massa muitas vezes resultam em severa
fragmentacdo, decomposicdo e mistura dos restos das vitimas, tornando dificil a
identificacdo através dos métodos tradicionais. Esta é a razdo pela qual o exame de DNA
tornou-se essencial e particularmente Gtil para a identificacdo de vitimas em desastres ou
quaisquer casos forenses. Por estar protegida internamente, a localizacdo da bexiga
urinaria reduz a possibilidade do DNA se degradar facilmente, resolvendo os problemas
relacionados as condi¢cdes ambientais inerentes a um desastre de massa. Este trabalho teve
por objetivo padronizar o uso de swabs da mucosa da bexiga urinaria como fonte de DNA
para identificacdo de cadaveres humanos putrefatos e carbonizados por técnicas de
Genética Forense. O DNA das amostras foi extraido utilizando os métodos PCI e
Chelex®; quantificado pelo método da PCR em tempo real e submetido a amplificacao
com o kit de identificacdo humana PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation),
para amplificacdo simultdnea de 23 loci genéticos mais 0 marcador de género
amelogenina. Os resultados deste estudo mostram que entre ambas metodologias
utilizadas para a extracdo do DNA, o método PCI apresentou um alto rendimento em
relacdo ao minimo aceitavel para a amplificacdo, enquanto o Chelex® embora nao tendo
um alto rendimento ainda possibilitou obter quantidades significativas de DNA para
amplificacdo. Isto posto, o uso de swabs da mucosa da bexiga urindria 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 significativa no

tempo e no custo necessarios para analise.

Palavras-chave: Bexiga urindria, ldentificagdo humana, Swab, DVI, Genética forense.



ABSTRACT

BRITO, Felipe Carlos de Araujo. Evaluation of the potential use of urinary bladder
swabs in the human identification of carbonized and rotting bodies for application
in Disaster Victims' Identification. 2017. 105 p. Dissertation (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 process that involves,
in addition to medical and legal procedures, social and humanitarian issues, as well as the
need for civil and / or criminal investigation. In disasters with large numbers of casualties,
some corpses may be exposed to a harsh environment for days or months. Environmental
conditions in a mass disaster often result in severe fragmentation, decomposition and
mixing of the remains of the victims, making identification difficult through traditional
methods. This is the reason why DNA testing has become essential and particularly useful
for the identification of victims in disasters or any forensic cases. The urinary bladder
location reduce the possibility of DNA degrading easily, because it is internally protected,
solving problems related to the environmental conditions inherent in a mass disaster. The
objective of this study was to standardize the use of urinary bladder swabs as a source of
DNA for the identification of rotten and carbonized human cadavers by Forensic Genetic
techniques. The DNA of the samples was extracted using the PCI and the Chelex® resin
method; quantified by the real-time PCR method and subjected to amplification with the
PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation) human identification kit for
simultaneous amplification of 23 genetic loci plus the genomic marker amelogenin. The
results of this study show that between the two methodologies used for DNA extraction,
the PCI method presented a high yield in relation to the minimum acceptable for the
amplification, while Chelex®, although not having a high yield, still allowed obtaining
significant amounts of DNA for amplification. The use of bladder swabs has proven to be
a viable source of DNA for human identification, since 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, Swab, DVI, Forensic genetics.



1. INTRODUCAO

Diante de uma sociedade, todas as pessoas precisam ter uma identificacdo que
possibilite a preservacdo e o0 acesso a direitos fundamentais, tais como a liberdade e a
dignidade. A identificacdo surgiu como referencial de conhecimento do individuo, ou
seja, ser conhecido e reconhecido por toda sociedade, nacional e internacional, sendo um
importante instrumento de que se utiliza para a aplicacao dos direitos individuais e sociais
(Manual do Departamento da Policia Federal, 2004).

Sdo diversos os atributos que tornam alguém igual apenas a si préprio, com
excecdo de gémeos monozigoticos, tais como impressdes digitais, arcada dentéria e até
mesmo 0 DNA. A identificacdo é caracterizada pelo uso de técnicas e meios propicios
para se chegar a identidade, tendo a finalidade de determinar uma individualidade que a
fazem diferente de todas as outras e igual apenas a si mesma (Franca, 2008).

Segundo Araujo e Pasquali (2006), dentre os primeiros processos de identificacéo,
civil e criminal, até os atuais podemos destacar: 0 nome, as tatuagens, as fotografias, a

arcada dentaria, as impressoes digitais e também o DNA.

1.1. IDENTIFICACAO POR DNA

O DNA, &cido desoxirribonucleico (figura 1), € responsavel por armazenar todas
as informacdes genéticas que definem as caracteristicas de cada organismo vivo. E uma
macromolécula composta por partes menores denominadas nucleotideos, estes sao
formados por um grupo trifosfato, um aclcar chamado desoxirribose e uma base
nitrogenada, que pode ser adenina (A), guanina (G), citosina (C) ou timina (T). Os
nucleotideos se unem em uma cadeia através de uma ligacdo covalente conhecida como
ligacdo fosfodiéster que ocorre entre a hidroxila de um nucleotideo com o grupamento
trifosfato de outro nucleotideo, formando uma fita simples de DNA. As bases
nitrogenadas também se unem através de uma ligacdo fraca conhecida como pontes de
hidrogénio, onde adenina sempre se ligard 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 antiparalelas como consequéncia estereoquimica da forma como as

bases nitrogenadas se emparelham (Watson et al., 2004). As varias combinacGes desses



nucleotideos produzem as diversas diferencgas bioldgicas entre 0s seres humanos e todas
as criaturas vivas (Griffiths, 2009).
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Figura 1: Porcdo de uma cadeia polinucleotidea de DNA, mostrando a ligagéo fosfodiéster que
conecta 0s nucleotideos e o pareamento das bases nitrogenadas, onde Adenina se liga com
Timina, e Guanina se liga com Citosina através de ligacBes de hidrogénio, (fonte:
Encyclopedia Britannica, inc).

A identificacdo por DNA foi descrita pela primeira vez pelo geneticista Sir Alec
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 repeticdes em série (VNTRs — Variable Number of Tandem
Repeats), que sdo altamente especificos para um individuo. Os VNTRs sdo regides
altamente polimérficas do DNA compostas por um conjunto de sequéncias repetitivas em
um local definido no genoma, muito til para diferenciar membros de uma populacéo.
Esta exclusividade se da pela combinacdo do DNA dos progenitores e também pelo
processo de recombinacao génica, que proporciona um alto grau de variabilidade entre os
organismos vivos (Paradela, 2006). Atualmente, outros polimorfismos sdo conhecidos e

utilizados na identificacdo de pessoas, tais como STR, SNP, mtDNA, entre outros.



Em 1983, Kary Mullis e colaboradores desenvolveram a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia de Polimerase), permitindo que
pequenas quantidades de DNA fossem amplificadas, de maneira que fragmentos muito
curtos de DNA pudessem ser utilizados (Moretti et al, 2001; Tamaki e Jeffreys, 2005).
Essa técnica usa a mesma enzima que participa da replicacdo do material genético nas
células, a DNA polimerase. Atualmente, a DNA polimerase utilizada nas rea¢des de PCR
é a Tag DNA Polimerase, uma enzima termoestavel derivada da bactéria Thermus
aquaticus. A temperatura 6tima de atividade da Taq é de 75-80 °C, com uma meia-vida
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 segundos a 72 °C (Lawyer
et al. 1993). Essa enzima sintetiza uma sequéncia complementar de DNA, desde que um
pequeno fragmento, iniciador ou primer, ja esteja pareado a uma das cadeias de DNA na
regido escolhida para o inicio da sintese (Mullis, 1990). Um primer é uma cadeia curta de
RNA ou DNA (geralmente cerca de 18-22 bases) que serve como ponto de partida para a
sintese de DNA. A tecnica de PCR tem muitos beneficios, sendo crucial para a
comunidade cientifica e judiciaria na revelacdo dos perfis genéticos entre individuos
(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 criminalistica — a Genética Forense — que passou a analisar 0s vestigios
humanos com o uso de marcadores genéticos e polimorfismos do DNA que sdo de
utilidade forense (Bonaccorso, 2005; Souza, 2011).

O que torna a andlise genética importante é sua capacidade de discriminar e
individualizar pessoas, de prover argumentos para a comprovacao de culpabilidade ou de
inocéncia de um individuo, assim como estabelecer uma conexdo irrefutvel entre a
pessoa e sua presenca na cena do crime, tornando-a uma ferramenta indispensavel na area
forense, e sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo o mundo
(Thompson, 2012; Machado, 2016).

1.1.1. MARCADORES GENETICOS

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

um ser vivo que o diferencia de outro individuo ou grupo de individuos, ou que permita



a identificacdo de uma caracteristica especifica propria a esse ser (Butler, 2009). Vérios
marcadores genéticos podem ser utilizados em anélises forenses, tais como, minissatélites
ou VNTRs, microssatélites ou STRs, marcadores bi-alélicos como os SNPs, e também o
DNA mitocondrial (mtDNA).

1.1.1.1. VNTRs - Variable Number of Tandem Repeats

VNTR refere-se a um niimero variavel de repeticdes em série, consiste em uma
fracdo repetida de DNA denominadas minissatélites ou repeticdo em tandem de nimero
variavel (VNTR —“variable number of tandem repeats”). Os VNTRs exibem uma enorme
variabilidade e sdo constituidos de 9 a 100 pares de bases repetidos sequencialmente em
loci cromossémicos (Figura 1). As primeiras sequéncias VNTR descritas tiveram
aplicagdo imediata na area forense, assim como no auxilio a0 mapeamento do genoma
humano (Goes, 2005). Para a analise dos marcadores VNTR € utilizada a técnica RFLP
(Polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo, do inglés, “restriction
fragment length polymorphism”). De modo geral, os VNTRs apresentam probabilidades
de paternidade/maternidade satisfatérias com utilizacdo de poucas sondas. indices t&o
elevados s@o decorrentes da alta variabilidade de loci VNTR (Morling e Hansen, 1993).
Como desvantagem, 0 VNTR requer DNA integro e em grande quantidade (100-500 ng),
tornando praticamente inviavel a tipagem de amostras biologicas antigas, degradadas ou
com pouca quantidade de DNA (Budowle et al, 1991). Atualmente, a metodologia €

pouco utilizada em investigacOes genéticas.

1.1.1.2. STRs — Short Tandem Repeats

Dentre os marcadores genéticos mais utilizados atualmente na area forense estao
0s microssatélites, também conhecidos pela sua sigla em inglés STRs - Short Tandem
Repeats; em portugués, repetices de sequéncias simples ou repeti¢des curtas em tandem.
Os marcadores STRs correspondem a 3% do genoma humano e estéo espalhados por todo
0 genoma, ocorrendo, em média, a cada 10.000 nucleotideos (Butler, 2005). Os STRs séo
sequéncias genbmicas formadas por repeticbes de 2 a 5 pares de bases, e o polimorfismo
é baseado no numero dessas repeticoes (figura 2). Devido ao pequeno tamanho dos alelos

STR, aproximadamente 100-400 pb, em comparagdo com os alelos minissatélites VNTR,



aproximadamente 400-1000 pb, os marcadores STR tornaram-se melhores candidatos
para uso em aplicagdes forenses onde o DNA degradado é comum (Butler, 2005). Esta
caracteristica permite que amostras com pouca quantidade de DNA, ou apresentando
certo grau de degradacdo, possam ser analisadas com auxilio da técnica de PCR (Butler,
2005; Jarne e Lagoda, 1996). A analise automatizada de regides STR é a metodologia
mais aceita pela maioria dos paises para identificacdo de individuos e tipagem de
criminosos devido a rapidez, acuidade e alto poder de discriminacgdo decorrente da analise
de maltiplas regibes STR. (Budowle e VVan Daal, 2008; Martins, 2008).

Na década de 1990, o FBI langou um esfor¢o nacional de ciéncia forense para
estabelecer loci STRs para inclusdo no banco de dados nacional conhecido como CODIS
(Sistema Combinado de indices de DNA, do inglés, Combined DNA Index System) que
iniciou com 13 loci STRs. Esse sistema mistura a ciéncia forense e a tecnologia de
computador em uma ferramenta para ligar crimes violentos. Ele permite que laboratorios
forenses federais, estaduais e locais troquem e comparem perfis de DNA eletronicamente,
relacionando assim crimes violentos em série entre si e com criminosos conhecidos, assim
como tambeém ajuda a identificar pessoas desaparecidas e ndo identificadas (Godinho,
2014; Hares, 2015). Atualmente mais de 50 paises usam o software CODIS para suas
proprias iniciativas de banco de dados, incluindo o Brasil. Em 2017 o CODIS ganhou
mais sete loci STR possuindo no total 20 loci STR, séo eles, CSF1PO, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 e D22S1045. Esses loci
sdo reconhecidos nacional e internacionalmente como o padrdo para a identificacdo
humana (FBI, 2017).

O estudo de microssatélites aumentou consideravelmente com a introducao de
sistemas de amplificacdo simultanea (multiplex) que permitem obter informacdo de
varios loci numa Unica reacdo, diminuindo o tempo de estudo e reagentes. Deste modo,
constitui um consideravel avan¢o no ambito da Genética e Biologia Forense (Silva e
Queiroz, 2011).
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Figura 2: Esquema de marcadores minissatélites (VNTR) e microssatélites (STR) de DNA. Os
primers de PCR sdo idealizados para ligarem-se as regides flanqueadoras invariantes. O
numero de repeti¢des em tandem nas regides de repeticdo varia entre individuos, tornando-os
marcadores Uteis para a identificacdo humana, (Adaptado de Butler, 2005)

1.1.1.3. SNP — Single Nucleotide Polymorphism

SNPs (single nucleotide polymorphism ou, em portugués, polimorfismo de
nucleotideo Unico) sdo substituicdes, inser¢bes ou delecbes de bases que ocorrem em
posicdes Unicas no genoma humano (Figura 3). Aproximadamente 85% das variacdes do
genoma sdo baseadas em SNPs, o que os torna Util para a identificacdo humana.
Entretanto, a maioria dos SNP sao bi-alélicos, tornando-os menos informativos para testes
de identidade quando comparados com loci STR. Além disso, um grande ndmero de
SNPs, em torno 100 loci, sdo necessarios para fornecer poder discriminatoério suficiente
para uma identificacdo positiva da vitima (Budowle, Bieber, & Eisenberg, 2005; 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 Unico. Os SNPs séo
abundantes no genoma humano e como tal, estdo sendo usados tanto para estudos
de doencas genéticas como para identificacfes forenses, (Arquivo pessoal)

1.1.1.4. Y-STR e Y-SNP

Localizados no cromossomo Y, 0s Y-STR e Y-SNP possuem diversas aplicacdes
no ambito forense, tais como em investigacdes de pessoas desaparecidas, crimes sexuais,
testes de paternidade, investigacOes historicas e genealogia genética. Essas aplicacdes se
devem ao fato de que a maioria dos cromossomos Y € passada de pai para filho homem
sem alteracdes (exceto em casos de mutacédo), indicando uma linhagem patrilinea comum
(Butler, 2003).

1.1.1.5. DNA MITOCONDRIAL

O DNA mitocondrial (mtDNA) localiza-se na matriz mitocondrial como um
genoma pequeno de, aproximadamente, 16.569 pb na forma circular (Figura 3). Segundo
Steffens (1998), a analise do mtDNA é uma técnica excelente para usar na obtencéo de
informacBes nos casos em que a analise do DNA nuclear ndo é viavel, pois o teste de
mtDNA pode ser realizado em diversos tipos de amostras, as quais incluem manchas
altamente degradadas, 0ssos, saliva, unhas e fios de cabelo. Uma vantagem do mtDNA é
que 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 hipervariaveis (HV1 e HV2) na regido de
controle ndo codificante do mtDNA (Figura 4). Estas regides sdo altamente variaveis na
populacdo devido a alta taxa evolutiva do DNA mitocondrial (Anderson et al, 1981;
Machado, 2016).
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Figura 4: Esquema mostrando o genoma circular do DNA mitocondrial. A cadeia pesada €
representada pela linha externa e contém um maior nimero de residuos C-G do que a cadeia leve. As
regides de 37 genes de RNA e de codificacdo de proteina estdo abreviadas em torno do mtDNA
préximo da cadeia a partir da qual sdo sintetizadas. A maioria das analises forenses de mtDNA
examina atualmente apenas HV1 e HV2 na regido ndo codificante ou no anel de deslocamento
mostrado no topo da figura. Devido a insercfes e delecBes que existem em torno do mtDNA,
individuos diferentes nem sempre devem possuir 16569 pb, (Adaptado de Butler, 2005).

1.1.1.6. Mini-STR

Os mini-STR s&o loci cujos pares de iniciadores foram redesenhados de forma a
gerar produtos de PCR menores, isto €, menor nimero de pares de bases (Figura 5).
Comumente, consideram-se mini-STRs loci cujos produtos de PCR se localizem em uma
faixa alélica inferior a 200pb (Butler, Shen e Mccord, 2003). Diversos estudos tém
demonstrado o sucesso na analise de DNA degradado proveniente de desastres em massa
ou evidéncias forenses com a utilizacdo de miniSTRs (Schneider et al., 2004; Chung, et
al., 2004; Grubwieser et al., 2006).
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Figura 5: Um exemplo de primer Mini-STR comparado com o primer STR convencional. Os primers
Mini-STR (setas menores) sdo adjacentes as repeticdes de seis nucleotideos produzindo um produto
de PCR menor em compara¢do com 0s primers STR convencionais (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 € um evento inesperado causando a morte ou ferimentos a
muitas pessoas. Pode ser classificado como um evento aberto — um grande evento
catastrofico, que resulta na morte de um nimero desconhecidos de individuos, sendo
dificil obter informacdes sobre o numero real de vitimas apds este tipo de evento
(Funabashi et al., 2009); tal cenario frequentemente ocorre em catastrofes naturais (Figura
6); ou um evento fechado — evento catastrofico, que resulta na morte de um namero
conhecido de individuos, tal como ocorre em uma queda de aeronave com lista de
passageiros (Figura 7). Combinacdes destes dois eventos também sdo possiveis, por

exemplo, acidente de avido em uma area residencial (Interpol, 2009).
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Figura 6: 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 identificacdo dos cadaveres em desastres de massa € um processo complexo,
que envolve, além dos procedimentos médico-legais, questdes sociais e humanitarias. No
processo de identificacdo é fundamental a obtencéo de dados e informacGes ante mortem
e post mortem das vitimas, incluindo a coleta das impress@es digitais, se possivel, 0 exame
odontoldgico, a coleta de material bioldgico para exame de DNA e outros dados
relevantes. A comparacao das informagdes com as evidéncias € que possibilitara a efetiva
identificacdo. (Benfica & Vaz, [s.d.]; Biancalana, 2015; Interpol, 2009).

Figura 7: Equipes de resgate trabalham nos destrogos do avido que transportava a delegacdo
da Chapecoense para a Colémbia e caiu perto de Medelin. Fonte: G1 (Colombia National
Police/via AP).
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Em desastres com grande nimero de vitimas, alguns caddveres podem ficar
expostos a um ambiente severo por dias e até meses. As condigdes ambientais em um
desastre de massa muitas vezes resultam em severa fragmentacdo, decomposicdo e
mistura dos restos das vitimas. Nessas situacGes, torna-se dificil a identificacdo das
vitimas através dos métodos tradicionais de identificacdo baseados nas caracteristicas
antropoldgicas e fisicas (Hartman et al, 2011; Lessig e Rothschild, 2012). Aliado a esses
fatores, a longa exposicdo 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 analise de DNA (Butler, 2009). Esta
é a razdo pela qual o exame de DNA tornou-se essencial e particularmente til para a
identificacdo de vitimas em desastres ou quaisquer casos forenses (Zietkiewicz et al,
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, 2008; Decorte, 2010). Todavia, fatores como estado de
conservacdo do cadaver, condi¢cdes 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 Genética Forense (ISFG —
International Society for Forensic Genetics) e a Interpol (2009) recomendam que diversas
amostras biologicas distintas sejam coletadas do cadaver assim que possivel, seguindo
todos os cuidados necessarios na sua identificacdo e conservacdo (Prinz et al, 2007).
Dependendo da condicdo do cadaver, o tipo de amostra a ser recolhida para a analise de
DNA ird variar. Normalmente é recolhido sangue (quando possivel), musculo ou 0ssos ja
que a coleta de material bioldgico de cadaveres putrefatos ou carbonizados pode ser dificil
(Owen et al, 2013). Tais casos podem exigir que varios tipos de amostras sejam coletados
para andlise, inclusive ambas as organizac6es sugerem a coleta de swabs da mucosa da
bexiga urinaria em cadaveres carbonizados (Tabela I).

A explicacdo para 0 uso da mucosa da bexiga urinaria é a semelhanca histologica
desta coma mucosa oral (Lu et al., 2010; Filipas et al., 1999), que é frequentemente usada
em casos forenses como amostras de referéncia (Senn & Stimson, 2010). Por estar
protegida internamente, a localizacdo da bexiga urinaria reduz a possibilidade do DNA

se degradar facilmente, resolvendo os problemas relacionados a fatores como estado de
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conservagao do cadaver, condi¢cbes ambientais e outros relativos a natureza do evento

ocorrido (Franga, 2008; Junqueira & Carneiro, 2013).

Tabela I; Tabela de coleta de amostras post mortem para os diferentes tipos de cadaveres.

Condicéo do corpo Amostras recomendadas

Cadaveres completos sem sinal evidente ~ Sangue (Swab ou papel FTA) e
de decomposicao esfregacos bucais

Cadaveres mutilados sem sinal evidente  Se disponivel: sangue e tecido muscular
de decomposicéao vermelho (~1,0 g)

Amostras de 0ssos longos ou curtos;
ou
Dentes saudaveis (de preferéncia
Cadaveres completos em decomposicéo molares);
ou restos mutilados ou
Qualquer outro osso disponivel (~ 10 g,
se possivel, de preferéncia osso cortical
com tecido denso);

Todos os exemplos listados acima e

dentes impactados ou raizes dos dentes se
Cadéaveres severamente queimados presente

ou

Esfregacos da bexiga.

Fonte: Interpol, 2009. Disaster Victim Identification Guide.

Embora a recomendacdo exista desde 2007, apenas em 2012 foi descrito um relato
de caso no Japao no qual o uso de uma amostra da mucosa da bexiga urinaria auxiliou na
identificacdo genética de uma vitima carbonizada (Seo, 2012), e, em 2013, um trabalho
de um grupo australiano, que demonstrou a viabilidade de usar esfregacos de bexiga
identificando vitimas carbonizadas (Owen et al, 2013).

Considerando os motivos acima descritos, a padroniza¢do do uso de swabs de
mucosa da bexiga urinaria por exames de DNA cuja qualidade do material genético €
prejudicada em razdo do mau estado de conservacao do cadaver pode contribuir para a
melhora da rotina forense (Brito et al, 2015). Especialmente em casos de identificacdo de
cadaveres carbonizados, tal como ocorre em incéndios, e cadaveres putrefatos, ja que o
clima tropical do Brasil e em especial o Rio de Janeiro é um fator potencializador dos

fendmenos de decomposicao natural do cadaver (Garrido & Naia, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Padronizar o uso de swabs de mucosa da bexiga urinaria como fonte de DNA em

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

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a viabilidade do uso de swabs de mucosa da bexiga urinaria como fonte
de DNA em casos de identificacdo de cadaveres humanos carbonizados e putrefatos.

Comparar as técnicas de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico e Chelex®
utilizadas para extracdo de DNA, avaliando a quantidade absoluta de DNA extraido em
cada amostra e qual a que obtém um maior percentual de perfis genéticos completos de
STR autossomico.

Fornecer um padréo para a técnica de utilizacdo deste material no @mbito do
Instituto de Pesquisa e Pericias 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 Afranio Peixoto (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 Pesquisas e Pericias em
Genética Forense (IPPGF).

Os cadaveres foram divididos em dois grupos, de acordo com seu estado de
conservacgao: putrefatos (que consiste na decomposicao fermentativa da matéria organica
por acdo de diversas bactérias e alguns fendmenos dai decorrentes; Figura 8) e
carbonizados (processo quimico de combustdo incompleta quando submetidos ao calor
elevado; Figura 9), sendo cada grupo composto por 10 cadaveres. Todas as amostras
foram identificadas com o nimero da Guia de Remocao de Cadaver (GRC), sexo, e a data
da coleta, porém foram nomeadas de outra forma devido ao sigilo das informacdes.

Figura 8: Exemplo de cadaver putrefato apresentando enfisema gasoso subcutaneo, (Fonte: Blog
webhorror).
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Figura 9: Cadaver feminino totalmente carbonizado, (Fonte: Blog do Alvaro Melo).

Apo6s a necropsia foi localizada a bexiga e realizada uma incisdo para expor a
mucosa, em sequéncia foi realizado esfregacos com swabs na parte interna (Figura 10).
Para cada cadaver foram coletados 4 (quatro) swabs de mucosa da bexiga urinaria, 0s
quais foram acondicionados secos dentro de microtubos de forma individualizada e
conservados em freezer (-20°C) até o0 momento de sua utilizacao.

Para amostra de referéncia, foi coletado um segmento dsseo e/ou um fragmento
de musculo de cada cadaver, ambos escolhidos pelo perito legista. Estas amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas em freezer (-20°C) até o momento de sua

utilizacao.
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Figura 10: Esfregaco da mucosa da bexiga urinaria em cadaver carbonizado.
(Fonte: acervo pessoal)

3.2. EXTRACAO DO DNA

3.2.1. AMOSTRAS DE OSSO

As amostras de 0ssos foram extraidas pelo método organico, também referida
como extracdo por Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (PCI), conforme descrito por
Butler (2009). Os segmentos 0sseos foram limpos e cortados em segmentos de
aproximadamente, 1 cm3 com o auxilio de uma microrretifica e pulverizados no 6750
Freezer/Mill (Spex Certiprep, Metuchen, EUA). Cerca de 1,59 a 2g de p6 de osso foram
incubados com 3 ml de Tampao de Incubacdo (Tris-HCI 10mM — NaCl 100mM - EDTA
10mM — SDS 2%, pH 8,0), 35 ul de Proteinase K (20mg/ml) e 40 ul de DTT (1 mol/l)
durante a noite por aproximadamente 18h em banho-maria a 56°C. Ap0s 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:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A separagdo 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 centrifugagdo a 10.000 rpm por 5 minutos na centrifuga HT MCD-2000.
A fase aquosa foi transferida para 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 incubacao por 2 horas a -20°C para a precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C na centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5804 R (Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 1
ml de etanol 70% gelado ao precipitado, seguido de uma segunda centrifugacao a 10.000
rpom por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
centrifugadas no concentrador Eppendorf Concentrator 5301™ (Hamburg, Alemanha) a
45°C por tempo variavel para evaporacdo do etanol. O DNA obtido foi ressuspenso em
30 pl de Tampéo TE (Tris-HCI 10mM — EDTA 0,1mM, pH 8,0) e mantido a -20°C até o

momento de uso.

3.2.2. AMOSTRAS DE MUSCULO

Assim como as amostras de 0ssos, as amostras de muasculos foram extraidas pelo
método PCI conforme descrito por Butler (2009). As amostras de musculo (cerca de 200
mg) foram incubadas com 300 pl de Tampédo de extracdo (Tris-HCI 10mM — NaCl
100mM — EDTA 10mM — SDS 1%, pH 8,0) e 24 pl de Proteinase K (20mg/ml),
homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 56°C por 2 horas. Apds a incubacao, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos na centrifuga HT MCD-2000
e 0 sobrenadante transferido para outro microtubo de 1,5 ml, onde foi acrescentado igual
volume de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A separacdo das fases
organica e aquosa foi realizada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos na
centrifuga HT MCD-2000. A fase aquosa foi transferida para 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 incubacdo por 2 horas a -20°C para a precipitacdo do
DNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C
na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804 R (Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante
descartado. Foi adicionado 1 ml de etanol 70% gelado ao precipitado, seguido de uma
segunda centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e as amostras foram centrifugadas no concentrador Eppendorf Concentrator 5301™

(Hamburg, Alemanha) a 45°C por tempo variavel para evaporacdo do etanol. O DNA
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obtido foi ressuspenso em 50 pl de Tampéo TE (Tris-HCI 10mM,— EDTA 0,1mM, pH

8,0) e mantido a -20°C até o momento de uso.

3.2.3. AMOSTRAS DE SWABS DA MUCOSA DA BEXIGA URINARIA

As amostras de swabs da mucosa da bexiga urinaria foram extraidas pelo método
PCI, e pela metodologia com a resina quelante Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories,
Califérnia, EUA), ambas as metodologias foram empregadas conforme descrito por
Butler (2009), detalhadas a seguir:

3.2.3.1. EXTRACAO POR PCI

Os swabs foram incubados em 500 ul de Tampéo de extragédo (Tris-HCI 10mM —
NaCl 100mM — EDTA 10mM — SDS 1%, pH 8,0), 24 ul de Proteinase K (20 mg/ml) e
48 ul de DTT (1 mol/l) em banho-maria a 56°C por 2 horas. Apés a incubacédo, os swabs
foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos na centrifuga HT MCD-2000 e o
sobrenadante transferido para outro microtubo, onde foi acrescentado igual volume de
Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A separacéo das fases organica e aquosa
foi realizada por centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos na centrifuga HT MCD-2000,
na qual a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e foram adicionados 10%
do volume obtido de NaCl (5mol/L) e 2x o volume obtido de etanol absoluto, seguida de
uma incubacao por 2 horas a -20°C para a precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C na centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5804 R (Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 1
ml de etanol 70% gelado ao precipitado, seguido de uma segunda centrifugacao a 10.000
rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
centrifugadas no concentrador Eppendorf Concentrator 5301™ (Hamburg, Alemanha) a
45°C por tempo variavel para evaporacao do etanol. O DNA obtido foi ressuspenso em
30 pl de Tampéo TE (Tris-HCI 10mM,— EDTA 0,1mM, pH 8,0) e mantido a -20°C até o

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

A extracdo do DNA por resina Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories, California,
EUA) foi realizada conforme descrito por Butler (2009). A suspensdo da resina foi
preparada a 5% (p/v) na véspera de sua utilizagdo. Os swabs foram hidratados em 1 ml
de tampdo PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; NazHPO4 10mM; KH2PO4 1,8mM; pH 7,2),
agitados em vortex e, em seguida, o liquido foi centrifugado a 10.000 rpm por 7 minutos
na centrifuga HT MCD-2000. Cerca de 700 ul do sobrenadante foi descartado e o restante
incubado com 100 pl de suspenséo de resina Chelex® a 56°C por 30 minutos, seguido de
uma segunda incubacdo em agua fervente (100°C) por 8 minutos. Apos a incubacdo em
agua fervente, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e posteriormente

conservadas a -20°C até o momento de sua utilizag&o.

3.3. QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo de DNA foi realizada pelo kit Investigator Quantiplex (QIAGEN,
Alemanha) o qual se baseia na utilizacdo de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase, do
inglés, Polimerase Chain Reaction) em tempo real para amplificar de forma especifica
sequéncias presentes nos cromossomos autossémicos. O kit também apresenta um
controle de amplificacdo interno balanceado (IC) que é usado para testar a amplificacao
e deteccdo de inibidores de PCR.

Os dados de PCR em tempo real sdo produzidos como graficos de amplificacéo
em forma sigmoidal (quando se utiliza uma escala linear), em que a fluorescéncia é
representada em funcdo do nimero de ciclos. O ciclo de limiar (valor CT) serve como
uma ferramenta para o célculo da quantidade inicial de molde em cada amostra. Deste
modo, a definicdo de limiar 6timo foi ajustada de acordo com as reacdes utilizadas para
PCR.

A quantificacdo foi realizada em duplicata no aparelho Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Alemanha), com a utilizacdo do software Rotor Gene Q series para interpretacdo dos

resultados, conforme as indicacGes do fabricante especificadas no manual de utilizacéo.
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3.4. AMPLIFICACAO DO DNA

As amostras de DNA o0ssos, musculos e swabs foram submetidas a amplificacdo
pelo método da PCR com emprego do sistema de identificagdo humana PowerPlex®
Fusion System (Promega Corporation).

Apds a quantificacdo do DNA, todas as amostras foram normalizadas através de
diluicbes visando atingir uma concentracdo final de 0.5ng/pl de DNA para posterior
amplificacdo por técnica de PCR. As amostras que ndo apresentaram concentracdo de
DNA suficiente entraram com quantidade maxima de DNA permitida na reacéo segundo
recomendacéo do Kkit.

O PowerPlex® Fusion é um dos atuais kits megaplex no mercado, sendo sensivel
o suficiente para produzir perfis STR completos a partir de apenas 100 pg de DNA. Possui
um sistema multiplex de 5 corantes e 24 loci STR para identificagdo humana, incluindo
todos o0s 20 loci do CODIS. O sistema também inclui um locus especifico masculino para
identificar qualquer resultado de alelo Y nulo para a Amelogenina (Tabela I1). Este Kit,
ndo s6 tem uma maior sensibilidade para 0 DNA, mas também contém 9 loci que estédo
abaixo de 215 pares de bases auxiliando na recuperacdo de DNA degradado, denominados
mini-STR, sdo eles, Amelogenina (ndo € um STR), D3S1358, D1S1656, D16539,
D18S51, THO1, VWA, D8S1179 e D12S391. O kit contém uma mistura principal (master
mix) especializada capaz de superar niveis mais elevados de inibidores conhecidos, tais
como hematina, acido himico e acido tanico (Lawson et al, 2017; Oostdik et al, 2014).

A reacdo foi realizada de acordo com as especificacdes do manual do kit.

3.5. INTEGRIDADE DO DNA

Para verificar a integridade dos DNAs extraidos efetuou-se uma analise utilizando
o kit High Sensitivity DNA (Agilent Technologies, California, EUA) conforme instrucdes
do fabricante, utilizando o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
California, EUA). Este ensaio permite analisar a degradacdo do DNA através de uma

imagem de um gel virtual, bem como obter uma estimativa de concentracdo da amostra.



Tabela Il Localizagdo cromossdmica dos loci analisados, suas respectivas sequéncias e seus marcadores

fluorescentes presentes no kit PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation).

Amelogenina* X: p22\.{1-22.3 N/A
D35S1358 3p21.31 (45.557Mb) Complexo TCTA
D1S1656 1942 (228.972Mb) Complexo TAGA Fluorescein
D2S441 2pl4 (68.214Mb) TCTA
D10S1248 10qg26.3 (130.567Mb) GGAA
D13S317 13¢g31.1 (81.62Mb) TATC
Penta E 15g26.2 (95.175Mb) AAAGA
D16S539 16qg24.1 (84.944Mb) GATA
D18S51 18g21.33 (59.1Mb) AGAA
D251338 2935 (218.705Mb) TGCC/TTCC JOE
CSF1PO 5033.1 (149.436Mb) AGAT
Penta D 21g22.3 (43.88Mb) AAAGA
THO1 11p15.5(2.149Mb) AATG
VWA 12p13.31 (5.963Mb) Complexo TCTA
D21S11 21q21.1 (19.476Mb) Complexo TCTA
D7S820 7021.11 (83.433mb) GATA TMR-ET
D5S818 5023.2 (123.139Mb) AGAT
TPOX 2p25.3 (1.472Mb) AATG
DYS391 Y TCTA
D8S1179 8024.13 (125.976Mb) Complexo TCTA
D12S391 12p12 (12.341Mb) Complexo AGAT/AGAC
D19S433 19¢12 (35.109Mb) Complexo AAGG CXR-ET
FGA 4028 (155.866Mb) Complexo TTTC
D22S1045 22g12.3 (35.779Mb) ATT

* Amelogenina ndo é um STR.

3.6. ELETROFORESE CAPILAR

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese capilar no analisador
genético 3500® (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e gerenciada utilizando o
software Data Collection 3500-Series versdo v3.1 (Applied Biosystems, California,
EUA). Para a analise das amostras, 1 ul do produto de PCR foi diluido em 9,5 ul de
formamida Hi-Di™, acrescido de 0,5 pl de padrdo interno CC5 (Promega Corporation)
em placas de 96 orificios. As 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 IlI: ConfiguracBes recomendadas para eletroforese capilar utilizando o sistema de
identificacdo humana PowerPlex® Fusion System (Promega Corporation).

Tipo de aplicagéo HID

Comprimento do capilar 36 cm

Polimero POP-4®

Configuracdes dos corantes (Dye Set) G5 (Promega G5 spectral)

Médulo de corrida HID36_POP4(xI)

15 segundos no analisador genético 3500

Tempo de injecdo* (Applied Biosystems®)

Voltagem da injecéo 1.2 kV
Voltagem da corrida 15 kV
Tempo de corrida 1.210 — 1.500 Segundos

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

3.7. ANALISE DOS DADOS

Apos a eletroforese, os dados obtidos foram analisados utilizando o software
GeneMapper ID-X (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). Foram considerados alelos
com altura do pico em até 100 unidades fluorescentes relativas (RFU - Relative
Fluorescent Units). A figura 11 exemplifica um eletroferograma, mostrando os 23 loci

STR, assim como o marcador de género Amelogenina utilizados em casos forenses.
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Figura 11: Eletroferograma obtido com a utilizacdo do kit PowerPlex® Fusion System (Promega
Corporation), demostrando os 23 loci STRs analisados e o marcador de género Amelogenina. O eixo X
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representa os alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units), (Fonte: Acervo pessoal).

Para uma melhor representatividade dos resultados, os perfis genéticos
provenientes das amostras foram classificados em trés tipos: Perfil completo, quando
apresentam picos nos 23 loci STR mais o marcador de género amelogenina (Figura 12).
Perfil parcial, quando apresentam picos entre 10 a 23 loci (Figura 13). E perfil insuficiente

para analise, quando apresentam picos em até 9 loci (Figura 14).
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Figura 12: Exemplo de eletroferograma com perfil completo, apresentando picos nos 23 loci STR mais
o marcador de género amelogenina, (Fonte: acervo pessoal).
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Figura 13: Exemplo de eletroferograma com perfil parcial, apresentando picos em 12 loci STR mais o
marcador de género amelogenina, (Fonte: acervo pessoal).
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Figura 14: Exemplo de eletroferograma com perfil insuficiente para anélise, apresentando picos
em apenas 4 loci STR mais o marcador de género amelogenina, (Fonte: acervo pessoal).

Considerando que os dados do presente trabalho ndo apresentam quantidades
suficientes para afirmar que seguem uma distribuicdo normal, foi realizado, para a analise
estatistica, o teste de Kruskal Wallis com o auxilio do programa estatistico GraphPad
Prism 5 Demo. Considerando estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade menor que 5% (p<0,05), seguido de

compara¢des multiplas utilizando o teste de Dunn.



27

4. RESULTADOS

4.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Com o objetivo de verificar as concentragdes de DNA obtidas a partir dos dois
metodos de extracdo utilizados, PCI e Chelex®, foram estudadas 10 amostras de swabs
de mucosa da bexiga urinaria de cadaveres carbonizados e 10 swabs de cadaveres
putrefatos, assim como suas respectivas amostras de referéncias, musculos e 0ssos
(quando possiveis). Todas as amostras, exceto uma amostra de swab extraido com o
método Chelex® (SC), dos cadaveres carbonizados apresentaram quantidades suficientes
de DNA para analise (mais de 0,5 ng/ul). Ja os corpos putrefatos apresentaram quatro
amostras de swabs extraidos com o método PCI (SO) e oito de SC com quantidade abaixo
do recomendado pelo kit (0,5 ng/ul), como visto nas tabelas IV e V. Entre os métodos de
extracdo utilizados, a extracdo por PCI proporcionou melhor recuperagéo na concentragdo
de DNA em ambos os tipos de cadaveres estudados, enquanto a extracdo por Chelex®
apresentou baixa recuperacdo de DNA (tabelas IV e V).

As amostras #3 SO, #8 _SC e #10_SC dos cadaveres carbonizados, assim como a
amostra #9_ SO dos cadaveres putrefatos, embora tivessem concentracdes de DNA
suficiente para andlise, apresentaram perfis parciais devido a provavel degradacédo do
material genético. A amostra #8_SO dos cadaveres putrefatos apresentou perfil completo
(24/24 loci), mesmo tendo sua concentracao de DNA abaixo do recomendado pelo kit de
amplificacdo (0,14 ng/ul), isto se deve a provavel acdo de colocar o input de DNA
méaximo permitido pelo kit de amplificacdo. As amostras de masculos #3, #7, #8, #9 e
#10 dos cadaveres putrefatos utilizadas como referéncias apresentaram perfis parciais
mesmo tendo concentracdes de DNA suficiente para analise como recomendado pelo kit
de amplificacdo. Esse resultado deve-se a provavel degradacédo do material genético, visto
que provem de cadaveres ja em estado de decomposi¢cdo, demonstrando que as amostras
de muasculos ndo sdo recomendadas como amostras de referéncias nesses tipos de
cadaveres. As amostras de 0ssos mostraram-se bastante eficientes como referéncias, visto
que foi possivel obter perfis completos em todas as amostras, exceto uma.

Em nenhuma das amostras foi detectada a presenca de inibidores de PCR,
conforme a andlise do padrdo interno (IPC) (dados ndo mostrados). A figura 15 mostra a

variacdo de concentragcdo de DNA nos diferentes grupos analisados.
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Tabela I1V: Dados da quantificacdo de DNA das amostras de ossos, musculos e swabs da mucosa da bexiga
urinaria dos cadaveres carbonizados com o emprego do kit Investigator Quantiplex e o tipo de perfil genético
adquirido de cada amostra.

Swab da Bexiga Swab da Bexiga ,
(método PCIg) (método Cheleg®) Musculo Osso

uantificacdo . uantificacédo . uantificacédo . uantificacédo .
# Q (ng/ul)g Perfil Q (ng/ul)g Perfil Q (ng/ul)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 1090,9100 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 95,0203 C 2,5335 P 67,8339 C 45,4282 C

* - Nao foi possivel obter a amostra de osso. C - Completo, P - Parcial e | - Insuficiente para analise.

Tabela V: Dados da quantificacdo de DNA das amostras de 0ssos, muasculos e swabs da mucosa da bexiga
urinéria dos cadaveres putrefatos com o emprego do kit Investigator Quantiplex e o tipo de perfil genético
adquirido de cada amostra.

Swab da Bexiga Swab da Bexiga Masculo Oss0
(método PCI) (método Chelex®)

uantificacéo . uantificacédo . uantificacdo - uantificacédo .
# Q (ng/ul)q Perfil Q (ng/pl)g Perfil Q (ng/ul)g Perfil Q (ng/ul)g Perfil
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 | N/D I 5,8094 P *

* - Nao foi possivel obter aamostra de 0sso; N/D — Nao detectado. C - Completo, P - Parcial e | - Insuficiente
para analise.
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Figura 15: Variacdo na concentracdo de DNA dos diferentes tipos de amostras coletadas dos cadaveres
carbonizados (A) e putrefatos (B). E possivel observar a eficiéncia da metodologia PCI na recuperacéo de
DNA em ambos os tipos de cadaveres, enquanto metodologia Chelex® apresentou baixo rendimento na
recuperacdo de DNA. SO = swabs extraidos com o método PCI, SC = swabs extraidos com o método
Chelex®, M = musculos e O = 0ss0s.

4.2. ANALISE ESTATISTICA

Levando-se em consideracdo a analise estatistica das concentracdes de DNA
extraido das diferentes fontes de DNA (0sso, musculo e swab da bexiga urinaria),
aplicando-se o teste Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn para compara¢des multiplas
entre as amostras estudadas. Verificou-se que nos cadaveres carbonizados os swabs
extraidos com a metodologia de PCI é tdo eficiente quanto as amostras de musculos
utilizadas como referéncia (p<0,05), a0 mesmo tempo em que 0s swabs extraidos com o
método Chelex® apresentaram diferencas significativas em relacdo ao restante das
amostras, a excecdo dos 0ssos (Tabela V1).

No que diz respeito aos cadaveres putrefatos, verificou-se que os swabs extraidos
com a metodologia de PCI ndo possuem diferencas significativas quanto aos swabs
extraidos com o método Chelex® e as amostras de musculos e o0ssos utilizadas como
referéncia (p>0,05), em oposicdo aos swabs extraidos com o método Chelex® que
apresentaram diferencas significativas em relacdo as amostras de referéncias, tais como

musculos e 0ssos (Tabela V1).
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Tabela VI: Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn das amostras dos cadaveres carbonizados obtidos
através do software GraphPad Prism 5.

Cadaveres: Carbonizados

Teste de Kruskal-Wallis 24,81
Pvalor <0,0001

As medianas variam significativamente (P <0,05) Sim

Resumo do P valor ***

Teste de Comparagao Multipla de Dunn Diferenca na Significante?
(grupos analisados) soma do ranking (p<0,05) Resumo

SO vs SC 21,65 Sim Hokk

SO vs MUSC 3,450 N3o ns

SO vs 0SSO 17,18 Sim ok

SCvs MUSC -18,20 Sim ok

SCvs OSSO -4,472 N3o ns

MUSC vs OSSO 13,73 N3o ns

*** = Extremamente significante (p<0,001); ** = Muito significante (p entre 0,001 e 0,01); * =
significante (p entre 0,01 a 0,05); ns = ndo significante (p>0,05).

Tabela VII: Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn das amostras dos cadaveres em putrefacéo obtidos
através do software GraphPad Prism 5.

Cadaveres: Putrefatos

Teste de Kruskal-Wallis 10,39
Pvalor 0,0156

As medianas variam significativamente (P <0,05) Sim

Resumo do P valor *

Teste de Comparagdo Multipla de Dunn Diferenca na Significante?

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

*** = Extremamente significante (p<0,001); ** = Muito significante (p entre 0,001 e 0,01); * =
significante (p entre 0,01 a 0,05); ns = ndo significante (p>0,05).
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4.3. AMPLIFICAGAO DO DNA E OBTENCAO DO PERFIL GENETICO

Depois de realizadas as quantificacdes, 0 DNA das amostras foram submetidas a
amplificacdo pelo método de PCR, seguidos de separacdo por eletroforese capilar e
posteriormente analisados no software GeneMapper ID-X. Os resultados obtidos na
amplificacdo das amostras confirmam a viabilidade dos protocolos de extragéo utilizados
para 0s swabs da mucosa da bexiga urinaria, visto que foi possivel obter eletroferogramas
de boa qualidade em 100% dos SO e 90% dos SC (considerando perfis completos e
parciais) nas amostras de cadaveres carbonizados e em 90% dos SO e 50% dos SC nas
amostras de cadaveres putrefatos, como visto na figura 18 e nos eletroferogramas
adquiridos através do software GeneMapper ID-X (apéndices).

Todos os perfis genéticos dos swabs de mucosa da bexiga urinaria estavam de
acordo com suas respectivas amostras de referéncia (masculos e 0ss0s), tanto os extraidos
pela metodologia PCI quanto os extraidos pelo método Chelex®. Os perfis parciais
obtidos também estavam de acordo com suas amostras de referéncia (figuras 19 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

Figura 16: Representacdo grafica dos perfis genéticos obtidos através dos diferentes tipos de amostras
coletadas dos cadaveres carbonizados (A) e putrefatos (B).
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E possivel observar nas tabelas VIII e 1X as condicdes de cada perfil genético
parcial obtido dos swabs dos cadéaveres carbonizados e putrefatos respectivamente,
levando em consideragdo os loci amplificados, os loci ndo amplificados, os loci que
apresentaram drop-out (drop-out € a falha de amplificacdo de alelos especificos. A
possibilidade de ocorrer drop-out aumenta quando se utilizam pequenas quantidades de
DNA, quando existe algum contaminante inibidor na amostra, ou quando as amostras
estdo degradadas ou comprometidas) e os loci que apresentaram drop-in (refere-se como
drop-in quando alelos adicionais sdo observados a partir de uma contaminagéo
esporadica, assim como ocorre quando o0 DNA se encontra degradado).

Tabela VIII: Condicdo de cada perfil genético parcial obtido dos swabs dos cadaveres carbonizados,
levando em consideracdo os loci amplificados, os loci ndo amplificados e os loci que apresentaram drop-
out.

loci ndo loci com

amplificados  drop out loci amplificados

Metodologia  Cadaver

Amelogenina, D3S1358, D1S1656,

Swab PENTAD, Penta E D2S441, D10S1248, D16S539,
(extracio  C3 D13S317, CSFlPée D18S51, D2S1338, THO01, VWA,
PCI) D22S1045 e TPOX D21S11, D7S820, D5S818,
FGA DYS391, D8S1179, D12S391 e
D19S433
Amelogenina, D3S1358, D1S1656,
D2S441, D10S1248, D13S317,
Penta E, D16S539, D18S51,
c8 DYs3ol  oPiPO® D2S1338, Penta D, THOL VWA,
D21S11, D7S820, D5S818, TPOX,
D8S1179, D12S391, D19S433 e
Swab FGA
(extracao
Chelex®) Amelogenina, D3S1358, D1S1656,

D25441, D10S1248, D13S317,
Penta E, D16S539, D18S51,
C10 D2251045  D2S1338, CSF1PO, Penta D, THO1,
VWA, D21S11, D7S820, D5S818,
TPOX, DYS391, D8S1179,
D12S391, D19S433 e FGA
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Tabela IX: Condicdo de cada perfil genético parcial obtido dos swabs dos cadaveres putrefatos, levando
em consideracdo os loci amplificados, os loci ndo amplificados e os loci que apresentaram drop-out.

Metodologia  Cadaver IOC.' nao loci com loci com loci amplificados
amplificados drop-out drop-in
Amelogenina,
D3S1358, D151656,
D2S441, D10S1248,
D13S317, Penta E,
D16S539, D18S51,
p1 THO1, D2S1338, CSF1PO,
D12S391 Penta D, VWA,
D21S11, D7S820,
Swab D5S818, TPOX,
2"’5‘ g DYS391, D8S1179,
(eég’:@a" D195433, FGA e
) D2251045
Amelogenina,
D3S1358, D151656,
D10S1248 D2S441, D16S539
D13S317, Penta E, ' ! !
P9 TPOX, DYS391 e CSFIPO, D12S391 D18351, D251338,
D2251045 PentaD e THO1, VWA,
D21S11 D7S820, D5S818,
D8S1179, D19S433 e
FGA
D2S441, D13S317, Amelogenina,
D3S1358, D151656,
Penta E, D2S1338,
D10S1248, D16S539,
CSF1PO, Penta D,
P1 FGA D18S51, THO1,
D75820, D55818,
TPOX, DYS391 e VWA, D21S11,
D22$1,045 D8S1179, D12S391 e
D195433
D16S539,
D18S51,
D251338, Amelogenina
%gipo' D3S1358, D1S1656,
P4 PentaD, DYS391  PentaE D782, D25441, D1051248,
D13S317, VWA,
D5S818,
TPOX D21S11, FGA e
Swab ' D22S1045
x D8S1179,
(extracdo
Chelex®) D19S433 e
D12S391
Amelogenina,
D10S1248, D3S1358, D25441,
D251338, Penta E, Bgégig D165539, D18S51,
P6 Penta D, TPOX, CSE1PO ' THO1, VWA,
D7S820, FGA, D22510 4'5 D5S818, DYS391,
D21S11 D8S1179, D12S391 e
D195433
D13S317, Penta E, .
D2S1338. CSF1PO, D1S1656, Amelogenina,
D3S1358, D25441,
p7 Penta D, D21S11, D7S820, D16S539. D18S51.
TPOX, DYS391, D10S1248, THO1 VW A !
D19S433, FGA, D5S818, D8S1179 eD12S391

D2251045
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Figura 17: Eletroferogramas com perfis completos das amostras de 0sso (A), musculo (B) e swabs extraidos
com PCI (C) e Chelex® (D) do cadaver carbonizado C2 mostrando a concordancia entre eles.
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Figura 18: Eletroferogramas com perfis completos das amostras de referéncia 0sso (A) e musculo (B), perfil
parcial de swab extraido com PCI (C) e perfil insuficiente para anélise de swab extraido com Chelex® (D)
do cadaver carbonizado C3 mostrando a concordéncia entre o perfil parcial do swab e completo das
referéncias.
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Figura 19: Eletroferogramas com perfis completos das amostras de referéncia osso (A) e musculo (B) e
perfis parciais dos swabs extraidos com PCI (C) e Chelex® (D) do cadaver putrefato P1 mostrando a
concordancia entre os perfis parciais dos swabs e completos das referéncias.
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Figura 20: Eletroferogramas com perfil insuficiente para analise da amostra de osso (A), perfil parcial de
musculo (B) e perfis completos dos swabs extraidos com PCI (C) e Chelex® (D) do cadaver putrefato P3
mostrando a concordancia entre os perfis completos dos swabs e parcial de musculo.
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Figura 21: Eletroferogramas com perfis completos das amostras de osso (A), swab extraidos com PCI (C)
e Chelex® (D) e perfil parcial de musculo (B) do cadéaver putrefato P8 demostrando a concordéncia entre

eles.
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4.4. DEGRADACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

O ensaio do Bioanalyser mostra ndo apenas uma estimativa da quantidade de
DNA, mas também pode fornecer uma visdo sobre sua integridade. Como se vé na figura
21, duas de trés amostras musculares (C02 e P04) apresentaram DNA de alta integridade,
com fragmentos com comprimento superior a 3000 pb. Em oposi¢éo, a amostra muscular
PO5 apresentou altos niveis de degradacdao, 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 primeiras amostras, enquanto que a ultima
mostrou um perfil insuficiente para anélise (tabelas IV e V).

Entre os esfregacos da bexiga urinaria, é possivel observar que, mais importante
do que obter altos rendimentos de DNA, sua integridade € crucial para a obtencdo de
perfis genéticos completos. Embora a extracéo por Chelex® produza, em geral, amostras
com menores concentragdes de DNA quando comparadas com a extragdo por PCI (por
exemplo, P08), é possivel obter um eletroferograma completo quando os fragmentos de

DNA sdo suficientemente longos para suceder a amplificacdo por PCR.
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Figura 22: Gel de eletroforese gerado pelo Bioanalyser mostrando a integridade do DNA em alguns
tipos de amostras dos cadaveres carbonizados e em putrefagao.

‘ | ‘




40

5. DISCUSSAO

Em casos de morte violenta ou suspeita, a necropsia é obrigatéria (BRASIL,
decreto-lei n® 3.689, 1941), sendo o musculo a amostra preferencialmente coletada.
Todavia, podem ser colhidas amostras de 0sso se 0 musculo ndo é adequado, como por
exemplo em casos avancados de decomposicdo (Benfica & Vaz, [s.d.]; Interpol, 2009).
Por este motivo foram utilizadas amostras de musculos e 0ssos neste estudo como
referéncias.

Os swabs da mucosa da bexiga urinaria, apresentaram certas vantagens
comparados aos materiais de 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 material apds a necropsia, € feito
somente uma inciséo na bexiga urinaria e realizado o esfregago na parte interna. Outra
vantagem dos swabs da bexiga é o transporte desses materiais e 0 armazenamento, pois
S80 pequenos e ndo ocupam muito espaco, que, segundo a literatura, sdo problemas
rotineiros em laboratorios forenses (Fonseca e Garrido, 2016). A rapidez na extracdo do
material genético dos swabs de mucosa da bexiga urinaria mostrou ser outra vantagem
quando comparados aos materiais de rotina, pois 0s mesmos nao precisam passar por uma
pulverizacdo e uma fase de lise mais brusca, por aproximadamente 18 horas, no caso de
0ss0s, € a facil manipulacdo do material em comparagdo aos muasculos.

Comparando as metodologias empregadas para extracdo do DNA dos swabs, foi
observado que os swabs extraidos com a metodologia PCI apresentaram um alto
rendimento em relacdo ao minimo aceitavel para a amplificacdo do DNA. Enquanto 0s
swabs extraidos com Chelex® mesmo ndo tendo um alto rendimento ainda possibilitaram
obter quantidades significativas de DNA para amplificacdo (mais de 0,5 ng/pl; observavel
nas tabelas IV e V).

Chelex® é uma resina quelante utilizado para purificar compostos via troca iénica.
Foi escolhido por causa das vantagens em relacdo ao método convencional baseado em
PCI, uma vez que é um método de tubo Unico, rapido e facil de realizar quando existe
multiplas amostras, além de ter um custo baixo (Walsh, Metzger, & Higuchi, 2013).

A metodologia de extracdo por Chelex® apresentou certas vantagens, tais quais a
reducdo de custo, do tempo e do esforgo, assim como na seguranca do operador, ja que

ndo utiliza solventes organicos téxicos, corroborando o estudo feito por Jung (1991),
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sobre vantagens da extragdo pela resina Chelex® em relacdo a técnica de PCI. A reducéo
do numero de passos na preparacdo da amostra também reduz a possibilidade de
contaminagdo por DNA introduzido pelo operador, assim como mistura de amostras,
como demonstrado por Walsh, Metzger e Higuchi (2013). Apesar dessas vantagens
apresentadas pela extracdo por Chelex®, os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que a metodologia PCI é a mais eficiente para as amostras de swabs, devendo
ser a primeira e Unica técnica a ser escolhida em casos de cadaveres putrefatos, devido a
grande quantidade de perfis completos adquiridos. Enquanto que a metodologia Chelex®
se mostrou eficiente em cadaveres carbonizados, obtendo sete perfis completos dentre 0s
dez cadaveres estudados, podendo ser a primeira técnica a ser utilizada para extragdo
desses cadaveres, e caso apresente algum problema, a extracdo por PCI pode ser uma
segunda alternativa para a melhoria do material genético.

Por mais que os resultados obtidos com a extracdo pelo método Chelex® tenham
sido promissores, muito pouco é feito utilizando este método de extragdo em amostras de
mucosa de bexiga. Brito e colaboradores (2015) demonstraram a viabilidade dos swabs
da mucosa da bexiga urinaria em cadaveres sem sinais evidentes de decomposi¢do, como
uma excelente fonte de DNA nos casos em que € dificil ou ndo é possivel coletar outro
tipo de amostra, assim como o custo-beneficio dos swabs de mucosa da bexiga para
identificacdo humana. Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho podem ser
utilizados como referéncias para futuros estudos.

A grande variagdo entre as quantidades de DNA nas amostras do mesmo grupo
pode ter ocorrido devido ao perfil dos cadaveres utilizados nesse estudo; no caso dos
0ss0s, a variacdo pode ter ocorrido pelo fato de ter sido coletado ossos de diferentes
regides, por ordens do médico legista responsavel devido normas do IMLAP, assim como
0 grau de putrefacdo (qualidade) das amostras foi diversificado (SEPP et al, 1994).
Segundo Solléro et al. (2004), a qualidade das amostras de DNA é caracterizada pela sua
capacidade de ser utilizado para amplificacdo e poder ser submetidos a técnica de analise
de fragmentos. A vista disso, as metodologias empregadas para os swabs da mucosa da
bexiga urinaria, demonstraram ser Uteis por serem bastante sensiveis (a exce¢do da
extracdo por Chelex® em cadaveres em putrefacdo), reprodutiveis e ndo apresentarem
evidéncias de contaminacdo, podendo assegurar excelente material capaz de ser aplicado

a rotina forense em casos de desastres de massa.
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O sistema PowerPlex® Fusion aderiu a recomendacdo da comunidade forense
europeia sobre a utilizagdo de mini-STRs como o caminho a seguir para aumentar tanto
a robustez como a sensibilidade da anélise, o que melhorou bastante a obtencéo de perfis
genéticos com mais loci que os kits comerciais anteriores (Gill et al. 2006a, Gill et al.
2006b). Os mini-STRs presentes no sistema PowerPlex® Fusion se revelaram valiosos
devido aumento do poder de discriminacdo oferecido pela recuperacdo de mais loci
genéticos nos casos em que 0 DNA se encontrava com provavel degradacéo (tabelas VI
e VII). De acordo com a Comisséo Internacional de Pessoas Desaparecidas (Parsons et
al. 2007), a recuperacdo de mais loci genéticos, a separacdo e reassociacdo de restos
altamente misturados com o uso de Mini-STR sdo claramente uma ferramenta importante
e de baixo custo no tratamento de casos de amostras altamente degradadas, assim como
a alta taxa de sucesso dos mini-STRs permitem que eles sejam um grande beneficio
(Coble e Just, 2009; Irwin et al., 2007). Deste modo, o sistema PowerPlex® Fusion
mostrou-se ser um multiplex robusto e confiavel de analise de STR adequado para
identificacdo humana.

Os mini-STRs tém um grande potencial e sua utilizacdo em casos forenses
aumentou nos ultimos anos a medida que os novos e familiares loci autossémicos, loci
dos cromossomos X e Y sdo projetados com produtos de PCR de tamanho reduzido
(Butler, Shen e Mccord, 2003; Dixon et al. 2006; Grubwieser et al. 2006; Hill et al., 2008;
Parsons et al. 2007). A vista disso, o presente estudo demonstrou que a utilizacdo de mini-
STR para a avaliacdo dos swabs de mucosa da bexiga urinaria pode garantir uma melhoria
desse tipo de amostra em casos onde o material genético se encontra degradado.

O perfil genético obtido a partir do swab da bexiga, em geral, foi de qualidade
similar quando comparado com a amostra de referéncia (Figuras 16 a 20), ndo obstante,
algumas amostras apresentaram perfis parciais mesmo com concentracfes acima do
limite recomendado pelo kit PowerPlex® Fusion (Tabelas 1V e V). O perfil genético do
cadaver putrefato #7 com a metodologia Chelex® foi considerado parcial, uma vez que,
se ndo existisse as amostras de referéncias ndo seria possivel ter conhecimento dos drop-
out apresentados.

Um perfil de DNA parcial ocorre quando ndo foi possivel obter resultados para
um ou mais dos loci STR ou 0 marcador de género. Isto pode acontecer quando a amostra
que esta sendo analisada se degrada apos ter sido exposta a um ambiente severo por um

periodo de tempo, e/ou quando ha muito pouco material disponivel (Foreman e Evett,
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2001). Foreman e Evett (2001) observaram que perfis parciais ocorrem em
aproximadamente 20% dos casos. Dado que muitas vezes ndo é possivel saber quais
alelos deveriam ter estado presentes se a amostra ndo tivesse sido degradada, a préatica
padrdo é interpretar apenas os alelos detectados como sugerido por Butler (2005). Mesmo
que os resultados sejam obtidos em apenas alguns loci STR, essas informac6es podem
fornecer ampla assisténcia para identificagdo humana, incluir ou excluir um suspeito e,
portanto, ajudar a resolver um caso (Butler, 2005).

Considerando o baixo rendimento da extracdo por Chelex® nas amostras que
apresentaram perfis parciais ou insuficiente para analise devido a quantidade de DNA
abaixo do proposto pelo kit de amplificagdo (menor que 0,5 ng/ul), foi possivel melhorar
a qualidade do perfil genético fazendo um ajuste na concentracdo de DNA na etapa de
amplificacdo. Outra forma de melhorar a qualidade do perfil genético & aumentar os ciclos
de amplificacdo em cinco ciclos, de forma a garantir a amplificacdo de DNA, caso este
esteja presente e com qualidade para ser amplificado como sugerido por Shibata e
colaboradores (1994).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou a viabilidade do uso dos swabs de mucosa da bexiga
urinaria como fonte de DNA para a identificacdo humana de cadaveres carbonizados e
putrefatos, possibilitando a obtencdo de perfis genéticos de boa qualidade para utilizagdo
no laborat6rio. Em comparacdo com os materiais de rotina, tais como 0ssos e masculos,
0s swabs da bexiga provaram ser uma forma eficiente e de baixo custo para a identificagdo
humana.

Entre as metodologias empregadas, 0 método PCI se mostrou o mais eficiente para
a obtencdo de perfis genéticos para ambos tipos de cadaveres aqui estudados,
carbonizados e putrefatos. Enquanto que o método Chelex® 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 genéticos. A utilizacdo destas
metodologias ndo soO é possivel como viavel em laboratdrios de analises forenses, e a
opcdo por uma delas fica a critério do laboratorio, no que tange a fatores como custo e
adaptacéo a técnica.

Os resultados desse estudo contribuem com a melhoria da qualidade e
confiabilidade deste material quando outras amostras se encontram 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 identificacdo
humana, porém, estudos adicionais sdo necessarios para melhorar a qualidade dos perfis
genéticos obtidos atraves dos swabs da bexiga.

Em suma, o presente trabalho permite concluir que, esse tipo de material podera
atender ndo s aos interesses do Instituto de Pesquisa e Pericias em Genética Forense
(IPPGF - DGPTC/PECERJ) como aos outros institutos forenses no desenvolvimento e no

avanco na linha de investigacdo da Genética Forense.
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Apéndice 1: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #1, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 2: Eletroferograma da amostra de 0sso do cadaver carbonizado #1, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 3: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #1,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 4: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver carbonizado #1,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 5: Eletroferograma da amostra de muasculo do cadaver carbonizado #2, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 6: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #2, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).



56

LS. DAL B FUSIONELIE 2 FONC  SamplesMot eee——  ~(

“Fle Gt View Plots Tocks Aleies Help

@ [ P cer o S | el | EEOEER | G0 | G | GEEE | A @

O «u@ | MievEEs | & &
o

Zameia e %05 50 (RN WX WA cea

3 e A |8 A & & |® VoSl o o -
1 R 1]
EX o] [ZE] [ [i] ] [
Er e NS 7 Mk S for Dt
espe
i ol ) J | Ll s
El] [ R G E
e Pt e A (B (A A A @ 7] Mk S for Dot
S|
Ll L “ i A Jl\
] Elﬁ [z ] [E ] [] ]
Er e NN 7] Mk S for Dt
s
- 1 h {
. \' | N | \
A J_ %: i 'E:‘I\ SN -

Apéndice 7: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #2,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 8: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCl do cadaver carbonizado #2,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 9: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #3, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 10: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #3, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 11: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #3,
apresentando perfil genético insuficiente para analise com picos em 4 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).

S — ==
Pl B Yiew Plovs- Touis- Aeles Help
& (3 ot sesing: Tradaensi Semire <@ | s | MR GO0 4@l | BE=E| A e
@@ 4@ | @D &9 F6 | &0
o8 s [sw

e e e [t o
gy W8 A (4 @ ® Mark Sancie i Ceeton
Penia F 1

P

ol l

- e ] NN Ala

g [ ] ] [
@ A [a 88 s
s e ]

el

| Il

o} i | i 1 ﬁ

(] i s &
@ A [a 88 e
L. — il 1
:f J\l n A A
. .
] T RS ] [T ]
5 50 e A 4 @ @ Mark Sancle hr Celetion
[ ——
3 [1[1f |
“ L“-ﬂ L | ﬂ. I
[ENT] [£] fie3l [E] 3]

Apéndice 12: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver carbonizado #3,
apresentando perfil genético parcial com picos em 19 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 13: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #4, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 14: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #4, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 15: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #4,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 16: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver carbonizado #4,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 17: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #5, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 18: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #5, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 19: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #5,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 20: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCIl do cadaver carbonizado #5,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 21: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #6, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 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 fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).

Fae 6 Vinw Pats Tols e Help
& [B Fot Setting: Prots_Sdves =@ | Faoesa o] | EECEED i@ | BE=EE | A | @
@ 4| e +EF s | 2 5
= et sos s e e (o s
—oory 2 a2 ® ook Sl o Ocm -
" ] o o £ £ o £ £l £ ™
s
- n
LI LI MERTY I
] e 72 [i1] GG [} ] i
Ex ==y & a a ® Mk Sarce o Dneton
fesrpg
e W e w 0w e e ] E I S E]
an
o
an
p | |
- Ll ALY | i A A A
[ i [l 6] 4] = EE] ] [
ors ® ksl b e
® o £ 0 £ ] @
an
e
L ﬂ| | é_g A
- =] i &
o Fore e A [ (A A A @ vkl et
Loccil . —
- M
‘ L L J\ ﬁ
Aﬁé [1] ] 7] = i

[ 63.00 ¥ 15832)

Apéndice 22: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #6,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 23: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver carbonizado #6,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 24: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #7, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 25: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #7, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 26: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #7,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 27: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCl do cadaver carbonizado #7,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 28: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #8, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 29: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #8, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 30: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #8,
apresentando perfil genético parcial com picos em 22 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 31: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCl do cadaver carbonizado #8,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 32: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #9, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 33: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #9, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 34: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #9,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 35: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCl do cadaver carbonizado #9,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 36: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver carbonizado #10, apresentando perfil
genético completo com picos em 23 loci STR mais o0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 37: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver carbonizado #10, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 38: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver carbonizado #10,
apresentando perfil genético parcial com picos em 23 loci STR mais 0 marcador de género amelogenina.
Locus D22S1045 apresentando drop-out. 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 inglés, Relative
Fluorescent Units).
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Apéndice 39: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver carbonizado #10,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 40: Eletroferograma da amostra de masculo do cadaver putrefato #1, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 41: Eletroferograma da amostra de 0sso do cadaver putrefato #1, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 42: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #1,
apresentando perfil genético parcial com picos em 12 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 43: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #1, apresentando
perfil genético parcial com picos em 23 loci STR mais o marcador de género amelogenina. Loci THO1 e
D12S391 apresentando drop-in. 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 inglés, Relative Fluorescent
Units).
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Apéndice 44: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #2, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 45: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver putrefato #2, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 46: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #2,
apresentando perfil genético insuficiente para analise sem picos STR nem 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 47: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #2, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 48: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #3, apresentando perfil genético
parcial com picos em 22 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 49: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver putrefato #3, apresentando perfil genético
insuficiente para analise sem picos STR nem o marcador de género amelogenina. O eixo X representa 0s
alelos do doador da amostra, enquanto o eixo Y representa a altura dos picos em unidades fluorescentes
relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 50: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #3,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 51: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #3, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 52: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #4, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 53: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver putrefato #4, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 54: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #4,
apresentando perfil genético parcial com picos em 21 loci STR mais o marcador de género amelogenina.
Diversos loci apresentando drop-in. 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 inglés, Relative Fluorescent
Units).
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Apéndice 55: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #4, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 56: Eletroferograma da amostra de musculo do cadéaver putrefato #5, apresentando perfil genético
insuficiente para analise com picos em 5 loci STR e sem 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 57: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #5,
apresentando perfil genético insuficiente para analise sem picos STR nem 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 58: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #5, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 59: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #6, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 loci STR mais 0 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 60: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver putrefato #6, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 61: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #6,
apresentando perfil genético parcial com picos em 15 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 62: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #6, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 63: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #7, apresentando perfil genético
parcial com picos em 20 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 64: Eletroferograma da amostra de 0sso do cadaver putrefato #7, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 65: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #7,
apresentando perfil genético parcial com picos em 12 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 66: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #7, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 67: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #8, apresentando perfil genético
parcial com picos em 21 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 68: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #8, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 69: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #8,
apresentando perfil genético completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 70: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #8, apresentando
perfil genético completo com picos em 23 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 71: Eletroferograma da amostra de musculo do cadaver putrefato #9, apresentando perfil genético
parcial com picos em 22 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 72: Eletroferograma da amostra de osso do cadaver putrefato #9, apresentando perfil genético
completo com picos em 23 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 fluorescentes relativas
(RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 73: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #9,
apresentando perfil genético insuficiente para analise sem picos STR nem 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 74: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #9, apresentando
perfil genético parcial com picos em 18 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
fluorescentes relativas (RFU, do inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 75: Eletroferograma da amostra de misculo do cadaver putrefato #10, apresentando perfil
genético parcial com picos em 23 loci STR mais o marcador de género amelogenina, com alguns loci
apresentando drop-in. 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 inglés, Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 76: Eletroferograma da amostra de swab extraido com Chelex® do cadaver putrefato #10,
apresentando perfil genético insuficiente para anlise com picos em 15 loci STR mais o marcador de género
amelogenina, porém 9 loci apresentam drop-in. 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 inglés,
Relative Fluorescent Units).
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Apéndice 77: Eletroferograma da amostra de swab extraido com PCI do cadaver putrefato #10,
apresentando perfil genético insuficiente para analise com picos em 22 loci STR mais o marcador de género
amelogenina, porém 20 loci apresentam drop-in. 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 inglés,
Relative Fluorescent Units).



