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Genética Forense

> A Genética forense tem sido utilizada na identificacdo humana,
utilizando marcadores genéticos ndo fenotipicos. A escolha
destes marcadores para a andlise forense foi impulsionada
principalmente pela sua diversidade polimodrfica, juntamente
com o fato de garantirem o anonimato civil dos individuos
analisados, ndo sendo possivel determinar doencas,
comportamento, “raca” e caracteristicas fisicas.

» O DNA empregado nesses processos € geralmente obtido de
0ssos ou dentes, fio de cabelo, sangue, tecido, seémen, saliva e
urina.



Genética Forense

> A determinacdo de idenfidade genética pelo DNA pode
ser usada para:

- Demonstrar a culpabilidade dos criminosos ou exonerar os
Inocentes.
-ldentificar corpos e restos humanos em desastres aéreos e
campos de batalha.
- Determinar paternidade com confiabilidade praticamente
apsoluta.
- Elucidar trocas de bebés em bercdrios.
- Detectar substituicoes e erros de rotulacdo em laboratorios
de patologia clinica.



Marcadores genéticos

Qualquer caracteristica situada na mesma regido em um par de
cromossomos homologos que permite distinguir um homodlogo do
outro

> Um locus que tenha alelos faciimente classificAveis e que possa ser
usado em estudos genéticos.

» Pode ser um gene ou um sitio de enzima de restricdo, bem como

qualguer caracteristica do DNA que permita que versoes diferentes
de um locus (ou seu produto) sejam distintas umas das outras e

seguidas nas familias
Variabilidade genética



Variabilidade genética

d Modificacao no material genético de um organismo
O Alteracao fenotipica?
1 Fonte da variabilidade
 Variac6es no genoma - novos alelos

] Matéria prima para o processo de evolucao

l

d Recombinacao: Rearranjo da variabilidade

= Desenvolvimento de marcadores genéticos




Genoma Humano - DNA

= Variagoes genéticas

» Alteracgoes
= Erros de replicacdo do DNA
= Erros durante a divisdo celular

= Agentes externos |
= Mutagénicos quimicos %
= Virus |




Alteracoes genéticas - mutacoes
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Base Molecular das Mutacoes
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» Mutacdo de senfido trocado (missense)
» Mutacdo sem sentido (honsense)

» Insercoes, delecoes

Alteracoes cromossomicas estruturais

» Translocacoes



Marcadores moleculares - Definicdo

d Sequéncias de DNA herdaveis e distintas

d Sdo baseados na ocorréncia natural de polimorfismos de DNA
Adicoes/delecoes de poucas bases
Substituicoes, insercoes
Delecdo/Duplicacdo
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Repeticoes

Informativos

Polimorficos

Heranca co-dominante

. Distribuidos aleatoriomente pelo genoma

. Facil deteccado

Reprodutibilidade




Tipos de marcadores moleculares
Mutacoes ' Polimorfismos genéticos \

' SSLP \' SNP \' RFLP \' CNV \
Microssatélite Minissatélite
' STR \' VNTR \




SSLP — Polimorfismo de comprimento de sequéncia

simples

» AIranjos de sequéncias i
repetidas com variacAo no O MINISSATELITES (VNTR):

: : : numero varidvel de
comprimento devido diferentes repeticdes em tandem
numeros de unidades repetidas . .

(multi-alélicos) O Unidades repefidas de
' DNA com 10-100 pb

(30pb),

> DNA satélite > 100kb a Mb

O MICROSSATELITES (STR):
repeticoes em tandem
curtas

O Unidades repetidas de
2-4 pb



VNTRs - Minissatéelites

O Unidades repetidas de DNA com 10-100 pb (30pb)

O Resultom de insercdo em tandem

... ACAGGGTGTGGGG ...

O Erros durante a replicacdo

12

O Regide teloméricas e N B ey

O Ndo transcritas l 17
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O — sitio p/ recombinacdo homologa
O Instaveis (ou seja) muito mutaveis)

O Cada variante age como alelo herdado



STRs Microssatelites

O Unidades repetidas de 2-10 pb:

O CACA..CA
0 CAACAA..CAA
O AAATAAAT..AAAT

d Regides intronicas
O Genoma humano

O 6,5x10° microssatélites

a Locus de microssatélite € multi-alélico

Q Alta heterzigose (70%) Alelo 1 ———{EHEHE)———
Q Perfis genéticos Unicos ez — Q- A-A-O-Q

Alelo 8 ~{eaHeaHesHeHe HesHey



SNP - Polimorfismo de nucleotideio unico

> Mudancas de um Unico
nucleotideo distribuidas por

todo o genoma.

> Aproximadamente 1:1350 pb

no genoma

> Cercade 1.42 milhoes de

SNPs nho genoma

> Polimorfismos com dois alelos
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SNPs - “single nucleotide polymorphisms”

Variacoes do numero de pequenas sequéncias repetidas
Mudancas deletérias em aminodcidos

Sitios de reconhecimento de substrato

Anulacdo de sitios de “start” transcricionais

Codons de parada ( proteina prematura)

Delecdo completa ou parcial do gene

Alteracdes de “splicing”
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> Blocos de SNPs proximos

herdados em

Jele)

conjunto (1 a 100 kb)
> Hapldotipos com varios
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identificar um hapldotipo



RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Endonucleases de restricao

EcoRI

5" ... AACTGC G AATTC CTTAGACT....3’
3'...TTGACA CITAA G GAATCTA....5’

Reconhecem sequéncias de restricdo

>Dois alelos possiveis: com e sem sequéncia de restricdo



RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA

d Amplifica sequéncias andnimas de DNA usando primers arbitrdarios
10 bases com >50% G+C

d PCR com um Unico primer

d Método rapido para deteccdo de polimorfismos

J Marcador dominante

O Rapido , Simples, Baixo custo, Sem uso de radio-isdtopos

O Marcador dominante, Problemas de reproducibilidade,
Problemas de interpretacdo



CNV = Variacoes numero de copias

» Duplicagoes e delegoes de longos segmentos do DNA
com 1 Kb a3 Mb
» > 3000 CNVs; 800 com frequéncia na populacdo > 3%
» Qutros segmentos variaveis constituidos por translocacoes e
» Inversoes de longos segmentos

» Variantes estruturais: 15% do genoma



Comparacdo entre Marcadores

I L SR

Polimorfismo

Nivel do Polimorfismo

Abunddncia

Domindncia

[DNA]
Marcacdo

Repetibilidade

Pontual ou
INnDel

Médio
Alta

Co-Dominante

10 ug
Sim/Ndo

Alta

Pontual ou
INnDel

Médio
Média

Dominante

25 ng
NQo

Baixa

N° de Rep.

Alto
MédiaAlta

Co-
Dominante

50 ng
Ndo

Alta



Técnicas utilizadas para a Identificacdo

dos marcadores genéticos




PCR (reacdo em cadeia da polimerase)

Amplificacdo de acidos nucleicos
O PCR (Polymerase Chain Reaction)

O Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica que
permite gerar, em um tubo de ensaio, bilhdes de cdpias de
uma determinada sequéncia de DNA de interesse, de
maneira rapida, pratica e barata.

O Detecdo marcadores moleculares



Utilizacdo da Eletroforese em gel para
visualizacdo dos produtos de PCR
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Produto de PCR
Preparacdo do gel
Aplicacdo das amostras
Separacdo dos fragmentos
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PCR na identificacdo genética (Ex; Teste de paternidade)

...........................................

> Determinacdo e comparacdo de perfis genéticos de diferentes individuos. A esquerda,
imagem representativa de um gel de agarose contendo amplicons referentes a sequéncias
hipervariaveis. A direita, interpretacdo esquematica do mesmo gel. Cada uma das quatro
colunas verticais refere-se a uma amostra de DNA. L: marcador de peso molecular, para
comparacédo; SP: suposto pai; M: mée e F: filho. Note que para cada individuo, trés
sequéncias hipervariaveis foram amplificadas, gerando dois alelos (fragmentos de DNA com
comprimentos diferentes) para cada uma delas. Os alelos foram artificialmente coloridos (em
azul, os paternos; em vermelho, os maternos) para facilitar a compreensao. Observe que o
perfil genético do filho € compativel com o do suposto pai, pois seus alelos de origem paterna
(azuis) tém tamanhos equiparaveis aos dos alelos do SP.



PCR na identificacdo genética

PCR multiplex:

» Os produtos comercializados atualmente para determinacdo
paternidade e identificacdo de suspeitos, quase gque na suad
totalidade, amplificam até 16 loci em uma Unica reacdo de PCR
— AUMENTA A CONFIABILIDADE

» Baseado no sistema de indice de DNA Combinado (CODIS)
criado pelo FBI -Nenhum dos marcadores estdo ligados dentro
de exons, e ndo estdo associados a fendtipos conhecidos.

Sao eles: CSF1PO, D3S1358, D5S818, D75820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX, VWA e a Amelogenina
para identificacao do sexo



VNTR - PCR e Eletroforese
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RFLP

Alelo 1 Alelo 2 Etapas
B e e »Amplificacdo (PCR)
ey i e T e T | il
- 3 ‘ ’ . ~
T TTAA G »Digestdo do produto de PCR
e 6VA AT TCo 4 - | .
] 18 com a enzima Eco R1
=k T AR ’ cosell QKT T e ,
___.G I bt Ao e sl L L A‘ b »Eletroforese: gel de agarose
ST_LLLL Al A1
¥CTTAA G- 2
> Sitio Eco R1 12 3

1. Homozigoto polimdorfico

» Substituicdo —_

2. Homozigoto selvagem

> perda do sifio 3. Heterozigoto




RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

DNA gendmico: digestdo com enzimas

. - 1 23 4 56 78 91 11S
de restricdo

Fragmentos de DNA sdo separados por
eletroforese

Transferéncia para membranas
Exposicdo a sondas marcadas

Revelacdo da membrana em filmes




Variacoes da técnica

] DAF
- DNA Amplification Fingerprinting

- AP-PCR
- Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction

J MAAP

- Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (sugerido por incluir todas
as pequenas variagcdes na tfécnica)

O Sensibilidade

1 RT-PCR

) Nested PCR d Especificidade
- Multiplex PCR 0 Rapidez

J Real Time PCR



Inovacdo técnico

> Seqguenciamento genético

S{6 7/7

1

y; :
x Leu x Arg Arg Cys Ser Val min
'ch,«A CGGCG!‘TUTIL'J'GT'I‘ b)
mV
717
7/8_ 4
2 |
6/8 |
1 | = /_X_[\v/ g
|
4 min

> |Individuo com
alteracao/ldentificacdo
do perfil genético




Avancos na Genética Forense

> Andlise de marcadores genéticos do cromossomo Y — Util nos
casos em que hd excesso de DNA de vitima mulher e pequenas
quantidades de DNA masculino. Ex: agressdo sexual sem
ejaculacdo ou por homem vasectomizado.

- Dificuldades: taxa de mutacdo para o Y-STRs usado é
relativamente muito baixa, €& dificil, se ndo impossivel, @
diferenciacdo entre individuos do sexo masculino geneticamente
relacionados.

> Andlise de marcadores moleculares obtidos DNA mitocondrial
(miDNA)- 61 marcadores descritos

Vantagem: supera |limitacdes do DNA nuclear, quanto a
quantidade e qualidade (degradacdo do DNA).



