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Resumo

Introdugdo: os casos de identificagdo humana com a auséncia do pai se tornam de dificil solugdo com marcadores moleculares
autossdmicos, do cromossomo Y e situados no DNA mitocondrial. Objetivo: contribuir com a solugdo destes casos utilizando o
polimorfismo genético de marcadores moleculares situados no cromossomo X. Metodologia: buscas foram realizadas em bases
de dados nacionais e internacionais até novembro de 2015. Foram selecionados artigos relacionados com o uso de marcadores
moleculares e com a solugdo de casos de paternidade com e sem a auséncia do suposto pai. Discussdo: os achados na literatura
mostram que casos de paternidade com a auséncia do pai podem ser solucionados com o polimorfismo do cromossomo X (repeti¢des
de tetranucleotideos), inclusive com menos marcadores em relagdo as demais classes de marcadores, pois o padrdo de heranga mostra-
se diferente entre os pais. Conclusdo: a principal aplicabilidade do polimorfismo do cromossomo X situa-se nos casos complexos de
identificagdo humana que ndo poderiam ser solucionados devido a auséncia do material bioldgico de parentes.
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Abstract

Introduction: cases of human identification, with the father’s absence become difficult to solve with autosomal molecular markers
of the Y chromosome and located on the mitochondrial DNA. Objective: contribute to the solution of these cases using the genetic
polymorphism of molecular markers located on chromosome X. Methodology: searches were carried out in national and international
databases until November 2015. We selected articles related to the use of molecular markers and the solution for paternity cases with
and without the absence of the alleged father. Discussion: the findings in the literature show that paternity cases with the absence
of the father can be solved with the polymorphism of the X chromosome (repeats tetranucleotideos), including fewer markers in
relation to other classes of markers because the inheritance pattern shows different between the parents. Conclusion: the main
applicability of X chromosome polymorphism lies in the complex cases of human identification that could not be solved due to the

absence of biological material from relatives.
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INTRODUCAO

Allec Jeffreys, em 1985, analisando a molécula de
DNA (acido desoxirribonucléico) vislumbrou a perspectiva
de esta molécula ser utilizada como um método de iden-
tificagdo humana, solucionando um caso de imigrag¢do na
Inglaterra (JEFFREYS; BROOKFIELD; SEMEONOFF, 1985). O
caso envolveu uma familia africana, que residia no Reino
Unido e teve um dos filhos proibido de ingressar no pais
pelas autoridades locais. As ciéncias forenses recebeu
a ateng¢dao do mundo cientifico quando o pesquisador
Allec Jeffreys analisando a molécula de DNA comprovou
o vinculo entre mé3e e filho contestado (JEFFREYS, 2013).

Aliado a esta nova metodologia, em 1987, o exame de
DNA foi aceito pela primeira vez pela Corte de Justica do
Reino Unido como prova criminal, levando a condenagdo
de um individuo que estuprou e assassinou duas jovens
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nos anos de 1983 e 1986. Neste caso, foram coletadas
amostras de sangue de todos os homens adultos que
residiam na vila Narborough e comparadas com o sémen
coletado das vitimas. Foi comprovado através do exame
de DNA que o perfil genético de Colin Pitchfork era idénti-
co ao do sémen encontrado nas vitimas (JOBLING, 2013).

Essa metodologia molecular pode ser considerada uma
técnica confidvel utilizada para diferenciacdo de individuos.
Este método também pode ser utilizado na drea forense
especialmente em andlises de locais de crime, onde podem
ser coletados materiais bioldgicos de diferentes fontes;
muitas vezes em quantidade escassa, degradada, conta-
minada, entre outros (ZIETKIEWICZ et al., 2012).

Em um local de crime, vestigios que contenham uma
minima quantidade de material biolégico, podem fornecer
informacgdes valiosas para solucionar casos através de
um exame de DNA. Por isso, esta técnica revolucionou as
investigagdes criminais, com a possibilidade de acusar e,
principalmente, inocentar pessoas (FRUMKIN et al., 2010;
GODINHO, 2014).
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Em um laboratdério de genética forense existem al-
gumas particularidades que dificultam a obten¢do de um
perfil genético completo, dentre elas, as mais frequentes
sdo amostras bioldgicas degradadas e auséncia de ascen-
dentes e/ou descendentes. Devido a essas dificuldades,
nessas analises utilizam-se além dos marcadores molecu-
lares nucleares, os situados no cromossomo X e Y, além
do DNA mitocondrial (SANTOS, 2014).

DNA (Acido Desoxirribonucléico)

A molécula de DNA foi descrita em 1953 por dois
cientistas, Francis Crick e James Watson que descreveram
uma macromolécula composta por duas fitas dispostas
em dupla hélice, em forma de espiral, que sdo formadas
por nucleotideos. Cada nucleotideo é composto por trés
unidades basicas: um grupamento fosfato, uma pentose
e uma base nitrogenada. As bases nitrogenadas sdo divi-
didas em purinas: adenina (A) e guanina (G) e pirimidinas:
timina (T) e citosina (C) (WATSON; CRICK, 1953).

Todas as informacdes genéticas estdo contidas na
molécula de DNA, situado no nucleo celular (DNA nuclear)
ou na mitocondria (DNA mitocondrial) (OLIVEIRA, 2012).
O DNA nuclear apresenta-se como dipléide, com vinte e
trés pares de cromossomos, dos quais vinte e dois (22)
sdo autossdmicos e um (1) par sexual, cromossomos X e
Y (VELHO; GEISER; ESPINDULA, 2013). Estruturalmente,
0 cromossomo um (1) mostra-se como o maior deles e
o cromossomo Y considerado o menor dentre eles (GRI-
FFITHS et al., 2009).

Ja o DNA mitocondrial, comporta-se como marcador
genético uniparental, de origem matrilinear, herancga ha-
plotipica, com grande interesse na area forense contendo
mais de 5.000 cépias por célula. Sua estrutura apresenta-
-se em forma de dupla fita circular proporcionando uma
maior resisténcia a agdo de exoenzimas. Possui dezesseis
mil quinhentos e sessenta e nove (16.569) pares de bases
(pb) descritas em 1981 (ANDERSON et al., 1981). Foram
caracterizadas as regioes HVI e HVII que podem ser anali-
sadas pelo método de sequenciamento (SANCHES, 2013).

DNA Forense

A evolugdo da ciéncia e tecnologia proporcionou a
analise da molécula de DNA tornando-se de suma impor-
tancia para resolucdo de casos forenses, em especial os
casos criminais, os quais sdo solucionados em funcdo a
sensibilidade das técnicas que sao empregadas no exame.
A metodologia pode auxiliar na solugdo de casos através
de analises moleculares de vestigios biolégicos deixados
por suspeitos em locais de crime ou mesmo em vitimas,
como é o caso de homicidios e/ou estupros (HOU, 2009).

Em casos onde a identificagdo da vitima nao é possivel
(acidentes automobilisticos com carbonizagdo do corpo,
desastres aéreos, corpos mutilados, restos mortais ndo
identificados, atos de terrorismo e catastrofes naturais),
o exame de DNA também se torna uma ferramenta indis-
pensavel (BONACCORSO, 2005).
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Marcadores Moleculares

No genoma humano existem mais de trés bilhGes de
nucleotideos, sendo que apenas 0,1% apresentam uma
variacdo na sequéncia, denominada polimorfismo, o
que possibilita a diferenciagdo entre individuos (LI et al.,
2009). O polimorfismo pode ser de comprimento ou de
sequéncia, onde, o primeiro é considerado o marcador
mais utilizado na identificagdo humana (OLIVEIRA, 2012).

Os marcadores moleculares utilizados em analises
genéticas de maior interesse na area forense sdo os STRs
(Short Tandem Repeats), SNPs (Single Nucleotide Poly-
morphism) e Indels (inser¢do/delecdo) (MATTE, 2011).
Atualmente, na rotina forense, os marcadores molecula-
res do tipo STR sdo os mais utilizados, constituindo uma
ferramenta fundamental e valiosa na anadlise de perfis
genéticos (TAN et al., 2013). Estes apresentam além de
alto grau de polimorfismo, uma menor quantidade de
pares de bases, entre 2 a 7, ideais para analise de amostras
forenses (CHEN et al., 2009).

Os marcadores do tipo SNP, apesar de serem encon-
trados em abundancia no genoma humano, apresentam
menor variagao génica em relagao aos marcadores do tipo
STR, além de apresentarem baixo poder discriminativo
(SILVA et al., 2013). Apresentam varia¢gdes de um Unico
nucleotideo em uma determinada sequéncia da molécula
de DNA, podendo verificar em uma base, como por exem-
plo, C/T ouum A/G (BUDOWLE; DAAL, 2008).

Os marcadores do tipo indels constituem outro tipo
de polimorfismo contido no genoma humano. Trata-se
de inser¢des ou dele¢des em determinada regido da
sequéncia da molécula de DNA, que podem variar de
um a centenas de nucleotideos (LI et al., 2013).Assim
como os SNPs, os indels sdo geralmente bialélicos, isto
é, apresentam dois alelos para cada loci analisado. Ainda
ndo sdo rotineiramente utilizados nos laboratérios foren-
ses, porém futuramente poderdo ser indispensaveis na
identificagdo humana (MATTE, 2011; SILVA et al., 2013).

Os marcadores STR sdo amplificados através da técni-
ca de PCR (Polymerase Chain Reaction), que permite am-
plificar milhares de cdpias de moléculas de DNA, mesmo
que estas estejam degradadas ou em quantidade exigua
(GOES, 2010). Além da utilizagdo da metodologia de PCR, o
sistema de amplificagdo simultanea de varios loci (sistema
multiplex) facilitou a andlise desses marcadores, pois essa
metodologia proporciona a leitura de varios alelos juntos,
amplificados em menor tempo, bem como, possibilita o
uso de uma infima quantidade de DNA no procedimento
(JOBIM; COSTA; SILVA, 2005).

A nomenclatura dos marcadores do tipo STR (Figura
1) segue uma ordem padronizada, em que a primeira letra
que representa o marcador é a letra “D”, de molécula de
DNA, apds vem a identificacdo do cromossomo onde o
marcador esta localizado, no caso dos cromossomos se-
xuais utiliza-se “X” e “Y” e dos autossémicos de um (1) a
vinte e dois (22). Em terceiro lugar, vem a letra “S” (single
copy sequence) que significa copia de sequéncia Unica, e
por ultimo a localizacdo da sequéncia no cromossomo
onde o marcador foi descrito (BUTLER, 2005).
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Figura 1 — Nomenclatura de um marcador STR autossémico

D 3 S 1358

- l Sequéncia de

copia Unica ;
Loco 1358

cromossomo 3

Fonte: Adaptado de Butler (2005)

O FBI (Federal Bureau of Investigation) padroniza
uma quantidade ideal de /oci STR para resolucdo de casos
em Laboratdrios de Genética Forense. Primeiramente foi
recomendada uma quantidade de, no minimo, 13 regi-
Oes autossOmicas, além do gene da amelogenina para
determinagdo do género sexual (BUTLER; HILL, 2012).
Porém, o FBI publicou recentemente novas recomen-
dagdes que sugeriram uma quantidade de, pelo menos,
vinte marcadores, alegando que 13 loci sdo eficientes
apenas em casos que apresentam material bioldgico em
quantidade suficiente, com bom estado de conservagdo
e provenientes de fonte Unica, amostras essas raras em
analises criminais (KATSANIS; WAGNER, 2013).

Os marcadores STRs localizados nos cromossomos
autossémicos, sdo os mais utilizados na rotina forense, por
apresentarem, alto grau de polimorfismo, localizagdo em
diferentes cromossomos, reprodutibilidade em reagdes
multiplex e baixa taxa de mutagdo. Por essas caracteris-
ticas, os STRs autossOmicos, tornaram-se os marcadores
mais importantes nos casos de identificagdo humana,
paternidade criminal, ou na ligagdo entre suspeito e ves-
tigio (GIGONZAC, 2013).

Primeiramente, os exames se baseavam em ana-
lise utilizando marcadores do tipo STR localizados nos
cromossomos autossomicos, depois iniciaram estudos
com marcadores localizados no cromossomo Y, o qual se
apresenta apenas em individuos do sexo masculino. Esses
marcadores sdo muito utilizados para complementar o
resultado do exame, principalmente em casos de violéncia
sexual, onde pode ocorrer amplificagdo preferencial do
material da vitima que, na maioria das vezes, encontra-
-se em maior quantidade. Porém, algumas limita¢Ges sdo
observadas nesses marcadores, como, por exemplo, seu
pequeno poder de discriminacgdo, pois os individuos do
sexo masculino de uma mesma familia compartilham a
mesma herancga haplotipica, ou seja, o mesmo perfil ge-
nético, salvo em casos de presenca de mutagGes (SANTOS,
2014; TORRES, 2014).

Em alguns exames houve a necessidade de se ampliar
o numero de marcadores moleculares com o objetivo de
se aumentar a capacidade de distingdo das amostras,
iniciando-se o estudo de sequéncias no cromossomo X.
Este marcador também pode ser utilizado para aumentar

o poder de discrimina¢do dos exames moleculares. Seu
modo de heranca apresenta muitas peculiaridades, pois se
processa ora como marcador uni parental ora bi parental,
dependendo do género sexual estudado (NADEEM et al.,
2009). Sabe-se também que em relagdo aos cromossomos
autossOmicos, o cromossomo X, apresenta menor taxa de
mutacdo (ZARRABEITIA et al., 2009).

Caracteristicas do Cromossomo X

Individuos do sexo feminino possuem duas vezes
mais o nimero de cdpias de genes do cromossomo X
quando comparados com individuos do sexo masculino.
Para tornar isso proporcional, um dos cromossomos X da
mulher é inativado durante seu desenvolvimento, sendo
a inativagdo transferida a todas as células. Durante a
ovogénese ocorre a reativagdo do segundo cromossomo
X feminino que se recombina com o primeiro. No sexo
masculino, a recombinag¢do do cromossomo X ocorre nas
regides denominadas pseudoautossdmicas, as quais sao
encontradas nas terminagdes dos cromossomos sexuais.
Estas regides possuem fundamental importancia na segre-
gacdo normal dos cromossomos X e Y durante a meiose
(KOBACHUK, 2012).

O cromossomo X representa 5% do genoma das
células femininas e 2,5% das células masculinas, sendo
formado por aproximadamente 155 megapares de ba-
ses. Podemos citar, como suas caracteristicas, sua baixa
densidade génica; presenca de 1.098 genes, totalizando
4% dos genes humanos; altamente rico em regides repe-
titivas, representadas por 56% da molécula de DNA deste
cromossomo (MARTINS, 2008b). Em estudos realizados
neste cromossomo, tém-se registros de cerca de cento e
cinquenta e trés mil, cento e quarenta e seis (153.146)
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) (ROSS et
al., 2005).

Aplicabilidades do uso de marcadores moleculares
situados no cromossomo X

A literatura cientifica apresenta solugdes de ca-
sos complexos de paternidade utilizando a analise de
marcadores moleculares situados no cromossomo X
(KOBACHUK, 2012). O polimorfismo presente nesse
cromossomo vem atraindo cada dia mais a atencdo de
pesquisadores. InUmeros estudos na populagao brasileira
demonstraram que varios marcadores moleculares situa-
dos no cromossomo X ja sdo validados para uso forense,
sendo que estes apresentam resposta no que tange sobre
a variabilidade desses polimorfismos na populacio (CAINE
etal., 2007; CAINE et al., 2010; GUSMAOQ et al., 2009; LEITE
etal.,2009; MARTINS et al., 2008a; MARTINS et al., 2009;
MARTINS et al., 2010a; MARTINS et al., 2010b; PENNA et
al.,2011; RODRIGUES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2011;
SILVA et al., 2010; TAVARES et al., 2008).

Na rotina forense, os marcadores do tipo STR mais uti-
lizados sdo os localizados nos cromossomos autossdGmicos
enoY (TOMAS et al., 2015). Esses marcadores, na maioria
dos casos, sdo suficientes para obter-se uma conclusao,
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porém casos complexos de identificagdo humana, princi-
palmente paternidade, podem necessitar de marcadores
moleculares situados no cromossomo X (X-STRs). Alguns
casos podem ser solucionados utilizando-se somente X-
-STRs, ja em outros casos, esses marcadores servem para
complementar a andlise dos autossémicos e aumentar a
confiabilidade do exame de DNA (AULER-BITTENCOURT
et al., 2015; SZIBOR, 2007).

Os X-STRs se caracterizam por apresentarem maiores
valores de Mean Exclusion Chance (MEC) em relagdo aos
autossOmicos. Isso significa que estes marcadores pos-
suem um poder de discriminagdo maior que os autossOmi-
cos como, por exemplo, em casos em que o suposto pai e
crianca do género sexual feminino ndo possuem nenhum
vinculo genético, proporcionando, assim, a exclusdo de
paternidade. Em virtude disso, mesmo com a analise de
poucos X-STRs, o poder estatistico obtido pode ser sufi-
ciente (BINI et al., 2015; SZIBOR et al., 2003).

A maior capacidade de exclusdo dos X-STRs, ocor-
re devido a diferenca da quantidade de alelos desses
marcadores quando comparado aos autossémicos em
individuos do sexo masculino. Estes apresentam dois
alelos em cada marcador autossémico, mas apenas um
alelo em cada marcador sexual do cromossomo X. Por-
tanto, o pai transfere para sua filha 100% do seu perfil
haplotipico do cromossomo X, diferente do que ocorre
nos cromossomos autossémicos, onde o pai transfere
50% da sua informacdo genética para a filha (MARTINS,
2011). Os marcadores X-STRs empregados na identificagdo
humana, estdo situados em regides ndo recombinantes
entre os cromossomos sexuais, sendo que na mulher a
recombinagdo ocorre entre os cromossomos X, permitin-
do grande variabilidade desses marcadores (KOBACHUK,
2012; MARTINS, 2008b).

Devido as caracteristicas citadas anteriormente, a
maior aplicabilidade do polimorfismo do cromossomo X
se observa nos testes de vinculo genético com exclusdo de
paternidade, como por exemplo, quando ndo ha material
bioldgico do suposto pai, onde se tem a possibilidade de
se reconstruir o perfil genético do investigado a partir da
anadlise de perfis de parentes. Nesses casos quando se
utilizam apenas marcadores moleculares autossémicos,
frequentemente as andlises ficam incompletas, pois para
uma boa reconstrugdo do perfil genético do suposto pai,
faz-se necessario a disponibilidade do material bioldgico
de inimeros parentes. Essas andlises ocorrem com fre-
quéncia em guerras, desastres em massa, dentre outros
casos (BECKER et al., 2008; TARIQ et al., 2008).

Quando o teste de paternidade envolve a analise de
duo entre pai e filho, os X-STRs, sdo dispensaveis, ja que
individuos do sexo masculino ndo herdam o cromossomo
X do pai, e sim, da mde. No entanto, se o duo analisado for
pai e filha, esses marcadores sdo extremamente impor-
tantes, principalmente em casos de amostras degradadas,
provenientes de casos de exumacdo. Para duo entre mae
e filha, os X-STRs ndo apresentam nenhuma vantagem em
relacdo aos marcadores autossémicos. No entanto, em
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duos onde sdo analisados méae e filho, esses marcadores
sdo mais vantajosos quando comparados aos marcadores
autossémicos (SZIBOR, 2007).

Estudos realizados no caso de andlise de meias-
-irmas utilizando marcadores moleculares situados nos
cromossomos autossémicos demonstram um pequeno
poder de exclusdo em face da grande variabilidade aléli-
ca. Jd em andlise entre irmds ou meias-irmas utilizando
os marcadores moleculares localizados no cromossomo
X, é possivel observar um maior poder de resolugao,
isso porque individuos do sexo feminino, supostamente
filhas do mesmo pai, obrigatoriamente compartilham um
mesmo alelo em cada marcador. Assim, estudos demons-
tram que a presenca de quatro diferentes alelos em um
unico marcador analisado pode concluir pela exclusdo de
paternidade, mesmo quando os materiais bioldgicos do
pai e parentes ndo estdo disponiveis (KOBACHUK, 2012).

Em outro estudo realizado em um caso de meias-
-irmas foi possivel a solugdo do mesmo utilizando apenas
quatro marcadores moleculares do tipo STR situados no
cromossomo X, enquanto que utilizando quinze marca-
dores moleculares localizados nos cromossomos autosso-
micos ndo houve a possibilidade de se solucionar o caso
(TURRINA; ATZEI; LEO, 2007).

Silveira et al. (2007) expediram casos com resultados
inconclusivos devido a presenga de mutagdes paternas
guando analisaram quatro complexos casos de pater-
nidade, envolvendo dois trios (mae/filha/suposto pai) e
duas duplas (filha/suposto pai). A alternativa encontrada
para a solugdo foi analisar oito marcadores X-STRs em
todos os casos, sendo que o hapldtipo dos supostos pais
mostrou-se diferente dos apresentados pelas supostas
filhas, concluindo assim, como exclusdo de paternidade.
Em casos de inconsisténcia genética comprovada apds a
analise dos cromossomos autossdmicos, a analise do cro-
mossomo X torna-se um importante aliado na conclusdo
desses casos (SILVEIRA et al., 2007).

Casos de estupro ou incesto, que leve a gravidez da
vitima, a gestacdo pode ser legalmente interrompida.
Nessas situagGes, se o feto for do sexo feminino, os X-STRs
também podem ser Uteis, pois ndo é possivel obter uma
amostra pura quando ha interrup¢do de gravidez com
tempo de 6 a 8 semanas. Nestes casos, por se tratar de
feto do sexo feminino, apenas marcadores autossomi-
cos e do X podem ajudar, com a prova de paternidade
incidindo nos alelos amplificados que ndo coincidem
com os da mae. Portanto, a probabilidade de exclusdo
de individuos falsamente acusados é maior em relagdo
aos autossdmicos nesses casos, uma vez que pessoas
do sexo masculino apresentam apenas um alelo para os
X-STRs (SZIBOR, 2007).

Schmidtke et al. (2004) demostraram uma das varias
aplicagdes do uso de marcadores no cromossomo X em
um suposto caso de incesto, onde tinham como possibili-
dades de ser o pai, o proprio pai da vitima ou o namorado.
O material bioldgico do pai da vitima ndo estava disponi-
vel, porém foi possivel a resolugdo do caso apenas com
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o material da vitima, da mae da vitima e do feto, que foi
coletado durante um pré-natal na vilosidade coribnica.
Por heranga, a vitima possuia em seu gendtipo 100% do
cromossomo X de seu pai, assim, caso aparecesse algum
alelo diferente dos presentes na mae, a possibilidade de
que o pai da vitima fosse também o pai do feto, seria
excluida. Neste caso, foram analisados 16 marcadores
moleculares localizados no cromossomo X, sendo que em
12 marcadores, mae e feto ndo compartilhavam alelos.
Portanto, a possibilidade de incesto foi excluida (SCHMI-
DTKE et al., 2004).

CONCLUSAO

A analise de DNA iniciou com estudos de marcadores
moleculares situados nos cromossomos autossémicos e
no Y com aplicagdo em testes de paternidade e na analise
criminal. Esses marcadores possuem alto poder de inclu-
sdo em amostras degradadas e infimas. Porém, em alguns
casos a solugdo somente pode ser obtida ampliando os
tipos de marcadores, sendo em casos forenses a introdu-
¢do dos marcadores microssatélites (STRs) uma excelente
ferramenta de andlise.

Varios marcadores moleculares situados no cromos-
somo X se mostraram indispensaveis em alguns casos
forenses, que nao poderiam ser solucionados utilizando
marcadores nos cromossomos autossdmicos e no Y. A
principal aplicabilidade do polimorfismo do cromossomo
X situa-se nos casos complexos de identificagdo humana
que nao poderiam ser solucionados devido a auséncia do
material biolégico de parentes.
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