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RESUMO

Os marcadores nominados Repeticbes Curtas em
Tandem, ou STR, e Polimorfismo de Nucleotideo
Unico ou SNP s&o os mais aplicados para identifica-
¢ao genética pelo seu alto teor de discriminagao no
comparativo de amostras, no campo da pericia cri-
minal. Através de uma revisao sistematica qualita-
tiva, objetivou-se abordar as diferencas, vantagens
e desvantagens em relagdo aos dois marcadores
empregados no ambito forense. Comparagoes
realizadas utilizando os dois tipos de marcadores
abordados evidenciam que o grau de discrimina-
¢ao é superior nos marcadores STR, mas as ana-
lises em materiais degradados s&o mais eficientes
quando utilizamos os marcadores SNP. Apesar das
diferencas de tamanho e disponibilidade no geno-
ma, o uso individual desses marcadores nao seria
indicado para obtencgao de resultados satisfatorios,
uma vez que STR e SNP, executados em conjunto,
trariam beneficios na identificagdo de DNA.
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Repetitions, or STR, and Single Nucleotide
Polymorphism or SNP, are the most applied for
genetic identification because of their high level
of discrimination in comparative samples in the
field of criminal proficiency. Through a qualitative
systematic review, the aim of this research was
to address the differences, advantages and dis-
advantages in relation to the two markers used in
the forensic context. Comparisons using the two
types of markers discussed show that the degree
of discrimination is higher in STR markers, but the
analyzes in degraded materials are more efficient
when using SNP markers. Despite differences in
size and availability in the genome, the individu-
al use of these markers would not be indicated to
obtain satisfactory results, since STR and SNP
performed together would have benefits in DNA
identification.

Keywords: Forensic anthropology; Microsatellite
repeats; Forensic genetics; Genetic markers

1 INTRODUCAO

Metodologias utilizando o material genético
sdo aplicadas em investigacdes forenses como
forma de identificar evidéncias, fazendo uso de
amostras biolégicas encontradas nos locais de
crime. Sdo empregadas em atividades como tes-
te de paternidade, reconhecimento de cadaveres
por restos mortais, identificagdo de vitimas em aci-
dentes em massa, abusos sexuais, entre outras.
Essas evidéncias genéticas derivam de material
biolégico como sangue, sémen, 0ssos, cabelo,
dentes, tecido muscular e saliva’.
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Marcador genético é definido como as se-
quéncias de DNA com uma localizagdo conhecida
no cromossomo que expressam fenotipicamente
uma caracteristica, podendo ou nao fazer parte de
um gene, o que possibilita a diferenciagéo entre dois
ou mais individuos?. Essa sequéncia genética é alta-
mente repetitiva, reproduzindo-se mais de 100.000
vezes ao longo do genoma, com fungéo ainda des-
conhecida. Repetem-se em cadeias curtas e longas
no material genético apresentando-se como bandas
gue sdo denominadas DNA satélites®*.

Entre os marcadores moleculares, destacam-
se 0s microssatélites ou repeticbes curtas em tan-
dem (STR), que estabelecem um importante papel
na area forense por mais de duas décadas, apresen-
tando como caracteristica principal seu alto teor de
polimorfismo ao longo do genomab®.

Através dos anos, foi possivel implantar o uso
dos marcadores de polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP), utilizados com o intuito de promover
a identificacdo humana, pois sdo amplamente dis-
tribuidos no genoma, e estima-se que sejam res-
ponsaveis por cerca de 90% das variagbes na se-
quéncia. Eles oferecem vantagens como uma taxa
muito baixa de mutacdo e até mesmo a utilizacao
de amostras onde o DNA esteja fragmentado, como
nos casos de acidente em massa®.

De acordo com Budowle e Daal', desde o ini-
cio do descobrimento do DNA, a utilizacdo de mar-
cadores genéticos vem se desenvolvendo dentro do
campo forense, sendo aplicados concomitantemen-
te com a evolugao da tecnologia, aumentando o po-
der de resolugao e sensibilidade de deteccéo.

Por esses motivos, o uso de marcadores ge-
néticos vem adquirindo uma credibilidade e aceita-
¢ao diante da sociedade cientifica, considerando
que a variagao dos alelos entre os individuos é muito
frequente, necessitando haver também bases de da-
dos que possam ser administradas em uma genética
populacional. A utilizagdo de marcadores genéticos
€ estabelecida como um processo seguro, apresen-
ta um alto poder de discriminacao e alta confiabili-
dade, aceito como prova legal nos casos judiciais®’.

Deste modo, este trabalho baseia-se na
analise comparativa entre os marcadores STR e
SNP, detectando suas vantagens e desvantagens
entre cada um, com o intuito de promover resulta-
dos que facilitem na escolha do marcador confor-
me amostra utilizada para a identificagdo humana
na area forense.
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2 METODOLOGIA

Este estudo baseou-se numa revisdo sis-
tematica qualitativa, realizada entre os meses de
margo e maio de 2017, através de consultas a arti-
gos cientificos nos bancos de dados online, como
Scielo, PubMed e Periddicos da CAPES/MEC, e
em livros didaticos. Para a identificacdo dos arti-
gos com o referente assunto, foram utilizados os
seguintes descritores: antropologia forense, repe-
ticdes de microssatélites, polimorfismo de nucleoti-
deo Unico e marcadores genéticos, com a busca re-
ferente aos mesmos descritores na lingua inglesa,
sendo utilizado artigos publicados a partir de 1998.

As combinacgdes e variagcdes dos descritores
aplicados para a pesquisa foram as seguintes:

» “Marcadores STR vantagens e desvantagens”
* “Marcadores SNP vantagens e desvantagens”

* “Marcadores genéticos usados na antropolo-
gia forense”

* “Marcadores STR e antropologia forense”
* “Marcadores SNP e antropologia forense”

* “Marcadores STR versus SNP”

Os critérios de inclusdo para a escolha dos
estudos analisados foram os seguintes: estudos
descritivos e experimentais cuja finalidade era
conhecer as principais caracteristicas dos marca-
dores STR e SNP; estudos onde houve a com-
paracao entre esses dois marcadores usados em
analises de identificacdo; e estudos que citaram
as vantagens e/ou desvantagens no uso desses
marcadores em técnicas para identificagao e re-
conhecimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados um total de 45 artigos.
ApOs interpretacdo de seus resumos e leitura de
suas conclusodes, foram selecionados 21 artigos
que se qualificavam nos critérios de inclusido, nos
quais, 7 destes em lingua portuguesa e 14 em
lingua estrangeira. Dos artigos escolhidos, 10 se
classificam como revisbes de literatura, 9, como
ensaios experimentais e 2 artigos como analises
estatisticas, conforme apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Descri¢ao dos artigos utilizados

Autores Ano Local Tipo de
estudo
BIRUS, I; et al 2003  Crodcia Al
estatistica
BONACCORSO, N. 2005 Brasil Ana’lls.e
S estatistica
BUDOWLE, B; 2008 EUA/ Revisao de
DAAL A Australia literatura
BUTLER, J. M; etal 2007 EUA Pesquisa
experimental
CAETANO, A.R 2009 Brasil ezt ol
literatura
CHEN, K 2012 EUA Revisdo de
literatura
CORTE-REAL, F; Revisdo de
VIEIRA, D. N 2015 | Portugal i
DUMACHE, R; etal 2016 EUA Revisao de
literatura
FAN,H: CHUJ-K 2007  China REED o
literatura
FERNANDEZ, M. E; 2013 Argentina Pes_qwsa
et al experimental
FERREIRA, M. E.; . Revisao de
GRATTAPAGLIA, D, 1998 ] literatura
FRAIGE, K 2007 Brasi Pesquisa
experimental
FUNABASHI, K. S; 2009 Brasil ngsao de
et al literatura
GILL, P; et al 2000 ~ Reino Pesquisa
Unido experimental
KIDD, K. K; et al 2006 EUA FlazgiEe
experimental
LEMES, R. B 2013 Brasil Pesquisa
experimental
MARCHI, E 2004 EUA Rz al
literatura
OLIVEIRA, T.M.M 2012 Brasil Pesquisa
experimental
PACHECO, A. C 2010 Brasil eahi
experimental
PETKOVSKLE; etal 2005  Franca Pesquisa
experimental
SCHNEIDER,P.M 2012 Alemanha  ~evisdode
literatura

Fonte: do Autor, 2017.

51

Principais resultados

Revelou 20 casos de 14 locuse 4 casos de
15 locus, coincidéncias entre pessoas nao
relacionadas.

A analise de DNA é fundamental para os
estudos forenses.

Marcadores SNPs sdo improvaveis para
substituir os STR no futuro previsivel. Mas tem
ampla utilizacdo em materiais degradados.

STR ¢é mais vantajoso para identificagdo
humana.

Genotipagem de ragas de animais utilizando
marcadores com chips.

Conceitos e metodologias na aplicabilidade
técnica dos marcadores STRs.

Conceitos sobre genética e pericia criminal.

Conceitos abordados na aplicabilidade genética
na area forense.

Taxa elevada de mutagdo abrangendo os
marcadores STR.

Necessidade de numero elevado de marcadores
SNPs para mesma eficacia dos STRs.

Abordagem sobre a utilizagcdo de marcadores
genéticos.

Otimizagéo para analise de revelagéo utilizando
eletroforese capilar com um DNA de tamanho
de 25 pb.

Marcadores SNPs desenvolvidos a partir dos
ataques de 11 de setembro, € melhor utilizado
em materiais genéticos degradados.

Aumento para 34 ciclos de PCR para a
verificagdo de um DNA de < 100pg nao
demonstrando prejuizos.

SNPs, demonstram pouca variagdo da
frequéncia do alelo entre populagdes.
Populacao estudada apresentou 4 dos 30
locus estudados, demonstrando uma alta
homozigose entre os isolados.

Desenvolvimento de novas metodologias a
partir dos ataques do WTC.

Gendtipos encontrados em RN ndo houve
diferencas significativas entre as amostras.
Confirmagéo da eficacia utilizando marcadores
mini STR em 80 amostras do banco de dados
de S3do Paulo, concretizando sua sensibilidade
e robustez.

Resultados claros e exatos no teste de
paternidade utilizando marcadores SNP
analisados por MALDI-TOF MS.

Substituicdo dos marcadores STR quando
estes apresentam algumas desvantagens, por
marcadores SNPs e Indels.

Revista Saude e Desenvolvimento Humano, 2018, Fevereiro 6(1): 49-56



O genoma humano é caracterizado por apre-
sentar séries de inUmeros pares de bases. Cada
pessoa demonstra sequéncias organizacionais do
material genético diferentes, possibilitando uma
variabilidade que diferencia um ser do outro. A pe-
ricia criminal utiliza o estudo dessa variabilidade
genética a fim de fornecer material informativo nas
aplicacdes judiciais. Os marcadores moleculares
usados com mais frequéncia sdo STR e SNP, pois,
por meio deles, é possivel identificar a relagéo po-
limérfica existente entre os individuos®.

Os marcadores STR sao trechos de DNA que
apresentam variagdes entre 2 e 7 pares de bases
(pb), os quais sao constituidos de nucleotideos que
apresentam sequéncia repetidas em tandem. Cer-
ca de 3% de todo genoma humano é composto por
esses seguimentos, que se caracterizam por serem
repeticbes sucessivas sem o proposito de codifica-
cdo. E através dessas repeticdes que, analisando
0 numero expresso dessas sequéncias repetidas®,
se torna possivel a diferenciacéo entre individuos.

Conforme Chen® aborda em seu artigo, o
DNA de marcadores STRs tem sido aplicado como
marcador padrao para identificacdo humana em
laboratoérios forenses durante anos, tornando-se
padrao-ouro para a identificagdo molecular. Bonac-
corso® reconhece que o estudo do DNA é indispen-
savel nas andlises forenses, a fim de fornecer ma-
teriais informativos nas aplicacdes judiciais.

Para essas analises, as repeti¢cdes de tetra-
nucleotideos sao as usualmente utilizadas para a
genotipagem de DNA. Por conta das repeticbes
em tandem, é possivel formar locis altamente poli-
morfos, pois os marcadores STR chegam a formar
séries com comprimentos de até 100 nucleotideos
dispersos. A presenca desses marcadores esta si-
tuada tanto nos cromossomos autossémicos como
nos sexuais, sendo encontrados principalmente
nas regides nao codificantes e que, em sua grande
maioria, sdo repeticdes dinucleotidicas® 0",

O gendtipo dos locis de marcadores STR po-
dem ser homozigéticos, onde apresentam o mes-
mo numero de repeticdes em ambos os alelos, ou
heterozigdticos, apresentando variacées na quan-
tidade de repetigdes®. Pacheco’, em seu estudo,
comprovou a eficacia da utilizacédo desses marca-
dores, com a uniformizacdo usada nesse ensaio,
e demonstrou satisfatoriamente a sensibilidade e a
robustez dos sistemas NC01 e NC02 amplificados
por multiplex destinadas a analise forense.
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Ja os marcadores SNPs sao caracterizados
por apresentarem a substituicdo de uma base uni-
ca devido a inser¢des ou transversdes nos alelos™.
A substituicao mais frequente é por transicao entre
as bases purinas adenina e guanina, ou entre as
bases pirimidinas citosina e timina, e, com uma in-
cidéncia menor, ocorrem as transversoes por troca
de uma purina por uma pirimidina. Os SNPs, ao
contrario dos STRs, podem ser encontrados em
regides codificadoras, mas sua grande maioria se
acha nos espacos intergénicos, ou seja, sem fun-
¢éo determinada’.

3.1 VANTAGENS NA UTILIZAGAO DOS MAR-
CADORES STR

A denominagdo dos marcadores STR esta
relacionada conforme a sua localizagcdo cromos-
sbmica ou segundo o gene ao qual se associa.
Os marcadores STR sao empregados na identifi-
cacdo humana por conta do seu poder de discri-
minagao, o que designa a diferenciagdo genética
€ a utilizacao de locis altamente polimorfos. Para
essa diferenciacdo, pode-se analisar os marcado-
res individualmente ou em multiplos /ocis simulta-
neamente adquiridos, visto que possuem alelos
de tamanhos préximos, podendo ser amplificados
em PCR ou multiplex PCR349,

Em um estudo comparativo utilizando ma-
teriais provenientes de um banco de dados da
Croacia, valendo-se de 90 amostras de individuos
exumados, foram comparados cerca de 3.000
gendtipos de familiares, dessas 20 amostras, 14
apresentaram igualdade de locis, e, em 4 casos,
igualdade para 15 locis. Esses resultados falsos
positivos, observados por Birus et al'® até margo
de 2003, demonstraram que os marcadores STRs
utilizados tém poder de identificar, também, casos
onde ha endocruzamento de familias, ou seja,
unido de individuos geneticamente préximos, res-
saltando que, para uma analise comparativa efi-
ciente por STR, existe a necessidade de acesso
as amostras de varios membros da mesma fami-
lia™.

Neste estudo supracitado, a hipétese de que
o0 numero de /ocis, inesperadamente alcangados
por marcadores STR, consista em falso positivo
e ocorra em consequéncia da endogamia local
apoia sua teoria, devido a uma correlagcdo muito
baixa entre 0 numero de gendtipos corresponden-
tes no banco de dados.
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De forma semelhante, um estudo realizado
por Lemes', valendo-se da utilizagcdo de marca-
dores STR, demonstrou haver uma existéncia de
regularidade de endocruzamentos entre familias
na regiao do Vale de Ribeira com um percentual
superior a média nacional.
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Para os testes de paternidade, a utilizacédo
dos marcadores STR favorece em tornar a analise
€ a visualizacao dos resultados mais simples e com
reducéo de custo. O filho herda um cromossomo
do pai e outro da méae, portanto, o filho tera mar-
cadores STR conforme o numero de repeticbes é
atribuido a ele, segundo demonstra na Figura 1.

Figura 1. Representacédo esquematica de eletroforese.
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Esquema representando a simulagao do resultado de um sistema de STR em
eletroforese para investigacao de paternidade comparando o numero de repeti-
¢bes de um determinado loci pesquisado. Fonte: adaptado de FRAIGE, 2007.

Oliveira'® estudou a eficacia de 15 locis utili-
zando diferentes marcadores STR no Rio Grande
do Norte, no qual seus resultados demonstraram
alto poder de discriminagéo, por apresentar um
conteudo mais polimorfico. Assim como Fraige™
avaliou a identificagao de locis utilizando marca-
dores genéticos STR por eletroforese em gel de
agarose e eletroforese em microchips em casos
de paternidade.

3.2 DESVANTAGENS NA UTILIZAGAO DOS
MARCADORES STR

Por outro lado, como abordado por Schnei-
der', nos casos de paternidade, por exemplo, ha
certas desvantagens em sua utilizagdo, uma vez
que os marcadores STR manifestam mutacdes
que dificultam a identificacdo. Este fato ocorre
entre parentes n&o tdo préximos como primos e
meios-irmaos onde nao ha informagdes sobre os
pais. Pois, quanto mais longe estiverem genetica-
mente os individuos, maior € a probabilidade de
mutacdes nos STRs analisados, gerando incom-
patibilidade. Essas mutacbes requerem testes

adicionais envolvendo outros marcadores para
compensacao*'®, conforme demonstrado por Fan
Chu'® em sua revisao de literatura, indicando uma
taxa elevada de mutacdo nos marcadores STR,
gerando, assim, dificuldades na identificagdo hu-
mana e também na sua relevancia nos casos de
identificacdo de patologias.

Os marcadores STR sdo menos eficientes
para identificacdo de corpos em acidentes em
massa, visto que, nestas situagdes, ha um alto
teor de degradacédo do DNA, por vezes obtendo-
se material com nimero menor que 150pb*'8, A
frequéncia em que os marcadores STR estéo pre-
sentes no genoma humano é de aproximadamen-
te 1/15 kilobases (kb), sendo que 1 kb correspon-
de a cerca de 1000 pares de bases. Se igualados
aos marcadores SNP, onde sua presenca é de 1/1
kb, os marcadores STR se apresentam em meno-
res quantidades no genoma™.

Outra desvantagem dos marcadores STR
€ a quantidade necessaria de material biolégico
para utilizagdo do DNA, pois, para uma analise
com STR, é necessario um valor de aproximada-
mente 0,5-1,0 nanograma (ng) de DNA. Por outro
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lado, os marcadores SNP requerem 100 picogra-
ma (pg), ou seja, quantidades muito menores, fa-
cilitando a analise em amostra de dificil coleta e
com material degradado'®. Gill et al’® observaram,
em uma analise na qual o material correspondia a
um tamanho inferior a 100pg de DNA, que, quan-
do aumentado para 34 ciclos da PCR, nao houve
perdas prejudiciais de informacgao, se comparados
com um DNA de 1ng em 28 ciclos, que causou
a elevacgéao do teor de heterozigose das amostras
com marcadores STR.

3.3 VANTAGENS NA UTILIZAGAO DOS MAR-
CADORES SNP

Os SNPs sao consideravelmente abundan-
tes no genoma, e acredita-se hoje que a frequén-
cia dos marcadores SNP é cerca de um SNP para
cada 150pb. Essa categoria de marcador demonstra
uma taxa de mutacao muito baixa se comparada ao
STR. Essa caracteristica facilita nos casos onde ha
incompatibilidade genética observada pelo uso de
STR autossomicos*. Kidd et al® expdem claramente
que os marcadores SNP demonstram vantagens por
possuirem uma taxa muito baixa de mutagdes, na
qual a revelagao de seus resultados € automatizada,
além de considerar a necessidade atual de se traba-
Ihar com amostras de tamanho menores.

Sua utilizagao foi desenvolvida baseada na
necessidade de identificacdo de vitimas com ma-
terial de dificil coleta ou materiais biolégicos com
percentual de degradacdo. A eficiéncia dos SNPs
se fundamenta na sua disposicao de deteccao dos
amplicons, chegando a ser uma identificagdo de
iniciacdo de menos de 100pb, o que apresenta ser
mais eficaz que os marcadores STR que tém um
tamanho de detecgédo para amplificagdo de tama-
nho entre 100-400pb?® 2021,

Budowle e Daal' expdéem a boa utilizagao
dos marcadores SNP em materiais degradados,
mas Marchi?® menciona haver necessidade de
mais pesquisas, esforcos e desenvolvimento, as-
sim como materiais de analise mais aprimorados.
Funabashi'® também expde a melhor utilizagao do
SPN em materiais degradados, sendo suas pri-
meiras aplicabilidades decorridas do ataque de 11
de setembro ao World Trade Center.

No artigo abordado por Schneider'’, nos ca-
sos onde ocorram caréncias de material utilizan-
do os marcadores STRs, os marcadores SNPs
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podem e devem ser utilizados como coadjuvan-
tes para fornecer informacdes genéticas de quali-
dade. Butler et al'" acreditam que os marcadores
STRs sao mais favoraveis para testes de identi-
ficagdo humana, mas reconhecem as vantagens
dos marcadores SNPs em seu propdsito para utili-
zacao em teste com DNA mitocondrial.

3.4 DESVANTAGENS NA UTILIZACAO DOS
MARCADORES SNP

Quando sdo comparados aos marcadores
STRs, o poder de discriminacdo dos SNP é me-
nor, conforme mencionado por Funabashi et al',
pois os marcadores SNP sao classificados como
marcadores bialélicos, ou seja, podem apresen-
tar duas possibilidades de alelos, o original e o
mutado. Apesar disso, essa baixa frequéncia de
mutacdo € o que indica uma taxa menor de poli-
morfismo® 2021,

Uma questao que pode ocasionar limitacbes
para analise dos marcadores SNP na rotina labo-
ratorial € que existe a necessidade de um numero
mais elevado de marcadores SNPs para que pos-
sa ocorrer a mesma eficacia apresentada pelos
marcadores STRs no reconhecimento relacionado
ao parentesco®. Por serem marcadores bi-alélicos,
devido a questdes técnicas, a tecnologia permite a
analise simultdnea de poucas dezenas de SNPs.
Enquanto é usado 10-15 locis de STR, seriam
necessarios cerca de 50-100 de SNPs em rotina
laboratorial forense, visto que o numero de SNP
necessarios € cerca de quatro vezes maior que a

quantidade de STR como demonstrado no quadro
14, 19_

No entanto, estes marcadores podem ser
estudados através de analise de dados auto-
matizados gerando um elevado poder de infor-
macgao, havendo necessidade de equipamentos
mais sofisticados nos laboratérios*. Petkovski et
al?', avaliando uma parcela da populacao france-
sa, realizaram suas analises através de tipagens
com marcadores SNP, utilizando PCR multiplex,
mostrando que os marcadores autossémicos SNP
se caracterizavam por heranga independente, ge-
rando resultados satisfatorios para a investigacao
de paternidade com a utilizagcdo da técnica para
revelacdo MALDI-TOF MS, com alta sensibilidade,
preciséo e velocidade, proporcionando um pode-
roso método de exploracédo forense em marcado-
res bialélicos.
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Quadro 1: analise comparativa entre os marcadores STR e SNP.

STR SNP
Teor de polimorfismo Alto Baixo
Mutagdes Alto Baixo
Utilizacdo de DNA degradado Né&o Sim
Frequéncia no genoma 1/15 kb 1/1 kb
Quantidade de DNA necessario 0,5-1ng 100pg
Tamanho inicial de detecgao >100-400pb <100pb
Poder de discriminagao Grande numero de alelos (eficiente). Bialélico (pouco eficiente).

Fonte: Machado, A.P; Ehrhardt, A. 2017.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar das diferencas de tamanho e disponi-
bilidade no genoma, conclui-se que apenas 0 uUso
individual desses marcadores nao proporcionaria
acOes favoraveis aos laboratérios de analises. Se
plausivel, a utilizagdo entre STR e SNP simultanea-
mente seria o ideal para identificagdo, mas isso de-
penderia também da estruturacao fisica e tecnolégi-
ca do laboratdrio.

Independentemente da opinido de alguns
analistas afirmarem que os marcadores SNPs nao
vao substituir os STRs, pelo menos nos tempos
mais proximos, estes marcadores, assim como as
tecnologias desenvolvidas nos Ultimos anos para a
sua deteccdo e analise, poderdo vir a desempenhar
um papel fundamental nas pericias mais complexas
de investigagao bioldgica, visto que a utilizagao des-
ses marcadores € mais empregada nos casos mais
complexos de investigagéo.
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