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Resumo

Os avancos da biologia molecular vém favorecendo a geracdo de uma enorme
quantidade de informacdes genéticas em um tempo cada vez menor. Essa capaci-
dade de geracao de dados permite que os pesquisadores acelerem o ritmo de suas
pesquisas, exigindo a utilizacao de ferramentas eficientes para o gerenciamento des-
ses dados. Outra necessidade esta relacionada com o desenvolvimento de ferramentas
computacionais com capacidade de auxiliar na tarefa de analisar e dar um significado
biologico a estes dados em um breve espaco de tempo para os pesquisadores. Este
trabalho propoe a modelagem de um ambiente de apoio a analise e ao estudo do DNA
Forense, cujo principal repositorio seja o DNA autossomico. Este ambiente visa dar
suporte a identificacao de pessoas condenadas ou suspeitas de ter realizado algum
tipo de crime contra a sociedade, bem como auxiliar no estudo de paternidade e na
busca de pessoas desaparecidas. Este ambiente ira atender ao Laboratério de DNA
Forense, da UFAL, que vém realizando estas atividades. O modelo do ambiente aqui
proposto, possui quatro moédulos, “estudo de paternidade”, “criminal”, “desaparecido”
e o “banco de freqiiéncia das populacoes”. Os modulos foram modelados de forma que
funcionem independentemente, atendendo as especificagoes inerentes a analise sobre
vinculo genético. O sistema foi desenvolvido na linguagem de programacao JAVA com
banco de dados PostgreSQL. Ambas as ferramentas possuem caracteristica de soft-
ware aberto e uma relaciao custo/beneficio excelentes.

Palavras-chave: Bioinformatica. Sistema de recuperacao da informacdo. Banco de

dados. Banco de dados populacional. DNA autossomico - Perfil. Genética forense.
DNA forense. Identificacdo humana.
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Abstract

The advances in molecular biology have increased the production of enormous
amount of genetic information in a small period of time. This capacity of data pro-
duction motivated the researchers to increase the rhythm of their researches. This
necessity demands the use of efficient softwares in order to manage these data. Be-
sides this, it also demands the development of good softwares in order to assist the
researchers in the task of analyzing the data and giving them a biological meaning
in a brief space of time. This work proposes a software model that will support the
study of Forensic DNA, whose main repository is the autossomic DNA. This software
intends to support the researchers in the identification of condemned persons or per-
sons that are suspected of a crime. It also intends to assist the researchers in the
study of paternity and the search for disappeared persons. The results of this work
will be applied in the Forensic DNA Laboratory of UFAL. The software modeled here
has four modules “study of paternity”, “criminal”, “disappeared people” and the “bank
of populational frequencies”. The modules were modeled independently from each
other, considering the specifications related to the analysis of genetic links. The soft-
ware was developed using the JAVA programming language together with PostgreSQL
database. Both are free software and have an excellent relationship between cost and
benefit usage.

Keywords: Bioinformatic. System recovery of the information. Data base. Population

data base. Autossomic DNA - Profile. Forensic genetics. Forensic DNA. Identification
human.
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Capitulo 1

Introducao

O avanco biotecnolégico nas ultimas décadas fez com que a Genética Forense obti-
vesse grandes éxitos na tematica referente a identificacdo humana (Corte-Real 2004).
E indiscutivel que a investigacdo biolégica de paternidade, prova classica para to-
dos os laboratoérios de Genética Forense, tenha presenciado progressos significativos,
satisfazendo cada vez mais e melhor as necessidades da nossa complexa sociedade
(Inman & Rudin 2002).

As bases de dados de DNA para fins de investigacido criminal sao atualmente ban-
cos de grande interesse dos laboratérios forenses. Devido a experiéncia acumulada
por diversos paises em todo o mundo, que desenvolveram uma legislacao especifica
para o gerenciamento de suas bases de dados de DNA Forense. Assim o tratamento
automatizado dos perfis de DNA. Este tratamento consiste na comparacao sistema-
tica desses perfis, visando encontrar uma prova que auxilie no processo de reducao
do indice de criminalidade de determinados delitos, em especial aqueles que possuem
reincidéncia (Weir 1996, Primorac et al. 2000).

A importancia da analise do DNA em casos forenses ndo somente se faz presente
para identificacao de criminosos. O estudo sobre vinculo genético € uma ferramenta
de grande importancia nos casos de compravacao da paternidade. Nesses casos o
estudo é caracterizado como reconstituicdo do perfil genético do suposto pai. Outro
caso relacionado com o estudo de paternidade sao os estudos de desaparecidos, os
quais podem possuir dados de DNA associados a projetos de identificacdo de criancas
de rua, ou de organizac¢oes contra o trafico de menores.

As bases de dados populacionais de marcadores de DNA humanos utilizados na
genética forense hoje existentes, em sua maioria, sdo publicas e acessiveis pela Inter-
net e sdo de grande importancia para a realizacdo da analise estatistica dos dados de
DNA como prova, a exemplo, os marcadores STRs autossomicos (Ruitberg et al. 2001).
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1.1 Motivacao do trabalho

O DNA como prova forense, pode ser extraido de uma pequena amostra bioldgica,
como algumas gotas de sangue, que pode ser analisada e conseqlientemente usada
para determinar o perfil genético de uma individuo. Um perfil genético de DNA usado
como uma prova forense consiste em comparar um perfil genético de DNA conhecido
(suspeito) com um perfil genético de DNA desconhecido (criminoso, ou de um suposto
pai, por exemplo). Se forem iguais entdo o suspeito € culpado, sendao prova-se sua
inocéncia.

A molécula de DNA € muito estavel e pode resistir a uma significativa degradacao
ambiental, o que permite que cientistas forenses obtenham informacao de evidéncias
biologicas muito antigas (como ossadas, através do DNA mitocondrial). A estabilidade
da molécula, combinada com as caracteristicas distintivas do DNA de cada individuo
e a precisao técnica da analise de DNA atuais, enriquecem ainda mais a tecnologia
forense de identificacao humana, sendo um componente vital da maioria das investi-
gacoes policiais.

Os Banco de Dados de DNA seguem diretrizes rigidas em varios paises, como EUA,
Canada e Inglaterra, através de especificacdes legislativas. S6 podem ser usadas as
amostras bioldgicas coletadas dos ofensores/criminosos condenados e os perfis de
DNA resultantes para propositos de execucao de lei (Council 2001). Nestes paises, os
Banco de Dados de DNA sao usados em conjunto com os procedimentos da justica e,
para seguranca de suas populacodes, asseguram que os criminsos sejam identificados
com uma maior eficiéncia por todas as jurisdi¢des policiais.

O DNA ¢ utilizado como instrumento de identificacao e prova. Em estudo de iden-
tificacéo, é possivel relacionar os restos mortais de um pessoa e seus familiares, utili-
zando para isso o DNA nuclear, o Cromossomo Y ou o DNA Mitocondrial. A contribui-
cao para cidadania, esta relacionada na busca de um parente que esta desaparecido
ou que foi sequiestrado. Em grandes desastres, no qual uma grande quantidade de
pessoas é vitimada, o estudo sobre o vinculo genético se faz necessario, bem como os
casos descritos por Birus et al. (2003) relacionados a vitimas de guerra.

O DNA em casos criminais pode ser utlizado para resolver crimes onde nao ha
suspeito; possibilitando a identificacao de suspeitos através das amostras de uma
cena do crime ou, eliminando os suspeitos onde nao ha ligacao entre o DNA da cena
do crime e um perfil do DNA na base de dados especifica para este fim (Primorac
et al. 2000, Weir 2004). S6 em estudos de paternidade apresentados por diferentes
autores sao baseados na comparacao entre os perfis de DNA da crianca e de seus pa-
rentes mais proximos, como mae, pai, tios, primos, etc.(Bernal 1999). Para isso sao
necessarias pesquisas com os marcadores genéticos utilizados na determinacao dos
perfis de DNA, sejam RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), VNTR (Va-
riable Number of Tandem Repeats) ou os STR (Short Tandem Repeats), esses ultimos



1.1. MOTIVACAO DO TRABALHO 3

serdao objeto do nosso estudo.

Dado o alto poder de identificacdo e discriminacido do DNA, um ambiente compu-
tacional que auxilie o processo de analise de DNA Forense torna-se um importante
instrumento de investigacao e prova, auxiliando no combate ao crime e a impunidade.
A modelagem de tal ambiente possibilitaria aos poderes judiciario e executivo o uso
do DNA como evidéncia, para vincular suspeitos aos crimes.

O laboratorio de DNA Forense de Alagoas da UFAL, que trabalha em parceria com
a secretaria de seguranca, tem como principal atuacao a resolucao de testes de pater-
nidade e a identificacao de criminosos e pessoas desaparecidas. Até o momento, este
laboratério trabalha e realiza todos os seus experimentos manualmente, o que dimi-
nui seu ritmo de producao, e dificulta o armazenamento dos seus dados biolégicos.

A presente proposta tem por objetivo apresentar a modelagem de um ambiente
para analise de DNA em genética forense. Este ambiente trara um avanco nas pra-
ticas atuais através da automatizacdo do processo de controle de qualidade e arma-
zenamento desses dados gerados em laboratoérios forenses. O modelo do ambiente
aqui proposto obedece as especificacdes técnicas exigidas pela pesquisa forense rea-
lizada no Laboratorio de DNA Forense de Alagoas na UFAL. A realizacao deste projeto
contribuira para o desenvolvimento e geracao de tecnologia propria, no avanco bio-
tecnologico, para o estado, como também, para o resto do pais.

O ambiente computacional proposto contera quatro modulos que sao descritos a
seguir:

Investigacao Policial e Crimes Sexuais: O Laboratorio de DNA Forense de Alagoas
desde 1995, vem desenvolvendo atividades em parceiras com o poder judiciario e
executivo, enfatizando a resolucao de crimes e estudos de casos de paternidade.
Este do modulo possibilita, atender melhor a demanda que hoje se apresenta
para estes casos. Outra vertente € o estudo sobre crimes sexuais. A maioria
desse tipo de delito € realizado por criminosos que agem em série. Este modulo
tera funcao de dar suporte ao processo de identificacao do individuo vinculado
ao material colhido de vitimas que denunciem a agressao e passem por exame
de corpo-delito.

Identificacao de Corpos e Pessoas Desaparecidas: Este modulo tera a funcao de
armazenamento de dados de pessoas desaparecidas ou carbonizadas, onde nao
foi possivel a sua identificacdo por vestigios fisicos ou de objetos pessoais. O
sistema tera como principal repositério o material biol6gico doado por familiares
que reclamem os seus parentes e comparecam como voluntarios para doarem

material biolégico para a determinacao do parentesco com os desaparecidos.

Estudo de Paternidade: Este modulo em questao atendera as damandas de reco-
nhecimento de paternidade, principal atividade do Laboratério de DNA Forense,
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em parceria com o sistema judiciario. Os casos previstos relacionados com o
referido estudo sao: paternidade padrao (crian¢a, mae e o suposto pai), além de
outras relacoes de parentesco.

Freqiiéncias Alélicas da Populacao: Para a realizacdo do estudo sobre vinculo ge-
nético se faz necessario a constituicao das freqiiéncias alélicas das populacoes
que serao alvo do estudo sobre o estudo de vinculo genético, seja este um caso
criminal, de paternidade ou de desaparecidos.

1.2 Organizacao da dissertacao

Esta dissertacao esta organizado da seguinte forma: no segundo capitulo serao
descritos os principais conceitos da Biologia Molecular e da Genética de Populacoes,
importantes para o entendimento do ambiente proposto; no terceiro capitulo € des-
crito como a genética de populacoes trabalha com a probabilidade e a estatistica para
a determinacao da transmissao genética; no quarto capitulo sdo expostos os princi-
pais conceitos necessarios para modelar o ambiente e algumas técnicas utilizadas; o
quinto capitulo € apresentado um estudo de caso para os moédulos de paternidade,
desaparecidos e de freqiiéncias alélicas; e seguimos, no sexto capitulo, com as con-
clusodes desta dissertacao.



Capitulo 2

Fundamentacao teodrica

Neste capitulo sao descritos os principais conceitos da Biologia Molecular e da Ge-
nética de Populacdes, importantes para o entendimento do ambiente desenvolvido.
Na Secao 2.1, € descrita a estrutura do DNA e seus constituintes. Na Secao 2.2,
descrevemos como os cromossomos estao organizados no nucleo celular e sua impor -
tancia no estudo da transmissao das caracteristicas hereditarias. Um breve estudo
do Genoma Humano € realizado na Secdo 2.3. A técnica de Reacao em Cadeia de
Polimerase, procedimento biotecnolégico usado na obecao das informacdes necessa-
rias para o estudo de vinculo genético, € concisamente descrita na Secao 2.4. Na
Secao 2.5 sao detalhados os conceitos referentes a genética de populagdes, como o
Equilibrio de Hardy-Weinberg e a caracterizacdo estatistica da transferéncia de ca-
racteres hereditarios. Por fim, na Secdo 2.6, apresentamos softwares existentes para
analise de perfis genéticos que utilizam marcadores moleculares STRs.

2.1 A Estrutura do DNA

O material genético dos seres humanos, conhecido como DNA (acido desoxirribo-
nucléico) esta presente no nucleo de todas as células dos organismos (Figura 2.1). Eo
DNA que define a constituicdo genética e especifica a funcao de cada uma das células
que constituem o organismo, ou seja, € o DNA que determina todas as caracteristicas
do individuo, as quais podem ou nao manifestar-se ao longo de sua vida (Strachan &
Read 2002).

O DNA ¢ formado por duas cadeias de nucleotideos que se enrolam formando uma
dupla hélice. Os nucleotideos sao unidades moleculares compostos por um grupo
fosfato, um acucar e uma base nitrogenada. O agucar e o fosfato sao componentes
invariaveis nos nucleotideos e apenas fazem parte da estrutura da molécula de DNA.
Ja as bases nitrogenadas - citosina (C), timina (T), adenina (A) e guanina (G) - sao
responsaveis por armazenar toda a informacao importante para a sintese proteica.
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Figura 2.1: Organizacao do DNA no ntcleo celular (Modificado de Strachan & Read (2002)).
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A estrutura da molécula de DNA tem sido comparada a uma escada enrolada sobre
si mesma em forma de espiral, sendo os corrimaos formados pela parte invariavel
da molécula - ou seja, o grupo fosfato e o acucar - e cada degrau por duas bases
nitrogenadas ligadas por pontes de hidrogénio. No caso humano, os unicos pares
de bases possiveis sao A-T e C-G, ou seja, a adenina sempre se liga a timina e a
citosina sempre se liga a guanina. Desta maneira, as duas cadeias de nucleotideos
que fazem parte da molécula de DNA sdo complementares. Por exemplo, se numa
cadeia aparece a sequéncia de bases AATCCGGT, na cadeia complementar aparecera
a sequéncia TTAGGCCA.

2.2 Cromosssomos, genes e genoétipos

O DNA de uma célula humana apresenta um comprimento total de quase dois
metros, e provavelmente, para facilitar sua organizacao dentro do nucleo de cada
c€lula € dividido em varios elementos distintos chamados cromossomos. Existem 46
cromossomos na espécie humana, formando 23 pares, dos quais 44 sdo chamados
de autossomicos e dois chamados cromossomos sexuais, por estarem envolvidos na
determinacao do sexo (Strachan & Read 2002) (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Visualizacdo de uma cariétipo cromossoémico (Modificado de Butler (2005)).

Nos cromossomo existem regides especificas contendo seqiiéncias de nucleotideos
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denominados lécus!. Em cada l6cu pode ser encontrado um gene ou uma seqiiéncia
de nucleotideos nao-codificador. Posicoes ou locus correspondentes em cromossomos
homologos contém genes responsaveis pela mesma caracteristica genética, embora
muitas vezes sejam considerados genes alelos ou simplesmente alelos? Também sio
denominados alelos as seqiiéncias nao codificadoras que ocupam locus correspon-
dentes nos cromossomos homologos. Quando um individuo possui alelos diferentes
para um dado lécus, dizemos que ele € heterozigoto com respeito aquela caracteristica
genética ou para aquele gene particular. Se tais alelos sao idénticos dizemos que ele
€ homozigoto.

Nos cromossomos homologos, os alelos presentes em um determinado l6cus sao o
genotipo deste locu. O termo genoétipo € também utilizado para designar o conjunto
de todos os alelos presentes em um conjunto de locus de um mesmo individuo. A
manifestacdo morfolégica ou bioquimica de qualquer genétipo é denominado de feno-
tipo. Quando genotipos diferentes manifestam-se como fenétipos diferentes dizemos
que os alelos sdo co-dominantes.

Como nosso sistema de reproducio é sexuado, a formacao de um individuo pro-
vém da fusdao de um gameta feminino (6vulo) como um gameta masculino (esperma-
tozoide). Para manter o numero cromossomico da espécie humana, cada um dos ga-
metas deve contribuir com a metade do numero de cromossomos presentes na outra
célula gamética. Por esta razao os gametas sao c€lulas hapléides - isto €, sdao células
que possuem somente um cromossomo de cada locu.s Este 16cus € dito monomorfico.
O conjunto formado pelos alelos de um ou mais lécu, transferidos a um individuo
por um de seus pais, € chamado de haplotipo. As outras células de nosso corpo
sdo chamadas somaticas e todas elas sido dipléides por possuirem dois conjuntos dos
cromossomos presentes nos gametas (Strachan & Read 2002).

Assim, em cada par cromossomico encontrado em um individuo adulto, cada ge-
noétipo de cada locus, é formado por um alelo proveniente da mae e outro do pai.
Constituindo desta maneira, o DNA representante de todo o material genético que um
individuo herda de seus pais e por isso € chamando de material genético ou heredita-
rio da célula.

2.3 O genoma humano

O termo Genoma € usada para designar o conjunto de genes ou sequéncias de
nucleotideos néao codificadoras presentes em uma célula, em um individuo ou em uma

Localizacdo cromossémica tinica que define a posicdo de um gene individual ou de uma seqiiéncia
de DNA.

2Umas das varias formas alternativas de um gene ou seqiiéncia de DNA em uma posicao especifica
do cromossomo (l6cus). Em cada lécus autossémico um individuo possui dois alelos, um herdado do
pai e um da mae.
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espécie. A informacdo genética na célula humana esta organizada em dois grandes
genomas: o mitocondrial e o nuclear (Brown 2003).

O genoma mitocondrial € constituido por alguns genes extranucleares e tem he-
ranca exclusivamente materna. Este tipo de genoma €, em geral, idéntico ao herdado
da mae e as vezes pode ser usado na identificagdo de individuos, por exemplo, quando
dispomos apenas de amostras muito degradas, carbonizadas ou em que nao € possivel
obter o DNA nuclear.

O genoma nuclear de uma célula humana hapléide contém um total de 3 x 107
pares de bases que aparecem distribuidos nos 23 cromossomos e cada cromossomo
consiste de uma tnica molécula de DNA de tamanho variado. Aproximadamente 75%
do genoma nuclear € constituido por seqiiéncias de nucleotideos que nao se repetem
ou que aparecem poucas vezes representadas no genoma humano, as quais sao cha-
madas sequéncias simples de DNA. O DNA restante € composto de seqiiéncias que se
repetem de centenas a milhdes de vezes no genoma, compondo o DNA repetido (rDNA).
O total de DNA codificador (genes) compoe somente cerca de 2,5% do genoma humano
e encontra-se principalmente entre as seqiiéncias de nucleotideos que nao se repetem
na molécula de DNA. Estima-se que no genoma humano existam aproximadamente
100.000 genes.

O DNA simples nao codificador pode ser encontrado dentro dos genes, formando
os introns, ou pode ser genes que, se acredita, foram um dia ativos mas que per-
deram sua atividade ao longo da evolucao (os pseudogenes), ou ainda pode ser uma
sequiéncia dispersa entre os genes - o DNA extragénico.

O DNA repetido, que compode aproximadamente 25% do genoma nuclear, pode ser
classificado em DNA codificador, formador das familias de multigenes, e em DNA nao
codificador, que compde DNA extragénico. Este ultimo tipo de DNA nao inclui genes
funcionais e € composto por seqiiéncias que se repetem em tandem (ou seja, uma
apos a outra) e por sequéncias dispersas no genoma que se repetem individualmente.
As sequiéncias que se repetem em tandem sao classificadas de acordo com o tamanho
médio das unidades de repeticao. Segundo este critério podem ser classificadas como
DNA satélite, minissatélite ou microssatélite.

O DNA satélite compreende seqiiéncias relativamente grandes - mais de 60 nucle-
otideos - e sem atividades de transcricao. Ainda pouco se sabe sobre este tipo de DNA.
No DNA minissatélite, a sequéncia repetida € de tamanho entre 15 a 20 mil pares de
bases (base pair - bp). As familias de DNA microssatélites incluem seqiiéncias muito
pequenas, repetidas em tandem, contendo entre 1bp e 4bp que aparecem distribuidas
ao longo do genoma.

As sequiéncias de DNA microssatélites € um tipo de DNA com maior interesse para
nosso trabalho, serem uma ferramenta de grande importancia para Biologia Molecu-
lar. Através do estudo destas sequiéncias, algumas areas da genética como a locali-
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zacao de genes, o diagnostico de doencas genéticas, a identificacao de individuos e a
determinacao do vinculo genético, tém-se beneficiado enormemente, ja que podemos
identificar o perfil genético ou fingerprinting molecular de cada individuo utilizando
uma amostra qualquer de tecido. Esta identificacao s6 € possivel porque, salvo em
casos de gémeos idénticos, nao existem dois individuos com o mesmo genotipo e tam-
bém porque o DNA de um individuo € igual em qualquer célula de seu organismos e
em qualquer tempo.

Os perfis de DNA humano fornecem uma poderosa ferramenta na comparacao de
amostras biolégicas tais como manchas de sémen ou sangue, fios de cabelo, etc., que
aparecem como possiveis provas na cena de um crime. Estes perfis de DNA também
sao utilizados para determinar relagoes familiares em disputa de paternidade, casos
de imigracao, e na identificacao de ossadas.

Especificamente, o perfil genético refere-se somente as analises de hibridizacao
das sequiéncias repetidas dispersas. essa técnica, embora valiosa no trabalho de
investigacao biologica. A técnica de PCR com STR evita problemas como:

e Uma quantidade relativamente grande de DNA € necessaria, pois algumas técni-
cas anteriores a STR depende da analises por hibridizacao. A técnica datilosco-
pia genética (genetic fingerprinting) nao pode ser utilizada com as quantidades
infimas de DNA de cabelos e manchas de sangue.

e A interpretacao da datiloscopia genética pode ser dificil, em decorréncia de va-
riacoes nas intensidades dos sinais de hibridizacdo. Em um processo judicial,
pequenas diferencas na intensidade das bandas entre uma perfil-teste e outra
realizada de um suspeito podem ser suficientes para que este seja inocentado.

e Embora os sitios de insercao das sequéncias repetidas sejam variaveis, existe
um limite dessa variabilidade e, portanto, uma pequena chance de que dois
individuos nao-relacionados possam ter as mesmas, ou pelo menos muito seme-
lhantes, os perfis, ocorrendo como no caso descrito anteriormente.

Perfis utilizam seqtiéncias polimorficas chamadas STR (a sigla vem de Short Tan-
dem Repeats, ou sejam Pequenas Repeticoes em Tandem). Uma STR € uma seqtiéncia
curta de 1 a 13 nucleotideos de comprimento, que € repetida varias vezes em um ar-
ranjo [CA],, na qual n, é o namero de repeticoes, esta normalmente entre 5 e 20.

O numero de repeticoes em uma determinada STR € variavel, pois repeticées po-
dem ser adicionadas ou, menos freqiientemente removidas por erros que ocorrem
durante a replicacao do DNA. Na populacao como um todo, devem existir em torno
de 10 versodes diferentes de uma determinada STR, cada um dos alelos caracterizados
por um numero diferente de repeticoes. No perfil de DNA, os alelos de um numero
selecionado de STRs diferentes sdo determinados, isso pode ser rapidamente obtido
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e com quantidades muito pequenas de DNA por meio de PCRs com iniciadores que
se anelam as sequiéncias de DNA em ambos os lados de uma repeticdo, como sera
melhor explicado nas proximas secoes. Uma breve descricao desses marcadores pode
ser encontrada em Weir (1996) e em Butler (2005).

2.4 Areacao em cadeia de polimerase - PCR

O conhecimento acerca da técnica de PCR que expomos nessa secao demonstrara
como € possivel obter as informacodes genéticas necessarias para identificar amostras
de DNA.

A técnica de PCR resulta na amplificacdo seletiva de uma regiao escolhida de uma
molécula de DNA (ver Figura 2.3). Qualquer regido de qualquer molécula de DNA
pode ser selecionada, desde que as seqiiéncias nas extremidades dessa regiao sejam
conhecidas, pois para realizar uma PCR, dois pequenos oligonucleotideos® devem
hibridizar* com a molécula de DNA, um com cada uma das fitas da hélice dupla.
Esse oligonucleotideos, que atuam como iniciadores para as reacoes de sintese de
DNA, delimitam a regiao que sera amplificada (Figura 2.3 - momento 1, 2 e 3).

Via de regra, a amplificacio é realizada pela enzima DNA-polimerase® I de um
organismo conhecido como Thermus aquaticus. Esse tipo de organismo vive em
ambientes quentes e muitas das suas enzimas, incluindo a polimerase de Taq, sdo
termo-estaveis, o que significa resisténcia a desnaturacao pelo calor. Como se tor-
nara evidente a seguir, a termo-estabilidade da polimerase de Taq € essencial para a
metodologia da PCR.

Para iniciar uma amplificacao por PCR, a enzima ¢ adicionada ao DNA-molde ane-
lado aos iniciadores e incubada para que sintetize as novas fitas complementares
(Figura 2.3 - momento 4). A mistura € entdo aquecida a 94°C, para que as fitas
recém-sintetizadas separem-se do molde (Figura 2.3 - momento 5) e, posteriormente
resfriadas, permitindo que mais iniciadores hibridizem com suas respectivas posi-
¢oes, incluindo aquelas das novas fitas sintetizadas, a seguir, a polimerase de Taq
realiza uma segunda rodada de sintese de DNA (Figura 2.3 - momento 6). O ciclo
desnaturacao-hibridizacdo-sintese € repetido, geralmente 25 a 30 vezes, resultando,
ao final, na sintese de centenas de milhoes de copias do fragmento de DNA amplifi-
cado (Figura 2.3 - momento 7).

Ao término de uma PCR, uma amostra da mistura resultante € geralmente ana-

3Molécula de DNA sintética, curta e de fita simples, tal como aquela utilizada como iniciador no
sequiienciamento de DNA ou na reacao PCR.

4Formacio de uma molécula de fita dupla, por meio do pareamento de bases nio-pareadas, que pode
ser formada em um polinucleotideo.

SEnzima que sintetiza DNA a partir de um molde de DNA ou RNA.
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lisada por eletroforese em gel de agarose®

. Se o DNA foi amplificado com sucesso o
fragmento sera visivel como uma banda discreta apés a coloracao com brometo de

etidio (Figura 2.3 - momento 8).

2.4.1 Polimorfismos STRs mediante a técnica de PCR

Uma vez ealizada a PCR seu resultado é utilizado para analisar os polimorfismos”’
de STRs. A escolha dos STRs em detrimento a outros técnicas, por exemplo VNTRs®,
€ devida a facilidade de encontra-las em pequenas quantidades de DNA e em restos
de DNA de baixa qualidade, como ossadas envelhecidas.

Inicialmente o estudo dos marcadores STRs mediante a técnica de PCR, requeria
uma analise individual para cada marcador genético, através de reacoes simples de
amplificacdo. Atualmente as reacdes de amplificacao sao realizadas de forma simul-
tanea, com até 16 l6cus de uma vez s6 (PCR multiplex). Os produtos amplificados, ja
marcados e desnaturalizados, sdo separados de acordo com o tamanho, e visualizadas
com maior eficiéncia (diferenciacdo de uma tnica base pelo tamanho, ou seja, pelo
seu peso molecular). Além disso, sdao detectados com um sistema a laser incorporado
a um sistema semi-automatico chamando “sequiénciador de eletroforese capilar”.

Na Figura 2.4 observamos os resultados de uma eletroforese, reunidas de um
sequiénciador de eletroforese capilar, demonstrando os respectivos alelos de cada mar-
cador de acordo com seu peso molecular. este figura ilustra o resultado da analise dos
marcadores D8S1179, D21S11 e D7S820 que comprovam a transmissao dos caracteres
hereditarios dos pai e da mae para o filho. Observa-se que para o marcador D851179
0 suposto pai possui 13 — 14 repeticoes, a mae 13 — 14 repeticoes. A crianca herda um
alelo da mae e outro do pai, para esse marcador ele herdou os dois alelos 14, que €
visualizada somente uma vez, devido a homozigosidade. Essa mesma deducado pode
ser vista para os demais marcadores (Tabbada et al. 2004).

Com relacao ao uso do DNA na genética forense, Bernal (1999) realizou uma re-
visdo sobre os locus, as técnicas atuais e sua utilizacdo nesses casos, bem como
discutiu a necessidade de se estabelecer algumas premissas para a selecdo desses
marcadores, na identificacdo de criminosos e em estudos de paternidade.

As principais caracteristicas que os marcadores STRs devem possuir para serem
incluidos na reacao de PCR multiplex de aplicagdo no campo da genética forense sao:

e Alto poder de exclusao a priori, geralmente maior que 90%;

SA eletroforese é a separacdo de moléculas com base na relaciao entre carga e massa das mesmas.
A eletroforese em gel € executada em uma matriz gelatinosa, a qual permite que moléculas de cargas
elétricas similares possam ser separadas com base em seus tamanhos.

“Refere-se a um lécus presente em um numero variavel de alelos diferentes ou outras variacdes na
populacdo como um todo.

8Polimorfismo de ntimero variavel de repeticées em tandem, ou seja, um apés o outro.
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De cima para baixo, observamos o perfil do suposto pai, da mae e da crianca, respectivamente.(Fonte:
Laboratorio DNA Forense - UFAL).
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Heterozigosidade observada maior que 70%;

Resultados precisos e reproduziveis nas reacdes de PCR Multiplex;

e Baixa taxa de mutacao;

Localizacao cromossomica dos marcadores sem ligacdo entre seus locus;

Bandas stutter baixas;

O “deslizamento” (slippage) da polimerase € considerado o mecanismo originador
de mutacoes em microssatélites bem como de artefatos, durante a PCR, que contém
uma repeticao a menos que o alelo principal, conhecidos como “bandas de repeticao”
ou stutter. O deslizamento da polimerase ocorre quando esta se dissocia do DNA, du-
rante uma pausa na replicacao, o filamento em sintese se separa do filamento molde
e volta a parear com outra repeticdo para a frente ou para traz da posicao correta
(erro de pareamento). A replicacao € entao retomada completando o processo no qual
o comprimento do filamento recém sintetizado pode ser maior ou menor do que o
do filamento molde. Este pareamento fora de registro ¢ uma propriedade intrinseca
das sequiéncias de microssatélites e ocorre a frequéncias elevadas sendo o mecanismo
responsavel pela grande variabilidade em locus de microssatélites.

2.5 Genética de populacoes

Em 1908 o matematico inglés Godfrey Harold Hardy e o médico alemao Wilhelm
Weinberg descobriram, independentemente, o principio relativo as freqtiéncias aléli-
cas numa populacido (Andrade & Pinheiro 2002, Strachan & Read 2002). Este prin-
cipio € a base da teoria da genética populacional. Eles estudaram o efeito do cru-
zamento entre as freqiiéncias dos alelos numa populacdo em sucessivas geracoes,
supondo estar ausente de selecao® ou de outra forca evolutiva. No caso de dois ale-
los, Hardy e Weinberg demonstraram que, quando os cruzamentos ocorrem de forma
aleatoria, as frequiéncias alélicas e genotipicas seguem uma distribuicdo binomial nas

populacées de organismos dipléides (2n = conjuntos génicos'?).

Neste caso, os alelos A e A, possuem freqiiéncias pa, € pa, =1—pa, , respectiva-
mente. No binomio de Newton (pa, +pa,)? =1 0u pi, +2pa,pa, +Pa, = I, cada termo
esta associado a um dos trés genotipos possiveis (A1A71, AjA,, A2A)) que ocorrem na
populacao nas seguintes proporc¢oes:

e Paa, = pf\] : proporc¢ao do genétipo homozigoto A;(A1A1);

e Pa,A, =2pa,PA, : proporcao do genotipo heterozigoto (A1A3);

9Acao do ambiente que leva a sobrevivéncia e reproducao diferenciais de uma populacdo ou espécie.
YInformacao genética de uma populacao; conjunto de diferentes subpopulacoes de uma dada espécie.
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o Pa,A, = p%z : proporcao do genotipo homozigoto A;(ALA3).

2.5.1 Modelo de Hardy-Weinberg

Producéao de descendéncia com variacao € a base da evolucao. Estas variagoes po-
dem ser fenotipicas e genotipicas. As fenotipicas decorrem de adaptacdes a variacoes
ambientais tais como temperatura, concentracao de uma substancia, etc, sem que a
descendéncia seja afetada. As variacdes genotipicas sdao as mais importantes, uma
vez que se transmitem as geracoes e, além disso, a maioria das variacoes fenotipicas

encontradas na natureza nao se deve a adaptacdes, mas a variagoes genotipicas.

Considerando que a natureza permanece estavel por longo tempo, os organismos
que conhecemos em seus ambientes naturais podem ser considerados como estando
bem adaptados ao seu meio. Deste modo, a maioria das mutagdes que ocorrem na
descendéncia, que é devida inteiramente ao acaso, nao € essencial ou entao é deletéria
para a espécie dependendo do genoma em que ocorre.

Alelos nao essenciais ou deletérios sao introduzidos nas populacdes de espécies
através de mutacao ou de introgressao (entrada de organismos externos dentro da
populacao). A reproducao sexuada confere uma vantagem em retardar o acimulo
destas mutacdes e reordenar constantemente os genes deletérios. Entretanto, os
genes deletérios ou nao essenciais s6 sofrem acdo da selecao natural quando estao
em homozigose, mas nao em heterozigose, a menos que esta condi¢ao confira um valor
pouco adaptativo a espécie. Deste modo, se compara a presenca de alelos deletérios
a um iceberg: somente a ponta, a menor proporcao, manifesta-se como homozigose,
enquanto a maioria permanece nao visivel sob a forma de heterozigose.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg nos diz que em uma populacédo muito grande (uma
espécie) com cruzamentos ocorrendo ao acaso, ndo havera mudancas na freqiiéncia de
genes a menos que mutacées sejam introduzidas por introgressdo ou aconteca variacéo
da pressao seletiva.

As proporcoes alélicas em uma populacao estdao em Equilibrio Alélico quando nao
ha mudanca nas mesmas de geracao para geracdo. Em uma populacao suficiente-
mente grande e na auséncia de selecao, migracao e mutacao, o equilibrio € atingido
apos uma geracao de acasalamento ao acaso.

O modelo de Hardy-Weinberg define em equilibrio que é atingido quando sao veri-
ficadas as seguintes hipoteses:

e auséncia de fatores evolutivos como selecio natural!l, migracdo, mutacido!? e

"Acdo do ambiente que leva a sobrevivéncia e reproducio diferenciais de uma populacio ou espécie.
12 Alteracao na sequiéncia de bases do DNA, quer seja por substituicao, delecao ou insercao de nucleo-
tideos.
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deriva genétical3;
e os individuos devem ser diploides (dois conjuntos génicos);
e os individuos devem ter reproducao sexuada;
e a populacao analisada deve ter um numero grande de individuos;

e 0s cruzamentos devem ocorrer ao acaso, nao havendo preferéncia de acasala-
mento.

2.5.2 Proporcoées alélicas para dois alelos

Considerando o caso de dois alelos A; e A, em um dado locu, é possivel encon-
trar trés genétipos diferentes: Aj;A;, AjA, e AyA;,. Considerando os trés genotipos
possiveis da mae e os trés respectivos do pai, um cruzamento resulta em nove tipos
possiveis de acasalamento, como € mostrado em Andrade e Pinheiro (2002). A proba-
bilidade associada a cada tipo ¢ facilmente calculada supondo que a populacao esteja
em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes calculos sao listados na Tabela 2.1.

Suponha que a probabilidade de encontrar o alelo A; na populacao seja p = py,
e do alelo A, seja q = p,. Na Tabela 2.1, o primeiro tipo de acasalamento € o caso
em que a mae e o pai sao homozigotos para o alelo A;. A probabilidade do genotipo
AjA; € p?, tanto para a mide quanto para o pai. Logo, a probabilidade associada ao
cruzamento é p? x p?> = p*. A probabilidade de ocorréncia da prole sera p* para o
genotipo Aj1A 1, ja que os pais somente podem transmitir o alelo A; para a sua prole.

Mae Pai Probabilidade A1Aq A1A AsAH
AAT AA; pixpi=pt p? 0 0
A1AT AjA; PP x 2pq=2p3q 1/2(2p3q)  1/2(2p%q) 0
AAy AtAT 2pg x p? =2p? 1/2(2p3q)  1/2(2p3%q) 0
A1Ar AZA; p?x g =p?g? 0 p?q? 0
AZA; AtA;  ¢? x p?=pig? 0 p?q? 0
A1Az A1Az 2pq x 2pq =4piq?  1/4(4p*q?) 1/2(4p%q?)  1/4(4p%q?)
A1A2 AA;  2pq x q* =2pq® 0 1/2(2pq®)  1/2(2pq?)
A2A; AtA; 2pqxq*=2pq®> 0 1/2(2pq®)  1/2(2pq?)
A2Ar AYA; gfxgf=¢? 0 0 q’

Soma da Prole p? 2pq q?

Tabela 2.1: Proporcoes dos tipos de acasalamento e prole de uma populacdo em EHW com genétipos
dos genitores nas proporcoes p” : 2pq : q°.

No caso do pai e da mae serem heterozigotos, A;A,, a proporcao genotipica de

A1A, € 2pq. Portanto, este tipo de cruzamento ocorre com a probabilidade de 4p2q?.

13Mecanismo evolutivo que resulta da oscilacdo nas freqiiéncias alélicas de uma geracio a outra em

uma populacéao.
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Para um cruzamento do tipo A1A; x AjA,, como tanto o pai quanto a mae trans-
mitem cada um de seus dois alelos com probabilidade 1/2, os pares (A1,Aq), (A1,A))
ou (A,A,) de alelos (resultado em genotipos) sdo transmitidos com probabilidades de
1/4,1/2 e 1/4, respectivamente (Presciuttini et al. 2002).

Naturalmente, a probabilidade da ocorréncia da prole ter genoétipo A;A;, conside-
rando cruzamentos qualquer, € dada por:

P(A1A1) = P(A1A1|A1A1 X A1A ) X P(A1A1 X AtAq) (2.1)
+ P(A1A1|A1A1 x A1AL) x P(A1A1 X A1A3) (2.2)
+ P(A1A1|A2A X AjA ) X P(A A2 X AAq) (2.3)
+ P(ATA1[A1A2 X A1AL) X P(A1A2 X AqA3) (2.4)

A Equacao (2.1) é usada para o calculo de transmissao de caracteres hereditarios,
quando filho e os pais sao homozigotos. Ja na Equacao (2.2) calcula a probabilidade
da mae homozigota e o pai heterozigoto ter um filho homizigoto. A Equacao (2.3)
analisa o caso contrario descrito anteriormente e com Equacgao (2.4) verifica a proba-
bilidade dos pais heterozigotos terem filhos homozigotos.

Logo, para o cruzamento AjA; x AjA;, o genotipo AjA da prole ocorre com proba-
bilidade:

1
P(A1A1|A1AS x A1A2)P(ATAL X AjA,) = §4p2q2 =p?q®

Analogamente, para o cruzamento AjA; x AjA;, os genotipos A1A; e A A, da prole
ocorrem com probabilidade 34p2q? e 14p2q?, respectivamente.

O somatorio das probabilidades de cada genotipo da prole observando todos os
cruzamentos possiveis é de p? para o genoétipo AjA1, e 2pq para o AjA, e g2 para o
AsA», isto é:

1. Genotipo A1A+:

Py = p“%(Zpgq) - %(2p3q) + J—l(4p2q2)
P11 =p*+2p°q +p’a’

P11 =p*(p% +2pq + q?)

Pyy =p?
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2. Genotipo A1A;:
1 1 1 1 1
P12 = §(2p3q) + §(2v3q) +p%q® +p?q* + 5(4p2q2) - z(pq3) + 5(21oq3)
P12 = 2p%q +4p’q” + 2pq’
P12 = 2pq(p? + 2pq + q?)
P12 = 2pq

3. Genotipo AA;:

1 1 1
Py = 1(41320[2) + z(ZPS) + z(Zqu) +q*

P2 =p?q® +2pq® +q*
P2y = q?(p? + 2pq + q?)

P2y = q*

Observa-se que as proporc¢oes dos genotipos da prole foram as mesmas dos genito-
res. Tal resultado reforca o conceito de EHW'4, no qual as proporcées dos genétipos
nao mudam ao longo das geracées e se distribuem de acordo com p?: 2pq : q°.

De acordo com que foi visto, vamos descrever na proxima secao alguns softwares
que utilizam de alguma forma os conceitos exposto nesta secdo, embora para diversos
fins.

2.6 Softwares para estudo sobre vinculo genético

No inicio da utilizacao dos bancos de dados de DNA para fins de estudo sobre
vinculo genético ou de identificacdo, um grupo de cientistas europeus da INTERPOL
selecionaram somente 4 marcadores para estudos na Europa. Na mesma época a
Rede Européia de Institutos sobre Ciéncia Forenses (ENFSI) recomendou 7 a serem
acrescentados aos 4 ja recomendados, totalizando 11 marcadores. Ja o Grupo Ibe-
roamericano de Trabalhos de Analises de DNA (GITAD) recomendou um conjunto de
6 marcadores genéticos. Em meados de 2000 foi estabelecido o Interpol Standard of
Loci (ISSOL), que considera 7 marcadores, mais a Amelogenina'® para determinacao
do sexo, totalizando para a constituicao de um perfil genético 16 marcadores (Diaz
et al. 2002).

14Refere-se a populacio cujas freqiiéncias genotipicas podem ser estimadas por p? = (AA),2pq = (Aa)
e q*> = (aa). Estas freqiiéncias sdo uma indicacido de que o acasalamento estd acontecendo aleatoria-
mente e que, portanto, ndo ha endogamia, ou seja, homozigose de uma populacao que é decorrente de
autofecundacao ou cruzamento entre individuos aparentados.

15Gene homoélogo do cromossoma X e Y usado na determinacao do sexo.
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O Sistema de Indexacao Combinado do Laboratério de FBI (CODIS) realiza o seu
estudo de coincidéncia de perfil genético com 12 marcadores. O CODIS comecou como
um projeto piloto em 1990 servindo 14 Estados e laboratorios para uso em crimes com
importancia local. O Ato de Identificacdo Criminal de 1994, formalizou a autoridade
do FBI para estabelecer um indice de DNA nacional para propositos de execucao da
lei, semelhante ao indice de impressao digital que tinha sido implementado em 1924,
nos Estados Unidos da América. Em outubro de 1998, o Sistema de Indexacao de
DNA Nacional do FBI (NDIS) ficou operacional. O CODIS foi implementado como
um banco de dados distribuido com trés niveis hierarquicos - por local, por estado e o
nacional. O NDIS € o nivel mais alto na hierarquia do CODIS, e habilita os laboratoérios
que participam do Programa do CODIS a trocar e a comparar perfis de DNA em nivel
nacional. Todos os perfis de DNA tem sua origem através dos laboratdrios municipais
(LDIS). Em seguida € direcionado para o nivel estadual (SDIS) e posteriormente para
o nivel nacional (Council 2001, Diaz et al. 2002).

As informacgodes sao armazenadas seguindo duas classificacdes: um sistema de
indexacao para casos forenses e outro para criminosos. O primeiro registra per-
fis genéticos obtidos na cena do crime, e o segundo armazena perfis de individuos
condenados. O sistema americano se aproxima da nossa proposta, pois realiza o ar-
mazenamento e o processamento de informacoes em resposta a existéncia ou nao de
um perfil que ja esteja cadastrado no banco. A aproximacao da identificacdo permite
que os orgaos de interesse operem os proprios bancos de dados de acordo com sua
propria legislacao ou com agéncias legais.

Em 10 de dezembro de 1998, o Governo Canadense criou a sua legislacao para dar
suporte a identificacao do DNA e desenvolveu um banco de dados de DNA para agre-
gar ao codigo criminal. Juizes passaram entao a ter um mecanismo para ordenar que
pessoas condenadas por qualquer tipo de crime, sejam designadas obrigatoriamente
a fornecer material biol6gico, como sangue, células bucais ou cabelo, do qual serao
armazenados em um banco de dados os perfis genéticos de DNA. Esta legislacao foi
oficializada em 30 de junho de 2000. O uso da analise de DNA Forense na resolucao
de crimes esta sendo utilizado nos tribunais canadenses com sucesso, sendo com-
parado e até superando a impressao digital introduzida ha mais de um século como
prova investigativa.

No Brasil, foi criada em 1994 a Divisao de Pesquisa de DNA Forense (DPDNA)
da Policia Civil do Distrito Federal, a instituicao policial pioneira, em nosso pais, a
realizar, rotineiramente, exames forenses criminais através da analise de material
genético. Atualmente, alguns estados da federacido iniciaram suas atividades com
laboratorios especialmente montados para este fim. Os resultados dos exames sao
utilizados apenas no ambito dos laboratorios que os realizou, sendo sempre neces-
saria a utilizacdo de amostra de referéncia. A producao de informac¢des tem aumen-
tado bastante, havendo a necessidade de um mecanismo eficiente de armazenamento
(SENASP 2002).
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2.6.1 Sistemas para estudos de genealogias

O uso dos locus de microssatélite para a identificacao humana permitem o desen-
volvimento de métodos estatisticos para a deducao das relacoes familiares a partir
de dados genéticos. Hoje, com as ferramentas ja disponiveis, € possivel deduzir in-
formacoes genealogicas detalhadas de populacées naturais!®, apesar destas técnicas
existentes demonstrarem somente aproximacoes da realidade observada.

Pesquisadores de diferentes areas de conhecimento tém desenvolvido métodos
para extrair informacao de genealogia de populacdes naturais. A habilidade para
deduzir as relagoes genealdgicas entre individuos em uma populacao propiciou o sur-
gimento de muitas areas de pesquisa relacionadas diretamente com o estudo do com-
portamento humano, sua evolucao, conservacao e da estrutura populacional. Alguns
exemplos destes estdo expostos em Thomas & Hill (2000) onde € descrito uma pro-
posta para o calculo de parametros relacionados com a genética quantitativa, usando
os marcadores genéticos para a reconstrucao da linhagem familiar.

Muitos estudos genéticos requerem analise de ligacdo genética a qual estuda a
transmissao das caracteristicas genéticas. Esta analise € conhecida como linkage e
tem como funcao a deteccao do posicionamento de genes responsaveis pela transmis-
sdo de doencas hereditarias, ou mesmo detectar a probabilidade de um membro da
genealogia manifestar tal doenca. O PedHunter, descrito por Agarwala et al. (1998),
é um pacote de software que facilita a criacao e verificacao de genealogias dentro de
grandes genealogias. Este software utiliza a teoria dos grafos para resolver o pro-
blema de linkage de uma genealogia com outra. O PedHunter utiliza um banco de
dados relacional, que armazena as caracteristicas de uma genealogia. Este software
nao realiza buscas sobre vinculos genéticos especificos em genealogias previamente
conhecidas, ou seja, o seu objetivo € estimar a transmissao de doencas genéticas em
uma arvore genealogica, que contém dados de varias geracoes armazenadas.

Em Egeland et al. (2000), encontramos uma técnica direcionada para os casos
de estudo sobre vinculo genético mais complexos implementada pelo programa fami-
lias. Este programa € usado quando a reconstituicao do perfil genético em estudo ¢
duvidosa, ou seja, quando nao temos perfil para o estudo de reconstituicdo. O pro-
cedimento para reconstituir tal perfil esta fundamentado nas genealogias, que sao
estruturadas no ambiente pelo proprio pesquisador. Neste caso, o familias trabalha
com duas hipotese, ou seja, duas genealogias alternativas. A primeira considera que o
suposto pai seja realmente o pai da crianca, e a segunda que ele nao o seja. A robustez
do familias é proporcionar ao pesquisador o ordenamento das relacdes de parentesco
considerando a linhagem paterna, como tios, primos, avos, etc. Assim, trabalha-se
em uma unica analise com multiplas hipoteses. Alguns sistemas que usam o per-
fil genético ndao consideram as mutacoes que possam ocorrer entre geracoes. Se a

8populacao na qual os acasalamentos ocorrem ao acaso.
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possibilidade de mutacao nao for considerada, o pesquisador podera excluir uma ge-
nealogia erradamente. O familias possui um tratamento especial, fazendo com que o
pesquisador leve em consideracao diferentes taxas de mutacao. O familias também
nao possue um repositorio dos perfis genéticos para estudos futuros. As compara-
coes sao direcionadas para a genealogia estruturada pelo pesquisador. Analises de
coincidéncias de perfis genéticos, como as utilizadas em casos criminais ou na busca
de desaparecidos em uma base especifica nao podem ser realizadas neste caso.

As técnicas moleculares que utilizam marcadores genéticos estao cada vez mais
sendo usadas para estudos referentes a relacao de parentesco. O programa descrito
por Goodnight & Queller (1999) utiliza a teoria da probabilidade na verificacao do
vinculo genético utilizando os marcadores moleculares. O Kinship estima a proba-
bilidade de parentesco, considerando a hipotese de se ter duas genealogias; uma de
ser a verdadeira genealogia e a outra em ser uma falsa genealogia, e para isso, faz
uso de calculos probabilisticos. Kinship realiza estudos de perfis genéticos dos casos
mais simples, no qual temos um suposto pai, e queremos verificar a probabilidade de
ser realmente o pai ou de ser outra pessoa nao vinculada a estrutura familiar. Nos
casos complexos ele executa a analise seguindo os métodos descritos por Egeland
et al. (2000). Como resposta, o programa fornece informacao suficiente para realizar
a exclusao, quando nenhum pai for detectado na genealogia.

No proximo capitulo iremos descrever como sao realizados os estudos sobre pa-
ternidade, coincidéncia de perfil genético e estudos sobre vinculos genético. Para os
casos descritos, veremos a importancia da probabilidade e da estatistica na estimativa
das relacoes de parentesco.



Capitulo 3

Estudo da probabilidade de vinculo
genético

Este capitulo, inicia com a descricdo de como € realizado o estudo do vinculo
genético com o caso padrao, no qual temos o perfil genético da crianca, do suposto pai
e da mae na Secdo 3.1. E a partir desse estudo que as outras relacées de parentesco
sdo estimadas. Na Secao 3.2 o caso da exclusdao de paternidade ou maternidade €
tratada. O estudo de subpopulacoes € abordado na Secdo 3.3, na qual sao descritos
os casos complexos como o estudo de paternidade com perfis genéticos da linhagem
paterna ou materna, meio-irmaos, tios, etc. Na Secao 3.4 abordamos os casos de
pessoas desaparecidas de forma a diferenciar o estudo de paternidade, pois tratamos
da incerteza da transmissao dos caracteres hereditarios, tanto quando temos o perfil
genético do suposto pai, quando o da suposta mae. Finalizamos o presente capitulo
com o estudo dos casos criminais (Secao 3.5), no qual temos uma amostra obtida
no local do crime e uma de um suspeito identificado pela vitima caracterizado como
estudo da coincidéncia de perfil genético.

3.1 Estudo de paternidade

A investigacao biologica de paternidade esta sendo beneficiada com os avancos
adquiridos no campo da genética forense, em especial com a técnica de PCR, ja que
atualmente se dispoe de um conjunto de instrumentos de marcadores! muito amplos
e altamente polimoérficos? e padronizados. Efetivamente é possivel abordar com éxito
a maioria das investigacoes de paternidade. Contudo, a analise estatistica-genética-
populacional é fundamental para a consolidacao da prova, como descrito por Bernal
(1999).

'Um gene ou regido cromossomica facilmente identificavel, usado para identificacéo.
2A presenca de mais de alelo em um l6cu. Em lécus forenses, o alelo mais comum geralmente tem a
freqiiéncia menor que 0, 6.

23
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A prova biologica necessita de estudos Genético e da Genética de Populacdes da
populacéao de referéncia (ou seja, estudo da freqtiéncia populacional) e a comprovacgao
do equilibrio de Hard-Weinberg com relacao a independéncia do l6cu. Durante o
estudo, € necessario obter uma probabilidade de exclusao a priori alta (tipicamente
superior a 99,9%) para assegurarmos que o sistema seja suficientemente eficiente. A
analise final da prova mediante o calculo da probabilidade de paternidade é o indice
de paternidade (IP) que é a informacao definitiva na determinacédo do resultado da
analise.

A abordagem estatistica no calculo de paternidade apresentada sera eminente-
mente pratica. Porém havera uma necessidade de abordarmos alguns fundamentos
teoricos para se descrever outros tipos de casos e analise de evidéncias (Ayres &
Balding 2004).

Quando consideramos a transferéncia de evidéncia no estudo de paternidade, no
qual as proporsicoes H,, e Hy refere-se respectivamente que o suspeito é o verdadeiro
pai da crianca e o segundo, caso contrario. Para um caso de paternidade escrevere-
mos M para a mae, C para a crianca € SP para suposto pai. Seus genotipos serao
denotados por Ga1, G¢e € Gsp, respectivamente. As duas proposicoes para o estudo de
paternidade serao:

1. Hy: o suposto pai € realmente pai da crianca.

2. Hg: existem um outro homem na populacao que € o pai da crianca.

Estas duas evidéncias tem uma probabilidade em funcao de informacoes de evi-
déncia I, que sera justificada mais adiante, e da analise genética E. Através do teo-
rema de Bayes podemos expressa-las em forma de “chances”:

_ Pr(HulE,I)  Pr(E[Hy, ) y Pr(Hp|T)
~ Pr(H4lE,I)  Pr(E/Hg,I) = Pr(Hgll)

RV (3.1)

Direcionamos a atencao para a avaliacao da razao de verossimilhanca, e preci-
saremos citar mais dois termos que sdo usados no teste de parentesco. O primeiro
termo é o Indice de Paternidade (IP), o que é simplesmente outro nome para a razio de
verossimilhanc¢a (RV) na Equacédo (3.1). Em casos de paternidade simples os termos
de RV e IP sao intercambiaveis. O segundo termo € a probabilidade de paternidade
significando a probabilidade a posteriori de paternidade.

Para a probabilidade de paternidade observamos que:

Pr(HqlE,I) =1 —Pr(H.E, I) (3.2)

Como nao usaremos a evidéncia I a Equacao (3.2) ficara assim,
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Pr(Hg4lE) =1 — Pr(H,|E) (3.3)

Desse modo a Equacao (3.1), podera ser reescrita em termos das probabilidades a
posteriori e a priori de H,, e rearranjando os termos para:

B RV x Pr(H,[E)
PrifplB) = 2y Pr(HHJE) + (1 — Pr(H,[E)] (3-4)

Se as “chances” (odds) a priori sao iguais a um, significando que a probabilidade
de paternidade, a priori, € 0,5, a probabilidade de paternidade, a a posteriori, €:

RV
RV +1

Pr(Hp|E) =

E isto é a quantidade que € referida como probabilidade de paternidade.

Segundo Bernal (1999), o trabalho de valorizacdo das provas por parte dos labo-
ratorios consiste em calcular o valor do IP adequado para cada caso. Comecaremos
pelos casos mais simples, direcionando para um aprofundamento das relacoes de
parentesco. As premissas que utilizaremos no caso mais simples sao:

e Ambos os progenitores biologicos (Pai e Mae) nao estdo relacionados genética-

mente.

e Existe o equilibrio de Hardy-Weinberg na populacao de referéncia (no que implica
que nao ha subestruturacao populacional (acasalamento entre parentes), e que
os marcadores sao independentes e que nao ha alelos ocultos.

e Nao ocorrem mutacoes.

e A herenca € mendeliana com sistema co-dominante, ou seja, a heranca dos dois
alelos presentes nos marcadores estudados.

Segundo Shoemaker et al. (1998), com excecdo da ultima premissa, temos que
ter a certeza do conhecimento e das circunstancias, pois essas informacoées podem
alterar os resultados.

Para calcular o IP é necessario a tipagem genética do suposto-pai, da mae e da
crianga e um numero adequado de marcadores. Para o caso padrao, é suficiente
entre 12 a 15 marcadores STRs, altamente polimoérficos, para alcancar uma probabi-
lidade de exclusao a priori de 99%, se nao existir ninguém com relacao familiar com o
suposto-pai.

Partindo do pré-suposto que a maternidade € certa, e que a priori se exclui qual-
quer parente proximo do suposto pai, o IP total sera o produto dos I[P para cada
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marcador. Tradicionalmente expressa-se o IP como o quociente X/Y (denominador/-
numerador) sendo X = P.(E [ Hp,I), ou seja, consideramos o suposto pai como pai da
crianca e Y = P(E | Hg,I) o suposto pai € outra pessoa na populacdo. A evidéncia
genética que temos (E) sdo os genotipos do suposto pai, mae e filho, respectivamente
representados por (Gsp, Gpm, G¢). Portanto:

PT(E|HD) I) o PT(GSP> GM) GC|H‘p> I)

IP = = 3.6
Pr(E[Hg,I)  Pr(Gsp,Gm, GclHa, 1) 5.6

Onde aplicando a Regra do produto de probabilidades, temos:
P - P.(GclGsp, Gm, Hp, 1) Pi(Gsp, Gm, [Hp, ) 3.7)

= X
PT(GC‘GSP)GM)Hd)I) PT‘(GSPaGM‘Hd)I)

Nem H, nem H4 incluem informacao que afete nossa incerteza em relacdo a Gm
ou Ggsp de tal modo que a segunda relacao € igual a um. Entao:

_ PT(GC|GM, GSP) H‘p) I)

IP =
Pr(GclGm, Gsp, Hg, I)

(3.8)

Havera muitas possibilidades (G¢, Gy, Gsp) para as quais o numerador da relacao
de maxima verossimilhanca seja zero. por exemplo, se Gp = AjAj € Gec = AjAx com
k #j e a crianca (C) tem que ter o alelo paterno Ay e o suposto pai (SP) ndo pode ser o
pai de C (por exemplo, devido a mutacodes) se ele tem o genotipo Gsp = AjA e 1, m # k.

Abandonaremos a notacao estatistica a partir daqui e usaremos uma notacdo mais
genética. O desenvolvimento completo pode ser encontrado em varios textos, como no
livro de Weir (1996) ja mencionado.

Como temos visto, o problema consiste em calcular a probabilidade do genétipo
do filho condicionado ao genoétipo dos pais sob ambas as hipdteses, ou seja, de o
casal ser os genitores e de nao ser. Assim, temos que diferenciar quando o filho é
homozigoto ou heterozigoto.

Filho ser Homozigoto - A;A;:

P. Genotipo Filho = Pr Pai transmitir A; x Pr Mae transmitir A;

ou se€ja,
Pr(Gp) = Pr(Gp)™ x Pr(Gpm)™ (3.9)

Filho ser Heterozigoto - A;A;:
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Pr Genotipo Filho = Pr Pai transmitir A; x Pr Mae transmitir A; + Pr Pai transmitir A;
x Pr Mae transmitir A;

ou se€ja,

Pr(Gg) = Pr(Gp)™ x Pr(Gm)™ + Pr(Gp)™M x Pr(Gm)™ (3.10)

Nos dois casos acima, temos que fazer uma analise mais detalhada e ver qual é
a probabilidade de transmissdo. Se o progenitor for homozigoto a probabilidade de
transmissao do alelo € 1, ja que nao existe outra opcao. Se o progenitor for heterozi-
goto, a probabilidade de transmissao de cada alelo sera a metade, ou seja 0,5. Se o
progenitor nao tem alelo, a probabilidade de transmissao sera 0.

No caso do “denominador” (X) citado anteriormente, consideramos que o pai nao
seja o suposto pai, e sim outro individuo nao relacionado, o que se considera como
pai um individuo da populacao, escolhido ao acaso.

Em alguns casos abordados por Lee et al. (2001), o pai € incompativel com a
combinacao Mae-Filho, porque o valor de “numerador” (Y)é 0, e portanto o IP sera 0,
havendo assim, uma exclusao. O tema das exclusoes sera abordado mais adiante.

Outra forma de abordarmos os calculos é determinar qual € o alelo obrigatorio
paterno do filho. Este alelo sera unico tanto em homozigotos como heterozigotos ja
que nao € transmitido pela mae (salvo nos casos em que ambos sao AjA; € em que 0s
alelos obrigatorios serao ambos) (Lee et al. 2001).

No “numerador” o valor sera o numero de alelos obrigatorios dividido por 2:

e Homizigoto para o alelo obrigatoério = 2/2 =1
e Heterozigoto para uma alelo obrigatorio = 1/2 =0,5
e Heterozigoto para ambos os alelos obrigatorios = 2/2 =2 (Gsp = Gm = Gec =G =

AiA;j)

O valor de “denominador” sera a freqiiéncia na populacao do alelo obrigatorio e
a soma de ambos os alelos. De acordo com o tipo de caracteristicas herdadas, as
combinacdes geradas sao estimadas seguindo as relacoes exposta na Tabela 3.1 e
resumida na Tabela 3.2

3.1.1 Paternidade com um genitor

Esta situacao ocorre quando queremos realizar uma investigacao de maternidade
ou paternidade, sem termos a amostra biolégica da suposta mae ou do suposto pai.
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N° | Filho Mae Pai | IP M; M, P P> Soma P
1 | AvAy AjAD AAL | X 1 - - 1 1

AiAq AiAq AiAq Y 1 - - Pi Pi *
2 | AHAL AAL AA | X 1 - - 0,5 0,5

AiAi AiAi AiAj Y 1 - - Pi Pi 2;;
3 | AAT AA) AA | X 05 - - 1 0,5

AiAi AA; AAL | Y 05 - - Pi 0,5p; p‘—i
4 | AAT AA; AA | X 05 - - 05 0.25

AiAi AiAj AiAj Y 0,5 - - Pi O,E')‘paL 21131
5 | A\A; AAL AA | X 1 1 0 0 1

AiA)' AiAi AjAj Y 1 Pi 0 Pi Pi D]J
6 | AiA; AAL AA | X 1 05 0 05 0,5

AiA; AAL AA Y 1 P; 0 pi P; 2;]
7 | AA; AAD AAL | X 1 0,5 0 0 0,5

AiAj AiAi AiAi Y 1 P 0 Pi P ZIT,
8 | AiA; AiAx AAL | X 05 1 0 0 0,5

AiA; AiAr AAL|Y 05 p; 0 ps 0.,5p; -
9 | AiA; AiAx AA | X 05 0,5 0O 05 0,25

AiA; AAr AAL|Y 05 p; 0 ps 0.5p; i
10 | AsA;  AjAx AjA; | X 0,5 0,5 0 0 0,25

AiA; AiAr AAL | Y 05 pj 0 i 0,5p; ﬁ
11 | AdA; AA;) AA | X 0.5 0 0,5 1 0,5

AiA; AA; AALLY 05 pp 05 pi 050ty | o
12 | AiA; AA; AA; | X 05 1 05 0 0.5

AiAj AiAj AiAi Y 0,5 Pj 0,5 Pi 0,5(131 +Dj) (Pi]—r'j)
13 | AvAy AA) AA | X 05 O 0,5 05 0,25

AiA)‘ AiAj AiAi Y 0,5 P 0,5 Pi 0,5(‘[)1 +p]) Z(D]H?j)
14 | AJA; AA;) AA | X 05 05 05 O 0,25

AiA; AA; AAL LY 05 p; 05 pi 0.5(pi +1j) z[plpj)
15 | AtA; AA; AA | X 05 05 05 0,5 0,5

AiA; AA) AA Y 05 p; 05 pi 0,5(pi+pj) (pl]—p])

Tabela 3.1: Construcao e probabilidade de transmissio dos alelos para o caso padrio do estudo de
paternidade. Observamos as duas hipoétese, X o suposto pai € o pai da crianca e em Y outra pessoa.

Filho Mae Suposto Pai IP
AiAL AAL AJA; AjA4 é
AA;, AiAr o
AiAj AjAL, AjAx AiAj TJ—)
AAS AAL AAL o

AiA; AA; AAL AAGL AA Jrvj)
1

AiA; PIERT)

Tabela 3.2: Resumo das relacdes de parentesco Filho, Mae e Suposto Pai e suas equacdes.
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Nestes casos, ja que temos a estimacao probabilistica de exclusao a priori, temos que
utilizar o maior numero de marcadores genéticos, ja que nao temos toda a informacao
genética do progenitor ausente.

O desenvolvimento € similar ao caso descrito, quando temos a crianca, a mae e
o pai, sendo que neste caso a probabilidade de transmissao do genitor € substituida
pela freqiiéncia na populacdao do alelo correspondente, tanto no “numerador” como
no “denominador”. Assim, o “denominador” é a freqiiéncia populacional do gendtipo
do filho [pi2 para homozigoto e 2p;p; para heterozigoto). No numerador, sera 1 se o pai
for homozigoto (necessariamente quando for compativel com a crianca) e 0,5 se for
heterozigoto (exceto se a crianca for A;A;, nesse caso sera 0,5(p; + pj)).

Filho Suposta-Mae ou Suposto-Pai IP

AiA AiA &
AGA; 5 -
AiA; AiA; o
(pi+p;)
A KON
AiAk 4:71

Tabela 3.3: Resumo das relacées de parentesco crianca e um progenitor e suas equacoes.

Como podemos observar na Tabela 3.3, se a crianc¢a for homozigota e o progenitor
também, o alelo obrigatério sera evidente. Mais se a crianca for heterozigota o IP
sera a metade quando temos o progenitor, ja que ndao sabemos qual dos alelos sera o
obrigatorio no estudo.

3.2 Exclusodes de paternidade

Quando existe uma incompatibilidade genética entre o pai e a crianga, falamos de
exclusao de paternidade. Existem duas formas de determinarmos uma exclusao, ou
seja, existem exclusdes de primeira ordem e de segunda ordem.

A exclusao de primeira ordem € caracterizada pela observacao direta da presenca
ou da auséncia dos alelos estudados, nos seguintes casos:

e Quando a crianca possuir um alelo que esta ausente no perfil genético do su-
posto pai e da mae.

e Quando nao se detecta na crianca nenhum dos alelos que estao presentes no
suposto pai, mesmo a crianc¢a e o suposto pai sendo heterozigotos.

A exclusao de segunda ordem € caracterizada no estado de homozigose direcio-
nando a um resultado negativo. Quando a crianca e o suposto pai sao homozigotos
para os alelos em estudo.
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Em ambos os casos descritos, as exclusdes podem ser explicadas devido o suposto
pai ndo ser realmente o pai biolégico da crianca. Diversas circunstancias genéticas
produzem uma aparente exclusao, basicamente as mutacoes, e neste caso as exclu-
soes de segundo grau apresentam alelos protegidos.

No caso padrao, no qual temos o suposto pai, mae e a crianca, com 13 a 15 marca-
dores genéticos analisados, encontra-se comumente entre 7 a 10 exclusoes. Em casos
de paternidade com um unico genitor, o niumero de exclusées tipico esta entre 4 a 5
para o mesmo numero de marcadores. Se realizamos o estudo de paternidade com
uma quantidade menor de marcadores genéticos, estaremos diferenciando a analise
e reduzindo a informacéao genética, e o numero de exclusdes que podemos esperar se
reduz. Para termos a certeza da estimacao sobre a paternidade, temos que aumentar
o numero de marcadores genéticos investigados, em concordancia com a probabili-
dade de exclusdo a priori para cada caso. O método para determinar a exclusdao da
paternidade seria uma exclusao de primeira ordem e mais de duas exclusoes de se-
gunda ordem. Com esses resultados, considera-se que a exclusdo esta provada. E
necessario esclarecer qual seria o valor proximo do ideal para Indice de Paternidade.
Segundo (Weir 1996) um valor do IP a partir de 99,73% (equivalente a um IP de 400),
considera-se a paternidade como praticamente provada.

3.3 Paternidade em subpopulacéoes

Para populacdes que nao seguem os principios de Hardy-Wienberg, constata-se
baixo nivel de relacionamento entre todos os membros de uma mesma subpopula-
cdo. Esta situacao esta bem definida em Lu et al. (2004), que demonstra algumas
implicacdes para o teste de parentesco. A mae, o suposto pai e o verdadeiro pai,
embora nao sejam da mesma familia, possuem alguma relacdo em virtude de per-
tencer a mesma subpopulacdo. Se as proporcoes al€licas sdo conhecidas para esta
subpopulacido poderemos usar os resultados da Tabela 3.1, mas se a informacao exis-
tente for as proporc¢des alélicas da populacao total, teremos que levar consideracao a
variabilidade genética entre as subpopulacoes.

Poderemos direcionar as estimacoes, considerando que nao existe mudanca para
Pr(GclGm, Gsp, Hq), uma vez que os genotipos de M e do SP direcionam a probabilidade
do genotipo de C. Com relacao a Hq ndo podemos mais supor que os alelos materno
e o paterno sao independentes.

Neste caso a razao de verossimilhanca para H,, sabendo que este € o pai de C,
e Hg sabendo que o pai nao esta relacionado com C. Depende do tipo de alelo dos
genotipos da mae e do suposto pai em vez do alelo paterno e do genoétipo do suposto
pai.

Nesse momento se faz necessario expor o uso da correcao 6. Este € uma correcao
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matematica aplicada ao calculo da freqtiéncia, quando ambos os alelos em um mesmo
locus estao correlacionados. Esta correcao ajusta a freqiiéncia para comprovarmos a
paternidade, na presenca de casos em subpopulacoes(Li et al. 2003).

Assim, em individuos heterozigotos AjA; em uma populacao com proporcoes alé-
licas p; = p; = p1 = p e com estrutura caracterizada por 0 (0,01 e 0,05 ), a razdo de

verossimilhanca € dada por,

(14+0)(1+26)

200+ (1 0)p)2 (3.11)

LR =

Para individuos homozigotos A;A;, com p; = p os efeitos tendem a ser ligeiramente
maiores. A razao de verossimilhanca € dada por,

(1+0)(1+26)
20 + (1 —0)pl[30 + (1 — O)p]

LR = (3.12)

Aplicamos a correcao de 0 nos casos de estudo de paternidade como descrito na
Secao 3.1.1, e neste caso estaremos realizando um estudo de paternidade em subpo-
pulacdes A Tabela 3.1 descreve o estudo padrao da paternidade, com os respectivos
Indices de Paternidade, assim para realizarmos o estudo de paternidade o IP é modi-
ficado como mostramos na Tabela 3.4.

Ge Gm  Gsp IP! IP? P>
A A A 1 __1+30 N
AL AiAL AAL Pi 40-+(1-0)p; Pi(1-2047)+20AT
AsA 1 1438 1
v 2p; 2(30+(1—0)py) 2pi (1-20A1)+20AT
A A a 1430 I B
AR AAL 301107 Pi(T—20A1 17207
A-A- 1 1436 1
v 2p; 2(20+(1-0)py) 2pi (1-20A71)+20AT
A A A a __ 1430 I B
AIA] AlAl A]A] j 29“1’(]79)})) Pi (1 729AT J+29AT
A:A 1 1436 1
A 7, 2(0+(1-0)p;) Zp; (1—207) 1207
A:A 1 1436 1
AL Zp; 2(6+(1-0)p;) 2p; (T—20aA7)+26AT
A . 1 1430 1
AiAj - AiAy PitPj 40+(1-0) (pi+p;) (Pi+P; ) (1—-OAT)+20aT
A:A- 1 1436 1
v Pi+p;j 40+(1-0) (pi+p5) (Pi+p;)(1=6AT)+20AT
A'Ak 1436 1
v 2(pi+p;)  2(30+(1-0)(pi+pj))  2(pi+p;)(1—0aT)+20AT
. A 1 _ 1430 I B
AR AA 201(1-0)p; Py (1=20A 711207
AA 1 1436 1
M 2p; 2(6+(1-0)p;) 2p; (1-20a7)+20aT

Tabela 3.4: Probabilidade de transmissao de caracteres em estudo que envolvam subpopulacées.
Gc, Gm e GsP, sdo os respectivos genotipos da crianca, da méae e do suposto pai. IP' paternidade
para o caso padrao, como descrito na Secao 3.1. IP? o suposto pai, o pai e a mae pertence a mesma
subpopulacao. IP? o suposto pai esta intimamente relacionado com o pai. 8 é o coeficiente de ancestria.
OaT € o coeficiente de co-ancestria quando o suposto pai esta relacionado com o pai.
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Além disso, o método que listamos na coluna IP3 (suposto pai esta relacionado
com o verdadeiro pai e este € seu parente, por exemplo, sao irmaos ou primos) atribui
um valor associado a 841, usado no estudo de outras relacoes de parentesco, como
descrito por Macan et al. (2003). Se tivermos o perfil genético de irmaos no qual o
genitor foi o mesmo pai, atribuimos um valor para 651 = 0,25. Nos casos de estudo
sobre o vinculo genético entre o suposto pai no qual temos somente os perfis genéticos
dos meio-irmaos ou dos tios, 8 = 0,125. E nos casos nos quais temos primos de
primeiro grau, 051 = 0,0625.

O coeficiente de coancestria 0 refere-se a pares de alelos em diferentes individuos
na mesma subpopulacdo em relacao a pares de alelos da populacao total. A esti-
macao requer dados de mais de uma subpopulacdo. Assim, ndao haveria uma base
para a comparacao, tao pouco, nao haveria conhecimento da variacdao das proporcoes
alélicas entre as populacdes. Se existir acasalamentos aleatérios dentro das sub-
populacoes dos alelos, estes terao a mesma relacao se eles estio no mesmo ou em
diferentes individuos.

3.4 Identificacao de pessoas desaparecidas

Diferentemente o caso de paternidade descrito na Secao 3.1 existe uma série de
casos em que nao se pode assumir a confianca da maternidade. Esses sido casos
tipicos de identificacao humana através de material biolégico em decomposicao, como
os cadaveres. Também aplica-se em casos de trafico ou sequiestro de bebés. Nesse tipo
de estudo trabalha-se com dois tipos de hipotese: a primeira do casal ser realmente
os pais da crianca e a segunda de nao serem, como foi descrito por Hochmeister et al.
(1996) e Wenk & Chiafari (2000).

O problema pode surgir quando no casal a mae € a mae biologica, e o pai nao €
(ou nao se sabe até o inicio da analise). Observa-se entao a inconsisténcia e o estudo
direciona-se para a analise de a crianca ser realmente descendente dos supostos
pais. Algumas questdes sao levadas em consideracdo direcionando os estudos mais
acurados sobre a populacao de referéncia, como aqueles relacionados a constituicao
da estrutura populacional dos marcadores genéticos, ja que em alguns casos os restos
mortais sdao antigos, impossibilitando inferir qual seria a populacado de origem, ou se
podem pertencer a outra populacao (Stephen et al. 2001).

A forma de tratar essa analise segue os procedimentos descritos na Secao 3.1, para
o “numerador”, descrito no estudo de paternidade, sendo igual a 1 se ambos os pais
forem homozigotos, e 0,5 se foram heterozigotos e 0,25 se ambos forem heterozigotos
(com excecao se os trés forem heterozigotos e iguais, neste casos “numerador” sera
igual a 0,5).

O “denominador” sera a freqiiéncia do genétipo na populacao, ja que tanto o pai
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como a mae seriam escolhidas ao acaso para a hipétese de ndo paternidade (Ta-
bela 3.5).

Crianca Mae - Pai PI

AiAq AiAG-AAL p]_iz
AiA;-AA; (2;%
AA-AGA;, AjA-AA L ( 4;% )

AA; AA-AA; S
AATAA; 41311%'
AiAj-AA; 4131131'
AAAAK AACAAL AACAAL g

Tabela 3.5: Relacdo de parentesco usando o perfil genético dos pais em casos de desaparecidos.

A Tabela 3.5 Se o suposto pai for realmente pai da crianca e estes forem heterozi-
gotos (AjA;), entao:

p1, P (Pitp)
gDt h 1
5 + > 2 (3.13)
O “denominador” sera a freqiiéncia da populacdo do genétipo do filho (o pai po-
dera ser qualquer individuo). Por tanto p? e 2p;p;, para homozigotos e heterozigotos
respectivamente. As relacoes para esse caso estdo sumarizadas na Tabela 3.6.

Crianca Pai PI

AiAL AiAL é
AA; o

AiA; AAL o
AR B
Ak 41]91

Tabela 3.6: Relacdo de parentesco usando o perfil genético somente com o suposto pai em casos de
desaparecidos.

3.5 Probabilidade de coincidéncia de perfil genético

Até o momento tratamos da interpretacao dos perfis genéticos relacionados com
testes de parentescos. Nesta secdo sdao analisados os procedimentos para o calculo
de probabilidade de coincidéncia de perfil genético, utilizado na identificacdo de cri-
minosos. O desenvolvimento e a analise dos calculos que serao descritos nessa secao
sao sumarizada de Weir (1996), Hochmeister et al. (1996) e Weir (2004).

Denotamos o genotipo do local do crime como G e o genétipo do suspeito como
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Gs. Quando os dois genotipos coincidem, denotaremos Gp = Gs = G. Consideramos
duas proposicoes,

e H,, o suspeito deixou a amostra no local do crime; e

e Hg, alguma outra pessoa deixou a amostra no local do crime.

A avaliacao da RV depende substancialmente do que queremos estimar, com “al-
guma outra pessoa”, que € o verdadeiro criminoso dado que Hg4 € verdade. Se for
dado Hg4, podemos supor que o suspeito e o criminoso sdo nao relacionados, entao
podemos elimar Gs, como condicionante no denominador. A RV €, entao, o reciproco
de Pr(G¢|Hg,I), como na Equacao (3.14), que pode ser analisada como a proporc¢ao
genotipica da populacao total, ou seja, Pr(G¢|/Hg, I) = 1/freqiiéncia do gendtipo.

LR = 1

= PrGolHa, ) (514

A necessidade de se supor a independéncia entre o criminoso e o suspeito € remo-
vida quando procedemos, como se sempre existisse um grau de associacdo entre os
genotipos do suspeito e do criminoso, e calculamos a probabilidade de coincidéncia

As Equacoes (3.15) e (3.16) seriam usadas no caso geral em que as hipoteses
Pr(GclGs,Hq, I) = Pr(G¢|Hg, I) for duvidosa. Isto significa que esta suposicao € usada
quando duas pessoas, 0 suspeito e a pessoa que deixou a mancha no local do crime,
pertencessem a mesma subpopulacdo, mas as proporcoes alélicas nao estao disponi-
veis para aquela subpopulacdo. Esta equacao forma a base de uma das recomenda-
coes do NRC (National Research Council), 6rgao regulador sobre a novas tecnologias
relacionadas com o DNA, descrita por Balding & Nichols (1994).

O valor de 0 descreve o grau de relacao entre os pares de alelos dentro da sub-
populacao em relacdao a populacao total. Supde-se mantida a independéncia alélica,
por exemplo, o Equilibrio de Hard-Weinberg dentro das subpopulacées. Mas quanto
maior a diferenca nas proporcoes alélicas entre subpopulacdes, significa que ha uma
maior independéncia na populacao total. Em outras palavras, este tratamento, expli-
citamente, leva em conta o endocruzamento e a coancestria para todos os individuos
da populacao, de modo que o Equilibrio de Hardy-Weinberg nao se ajusta ao nivel po-
pulacional. Contudo, os niveis de endocruzamento e de coancestria para individuos
em diferentes familias serdo, geralmente, muito baixos.

O maior efeito da correcao de 0 decorre da inclusao da informacao sobre o genétipo
do suspeito na determinacao da probabilidade do criminoso ter o mesmo tipo de ge-
notipo. Os efeitos numéricos sao pequenos a menos que as proporcoes alélicas sejam
pequenas e 0 seja grande.
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20 + (1 —0)pi[36 + (1 — 0)p4
(1+6)(1+20)

Pr(AjA{AAL) = (3.15)

2[0 4+ (1 —=0)pil[® + (1 —8)p;]

Pr(AiAjlAA;) = (1+0)(1+20)

(3.16)

A Tabela 3.7 descreve os possiveis genotipos e sua relacdo com as Equacdes (3.15)
e (3.16). O objetivo final desta tabela e resumir as relacées entre o perfil genético do
suspeito e o de uma outra pessoa na populacao de referéncia.

Gg Ga N° Identidade Probabilidade
AiAL AiAL 2 pi[30+(1 *Q)Pi(]][iee'f)‘((:;zee)})ji] [0+(1-0)pi]
AL AA; 0 201-0)pup; O+(-Opelo+(-0yp)
AAL AA; 1 4(1-0)pip; [%19:9( }(—161);5]) [0-+(1-0)pi]
AR AjAK 0 4(1_9)2(?3:35%[529()1 e
AR AA; 2 D ) o
AR A 1 SR e
AR A 0 T

Tabela 3.7: Probabilidade de coincidéncia de perfil entre o suspeito e a populacdo de referéncia.

No proximo capitulo serdo descritas as tecnologias usadas e como o sistema foi
modelado de acordo com as informacdes exposta nos Capitulos 2 e 3.



