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RESUMO

Almejando praticidade e credibilidade em suas analises, as ferramentas
bioinforméaticas para analise estatistica de identificacdo humana estdo cada vez mais
comuns na rotina de um geneticista forense. Porém, apesar dos notaveis avancos,
ainda sao insuficientes, jA& que nao possibilitam em uma uUnica ferramenta a
identificacdo forense e o teste de paternidade com base nos tipos de marcadores
genéticos (microssatélites autossémicos e do cromossomo Y) mais utilizados na rotina
basica genética forense e a obtencdo de valores de frequéncias alélicas e
haplotipicas. Esses valores probabilisticos, alcancados a partir da validacdo de um
banco de dados populacional, sdo indispensaveis na estatistica forense. O
BigASystem (dataBase and human Identification Genetic Analysis System) foi
implementado com o intuito de atender estas necessidades. Para tanto, montou-se
um banco de dados a partir de dados genéticos de locos microssatélites autossdémicos
e do cromossomo Y. Os algoritmos foram implementados a partir da linguagem de
programacao Python e posteriormente validados seguindo as normas da 1ISO17025 e
da Sociedade Internacional de Genética Forense. O software BigASystem é
constituido de dois modulos correspondentes a cada um dos tipos de dados genéticos.
Cada mddulo disponibiliza duas fun¢gdes: uma voltada para validacdo de banco de
dados populacional e outra voltada para a estatistica de identificacdo humana. A
validacéo de todos os modulos ocorreu conforme o esperado, tendo sido observado
gue os resultados gerados pelo BigASystem foram semelhantes aqueles obtidos com
diferentes ferramentas de analise. O BigASystem garante as fun¢des mais basicas
para um laboratorio forense de rotina e pesquisa, viabilizando o seu uso em anélises
de determinacdo de paternidade/maternidade, de identificacdo forense de individuos

e de genética de populacdes.

Palavras-chave: Genética forense; STR; Banco de dados; Software.



ABSTRACT

Aiming for practicality and credibility in their analyses, bioinformatics tools for statistical
analysis of human identification are increasingly common in the routine of a forensic
geneticist. However, despite the remarkable advances, they are still insufficient, as
they do not allow forensic identification and paternity testing based on the types of
genetic markers (autosomal microsatellites and the Y chromosome) most used in basic
routine forensic genetics and obtaining allelic and haplotype frequency values. These
probabilistic values, reached from the validation of a population database, are
indispensable in forensic statistics. The BigASystem (dataBase and human
Identification Genetic Analysis System) was implemented in order to meet these
needs. For this purpose, a database was set up based on genetic data from autosomal
microsatellite loci and the Y chromosome. The algorithms were implemented using the
Python programming language and later validated following the standards of
ISO17025 and the International Society of Forensic Genetics. The BigASystem
software consists of two modules corresponding to each type of genetic data. Each
module provides two functions: one focused on population database validation and the
other focused on human identification statistics. The validation of all modules took
place as expected, and it was observed that the results generated by BigASystem were
similar to those obtained with different analysis tools. BigASystem ensures the most
basic functions for a routine forensic laboratory and research, enabling its use in
paternity/maternity determination, forensic identification of individuals and population

genetics analyses.

Keywords: Forensic genetics; STR; Database; Software
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1. INTRODUCAO

Apesar da Genética Forense ser um ramo da ciéncia relativamente recente,
dispde-se de pelo menos 26 softwares aplicaveis a identificacdo humana disponiveis
a comunidade cientifica. Com o intuito de trazer praticidade e aumentar a credibilidade
das analises forenses, 0 uso destes softwares € cada vez comum no dia a dia do
geneticista forense, principalmente no que diz respeito as analises estatisticas.
Porém, ainda existem questdes que precisam ser consideradas para que as
ferramentas computacionais fornegcam maior praticidade e eficiéncia aos usuarios.

A validacdo de um banco de dados genéticos de dados, tais como os de locos
microssatélites autossémicos e dos cromossomos X e Y (aut-STRs, X-STRs, Y-
STRs), assim como aqueles derivados da analise de sequéncias do DNA mitocondrial
(mtDNA), é uma etapa imprescindivel na andlise estatistica forense. Tal procedimento
nao € possivel com as ferramentas bioinformaticas atualmente disponiveis para
identificacdo humana, implicando a necessidade de se realizar muitas manipulagbes
exaustivas para a preparacdo dos arquivos de entrada dos varios softwares de
genética de populacdes, decorrente da auséncia de um formato padréo.

Também néo se dispde de um software que relna a estatistica dos dois tipos
gerais de testes forenses (determinacdo de paternidade/maternidade [civel ou
criminal] e identificacéo forense], utilizando um anico formato de entrada e os dados
dos principais tipos de marcadores genéticos (aut-STRs e Y-STRs). Diante desses
pontos, ha necessidade de desenvolvimento de um ambiente de analise que propicie
maior praticidade para o cientista forense. O desenvolvimento desta solugéo
viabilizaria a realizagdo de calculos estatisticos com diferentes classes de marcadores
genéticos, contribuindo para melhorar a rotina de funcionamento de um laboratério de

genética forense.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Desenvolver e validar um aplicativo (BigASystem) que integralize os célculos
estatisticos de identificacdo genética humana e de parametros populacionais de

interesse forense a partir de dados STRs dos cromossomos autossémicos e Y.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Amostrar perfis genéticos aut-STRs e Y-STRs de casos forenses de paternidade
e identificagdo humana, visando a construcao de plataforma de banco de dados
populacionais para obtencao e validacao das frequéncias alélicas/haplotipicas;
Criar médulos de estatisticas de determinacéo de paternidade/maternidade e de
identificacdo forense, bem como de obtencdo e validacdo de frequéncias
alélicas/haplotipicas para implementacéo do BigASystem;

Elaborar ensaios de estatistica forense a partir dos dados amostrados para

validacéo do software BigASystem.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. IDENTIFICACAO HUMANA

A identificacdo humana € o processo técnico cientifico pelo qual se determina a
identidade de uma pessoa, ou um conjunto de diligéncias cuja finalidade € estabelecer
uma identidade (Moreira, 1999; Vanrell, 2002; Khudhur & Croock, 2016). No processo
de identificacdo, ndo se busca apenas estabelecer a semelhanca de uma amostra a
ser identificada com uma fonte potencial de evidéncia. Busca-se também a distincédo
de um certo objeto/individuo (potencial fonte de evidéncia) de todos os objetos
considerados [demais possiveis fontes de evidéncias] (Champod, 2000; Khudhur &
Croock, 2016).

Existem varias disciplinas nas Ciéncias Forenses voltadas a identificacao
humana, que vao desde aquelas mais convencionais até as baseadas na analise de
dados moleculares. Andlises da estrutura da arcada dentéria, impressdes digitais,
grupos sanguineos e das iris (Interpol, 2018 [Anexo 12]; Ballantyne, 2000; Tilstone et
al., 2006) sao exemplos de métodos convencionais. Os métodos moleculares, por sua
vez, correspondem as andlises de marcadores de DNA. Os métodos moleculares
promoveram um grande desenvolvimento da identificacdo humana ao possibilitar, na
maioria dos casos, a individualizacdo inequivoca de uma amostra/individuo (Jeffreys,
1985a; 1985b; Wielbo, 2000; Margot, 2014).

A anadlise de marcadores de DNA é considerada atualmente como o padréo ouro
na identificagdo humana (Ip et al., 2014; Thompson et al., 2013; Khudhur & Croock,
2016). A analise destes marcadores tem se tornado uma ferramenta indispensavel na
investigagéo criminal, na identificag&o de vitimas de desastres em massa e casos de

pessoas desaparecidas, assim como nos testes de paternidade/maternidade civel e
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criminal (Ip et al., 2014; Thompson et al.,, 2013; Khudhur & Croock, 2016). A
identificacdo humana se divide em testes de identificacdo forense e de

paternidade/parentesco por linhagem (Schanfield, 2000; Eldridge, 2019).

3.2.MARCADORES MOLECULARES GENETICOS

Do ponto de vista forense, ndo faz muito sentido analisar os 99,9% do genoma
humano que sdo comuns entre os individuos [considerando apenas as mutacfes por
substituicdo de nucleotideos acumuladas desde o surgimento do humano moderno, a
cerca de 150 000 anos] (Goodwin et al., 2007; Egeland et al., 2016; Niedzwiecki et al.,
2017). O foco de interesse da genética forense €, assim, direcionado as regides do
genoma que sao variaveis entre os individuos e que, gracas ao advento das técnicas
de biologia molecular, podem ser analisadas.

Marcadores genéticos podem ser definidos como caracteres que exibem
diferencas entre dois os mais individuos ou organismos, ou até mesmo entre grupos
de organismos (Silva et al., 2012; Kanthaswamy, 2015; Kowalczyk et al., 2018). S&o
também chamados de locos polimérficos, uma vez que apresentam duas ou mais
formas variantes, e podem ser classificados em duas categorias: polimorfismos de
sequéncia e de comprimento (Figura 1).

Os polimorfismos de sequéncia incluem os polimorfismos de nucleotideo Unico
— SNPs (do inglés, single nucleotide polymorphism), sequéncias altamente variaveis
do DNA mitocondrial ou nuclear, elementos intercalados curtos — SINEs (do inglés,
short interspersed elements), LINES (do inglés, long interspersed elements) e
elementos SVAs (SINE/VNTR/Alu) [(Butler, 2005; Hameed et al., 2014; Sinha et al.,
2015). Os polimorfismos de comprimento, tais como aqueles caracteristicos dos locos

minissatélites (ou VNTRs, do inglés, variable number tandem repeats), microssatélites
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[STRs ou SSRs, do inglés, short tandem repeats e simple sequence repeats,
respectivamente] e mini-STRs (Butler, 2005; Wyner et al., 2020; Short, 2016;

Srivastava et al., 2019; Clark et al., 2019)

Figura 1- Duas formas de variacdes existentes em DNA: (a) Polimorfismo de sequéncia

e (b) Polimorfismo de comprimento

(a) Polimorfismo de sequéncia

~------ AGATTAGGCAT T-------

(b) Polimorfismo de comprimento

------- (AATG)(AATG){AATG)-—--—

3 repeticies
------- (AATG)(AATG)-—-----

2 repeticies

Fonte: Butler (2005); Marwal & Gaur (2020)

Apesar de os polimorfismos de sequéncia terem aplicacdo na genética forense
(Sheng et al., 2018; Parson, 2018; Gao et al., 2018; Parson et al., 2014; Kowalczyk et
al., 2018; Butler, 2012), os polimorfismos de comprimento sdo os mais utilizados. A
primeira aplicacdo do DNA na ciéncia forense ocorreu com o uso das VNTRs, em
1987, pelo geneticista britanico Alec Jeffreys. Isto ocorreu logo apés a publicacéo da
aplicacdo das VNTRs (apelidados a época de “DNA fingerprinting”) na identificagao
humana, descrita pelo proprio Jeffreys e colaboradores (Niedzwiecki et al., 2017).

Por questbes de dificuldades em se analisar VNTRs em amostras criminais
degradadas, os cientistas passaram a utilizar, a partir da década de 1990, a Reacéo

em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain reaction), que permitiu
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a amplificacdo de regides hipervariaveis mais curtas (STR), resultando na obtencéo
de milhares a milhdes de copias de uma sequéncia de DNA de interesse (Butler, 2012;
Khudhur & Croock, 2016). Desde entdo, a analise de STRs passou a ser considerada
como uma ferramenta biométrica confiavel para fins de identificacdo humana (Rudin
etal., 1996; AL-Zubaidi et al., 2014; Filoglu et al., 2014; Tripathi, 2015), sendo utilizada
universalmente na resolucdo de casos forenses e em testes de
paternidade/maternidade (Butler, 2006; El-Alfy et al. 2012; Tripathi, 2015, Jin et al,
2020). A combinacdo de amplificacdo por PCR com sequenciamento direto de DNA
geralmente € a abordagem ideal para a identificacdo humana e provou ser um método
confiavel e reproduzivel em casos forenses (Carracedo, 2013; Jin et al, 2020).

Os STRs sao sequéncias polimérficas de um a seis nucleotideos repetidos em
tandem, encontradas nos genomas dos eucariontes (Litt & Luty, 1989; Fan & Chu,
2007; Virmond et al., 2016; Butler, 2012; Filoglu et al., 2014; Nurhantari & Suryadi,
2019; Srivastava et al., 2019), sendo os tetranucleotideos mais utilizados na pratica
forense (Butler, 2012; Li et al., 2004; Vieira et al., 2016).

Os microssatélites constituem de 1 a 3% do genoma humano (Lander et al.,
2001; Watson et al., 2004; Goodwin et al., 2007; Bagshaw, 2017). Estes marcadores
podem ser encontrados nos cromossomos CrAut, CrX, CrY, sendo designados como
aut-STRs, X-STRs e Y-STRs, respectivamente. As STRs possuem evolugéo
supostamente neutra (Ellegren, 2004, Silva et al., 2012) e a taxa de mutacao destes
marcadores é cerca de 10“ a 103, ou quatro a seis ordens de magnitude maior do
gue a dos SNPs (Ellegren, 2000; Ellegren, 2004; Nachman & Crowell, 2000; Bagshaw,
2017)].

Independentemente da categoria do marcador, as analises de genética forense

resultam na geracdo de perfis haplotipicos/genotipicos de DNA que envolvem o0s
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seguintes processos (descritos por Goodwin et al. [2007] e Lee & Pagliaro [2013]): 1)
ocorréncia de um caso forense de interesse criminal ou civel; 2) Coleta de vestigios
(material); 3) transferéncia do material para o laboratorio; 4) identificacéo, catalogacao
e caracterizacdo do material; 5) extracdo, quantificacdo e amplificacdo do material
genético; 6) deteccdo do produto da amplificacdo (perfil de DNA); 7) analise e
interpretacdo dos perfis genéticos obtidos; 8) avaliacdo estatistica; e 9) emissdo de
relatorio técnico (Figura 2).

O material em qualquer caso forense se refere a pelo menos duas amostras a
serem avaliadas, excetuando-se aqueles casos que necessitam de verificacdo
fenotipica (Virmond et al., 2016; Kayser & de Knijff, 2011; Jobling & Gill, 2004): (1)
evidéncia ou amostra questionada, Q (do inglés, question sample), que é a
amostra/evidéncia com fonte de origem questionada (e.g. amostra oriunda da cena de
crime; catastrofe ou acidente; crianca com paternidade/maternidade questionada;
individuo indocumentado); e (2) amostra de referéncia ou conhecida — K (do inglés,
known sample), que corresponde a pessoas apontadas como potenciais fontes de
evidéncia (e.g. suspeito de um crime; suposto pai/mae ou individuos geneticamente
vinculados a um individuo/amostra; parentes biologicos de Q; e objetos pessoais (Lee
& Pagliaro, 2013; Espinheira, 2015; Butler, 2012; Butler, 2015aa). Um terceiro tipo de
amostra seria aquelas de um banco de dados criminal ou de pessoas desaparecidas
(Morrison et al., 2018), os quais néo serao considerados neste trabalho.

Os STRs estdo majoritariamente localizados em regides nao codificantes do
genoma humano, estimando-se que ndao mais do que 8% estejam associados as
regides de codificacdo (Ellegren, 2000; Nurhantari & Suryadi, 2019). Os locos STRs
sdo nomeados segundo regras ja bem definidas. Considerando-se, por exemplo, o

loco D12S391, temos: D representa DNA, 12 significa o cromossomo no qual o loco



Figura 2 - Processos envolvidos na geracdo de perfis de DNA apds ocorréncia de um
caso forense. As amostras biolégicas (material) sdo frequentemente caracterizadas

mediante o DNA extraido

1) Ocorréncia de um caso forense criminal ou civel

Individuo/amostra com fonte de

origem questionada

A caracterizagdo das sequéncias
se baseia na EDNAP** e na
IUPACH**

Coleta de amostra Coleta de amostra de referéncia

questionada de familiar ou direta

Alinhamento e a posterior
comparacao das sequéncias

obtidas com a rCRS — acesso
GenBank NCBI NC_012920.1*
(via software SeqScape v.3 — AB)

2) Transferéncia das amostras (material)
para o laboratério de genética forense

¢ Avalia- se a qualidade das
sequencias por identificacdo
3) ldentificagc@o/acervo do material dos nucleotideos em cada
posicéo (software Sequencing
¢ Analysis v.5.2)

4) Caracterizagéo do material

/ Se mtDNA:

5) Extracdo de DNA T
I
‘ Leitura e validacédo dos
2 lelos a partir de
o Deteccéo de alelos a
6) Quantificacdo do DNA via Eletroforese > software como )
capilar Gs_:nemapper (Appll_ed
¢ Biosystem)ou Osiris.
7) Amplificacéo do DNA
Cotn_paragéo,qe Se ocorrer
¢ genatipo/hapltipo correspondéncia
c}e gmostra > (match), compara-
8) Deteccéo do produto amplificado referéncia e amostra se perfil de DNA ao
(perfil(s) de DNA) questionada banco de dados
— ¢ - Com probabilidade de
9) Andlise e interpretacdo do(s) correspondéncia aleatoria
perfil(s) (Probability of Random Match)
ou probabilidade de parentesco.
¢ Excluséo
10) Andlise estatistica do(s) perfis(s)
de DNA Marcadores Predicado/escala
autossémicos verbal
¢ Exclusédo
11) Relatério de Concluséo —— Inconclusivo
paternidade/maternidade/identidade Marcadores d
linhagem N&o é possivel

excluir (falha na
excluséo)

Fontes: Goodwin et al. (2007); Lee & Pagliaro (2013); Espinheira (2015); Butler (2005);
Butler (2012); SWGDAM (2003); Allen et al. (2016); Roewer et al (2020); Essam et al.
(2020).* A numeragéo original (Anderson et al., 1981) foi mantida no rCRS com uma exclusdo na sequéncia na
posi¢céo 3107 para facilitar a correlagé@o de trabalhos atuais baseados em rCRS com trabalhos anteriores baseados na
numeragao original; **do inglés, European DNA Profiling Group (Tully et al., 2001); *** do inglés, International Union of
Pure & Applied Chemistry (Parson et al., 2014)
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STR esta localizado, S significa sequéncia de cOpia Unica e 391 é o identificador Unico
do marcador (Butler, 2005; Fan & Chu, 2007; Nurhantari & Suryadi, 2019).

Dos quatro tipos de STRs, o0s aut-STRs e Y-STRs sdo 0s mais utilizados na
genética forense; o primeiro por permitir a individualizacéo no geral e o segundo pelo
fato de a maioria dos casos forenses criminais envolverem a identificacdo de amostras
de individuos do sexo masculino (Jha et al., 2013; Niedzwiecki et al., 2017; Aceves et
al., 2017; Dumache et al., 2018).

Em alguns casos de disputa familiar, os marcadores STR autossémicos nao
conseguirdo produzir uma razdo de verossimilhanca conclusiva em um
relacionamento questionado. Nesses casos, a analise de marcadores de DNA com
padrdes especiais de heranca pode ser informativa, podendo auxiliar na confirmacao
de parentesco bioldgico entre perfis genéticos ligando familias por meio de genealogia
(linhagem) genética (Siegel et al., 2013; Niedzwiecki et al., 2017; Mahmood et al.,
2020).

Para os marcadores autossémicos, na maioria dos casos, pode-se assumir que
os genotipos fundadores de um heredograma sao idénticos e independentemente
distribuidos, dadas as suas frequéncias em uma populacdo. A razdo é que a
dependéncia entre os gendtipos autossémicos diminui muito rapido quando a relacao
se torna mais distante. Raramente havera informacdes que possam ser utilizadas na
distincdo de um par de individuos quaisquer com relacéo de parentesco e com cinco
a seis meioses de distancia de um par nao relacionado (Skare et al., 2009, Egeland
et al., 2016).

Este contexto pode, no entanto, ser diferente para outros tipos de marcadores.
Os marcadores do cromossomo Y, por exemplo, sdo transferidos de pai para filho

quase inalterados. Entdo, uma subdivisdo mais precisa do conceito de “nao
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relacionado” é necessaria para se fazer inferéncias com base em tais dados: homens
com ancestrais que vém da mesma area geografica ttm muito mais probabilidade de
apresentarem cromossomos Y semelhantes ou idénticos do que homens com

ancestrais de areas diferentes (Egeland et al., 2016).

3.2.1. Marcadores aut-STRs

Os marcadores mais utilizados na identificacdo humana séo os locos principais
do CODIS-FBI expandido [do inglés, Expanded FBI CODIS Core STR Loci - Combined
DNA Index System- Federal Bureau of Investigation/lUSA] (Harris, 2015; STRbase-
NIST - https://strbase.nist.gov/coreSTRs.htm; Tabela 1; Gettings et al., 2015). Para
esses locos, ja se dispde de banco de dados populacionais, tais como o STRIdER
(Bodner et al., 2016)], além de publicacdes em periddicos especializados de datasets
validados (Butler, 2006; Gouy & Zieger, 2017) e banco de dados criminais. Existem
kits comerciais que abrangem esses locos (e.g. GlobalFiler™, PowerPlex® Fusion e
PowerPlex® Fusion 6C System), permitindo a automatizacéo da sua analise.

Os STR do CODIS tém modo de heranca mendeliana, sdo evolutivamente
neutros e ndo tem ligagao génica entre si. Isto resulta em equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) e de ligacao, de modo que um banco de dados populacional pode ser utilizado
nos calculos estatisticos forenses (Buckleton, 2005; Tsybovskii et al., 2017; Silva et
al., 2012). Excetuando-se gémeos univitelinos, este sistema leva a individualizagao
humana [apesar de existirem questdes envolvidas nesta premissa, mas que estao fora
do escopo deste trabalho] (Evett e Weir, 1998; Kaye, 2009a; Messina et al., 2018).

Dentre os desafios de interpretacdo mais comuns estéo: trissomias como as do
cromossomo 18 e 21; gémeos univitelinos; tecidos transplantados ou outras situacdes

de quimerismo; artefatos dos STRs (e.g. stutters, pull-ups, spikes, strips, splits);
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desbalanco heterozigético; alelos silenciosos; alelos drop-out; e alelos off-ladder
(Bukcleton et al., 2005; Weber-Lehmann et al., 2014; Butler, 2015; Dumache et al.,

2018).

Tabela 1 - Locos genéticos aut-STRs principais ou "Core STR loci" usados em testes de

identificacdo humana

Localizagéo Interpol**
Loco cromossémica FBI-EUA Europa* Inglaterra Alemanha standard
set
D1S1656 1q42 XE X
D2S1338 2935 XE X X
D2S441 2pl4 XE X
TPOX 2p25.3 X
D3S1358 3p21.31 X X X X X
FGA 4028 X X X X X
CSF1PO 5033.1 X
D5S818 5023.2 X
SE33 6q14 X X
D7S820 7¢921.11 X
D8S1179 8024.13 X X X X X
D10S1248 10926.3 XE X
THO1 11p15.5 X X X X X
VWA 12p13.31 X X X X X
D12S391 Chr 12 XE X
D13S317 13g31.1 X
D16S539 16924.1 X X X
D18S51 18921.33 X X X X X
D19S433 19q12 XE X X
D21S11 21g21.1 X X X X X
D22S51045 22912.3 XE X
Amelogenina CrXeCrY X X X X Opcional
Fontes: Butler (2006); Hares (2015); NIST STRBase

(https://strbase.nist.gov/coreSTRs.htm). O “FBI- USA core loci” é um conjunto expandido que contem 13
locos originais (X) e 7 adicionais (XF) (Hares, 2015). *(European Standard Set — ESS; **Organizacg&o Internacional de
Policia Criminal do inglés - The International Criminal Police Organization
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3.2.2. Marcadores Y-STRs

Marcadores de DNA autossomico, tais como os locos STRs, sé@o desvinculados,
e “embaralhados” a cada geragao; metade da informacéo genética de um individuo &
de origem paterna e a outra, de origem materna. No entanto, os marcadores do CrY
representam os chamados marcadores de linhagem paterna. As linhagens paternas
podem ser seguidas com marcadores do cromossomo Y, uma vez que estes
marcadores sdo transmitidos ao longo das geracdes sem alteracdo [excecdo feita
aguelas decorrentes de eventos mutacionais] (Buckleton, 2005; Butler, 2012; Roewer
et al., 2020). Seus locos sdo herdados como um "bloco", ao invés de sofrerem
embaralhamento aleatorio através de eventos de recombinacdo meidtica, de acordo
com as expectativas da heranca Mendeliana (Budowle et al.,, 2010; Butler, 2012;
Mahmood et al., 2020). A maior parte do DNA no cromossomo Y é ndo recombinante,
sendo que apenas as porcdes mais distais do cromossomo sdo capazes de se
recombinar com o cromossomo X (Budowle et al., 2010; Colaco & Modi, 2018).

Por causa do padrdo de heranca masculino especifico e da natureza haploide
do cromossomo Y e do tamanho efetivo populacional menor, os marcadores do
cromossomo Y sdo muito mais sensiveis a deriva genética e ao efeito fundador do
gue os marcadores autossdmicos. As Y-STRs sdo amplamente utilizados para a
avaliacdo da subestrutura da populagéo ou diferenciacdo da populagédo por meio do
teste de distancias genéticas pareadas (Egeland et al., 2016; Zhou et al., 2020).

Os calculos estatisticos para uma probabilidade de correspondéncia aleatoria
nao podem envolver a regra do produto (Roewer et al., 2020). Portanto, haplotipos
obtidos de marcadores de linhagem nunca podem ser tao eficazes na diferenciacéao
entre dois individuos quanto os genaotipos de marcadores autossdomicos, mas podem

desempenhar um papel importante nas investigacdes forenses, bem como em outras
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aplicacoes da identificacdo humana, tais como estudos historicos e arqueoldgicos a
partir de restos mortais (Butler, 2012; Buckleton, 2005; Ambers et al., 2018). Dentre
os desafios de interpretacdo estdo: polissomias; microquimerismos (CrY); gémeos
univitelinos; artefatos de STRs; misturas de amostras; pseudogenes nucleares; e
haplétipos comuns (Butler, 2012; Parsons & Coble, 2001; Coble et al., 2004;
SWGDAM, 2014; Roewer et al., 2020).

O cromossomo Y corresponde a aproximadamente 0,82% (50Mb) do material
genético nuclear dos homens (Butler, 2012; Colaco & Modi, 2018), sendo que cerca
de 60% do cromossomo Y é constituido de heterocromatina, porcdo nao codificante
situada no braco longo (Butler, 2012; Colaco & Modi, 2018). O cromossomo Y é
constituido de trés partes: duas extremidades chamadas de PAR 1 e 2 (do inglés,
pseudoautosomal regions) e MRY (do inglés, non-recombining portion of the Y-
chromosome - 95% do CrY -mosaico de hetero e eucromatina) em cujas sequéncias
eucromaticas (X-transposta, X-degenerada e amplicbnica mantida por conversao
genica ) estdo as 156 unidades de transcri¢cdo, que incluem 78 genes codificantes de
proteina, assim como os marcadores de uso forense (Skaletsky et al., 2003; Butler,
2012). Enquanto os PARs e o braco curto sdo eucromaticos, uma grande porcdo do
braco longo é heterocromética, com exce¢do da porcdo proximal justaposta ao
centrdmero, que é de natureza eucromatica (Colaco & Modi, 2018).

Apesar de aproximadamente 400 locos Y-STRs terem sido descritos na
literatura, os exames dos casos forenses incluem de 12 a 27 locos Y-STR com
frequéncias de haplotipos disponiveis em bancos de dados populacionais (Hanson &
Ballantyne, 2006; Willems et al., 2014; Butler, 2015b; Zhou et al., 2020). Eles
constituem varios conjuntos de haplatipos, tais como o conjunto minimo de haploétipos

europeu, locos principais SWGDAM (do inglés, U.S. Scientific Working Group on DNA
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Analysis Methods) e os dos kits comerciais Yfilere, Yfilere Direct, PowerPlexe Y23,
Yfilere Plus (Kayser et al., 1997; SWGDAM, 2003; Gopinath et al., 2016; Zhou et al.,

2020) descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Locos Y-STRs utilizados em exames genéticos forenses

Locos Haplétipo minimo SWGDAM Yfiler® PowerPlex® Yfiler® Plus
europeu Yfiler® Y23
Direct
DYS19 X X X X X
DYS385a X X X X X
DYS385b X X X X X
DYS389I X X X X X
DYS389ll X X X X X
DYS390 X X X X X
DYS391 X X X X X
DYS392 X X X X X
DYS393 X X X X X
DYS438 X X X X
(PENTA)
DYS439 X X X X
DYS437 X X X
DYS448 X X X
DYS456 X X X
DYS458 X X X
DYS635 (Y X X X
GATA C4)
Y GATA H4 X X X
DYS460* X
DYS481* X X
DYS533* X X
DYF387Sla**
DYF387S1b**
DYS449**
DYS518**
DYS570** X
DYS576** X
DYS627**
DYS549 X
DYS643 X
(PENTA)

Fonte: Ballantyne et al., 2012; Engeland et al., 2016; Gopinath et al., 2016; Zhou et al., 2020.
*Y-STR altamente polimoérfico; **Y-STR de mutagéo rapida (A taxa de mutacdo é comumente maior que 1%, e espera-se que
parentes paternos distantes tenham haplétipos diferentes)
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Bancos de dados Y-STRs globais como os YHRD (do inglés, Y-Chromosome

Haplotype Reference Database - http://www.yhrd.org), Yfiler Haplotype Database

(http://Iwww6.appliedbiosystems.com/yfilerdatabase/), Ysearch (area de genealogia
genética - http://www.ysearch.org/), STRBase.
(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbasel/y_strs.htm) e regionais como o US Y-STR

Database (http://www.usystrdatabase.org/) estao disponiveis a comunidade cientifica.

3.3. GENETICA DE POPULACOES

Componentes importantes para se avaliar o peso das evidéncias de DNA em
casos de paternidade e de identificacdo forense a partir de dados aut-STR séo as
frequéncias alélicas e genotipicas. Para os casos de investigacéo de linhagem paterna
Y, por sua vez, é de fundamental importancia a atribuicao das frequéncias haplotipicas
(Evett & Weir, 1998; Buckleton et al., 2005; Egeland et al., 2016; Roewer et al., 2020).
Séo referidos como probabilidade P, por exemplo, do alelo paterno da crianca ou de
um perfil genotipico/haplotipico em uma populacéo (Buckleton et al., 2005; Egeland
et al.,, 2016). A area da genética que lida com estes parametro dentro e entre
populacdes é a genética de populacbes (Lewontin & Hartl, 1991; Nature Research,
2020: https://nature.com/subjects/population-genetics), que faz uso de um banco de
dados e de métodos baseados em modelos populacionais (Kaye e Sensabaugh, 2011;
Asplen & Lane, 2003; Anslinger et al., 2001; Giannelli et al., 2011, NRCII, 1996;

Egeland et al., 2016).

3.3.1. Banco de dados populacional
O banco de dados populacional € uma colecdo de perfis de DNA que

corresponde a um grupo de geralmente 100 ou mais individuos anénimos e


http://www.yhrd.org/
http://www6.appliedbiosystems.com/yfilerdatabase/
http://www.ysearch.org/
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/y_strs.htm
http://www.usystrdatabase.org/
https://nature.com/subjects/population-genetics
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geneticamente néo relacionados, selecionados da populagdo contemporanea a qual
0 suspeito/suposto pai pertencem (Butler, 2010; Carracedo et al., 2013; Carracedo et
al., 2014; Roewer et al., 2020). E uma amostra representativa da populacdo, sendo
geralmente obtida por meios convenientes, tais como doadores de sangue, banco de
dados de perfis genotipicos de criminosos e individuos investigados em laboratorio de
paternidade (Evett & Weir, 1998; Espinheira, 2015; Roewer et al., 2020). Estas
informacdes necessitam ser validadas quanto a conformidade com o poder probatério
a partir de parametros populacionais de interesse forense (Buckleton et al., 2005;

Carracedo et al., 2013; Carracedo et al., 2014; Roewer et al., 2020).

3.3.2. Modelos nivel populacional

A atribuicdo da probabilidade P é justa e razoavelmente baseada nas
caracteristicas evolutivas dos marcadores considerados e a forma pela qual séo
herdados ao longo das geracdes (Neuhauser, 2001; Buckleton et al, 2005; Egeland et
al., 2016). A sequir, sdo apresentados os principais modelos utilizados na estimativa
da probabilidade P, que especificam a probabilidade de uma variante especifica, alelo

aut-STR ou haplétipo Y-STR, assim como de um gendtipo especifico aut-STR.

3.3.2.1. Estimativa de frequéncia alélica aut-STRs e haplotipica Y-STR
Considere que existe um conjunto de alelos k possiveis que séo observados com
dadas probabilidades (ou frequéncias alélicas) a partir de um banco de dados de perfis
aut-STR e Y-STRs, obtém-se as frequéncias alélicas e haplotipicas, que sé&o
calculadas por contagem direta (Holland & Parsons,1999; Zhao et al., 2003; Butler,
2010; Steele & Balding, 2014; Egeland et al., 2016; Al-Azem et al., 2017; Andersen &

Balding, 2019; Roewer et al., 2020).
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Considere C = (Cy, ..., Cv) como um vetor de contagens de observagdes para v
diferentes alelos/haplétipos encontrados no banco, e que seja N o numero total de
alelos contados (N correspondera ao dobro do numero de perfis contidos no banco de
dados, quando o marcador for autossémico). A estimativa do parametro de frequéncia
alélica/haplotipica é derivada da divisdo das contagens Ci por N. Na forma vetorial,
podemos escrever que o vetor P dos parametros de frequéncia alélica é calculado do

seguinte modo (Egeland et al., 2016):

P=5 D

A contagem direta € um método conservador e pode, portanto, reduzir o poder
de evidéncia, principalmente se o perfil Y-STR investigado tiver frequéncia abaixo de
1/tamanho do banco de dados. A probabilidade de correspondéncia de um perfil
haplotipico também pode ser estimada por métodos baseados em um modelo
evolutivo de diversificacdo de hapl6tipos, tal como o Discreto de Laplace, entre outros
(Krawczak, 2001; Roewer et al., 2000; Gusmao et al., 2006; Andersen et al., 2013;
Andersen & Balding, 2017; Taylor et al., 2018; Andersen et al., 2019; Andersen et al.,

2020; Roewer et al., 2020).

3.3.2.2. Estimativa de probabilidade de perfil genético aut-STR

A atribuicdo da probabilidade P neste caso é realizada ndo somente se utilizando
as frequéncias alélicas do banco de dados, mas também modelos populacionais
(NRCII, 1996; Evett & Weir, 1998; Song et al., 2010; Bradburd et al., 2016; Delgado &
Neyra, 2019). Ela ndo é realizada a partir de contagem direta dos gendtipos (do banco
de dados) por que esta € mais propensa a erros de amostragem em relacdo a
contagem direta dos alelos (NRCII, 1996). Esses modelos s&o: regra do produto

(Teste de independéncia — o modelo mais utilizado); subestruturagéo populacional; e
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populacdo mista (Buckleton et al., 2005; Song et al., 2010; Egeland et al., 2016;

Samantha et al., 2016; Bradburd et al., 2016).

O modelo do produto € baseado nas seguintes equacdes (Egeland et al., 2016):

_ pi,%, Ai, =A;, genotipo homozigoto
' 2p;,pi,, Ay, # A, genoitipo heterozigoto

(2)

Considera-se que Pi é a frequéncia genotipica de um unico loco i do genotipo

A; A;, que pode ser obtida pelo produto da frequéncia alélica p;, e p;, (dos alelos 4;,

e A;,, respectivamente). Ja a probabilidade do genotipo multiloco (P) pode ser

atribuida a partir de probabilidades dos locos unicos Pi:

p= ﬂPi 3)

As populagdes subestruturadas podem ser representadas por dois modelos (os

aut-STR podem se apresentar genética e geograficamente estruturados), segundo

Messina et al. (2018) e Aalbers et al. (2020):

A.

Modelo baseado na populacdo sob efeito Wahlund (recomendacéo 4.1. da
NRC II), que oferece uma correcao para o desequilibrio de HW decorrente do

efeito Wahlund:

P {pilz +p,(1-py)F, Ay = A, (4)

2pupi,, A F A
F é o coeficiente de consanguinidade intra-pessoa da populacéo
(numericamente igual ao valor do coeficiente de coancestralidade 8 (NRCII,
1996). Quanto maior a distancia entre as subpopulac¢des (que divergem por
deriva genética), maior deve ser o tempo de separacdo entre elas e menor
sera o valor 6 (Weir, 1996; Evett & Weir, 1998; NRCII, 1996; Crow e

Kimura,1970; Aalbers et al., 2020).
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Quando néo se tem o valor 6 empirico de uma populacéo, caso seja pequena
(centenas de individuos) e isolada, esse parametro pode assumir um valor
conservador de 0,03 [esse valor € intermediario entre os encontrados em
populacdes com casamentos entre primos de primeiro e de segundo grau,
além de ser um limite superior razoavel para o que pode ser esperado (NRCII,

1996; Evett & Weir, 1998; SWGDAM, 2019; Aalbers et al., 2020)].

B. Modelo baseado em subpopulacdo centrada no suspeito de Balding e Nichols
(Balding & Nichols, 1995; as equacdes 4.10 e recomendacao 4.2 em NRC I,
1996; Evett & Weir, 1998; Aalbers et al., 2020)

Leva em consideracdo a analise de parentes préoximos (irmaos, filhos, pais),
e distantes (primos, tios). Depois, parentes de segundo grau e assim por
diante, pessoas que nem conhece e nem tem sobrenomes semelhantes
relacionadas mais remotamente (subpopulagédo) - Balding & Nichols, 1994;
Buckleton et al., 2005; Malaspinas et al., 2011; Aalbers et al.; 2020). Este

modelo é representado pelas férmulas:

[36 + (1 — 0)p;,][20 + (1 — O)p;, |
(1+0)(1+26) ’

20+ -0)p, |0 +A-0)p;,]
(1+6)(1+26) » Th

r=] ]~ 6)

(5)

A multiplicagdo ndo corresponde a regra do produto, indicando eventos
independentes. Faz parte da condicionalidade dos eventos (gendtipos, cada

um em um loco).
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Ja quando uma populacdo com mistura recente (ou em transicao) esta em EHW
e ndo esta ainda em equilibrio de ligacdo (uma demonstracédo deste estado pode ser
vista na tabela 3.5 do NRCII, 1996), utiliza-se uma adaptacao da formula de Balding
e Nicols de toda a populacao misturada como apresentada por Law (2002) e Buckleton
et al. (2005). Um exemplo extremo seria uma populacdo na qual todos os individuos
possuem um unico tipo de perfil genotipico multiloco apés uma geracao. Outros
modelos para populacdes mistas estdo descritos em Pfaff et al. (2001), Thornton et al.
(2012), Sousa et al. (2012), Bradburd et al. (2016), Zhou et al. (2017), Ragsdale &

Gravel (2019), Boca et al. (2020) entre outras publicacoes.

3.4. ESTATISTICA FORENSE

A estatistica forense € a aplicacdo de modelos de probabilidade e técnicas
estatisticas a evidéncias cientificas, como evidéncias de DNA e leis. Em contraste
com as estatisticas cotidianas, 0s geneticistas forenses relatam as verossimilhancas
como razdes de verossimilhanca — RV (Gill et al, 2018). Essa proporcao de
probabilidades é entdo usada por jUris ou juizes para fazer inferéncias ou conclusbes
e decidir questdes juridicas (Ewett & Weir, 1998; Champod, 2000; Wielbo, 2000; Gill
et al, 2018).

Para avaliar as evidéncias de forma adequada é necessario comparar as
probabilidades das evidéncias sob duas proposi¢cdes diferentes: Hp e Hq [hiptese de
acusacdo e de defesa, respectivamente [do inglés, prosecution and defense
hypotheses] (Egeland et al., 2016).

Na genética forense, ou mais especificamente na identificacdo humana, a
comparacao do perfil genético recuperado a partir da amostra questionada Q com o

da amostra referéncia K (suspeito de fonte de evidéncia em potencial) é representada
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pela hipotese Hp. A comparacdo daquela com a(s) amostra(s) de outros possivel(is)
suspeito(s) é representada por Hq. Neste trabalho, os possiveis suspeitos sempre se
referirdo a pessoas nédo relacionadas ao individuo da amostra questionada de uma
especifica populacdo. Esta, por sua vez, sera representada pelo banco de dados
populacional (Champod, 2000; Wielbo, 2000; Gill et al, 2018;).

O suspeito da paternidade ou da execucao de um crime/vitima sédo exemplos de
individuos da amostra K, enquanto uma criangca com paternidade questionada e
materiais bioldgicos encontrados na cena do crime seriam amostras Q em um caso
de paternidade e de identificacdo forense. Uma vez obtida a RV, o geneticista forense
deve preparar um relatorio baseado nas diretrizes da ISFG e em conformidade com
0S requisitos legais nacionais. O relatério deve conter a conclusao/interpretacdo da
evidéncia na forma de uma declaracdo ndo somente quantitativa (como o valor RV)
como também qualitativa [descri¢cao verbal] (Roewer et al., 2020; Gill et al., 2020).

A conclusdo é dada em referéncia ao suporte da hipétese de acusacao Hp, ja
que foi ela que motivou a realizacao da andlise forense. Se a hip6tese H, for “o
individuo suspeito € a fonte do perfil genético questionado Q” e os perfis genéticos
das amostras Q e K compartilham todos os alelos para cada loco analisado, esta
hipétese ndo é excluida ao considerar a hip6tese alternativa (Champod, 2000;

Buckleton, Clayton & Triggs, 2005; Roewer et al., 2020).

3.4.1. Estatistica Bayesiana
Na genética forense a estatistica mais utilizada é a Bayesiana (Evett & Weir,
1998; Gjertson et al., 2007; Roewer et al. 2020; Tillmar et al. 2017; Carracedo et al.

2000). A estatistica Bayesiana (ou subijetivista) é representada pelo teorema de
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Bayes, publicado por Thomas Bayes em 1764 (Stigler, 1982). O teorema de Bayes na
genética forense é utilizado geralmente na forma de odds (Butler, 2015a).

Nos problemas forenses, havera algum evento ou proposi¢éo Hp sobre o qual ha
incerteza, além das evidéncias genéticas (E) e ndo genéticas (I — informacbes
condicionantes como declaracfes de testemunhas). O papel geral do geneticista
forense é buscar como E afeta a incerteza de Hp. Se Hp e Hq séo hipoteses exaustivas
e mutualmente exclusivas, as odds do teorema de Bayes sao (Evett & Weir, 1998):

P(Hp|E, 1) _ P(ElHy, 1) P(Hy|I)
P(Hq|E,1) P(E|HgI) P(Hqll)

(7)

Para entender o funcionamento desta formula, € necessario entender o
funcionamento do sinal de condicionamento. Isso geralmente é escrito como “|” e pode

ser lido como "se" ou "dado” (Buckleton, 2005). A forma verbal desta formula é:

Odds a posteriori = Razao de verossimilhanga X 0Odds a priori (8)

As odds a priori sdo as odds das hipoteses Hp antes da evidéncia de DNA. As
odds a posteriori sdo as odds apoés a evidéncia do DNA. A razdo de verossimilhanca
representa a relacdo entre as duas odds. Também diz como atualizar a opinido do
geneticista forense de maneira légica, depois de ouvir as evidéncias (Buckleton,
2005). Como cada probabilidade a priori € considerada igual a 0.5, ou seja, as odds a
priori sdo 1:1* (Evett & Weir, 1998; Berry, 1991; Robertson e
Vignaux, 1992; Essam et al.,, 2020; Egeland et al. ,2016), as odds a posteriori
correspondem a RV [por razéo pratica os termos | serdo omitidos das férmulas de RV

daqui em diante (Evett & Weir, 1998; Essam et al., 2020):

_ P(E|H,
RV = by ©)
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As odds de Bayes, e mais especificamente RV, assumem valores que vao de
zero (quando Hp é falsa) até +~ (quando H, é verdadeira) (Evett & Weir, 1998). As
odds de Bayes podem estar a favor (>1) ou contra (quando é <1) a hipotese de
acusacao Hp, ou pode ndo dar suporte a nenhuma hipotese, quando é igual a 1 (Gill
et al, 2018; Essam et al., 2020). Dessa maneira, se a probabilidade de ocorréncia de
um evento é de 80%, entdo as chances de ocorréncia deste evento sdo de 4 para 1

(Evett & Weir, 1998; Gill et al, 2018; Essam et al., 2020).

3.4.1.1. Estatistica de teste de identificacéo forense

Imagine que um crime foi cometido e um exame da cena do crime (C) revelou
uma mancha de sangue, a qual foi coletada. Diante de informacdes recebidas, o
investigador deteve um suspeito (S), que fornece uma amostra de material bioldgico.
As hipéteses consideradas foram baseadas nas descrices de Ewett & Weir (1998),
Buckleton, Walsh & Harbison (2005), Buckleton et al., 2011a, Milot et al., 2020 e

Roewer et al., 2020):

o Hp: A pessoa S é a fonte do DNA;
o Hda: Um homem aleatério A da populacao de referéncia R é a fonte do DNA e

A é um homem diferente de S.

Os resultados da tipagem de DNA para a amostra de suspeitos e da cena do
crime foram Gs e Gc, respectivamente. Sendo E = (Gc, Gs), a probabilidade das
evidéncias sob cada uma dessas hipoteses (Aitken & Taroni, 1996; Aitken, 1987;
Balding & Donnelly, 1995a; Buckleton, Clayton e Triggs, 2005; Egeland et al., 2016;
Roewer et al., 2020) é obtida do seguinte modo:

_ P(E|H,) _ P(Gs,GclHy)

RV = =
P(E|Hz) P(Gs,Gc|Hy)

(10)
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Expandindo pela terceira lei da probabilidade [de modo suspeito ancorado] (Evett
& Weir, 1998; Egeland et al., 2016) e considerando P (Gs | Hp) = P (Gs | Hd), ja que o
fato de o suspeito ser ou nédo ser a fonte da amostra do crime néo tem influéncia em
Gs:

_ P(GclGs, Hy)  P(Gs|Hp) _ P(GelGs, Hp)

RV = =
P(GclGs,Ha)  P(Gs|Ha)  P(GclGs, Ha)

(11)

O numerador pode assumir valor 1 ou O quando Gc=Gs e Gc#Gs,
respectivamente, assumindo-se que 0s genoétipos considerados podem ser
determinados sem erros (Parson e Bandelt, 2007; Butler, 2012; Buckleton et al., 2005;
Egeland et al., 2016; Roewer et al., 2020). JA& o denominador corresponde a
probabilidade P de gendtipos (tépico 3.3. Genética de Populagdes). Considerando que
houve correspondéncia (em inglés, Match) entre G¢c e Gs, a RV fica:

RV = l (12)
P

As trés possiveis conclusdes referentes a RVs dos testes por comparacdo de
perfis Y-STRs séo (DJ-USA, 2020; Roewer et al., 2020):

1. Exclusao: quando os perfis haplotipicos sdo diferentes, de modo que nao
poderiam ter sido originados da mesma fonte. Se houver duas ou mais
diferencas de locos entre as amostras questionadas e conhecidas, as amostras
podem ser excluidas como originarias da mesma pessoa ou linhagem;

2. Inconclusivo: quando ndo ha dados suficientes que possibilitem uma
interpretacdo ou os resultados haplotipicos obtidos foram ambiguos. Se houver
uma diferenca de locos entre as amostras questionadas e conhecidas, o

resultado sera inconclusivo. Uma Unica inconsisténcia pode ser uma mutacao,
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inclusive quando ha somente uma meiose entre os individuos das amostras Q -
crianca - e K- genitor ou seu parente (Parsons et al., 1997).

3. Nao é possivel excluir (falha na excluséo): quando os resultados haplotipicos
sdo os mesmos em Q e em K e poderiam ter se originado da mesma pessoa ou
linhagem. Um uUnico loco ndo pode ser utilizado para apoiar uma interpretacao

de exclusao (Stewart et al., 2001; SWGDAM, 2003).

A escala verbal das RVs obtidas por testes de identificacdo por aut-STR (Aitken
& Taroni, 1998; Broeders, 1999; Champod et al., 2000; Evett, 2000; Evett & Buckleton,
1989; Buckleton, 2005, Marquis et al.,, 2016; Eldridge, 2019; SWGDAM, 2017,
SWGDA (Ad hoc), 2018; DJ-USA, 2018), conforme descrito na Tabela 3

A tipagem dos haplétipos so € util para demonstrar exclusdo. Como se espera
gue todos os parentes da mesma linhagem (salvo muta¢des) tenha o mesmo perfil
haplotipico, € problematico estimar a forca de uma hipétese quando o haplétipo de um
suspeito ndo pode ser excluido, ou seja, K é indistinguivel de Q (de Knijff 2003; Butler,

2012; Roewer et al., 2020).



Tabela 3 - Escala verbal associada a valores RV de teste de identificacdo forense por

dados aut-STRs

RV Forma verbal Proposicao suportada
Evidéncia extremamente
=1000000
forte
>10000 Muito forte
>1000 - 10000 Forte Suporte para Hp

>100 - 1000 Moderadamente forte
>10 - 100 Moderada
>1-10 Limitada
1 Inconclusivo
01-<1 Limitada
0,01-<0,1 Moderada
0,001 - <0,01 Moderadamente forte

0,0001 - <0,001

<0,0001

0,000001

Suporte para Hqg
Forte

Muito forte

Extremamente forte
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Fonte: Buckleton (2005); Marquis et al. (2016); ENFSI (2016); Eldridge (2019); Gill (2020)

3.4.1.2. Estatistica de teste de paternidade/parentesco
Considere que M seja a mae do filho C e que SP seja 0 suposto pai. Seus
genotipos serdo designados Gu, Gec e Gsp, respectivamente. Considere disputas de

paternidade (as quais normalmente resultam em processos civis), mantendo 0s

mesmos sobescritos de hipoteses: Hp € Ha. Os termos “mae” e “pai” em um caso de
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paternidade (civel ou criminal) se referem aos pais bioldgicos. As duas proposicoes
sao:

e Hp: SP é o paideC.

e Hg: Outro homem € o pai de C.

Considerando que E resume todas as evidéncias genéticas: Gm, Gc e Gsp, a RV
fica assim (Evett & Weir, 1998; Essam et al., 2020):

_ P(EIH,) _ P(Ge, G, Gsp|Hy)

RV = =
P(ElHd) P(GC'GMJ GSPlHd)

(13)

A RV no teste de paternidade é chamada de indice de paternidade ou parentesco
— IP (Berry, 1991; Robertson e Vignaux, 1992; Morling et al., 2002; Gjertson et al.,
2007; Egeland et al., 2016; Essam et al., 2020). Aplicando vérias vezes a terceira lei
da probabilidade e considerando que se pode escrever o genétipo Ge da crianga como
AvAr, 0 IP pode ser apresentado na sua forma mais simplificada:

P(Au|Gu)(Ap|Gsp, Hy)
P(Ay|Gy)P(Ap|Hq)

IP =RV = (14)

Os valores assumidos pelos termos do numerador ou denominador nédo
condicionados a Hqg correspondem as propor¢des de transmisséo alélica mendeliana
(0, *2 e 1). Os termos que incluem Hq na condicionalidade corresponde a frequéncia
alélica da populacdo em questédo (Egeland et al., 2016). A frequéncia alélica e ndo a
probabilidade genotipica do banco de dados importa no teste de paternidade por
dados aut-STRs. Os modelos populacionais regra do produto e populagéo
subestruturada devem ser abordados a nivel de alelos (Egeland et al., 2016). Este
altimo envolve frequéncia alélica e coeficiente 6 populacional, enquanto o primeiro,

apenas a frequéncia alélica (Buckleton, Clayton & Triggs, 2005; Amorim et al., 2016).
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Uma vez obtido o IP para cada loco, os IPs sdo multiplicados, resultando no IPA
(indice de paternidade acumulado). Na conclusdo do teste de paternidade,
normalmente uma probabilidade é usada no lugar das odds. Assumindo que as odds
a priori sdo 1:1 (probabilidades a priori igual a Y2), elas podem ser convertidas em
probabilidade de paternidade (P(Hp) ou PP) ou probabilidade a posteriori assim

(Egeland et al., 2016):

IPA
Probabilidade a posteriori = P(Hp) = PAT1 (15)

Essa € conhecida como equacao Essen-Mdller (Gjertson et al., 2007; Morimoto
et al.,2016). As probabilidades de paternidade podem ser apresentadas na sua forma
de expressao verbal, seguindo os predicados de Hummel (Hummel, Ihm e Schmidt,
1971, Caine et al., 2011; Geserick &Wirth, 2012; Morimoto et al.,2016; ENFSI, 2016)
apresentados na Tabela 4. Probabilidades como o indice de Essen-Mdller séo restritas
ao intervalo de 0 a 1 (ou de 0% a 100%) e sdo mais faceis de interpretar do que RVSs,
mas isso vem com uma desvantagem: a necessidade de especificar probabilidades a
priori. (Egeland et al., 2016).

O teste de paternidade lida principalmente com a investigacdo na sua forma de
trio simples: mae, filho e suposto pai. Mas também podem ser duos (suposto pai e
filho — um tipo de teste de paternidade sem a mée, meios-irméos e teste complexo de
paternidade [casos nos quais 0 suposto pai esta ausente/falecido e um parente do
mesmo € analisado no lugar- sua forma simplificada e no modelo populacional da
regra do produto corresponde ao indice avuncular] (Evett & Weir, 1998; Buckleton,

Clayton & Triggs, 2005; Aceves et al., 2017; Eldridge, 2019).



Tabela 4 - Tabela de predicado verbal de Hummel. Assumindo probabilidades a priori iguais
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PP IP Predicado verbal
Paternidade praticamente
=0,998 2399
provada
>0,99 =99 Altamente provavel
20,95 219 Muito provavel
20,90 29 Provéavel
Nenhum predicado verbal
>0,10 21/9
(inconclusivo)
=0,05 21/19 Improvavel
20,01 >1/99 Muito improvavel
>0,02 =21/399 Altamente improvavel
<0,02 <1/399 Praticamente excluida

Fonte: Hummel, Ihm e Schmidt (1971); Caine et al. (2011); Geserick &Wirth (2012); Morimoto

et al. (2016); ENFSI, 2016; Eldridge, 2019

Na identificacdo de paternidade, a capacidade de excluir um individuo é

determinada pelas leis de heranca de Mendel e ndo por uma comparagdo com um

conjunto de gendtipos, tal como € realizado na identificagéo forense (Schanfield, 2000;

Egeland et al., 2016).

Diante disso, quando ha uma inconsisténcia Mendeliana (IM), tem-se uma

exclusao de paternidade, havendo, porém, excecdes. Eventos como padréo de trés

bandas causadas por trissomia (por mutacdo somatica ou trissomia ou ainda

translocacdes), presenca de um alelo silencioso ou uma mutagdo podem dar origem

a uma IM mesmo em casos com verdadeiros pais biolégicos (Buckleton, Clayton &

Triggs, 2005; Aceves et al., 2017; Rangel-Villalobos et al., 2019). Isto pode acontecer
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porque o teste de paternidade inclui no minimo duas geracdes, ou seja, pelo menos
uma meiose de distancia (Nurhantari & Suryadi, 2019).

Uma abordagem do calculo de IP considerando o IM é realizada a partir da
extensdo da formula de IP apresentada anteriormente considerando um modelo
mutacional como descrito por Fimmers et al. [1992] (Gjertson e al., 2007; Coble et al.,
2016):

_ (:uA,E + :uB,E)

IP
2pg

(16)

Considerando um caso no qual os gendtipos do alegado pai, mée e crianca sdo
(A, B), (C, D) e (C, E) respectivamente, sendo 3 igual a taxa de mutagéo especifica
para mudanca de alelo | para 0 J. O | e J pertencem ao conjunto de alelos do marcador
autossémico considerado e pe € a frequéncia relativa do alelo E.

Ainda considerando o caso forense exemplificado no Toépico 3.4.1.1. para 0s
dados de identificacdo humana, um caso forense frequentemente pode nao ter uma
amostra de S. No lugar desta amostra, utiliza-se como referéncia o material de um
parente paterno K da mesma linhagem haplotipica de S, com o haplétipo Gk. Como
se trata de um teste de parentesco, a RV passa a ser chamada de indice de
parentesco (Buckleton, Clayton e Triggs, 2005; Egeland et al., 2016). Aplica-se a
mesma légica do teste de identificacdo, ou seja, RV é calculada por 1/N, onde N é a
frequéncia do haplétipo Y-STR obrigatério na populacdo. Quando um filho é
concebido, ele recebera o cromossomo Y de seu pai. Assim, a probabilidade de um
homem transmitir seu cromossomo Y para seu filho € de 100% (ou 1,0), que se torna
o numerador no célculo da RV. A mae nao pode transmitir um cromossomo Y, uma
vez que ndo tem nenhum, entdo ela é totalmente excluida do calculo. Hy e Hg tornam-

se assim (Allen & Pritchard, 2016):
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o Hp: O homem testado transmitiu seu cromossomo Y a filho concebido por uma
mulher.
o Ha: A mulher concebeu um filho ao qual um homem aleatério transmitiu seu
cromossomo Y.
Uma alternativa de valor RV considerando populagcdes subestruturada é dada

por Balding & Nichols (1994), SWGDAM (2014) e Roewer et al. (2020):

1

RV =
HY + (1 - HY) X Phap

(17)

na qual 8y o coeficiente de coancestralidade estimado para o cromossomo Y.

3.4.2. Poder de excluséo caso especifico

Em alguns paises, utiliza-se uma matematica diferente quando o caso de
paternidade é criminal. No lugar de se utilizar a razdo de verossimilhanca, ou IP, e a
probabilidade Bayesiana de paternidade, busca-se a frequéncia populacional de pais
em potencial ndo excluidos [RMNE do inglés, random man not excluded (Buckleton,
Clayton & Triggs, 2005; Bodner et al., 2016; Rasool & Hussain, 2020; Fung & Hu,
2016)] também chamada de PEcaso Especiico. ESta probabilidade é usada para dar uma
luz se encontrar o pai verdadeiro pode ser facil ou dificil (Schanfield, 2000; Lee et al.,
2010; Rasool & Hussain, 2020).

O método RMNE é uma estimativa da fracdo de homens na populacdo que
carrega os alelos obrigatério da crianga e poderia, portanto, ser o pai biologico.
Diferentemente do indice de paternidade, a informacéao genética do suposto pai ndo &
considerada, e sim o alelo (ou possiveis alelos) de origem paterna da crianca
(Schanfield, 2000; Rasool & Hussain, 2020; Fung & Hu, 2016). O PEcaso Especifico NGO
corresponde ao poder de exclusdo PE ou ao poder de exclusdo Médio A utilizados na

validac&o de banco de dados populacionais (AABB, 2003 e 2013; Fung et al., 2002;



52

Fung & Hu, 2016), pois se referem a diversidade genética incluindo todos os alelos do
loco. Considere um caso no qual a crianca e a mae tém genotipos Ge=AiAi e Gu=AiA|
€ um outro caso cujos genotipos sdo Ge=AiAi e Gm =AiAk. Um homem aleatorio sem o
alelo Ai (ou seja, ambos seus alelos ndo sdo Aj)) entdo serad excluido. Assim,
considerando que a frequéncia do alelo Ai é pi, a probabilidade de RMNE é (Fung &
Hu, 2016):
RMNE =1 — (1 —p,)? (18)
E se Gec =AiAj e Gm = AiAj, a probabilidade de RMNE é (Fung & Hu, 2016):
RMNE =1—(1-p; —p;) (19)
E a probabilidade de exclusdo para os dados haplotipicos (Buckleton et al.,

2005):

PE =1~ Dpap (20)

Onde pyq, € a frequéncia de haplétipo da criancga.

3.4.3. Validacé&o de banco de dados populacional

E préatica corrente de um laboratério validar o banco de dados da populagéo que
pretende usar antes de ir ao tribunal com estimativas de peso de evidencia. Esse é
um recurso desejavel, assim como a sua publicacdo ou deposicdo em bancos de
dominio publico (Buckleton et al., 2005; Coble et al., 2016; Tsybovskii et al., 2017;
Hakim et al., 2020). Isso é util para outros cientistas que desejam usar esses dados
ou compara-los com suas proprias populacbes ou com outras populacdes
(zhivotovsky et al., 2009; Tsybovskii et al., 2017; Guevara et al., 2020; Ochoa &Storey,
2021).

Para validar o banco de dados, € necessario incluir algumas estatisticas para

descrever os dados (Buckleton et al., 2005; Hakim et al., 2020). Estas estatisticas sédo
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0s parametros populacionais (baseados em Buckleton et al., 2005; Butler, 2012;

Huston, 1998; Gouy & Zieger, 2017; Al-Azem et al., 2017):

Para dados STRs autossdmicos: frequéncia alélica (Fa), nUmero de tipos
de alelos, frequéncia genotipica (zigotica) observada e esperada, nimero de
tipos de genotipos esperado e observados, p-value da anéalise de EHW (a
avaliacdo do EHW no banco aplicado na paternidade apenas para avaliar a
tempo de validade do banco, um teste tipo “Goodness of fit” (em portugués
Grau de ajuste) por teste exato de Fisher (Levene, 1949) por método de
aleatorizacdo de Monte Carlos (MMC) (Guo & Thompson, 1992; Engels,
2009), diversidade padrdo (heterozigosidade esperada ou diversidade
genética (HEe) e observada (HEo), homozigosidade esperada (HOe) (Nei,
1987) e observada (HOo) (Huston, 1998), probabilidade de coincidéncia ou
match (PM) (Fisher, 1951), poder de discriminacéo (PD), conteudo informativo
de polimorfismo [em inglés — polymorphism information contente — PIC]
(Botstein et al., 1980; Guo & Elston,1999), probabilidade ou poder de excluséo
(PE) (Brenner & Morris, 1989; Huston, 1998; férmula citada também em
Butler, 2015a) - este ndo € o poder de exclusdo de paternidade caso
especifico ou probabilidade de excluséo individual (IPE — do inglés- individual
probability of exclusion or case-specific power of exclusion (Fung et al., 2002;
ver também em Brenner, 2006 e Brenner, 1997a) nem o poder de exclusao
de paternidade médio (4 - em inglés - average probability of exclusion or mean
power of exclusion ) (Garber & Morris, 1983; Fung et al., 2002; ver também
em Brenner, 2006), probabilidade de inclusdo media (IPM), frequéncia alélica
minima [probabilidade alélica minima (Pmin) ou frequéncia alélica minima -

MAF do inglés minimum allele frequence - Buckleton e Curran, 2005; Budowle
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et al., 1996; O’Connor et al., 2010; Butler, 2005; NRC II, 1996; Chakraborty,
1992; Weir, 1993a], indice de probabilidade tipica [TPI, do inglés, typical
paternity index] (Brenner & Morris, 1989);

Para dados de STRs do cromossomo Y: frequéncia alélica, frequéncia
haplotipica (Fh), nUmero de tipos de haplotipos, haplotipos Unicos (Schoske
et al., 2004 Al-Azem et al., 2017), diversidade alélica ou genica (D(a) ou GD —
equivale ao poder de exclusdo dos aut-STR — Nei, 1973; Chakravarti, 1983;
Kayser et al., 1997; Nei, 1987; Al-Azem et al.,, 2017; Peng et al, 2020),
diversidade haplotipica - correspondente ao indice de discriminac¢édo dos aut-
STR (D(h))[ Sensabaugh, 1982; Kayser et al., 1997; Al-Azem et al., 2017;
Peng et al., 2020], probabilidade de coincidéncia (PC) e poder ou capacidade
discriminatoria [CD] (Kayser et al., 1997; Schoske et al., 2004; Al-Azem et al.,

2017).

3.5. BIOINFORMATICA FORENSE

A bioinformatica € uma disciplina que combina a matematica, estatistica, ciéncia

da informacé&o, ciéncia da computacdo e biologia e ajuda a responder a questdes

biolégicas (Zhang & Liu, 2013; Luscombe et al., 2001; Muntaha et al., 2018; Gauthier

et al., 2019). Diferente da biologia computacional, que lida principalmente com

modelagem de sistemas biolégicos, a bioinforméatica € composta por dois

componentes principais (Zhang & Liu, 2013; Muntaha et al., 2018):

O desenvolvimento de ferramentas de software e algoritmos;
A analise e interpretacdo de dados bioldgicos usando uma variedade de

ferramentas de software e algoritmos particulares.
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A bioinformatica e o DNA forense sdo inerentemente interdisciplinares. Ambas
extraem da estatistica e da ciéncia de computacéo técnicas e métodos e as trazem
para os problemas da biologia e para as leis (Butler, 2005; Bianchi & Lio, 2018). Na
bioinforméatica forense além dos termos algoritmos e software, a palavra lei também é
bem comum n&o somente em analises de amostras humanas como também né&o
humanas (Kumar et al., 2012; Muntaha et al., 2018).

Ao realizar a identificacdo forense e para investigar parentesco, um dos
principais problemas que um geneticista forense encontra é a analise estatistica, que
abrange a analise/validacdo do banco de dados populacional e o célculo da RV com
ambito criminal ou civel. O uso de computadores nestes casos forenses economiza
tempo e esforcos e reduz a possibilidade de erros tanto de calculo como de
manipulacdo dos dados a serem analisados como os resultados [0s dados de entrada

e de saida- do inglés input e output, respectivamente (Coble et al., 2016).

3.5.1. Softwares de identificacdo humana e analises complementares

disponiveis na comunidade cientifica

Embora o calculo da razdo de verossimilhanca ou do indice de paternidade
possa ser feito manualmente (Brenner, 2004; Egeland et al, 2016) € uma tarefa tediosa
e propensa a erros humanos. Diante disto é necessario um software dedicado. E em
casos mais complexos e simulacdo, € simplesmente impossivel realizar célculo
estatisticos sem um software especifico (Drabek, 2009; Egeland et al, 2016).

O uso de software vem desde as primeiras aplicagbes de DNA em casos de
identificacdo de requisitados pelos tribunais na Europa e Ameérica do Norte, que
concediam um prazo muito menor do que era necessario para execucdo da andlise

forense sem o uso de um software (Buckleton et al., 2005; Liu & Harbison, 2018). Nos
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anos 90, época em que fazia manualmente os calculos dos casos forenses, diante
esse curto prazo recorriam a programadores de software para auxilia-los (Buckleton
et al.,, 2005; Liu & Harbison, 2018). Atualmente ha diversos softwares de calculo
estatistico forenses de identificacdo humana disponiveis na comunidade cientifica. E
o papel desempenhado pelo software na genética forense vao além do calculo
estatistico propriamente dito: genotipagem, impressao de relatorios de especialistas,
manipulacdo e validacdo de banco de dados populacional, comunicacdo com
maquinas e redes (Drabek, 2009; Liu & Harbison, 2018).

Dentre os softwares disponiveis para célculo estatistico de identificacdo humana
(Planilha suplem. 1 e 2), o software Familias € o mais utilizado pela comunidade
cientifica internacionalmente e, portanto, € um software de referéncia no momento
(Drabek, 2009; Coble et al., 2016). A partir dele é possivel fazer a analise estatistica
de paternidade simples e complexa e identificacao forense (incluindo médulo DVI) por
dados genotipicos (marcadores aut-STR). Ele permite importar as frequéncias alélicas
e os perfis genotipicos a serem analisados em formato especifico.

O software Familias assim como os demais funcionam basicamente como

mostra a Figura 3:

Figura 3 — Fluxograma de funcionamento dos softwares de identificagdo humana

Perfis genéticos de
amostras questionada e

referencia

-Probabilidade P

-Frequéncia alélica
- » < Heredograma
-Taxa de mutacéo

-Coeficiente de
coancestralidade
populacional

Resultado/relatério com valor
de RV e probabilidade a
posteriori

Fonte: a autora (2021)



57

Como mostra a Figura 3 os softwares permitem a entrada (representados em
branco no fluxograma) dos perfis de DNA, dos dados populacionais relevantes para o
calculo do estatistico da RV e do heredograma (apenas em casos de
paternidade/parentesco). Uma vez com tais dados ele fara o gerenciamento de
correspondéncia de perfil genético de amostra questionada com amostra de referéncia
e o célculo estatistico (representado em cinza). Posteriormente um arquivo de saida
€ gerado contendo os valores RVs e probabilidade a posteriori além de outras
informacdes relevantes referentes aos célculos estatisticos (representado em azul).
Nenhum destes softwares tem prova formal de validacéo de cédigo do software [como
ITQS ou Ticklt (Huber, 1998a)] durante o desenvolvimento. As publicacbes em
periodicos revisados por pares foram consideradas provas suficientes de consisténcia
cientifica e programatica (Dajda & Jung, 2006; Phillips et al., 2008; Egeland et al.,
2016).

Além dos softwares de identificacdo humana, ha aqueles de analises
complementares a partir dos quais € possivel realizar a valida¢do de banco de dados
populacional. Estes softwares estdo disponiveis tanto para dados genotipicos
(Planilha suplem. 3) como haplotipicos (Planilha suplem. 4). Dentre eles o Arlequin é
um dos mais utilizado na genética forense ja que tem licenca gratuita e disponibiliza
andlises para ambos tipos de dados. Ele permite a obtencdo de frequéncia
alélica/haplotipica e genotipica, diversidade de haplotipo e alélica e permite averiguar
o DL, EHW. Este software também oferece uma possibilidade de comparacéo entre
banco de dados diferentes gerando matriz de distancia genética. Sendo assim é util
também para controle de qualidade, pois € possivel uma indicacdo de falha do
sequenciamento que geram alelo nulos, a partir da observacdo de excesso de

homozigotos (isto para dados genotipicos). Isto € bastante util para verificar se o
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banco de dados se adapta ao modelo populacional de independéncia ou
subestruturacéo populacional.

Os softwares utilizados na validacdo de banco de dados populacional no geral
funcionam como na Figura 4. Eles importam perfis genéticos de um banco de dados
ou de mais de um banco de dados (como o Arlequin) ou ainda dados de frequéncia
alélica/haplotipica (em branco no fluxograma da Figura 4) e emite um relatério com as
analises estatisticas solicitadas. Tanto o input como o output de cada software tém

um formato de arquivo especifico.

Figura 4 — Fluxograma do funcionamento dos softwares utilizados na validacdo de

banco de dados populacionais

Perfis genéticos que compde o banco de
dados populacional de uma ou mais

populagdes

v

Software de
Ou Frequéncias alélicas/ andlise
haplotipicas populacional

v

Resultado /relatério com probabilidade P (frequéncia genotipica/haplotipica);

frequéncia alélica; P-value teste de EHW; P-value teste de DL; valor de diversidade
alélica/haplotipica; matriz de distancia e valor de coeficiente de coancestralidade.

Fonte: a autora (2021)

3.5.2. Construcdo e validacado de software de calculos bioestatisticos

O software é considerado parte integrante do processo de prova e néo deve ser
tratado como um componente separado e isolado (Leclair et al., 2007; Coble et al.,
2016). Embora a formula RV para testes de identificagdo humana seja uma técnica

estatistica bem conhecida, os produtos de softwares comerciais (COTS softwares -
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do inglés commercial off-the-shelf) disponiveis para seu calculo devem ser
suficientemente validados (Drabek, 2009).

A validacao do software de calculo é feita para garantir que 0 mesmo resultado
preciso seja obtido cada vez que o calculo for executado. Essa validacéo de software
leva a uma saida mais adequada e maior confianca nos resultados (Drabek, 2009;
Coble et al., 2016). Ela é realizada seguindo diretrizes baseadas na 1ISO 17025 (EM
ISO/IEC 17025, 1999; NATA, 2000; ABNT, 2005) disponiveis para o campo de pericia
(Gjertson et al., 2007; SWGDAM, 2003; D.N.A. Advisory Board, 1998; Coble et al.,
2016), biomédico (Green, 1996) e engenharia de software (Huber, 1998a, 1998b,
1998c; IEEE 2012 e 2008). O software deve atender aos pré-requisitos gerais de
competéncia de laboratorio de ensaio e calibracdo (EN/ISO/IEC 17025). Varios grupos
descreveram exercicios de validacdo de pacotes de softwares internos, de cédigo
aberto ou comerciais(Drabek, 2009; Coble et al., 2016; Perlin et al., 2011; Brenner,
1997Db; Riancho et al. 2003; Rock et al., 2011; Slooten, 2012; Mitchell et al., 2012; Gill
& Haned, 2013; Kling et al., 2014; Puch-Solis & Clayton, 2014; Steele et al., 2014;
Cowell et al., 2015; Dgrum et al., 2015; Taylor et al., 2015; Bleka et al., 2016).

Apesar dessas publicacdes variarem em termos de abordagem de validagéo
(Coble at al., 2016), o planejamento da validacao pode ser apresentado em uma Unica
figura (Figura 5).

Assim a construcdo do software ndo se limita apenas a implementacdo de
algoritmos pesquisados na literatura disponivel na comunidade cientifica. Também
significa levar em conta recomendacfes feitas pelos proprios usuarios, que sao
padrdes internacionais na genética forense (Drabek, 2009).

Pode-se argumentar que o uso improprio de software é a causa mais frequente

de erro do que o préprio software. No entanto, mesmo o pessoal mais qualificado pode
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obter uma razdo de probabilidade incorreta usando uma funcdo de software néo
validada (Drabek, 2009).0Os critérios de aceitacdo universal foram definidos como
correspondéncia de razdo de verossimilhanca com referéncia (http://dna-view.com/;
Brenner, 1993; Ayres, 2000) dentro de 1% de erro (100 X (valor referéncia — valor do
programa a ser validado) / valor referéncia) enquanto os inputs incorretos nao
danificarem ou interromperem o funcionamento do software e considerando algoritms
baseados nos mesmos métodos estatisticos (Huber & Wiederoder, 1997; Coble et al.,
2016).

O ponto final é definido como o cumprimento de todos os critérios de aceitacao
(re) definidos por um programa ou por uma combinacéo de programas (Drabek, 2009;

Coble et al., 2016). Em cima disto se faz a discusséo.

Figura 5 - Esboco de plano de validagdo de software

Projeto de validagéo do
software

v

Definicdo de metas: requisitos, expectativas,

A
<«

resultados e ponto final
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alélica/probabilid validacéo ¥
ade P/banco de Escolha de testes
dados
populacional
/taxa de —> Testes Heredograma
mutacao/
coeficiente de \
coancestralidade Perfis genéticos de amostras
populacional auestionadas e de referéncia
Resultado
Resultado |—» Discusséo
de
referéncia

Concluséo

Fonte: adaptado de Drabek (2009)


http://dna-view.com/
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3.5.3. Bioinformatica e ética

A ética na genética forense também é aplicada na bioinformatica e deve ser
levado em conta tanto na construcao e atualizacao do software como também no uso
dele. O tipo de informacao e a forma em que os dados sao importados e reservados
€ um dos pontos que chama a atencéo.

Normalmente as regides de DNA utilizadas na genética forense sdo éxons ou
outras ndo codificadoras. Mas isto ndo € suficiente quando se fala do impacto que a
bioinformética pode trazer a sociedade incluindo direitos de privacidade e valores
basicos da sociedade (Bianchi & Lio, 2018):

o A forte ligacao da bioinformética com a tecnologia ndo a torna infalivel;

o Cada tecnologia tem diferente sensibilidade e limites;

o Bioinformatica ndo €& necessariamente sinbnimo de confidencialidade de
informacéo genética. Isto esta bastante ligado ao usuario da bioinformatica.

Diferente de dados como impressao digital cuja aplicacéo € limitada apenas para
identificacdo humana, o DNA forense tem muita informacédo que pode levar ao uso
além da identificacdo, como caracteristicas pessoais ligadas a aparéncia fisica,
fisiologia e comportamento (Bianchi & Lio, 2018).

Uma forma de gerenciar a manipulacéo dos dados seria é a criagdo de um banco
de dados nacional armazenando os perfis de toda a populacao (Jeffreys et al., 1985a,
1985b, 1991; Jeffreys, 2004; Hakim et al., 2020) cujo 6rgdo levasse em conta
declaragfes de direitos humanos a nivel nacional e das nac¢des a nivel internacional.
Enquanto isto ndo acontece os requisitos legais de recolhimentos de amostras para
teste de DNA. Uma das exigéncias € que as amostras de DNA sejam tornadas
completamente andnimas para o laboratorio de teste, de forma que a informacéo

genética ndo possa ser reconectada com o individuo testado e a aprovagdo do
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conselho de reviséo institucional [IRB do inglés Institutional Review Board] (Butler,

2005; Hakim et al., 2020).
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4. ARTIGO 1 - BIGASYSTEM: UM SOFTWARE PARA ESTATISTICA DE DNA
FORENSE
(A SER SUBMETIDO AO PERIODICO FORENSIC SCIENCE INTERNATIONAL:
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Destaques:

e BigASystem (dataBase and human Identification Genetic Analysis System)
calcula todas as estatisticas-padrao necessarias para dados de populacdes e
evidéncias forenses de STR autossémicos e do cromossomo Y na identificacao
forense e teste de paternidade/parentesco.

e Esta disponivel gratuitamente, requer um arquivo de entrada muito simples e

os resultados podem ser baixados como tabelas convenientes.
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e Exporta dados genotipicos/haplotipicos e de frequéncia alélica/haplotipica para
o formato especifico de um dos softwares de genética de populacdes utilizados

na geneética forense.

Abstract

A andlise estatistica de dados populacionais e de evidéncias forenses de marcadores
microssatélites autossémicos e do cromossomo Y na identificacdo humana forenses
e no teste de paternidade/parentesco € indispensavel para a aplicacdo da genética
forense como uma ciéncia. Por ser uma etapa muito exaustiva e, consequentemente,
propensa a erros quando realizada manualmente, o uso de softwares ja € bastante
comum. Apesar de varias alternativas disponiveis, a maioria dos softwares de
identificacdo humana nado oferece estatisticas de analises populacionais na
perspectiva forense. Caso possuam um banco de dados, os softwares disponiveis sao
voltados apenas para a analise de dados autossémicos e ndo sao gratuitos, além de
serem focados em analises de genética e evolucado populacionais. E, até onde é do
nosso conhecimento, nenhum dos programas calcula todos os parametros de
interesse forense para dados STR autossdmicos e do cromossomo Y. Apresentamos
aqui uma ferramenta BigASystem (dataBase and human Identification Genetic
Analysis Systems) que preenche estas lacunas. Esse programa permite a utilizagao
de um arquivo de entrada intuitivo e calcula todos os parametros populacionais
forenses para dados aut-STR e Y-STRs, além de estimar a razdo de verossimilhanca
e a probabilidade a posteriori de testes de identificacdo forense humana e de

paternidade/parentesco mais comuns em laboratdérios genéticos forenses.
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Palavras chaves: estatistica, analise populacional, identificacdo forense humana,

teste de paternidade, STR.

1 INTRODUCAO

As analises estatisticas de identificacdo humana baseadas em locos
microssatélites autossémicos (aut-STRs) em equilibrio de ligacdo e de Y-STRs
(cromossomo Y) necessitam das frequéncias alélicas e haplétipicas, obtidas e
validadas por meio da andlise estatistica populacional forense, que dependem da
obtencéo de parametros populacionais de interesse forense. Os aut-STR e Y-STR séo

0s marcadores com maior demanda a nivel civel e criminal [1-6].

Vérios softwares estdo disponiveis para a conducdo destas analises, porém
nenhum deles fornece em uma Unica plataforma a possibilidade de realizacdo de
analises estatisticas populacionais e de evidéncias forenses dos marcadores aut-STR
e Y-STRs. Assim 0s geneticistas forenses lidam com a exaustiva constru¢ao de inputs
especificos para diferentes softwares e com a indisponibilidade de softwares para
analises especificas (e.g. analise populacional de dados Y-STR). Softwares como o

Forstatistics [7] e Genostat (acessivel em http://www.bioforensics.com/genostat) estao

disponiveis para identificacdo humana.

Uma alternativa que demandaria um menor numero de ferramentas seria atraves

do uso do Genoproof (disponivel em http://www.qualitype.de/en/qualitype/genoproof)

e do YHRD [8]. O Genoproof ndo tem licenca gratuita e, apesar de realizar analises
de evidéncias de marcadores aut-STR e Y-STR, este software so0 inclui as estatisticas
para 0s primeiros e nenhuma para os Y-STRs (limitando-se ao fornecimento de

informacgdes de match dos perfis evidencial e de referéncia. O YHRD, por sua vez,


http://www.bioforensics.com/genostat
http://www.qualitype.de/en/qualitype/genoproof
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permite a andlise estatistica de identificacdo humana para dados Y-STRs, mas
baseada no uso de frequéncias haplotipicas de um banco de dados global, reduzindo,
assim, a qualidade das inferéncias que dependem do conhecimento da estruturacao
genética de populacdes locais. Adicionalmente, ndo disponibiliza ferramenta

estatistica de parametros populacionais forenses.

Recentemente foi publicado o STRAFF [9], ferramenta que supostamente realiza
tais andlises, mas que efetivamente nao calcula os parametros ao nivel de haplétipo,
inclusive as frequéncias haplotipicas, que sdo valores de maior interesse na genética
forense. O BigASystem, que € aqui apresentado, fornece a comunidade uma
ferramenta gratuita e que realiza em uma Unica plataforma analises populacionais e
de evidéncias genéticas aut-STR e Y-STR de identificacdo humana forenses e teste
de paternidade/parentesco. O analista pode, por exemplo, utilizar data sets internos
do seu laboratério, sendo mais especifico para aplicacdo em um especifico caso
forense. E validado por comparacdo de resultados estatisticos obtidos por outro
software ou calculo manual. O BigASystem pode ser encontrado online em

http://lwww.*

*Ainda em construgdo. Justificativa: aguardando registro do manual do software no INPI. Informacdes a respeito do software e

sua validacdo com o professor Valdir de Queiroz Balbino chefe do Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva do

Departamento de Genética da UFPE.

2.RECURSO DO SOFTWARE

O BigASytem € um software baseado em Windows® e desenvolvido em
linguagem Python. O software usa um banco de dados implementado em formato CSV
para armazenar dados genotipicos/haplotipicos para analise estatistica populacional.
Também gera relatorios para as estatisticas populacionais e de evidéncias genéticas,

em formato CSV (comma-separated values) e Excel®, para analises populacionais, e
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no formato WORD® para analise de evidéncias genéticas. Adicionalmente, o software
gera um arquivo no formato especifico do Arlequin [10] a partir do banco de dados de
genotipos de marcadores aut-STR e Y-STRs, assim como também de dados de
frequéncias alélicas ou haplotipicas em formato CSV. O Arlequin [10] € um dos
softwares de genética de populacdes mais utilizados para analises mais aprofundadas
dos dados populacionais de interesse forense. O BigASystem pode ser integrado ao
WORD® e EXCEL® (independentemente da versdo). Sdo programas bastantes
conhecidos e que fornecem uma interface editavel do relatorio para que varios
detalhes (e.g. nimero do caso; identificacdo do laboratdrio no qual a andlise esta
sendo realizada e 0 nome dos analistas envolvidos) possam ser fornecidos no relatorio

consolidado.

Arquivos inputs e banco de dados modelos estéo disponiveis na pagina web ja
apresentada. O BigASystem é compativel com alelos com repeti¢cdes parciais, ou seja,
microvariantes. No banco de dados os dados ausentes devem ser indicados com um

espaco vazio.

A) PARAMETROS POPULACIONAIS FORENSES

O BigASystem estima a homozigosidade esperada e observada (He e Ho,
respectivamente), além do PIC e de outros parametros forenses (e.g. PE, PM, PD e
TPI) para dado populacionais de marcadores aut-STRs. Os algoritmos para estes
calculos foram baseados nas férmulas de Huston [11] e Butler [12]. A estatistica para
dados Y-STR permite a obtencdo do valor de diversidade haplotipica (equacgéo
analoga a da diversidade alélica), probabilidade de correspondéncia aleat6ria (RMP)

e da capacidade de discriminagéo (DC) [13-14]. A férmula de diversidade alélica [15]
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implementada no BigASystem foi D(A) = (ﬁ) x (1—=Y",p%) , considerando um

loco com n alelos, representados por i={1, 2, ..., n} e com frequéncias alélicas pi.

O BigASystem calcula as frequéncias alélicas e haplotipica (Y-STR) por método
de contagem [16] para todos os locos do arquivo de entrada e retorna uma tabela
completa contendo também os parametros populacionais forenses em um formato

CSV e MS Excel.

B) RAZAO DE VEROSSIMILHANCA DE TESTE DE IDENTIFICAQAO POR
DADOS AUT-STR

O BIigASystem permite a obtencdo do indice de paternidade (IP), indice
acumulado de paternidade (IPA) e probabilidade de paternidade (PP) para os tipos de
casos mais comum de rotina forense: trio simples (suposto pai, méae e filho alegado),
duo (suposto pai e filho alegado), meios-irméos e pai falecido por indice avuncular
com ou sem a mée. O software calcula estes parametros mediante as formulas de
Fimmers et al. [17-19] e Essen-Mdller [18,20-22] considerando o modelo mutacional
uniform [23] e frequéncia alélica minima (MAF) [24]. O BigASystem também considera
um algoritmo adicional conversdo de heredograma em rede imaginaria [25] e as
descricéo verbal de IPA segundo predicado verbal de Hummel [26].

Sao necessarios dois inputs: um contendo os perfis genéticos com suas distintas
identificacbes e outro com cada membro do caso com seus ascendentes imediatos
em formato CSV. Ja para obtencdo dos valores de Razéo de verossimilhanca de
identificagdo humana, o BigASystem se baseia em Balding & Nichols [27] com
interpretacdo verbal das conclusdes [28-30]. E necessaria a importacéo dos perfis de
evidencial e de referéncia considerado em formato CSV. Um relatorio é emitido com

os valores estatisticos e perfis genéticos investigados, nos formatos CSV, MS Excel e
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Word. Os valores de frequéncia podem ser obtidos a partir da analise do préprio banco
de dados realizado BigASystem ou pode ser de forma direta nos formatos CSV.
C) RAZAO DE VEROSSIMILHANCA DE TESTE DE PARENTESCO POR

LINHAGEM Y-STR

A férmula implementada no BigASystem para obtencdo do IP é baseada em
modelo de populacdo subestruturada [31-33] com representacdo verbal [33-34]. E
necessaria a importacdo dos perfis genéticos de amostra evidencial e de referéncia.
As frequéncias haplotipicas podem ser calculadas pelo proprio BigASystem a partir
de banco de dados construido previamente ou importacao direta no formato CSV. O

output € anélogo ao falado anteriormente.

3 TESTE DE VALIDACAO

Os resultados gerados das analises populacionais de dados de 20 marcadores
aut-STR (N=540) e 17 Y-STRs (N=202) com o BigASystem utilizando banco de dados
construidos a partir de dados obtidos no Laboratério de Bioinfomética e Biologia
Evolutiva da Universidade Federal de Pernambuco (LABBE-UFPE) foram comparados
com resultados obtidos pelo software STRAF (v.1.0.5. on-line) e calculos manuais e
foram satisfatérios com porcentagem de erro de 0 a 8% para todos os parametros. Os
P-values do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram concordantes, jA que todas as
comparacgdes assumiram valores acima do nivel de significancia de a=0,05. Os
valores de RV e PP tanto para os testes de paternidade/parentesco por evidéncia aut-
STRs (incluindo modelo mutacional e MAF) e Y-STRS e para os testes de identificacéo
(erro percentual de 0 a 4.9%) foram concordantes com resultados obtidos a partir de

do uso do software Familias [35], calculo manual e Genostat, respectivamente.
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4 LIMITACOES

O BigASystem foi desenvolvido para verificar conjuntos de dados em genética
forense antes da publicacdo ou uso em estudos de caso. Nao é seu propadsito fornecer
analises aprofundadas de dados genéticos para projetos de pesquisa genética, para
0S quais softwares mais robustos, tais como Arlequin [10] ou Genepop [36], devem
ser considerados. Em testes de reconhecimento de paternidade complexo por
evidéncias aut-STRs, o0 BigASystem so realiza testes envolvendo um parente paterno
por vez. O BigASystem no momento nao € aplicado para analise de outros marcadores

de interesse forenses, tais como X-STRs e sequencias de mtDNA.

5 FUTUROS DESENVOLVIMENTOS

Sao bem-vindas sugestdes de desenvolvimento e relatdrio de Bugs, que podem
ser dirigidos aos autores. Na segunda versdo (em desenvolvimento),
implementaremos uma interface de usuario, uma rede Bayesiana para casos de
paternidade forense, inclusdo de mais modelos mutacionais nas funcdes de teste de
paternidade/parentesco, além de modelo de alelo nulos. No teste de parentesco por
linhagem Y-STR, pretendemos implementar o algoritmo de Laplace, incluindo modelo
mutacional. Além disso, pretende-se implementar modelo de alelo nulo para
identificagcéo forense por evidéncias para aut-STRs. Pretendemos incluir outros tipos
de marcadores genéticos de uso forense, tais como X-STR, sequéncias mt-DNA,
SNPs e INDELS, além de uma estatistica para obtencéo de RVs a partir de dois ou

mais tipos de marcadores associados.
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5. REGISTRO DE PROGRAMA DE COMPUTADOR BigASystem

Quando: 14/04/2021.
Como: Via e-malil.

Com quem: Diretoria de Inovacdo e Empreendorismo da Universidade Federal de
Pernambuco — POSITIVA -UFPE, intermediaria do pedido de registro no INPI (Instituto
Nacional da Propriedade Industrial), conforme as instrugcbes em
https://www.ufpe.br/positiva.

Autores: Abigail Marcelino dos Santos Silva, Sérgio de Sa Leitdo Paiva Junior e Valdir
de Queiroz Balbino.

Funcédo do programa: Banco de dados de gendtipos e haplétipos bem como sua
validacéo, e analises estatisticas de identificacdo forense e de parentesco humanos,
incluindo linhagem.

Tipo de dados que analisa: gendtipos de microssatélites autossémicos e haplétipos
de microssatélites do cromossomo Y e X e sequéncias mitocondriais.
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6. CONCLUSOES

A importancia da identificacdo pessoal e da verificacdo de vinculo genético
entre individuos é inquestionavel nas areas social, juridica e de seguranca publica.
A biologia molecular trouxe grandes contribuicdes para isto. A identificacdo de
bebés, de pessoas desaparecidas, de restos mortais de individuos mortos em
desastres naturais, atentados terroristas ou guerras, além do reconhecimento da
paternidade e maternidade, a possibilidade de criacdo e utilizagcdo de banco de
dados para estudos populacionais, comprovam a importancia e a variedade de
situacdes nas quais a identificacdo genética humana é utilizada.

A analise destes dados é um processo lento e exaustivo, ndo apenas pela
execucao da estatistica em si como também pelos aparecimentos de algumas
situagcbes como auséncia dos genitores ou parentes diretos da crianca cuja
paternidade estd sendo questionada, ou ainda presenca de inconsisténcias. Ao
analisar estas inconsisténcias deve ser levada em consideragao a possibilidade da
ocorréncia de mutacdo genética. Além das questdes da rotina, ainda tem a
andlises da pesquisa, as quais lidam com grande quantidade de dados,
inviabilizando serem feitas por métodos ndo automatizados.

A solucédo apresentada nesse trabalho mostrou que é possivel em uma Unica
plataforma (BigASystem) fornecer ferramenta para armazenamento e manutengao
de banco de dados aut-STR e Y-STRs compativel com aplicativos de suporte como
o Excel, MySQL e Postgres. Nesta mesma plataforma s&o fornecidas ferramentas
para validacdo destes bancos e consequentemente frequéncias
alélicas/haplotipicas/genotipicas indispensaveis para a estatistica Bayesiana dos

testes de identificagdo humana, também disponibilizados.
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O BigASystem mostra que é possivel realizar a analise dos casos de rotina
com praticidade e credibilidade. Como os cédigos sdo baseados em funcdes
redundantes, traz confiabilidade ao processo de calculo das razbes de
verossimilhanca, além de trabalhar com formatos de arquivos compativeis com os
gue normalmente sao utilizados na rotina, e sdo compativeis com qualquer sistema
operacional. Além de nado exigir conhecimentos profundos em probabilidade,
apesar de serem necessarios para que suas fun¢des do aplicativo sejam utilizadas
da melhor forma possivel.

Nesta tese foram considerados algoritmos que formalizam todo o processo
necessario para se realizar a analise probabilistica na rotina de teste de
paternidade mais comuns e teste de identificacdo forense. Os resultados obtidos
foram satisfatorios sob varios pontos de vista. O aplicativo atingiu o objetivo de
automatizar as andlises estatisticas a partir de sua representacao através de
heredogramas e arquivos de importacdo compativeis com o0s normalmente
utilizados no laboratério além de permitir facilidade de manipulacdo de dados
populacionais. Também estdo dentro das normas de constru¢do de software
apoiadas pela ISFG e ISO17025 tanto em relagédo a construgéo dos algoritmos em
si como também em relacéo a realizacéo de validacdes.

Ja quanto as funcbes de validacdo de banco de dados populacional, o
software BigASystem mostrou que possivel a realizacdo de analises tanto intra
como interpopulacionais com maior praticidade. O software de fato automatizou
muitos procedimentos que eram feitos manualmente, sujeitos a erros humanos.

Em um so software se tém a possibilidade fazer as analises de paternidade,

identificacdo e de genética de populacdes. A perspectiva € melhorar, colocando
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uma interface do usuario estruturada da forma democratica possivel, aumentar as
ferramentas de analises e ainda ampliar o nimero de analises populacionais.

A validacdo do BigASystem foi realizada com éxito de forma que pode ser
utilizado na pesquisa e na rotina. Porém, é importante validacdes adicionais, assim
como criticas e opinides para serem consideradas nas proximas versdes do
software.

O BigASystem sera disponibilizado em uma pagina web acompanhado de um
tutorial e uma apostila (estdo sendo providenciados) e email para contato.

Pretende-se futuramente também permitir a interacéo dos diferentes tipos de
dados de motivos de STRs tanto nas analises de rotina como nas de pesquisas
forenses e até mesmo pesquisas mais profundas nos aspectos de genética de
populacdes, estender a aplicacdo do software para outros tipos de dado, como X-
STRs, sequencias mt-DNA, INDELS, SNPs e outros dados genéticos a nivel de
sequenciamento de Ultima geracgdo, tanto nas analises de rotina como nas de
pesquisa.

No Brasil vé-se que ainda hd uma grande deficiéncia de um sistema
automatizado inclusive de pesquisa populacional na genética forense. Os valores
das frequéncias alélicas, por exemplo, por si s6 tém um grau de incerteza ja que
sdo estimados a partir de uma amostra da populagéo. Imagine se, além disto, ainda
houver erros na estimacéo destes valores. Pode levar a sobre- ou subestimacao
das frequéncias alélicas. E isto pode trazer um impacto significativo em analises
que dependem destes valores como estudos na area de genética de populacdes
propriamente ditas ou analises de areas estritamente dependentes de tais valores

populacionais como a genética forense.
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A genética forense utiliza o conceito da ciéncia como argumento da
credibilidade de suas analises. A crenca néo faz parte da ciéncia e ndo se encaixa
na metodologia cientifica. A qualidade nas andlises quer seja ha biologia molecular

ou estatistica devem existir de modo que todas elas sejam reprodutiveis.
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APENDICE A - REPRESENTACAO GRAFICA DOS RESULTADOS

VALIDACAO DO BIGASYSTEM CITADOS NO ARTIGO 1

A. MODULO 1 (AUT-STRs) - FUNCAO BANCO DE DADOS

A.l. Valores dos parametros populacionais e porcentagem de erro

expandido) de individuos néo relacionados de Pernambuco obtidos no Laboratorio

Foram analisados 540 perfis genéticos aut-STRs (20 locos do CODIS

de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE-UFPE).
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A.2 Valores de P-values de EHW

Foram analisados 540 perfis genéticos aut-STRs (20 locos do CODIS
expandido) de individuos néao relacionados de Pernambuco obtidos no Laboratério

de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE-UFPE).
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P-value EHW em escala de 10 - banco de dados Aut-STR
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B. MODULO1 (AUT-STRs) - FUNCAO TESTE DE PATERNIDADE

B.1.Valores de indice de paternidade acumulada e porcentagem de erro

Foram analisados treze casos forenses baseados no NIST (*O’Connor et al.,
2010 - considerando 0s15 locos correspondentes aos do multiplex Identyfiler® da
Applied Biosystems) cujos numeros foram dados aleatoriamente visando apenas
a discriminacao: trés trios -(casos 7, 8 e 9), quatro duos (1, 2, 4 e 5), dois meios-
irmaos e quatro complexos - auséncia do genitor questionado que pode ser 0
suposto pai (SP) ou suposta mae SM) em casos de paternidade e maternidade
respectivamente (10, 16, 14 e 20). Nos casos complexos foram utilizadas siglas
que representam o parente do genitor alegado: ISMF — irmao(&a) de SM falecida
(SMF), MSMF — mé&e de SMF, PSMF — pai de SMF, f f i_msm — filho(a) do(a)

filho(a) de ISMF, f_i_msm - filho(a) de ISMF.

*K.L. O’Connor, S.P. Myers, E.L.R. Butts, C.R. Hill, J.M. Butler, P.M. Vallone, Candidate Reference Family Data: A Tool for
Validating Kinship Analysis Software. Poster #35, 21th International Symposium on Human Identification San Antonio, TX,
11-14 (2010). Available in: http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/pub_pres/Promega2010_OConnor.pdf
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Considerando MAF

Logaritmo base 2 dos IPAs dos ,
ensaios C no célculo do IP
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C. MODULO 1 (AUT- STRs) - FUNCAO IDENTIFICACAO FORENSE

C.1.Valores de razao de verossimilhanca e porcentagem de erro

Foram analisados dois casos de identificagé@o forense ficticios considerando
15 locos correspondentes aos do multiplex Identyfiler® (da Applied Biosystems) e
coeficientes de coancestralidade populacionais iguais a zero e a 0,3 (valores
escolhidos aleatoriamente — veja que este Ultimo tem um valor elevado para uma

populacdo humana).
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D. MODULO 2 (Y-STRs) - FUNGAO BANCO DE DADOS

D.1.Valores de parametros populacionais e porcentagem de erro

Foram analisados 202 perfis haplotipicos 17 marcadores Y-STRs (DYS19,
DYS389I, DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385a/b, DYS438,
DYS439, DYS437, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 e Y-GATA H4) obtidos de

individuos nao relacionados. Esses perfis foram disponibilizados pelo LABBE -UFPE.
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E.1.Valores de razéo de verossimilhanca e porcentagem de erro

exclusao, outro de excluséo e um inconclusivo por 17 locos Y-STRS) por teste de

linhagem com amostra de referéncia direta

considerando valor

Foram analisados trés casos de identificagdo forense ficticios (um de né&o

de

coancestralidade populacional igual a 0, 0.01 e 0.22 (escolhidos aleatoriamente).
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APENDICE B — ARTIGO: ANALISE POPULACIONAL DE 20 LOCOS STR CODIS
EXPANDIDO NA POPULACAO DE PERNAMBUCO, REGIAO NORDESTE DO
BRASIL

(A SER SUBMETIDO COMO SHORT COMMUNICATIONS AO PERIODICO
GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY)

Abigail Marcelino dos Santos Silval,. Sérgio de Sa Leitdo Paiva Juniorl?, Valdir de

Queiroz Balbino?
! Departamento de genética — Universidade Federal de Pernambuco
2 Unidade Académica de Serra Talhada — Universidade Federal Rural e Pernambuco

Resumo

Foram obtidos dados genéticos populacionais a partir da andlise perfis
genotipicos dos 20 short tandem repeats (STR) CODIS EXTENDIDO presentes em
até 540 individuos ndo aparentados do estado de Pernambuco. Os STR sé&o locos
utilizados na area de genética forense. Atualmente um dos conjuntos locos mais
utilizados para estas finalidades séo os 20 STR do CODIS expandido, um programa
do Federal Bureau of Investigation (FBI) para bancos de dados de DNA. Corresponde
aos primeiros passos de um trabalho que abrange toda a regido Nordeste do Brasil.
Dentre os dados genéticos populacionais estdo as frequéncias alélicas, parametros
de genética forenses e comparacédo com populacdes de outros estados do Brasil. O
loco D1S1656 apresentou-se com maior polimorfismo em relacdo aos demais e
D1S1656 apresentou maior poder de discriminacdo. Todos os locos estdo em

equilibrio de Hardy-Weinberg, alguns apods a correcdo de Bonferroni.
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Palavras chaves: frequéncias alélicas, dados populacionais, STRs autossdémico,

CODIS Expandido, genética forense, Pernambuco, Nordeste do Brasil

O estado de Pernambuco contém aproximadamente 8.800.000 habitantes (ver
em http://www.ibge.gov.br/estadosat/perfil.php?sigla=pe#) e esta localizado na regiédo
Nordeste do Brasil. Esta regido € caracterizada como exogamica e mista (originada
de individuos ancestrais Africanos, Europeus e norte-americanos nativos). Essa
caracteristica revigora ainda mais a importancia de estudo populacional humano, o
qual ainda é muito reduzido na regido Nordeste inclusive no estado de Pernambuco.

Um dos dados moleculares para este estudo sdo as regifes polimorficas do
DNA. Os polimorfismos, quando analisados por marcadores genéticos, tornam-se
elementos importantes para os estudos intra e inter-populacional, por distinguirem as
diferentes versdes alélicas de um loco a varios locos, herdadas ou ndo, de um gene
ou segmentos do genoma (sequéncia de DNA), fornecendo ferramentas para uma
ampla gama de aplicacdes. Essas aplicacdes podem ser em estudos populacionais
propriamente ditos como também em areas que dependem diretamente desses
estudos populacionais e marcadores polimérficos, como a genética forense.

Os marcadores genéticos mais utilizados nas investigacdes forenses civeis ou
criminais, como investigacdo de parentesco e identificacdo humana, sao os shorts
tandem repeats (STRs). As sequéncias apresentam varios tamanhos e sédo
classificadas pelo tamanho da unidade de repeticdo e pelo niumero de vezes que se
repetem. Além dos proprios perfis genéticos STRs dos individuos investigados, as
frequéncias alélicas dos STRs sdo dados utilizados na investigagédo e sao utilizados

como bancos de dados para uso na Genética Forense e de populagdes.
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Este trabalho teve como objetivo a obtencéo da frequéncia alélica estimada dos
20 marcadores autossémicos do CODIS expandido a partir de dados da populagéo
Pernambucana, além de parametros populacionais de interesse forense e
comparacao com dados da populacéo de outros estados brasileiros.

Para isso, mostras de sangue de quinhentos e quarenta individuos (317 machos
e 223 fémeas) nao relacionados da populacdo do estado de Pernambuco foram
obtidas de casos de paternidade do Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva
da Universidade Federal de Pernambuco. O tamanho da amostra varia de loco a loco
devido a utilizacao de diferentes kits multiplex para amplifica-la, além do insucesso da
amplificacdo em alguns locos. O DNA foi extraido de células do sangue periférico a
partir do método do cartdo FTA (Whatman Bioscience, Cambridge, UK) seguindo as
instrucdes do fabricante. A amplificacdo dos STRs alvos DNA foi realizada de acordo
com as recomendacdes do fabricante dos kits multiplex FUSION (Promega
Corporation, Madison, WI) e GLOBAL FILE (Thermo-Fisher, Waltham, MA USA). Os
20 locos foram tipados por eletroforese capilar via sequenciador ABI 3.500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA). A identificagdo dos alelos foi feita por
comparacao dos fragmentos amplificados com os allelic ladders do kit de amplificagéo
multiplex e segundo diretrizes do ISFG (Bodnera et al.,, 2016). A amplificacéo e a
tipagem foram realizadas com controles positivos e negativos segundo instru¢des do
kit multiplex Global Filer e Fusion (controles positivos — DNA CONTROL 007 e 2800M,
respectivamente) (Applied Biosystems). A identificacdo dos alelos foi feita por
comparacao dos fragmentos amplificados com os allelic ladders e foram visualizados
pelo software OSIRIS v.2.9 (Goor et al., 2011).

As frequéncias dos alelos, o polimorfismo contetdo de informacéo (PIC), o poder

de discriminacao (PD), poder de exclusdo (PE), probabilidade de coincidéncia ou
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match (MP) e tipica indice de paternidade (TPI) foram calculados para cada loco
usando o software GenAlEx v. 6.5 (Peakall and Smouse, 2012) e planilhas eletronicas.
O Arlequin v. 3. 5 (Excoffier and Lischer, 2010) foi usado para calcular o valor P do
teste exato de Equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW) e a comparacdo entre a
populacdo pernambucana com outras populacdes brasileiras com dados conjugados
[20, 21] (Aguiar et al., 2012; Aguiar et al., 2013)ou nado (Francez et al.,, 2011,
Nascimento et al., 2011; Farias et al., 2013; Dalton et al., 2009; Wolfgramm et al.,
2011; Vieira et al., 2013; Alves et al., 2014; Rodenbusch et al., 2012; Chula et al.,
2009; Goes et al., 2004; Ocampos et al., 2009; Sousa et al., 2014; Fridman et al.,
2008; Fridman, 2008) utilizando dados de frequéncia alélicas dos 13 locos do CODIS
(somente os 13 devido ao numero limitado de locos STRs autossémicos estudados
no Brasil) por Andlise distancia aos pares (FST) e diferenciacdo da populacao.
Também foi realizado pelo Arlequin com estes dados o teste de variacdo genética
(AMOVA). A construgdo dendrograma baseada na distancia genética de NEI foi
realizada no DISPAN (Ota, 1993), utilizando dados de frequéncia alélica de 13 locos
(nos estudos dos quais foram obtidas as frequéncias alélicas de locos STR
autossémicos de varios locais no Brasil, excetuando Amapa ja que so coincide em 12
locos, citados no préximo paragrafo s6 coincidem em 13 locos, 0s quais estdo no
CODIS - CSF1PO, THO1, TPOX, VWA, D16S539, D7S820, D13S317, D18S51,
D21S11, D8S1179, D3S1358, FGA, D5S818). A visualizacédo do dendograma foi feita
do MEGA v6 (Tamura et al., 2013).

As frequéncias alélicas e os valores dos parametros populacionais obtidos para
0os 20 locos STRS autossdmicos do CODIS EXPANDIDO na populacdo de
Pernambuco estdo na tabela S1. Os valores referentes a comparacdes de distancia

genética Fst (DFst), AMOVA e diferenciacado populacional dos dados da populagéo



147

pernambucana deste artigo com dados de 11 outras populacdes brasileiras (dos
estados Amapa-AP, Bahia-BA, Ceara-CE, Espirito Santo-ES, Goias-GO, Parana-PR,
Rio Grande do Sul-RS, Rio de Janeiro -RJ, Santa Catarina -SC, Sdo Paulo-SP, mais
Distrito Federal (ver mapa na figura 1) e ainda dados conjugados de varios estados
brasileiros (Brasil —-BR), totalizando 12 dados populacionais, estdo apresentados nas

tabelas S2 e S3, respectivamente.

Figura 1 - Mapa do Brasil-BR (Baseado no IBGE - http://mapas.ibge.gov.br/). Estado(s)
localizado(s) na regido Norte: Amapa-AP; Nordeste: Bahia-BA, Ceard-CE, Pernambuco-PE;
Centro-Oeste: Goias- GO, Distrito Federal-DF (apesar de ser unidade federativa brasileira, ndo é
considerado como um estado ); Sudeste: Espirito Santo-ES, Rio de Janeiro-RJ, Séo Paulo-SP;

Sul: Parana-PR, Rio Grande do Sul-RS e Santa Catarina-SC
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Todos os 20 locos do STR em Pernambuco avaliados nesta analise atingiu o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) com P>0,05, exceto os locos CSF1PO
(P=0,0037), TPOX (P=0,04481), VWA (P=0,01502), D13S317 (P=0,00986),
D2S441(P=0,00104), D19S433(P=0,00508) os quais ap0s a Correcao de Bonferroni
(P>0,0025) passaram a nao ter mais diferencas estatisticamente significativas dos
valores esperados no EHW. Comparando a populagdo pernambucana com outras
populacdes do nordeste e de outras regides brasileiras, ela € geneticamente mais
distante de Amapa para os marcadores VWA, D13S317, FGA, D5S818 (com DFst de
0.00272, 0.00195, 0.00254, 0.00542, respectivamente), de Goias em CSF1PO, THO1,
D7S820, D21S11, D3S1358 (com DFst de 0,00101, 0,03111, 0,00045, 0,18918,
0,00033), de Sao Paulo apenas para o loco D8S1179 (DFst= 0.06727 ) e Rio Grande
do Sul para o loco D16S539 (DFsi= 0.00125), Santa Catarina para TPOX (DFst de
0.00145). J4 comparando nossos resultados com a populacao brasileira mostrou um
alto grau de concordancia para todos marcadores, com DFst préximos de O.

O loco D21S11 apresentou-se com maior indice de variagcdo genética entre
individuos de diferentes populagbes, 1.99% e o D3S1358 o menor valor, com
praticamente nenhuma variacao, isto €, 0%.

Considerando que na comparacao por diferenciacdo populacional duas
populacdes sédo consideradas como significativamente diferentes quando o valor P
apresenta-se menor do que o nivel de significancia para cada loco observa-se que
Pernambuco esta mais distante de Goias, Santa Catarina, Amapa, Sao Paulo e Ceara
(P<0,05/12 em 3, 3, 1, 1 e 1, respectivamente, dos 13 locos CODIS original).
Possivelmente isto pode ser justificado pela diferenca da estrutura étnica além de
Pernambuco estar geograficamente distante deles. Ja na comparagdo por

diferenciacdo de dados de PE com os dados conjugados brasileiros, observou-se
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diferenca significativa em 1 dos 13 locos. No dendograma apresentado na figura 2
observa-se que pela distancia de Nei obtida a partir de um conjunto de 12 locos STRs
autossémicos de Pernambuco nédo se agrupou com nenhum dos estados do Nordeste
considerado. Vé-se claramente menor distancia genética entre Bahia, Rio de Janeiro
e Distrito Federal e entre S&o Paulo Parana, Santa Catarina e Rio Grande do sul, que
podem ser explicados pela aproximacao geografica e razdes historicas coincidentes.

E necessario um estudo mais detalhado para maior suporte desta analise. Inclusive

uma analise de subestruturacdo da populacédo brasileira.

Distrito Federal
~< Rio de Janeiro
Bahia

L Espirito Santo

Sao Paulo

Parana
‘E Santa Catarina
Rio Grande do Sul

Pernamhbuco

Ceara

Goias

Figura 2 - Dendograma construido pelo método UPGMA a partir de dados de

distancia de Nei estimada para o conjunto de 12 locos STRs autossémicos.

Isso faz-nos perceber que nem sempre dados conjugados s&o representativos
para todos os estados em todos os locos, ainda mais quando ha prevaléncias de
individuos de um dos estados brasileiros. A presenca de diferencas significativas entre

populacdes diferentes é importante para escolha de banco de dados na investigagcao
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forense, pois na andlise estatistica pode levar a valores significativamente mais altos
ou mais baixos do que 0 que se esperava.

No estado de Pernambuco a taxa de heterozigosidade observada (Ho) varia de
0,7084 (TPOX) a 0,8962 (D12S391), o poder de discriminacgéo (PD) varia entre 0,8668
(TPOX) a 0,9779 (D1S1656). Ja a probabilidade de exclusdo (PE) varia de 0,4414
(TPOX) a 0,7877 (D12S391). Os marcadores genéticos mais polimorficos sao
D1S1656, D2S1338 e D18S51 (PIC=0,8919, 0,8854 e 0,8833, respectivamente) e 0s
menos polimérficos sdo TPOX, D5S818 e D22S1045 (PIC= 0,6976, 0,7050 e 0,7099,
respectivamente). Os 20 locos juntos apresentaram: PD acumulado =1,0, PE
acumulado=0,999999995, PM acumulado= 4,39363x10%° e TPl acumulado=
2,2x10%°,

Os parametros forenses relacionados aos 20 locos STR séo Uteis em termos de
variabilidade e para fins forenses civeis e criminais envolvendo a populacdo
Pernambuco. A perspectiva é fazer um estudo ainda mais amplo e a partir de dados
buscados em um banco de dados Unico Brasileiro com regras padréo relacionadas
tanto aos procedimentos de biologia molecular como também a genética de
populacfes, geografia e antropologia. Isso garantiria além da uniformizacdo dos
dados para melhor interpretacdo, a qualidade dos dados. E esses dois pontos séao

imprescindiveis para maior veracidade dos estudos populacionais.
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APENDICE C - REGISTRO DE PROGRAMA DE COMPUTADOR MutCodom

(Mutation Rate estimate for Codominant markers)

Quando: 14/04/2021.
Como: Via e-malil.

Com quem: Diretoria de Inovacdo e Empreendorismo da Universidade Federal de
Pernambuco — POSITIVA -UFPE, intermediaria do pedido de registro no INPI (Instituto
Nacional da Propriedade Industrial), conforme as instrucbes em
https://www.ufpe.br/positiva.

Autores: Abigail Marcelino dos Santos Silva, Sérgio de S& Leitdo Paiva Junior e Valdir
de Queiroz Balbino.

Funcéo do programa: Calcular taxa de mutacao.

Tipo de dados que analisa: genotipos de marcadores codominantes como 0S
microssatélites autossémicos.



AR

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA ECONOMIA

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETORIA DE PATENTES, PROGRAMAS DE COMPUTADOR E TOPOGRAFIAS DE CIRCUITOS INTEGRADOS

Certificado de Registro de Programa de Computador

Processo N°: BR512021001365-4

O Instituto Nacional da Propriedade Industrial expede o presente certificado de registro de programa de
computador, valido por 50 anos a partir de 1° de janeiro subsequente a data de 30/10/2019, em conformidade com o
§2°, art. 2° da Lei 9.609, de 19 de Fevereiro de 1998.

Titulo: MutCodom
Data de criacao: 30/10/2019
Titular(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Autor(es): ABIGAIL MARCELINO DOS SANTOS SILVA; SERGIO DE SA LEITAO PAIVA JUNIOR; VALDIR DE
QUEIROZ BALBINO

Linguagem: PYTHON

Campo de aplicacao: BL-02

Tipo de programa: AP-01; AT-01; TC-01
Algoritmo hash: SHA-512

Resumo digital hash:
5f004c4d4dd74beab4838cdd05ee5e1b05957e87aa006310f4f787d6eadd05b972efoc24allaalff2a7671fe2c2201a525d
36e16d6613c616571f94d4469acch

Expedido em: 29/06/2021

Aprovado por:
Carlos Alexandre Fernandes Silva
Chefe da DIPTO



157

APENDICE D - PEDIDO DE REGISTRO DE PROGRAMA DE COMPUTADOR

SSRgene (Simulator of Simple Random Sampling of Genetic data)

Quando: 07/06/2021
Como: Via e-mall

Com quem: Diretoria de Inovagao e Empreendorismo da Universidade Federal de
Pernambuco — POSITIVA -UFPE, intermediaria do pedido de registro no INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial), conforme as instru¢des em
https://www.ufpe.br/positiva.

Autores: Abigail Marcelino dos Santos Silva, Sérgio de S& Leitdo Paiva Junior e
Valdir de Queiroz Balbino

Funcéo do programa: disponibiliza ferramenta de manipulagédo de amostras

Tipo de dados que analisa: dados genotipicos de marcadores codominantes
diploides.

Situacao atual: em andamento.



158



	0520b1dde07261311055867e51c7371aea29ce4e892e33ec9307cf3dc2dd7c9c.pdf
	11868013a875e35b199cd0f4a60ac320e262314abb7437cd66924c7a2c240613.pdf
	0520b1dde07261311055867e51c7371aea29ce4e892e33ec9307cf3dc2dd7c9c.pdf

