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Resumo

A introducdo do uso de STRs (Short Tandem Repeat) como uma
ferramenta para identificacdo humana, revolucionou a area forense nos ultimos 20
anos. Muitos laboratorios de biologia molecular passaram a oferecer o servico de
genotipagem com o objetivo de identificacdo individual tanto no ambito forense. O
servico de genotipagem e finalizado na emissdo de um laudo que, em muitos casos,
sera utilizado em tribunais e serve como prova em conflitos na justica, por isto o
laudo deve ser isento de erros e para garantir a minimizacdo de erros nas
conclusdes dos laudos é necessario um grande controle por parte do laboratorio,
desde a coleta das evidéncias passando pela genotipagem até os célculos
estatisticos.

O objetivo deste trabalho foi criar uma ferramenta destinada ao uso de
laboratorios de genotipagem com foco forense. O DNAstr.com € um software
construido na plataforma web que foca a automatizacdo das etapas de cadastro
até a emissdo do laudo, permite a integracdo com outros aplicativos e
equipamentos do laboratorio, faz analises estatisticas do banco de dados e aplica
alguns dos principios estatisticos dos softwares utilizados na literatura para a
resolucao de casos de paternidade e analise de mistura.

Palavras-chave: DNA; STRs; Estatistica Forense ; Software



Abstract

The introduction of the use of STR (Short Tandem Repeat) as a tool for
human identification has revolutionized forensic science in the last 20 years. Many
molecular biology laboratories began offering the genotyping service with the
individual identification goal in civil and forensic context. The genotyping service
terminates producing a report, which in most cases, will be used in courts and will
serve as evidence of justice disputes. Therefore, the report should not contain
mistakes, and to ensure the minimization of errors in the conclusions of the reports
is needed a lot of control by the laboratory from genotyping to the statistical
calculations.

The objective was to create a tool, oriented to the use of genotipage
laboratories. The DNAstr.com is software that facilitates the creation of reports,
automating the steps to register and report emission, allows integration with other
applications and laboratory equipment, makes analyzes database statistics and
apply some of the principles of statistical software used in the literature to resolve

paternity cases, and mixture analysis.

Key words: DNA; STRs; Forensic Genetic; Software
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1. Introducéo

Os métodos em genética molecular aplicados a genética forense, tém se
firmado ao longo dos ultimos 20 anos com a chegada de novos equipamentos
capazes realizar a genotipagem em um namero cada vez maior de loci do genoma,
em menor tempo e com uma maior sensibilidade. Estes avancos permitiram
aumentar a capacidade de descriminacdo entre individuos, porém introduziram
uma maior complexidade, tanto pelos calculos envolvidos como pelas quantidades
de informacao armazenadas e processadas.

Os modelos estatisticos utilizados nos calculos aplicados a genética forense
tém como premissa a independéncia entre as frequéncias calculadas a partir dos
loci da amostra populacional, sendo que quando n&o sao verificadas estas
condic¢des iniciais, os valores calculados podem diferir do valor verdadeiro, trazendo
um fator de erro. Esta tarefa de verificacdo fica a cargo do proprio experimentador.
Ferramentas utilizadas para realizar os calculos estatisticos (e.g. Familias;
DNAmiIx) largamente utilizadas em laboratorios de genotipagem principalmente no
Brasil, ndo possuem métodos para checar se marcadores moleculares,
sumarizados em tabelas de frequéncias, estdo ou ndo aptos para o uso, apesar de
assumir estas premissas.

Este trabalho descreve o desenvolvimento da ferramenta DNAstr.com, um
software que implementa, via web, os célculos de genética forense, organiza dados
dos casos estudados e das pessoas genotipadas, disponibiliza indices
relacionados a genética de populagbes nas tabelas de frequéncias, implementa
rotinas de seguranca com criptografia SHA2, e possui uma interface amigavel. Por
isto esta ferramenta possibilita uma maior seguranca na montagem dos laudos

técnicos por parte de peritos que atuam nos laboratoérios de genética forense. Pode
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ser utilizada como uma ferramenta gerenciamento de laudos. Permite maior
facilidade na capacitacdo dos usuarios, pela facilidade de manuseio. Possui
mecanismos de auditoria que permitem acompanhar as modificacdes importantes
realizadas no banco de dados. Além disto a sua implementacao é gratuita podendo
ser instalada num computador desktop ou num servidor de rede ficando acessivel

apenas no ambiente interno do laboratério.

2. Revisao da Literatura

2.1 Marcadores Moleculares

O genoma humano consiste de 22 pares de cromossomos autossdmicos e
um par de cromossomos determinantes do sexo. OS Cromossomos sexuais sao
representados pelas letras X e Y, sendo que o homem possui o par XY e a mulher
o par XX. Os pares de cromossomos sdo descritos como homologos por terem a
mesma estrutura génica. A posic¢ao ou localizagdo de um gene ou de um marcador
€ comumente chamada de locus (loci no plural). Uma copia de cada gene reside no
mesmo locus em cada um dos cromossomos do par homodlogo. Eventos
mutacionais, aqui definidos como sendo mudancas na sequéncia de bases ao longo
do DNA, podem ocorrer ao longo do tempo modificando uma das cépias de um
locus em cada um dos cromossomos homodlogos. Estas modificacbes geram
diferencas denominadas alelos. Se dois alelos de um Locus forem idénticos, entédo
este Locus é considerado homozigoto, e se forem diferentes, heterozigotos (Cox,
Doudna, and O"Donnel 2012) .

Um marcador genético € uma sequéncia de DNA com localizacéo
cromossOmica conhecida e que pode ser usado para identificacdo individual ou de

espécies. Alguns tipos de marcadores usados:
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e RFLP (Restriction fragment length polymorphism ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restri¢ao.

e SSLP (Simple sequence length polymorphism ou polimorfismo de
comprimento de sequéncia Unica)

e AFLP (Amplified fragment length polymorphism ou polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado)

e RAPD (Random amplification of polymorphic DNA ou Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso )

e VNTR (Variable number of tandem repeat ou repeticbes pequenas em
tandem)

e SSR Microsatellite polymorphism, (Simple sequence repeat ou Sequéncias
simples repetidas)

e SNP (Single nucleotide polymorphism ou Polimorfismo de base Unica)

e STR (Short tandem repeat ou Repeticdes curtas em Tandem)

Um genétipo (do grego “genos”, originar e ‘typos”, caracteristica) € a
caracterizacdo dos alelos presentes num locus génico. A genotipagem € a técnica
pelo qual identificamos pequenas regides do DNA denominadas MARCADORES,
que variam de individuo para individuo de um ou mais loci do genoma, determinado
assim seus alelos. A genotipagem do DNA para identificacdo humana foi descrita
pela primeira vez pelo geneticista inglés Alec Jeffreys (Jeffreys, Wilson, and Thein
1985). Seu meétodo consistia em localizar polimorfismos usando enzimas para
marcar regides curtas de DNA e cortar 0 genoma em pedacos para, entao, serem
identificados através da técnica de eletroforese em gel. Polimorfismos séo

diferencas encontradas em regides do genoma de cada individuo provocadas por


http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/Simple_sequence_length_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/RAPD
http://en.wikipedia.org/wiki/Variable_number_tandem_repeat
http://en.wikipedia.org/wiki/Microsatellite_(genetics)
http://en.wikipedia.org/wiki/Microsatellite_(genetics)
http://en.wikipedia.org/wiki/Single_nucleotide_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/Short_tandem_repeat
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mutacdes em um locus do cromossomo, sendo, em média, 1 par de base (pb) em
cada 1000. Duas formas de variacdo sao possiveis: Polimorfismos de sequéncia e
Polimorfismos de tamanho. A partir do trabalho realizado por Alec Jeffreys,
geneticistas passaram a trabalhar na possibilidade de identificacdo humana

individual através da analise dos polimorfismos encontrados no genoma.

Um locus microssatélite ou STR (STR do inglés Short Tandem Repeat ou
repeticfes curtas em tandem) € uma sequéncia curta de DNA repetida muitas vezes
em bloco num local especifico do cromossomo (e.g. CACGn, onde o tema de
repeticdo “CACG” é visto “n” vezes no locus). Um SNP é um tipo de polimorfismo
de sequéncia. Consiste numa mutacdo de uma Unica base. Estima-se que existam
ao menos 10 milhées de SNPs no genoma humano, ou um a cada 300 pb. Ja foram
identificados pelo menos quatro milhdes, sua densidade € de um sitio a cada 1000
ou 3000 em DNA codificante e de um sitio a cada 500 a 1000 em regides nao
codificantes. Seu mapeamento € uma importante ferramenta nos estudos de
associacdo com doencas pois estes polimorfismos muitas vezes estdo em
desequilibrio de ligacdo com regidbes do genoma que desempenham papeis
importantes no desenvolvimento de doencgas. Tanto STRs como 0os SNPs,podem
ser usados para identificagcdo humana. Para alcancar a mesma precisao que STRs
na identificacdo humana, sdo necessarias uma maior quantidade de marcadores
do tipo SNPs (Kidd et al. 2006). Nesse sentido, pesquisadores vém utilizando
bancos de dados de SNPs para selecionar os marcadores mais informativos dentro
de um conjunto de milhares de variantes (Kidd et al. 2012).

Regides repetitivas do DNA com tamanho variando entre 5-500pb séo
designados de DNA satélite, e sdo exemplos de polimorfismos de tamanho.

Estima-se que 3% do genoma humano seja composto por diferentes loci STR’s de
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tamanho diferentes. A maioria dos marcadores STRs sao dinucleotideos, seguidos
em abundancia pelos mono-, tri e tetranucleotideos (Lander et al. 2001). Os STRs
também podem ser divididos com relacao ao padréo de repeticdo, podendo ser dos
tipos repeticdo simples, repeticdes compostas (que consistem em duas ou mais

repeticbes simples adjacentes) e repeticdes complexas que podem ter diversos

blocos de repeticbes muito variaveis.

Grupos de STRs, ou SNPs, que estdo fisicamente préximos em um mesmo
cromossomo (ditos em desequilibrio de ligacdo) raras vezes sédo afetados por
eventos de recombinacéo durante a meiose e sao, em geral, herdados em conjunto;
estes agrupamentos sdo conhecidos como haplétipos (Figura 1). Marcadores
herdados em conjunto sdo compilados em haplétipos, que passam a ter a
sequéncia de marcadores posicionados ha mesma ordem para cada individuo. Um

subconjunto de marcadores é escolhido para definir cada haplétipo individualmente

(Cox et al. 2012).

(a) SNPs SNP SNP SNP

Milhares de pares | Milhares de pares

de bases

Milhares de pares

de bases de bases
Cromossomo A —— ! —_— ——

Individuo 1 AACACGCCA. .. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...
Individuo 2 AACACGCCA. . . TTCGAGGTC. . . AGTCAACCG...
Individuo 3 AACATGCCA. .. TTCGGGGTC. . . AGTCAACCG...
Individuo 4 AACACGCCA . .. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...

(b) Haplétipos \\\‘ /

5ti B--A--A--G----A--C--G--G--T--T--€--A--G--G--C--A
Haplétipo 1 C--T--C--A--A--A--G--T--A C--G--G--T--T
Haplétipo 2 T--T--G--A--T--T--G-€--G--C--A--A--C--A--§--T--A--A--T--A
Haplétipo 3 C--C--C--G--A--T--C-1F--G--T--G--A--T--A--8--T--G--G--T--G
Haplétipo 4 T~C—-G—»A—-T--T-»C--C»-G——C--G——G——T~—T--T--A~G~A- C--A
(c) SNPs marcadores A I 9
G € G

Figura 1- Hapl6tipos baseados em SNPs (Cox et al. 2012).
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Para efeitos populacionais, o uso de polimorfismos € importante para a
busca de padrdes evolutivos relacionados a diferencas entre populacdes. As
diferencas populacionais aumentam o poder estatistico dos marcadores
(principalmente em alelos raros). Marcadores que apresentam frequéncias
menores do que 0,95 para a maioria dos seus alelos sdo considerados polimorficos.
Este corte em 0,95 serve para mostrar loci nos quais a variacao alélica € mais
comum. Um alelo é considerado raro quando sua frequéncia for menor que 0,005,
muitos destes alelos sédo deletérios e sdo muitas vezes mantidos na populacdo por
mutacdes recorrentes. Com a definicdo de polimorfismos de 0,95 e se os alelos
sdo combinados aleatoriamente em gendtipos entdo estima-se que
aproximadamente 10% da populacéo sera heterozigota para a maioria dos alelos

comuns (Daniel and Clark 2007).

2.2 Nomenclatura de STRs com uso forense

A nomenclatura utilizada na genética forense para nomear os marcadores
STRs, locus e alelos, foi recomendada pela Comisséo Internacional de DNA da
Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG do inglés International Society
to Forensics Genetics.). Um conjunto de trés regras foram estabelecidas: A primeira
regra estabelece que a leitura das sequéncias de DNA se faz da extremidade 5’
para a 3’ da fita de DNA (fita Watson); a segunda determina que quando um
determinado STR esta relacionado com genes codificantes de proteinas, essa sera
a cadeia utilizada como referéncia e o marcador tera a abreviatura da proteina que
codifica (e.g. VWA, fator de von Willebrand), enquanto que em marcadores
localizados fora da regido codificante a nomenclatura sera baseada na localizacao

cromossOmica da sequéncia descrita primariamente na literatura, iniciando com a
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letra D (de DNA) seguido pelo nimero do cromossomo em que se localiza o STR,
uma letra S (single copy, copia simples) e um numero que identifica a ordem no
qual aquele marcador foi descrito no cromossomo (e.g. D12S324, que se situa no
cromossomo 12 e no 324° locus descrito nesse cromossomo. A terceira regra diz
respeito a classificacdo da sequéncia de repeticdo, em que o numero de vezes que
se repete uma determinada sequéncia € o numero dado ao alelo em questédo (e.g.
na sequéncia: 5’- GG TCA TCA TCA TCA TCA GG-3’' o nome do alelo sera 5). No
entanto, ha unidades de repeticdo que estdo incompletas, como é o caso do alelo
9.3 no marcador THO1 (alelo muito frequente na populacdo portuguesa), o que
significa que existem nove copias da unidade de repeticéo tetranucleotidica e mais
trés nucleotideos, estas microvariantes serdo entdo classificadas com o numero de
repeticbes completas seguidas de um ponto decimal e do nimero de nucleotideos

existentes (Butler 2002)

2.3 Genética de Populacbes

O campo da genética de populacfes remonta ao inicio do século XX, sendo
que um dos marcos iniciais foi a formulacdo do famoso Principio de Hardy-
Weinberg, em 1908. Seu inicio se deu com o estudo da proporcédo de genes através
das caracteristicas fenotipicas, pois inicialmente apenas estas caracteristicas eram
mensuraveis e suas diversas diferencas eram consideradas os alelos dos genes. A
Genética de populagcbes € um campo da genética que associa estatistica e
matematica para avaliar as variacdes hereditarias no tempo e no espaco através
dos processos de mutacéo, migracéo e deriva genica avaliadas pela quantificacao

dos de diferentes alelos (Hartl and Clark 2007).
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O modelo basico para genética de populagbes, chamado de modelo de
geracdes discretas, € dado por uma populacdo ideal com as seguintes
caracteristicas: seu tamanho € infinito; a reproducéo € aleatéria entre os membros,
ou seja, 0s cruzamentos entre os membros sdo aleatérios e possuem a mesma
chance de ocorrer para qualquer membro da populacédo (populacdo panmitica); e
as geracoes sdo discretas, ou seja, hdao ha sobreposicdo de geracdes. Este modelo,
apesar de simplista, pode ser utilizado como referéncia em muitas populacées

reais.

A partir deste modelo podemos imaginar “N” replicatas da populagao original,
chamadas de populacdes locais ou demes, coexistindo ao mesmo tempo que séo
submetidas as mesmas forcas evolucionarias, mas que diferem umas das outras
pela aleatoriedade dos alelos transmitidos nas geracdes passadas. A genética de
populacdes tem focado seus esforcos em compreender a variacdo existente entre
os individuos das “N” subpopulacdes através da analise das frequéncias dos

marcadores e seus alelos.

2.4 Principio de Hardy-Weinberg

Em 1865, Gregor Mendel, um monge agostiniano e botanico, formulou as
leis basicas da hereditariedade, hoje denominadas de Leis de Mendel. Seu trabalho
de genética quantitativa foi fundamental para genética de populacbes por
considerar as consequéncias da continua autofecundacdo entre genotipos
heterozigotos. Em 1908, Wilhelm Weinberg e G. H. Hardy publicaram, de forma
independente, os mesmos resultados sobre a equacdo que envolve a frequéncia

genotipica em uma populagédo (Edwards 2008).
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No modelo de Hardy-Weinberg, a relacdo matematica entre as frequéncias

alélicas e as frequéncias genotipicas € dada por:
AA: p?; Aa:2pq; aa: q?
Equacéao 1-Principio de Hardy-Weinberg

Em que p?, 2pg e g2 sdo as frequéncias dos genétipos AA, Aa e aa nos zigotos
de qualquer geracéo, p e q sado as frequéncias alélicas de A e a nos gametas da
geracdo precedente e p + g = 1. As frequéncias mostradas na Equacao 1
constituem a base do Principio de Hardy-Weinberg ou equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

Um pré-requisito importante para que a Equacéo 1 seja valida diz respeito a
populacao na qual as frequéncias sdo observadas, a saber: o organismo em estudo
€ dipléide; a reproducédo € sexuada; as geracdes sado discretas; os genes em
guestao possuem dois alelos (esta equacao pode ser expandida para mais de dois
alelos); as frequéncias alélicas sédo idénticas em machos e fémeas; o cruzamento
entre os individuos € aleatério; o tamanho da populacéo € infinito; mutacdes podem
ser ignoradas e a selecdo natural ndo afeta os alelos em consideracdo. Este
conjunto de suposicfes resumem as premissas do modelo matematico de Hardy-
Weinberg.

A Tabela 1 mostra que cruzamento aleat6rio dos genotipos equivale a uniao
aleatéria dos gametas no caso de dois alelos. As frequéncias genotipicas de AA,
Aa e aa na geragao parental sdo dadas por P, Qe R,onde P+ Q + R=1. Em
termos de frequéncias genotipicas, as frequéncias alélicas p de A e g de a sdo as

seguintes:
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2
g= R+Q) gy 2

2
Equacéo 2- relacao entre frequéncias alélicas e genotipicas.

- (219+Q)/2:PJr Q

Tabela 1 - Demonstra¢éo do principio de Hardy-Weinberg (Daniel e Clark 2007)

Cruzamentos Frequéncia de Cruzamentos Frequéncias dos zigotos (descendentes)

AA Aa aa

AA x AA p? 1 0 0
AA x Aa 2PQ Y Z 0
AA x aa 2PR 0 1 0
Aa x Aa Q? Y % Y%
Aa x aa 2QR 0 % %
aaxaa R? 0 0 1
Totais (proximas geracoes) P’ Q R’

E possivel deduzir entdo que as frequéncias genotipicas P’, Q’ e R’ da
geracdo imediatamente seguinte podem ser matematicamente relacionadas as

frequéncias alélicas da geracao parental.

PQ Q?
P'= P? + + — = p?
2 4
o' =222 apr 4 %=2pq
2 2QR
R=“4 4 R2= g2
A d

Equacéao 3 - Relacao frequéncia genotipica com frequéncia alélica da geracdo parental

Uma das mais importantes implicagbes do principio de Hardy-Weinberg é
que as frequéncias alélicas das proximas geracdes sdo exatamente iguais as da
geragdo anterior (Daniel and Clark 2007). Com o cruzamento aleatério as
frequéncias se mantem constantes através das geracdes. Estas frequéncias
constantes implicam na auséncia de forcas evolutivas especificas, sendo que o

mecanismo de heranca mendeliana mantém a variacdo genética.
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2.5 Testes para desvios nos valores do equilibrio de Hardy-Weinberg

Para verificar se as frequéncias alélicas de uma populacéo estdo de acordo
com a equacao de Hardy-Weinberg, € necessario realizar algum teste estatistico,
sendo que 0s mais comumente usados sao o teste qui-quadrado e o teste exato de

Fisher.

2.5.1 Teste qui-quadrado

O teste qui-quadrado (x?) € o teste mais comum para testar a independéncia
entre linhas e colunas numa tabela de contingéncia (Conover 1980). A hip6tese
para o teste de qui-quadrado que define se uma populacao estd em equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) é dado por:

{HO: A populagao esta em equilibrio de Hardy — Weinberg
H;: A populagdo nao esta em equilibrio de Hardy — Weinberg

Para realizar este teste, devemos comparar as frequéncias dos genétipos na
populacdo contra as frequéncias esperadas quando a populacdo estd em EHW.
Dado um locus denotado por Al, A2,..,AK, onde K é a quantidade de locus,
definimos a quantidade de genotipos AiAj observados como: ny,i <j,i,j=1..k
com k = a quantidade de alelos no locus. Entdo o nimero de alelos ni é dado por:

i—1 k
n; =2n;; + E nji + E Nij,
=1

j=itl

Equacéo 4: Quantidade de alelos no locus

A probabilidade Pij do genétipo em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) é dado

por:
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p;, i=J
2pipj, 1 FJ,
Equacéo 5: Probabilidade do Gendtipo AiAj em EHW

pij = P(AjA)) = {

Onde Pi é a probabilidade do Alelo Ai dada por: pi =ni/(2n), i=1..k. Podemos

estimar a frequéncia esperada Eij para o locus em EHW como:

2nPP;,  i#]

Equacéo 6: Quantidade esperada de genoétipos

nP?, i=j

O teste para a hipotese nula do equilibrio de Hardy-Weinberg € construido como

(Geisser and Johnson 1992) :

k k

T ZZ (”U u)

i=1 j=i
Equacéo 7: teste qui-quadrado para EHW

2.5.2 Teste exato de Fisher

O teste exato de Fisher é um teste usado para analisar tabelas de
contingéncia que calcula diretamente o valor exato do p-value, sem aproximacao.
Quando consideramos um locus dialélico, podemos calcular o valor exato do teste

de Fisher pela formula:

nln,! n,! 2mab

P(naanabnbblnanb):(zn)ln TINEN
taa-"*ab* "'bb*

Equacéo 8: Teste exato de Fisher para locus bialélico

Onde na e np sdo as quantidades dos alelos a e b e naa, Nab € Nbb representa
a quantidade observada dos gendétipos aa, ab e bb. O teste exato de fisher também
pode ser aplicado quando o locus possui mais de dois alelos. Neste caso, a

avaliacdo de todas as possibilidades de alelos nos locus pode ser
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computacionalmente muito custosa, especialmente quando o tamanho da amostra
populacional € muito grande. Guo e Thonpson (1992) descreveram dois métodos
aproximados para o calculo do p-valor para o teste exato de fisher (Guo and a.
1992) baseados nas técnicas de reamostragem de Monte Carlo e no algoritmo

Metropolis.

2.6 Aplicacao de genética de populacfes em genética forense

A possibilidade da definicdo genotipica de individuos nao relacionados para
diversos loci presentes no genoma humano possibilitou a caracterizagao individual
para os membros de uma populagdo. Um conjunto de 12 STR loci pode dar um
poder de descriminacao entre os individuos da populacdo de um em um trilhdo
(Fung and HU 2008). Estatisticas utilizadas para definir a identidade, ou match de
perfis de um ou mais individuos, dadas as amostras, sdo baseadas na relagdo entre
0 gendtipo dos individuos conhecidos e possivelmente envolvidos com a amostra
e 0 gendtipo de qualquer individuo que poderia estar aleatoriamente presente na
populacdo. Um conjunto de estatisticas relacionadas a genética de populacdes
auxiliam na caracterizacdo de uma populacao utilizada nos calculos probabilisticos

em genética forense.

2.6.1 Probabilidade de Match (p.M)

A probabilidade de match é a probabilidade de encontrar duas pessoas
geneticamente nédo relacionadas e com o0 mesmo gendtipo (Barrai and Larralde
1992). A probabilidade de Match pode ser considerada de duas formas: A priori &
calculada quando conhecemos a frequéncia dos alelos e desejamos saber a

probabilidade de dois genotipos iguais com estas frequéncias. A posteriori, quando
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ja temos a informacdo de um genotipo em particular e desejamos saber qual a
probabilidade de encontrar outro gendtipo igual. Em tabelas de frequéncias
desejamos calcular o valor da probabilidade de Match a priori para cada locus em
particular e para a tabela em geral.

Dados: n a quantidade de individuos genotipados; i e j, i £j = 0,..,n as
frequéncias de todos os alelos e Pij a frequéncia de todos os gendtipos o valor do

Probabilidade de Match, p.M, a priori € dada por:

n n

i=0 j=0
Equacéo 9: Probabilidade de Match (p.M)
A probabilidade de Match acumulada informa a probabilidade de match
guando consideramos todos os loci. Esta probabilidade é dada pelo produtério de
p.M de todos os loci.

2.6.2 Poder de discriminacéao (PD)

O poder de discriminacéo (PD) (Jones 1972) é definido como a probabilidade
de diferenciacdo entre dois individuos ndo relacionados. Esta medida esta

relacionada a probabilidade de match discutida anteriormente e é dada por:

PD=1—-p.M
Equacéo 10: Poder de discriminagéo

Pela relagéo acima, percebe-se que quanto menor for a probabilidade de

match, maior seréd o poder de discriminacdo que o locus ou a tabela possui.

2.6.3 Conteudo Informativo de Polimorfismo (PIC)
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O conceito de polimorfismo € usado para definir a variacdo genética numa
populacdo e tem sido aplicado em diversas areas de estudo como ecologia,
zoologia e microbiologia (Nagy et al. 2012). O conteudo informativo de
polimorfismo pode ser interpretado como a probabilidade que os alelos paternos e
maternos podem ser deduzidos pelos alelos do filho, ou em outras palavras, a
probabilidade dos alelos paternos terem sidos transmitidos aos descendentes
(Botstein et al. 1980). Dados: n o numero de alelos; pi e pj as frequéncias dos

alelos i e j, o valor de PIC é dado por:

n n—1 n
PICZl_ZpiZ - z z 2pi v}
i=0 i=1 j=i+1

Equacéo 11: PIC Conteudo informativo de Polimorfismo

O valor PIC calculado por locus informa o quanto é informativo o locus para
o polimorfismo. Valores de PIC = 0,5 indicam alto valor informativo; 0,5 > PIC = 0,25
possui um conteddo informativo médio e valores PIC < 0.25 possuem fraco

conteuddo informativo.

2.6.4 Heterozigosidades Observada (Ho) e Esperada (He)

A Heterozigosidade Observada é definida como a razao entre a quantidade
de individuos heterozigotos num locus pelo total de individuos. A Heterozigosidade

Esperada € definida pela equacéao:

n
Hezl—ZPiz

=0
Equacéo 12: Heterozigosidade Esperada HE

Onde Pi, i =0,...,n sdo as frequéncias dos alelos no locus.
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2.6.5 Poder de Excluséo (PE)

O poder de excluséo (PE) é definido como sendo a fragdo de individuos que
tém um perfl de DNA que é diferente da de um individuo selecionado
aleatoriamente, num caso tipico de paternidade. O valor para cada caso individual
pode variar. A média para um determinado locus € representado pela seguinte

equacao (Brenner and Morris 1992):

PE = H2(1 — 2H,H?)
Equacéo 13: Poder de Excluséo (PE)
Onde Ho é a heterozigosidade observada e H é a frequéncia dos
homozigotos. Podemos também calcular o PE para o conjunto de loci, CPE (poder

de exclusdo acumulado) dado por:

n
CPE=1- 1_[(1 — PE)

Equacéo 14: Poder de exciluséo acumulada (CPE)
2.6.6 Indice de paternidade tipico (TPI)

O indice de paternidade tipico reflete quantas vezes mais provavel é que
uma pessoa que esta sendo testado seja o pai biolégico, em vez de um individuo
selecionado aleatoriamente. O indice de paternidade tipico é atribuido a um locus,
em vez de um caso individual. Geralmente, um TPI inferior a 1 é indicativo de ndo

relacionamento. O TPI é representado pela seguinte equacao:

TPI = !
Equacédo 15: Indice de paternidade tipico (TPI)
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2.6.7 Iindice de fixag&o de Wright (F)

De acordo com Falconer (FALCONER 1964), a endogamia ocorre quando
se tem o acasalamento entre individuos que sao relacionados por ascendéncia,
tendo como primeiro efeito uma mudanca nas frequéncias genotipicas de Hardy-
Weinberg. Para o autor, o coeficiente de endogamia F mede a probabilidade de
dois alelos, em qualquer locus de um individuo, serem originados a partir da copia
de apenas um alelo na geracdo anterior (autozigosidade). Sem considerar as
forcas evolucionarias que podem estar presentes numa populacdo, o indice de
fixacdo, ou estatistica F, € desenvolvido em funcdo das frequéncias alélicas e
genotipicas (Nagylaki 1998), uma vez que os conceitos de autozigosidade (alelos
iguais por descendéncia) e alozigosidade (diferentes por descendéncia) estao
relacionados aos conceitos de homozigosidade e heterozigosidade em uma
populacao de organismos endocruzados.

Wright (Wright 1965) discutiu o relacionamento entre gametas, mostrando o
significado do coeficiente de endogamia e de parametros relacionados a pares de
gametas em geral, realcando o fato de que eles podem ser interpretados tanto
como coeficientes de correlacdo, quanto como a probabilidade dos genes idénticos
serem de mesma origem. Wright sempre preferiu a interpretacdo de F como sendo
uma correlacdo uma vez que F pode assumir valores negativos e neste caso o
conceito de probabilidade falha.

Trés parametros descritivos do indice de fixacdo foram propostos: Em
termos de populagéo total (T). Em termos de subpopulagdes (S) e em termos de
individuos (I).

e FiT- expressa a correlacéo entre os gametas que se unem para produzir os

individuos em relacdo aos gametas da populacgéo total.
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e Fis - expressa a meédia das correlagdes, sendo cada uma delas proveniente
dos gametas que se unem em cada subpopulacdo em relacdo aos gametas
desta subpopulacgéo.
e Fst - expressa a correlacdo entre os gametas ao acaso dentro da
subpopulacdo em relacdo aos gametas da populacao total.
O(WEIR 1996)(WEIR 1996)(WEIR 1996)(WEIR 1996) valor de F é definido em
funcdo da heterozigosidade através da seguinte expresséo (WEIR 1996):
F=1- Z—:
Equacdo 16: indice de Fixag&do de Wright

Quando F = 0, assume-se que 0s acasalamentos sdo aleatorios, ou seja,
ndo existe endogamia e as frequéncias genotipicas da populacdo estardo de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Quando F assume qualquer outro valor
entre 0 e 1, as frequéncias se alteram, sendo que para F = 1, tem-se endogamia
total e a populacdo sé apresentard gendtipos homozigéticos AA e aa,

respectivamente nas frequéncias p e q.

2.7 Softwares de uso em genética de populacdes

Diversos métodos computacionais e softwares aplicados a genética de
populacées tem sido proposto nos ultimos anos. No entanto, a maioria deles nao
possuem um claro direcionamento as aplicacdes forenses e muitas vezes é
necessario o uso de diversos softwares para sintetizar todos os indices de interesse

para a analise de tabelas de frequéncia.

2.7.1 Genepop

Este software foi originalmente escrito em 1995 e rescrito em 2008 (Rousset

2008). Entre os recursos disponiveis no software com aplicagbes em forense,
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temos: Calculo exato de fisher para o Equilibrio de Hardy-Weinberg, Estatisticas F
e calculo de frequéncias alélicas. Este software possui versdo Windows (DOS),
Linux e uma interface WEB que roda em modo batch (em segundo plano) com os
resultados sendo enviados pelo email. O formato de importacdo de dados é

especifico para o programa (formato NEXUS).

2.7.2 Alerquim

O Alerquim é um software de genética de popula¢gBes bastante completo
(Excoffier and Lischer 2010). Os algoritmos sao implementados para analises intra-
e inter-populacionais. Possui as seguintes funcionalidades utilizadas em genética
forense: Estatistica F; teste exato do HWE, calculo de frequéncias alélicas. Possui
interface para Windows, Linux e MAC. Aceita varios formatos para importacéo de
dados e exporta em varios formatos sendo que na ultima verséo foi implementado

uma interface XML para exportacdo de dados.

2.7.3 EasyDNA_PopuData

Software desenvolvido por (Fung and Hu ,2008) para implementacdo dos
indices de genética de populac¢des descritos no seu livro. Este software apresenta
uma interface para Windows e inclui varios calculos de indices de genética de
populacdo direcionados a forense, entre eles: Heterozigosidade Observada e
Esperada com o erro padrao, Teste Qui-Quadrado, teste exato de fisher, Poder de
discrimicédo e Poder de exclusédo. O arquivo de importagéo € proprio e baseado em

arquivo texto.

2.7.4 Plink
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E uma ferramenta feita para estudos com dados de sequenciamento de
genoma, especialmente na analise de SNPs e associacdo. Este software possui
recursos para trabalhar com grande quantidade de marcadores genotipados de
milhares de individuos (Purcell et al. 2007). Possui, entre outras, as sequintes
funcionalidades: Teste Qui-Quadrado e teste exato de fisher para o EHW,
frequéncias alélicas e genotipicas. Sua interface € por linha de comando, trabalha
com o formato PED e MAP que sao arquivos textos que sumariza os alelos nos loci.

2.8 Visualizacao dos dados.

O perfil de DNA de dois individuos pode ter zero, um ou dois pares de alelos
que sao coincidentes em um determinado locus. Estes eventos podem ser
chamados de mismatches, partial matches e matches, respectivamente, e tem
probabilidades que dependem da proporcdo de alelos e de parametros
populacionais como o Fst que indicam a probabilidade de que um alelo
compartilhado entre dois individuos seja idéntico por descendéncia. Visualizar

estes dados pode ajudar a entender a distribuicdo dos alelos na populacéao.

2.8.1 Match/Patrtial

A probabilidade de que uma pessoa, randomicamente escolhida na
populacdo, tenha um perfil genotipico especifico diminui quando o nimero de loci
genotipados cresce. Um elevado grau de partilha de alelos entre os pares de perfis
sugere parentesco entre os individuos (Weir 2004). A tabela de match/partial
mostra a quantidade de alelos compartilhados em todos os loci do banco de dados
e entre todos os individuos do banco de dados comparados dois a dois. As linhas
da tabela representam a quantidade de loci com dois alelos idénticos e as colunas
representam a quantidade de loci com um alelo idéntico. Para a montagem da

tabela cada individuo € comparado com todos os demais locus a locus e é contado
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quantos loci compartilham dois alelos e quantos compartilham apenas um. O total

€ somado com os demais e colocado na célula correspondente da tabela.

2.9 Estatistica para Genética Forense

A genética forense € o ramo da ciéncia forense dedicado a identificacao
biolégica de individuos tanto no contexto do direito civil (determinacdo de
parentesco) como no contexto do direito criminal (definigcdo de participantes numa
cena de crime).

Na auséncia de erros, uma coincidéncia de perfis (Match) de DNA entre
duas pessoas pode ser explicada de duas formas possiveis: ou 0 DNA pertence a
mesma pessoa ou o individuou ndo é a fonte mas possui 0 mesmo perfil devido ao
acaso. A estatistica forense € a principal ferramenta utilizada para dar suporte a
uma determinada hipétese de coincidéncia entre os perfis estudados e tem como
premissas 0s conceitos de genética de populacdes nos calculos dos resultados
(Buckleton, Triggs Christopher & Walsh, 2005). Segundo estes autores, duas
abordagens estatisticas podem ser empregadas nas andlises da evidéncia: a
abordagem Frequencista e a abordagem Bayesiana, sendo que a abordagem
Bayesiana pode ser subdividida em Bayesiana l6gica e Bayesiana completa, que
leva em consideracao mais que duas hipoteses a serem testadas.

Na abordagem frequencista € testada a frequéncia da hipotese da
acusacao ou hipotese nula (Ho) ocorrer ou ndo ocorrer. Sendo assim existem duas
subdivisfes nesta abordagem, a probabilidade de coincidéncia e a probabilidade

de exclusao.

2.9.1 Probabilidade de Coincidéncia (match).
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Na probabilidade de coincidéncia é calculada a probabilidade (Pr) da
evidéncia (E), neste caso a evidéncia é o gendtipo da amostra investigada ser
originalmente pertencente a qualquer outra pessoa ndo relacionada ao suspeito
Pr(E|Ho). Se esta probabilidade é pequena (menor que 5%) dizemos entdo que Ho
nao € suportada e a hipotese alternativa Hi de que a evidéncia (E) vem do suspeito
é aceita. Para calcular Pr(E|Ho) devemos calcular a probabilidade do genotipo ter
vindo de qualquer pessoa da populacdo, que em geral € muito baixa, o que pode

introduzir um viés na interpretacao do resultado.

2.9.2 Probabilidade de Exclusao

A probabilidade de exclusao (EP) é a probabilidade de uma pessoa qualquer
(randbmica) ser excluida como contribuinte da amostra (no caso de misturas) ou
de ser um parente relacionado no caso de testes de paternidade. A EP pode ser
calculada sem a presenca do gendtipo do suspeito ou do pai em casos de
paternidade pois seu valor indica a proporcao de pessoas aleatdrias na populacao
gue podem ser excluidas do relacionamento com o caso (Fung and Hu 2002). A EP

€ dada por:

EP, = (1—Pk)2

Equacéo 17- Probabilidade de Excluséo

Onde | é o locus, pk € a frequéncia populacional do(s) alelo(s) que nédo esta

presente nos perfis conhecidos envolvidos no estudo do caso (mistura ou
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paternidade). E possivel usar a regra do produto para calcular o EP acumulado nos

loci estudados uma vez que os loci guardam independéncia entre si. Este valor é

dado por:

K 2
er=1-] [a-po
=1

Equacéo 18- EP acumulado

O diagrama abaixo, baseado em (Fung and Hu ,2008), mostra o valor de EP
para todas as possiveis variacfes nos genotipos do suposto pai, filho e mae, dado

Pi,Pj as frequéncias dos alelos i e j na populacao.

Gendtipo Filho

Genétipo Pai

Filho
Homozigoto

Mae
Homozigota

Perfil Filho =

Perfil Mae (+-pk)2

(1-pi-pj)*2

‘ (1-piy2 ‘ (1-piy2

Figura 2-Diagrama Probabilidade de Exclusao

2.9.3 — Abordagem Bayesiana (Razdo de Verossimilhanca).

Na teoria das probabilidades, o teorema de Bayes mostra a relagéo entre
probabilidades condicionais e incondicionais. Este teorema relaciona as
probabilidades a priori tendo em conta novas evidéncias de forma a obter

probabilidades a posteriori. O uso do teorema de Bayes passou a ser utilizado na
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estatistica forense pois a abordagem frequentista ndo suportava a possibilidade de
acrescentar novas evidéncias, sendo ja utilizada desde da década de mil

novecentos e trinta em casos de paternidade.

Dados:

Hp : Hipotese de acusacéo

Hd : Hipotese de defesa

E : Representa a evidéncia

| : Evidéncia para o caso (genotipos)

O teorema de Bayes € dado por:
Pr(H,|E,I) = Pr(E|H,, I)Pr(H,|I)

Pr(Hy|E,I) = Pr(E|Hy, I) Pr(Hy|D)

Equacéo 19- Teorema de Bayes

Através da razdo de verossimilhanca (likelihood ratio - LR) podemos
relaciona as hipoteses de defesa e acusacao antes da evidéncia (prior odds) dada
pelo segundo termo da multiplicacdo, com as mesmas hipoteses depois da
evidéncia (posterior odds). Desta forma podemos rescrever esta equacao em

funcao de LR:

Posterior Odds = Likelihood ratio x Prior Odds

A valoracao do termo Prior Odds néo esta relacionada a evidéncia, ou seja,
em termos praticos para calculos, este valor devera ser retirado pois a genética
forense utiliza-se apenas da evidéncia (que pode ser a mistura coletada pelo swab

vaginal ou o genotipo de um filho num caso de paternidade).
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A razdo de verossimilhanca (LR) avalia a forca da evidéncia, que neste caso
€ a genotipagem da amostra biolégica colhida para comparagédo, desta forma

podemos rescrever a equacao acima como:

P(E|H
LR = P(E|Hy)
P(E|Hg)

Equacéo 20: Razdo de verossimilhanca

Valores de LR igual a um indicam que a evidéncia ndo colabora nem com a
hipétese de defesa nem com a da acusacdo. Valores de LR menores que um
indicam que a evidéncia favorece a hipbétese de defesa e para valores de LR
maiores que 1 indicam que a evidéncia favorece a hipotese de acusacédo. A tabela
2 indica a valoracdo verbal para LR segundo os parametros da FSS (Forensic

Science Service — UK). .

Tabela 2- Tabela de Expressao LR

LR Expresséao Oral
1.000.000+ Extremamente Forte
100.000 Muito Forte
Suporta Hp
10.000 Forte
1000 Moderadamente Forte
100 Moderado
10 Limitado

1 Inconclusivo
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0,1 Limitado
0,01 Moderado
0,001 Moderadamente Forte
0,0001 Forte
Suporta Hd
0,00001 Muito Forte
0,000001 Extremamente Forte

2.10 Aplicacao do calculo de LR para comparacéao de perfis genéticos em
casos de paternidade.

A razdo de verossimilhanca, LR (Likelihood Ratio), é utilizada para
demonstrar a forca da evidéncia em casos de paternidade. Nesta aplicacdo a LR é
mais conhecida com indice de Paternidade (PI). Sua estrutura permanece a mesma
descrita no item anterior, no entanto as hipotese sdo adaptadas para o contexto da

paternidade. As hipéteses podem ser consideradas como:

Hp: O Suposto Pai (SP) é o verdadeiro Pai.

Hd: O Suposto Pai ndo é o verdadeiro Pai.

Colocando as hipoteses acima em fungdo da razao de verossimilhanca (LR),

temos a seguinte equacéao:

Pr(E|H,)
Pr(E|Hg)
Equacdo 21: indice de Paternidade (PI)

LR =Pl =

2.10.1 Caso de Paternidade: Trio
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Para casos onde estdo envolvidos os genotipos da mée, suposto pai e do
filho, onde a paternidade estd sendo questionada e ndo ha dudvidas quanto a

maternidade, as hipéteses séo:

Hp: O Suposto Pai (SP) é o verdadeiro Pai (A mae é verdadeira mée).
Hd: O suposto Pai ndo € o verdadeiro Pai (A mae é a verdadeira mae).

Obviamente que a maternidade pode ser questionada, neste caso muda-se
a hipétese. Podemos agora relacionar as hipéteses dadas acima com o valor de PI

através da equacao:

_ Pr(Ge, Gy, Gsp |Hp) _ Pr(Gcl|Gy, Gsp, Hy)  Pr(Gy, Gsp |Hp)
Pr(Ge, Gy, Gsp|Ha) Pr(Gc|Gy, Gsp, Hy) — Pr(Gy, Gsp|Hg)

Onde Gc = genatipo da crianga, Gm = genotipo da mée e Gsp = gendtipo do
suposto pai. Como os genétipos dos parentes (Mae e Suposto Pai) hdo dependem

da hipétese, podemos anular o segundo termo da multiplicagcéo, ficando com:

_ Pr(Ge, Gy, Gsp [Hp) _ Pr(Gc|Guy, Gsp, Hp)

~ Pr(Ge,Gu, GsplHa) ~ Pr(GelGy, Gsp, Ha)
Equacéo 22- PI para caso simples de paternidade - Trio

PI

Se néo haincoeréncia nos loci com relacdo a maternidade e todos os alelos
do suposto pai estdao presentes entdo dizemos que Pr(Gc¢|Gm,Gsp,Hp) = 1. O
diagrama abaixo, baseado em (Fung and HU 2008), mostra o valor de Pl para todas
as possiveis variacbes nos genotipos do Suposto Pai, Filho e Méae, dado Pi,Pj as

frequéncias dos alelos i e j na populacéo.
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Genotipo Filho Gendtipo Mae

.
Filho N
Homozigoto
S
‘ X PAI
1/Pi Heterozigoto
S

1/2Pi

Figura 3- Fluxograma Calculo PI - Trio Simples

Genoétipo Pai

—

1/ (Pi+Pj)

Pefil Pai= Pe
Filho ou Pai
Homozigoto,

PAI
Heterozigoto,

1/Pj 1/ 2(Pi+Pj)

2.10.2 Caso de Paternidade: Duo

Nos casos onde nédo € possivel determinar o genétipo da mée, as hipbteses
envolvidas mudam e deve considerar os alelos (genétipo) da mée como de uma

pessoa desconhecida.

Hp: O Suposto Pai (SP) é o verdadeiro Pai (O genoétipo da mée é desconhecido).

Hd: O suposto Pai ndo é o verdadeiro Pai (O genotipo da mée é desconhecido).

O indice de paternidade (PI), seré& reescrito assim:

_ Pr(Ge, Gsp |Hp) _ Pr(Gc|Gsp, Hp)
Pr(Ge, Gsp|Hg) Pr(G¢|Hy)

Equacéo 23-PI para o caso de Duo
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Se nado ha incoeréncia nos loci e todos os alelos do suposto pai estao
presentes entdo dizemos que Pr(Gc | Gsp,Hp) = 1. O diagrama abaixo, baseado em
(Fung and HU 2008), mostra o valor de PI para todas as possiveis variacbes nos
genatipos do Suposto Pai e do Filho, dado Pi,Pj as frequéncias dos alelos i e j ha

populacao.

Genotipo Filho

Genotipo Pai

Filho
Homozigoto

Perfil Filho =

Perfil Pai 1R

Pai " :
Homozigoto (Pi+Pj)/(4PiPj)

1/Pi

2.10.3. Outros casos envolvendo parentesco.

Figura 4- diagrama para casos Duo

Os possiveis cenarios montados para caso de paternidade podem incluir as
seguintes possibilidades: 1) O gendtipo do suposto pai € desconhecido (e.g. por
morte ou desaparecimento do genitor) mas o de um parente é conhecido; 2) A
hipétese de acusacdo € que um parente do suposto pai é que € o verdadeiro pai.

Podemos entdo definir as seguintes hipoéteses:

Hp: Um parente proximo do Suposto Pai € o verdadeiro Pai .
Had: O Verdadeiro Pai € desconhecido.

Ou

Hp: O Suposto Pai € o verdadeiro Pai .
Ha: O Verdadeiro Pai € um parente do Suposto Pai.
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Este tipo de comparacdo de gendtipos exige a definigdo do “alelo idéntico
por descendéncia” que é o alelo comum que relaciona o gendétipo do suposto pai
com o do parente de acordo com 0 seu grau de parentesco. Podemos considerar
as seguintes probabilidades de um dado alelo num gendtipo do suposto pai ser

idéntico por descendéncia com o de um parente (Balding and Nichols 1994).

Ko = P( Nenhum alelo é idéntico por descendéncia)
2k1 = P(Apenas um alelo é idéntico por descendéncia)
K2 = P(Ambos os alelos séo idénticos por descendéncia)

Com as probabilidades acima, é possivel definir a probabilidade condicional

de duas pessoas relacionadas terem alelos idénticos por descendéncia.

1 1

Equacéo 24-Probabilidade condicional dos alelos por descendéncia

Podemos também definir o valor do coeficiente de parentesco ou
consanguinidade, “F”, que € a probabilidade de dado dois alelos retirados
aleatoriamente do suposto pai e do verdadeiro pai (no caso de paternidade) sejam
idénticos por descendéncia. Sendo assim F é igual a Ki. Podemos calcular os
valores de “F” para os diversos graus de parentesco.

A razdo de verossimilhanga para casos que envolve familiares é definida
como indice Avuncular (Al) e este indice se relaciona com o indice de paternidade
(PI) através da formula:

Al = (1 = 2F) + 2FxPI

Equac&o 25- indice Avuncular
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2.11 Analise de Misturas.

Amostras biologicas como, fluidos corporais, encontradas em cenas de
crime pode conter a presenca de mais de dois perfis de DNA das pessoas
possivelmente envolvidas no crime. Para identificacdo de perfis DNA numa mistura
devemos aplicar um modelo matematico capaz de separar os alelos dos
contribuintes na mistura para, assim, poder avalia-los. Estes modelos podem ser
classificados em trés categorias (Gill et al. 2015): 1) Modelos Binarios, 2) Modelos
Semi-Continuos e 3) Modelos Continuos. Esta classificacdo reflete como a
informacédo sobre o tamanho ou area do pico no eletroferograma é usado nos
calculos da razédo de verossimilhanca. Para a avaliacéo estatistica destes alelos na
mistura, as metodologias podem ser agrupadas em métodos Bayesiano e em
métodos frequentistas. Os métodos bayesianos diferem do frequentista pela
possibilidade de utilizar os aspectos quantitativos e qualitativos dos picos/areas dos
alelos nos eletroferograma (resultado da genotipagem da mistura).

Para analise de Misturas utilizando o modelo binario, devem ser seguidos
seis passos basicos (Clayton et al. 1998):

e Passo 1) Identificar a presenca de misturas: A presenca de misturas fica
evidente quando mais de dois locus possuem no minimo, trés picos
definidos como alelos.

e Passo 2) Designar os alelos da mistura: A definicdo de picos como
alelos deve ser feita com critérios objetivos para evitar possiveis erros
na genotipagem.

e Passo 3) Identificar o nUmero de contribuintes na mistura.

e Passo 4) Estimar a proporcéo dos contribuintes da mistura.

e Passo 5) Fazer consideracdes sobre os gendtipos presentes na mistura.
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e Passo 6) Comparar os genétipos com os de referéncia.
Métodos para definicdo destes passos levam em consideracéo a informacéao sobre
o tamanho do pico ou a éarea do pico no eletroferograma. Um pico no
eletroferograma podera ser considerado como um alelo quando o tamanho do seu
pico for maior que o valor determinado como um limite chamado de threshold
Analitico. A definicdo de um valor para o threshold analitico deve ser feita por meio
de amostragens estatisticas realizadas pelo laboratério sob diferentes condi¢des
de concentracdo de amostras ou podem ser seguidas as recomendacdes definidas
pelos fabricantes dos equipamentos. Para definir a condicdo de homozigosidade
de um alelo, ou seja, se o locus € homozigoto, um Threshold Estocéastico devera
ser definido. O valor do threshold estocéastico devera ser definido por amostragem
estatistica realizada pelo laboratério, este valor ndo é indicado pelos fabricantes de
equipamentos. Uma vez que um pico tem tamanho maior que o valor deste

threshold entdo podemos afirmar que ele € um alelo homozigoto (Figura 5).

e e e == === =}= = — - Threshold Estocastico

________________ - — — — Threshold Analitico

Ruido

Figura 5- Thresholds Analitico e Estocastico. 1-Pico considerado como ruido. 2- Pico considerado
como alelo. 3- Alelo considerado homozigoto.
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Apesar dos limites definidos pelo Threshold analitico e estocastico, alguns
picos devem ser descartados quando forem picos resultados de erros conhecidos
durante o processo de PCR. A Taqg Polimerase, enzima responsavel pela
amplificacdo das regides de STR dos loci, pode, eventualmente, perder ou
acrescentar blocos de repeticdo nos loci STR. Quando isto ocorre, € visto no
eletroferograma um pico posicionado quatro blocos antes ou depois do pico
verdadeiro, este pico € chamado de Stutter. Para um pico ser considerado um
Stutter ele devera ter até 15% do tamanho do pico originador e estar na posicdo
correta. Outro erro causado pela Tag Polimerase € a inclusdo ou retirada de
adeninas na cauda poli-A (3’-end). Quando isto ocorre € possivel verificar pequenas

ondulacdes no pico.

Para a caracterizagdo dos perfis na amostra, deve-se separar 0S
contribuintes utilizando a proporcao entre as alturas dos picos, em seguida deve-
se determinar os alelos homozigotos e heterozigotos. Os picos com proporcdes
iguais devem ser considerados como originarios da mesma pessoa (Gill et al.
2006).

A proporcédo dos contribuintes na amostra (Mx) pode ser estimada pelo
tamanho dos picos (ou areas). Dados quatro alelos A,B,C,D com tamanho de picos
dados por @A, B, @C e @D. Os individuos X e Y possuem os genotipos AB e CD
respectivamente. Se consideramos o individuo X como principal contribuinte na

amostra, entdo podemos calcular Mx pela formula:

_ @A + OB
" @A+ OB + 0C + ®D

Mx

Equacéo 26- Proporcdo dos Contribuintes na Amostra
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As proporcoes entre picos — PHR (Peak Height Ratio), é a razdo entre os

picos de um dado genotipo e é calculada pela formula:

(Dmenor

PHR =

¢mai0r

Equacéo 27-Peak Height Ratio - PHR

Onde ¢ é o tamanho do pico. Para verificar qual € o genotipo de cada pessoa
envolvida na amostra, deve-se considerar todos 0s picos presentes no locus dois a
dois.

E importante salientar que estes métodos de determinacéo de picos ndo se
aplicam quando néo € observado o limite do threshold analitico. Isto pode acontecer
guando a concentracdo de DNA nas amostras é muito baixa e 0 sequenciamento
nao da conta de amplificar devidamente o DNA da mistura. Nestes caso outras
abordagens que incluem a avaliagdo da probabilidade de um pico ser verdadeiro
ou ser fruto de um artefato (e.g. falha na deteccao do pico, delecéo de picos que
existem (drop-out), insercdo de picos que nao existem (drop-in) ou desbalanco
entre os alelos heterozigotos) podem ser utilizados, porém estes métodos ainda

nao sdo aplicados em laboratérios de genética forense como rotina.

2.11.1 LR para Misturas

Dependendo do modelo utilizado para analise dos picos, devemos escolher
0 modelo para determinacgdo da razdo de verossimilhanga que devera ser utilizada
para avaliar a for¢a da evidéncia no caso de misturas. Quando os alelos estédo bem
definidos pela técnica de separacao dos alelos, entdo podemos considerar o calculo

do LR a partir dos alelos da evidéncia (Mistura) e dos perfis dos envolvidos (Vitima
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e suspeitos). Dadas as seguintes hipoteses quanto a origem dos contribuintes de

uma mistura no caso criminal na presenca da vitima e de um suspeito:

Hp: A Vitima e o Suspeito sdo os contribuintes da mistura (evidéncia)

Hd: A Vitima e um desconhecido sao os contribuintes da mistura.

Dados os gendtipos da mistura M, e K sendo o da Vitima e do(s)

Suspeito(s) assim podemos calcular LR através da férmula:

_ P(M,K|H,) _P(M|K,H,)xP(K|H,) P(M|K,H,)
~ P(M,K|Hg)  P(M|K,Hg)xP(K|Hg) ~ P(M|K, Hq)

Equacédo 28-LR para misturas

Como os genotipos envolvidos K, ndo dependem das hipdteses, entédo
podemos considerar P(K|Hp) = P(K|Hd).
Alguns casos comuns podem envolver as hipoteses com um suspeito e dois
desconhecidos, ou dois suspeitos e dois desconhecidos, sendo assim uma
abordagem geral para o célculo do LR pode ser resumido pelo calculo de P(M|K,H)
onde H é a preposicdo especificada pelos contribuintes da mistura. Dados: a
quantidade de alelos envolvidos na mistura; a quantidade de alelos que estdo
presentes na mistura mas ausentes nos envolvidos e a quantidade de contribuintes
testados, o diagrama abaixo, baseado em (Fung and HU 2008), mostra o valor de
LR para P(M|K,H) nos casos onde a hipotese de acusacdo P(M|K,Hp)=1 que
significa que todos os gendtipos sob a hipotese da acusacéo sédo encontrados nas

amostras.
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Figura 6- LR para o caso geral de misturas

2.12 Correcéo populacional

Nas populacdes a mistura dos alelos ndo € totalmente aleatéria, pois seus
individuos possuem alguma ancestralidade em comum. Para evitar, ou diminuir, 0s
efeitos da subestruturacdo populacional nos calculos do LR, € incorporado um valor
para o indice de fixacao de Wright (Fst) que em genética forense foi nomeado com
o simbolo © (Theta). Este parametro é definido como a probabilidade de dois alelos
serem idénticos por descendéncia (Buckleton, Triggs, and Walsh 2004). Quanto
maior o valor deste indice, maior & a subestruturacdo populacional. O National
Research Council (NRC-1l1 1996) recomenda a utilizacdo de um valor ©=0,01 para
populacdes ndo indigenas e ©=0,03 para populacdes indigenas. O NRC-1l também
definiu uma correcéo sobre o valor do LR quando se supfe que a vitima e o0 suspeito

pertencem a mesma subpopulacéo e € dado pela seguinte formula:



(30 + (1 —6)P)(20 + (1 — 6)P))

= A

B (1+6)(1+26) Pt
P(Ay|Aidy) = 20+ (1 —-0)P)(0+ (1—6)P)

L a1+ 6)(1+20)  AiE 4

Equacéo 29- Correcao populacional LR
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Construir e validar, através de softwares de referéncia, um aplicativo
(software) para uso em genética forense focado na rotina de um laboratério e que
implemente os indices de genética de populacdo em banco de dados forense.

3.2 Objetivos especificos

1. Construir uma interface Web, simples e objetiva que facilite o uso pelos
técnicos e usuarios envolvidos na rotina.

2. Disponibilizar rotinas para os célculos estatisticos em genética forense nos
seguintes casos: Trio Simples (mae, suposto pai e filho) e Duo (suposto pai
e filho) e nos casos de misturas com vitima e suspeito.

3. Calculo dos parametros Mx e PHR para avaliagcdo de picos em misturas.

4. Disponibilizar os seguintes célculos aplicados em genética de populacdes
nas tabelas de frequéncia forense: teste qui-quadrado para o equilibrio de
Hardy-Weinberg, poder de exclusdo do locus, poder de descriminacao,
poder de match para o locus e para a tabela, probabilidade combinada de
excluséo, conteudo de informacgéo polimérfica, indice de fixagdo de Wright,
indice de paternidade tipico e indice de paternidade tipico acumulado,
heterozigosidade observada e esperada e erro padrédo, quantidade de alelos

raros no locus.
4. Material e Métodos

4.1 Levantamento dos requisitos
Para levantamento dos requisitos funcionais do software foram entrevistados
técnicos e responsaveis nos seguintes laboratorios: LABBE - laboratério de

bioinforméatica e biologia evolutiva da UFPE, Laboratorio de pericia e pesquisa em
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genética forense da policia civil de Pernambuco, Laboratorio de genética forense
da policia civil da Paraiba. Um levantamento dos casos de uso foi realizado com
base nas demandas encontradas nestes laboratorios.

Nesta etapa, também foi realizada uma avaliagcdo dos pontos fortes e fracos
dos softwares utilizados nas rotinas destes laboratorios, como o software Familias
(Kling, Tillmar, and Egeland 2014), e o software DNAmix (Curran et al. 1999).

4.2 Implementacéo

Para a implementacdo dos requisitos levantados, foi criado o software
DNAstr.com. Este software automatiza todas as etapas necessarias para a emissao
de um laudo tipico de genética forense. Além disto dispde de rotinas para avaliacdo
de tabelas de frequéncias que podem ser usadas para realizacdo dos calculos
envolvidos nos laudos. Foram desenvolvidas rotinas para facilitar a inclusdo no
sistema de varios formatos de arquivos compativeis com varios softwares de
genética de populacoes.

A arquitetura de software utilizada foi a cliente-servidor com trés camadas:
interface, regras e dados. A implementacdo dos algoritmos do lado do servidor foi
realizada utilizando a linguagem de programacéo PHP (Hypertext Preprocessor ou
Processador de Hipertextos) que é uma linguagem de script open source de uso
geral, muito utilizada, e especialmente adequada para o desenvolvimento web e
que pode ser embutida dentro do HTML. Também foi utilizado, para dar suporte no
lado do cliente, a linguagem de script Jquery, que é baseado em Javascript, e para
a interface gréfica foi utilizado o framework Bootstrap que implementa, além de
alguns cédigos jquery, uma camada CSS (Cascading Style Sheets que em
portugués seria algo como “folhas de estilo em cascata”). CSS é uma especificacado

gue define como os elementos que compdem uma pagina, um documento ou
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aplicacdo Web serdo exibidos. Todos os algoritmos de célculos foram
implementados segundo a literatura corrente especifica para cada caso. Também
foi criado um dominio publico especifico para o software, o www.dnastr.com e
implementado um certificado de seguranca publica SHA2 (Segurity Hash Algorithm
ou .Algoritmo HASH de seguranca).

Os codigos em php foram escritos utilizando a IDE Aptana Studio V 3.0. O
banco de dados MySQL foi desenvolvido utilizando o aplicativo MySQL Workbench
6.1 ce e o servidor MySQL 5.1 foi utilizado como gerenciador do banco de dados.
O sistema foi hospedado no servidor apache v 2.4.10. Todos estes softwares sdo

distribuidos sob a licenca open-source.

4.3 Amostras de genotipagens

Para validar os médulos de tabelas, genotipagem, teste de paternidade e
teste de mistura foram utilizadas amostras de arquivos de genotipagem da literatura
e dados do laboratério LABBE/UFPE.

As amostras para validacdo das rotinas de tabela de frequéncia foram
divididas em duas categorias: Tabelas com frequéncias dos alelos nos locus e
Tabelas com genotipagem de individuos. Os célculos de alguns indices descritos
neste trabalho requerem dados de genotipagens individuais. A tabela apenas com
frequéncias por locus utilizada como amostra para validagcdo da importacdo e
calculos foi a descrita em Aguiar e colaboradores (Aguiar et al. 2014) que é uma
das tabelas utilizadas como referéncia nos laboratorios pesquisados. Para a tabela
com genotipagens foi utilizada a referida por C. Hill (Hill et al. 2013) com 1036

genotipos néo relacionados.



55

Para validacao dos resultados referentes aos testes de paternidade e analise
de misturas foi utilizado a base de dados de gendtipos criada para validacdo de
softwares de genética forense (O’Connor et al. 2010) no formato CSV (separado
por ponto-e-virgula). Além destes dados, foram utilizados alguns arquivos de
genotipagem no formato CMF e tabulado exportados pelos softwares GeneMapper

e Osiris utilizado no LABBE sem qualquer identificacdo de pessoas.

5. Resultados

5.1 Base de dados do programa DNAstr.com.

Para dar suporte ao programa DNAstr.com e suas funcionalidades, foi
projetada uma estrutura de banco de dados relacional utilizando o MySQL
WorkBench 6.1 ce. A Tabela 3 descreve as entidades (tabelas do banco de dados)

e os relacionamentos de cada entidade, no anexo 1 estad o diagrama de dados

completo.
Tabela 3- Tabelas do banco de dados
Nome Descricao Relacionamentos
Login Dados dos login dos usuarios Laboratério, Perfil
Perfil Perfil do sistema Funcionalidades, Login
Funcionalidades Funcionalidades disponiveis por | Perfil
perfil
Laboratorio Armazena informacdes do
laboratério
Tabelas Tabelas de frequéncia Laboratério
Locus Descricao dos Locus
Alelos Descricao dos alelos
Frequéncias Armazena as frequéncias | Locus, Alelos,Tabelas
alélicas das tabelas
Populacéo Dados das populacdes Locus, Alelos, Tabela
Tipos Casos Cadastro dos tipos de casos
Sistemas Cadastro dos sistemas de

genotipagem



Casos
Personagens

Pessoas
Populacao_lab

Auditoria
Populacdo_Forense
Modelo_mutacao
Cadastrar

Comandos

Casos cadastrados

Personagens envolvidos nos
casos

Pessoas associadas aos casos
Genotipagem das pessoas
associadas aos casos.

Tabela com os logs do sistema
Tabela de genotipagem dos
individuos associados aos casos
forenses.

Cadastra o0os modelos de
mutacao associados as tabelas.
Tabela com os dados de login a
serem confirmados.

Tabela referente aos comandos
executados sobre as tabelas.

5.2 Modulo de Tabelas (genética de populacdes)
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Tipo_caso, Sistemas,
Laboratorio

Locus, Alelos, Pessoas,
Laboratorios

Caso,Locus,Laboratorio

Tabelas, Locus, Laboratorio

O modulo de tabelas possui as seguintes funcionalidades:

5.2.1 Inserir Tabela:

Neste modulo é possivel cadastrar tabelas de frequéncia alélicas por locus ou

tabelas de genotipos. As tabelas de gendtipos sdo transformadas em tabelas de

frequéncia pelo célculo das frequéncias observadas nos individuos da tabela.

I. Cadastro de tabela de frequéncias alélicas via arquivo: Para cadastrar

uma tabela de frequéncias é necessario um arquivo do tipo TXT cujo

formatacdo dos dados é especificado no anexo 2. A Figura 7 mostra a

tela de cadastro.
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Ajuda

Arquivo Para Upload
Escalher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

Nome (Tabela):

Descrigdo da Tabela:

Figura 7 : Tela inserir frequéncias alélicas via arquivo

I. Cadastro de tabela de frequéncias alélicas manualmente: Nesta opcao
0 usuario devera inserir manualmente o nome da tabela, a descricdo e

as frequéncias alélicas por locus. A Figura 8 mostra a tela de cadastro.

Ajuda
Nome (Tabela):
Descrigéo da Tabela:
Locus D351358 v |Alelo |12 v |Frequencia | Inserir Locus/Alelo |

Figura 8: cadastro manual de tabela de frequéncias
lll. Cadastro de tabela de genotipagem (populacdo): existem trés
possibilidades de insercado de genotipagem, séo elas: Formato do plink
(PED e MAP), formato do Genpop e um formato proprio, as descricdes

estdo no anexo 2. A Figura 9 mostra a tela de cadastro do formato plink.

Ajuda

Arguivo Format PED para upload:

Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

Arquivo Format MAP para upload:

Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

Nome (Tabela):

Descricdo da Tabela:

Figura 9: Inserir genotipagem formato plink
5.2.2 Visualizar Tabela:
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Neste modulo é possivel verificar as frequéncias alélicas em cada locus e todos

os indices de genética de populacdo associados as tabelas de frequéncias

cadastradas. Os algoritmos implementados neste modulo sdo responsaveis pelos

seguintes indices:

Tabela 4- indices tabelas

NI Numero de individuos no locus

NL Numero de alelos no locus

PAR Quantidade de alelos raros no locus

Ho Heterozigosidade Observada no locus. Ho media
He Heterozigosidade Esperada no locus

Se Erro padréo.

TPI indice de paternidade tipico e TPI acumulado

F indice de fixacdo WRIGHT

PM Poder de Match do Locus e PM combinado

PD Poder de Descriminacao

PE Poder de Exclusao do Locus - PE typical

HWE Teste qui-quadrado para o equilibrio de Hardy-Weinberg
PIC Conteudo de Informacao Polimdrfica

A Figura 10 mostra a tela onde € possivel visualizar a tabela de frequéncia.
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Figura 10: Tela de visualizacdo das tabelas de frequéncias
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Validamos os resultados com o software EasyDNA_PopuData e a planilha

PowerStatsV12.xlIsx. Para esta validacdo consideramos um locus da base de dados

(Hill et al. 2013). Duas limitacBes foram encontradas nos softwares: O software

EasyDNA_PopuData ndo permite trabalhar com um

n” amostral maior que 300

genatipos e a planilha PowerStats ndo trabalha com mais de 600. A Tabela 5 esta

dividida em duas colunas com os resultados dos indices avaliados.

Tabela 5- Comparacao de Indices

N=300 N=600
indice DNAstr.com | DNA_easy | PowerStats | DNAstr.com | PowerStats
DH-Test 0,021 X X 0 X
PAR 3 X X 5 X
Ho 0,799 0,797 0,798 0,802 0,801
He 0,781 0,78 X 0,779 X




SE 0,024 0,024 X 0,0017 X
TPI 2,492 X 2,48 2,521 2,51
F -0,024 X X -0,030 X
PE 0,598 0,575 0,595 0,602 0,600
PD 0,912 0,918 0,913 0,913 0,913
PM 0,088 X 0,087 0,087 0,087
PIC 0,747 X 0,75 0,745 0,74
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As frequéncias dos alelos nos locus calculadas pelos softwares estdao na

Tabela 6.
Tabela 6- Comparacédo entre Frequéncias
N=300 N=600
Alelo DNAstr.com | DNA_easy | PowerStats | DNAstr.com | PowerStats
8 0,0033 0,003 0,003 0,0017 0,002
9 X X X 0,0017 0,002
10 0,0017 0,002 0,002 0,0017 0,002
11 0,0151 0,015 0,015 0,0158 0,016
12 0,0803 0,08 0,081 0,0775 0,077
13 0,2625 0,262 0,261 0,2817 0,281
14 0,2826 0,282 0,283 0,2867 0,288
15 0,2341 0,237 0,234 0,2075 0,207
16 0,0920 0,092 0,093 0,10 0,10
17 0,0268 0,027 0,027 0,0225 0,023
18 X X X 0,0017 0,002
19 0,0017 0,002 0,002 0,0017 0,002

A planilha PowerStats permite a visualizacdo no formato Match/Partially,

onde as linhas e colunas representam os alelos e as células representam a

quantidade de “match” encontrados nos perfis para o0 mesmo locus. A ferramenta

DNAstr.com também possui esta funcionalidade, mostrada na Figura 11 abaixo

para o locus utilizado nos calculos anteriores.



Match/Partial g8+ 9+ 10 + 1 + 12
10

11

12 1 1 1 5
13 1 1 5 29
14 10 6
15 1 1 2 10
16 4

37

108

75

40

41

65

29

30

Figura 11-Match/Partially dos Alelos
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A ferramenta DNAstr.com permite também mostrar o grafico Match/Partially

(Figura 12-Match/pPartially), com todos os loci, neste caso as linhas e colunas

representam a quantidade de loci, as células representam a quantidade de pares

de gendtipos com Match/Partially. Além deste grafico, um Heatmap dos dados

(Figura 13) e uma lista com os totais de match/partially e total por locus (Figura 14).

Match/Partial 0+ 1+ 2+ 3 s+ 4% 5% 6 s 7 s 8 9 ¢ 10+

0 1 46 342 1301 3738 8150 12642 15050 14226 10677 586

1 10 83 458 1818 4821 9296 13032 13807 11720 7208 356
2 7 66 356 1160 @ 2809 4806 5966 5508 3983 2100 804
3 5 35 139 422 1000 1508 1564 1267 749 326 95

4 0 10 46 138 233 298 263 181 99 31 10

5 0 2 9 20 41 46 35 14 2 0

6 0 0 0 2 4 3 5 1 0 0

Figura 12-Match/Partially

HeatMap from Match/Partial

Figura 13- Heatmap dos dados Match/Partially
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Matchs Partially Total

Figura 14- Lista Match/Partially por locus

5.3 Modulo de Paternidade

O modulo de paternidade foi desenvolvido com dois objetivos: o primeiro é
servir como base para emissao de laudos automaticamente em laboratérios de
teste de paternidade e o segundo foi elaborado para facilitar a visualizacéo e
montagem de casos.

Para atender o primeiro objeto foi desenvolvido uma funcionalidade que
agrupa todos os passos necessarios para a conclusao de um caso de paternidade
numa unica tela. Este recuso chama-se “Pipeline”. A Figura 15 abaixo mostra esta

tela com as suas opcdes.

Laboratario: LABBE Usuario: sergio Perfil Administrador Home/Cadastro/Pipeline

Labbe

Pipeline das Operacdes de genotipagem

Figura 15- Pipeline Paternidade

5.3.1 Cadastro de Pessoas
No modulo de cadastro de Pessoas (Figura 16), deve-se informar um
identificador Unico por pessoa ou amostra. Este identificador podera ser o CPF ou

outro conjunto qualquer de caracteres até 14 posicdes. O sexo € optativo, pois este



63

modulo também é usado para cadastrar amostras utilizadas em analise de

misturas.

Informar dados sobre as pessoas que serdo genotipadas

Ajuda

* Cpf/Doc:
s Nome:
e Sexo: Feminino v

Enviar

Figura 16- Modulo de cadastro de pessoas

5.3.2 Cadastro de Casos

O maodulo de cadastro de casos € utilizado para criar um novo caso. Nesta
tela, Figura 17, é registrado o codigo do caso, que € um identificador Unico para
cada laboratorio; a data da inclusédo do caso; o sistema utilizado na genotipagem e
o tipo de caso que pode ser: Trio, Duo, Mistura ou reconstru¢cao na presenca dos

avos.

Informar dados sobre as pessoas que serdo genotipadas

Ajuda

» Cddigo Caso:
¢ Data:|dd/mm/aaaa

¢ Sistema utilizado na genotipagem: | Cofiler +
e Tipo: Mae, Suposto Pai e Filho v

Enviar

Figura 17- Tela de cadastro de casos

5.3.3 Cadastro das pessoas nos casos
Neste mdédulo é possivel associar as pessoas cadastradas no sistema a um

determinado caso também cadastrado no sistema (Figura 18). Nesta
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funcionalidade o sistema verifica qual o tipo de caso para adaptar o numero de

pessoas e a funcdo de cada um dentro do caso (ex. mae, pai, filho).

Deve-se Associar as pessoas a cada caso

Ajuda

e Cadigo Caso:

Localizar Caso

Enviar

Figura 18- Cadastro das Pessoas nos Casos

5.3.4 Importar Genotipagem

A importacdo dos gendtipos pode ser feita utilizando os formatos CMF
versao 3.2 que foi criado pelo CODIS (Combined DNA Index System) para padronizar
a troca de dados entre os aplicativos de genética forense ou pelo formato tabular
com separacao de campos por ponto-e-virgula, que € o padrao utilizado por alguns
softwares de genotipagem. Estes formatos permitem que varios genotipos sejam
exportados juntos, permitindo o uso de apenas um arquivo por caso. A , Figura 19

mostra a tela de cadastro de genotipagem.

Formato CODIS ou Tabulado.

Ajuda

Codigo Caso: Localizar Caso

Codis File (CMF format) ou tabulado (TXT)
Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado
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Formato de interface entre o CODIS e sistemas externos.
Para maiores informacées sobre este formato, baixe o arquivo aqui

Caso: caso_trio_simples

Mée : CPF: 3 Nome: 3

Escolher a amostra|20-25P_D11.04 ~
Suposto Pai : CPF: 2 Nome: 2
Escolher 3 amostra | 20-25P_D11_04 -
Filho : CPF: 11 Nome: 11

Escolher a amostra | 20-25P_D11.04 -

Enviar

Importar Arquivos de Genotipagem
Codigo do Caso Labbe_02

DADOS DA GENOTIPAGEM Arquivo CMF

ID de submisséo - 20141021_131906

Data de submissdo - 2014-10-21T16:19:36
Responsavel submissao : Abigail

Kit Usado na Genotipagem - PowerPlex Fusion
Responsavel recebimento sitema :sergio

ILocus/AlelosJose Fereira da Silva CPF = 1/Carlos Figueredo CPF = 2 Moises Freitas CPF = 3 esponsave
IAMEL X XY XY Abigail
D351358 OL15.3/16 15/17 14/16 Abigail
D13S317 12/14 8/12 11/12 Abigail
Penta E 12 8/14 12/13 IAbigail
D16S539 10/13 11 10/12 Abigail
D18S51 13/16 12/19 14/16 Abigail
0251338 17/19 16/20 17/23 Abigail
ICSF1PO 7/10 12 7112 Abigail
Penta D 713 8/9 13/15 IAbigail

Figura 19- Telas de Insercéo de Genotipagem

5.3.5 Cadastro Genotipagem

CorregcOes na genotipagem podem ser feitas nesta opcéo (Figura 20). O
campo Cddigo do caso ou CPF/ID é utilizado para localizar a genotipagem ou
montar uma tela para insercdo da genotipagem. Quando um locus é modificado, o
campo ficara verde se o alelo for valido ou vermelho caso o alelo ou formato do

campo esteja invalido ou ndo cadastrado.
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Cadastrar e Corrigir Gendtipos.

Ajuda

Cédigo Caso ou CPF/ID: |labbe_01 Localizar Caso
[Tipo de Caso: Mde, Suposto Pai e Filho

Suposto Pai: 1 Jose Antonio da Silva

M3e : 2 Maria dos Santos

Filho : 3 Tonho dos Santos

Escolher Alelos por locus

Locus/AlelosMaria dos Santos Jose Antonio da Silva Tonho dos Santos
{AMEL XX XY XY

ICSF1PO 7/10 12712 7/12

D165539 10/13 111 10112

D351358 14118 15/17 14116

D75820  |8/10 10/11 flons ]
THOT 8/9.3 9/9 ez
[TPOX 8/11 8/8 8/8

Inserir

Figura 20- Cadastro de Genotipagem

5.3.5 Laudo

O Laudo é o ultimo passo do processo de andlise dos casos de paternidade.
Para emissdo do laudo € necessério indicar a tabela de frequéncia que sera
utilizada para o célculo e o nimero do caso. E possivel emitir um resumo com 0s
calculos de indice de paternidade (IP) por locus, indice de paternidade acumulada
(IPC) e a probabilidade a posteriori (W) por locus e total. E possivel salvar nos
formatos PDF, XLS excel, CSV e copiar para a area de transferéncia. O laudo ainda
permite verificar a genotipagem por locus; alelo compartilhado; frequéncia do alelo
compartilhado; uma mensagem de observacdo por locus que indica exclusao,
incluséo, inconsisténcias nos locus (alelos ndo coincidentes) ou se o locus ndo esta
cadastrado na tabela de frequéncia utilizada; quantidade total de locus e a

qguantidade de locus que indicam excluséo.
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Search:

PDF || Cop Excel

Locus/Alelos M&e:3 + SupostoPai:2+ Filho:11 ¢ AleloRef.+ Freq ¢ IP ¢ IPC
AMEL KX Ky KX X
CSF1PO g1 10;12 912 12 0.31520 | 1.5858 1
D135317 12,12 11;13 11,12 11 0.29570 | 1.6909 | :
D165539 9;12 11;11 11,12 11 0.20015 | 34465 ¢
D18551 14,16 12;14 12,14 12 0.11949 | 4.1845 | =
D21511 28,29 28;31.2 29;31.2 31.2 0.10419 | 47989 1
0351358 - 1517 15:16 15:16 16 0.272860 | 1.8324 | =7

Quantidade Total de locus: 14

Quantidade de locus considerados: 13
Quantidade de locus que indicam exclusao: 0
IPC: 254360.82230881

W :0.99999606859241 ou 99.999606859241%

Figura 21- Tela Laudo

Para validagdo dos casos de paternidade, utilizamos o software familias
versdo 3.0. com o banco de dados de gendtipos aparentados do NIST (Connor et
al. 2010). Para os calculos foi utilizada a tabela de frequéncia Brasil 2014 (Aguiar
et al. 2014). Os seguintes locus foram utilizados para os célculos: D8S1179,
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, VWA, TPOX,
D18S51, D5S818, FGA.

A Figura 22 mostra o heredograma (Connor et al. 2010) utilizado como
referéncia para a montagem dos casos analisados. Os numeros abaixo de cada

simbolo representam os identificadores dos individuos no banco de dados.



Figura 22-Heredograma usado na validacao

Foram testadas as seguintes combinacoes:

Tabela 7- Estudo de casos de paternidade
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Tipo Identificacdo Caso | Descricdo | ID Mae | ID Suposto Pai | ID Filho
Trio Simples | caso_trio_simples | Incluséo 3 2 11
Trio Simples | caso_trio_simplesl | Inclusao 8 7 18
Trio Simples | caso_trio_simples2 | Excluséo 6 19 17
Trio Simples | caso_trio_simples3 | Excluséo 11 7 21
Duo Simples | caso_duo_simples | Inclusao 9 20
Duo Simples | caso_duo_simplesl | Inclusao 5 16
Duo Simples | caso_duo_simples2 | Excluséo 2 18
Duo Simples | caso_duo_simples3 | Exclusao 7 20
Tabela 8- Resultados testes paternidade
Caso_trio_simples Caso_trio_simplesl
IP (LR) IP (LR)
Locus | Familias DNAstr Locus | Familias DNAstr

CSF1PO 1,5858 1,5858 | | CSF1PO 3,1717 3,1717

D13S317 1,6909 1,6909 | | D13S317 5,1225 5,1224

D16S539 3,4465 3,4465| | D16S539 2500 2500

D18S51 4,1845 4,1845 | | D18S51 12,8817 12,8816

D21S11 4,7990 4,7989 | | D21S11 2,2416 2,2416

D351358 1,8325 1,8324 | | D351358 5,5316 5,5316

D55818 1,5262 1,5262 | | D55818 2,8871 2,8871




D7S820 3,0954 3,0954 | | D75820 0,9734 0,9734
D8S1179 1,9819 1,9819 | | D8S1179 1,7669 1,7669

FGA 3,4294 3,4294 | | FGA - -
THO1 3,3623 3,3622 | | THO1 1,0748 1,0748
TPOX 0,8660 0,8661 | | TPOX 2,1982 2,1982
vWA 8,0000 8,0000 | | VWA 3,8932 3,8932
IPC 254.376,0843 | 254.366,4647 | | IPC 296312653,2 | 296.300.801
w 0,999996 0,999996 | |W >0,999999 0,999995

Caso_trio_simples2 Caso_trio_simples3

IP (LR) IP (LR)

Locus | Familias DNAstr Locus | Familias DNAstr
CSF1PO |---- 1,8831 | | CSF1PO 2,9649 2,9649
D13S317| 1,271274567 1,2713 | | D13S317 | -
D16S539 | ---- 1,7232 | | D16S539 | ----

D18S51 |---- D18S51 |----
D21S11 |---- D21511 2,1190 2,119

D3S1358 | 1,678657759 1,6786| | D3S1358 | ----
D5S818 | 1,526158354 1,5262 | | D55818 |2,887086064 2,8871
D7S820 |---- - D7S820 4,2269 4,2269
D8S1179 | ---- D8S1179 0,9341 0,9341

FGA 4,453241895 4,4532 | | FGA -—-- ----
THO1 4,547108039 4,5471| | THO1 2,2736 2,2736

TPOX 2,198166711 2,1982 | | TPOX
VWA 5,891710364 5,8917 | VWA 3,8932 3,8932
IPC 854,1117 854,0861 | |IPC 162,8296
W 0,998831 0,998830| |W 0,996639

Caso_duo_simples Caso_duo_simplesl

IP (LR) IP (LR)

Locus | Familias DNAstr Locus | Familias DNAstr
CSF1PO | 0,792920803 0,79292 | | CSF1PO |0,792920803 0,79292
D13S317| 3,405955794 3,40592 | | D13S317|1,690919851 1,6909
D16S539 | 0,980776775 0,98078 | | D16S539 |1,723246597 1,72325
D18S51 | 1,735887377 1,73587| | D18S51 |2,318702467 2,31868
D21S11 7,575833333 7,57576| | D21S11 |1,059512205 1,0595
D3S1358 | 5,531640668 5,53159 | | D3S1358 | 1,755558814 1,75554
D55818 0,721771516 0,72177| | D5S818 |1,443543032 1,44354
D7S820 | 2,485031792 2,48503 | | D75820 |2,115327664 2,11533
D8S1179| 2,66741169 2,66739 | | D8S1179|3,918227412 3,91819
FGA 1,6368011 1,63677 | | FGA 1,714711934 1,71468
THO1 2,679225184 2,67923 | | THO1 2,27355402 2,27355
TPOX 1,439434178 1,43945| | TPOX 1,099083355 1,09909
VWA 2,41621703 2,41622 | VWA 1,472927591 1,47293
IPC 14060,459850 | 14059,714390| | IPC 752,44040| 752,39080
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W 0,999929|  0,999929| |w 0,99867|  0,99867
Caso_duo_simples2 Caso_duo_simples3
IP (LR) IP (LR)

Locus | Familias DNAstr Locus | Familias DNAstr
CSF1PO 1,585841606 1,58584 | | CSF1PO |1,585841606 1,58584
D13S317| 0,845459926 0,84545| | D13S317|2,561238603 2,56121
D16S539| 1,723246597 1,72325| | D165539|0,861623298 0,86162
D18S51 |--- - D18S51 |---- -

D21S11 | --- ——- D21S11 |---- -—--
D3S1358 | ---- - D3S1358|2,765820334 2,76579
D5S818 0,763079177 0,76308 | | D5S818 |1,443543032 1,44354
D75820 1,057663832 1,05766 | | D75820 |----- -
D8S1179| 0,883463496 0,88345| | D8S1179|0,883463496 0,88345
FGA 1,714711934 1,71468 | | FGA -—-- ----
THO1 1,13677701 1,13678 | | THO1 1,13677701 1,13678
TPOX 1,099083355 1,09909 | | TPOX 1,099083355 1,09909
vWA 0,943289439 0,94329| |[VWA |- ----
IPC 3,3293 3,3291 | |IPC 15,4232 15,4226
w 0,769010 0,769007 | | W 0,939110 0,939108

5.3.6 Editor Visual — Casos de Paternidade
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Também é possivel montar casos utilizando o editor visual. Com esté

ferramenta o usuério podera testar de forma simples varias configuracdes de

heredogramas, sem a necessidade de criar um caso, apenas com o cadastro das

pessoas envolvidas e suas genotipagens. Para a validagao dos resultados foram

realizados os mesmos testes feitos na validagéo do laudo, os valores de mostraram

idénticos ao calculado pela opcéo laudo.
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Editor Visual para estudo de casos de paternidade

L Hipétese
HipGtese :

ICPF Individuo Teste Escolher Tabela

Tabela Bras M

nserir um CPF:

Figura 23- Tela Editor Visual Paternidade

5.4 M6dulo de Anélise de Misturas

O modulo de analise de misturas possui basicamente a mesma estrutura do
modulo de paternidade. A funcionalidade “Pipeline Forense” desenvolvida para
facilitar o cadastro e analise dos dados, também foi customizado para a andlise de
misturas. A Figura 24 abaixo mostra a sequéncia de operacdo para a analise de

misturas forense.

Pipeline das Operacdes de genotipagem/Laudo de misturas forense.

Cadastro de Casos Importar Genotipagem Laudo
Permite armazenar Importar os dados Permite lancar ou Permite emitir o
os dados dos casos da genotipagem, madificar a laudo conforme o
para utilizados na genotipagem tipo de caso
posteriormente emissdo do laudo. quando necessario. cadastrado.

emitir laudo.

Figura 24- Pipeline Forense
5.4.1 Editor Visual — Misturas

Também foi desenvolvido um editor visual para construcdo de casos

Forenses. Nele & possivel, além de mostrar o laudo com os célculos da razéo de
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verossimilhanca, avaliar as relacbes Mx e PHR entre os picos da amostra de

mistura.

Editor Visual para estudo Forense

[Escoiner Tabein

MHipstese Acusagis (Hpl:

Figura 25- Tela Editor Forense

Para validac&o dos resultados foi montado um caso com a genotipagem dos
suspeito, vitima e mistura. Na genotipagem da mistura foram incluidos locus com

1,2,3 e 4 alelos, variando o tamanho dos picos entre eles.

Tabela 9-Caso Mistura 2 alelos
Vitima Suspeito Mistura
Locus Al ¢ A2 & Al o A2 o Al o A2 O
D8S1179 12 2720 13 2685 12 3117 13 2720 12 2514 13 2658
D22S1045 15 7127 16 6689 15 6706 16 4694
D10S1248 13 4508 16 4503 16 4901 16 4716 13 4544 16 9088

Tabela 10 - Caso Mistura 3 alelos

Vitima Suspeito Mistura
Locus Al ® A2 o Al O A2 ¢ Al ® A2 o A3 o
D16S539 12 7743 13 3816 14 3303 12 7820 14 6256 13 4379
TPOX 9 2973 11 2768 8 5943 9 2522 11 2643 8 1513
D2S441 113 2090 14 1952 13 1992 14 1957 11.3 1860 13 2114 14 3171
THO1 8 1754 9.3 1743 8 1902 9 1491 8 1673 9 1232 9.3 1325
D5S818 11 9532 12 5287 13 5229 11 5148 12 4808 13 4500
D7S820 12 6175 13 4786 9 5587 12 5249 9 4954 12 5228 13 4823
D12S391 18 6221 16 5593 22 6268 22 5461 16 5136 18 5139 22 7708
Tabela 11 - Caso Mistura 4 alelos
Vitima Suspeito
Locus Al o A2 ¢ Al @& A2 O



D3S1358 16
CSF1PO 10
D21S11 30.2
D19S433 13
FGA 20
D13S317 12
SE33 19

Locus | Al
D3S1358 15
CSF1PO 10
D21S11 29
D19S433 11
FGA 20
D13S317 11
SE33 19

3552 17
4437 12
5642 32.2
1890 15
2266 23
6425 13
5011 28.2

o A2
2564 17
4090 12
6306 32.2
1565 13
2220 21
4630 13
4874 26.2

3232 15
4028 11
5841 29
1548 11
2202 21
4788 11
4266 28.2

Mistura

o A3
2515 16
3815 11
5223 30.2
1244 14
2137 22
4636 12
4312 28.2

2997 18
4079 15
5597 30
1211 14
2162 22
5377 14
5047 29.2

O A4
1538 18
2454 15
3783 30

939 15
1332 23
2778 14
2924 29.2

2725
3779
6108
1435
1541
5942
4319

D
1257
1907
2611

622
1068
2318
2156
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Onde ¢ é o tamanho do pico no eletroferograma. Os calculos dos valores

de PHR e Mx para todas as combina¢fes dos alelos em dois gendtipos possiveis

foi realizado através da planilha MixtureAnalysisMaster (Gill et al. 1998) para

comparacao com o software DNAstr.com. Foram escolhidos para comparagao seis

loci sendo dois loci com quatro alelos, dois com trés alelos e dois com dois alelos.

Tabela 12- Comparacdo PHR e Mx por Locus

D3S1358
Calculos
Alelo:15 Height: 2564
Alelo:17 Height: 2515
Alelo:16 Height: 1538
Alelo:18 Height: 1257
Genotipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major Minor Mx | PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 |PHR2
15/17 16/18 0,645| 0,98| 0,82| 0,645 0,98 0,82
15/16 17/18 0,521 0,6 0,5| 0,521 0,6 0,5
15/18 17/16 0,485| 0,49| 0,61| 0,485 0,49 0,61
17/18 15/18 0,515| 0,61| 0,49| 0,515 0,61 0,49
17/16 15/18 0,479 0,5 0,6 0,479 0,5 0,6
16/18 15/17 0,355| 0,82| 0,98| 0,355 0,82 0,98




D21511

Calculos
Alelo:29 Height: 6306
Alelo:32.2 Height: 5223
Alelo:30.2 Height: 3783
Alelo:30 Height: 2611
Gendtipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major Minor Mx PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 |PHR2
29/32.2 |30.2/30 |0,643| 0,83| 0,69| 0,643 0,83 0,69
29/30.2 |32.2/30 |0,563 0,6 0,5| 0,563 0,60 0,50
29/30 32.2/30.2(0,498| 0,41| 0,72| 0,498 0,41 0,72
32.2/30 |29/30 0,502| 0,72| 0,41| 0,502 0,72 0,41
32.2/30.2 | 29/30 0,437 0,5 0,6| 0,437 0,50 0,60
30.2/30 |29/32.2 |0,357| 0,69| 0,83| 0,357 0,69 0,83
D16S539
Calculos
Alelo:12 Height: 7820
Alelo:14 Height: 6256
Alelo:13 Height: 4379
Genotipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major | Minor | Mx | PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 |PHR2
12/12 | 14/13 | 0,424 NA 0,7| 0,424 NA 0,70
14/14 | 12/13 | 0,339 NA| 0,56| 0,339 NA 0,56
13/13 | 12/14 | 0,237 NA 0,8| 0,237 NA 0,80
12/14 |12/13 | 0,588 | 0,74 NA| 0,588 0,74 NA
14/13 |12/13 | 0,444 | 0,31 NA| 0,444 0,31 NA
12/14 |14/13 |0,641| 0,51 NA| 0,641 0,51 NA
14/13 [12/12 |0,576| 0,7| NA| 0,576| 0,70 NA
12/13 | 14/14 |0,661| 0,56 NA| 0,661 0,56 NA
12/14 |13/13 | 0,763 0,8 NA| 0,763 0,80 NA
12/13 |12/14 {0,359 0,74 NA| 0,359 0,74 NA
12/13 |14/13 |0,556| 0,31 NA| 0,556 0,31 NA
12/13 |14/13 /0,359 | 0,51 NA| 0,359 0,51 NA
TPOX
Célculos

Alelo:9 Height: 2522
Alelo:11 Height: 2643




Alelo:8 Height: 1513

Genoétipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major | Minor | Mx | PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 |PHR2
9/9 11/8 |0.378| NA| 0.57| 0,378 NA| 0,57
11/11 |9/8 0.396| NA| 0.60| 0,396 NA| 0,60
8/8 9/11 |0.227| NA| 0.95| 0,227 NA| 0,95
9/11 |9/8 0.636| 0.61| NA| 0,636| 0,61 NA
11/8 |9/8 0.512| 0.29 NA| 0,512 0,29 NA
9/11 |11/8 |0.625| 0.66| NA| 0,625 0,66 NA
11/8 |9/9 0.622| 0.57 NA| 0,622 0,57 NA
9/8 11/11 |0.604| 0.60| NA| 0,604| 0,60 NA
9/11 |8/8 0.773| 0.95| NA| 0,773| 0,95 NA
9/8 9/11 |0.375| 0.61| NA| 0,375 0,61 NA
9/8 11/8 |0.488| 0.29| NA| 0,488| 0,29 NA
9/8 11/8 |0.375| 0.66| NA| 0,375| 0,66 NA

D8S1179
Célculos
Alelo:12 Height: 2514
Alelo:13 Height: 2658
Genétipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major | Minor | Mx PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 | PHR2
12/12 |13/13 | 0.486| NA| 0.95 0,486| NA| 0,95
12/13 113/13 | 0.972| NA| NA 0,972 NA| NA
12/12 112/13 |-0.028| NA| 0.95 -0,028| NA| 0,95
12/13 |12/13 NA| 0.95| NA|NA 0,95| NA
12/13 (12/12 | 1.028 NA NA 1,028 NA NA
13/13 |12/12 | 0.514 NA NA 0,514 NA NA
13/13 112/13 | 0.028| NA| NA 0,028 NA| NA

D2251045

Calculos

Alelo:15 Height: 6706

Alelo:16 Height: 4694

Genotipos DNAstr.com MixtureAnalysisMaster
Major | Minor | Mx PHR1 | PHR2 | Mx PHR1 | PHR2
15/15 |16/16 | 0.588| NA| 0.70 0,588 NA| 0,70
15/16 |16/16 | 1.176| NA| NA|1176,000 NA NA
15/15 |15/16 | 0.176| NA| 0.70 0,176 NA| 0,70
15/16 | 15/16 NA| 0.70] NA|NA 0,70 NA
15/16 |15/15 | 0.824| NA| NA 0,824 NA NA
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16/16

15/15 | 0.412

NA| NA 0,412 NA

NA

16/16

-0.176

15/16

NA| NA

-0,176 NA

NA
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Para a comparacao dos valores da razéo de verossimilhanca foi utilizado o

software DNAmix (Curran et al. 1999). Foram utilizados trés variacées no valor do

Theta populacional (ou Fst) : ©=0; ©=0,01; ©=0,03.

Locus

D3S1358
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D2S441
D19S433
THO1
FGA
D22S1045
D5S818
D13S317
D7S820
D10S1248
D12S391

Locus

D3S1358
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D2S441
D19S433
THO1
FGA
D22S1045
D5S818
D13S317
D7S820
D10S1248
D12S391

Locus

D3S1358
D16S539
CSF1PO
TPOX
D8S1179
D21S11
D2S441

Vitima

Alelo(Frequéncia)
16(0.27)/17(0.20)
12(0.25)
10(0.27)/12(0.32)
9(0.12)/11(0.28)
12(0.13)/13(0.28)
30.2(0.03)/32.2(0.09)
11.3(0.06)/14(0.26)
13(0.25)/15(0.14)
8(0.15)/9.3(0.22)
20(0.11)/23(0.15)
15(0.35)
11(0.33)
12(0.30)/13(0.13)
12(0.16)/13(0.03)
13(0.27)/16(0.11)
18(0.20)/16(0.04)

Vitima

Alelo(Frequéncia)
16(0.27)/17(0.20)
12(0.25)
10(0.27)/12(0.32)
9(0.12)/11(0.28)
12(0.13)/13(0.28)
30.2(0.03)/32.2(0.09)
11.3(0.06)/14(0.26)
13(0.25)/15(0.14)
8(0.15)/9.3(0.22)
20(0.11)/23(0.15)
15(0.35)
11(0.33)
12(0.30)/13(0.13)
12(0.16)/13(0.03)
13(0.27)/16(0.11)
18(0.20)/16(0.04)

Vitima

Alelo(Frequéncia)
16(0.27)/17(0.20)
12(0.25)
10(0.27)/12(0.32)
9(0.12)/11(0.28)
12(0.13)/13(0.28)
30.2(0.03)/32.2(0.09)
11.3(0.06)/14(0.26)

Tabela 13- Calculos LR Misturas (6=0)

Suspeito

Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/18(0.12)
13(0.15)/14(0.02)
11(0.29)/15(0.01)
8(0.45)
12(0.13)/13(0.28)
29(0.21)/30(0.24)
13(0.03)/14(0.26)
11(0.02)/14(0.28)
8(0.15)/9(0.16)
21(0.15)/22(0.16)
16(0.34)
12(0.35)/13(0.18)
11(0.30)/14(0.05)
9(0.12)/12(0.16)
16(0.11)/16(0.11)
22(0.09)/22(0.09)

Mistura Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/17(0.20)/16(0.27)/18(0.12)
12(0.25)/14(0.02)/13(0.15)
10(0.27)/12(0.32)/11(0.29)/15(0.01)
9(0.12)/11(0.28)/8(0.45)
12(0.13)/13(0.28)

29(0.21)/32.2(0.09)/30.2(0.03)/30(0.24)

11.3(0.06)/13(0.03)/14(0.26)
11(0.02)/13(0.25)/14(0.28)/15(0.14)
8(0.15)/9(0.16)/9.3(0.22)
20(0.11)/21(0.15)/22(0.16)/23(0.15)
15(0.35)/16(0.34)
11(0.33)/12(0.35)/13(0.18)
11(0.30)/13(0.13)/12(0.30)/14(0.05)
9(0.12)/12(0.16)/13(0.03)
13(0.27)/16(0.11)
16(0.04)/18(0.20)/22(0.09)

Tabela 14- Calculos LR Misturas (6=0,01)

Suspeito

Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/18(0.12)
13(0.15)/14(0.02)
11(0.29)/15(0.01)
8(0.45)
12(0.13)/13(0.28)
29(0.21)/30(0.24)
13(0.03)/14(0.26)
11(0.02)/14(0.28)
8(0.15)/9(0.16)
21(0.15)/22(0.16)
16(0.34)
12(0.35)/13(0.18)
11(0.30)/14(0.05)
9(0.12)/12(0.16)
16(0.11)/16(0.11)
22(0.09)/22(0.09)

Mistura Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/17(0.20)/16(0.27)/18(0.12)
12(0.25)/14(0.02)/13(0.15)
10(0.27)/12(0.32)/11(0.29)/15(0.01)
9(0.12)/11(0.28)/8(0.45)
12(0.13)/13(0.28)

29(0.21)/32.2(0.09)/30.2(0.03)/30(0.24)

11.3(0.06)/13(0.03)/14(0.26)
11(0.02)/13(0.25)/14(0.28)/15(0.14)
8(0.15)/9(0.16)/9.3(0.22)
20(0.11)/21(0.15)/22(0.16)/23(0.15)
15(0.35)/16(0.34)
11(0.33)/12(0.35)/13(0.18)
11(0.30)/13(0.13)/12(0.30)/14(0.05)
9(0.12)/12(0.16)/13(0.03)
13(0.27)/16(0.11)
16(0.04)/18(0.20)/22(0.09)

Tabela 15 - Calculos LR Misturas (6=0,03)

Suspeito

Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/18(0.12)
13(0.15)/14(0.02)
11(0.29)/15(0.01)
8(0.45)

12(0.13)/13(0.28)
29(0.21)/30(0.24)
13(0.03)/14(0.26)

Mistura Alelo(Frequéncia)

15(0.30)/17(0.20)/16(0.27)/18(0.12)
12(0.25)/14(0.02)/13(0.15)
10(0.27)/12(0.32)/11(0.29)/15(0.01)
9(0.12)/11(0.28)/8(0.45)
12(0.13)/13(0.28)

29(0.21)/32.2(0.09)/30.2(0.03)/30(0.24)

11.3(0.06)/13(0.03)/14(0.26)

DNAstr.com

13,98
137,82
169,98
1,74
5,93
10,08
49,66
74,12
6,86
21,43
2,83
8,14
34,49
16,91
6,74
20,50

DNAstr.com

13,63
98,96
89,35
1,72
5,25
10,08
36,27
55,02
6,47
20,61
2,79
8,18
30,22
14,66
5,89
16,15

DNAstr.com

13,07
64.4
48,76
1,69
4,29
10,08
23,22

DNAmix

14.0
137.8
170.0
1.7
5.9
10.1
49.7
74.1
6.9
21.4
2.9
8.1
345
16.9
6.7
20.5

DNAmix

13,6
99
89,4
1,7
5,3
10,1
36,3
55,0
6,5
20,6
2,8
8,2
30,2
14,7
5,9
16,2

DNAmMix

13,1
64,4
48,8
1,7

4,3

10,1
23,2



D195433 13(0.25)/15(0.14) 11(0.02)/14(0.28) | 11(0.02)/13(0.25)/14(0.28)/15(0.14) 37,84 37,8
THO1 8(0.15)/9.3(0.22) 8(0.15)/9(0.16) 8(0.15)/9(0.16)/9.3(0.22) 5,86 5,9
FGA 20(0.11)/23(0.15) 21(0.15)/22(0.16) | 20(0.11)/21(0.15)/22(0.16)/23(0.15) 19,22 19,2
D2251045 15(0.35) 16(0.34) 15(0.35)/16(0.34) 2,62 2,6
D5S818 11(0.33) 12(0.35)/13(0.18) = 11(0.33)/12(0.35)/13(0.18) 8,26 8,3
D13S317 12(0.30)/13(0.13) 11(0.30)/14(0.05) = 11(0.30)/13(0.13)/12(0.30)/14(0.05) 24,84 24,8
D7S820 12(0.16)/13(0.03) 9(0.12)/12(0.16) 9(0.12)/12(0.16)/13(0.03) 11,63 11,6
D10S1248 13(0.27)/16(0.11) 16(0.11)/16(0.11) = 13(0.27)/16(0.11) 4,72 47
D12S391 18(0.20)/16(0.04) 22(0.09)/22(0.09) | 16(0.04)/18(0.20)/22(0.09) 11,22 11,2
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6. Discussao

A probabilidade combinada utilizada em laudos de paternidade e misturas
requer que as frequéncias dos alelos nos loci sejam independentes, esta
independéncia é verificada através da analise da tabela de frequéncia utilizada. O
trabalho realizado por Budowle e colaboradores (Budowle et al. 1994) demonstrou
que ao ignorar o equilibrio populacional em tabelas de frequéncias de marcadores
de STRs, a probabilidade condicionada combinada nos locus fica afetada por um
fator de até 10. A variacao de outros fatores populacionais também podem implicar
em mudancas na distribuicdo da razdo de verossimilhanca (LR), isto ficou
demonstrado no trabalho realizado por Taylor e colaboradores (Taylor et al. 2014)
. Varios indices relacionados a genética de populacdes como: o PIC (Conteudo
Informativo de Polimorfismo); Heterozigosidade observada e esperada; Poder de
Exclusdo (PE); indice de Paternidade Tipico (TPI) e estatistica F, podem ser
utilizados para validar um banco de dados de frequéncias alélicas. Um laboratério
que utiliza seus proprios dados deve verificar estes calculos para garantir que seus
dados nédo estdo enviesados por desequilibrios e aumentar a confiabilidade
necessaria no uso das frequéncias alélicas.

Nos laboratérios forenses € comum o uso da tabela Brasil de frequéncias
alélicas (Aguiar et al. 2014) o que pode ser considerado uma boa pratica, uma vez

que esta tabela representa uma amostra significativa da populacao Brasileira. Para
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0 uso tabelas de frequéncias retirada de populagdes locais € importante realizar os
calculos dos indices estatisticos que podem ser obtidos através de diferentes
softwares especificos de genética de populacdes ou através de planilhas do Excel
criadas para este fim. O grande problema esta na exportacdo/manipulacdo dos
dados entre estes programas. Cada programa de genética de populacdo requer
diferentes formatos de arquivos para entrada/saida de dados, o que na pratica
dificulta a realizacdo dos calculos. Softwares utilizados pelos laboratérios e
descritos na literatura, ndo possuem interfaces de exportacdo de dados nos
diversos formatos adequados.

O DNAstr.com disponibiliza uma interface no qual o usuario pode avaliar
todos estes indices, como demonstrado. A ferramenta permite a exportacdo das
tabelas nos formatos genepop e alerquim. Isto possibilita ao usuario a verificacdo
de outros calculos nao disponibilizados no software (e.g. o calculo do pvalue exato
para o EHW, que néo é disponibilizado no software devido ao tempo de execucéo
deste algoritmo na plataforma web).

O trabalho realizado por Clayton e colaboradores (Clayton et al. 1998) definiu
seis regras que séao utilizadas para confirmar possiveis alelos no eletroferograma
baseado no tamanho do pico ou na sua area. Esta metodologia da conta de alelos
muito bem definidos, onde seus picos passam nos critérios de thresholds analiticos
e estocasticos ou quando néo se trata de artefatos como Sttuters. A proporcao dos
contribuintes na amostra pode definir a quantidade de contribuintes da mistura. Os
calculos do PHR e Mx sao cruciais nesta metodologia para avaliacdo dos
verdadeiros genaotipos presentes na amostra. Esta metodologia pode falhar quando
a concentracdo de DNA € muito baixa (<100 pg) que é comum em cenas de crime.

Nestas concentracOes foram verificados o aparecimento em maior quantidade de
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artefatos como drop-out ou drop-in. Para a solucéo deste problema novos modelos
estatisticos estdo sendo propostos como o modelo continuo que implementa a
distribuicdo normal para estimar a probabilidade dos verdadeiros alelos e que utiliza
informacdes do tamanho ou area do alelo no eletroferograma , ou o uso do modelo
semicontinuo, para definir a probabilidade de drop-in e drop-out e assim definir o
calculo do LR (Buckleton et al. 2004). Esta abordagem ainda nao esta presente na
pratica dos laboratérios forenses no Brasil.

A ferramenta DNAstr.com incorporou o0 modelo demonstrado por Cleyton e
colaboradores. Esta ferramenta ajuda os peritos a definir qual a melhor combinacao
de gendtipos para a mistura e assim comparar com 0S genoétipos da vitima e
suspeito. A ferramenta permite exportar casos forenses para dois softwares:
DNAmix (Curran et al. 1999) e software R pelo pacote Forensim (Haned and Gill
2011). O DNAmix é um software bastante utilizado nos laboratérios de genética
forense no Brasil. Ele implementa o modelo binario para o calculo do valor de LR.
O pacote Forensim implementa o modelo semicontinuo, no software estatistico R.
Este pacote permite calcular o valor do LR levando em conta as probabilidades de

drop-in e drop-out.

O teste de paternidade tem como objetivo revelar relacdes de
parentesco na presenca de duas teses conflituosas (chamadas de Tese de
acusacao e Tese de defesa). Na tese de acusacdo busca-se provar através dos
genotipos dos individuos que existe uma relacéo parental. Na tese de defesa tenta-
se provar que nao existe tal relacdo. A maioria dos casos envolve a presenca de
trés pessoas: Um filho, sua mde e um suposto pai. Outras configuracdes séo
possiveis como por exemplo quando ndo se tem o genoétipo da mae, neste caso

apenas o filho e suposto pai estdo envolvidos.
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O DNSstr.com disponibiliza duas formas de testar as hipoteses de
paternidade nos casos de trio (méae, filho e suposto pai) e duo (filho e suposto pai).
Na primeira forma um pipeline de cinco passos: 1) cadastrar pessoas: neste passo
sdo cadastradas as pessoas envolvidas no caso que se deseja resolver. 2)
Cadastrar o caso: neste passo € armazenado o caso, data e tipo do caso. 3)
Cadastrar as pessoas nos casos: Aqui vocé relaciona os papeis de cada pessoa no
caso. 4) Cadastro da genotipagem: neste passo vocé pode inserir a genotipagem
de cada pessoa, pode ser manualmente ou através de arquivos no formato tabular
do GeneMapper ou XML do CODIS. 5) Gerar o laudo: a ultima etapa permite gerar
uma tabelas com todos os alelos dos envolvidos, o valor do IP (indice de
paternidade) por locus, o IPC (indice de paternidade acumulada), o valor da
probabilidade de paternidade W e quantos locus indicam exclusdo. O software
DNAstr.com ainda disponibiliza uma interface mais simples com um editor gréfico
para edicdo das relacdes, neste editor sdo necessarios apenas trés passos: 1)
Definir os envolvidos. 2) Montar a relacdo. 3) Colocar os parametros do teste. Os

resultado pode ser exportado para os formatos PDF, Excel e CSV.

Este formato de software tem o potencial de ser implementado na rotina de
laboratorios de genética tanto forense. A possibilidade de armazenar e recuperar
os dados de casos e a genotipagem dos envolvidos, permite simular facilmente
novos calculos envolvendo novas hipéteses, facilita o acompanhamento de todos
0s casos resolvidos e a serem resolvidos. Esta ferramenta adaptada para gestao
permite & gestores e técnicos se concentrarem em outros aspectos importantes e

complexos na analise de um caso como todo.
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7. Conclusdes

Vinte anos apos a introducdo de STRs (Short Tandem Repeat) para analise
de sequencias de DNA encontradas em cenas de crimes e também para resolver
casos de paternidade (Gill et al. 2015), vivemos a era da informacdo em massa com
o rapido desenvolvimento de equipamentos de genotipagem. Este desenvolvimento
traz consigo novos desafios como o uso de interfaces mais produtivas, o
armazenamento dos dados mais confiavel, interacdo com outras ferramentas e

confiabilidade nos célculos.

O software DNAstr.com € o primeiro software disponivel gratuitamente na
plataforma WEB e que é capaz de fazer calculos na area civil (paternidade), criminal
(misturas) e também na area de genética de populacdes aplicada aos bancos de
dados forense. Esta ferramenta pode ser muito Gtil em laboratério de genética onde

0 uso de softwares é restrito a poucos devido a dificuldade de utilizacao.
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Anexo 1 — Diagrama do Banco de Dados
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Anexo 2 — Formato dos Arquivos

Insercéo de Tabelas

Formato 1: Tabela de Frequéncias

Insercdo de Tabela de Frequencias. As frequencias alélicas sdo dados por locus
onde cada linha equivale a um alelo, cada coluna equivale a um locus. As frequencia sao
colocadas nas celulas. Primeira Linha: Nomes dos Locus. Demais Linhas : Primeira coluna

0 nome do alelo, demais colunas a frequéncia por locus. Separador: Ponto e virgula.

1 |A|IE|EE ID1051248 D125391 D16S539 D18S51
2 4.

3 5 0.000493

4 6 0.000202

5 6.3

& 7 0.000053

7|73

Formato 2: Tabela de Gendtipos

Primeira linha : Locus ; Nome dos loci (um por coluna). Segunda linha : Alelos ;
Todos os alelos presentes no locus (por coluna). Demais Linhas: ID do individuo; Alelos
por individuos (cada coluna com os alelos do locus correspondente).Separador de colunas:

Ponto e Virgula

1 |Lt_'|cu5 _|[13511:r9 D21511 D75820 (
> [Alelos  14/13/15/12/10/16 30.2/28/31.2/29/30/33.2/31 12/11/8/10/9 -
3 h "0/14 28/30.2 11/12
e 13/14 28/31.2 11/12
5 3 13/13 28/29 2/10 :
r
6 (4 14/15 29/30 3/8
L "
75 12/14 30/30.2 11/11
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Formato 3: Tabela de Genoétipos

Primeira linha : SampleName ; Nome dos loci (um por coluna). Repetir cada loci nas
colunas (um para cada alelo). Demais linha : Id do individuo ; Um alelo por coluna para

cada locus. Separador de colunas: Ponto e Virgula.

SampleCode AMEL AMEL D1051248 D10S1248 D125391 D125391

BC11352 X Y 13 15 17 18
GAD50T70 X Y 12 14 17,3 23
GA0507 X Y 14 16 19 20
GC03394 X Y 15 16 19 19
GT36864 X Y 15 17 17.3 20
GT36866 X Y 13 16 18 20
Formato Insercéo de genotipagem
A primeira linha devera conter 0s seguintes labels

id;nome;sexo;locusl;locus?2...,locusN. As outras linhas deverdo conter um individou cada
com as seguintes colunas: id; nome; sexo; alelo_locusl 1/alelo2_locusl_2;

alelo_locusN_1/alelo2_locusN_2 Onde: id: identificagdo do individuo (cpf ou outra) nome:
nome da pessoa. Sexo: M=masculina e F=Feminino. Locusl..LocusN = Nome de cada

locus. alelol_locusl/alelo2_locusl = Os alelos de cada locus

id nome  sexo  D8S1179 D21S11 D75820 CSFIPO |
1 1 F 0/14  28/30.2 11/12  10/11

) g) M 13/14  28/312 11/12 1012

F F

3 3 F 13/13  28/239  8/10  9/11

4 f F 14/15  29/30  8/8 10/10

F F F - - - -
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Anexo 3 — Curriculum Vitae

Curriculum Vitae

Dados pessoais

Nome Sérgio de Sa Leitdo Paiva Junior

Filiacdo Maria Auxiliadora brito

Nascimento 13/01/1974 - Joao Pessoa/PB - Brasil

Carteira de Identidade 4255683 ssp - PE - 06/02/1998
CPF 908.213.194-34
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