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Resumo

A analise do DN Aitocondrial ja provou ser uma poderosa ferramenta de exclusao
nos estudos de casos forenses. Ela esta sendo utilizada. amplamente. para caracterizar
espécitens biologicas forenses. particularmente guando ha insuficiente DN Nuclear e
amostras para tipagem.  Cabelos, ossos, dentes, dentre outras amostras biologicas que
estejan severaente degradadas ¢ ou e estado de decomposicio. poderdo ser submetidas
a analise do seu DN Mitocondrial.

Cientistas lorenses analisam as variacoes genéticas das regioes HVT ¢ HVIT do DNA
Mitocondrial para ajudar na identificacio de pessoas desaparecidas ¢ enn casos eriinals.
Banco de dados populacionais estdo sendo gerados ¢ utilizados para estimar ¢ determinar
a raridade de perfis de DN Mitocondrial obtidos e casos forenses.

Os laboratorios de DN forense tém grande dificuldade em adotar softwares especi-
ficos. que se adaptem a sua rotina de trabalho. para dar suporte & gerencia da grande
quantidade de dados que sao obtidos das andlises de sequencias do DN Mitocoudrial.
Consequentemente, esta carencia tem provocado erros na producao de perfis de DNA
Mitocondrial para serem analisados ¢ utilizados em casos forenses.

A presente dissertacao descreve a implementacao de um sistema de Bioinforndtica
que vern contribuir parac o processo de automatizacao das andlises. do armazenamento o
da comparacao dos dados de perlis de DN Mitocondrial paraa identilicacio huaa.

A ferratuenta proposta é desenvolvida com base nos padroes descritos pela literatura.
considerando a consistencia no alinhamento de sequéncias do DNA Mitocondrial, gerando
o haplotipo ¢ anotando seus polimortisimos com o uso da nomenclatiura apropriacla, como
tatnbeér facilita a spegao ¢ validacao de polimorfismos devido aos erros que poderao
estar presentes nasta sequencia de DN

N analise dos poliorfismos ¢ uma forramenta de grande valin na prevengao de erros
que possam ser gerados durante todo o processo de manipulacao. extracao. amplificagio,
sequenclamento ¢ no alinhamento de sequéncias, do DN Mitocondrial. Isto nos habilita
A Crlar, armazenar ¢ estimar a frequencia de perfis de DNA Mitocondrial, em bhanco de
dados forenses ¢ populacionais, com qualidade ¢ eficacia.

O sistema de Bioinformatica proposto é desenvolvido para ser ntilizado no ambiente da
Web contribuindo para a integragdo. padronizacio ¢ a comunicagio entre os laboratorios
nacionals de DN forense. Permitindo. assine o compartilhamento de perflis de DN
Mitocondrial a serem comparados entre os diversos estados do pais, usufruindo de um
banco de dados comun.



Abstract

The Mitochondrial DNA analysis has proven to be a powerlul exclusionary tool in
forensic casework. It is being used widely to characterize forensic biological specimens,
particularly when there is insufficient nuclear DNA in saples for typing. Halr shafts,
bones, teeth and other samples that are severely decomposed may be subjected to Mito-
condrial DINA analvsis.

Forensic scientists analvse the HVT and HVIT Mitocondrial DNA genetic variations
to help resolve identity in missing persons and criminal cases. Population databases are
being, cencrated and used to estimate and determine the rarity of Mitocondrial DNA
profiles obtained in forensic cases.

Forensic DNA labs have great difficulties in adopting specific softwares, which adapt to
their work routine, for managing the massive amount of sequence data that ave generated.
Eventually, this lack has caused many errors on the production of Mitocondrial DNA
profiles to be analvsed and used for forensic purposes.

The present dissertation describes the implementation of a Bioinformatic system that
contributes to the process of automated analysis, data storage and comparison of Mito-
choudrial DNA profiles for hunan klentification.

The development ol the proposed tool is based on the patterns described by the litera-
ture, taking in account the consisteney of aligning Mitochondrial DINA sequences, which
generates the haplotype and annotates its polvimorphisms by the appropriate nomencla-
ture, and also facilitates the mspection and validation of the polvinorphisms due to the
crrors that can be present on the raw DNA sequence.

The analvsis of polvmorphisms is a tool of great value to help prevent errors that
may be generated during the entive process of manipulation, extraction, anplification,
sequencing and aligning Mitochondrial DNA sequences. Henee this enables us to ereate,
store and estimate the frequency of Mitochondrial DNA profiles, in forensic and population
databases, with efficiencey and high quality.

The Bioinformatic system proposed is a webh-based application that contributes to
witegrate, standardize and cnable the conununication between the national forensic DNA
laboratories, thus allowing them to share Mitochondrial DNA profiles to he compared
among the states of Brazil, through o mutual databasc.
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Interface do Alipn-ENBOSS com suas conliguragoes de alinhamento pré-determinadas para a andlise

de moleculas de proteina, um prande risco para geragao de erros em estudos de casos forenses. .

Alinhamento local para HVT da amostra LUC-D1. contra os 16369ph da rCRS. serado pelo Alizn-
ENBOSS. Foram mantidos os valores defuult para Gap Open. Gap Extend e Matidir. com Molecule
para DN As entre linhas amarelas destacamn a ambivuidade de numeragao das bases geradas pela
terramenta, possibilitando ao usuario de cometer os ervos das classes L, 2 e L por exemplo: 8771
ou 87C (secae 2.1.8). s entre linhas verdes destacam o alinhamento correto. de acordo com as tres
recomendagoes, produzindo os seguintes polimorlismos para HVE LGLLLT, 162000 162231, L6290,

LO3La, Less2c. o o L L,

Alinhamento local para HVIL da amostra LUC-0L. contra os L6369ph da rCRS. gerado pelo Align-
EMBOSS. Foram maatidos s valores de foult para Gap Open. Gap Ervtend ¢ Matric. com Moleeale
para DN s entre linhas amarelas destacam a ambiguidade de numeragao das bases peradas pela
ferramenta. possibilitando ao usuirio de cometer os erros das clusses 1, 2 € -1, por exemplo: 202G ou
202\ (segao 2.13). s entre linhas verdes destacam o alinhamento correto e as entre linhas vermethas
os mcorretos, de acordo com as tres recomendagoes, produzindo os secuintes polimorfismos para

HVE 730G TIoU, o3G0 210G, 235G, 203G, 309.1C°. 309.20 3107 o o . 0 o 0 0 o o 0 L.

Alinhamento global para HVD da amostra LUC-0L0 contra os L6369ph da rCRS, gerado pelo Align-
FANTBOSS. Foram mantidos os valores dofewlt para Gap Open. Gap Fetend ¢ Mate. com Molecule
para DN\ entre linha vermelha destaca a enorme quantidade de gaps inscrido no alinhamento,
~que nao vad de acordo ¢om as tres recomendagoes. O alinhamento nao pode ser exibido por teiro
puis ultrapassou as dimensoes do monitor. devido aos 16569ph alinhades. O mesmo experimento loi
realizado para HVIL da amostra LUC-01 (com as mesmas conliguragoes). apresentando uma taxa de

OR de insercoes deogaps no alinhamento. o 0 0 0 L 0 L L L

Aldinhamento local para VL da amostra LUC-0L contra HVI da rOCRS, gerado pelo Align-LEMBOSS.

Foram mantides o valores defuwdt para Gup open. Gup Fatend ¢ Matior. com Molccwle para
DNAL As entre linhas wnarclus destacam a numeragao incorreta das bases geradas pela ferramenta.
possibilitando ao nusnario de cometer os erros das classes Lo 2 ¢ 4 (secao 2.13). As entre linhas verdes
destacam o alinhamento correto. de acordo com as tres recomendagoes. Porém. a geragiw incorreta

da numeragio das bases resulta em uma Lalha total do processo de alinhamento, produzindo os

seguintes polimorlismos para HVE 88 118G, 2001, 2671, 206\, 339
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alinliaaniennto. « o 0 L L L L s e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Adinltamento global paca HVL da amostra LUC-0L contra HVL da rCRS. gerado pelo Align-EMBOSS.
Foram moatidos os valores de fuwdt paca Gup Open. Gap Ertend ¢ Matriv, com Molecule paca
DNAL s entre linhas wnarelas destacam a numeragao incorreta das bases eradas pela lerramenta.
possibilitando ao ustario de cometer os erros das classes L2 e 4 (secao 2.13), s entre linhas verdes
destacam ¢ alinhamento correto, de acorda ¢com as tres recomendagoes. 1°orém. a geragad incorreta
dit numeragan das bases resulta em uma lalha total do processo de alinhamento, produzindo os
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Adinhamento cJobal para HVIL da amostra LUC-OL contra HVIL da rCRSC cerado pelo Alirn-
EAIBOSS. Foram mantidos os valores default para Gup Open. Gup etend ¢ Matree. com Molecule
para DN As entre linhas wnarelas destacam o numeragao incorreta das bases ceradas pela fer-
ramenta. possibilitando o usuario de cometer 03 erros das classes 1. 2 e 1 (segao 2.13). .\s entre
linhias verdes destacamn o alinhamento correto ¢ a vermelha os incorretos. de acordo comnt as tres
recomendagoes. Porem. a veragao incorreta da numeragao das bases resulta em uma Ladha total do
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Alinbamento conluso serado pelo SegScape da sequencia HVIL da amostra ALOY. O resultaddo gerado

led or HVHD - 723G 10O 153G, 235G 2300, 263G, 310.1C. 310.21. 310.3C. .« . . . .

Lxemplo dustrativo de como sao gerados ¢ importados os arquivos ABL do sequenciador. como

PrOJeto. PAra & DCUSCAPC.  « v v w0 v e

Interface gralica do SegScape. demonstrando o resultado da anilise de sequencias. Observe que
podemos visualizar o alinhamento relativo a rC'RRS e o seu eletrolerograma, para que se possa reavaliar

a qualidade dos picos das bases das sequencias. . . 0, L L,
O seqScape poszibilida o @ligao dos resultados gerado pelo alinharmento.
Relatorio gerado pelo SegScape com os dados do resultado da analise. .

Hustragao das etapas executadas pelos geneticistas para a analise do DN Amt em estudos de casos

forenses. . . . . L L.
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1 Introducgao

“Toda grande jornada
COMEEE COML W Pequeno passo.”

Provérbio Chinés

Neste capitulo sao apresentados o objetivo ¢ a estrutura deste trabalho . . .




1.1 O DNA Forense

A mais moderna metodologia aplicada mundialmente na identificacio lunmana ¢, tal-
VeZ. @ ads importante contribuicao da ciéneia para o combate ao crime ¢ & impunidade, é
addentificacao humana pelo estudo do DNA (deoxyribonucleic acid). A wiilizagao do DNA
¢ mais conhecdida devido a divulgagao de casos famosos na midia como um instrumento
para determinacao de paternidade. No entanto. o estudo do DN tem aplicagao muito
mais ampla. podendo servir a resolugao de casos criminais, identificar restos mortais ou

pessoas desaparecidas.

O uso da analise do DN A Forense na resolucao de casos que requeremn a identificacao de
pessoas esta sendo utilizado nos tribunais com sucesso, sendo comparado ¢ até superancdo
a lpressao digital (SILVA: PASSOS. 2002) introduzida a mais de um séeulo como prova
investigativa. s policias tém utilizado as evidéncias de DNA Forense a nao mais do que
e década, que cwergin como uma das ferramentas mais poderosas disponivels para

agentes de execucao da lel ¢ para a administragao de justica.

A andlise do DN @ a proxima geragio de identificacao humana ua ciéneia de in-
vestigacao policial ¢ é tanbém considerada como mais uma ferramenta primordial para a
seguranca pablica. Através do DNA podesse identificar pessoas atraves de amostras biolo-
glcas como. por exemplo, a partir do sangue ou sémen desidratados, ossos, bulbo capilar,
saliva, pele, suor, eslregagos alals, orais ou vaginais. mesmo em quantidades microscopi-
cas. bsta sua abrangéncia tem redirecionado os estudos nas acacdemias de formacio de

policias et virios paises.

O estudo do DN Mitocondrial também passon a fazer parte do arsenal biotecnologico
utilizado para a identificacao hunanat. Sua heranga é exclusivamente materna: passando
da mae para os filhos, das filhas para os netos ¢ assim sucessivanente. Atraves desta mais
recente metodologia, wn individuo pode ser identificado a partir da comparacao do seu
DNA Mitocondrial com aqueles de seus parentes genéticos maternos. A analise do DN
Mitocondrial ¢ a metodologia de escolha para a identificacio humana através de restos
humanos antigos. por exemplo: a partir de ossos ¢ dentes que resistivam a sua degradagao
a0 longo dos anos, ¢ tambénn, como em investigacoes criminais onde, por exemplo, as
tnicas evidéncias sao pelos sem bulbo ou quando ha somente restos mortais altamente

degradados obtidos como evidencias biologicas. Essa metodologia @ ainda utilizada e

Ly . - . e T . . Y ~

Em 1996 & utilizado pela primeira vez a evidéncia do DNA Mitocondrinl na corte judicial nos EUA.
Paul Ware é condenado por estupro e assassinato de umna garota de 4 anos. depois de ter encontrado
e mateh do sen pertil de DNA Mitocondrial com a da amostra de mm cabelo encontrado no corpo da
crianga.
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estudos antropologicos ¢ evolutivos. Investigacoes a partir deste tipo de DN consistem
e sequénciar, alinhar ¢ comparar as regioes hipervariavels, do genoma mitocondrial, de

evidencias biologicas ¢ de individuos referenciads a luz do conhecimento.

A partir da descoberta das regioes hipervariaveis do DN investigacoes genéticas tem
possibilitado a resolucao de disputas envolvendo direito de familias ¢ de nacionalidade. O
etprego das inovacoes surgidas et cousequéncia da evolucio do conheeimento cientitico
nessa arca estendeu-se ainvestigagoes eriminads, ¢ hoje, profissionais com conhecimento
aprofundados de biologia molecular, genética ¢ estatistica (expertos em identificacao hu-
wana pelo DN fazem parte dos quadros téenico-clientificos de servigos relacionados com
a seguranca publica. tornando-se assim altamente importante para os poderes judiciario

¢ executivo, devido ao sen poder de descriminagao.

O tipo de heranca do DNA Mitocondrial pode ser muito atil e testes de identificacao
humana porgue permite uma cotmparacio direta de sequéncias de parentes com amestia
linhagem materna, sem ambiguidade causada por recombinagdo meiotica ¢ mistura de
genes mucleares. De fato, quiando aamostra sequenciada ¢ comparacda comn nma pessoa

de referencia. a probabilidade de um parentesco materno pode ser caleulada.

O conheclnento da frequencia com que certos tipos de DNA Mitocondrial ocorrem
numa dada populacio ¢ de crucial inportancia para a aplicacao de seus marcadores foren-
ses Ja que os tipos de sequencias de DNA Mitocondrial estao fortemente correlacionacas

cowt origens geogriadicas, fendtipos ou etuias,

A ddentificagao humana através do DNA Mitocondrial se da pelo cumprimento de
virkas etapas, com diferentes processos de andlises, realizados a partic de uma aunostra
biologica em questao. As ctapas envolvidas podem ser divididas em duas fases. A\ primeira
se dipelo traballio de laboratorio. cuvolvendo processos pari a extracio ¢ aunplificacio
do DNAL comn a manipulagao do material da amostra ¢ com produtos bioquiniicos. Ji
asegunda fase se di pelo uso daccotuputagio paca dar suporte nos processos de sequien-
ciiunento do DNAL alinhamento de sequéncias, analise de qualidade. armazenaunento ¢

colnparagao de dados, caleulos estatisticos ¢ probabilisticos ete.
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Nesta dissertacao estuda-se algumas téenicas para o alinhamento de sequéncias de
DN\ Este estudo ¢ realizado para aescolha da técenica mals apropriaca para o alinhamento
de sequéncias do DNA Mitocondrial humano em estudos de casos forenses. Veremos que
a ctapa do alinhamento é wna das mais crucials ¢ problemdticas. ainda hoje, no estudo
do DNA Mitocondrial, bem como também é tratada a torma de anotar o resultado dessa

andlise para ser arnazenado ¢ comparado no banco de dados.

Um dos maiores problemas enfrentados pela identificacdo humana através do DNA
Mitocondrial é a falta de ferramentas especificas pava alinhar, gerar o haplotipo?, verificar
erros e et seguida, armazenar estas inforntagoes e bancos de dados para depois serem
altalisadas, de mancira comparativa, em busca de similaridades. Diante dessa caréneia a
comunidade forense tem tido dificuldades para gerar baucos de dados populacionais pois
0 seu uso € indispensavel em estudos de casos forenses para realizar calculos estatisticos
¢ probabilisticos. Estes problemas sdao aqui tratados ¢ uta solucao ¢ apresentada com o

desenvolvimento de um sistema computacional.

“Grupo de alelos (polimortisinos do DNA) situados em regioes muito proximas, sendo transmitidos
el conjunito, cowo mma unidade, para os descendentes.
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1.2 Motivagao

No cendario da Bioinformatica a pesquisa esta amplanente voltada para o estudo do
genoma humano, especiticamente na andlise de novos genes. Nela, encontrame-se linhas de
pesquisa voltadas para desvendar proteinas ¢ suas funcoes, Estudos voltados para a de-
terminagao da estrutura 3D da proteina contribuem para revelar a sua real funcionalidade

(GIBAS: JAMBECK, 2001; LESK, 2002: BARNES: GRAY, 2003).

No entanto, existe pouca atencio voltada para o estudo do DNA forense. Geneticistas
[orenses dependen, muitas vezes. da utilizagao de ferramentas de Bioinlormdtica gue

sejam gendéricas ¢ voltadas para andlises genomicas (BENTON, 1996).

A motivagio deste trabalho partiv do laboratorio de DNA forense da UFAL. La
detectou-se a escassez de ferramentas especificas para tratar das andlises do DNA M-

tocondrial forense, com o objetivo de identificar amostras de pessoas desaparecidas.

A Bioinformatica ¢ bastante conhecida por possuir como um dos scus primordiais
problemas a geréncia da grande quantidade de dados que sao gerados a partiv dos seus
estudos genomicos. :\ problematica ndo poderia ser diferente em se tratando do DNA

AMitocondrial Forense.

O estudo do DNA Mitocondrial forense necessita, como ferramenta basica. uma hase
de dados de pertis populacionais, visto que o estudo da identificagio de pessoas atraveés do
DN\ é bascado ¢ constituido e caleulos probabilisticos ¢ estatisticos. quanto maior for o
tatanho dessa base mais precisa serd a estimava deste caleulo. No entanto. a construgao
desta base de dados precisaser cuidadosamente elaborada. desde a ctapa da tipagem da
anostra e questao (fase de laboratorio) até a sua fase de analises da sua sequéncia, o

qual é realizada através de softwares de Bioinformatica.

A pratica atual realizada pelos geneticistas forenses para organizar estas informacocs
seresument aartmazenar seus dados em editores de texto e/ou em planilhas. Tal abordi-
getn @ bastante deficlente no que diz respeito a precariedade da formatagio gue estes dados
estao sujeitos a receber para serem, eventualmente, comparados entre si. Sem contar que
esta formatacio poderd variar entre os laboratorios. o gue cowprometeria seriamente o

compartilhamento destes dados entre eles para serem analisados.
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E também visivel a falta de integracao das ferramentas utilizadas para analise do ali-
uhamento de sequencias com as ferramentas de armazenamento de dados. Este problema
ocasiona o geneticista forense ater que editar ¢ copiar o resultado do alinhamento de
suas sequencias, armazenando-os (digitando) em ferramentas inapropriadas, sem nenhum

controle do tipo de dado, para entao serem comparados manualmente.

Realizar aidentificagio hunana através do DN Mitocondrial necessita de uma avalia-
¢ao rigorosa dos passos para gerar, validar, arinazenar, comparar ¢ estimar o peso de pertis
de DN Mitocondrial e estudos de casos torenses. Portanto, este trabalho [oi realizado
com a finalidade de construir o ferramental necessario de analise ¢ armazenamnento, em un
banco de dados relacional, integrando ¢ automatizando o seu uso para serem utilizadas

o ambiente da Web.
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1.3  Objetivos
O trabalho ora proposto possui os sceguintes objetivos:
1. Desenvolver uma ferramenta para o alinhamento especifico de sequéncias do DNA
Mitocondrial.
2. Gerar o haplotipo do perfil de DNA Mitocondrial no seu devido formato de anotagao.
3. Elaborar uma ferramenta para a verificagdo de erros no haplotipo.

4. Construir um banco de dados relacional para comportar ¢ gerenciar as trés bases de

dados, quais sio: de pessoas desaparecidas, reclamantes ¢ de perfis populacionais.
0. Automatizar o processo de artnazenamento ¢ comparacao de perfis.

6. Estiar o peso de uma evidéncla ao acaso.
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1.4 Estrutura do texto

A\ dissertacio esta dividida et seis capitulos. Neste primeiro capitulo é descrito todo
o contexto geral do cendrio do DNA forense ¢ a utilizagao do DNA Mitocondrial como
instrumento para a identificagao humana, e especial, a partic de restos mortais degra-
dados. A justificativa para a realizagao deste trabalho ¢ deserita através das motivagoes
e. e seguida, sao apontados os objetivos a serem atingidos com o ultimar das atividades

estabelecidas neste projeto de mestrado.

O segundo capitulo descreve uma introdugao ao DN Mitocondrial locada, basica-
mente, em suas caracteristicas de localizagao ¢ estrutura dentro da célula, informagoes
estas que sdo utilizadas para o seu estudo enn casos forenses. Tambéun sdo apresenta-
das, detalhadamente, as técnicas ferramentals utilizadas nas suas analises ¢ as praticas de

manipulacao dos seus dados.

O tercero capitulo é especificatente voltado para a dicussao das diversas técnicas
utilizadas na comparacao de sequéncias biologicas.  Este capitulo ¢ uma extensao do
segundo capitulo, na apresentacao das diversas problematicas encontradas nas analises
do DN Mitocondrial, onde é descrito, especificamente. a caréncia de ferramentas para o

alinhamento de suas sequéncias nueleotideas, com exemplos de uso.

O quarto capitulo descreve uma solugao computacional lundamentada de acordo com
a concepeao das problematicas apresentadas nos capitulos anteriores. Neste capitulo é
descrito, e detalhies, a modelagem do sistema computacional ¢ de seus modulos que,
em conjunto, reuncnt as ferramentas essencias para o estudo de casos forenses, através da

analise do DNA Mitocondrial humano.
No capitulo cinco sao descritos os experimentos ¢ os resultados obtidos, como teste,
para comprovar a utilidade do ambiente computacional. proposto no capitulo quatro.
Por altimo. o capitulo scis apresenta as conclusoes gerais deste trabalho ¢ as diversas
dicagoes para trabalhos futuros que visam dar continuidade no deseuvolvimento da

solugao computacional. elaborada pelo presente estudo.
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2 Andlises do DNA Maitocondrial

" DNA ¢ o mensageiro. que duinina (nossa conexao cone o passado). transniitido de
geragao pura geragao. carregado. literalinente. nos corpos de (nossos) antepassados.
Cada mensagem trage wina jornada através do espago ¢ do tempo. wina jornada
realizada pelas longas linhas que nascem através das maies antecessoras,

Bryan Sykes. The Seven Duughters of Eve

Este capitulo descreve as caracteristicas do DNA Mitocondrial. os passos que envolvem
a obtengio de resultados et estudos de cagos forenses, ¢ tawbéw sobre as Luportantes

temdticas cuvolvidas na interpretacio de seus resultados . . .
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2.1 Localizacao, estrutura e caracteristicas

O genoma humano estd localizado dentro do ndcleo de cada célula.  No entanto,
existe um pequeno genoma cireular encontrado dentro da mitocondrial.  Este genoma,
o DN\ Mitocondrial (DNAmt), molécula de DNA extra-nuclear presente apenas nas
mitocondrias, pode variar bastante em namero dentro da célula.  Existem. em média,
4 a b copias de moléculas de DNAmt por mitocondria, podendo até variar cutre ui
namero de 1 a 15 copias (SATOH; KUROIWA, 1991). Devido a célula poder conter centenas
de mitocondrias, estimado na média de 500 cOpias, matematicamente, poderdo existir

milhares de moléculas de DNAwt e cada célula (SATOH: KUROIWA, 1991)(figura 1).

Por possuir o maior namero de moléculas de DNA por ¢élula, o DNAmt obtém um
indice de maior sucesso em relacio aos marcadores do DNA Nuclear STR? na tipagem
de amostras biologicas que possam ter sido danificadas com o calor ou com a umidade
(Tabela 1), Tambem vale salientar que a soma de todas as copias de moléculas de DN At
geram menos de 1% do conteado total de DNA Nuclear (DNAn) que uma célula pode
possuir. assumido que existam 1000 ¢opias de DNAmt no tamanho de 16569 pares de

base (pb) ¢ duas cOpias de DNAR no tamanho de 3.2 bilhoes de pares de base.

O DNAmt tem aproximadatente L6569ph ¢ possui 37 genes que codilicam proteinas
utilizadas na produgao de energia da célula. O miimero total de nucleotideos no genoma
mitocondrial pode variar devido a pequena taxa de mutacdes resultantes de inserqoes
o delecoes. Por exemplo, existe uma repeticao de binucleotideos entre as posicoes 514
a 524 que na maioria dos individuos ¢ de ACACACACAC ou (AC)s, mas esse nimero
pode variar entre (AC)3 a (AC)7. Dos 37 genes trauscritos no DNAmt, encontrados
na regiao codificante, 13 incluem proteinas, dois RNAs ribossomais (rRN:A) ¢ 22 RNAs
transportadores (tRDN:A) (ligura 2).

A variabilidade de nucleotideos ¢ polimorfismos entre individuos no displacement loop®
é mals abundante do que nas regioes codificantes, pois suas restricoces sio menores devido
a nao codificagdo de genes. Em outras palavras, podem ocorrer diferengas na regido D-
loop, pois nela nao se codifica qualquer substancia necessaria para a funcionalidade da
célula. A\ maior parte da atengio em estudos de DNA forense euvolve o uso de duas

regioes hipervariaveis, dentre a regidao controle, comumente referidas como HV1 ¢ HV2.

LOrganiela celular, produtora de energia, que reside dentro do (1topla~..um

2STR (Short Tandem Repeat), pequenos fragruentos de sequéncias de DNA (2 4 6 bases) que se repe-
ten. E, nos dias de hoje. o marcador mais utilizado no estudo de casos forenses e testes de paternidade.

*PosigOes nao condificantes da regiao controle, também conhecida por D-loop.
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[Figura

vermellio, encontra-se a regiao hipervariavel onde os cientistas forenses analisam o DN A para [ins de identilicagdo humana,

Fonte: (BRANDORN et al.. 2004).

Fsquema do genoma circular do DNA Mitocondrial.  No topo do genoma. demarcado com o retangulo

Caracteristicas

DNA Nuclear {DNAn)

DNA Mitocondrial (DNAmt)

Tamanho do genora

Cdpias por céiula

Exclusividade

Taxa de mutaglo

S=quénciz da Releréncia

~ 3.2 Bihd2s pb

21 alzlo da zada

Unico por individuo
(exceto imzo gémeos)

Fegusna
Cescrilo em 2001 pelo

Proeto do Ganoma
Humana

~ 16569 pb

Pode ser = 1000

¢ jsi ” parente)
% total d niedco d s
el ozt
Estrutura Lirear Circuiar
Heranga Fal e mae MMaterna
Recombinagdo Sim Hao

N30 Onico por indriidug (masmo
que clos parentes matermos;

No minimo 5-10 vezes mais qus
o DNAn

Descrito em 1981 por Anderson
& Colaboradores

Tabela 1: Comparagoes entre ¢ DNA Nuelear ¢ o DNA Mitacondrial.




2.2 IHeteroplasmia

A heteroplasiiia € a presenca de mais de um tipo de DNAmt e um individno,
existindo assiim a possibilidade de ocorrer duas ou mais populagoes de DNt dentre as
celulas de um individuo, como tambént. dentro de somente uma célula ou dentro de uma

mitocondria (MELTON, 200-1).

E improvavel que as milhares de woléeulas do DN At sejam completamente idénticas.
dado que as regioes do genoma mitocondrial podem variar de 6 a 17 vezes amais do que
e indea copia de wm gene nnelear, Assimn, para gue wina trausinissao de mutacio possa
ser detectada no DN Aut, essa mutagao deverd se espalhar a uma frequéncia consideravel
dentre as células ¢ as moléculas de mitocondria. A\ heteroplasiia poderd se manifestar a

partir das seguintes fornas (CARRACEDO et al., 2000):

e U individuo poderd ter mais de wn tipo de DNAmt e um qnico tecido;

e U individuo poderd exibir um nico tipo de DNAmt e wn teeido ¢ wn ontro

tipo de DN Amt e um outro tecido:

* Individuos poderdo ser heteroplasmicos e um Gnico tecido ¢ homoplasmico num

outro tecido.

Dado o fato da ocorréncia de hieteroplasiia, devesse entiao recorrer as recomendacoes de

interpretagao para resolver as diferencas cutre as amostras de evidéncia ¢ reteréncia.

Os dois tipos de heteroplasiia validados pela literatura sao o heteroplasinia de sequén-
cia ¢ a de comprimento (MELTON, 2004). A\ heteroplasmia de comprimento geralmente
ocorre nas regioes do polyv-C, e HVI, nas posicoes 16184 - 16193, ¢ tawmbém e HVII,
nas posicoes 303 - 310 (figura 3) (STEWART et al., 2001). \ heteroplasimia de soc juéncia ¢
tipicamente observada pela presenga de dois ou mais nucleotideos ocupando o mesmo sitio
cun difereutes woléeulas de DNAunt, podendo ser vista em eletroferogramas onde existan

picos sobrepostos (ligura -4).

A heteroplasia podera tamhém ocorrer em mais de i sitio. Estia coudicao é co-
nhecida por “triplasmia™ ¢ tem sido observada na literatura (TULLY ct al., 2000). Mas, a

St ocorreneia @ rarissima e relacao a heteroplasiuia de uw so sitio,
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Figura 3: Lus ragio da ocorrencia de uma heteroplasmia de comprimento, com a observagao de um T em meio ao

poly-C. em HVIL

15086 16093 16104

F‘l‘L’;lU.'&t 4: Observacao de heteroplasmia na sequéncia (@) no sitio L6083, possuindo (¢ ¢ "I como base, compacando-se &

sequencia (b)) que, no mesmo sitio. possui apenas um I Fonte: (BUTLER, 2005).

Visto a raridade de encontrar mais de uina ocorréncia de heteroplagimia dentre os 610
uncleotideos sequenciados para HVI ¢ HVIL o relato de Grvbosski sobre a ocorréncia de
seis sitios heteroplasmicos, em um individuo, levantou suspeitas sobre a sua estratégia
utilizada no sequenciamento. O estudo de Gryhowski foi criticado por conter, possivel-
mente, contaminacao devido ao excessivo mimero de ciclos utilizados na amplificacio das
atmostras(BRANDSTATTER; PARSONS, 2003). Uma nova andlise realizada nestas mesmas
atnostras, desta vez utilizando-se uma abordagem direta de PCR, obteve como resultado

a reducao no ninero de sitios heteroplasmicos.

U dos maiores problemas ein amostras heteroplasmicas € que a frequéncia das bases
podem nao permanceer as mesias dentre os outros tipos de tecidos, tais como o sangue
¢ cabelo ou entre vrios cabelos. Alguns protocolos do DNAunt recomendarn sequenciar

varios cabelos de wm individuo no esfor¢o de se confirmar a heteroplasmia.

Os !wtsput.s; de heteroplasinia incluem as seguintes posicoes em HVI: 16093, 16129,
LO153, 16189, 16192, 16293, 16309 ¢ 16337, ¢ para HVII, nas posicoes: 72, 152, 189, 207
¢ 279 (_TUL—LY et al., 2000; BRANDSTATTER; PARSONS, 2003},

Eunquanto que o acontecimento de wma heteroplasmia pode, as vezes, dificultar a
wterpretacao final do resultado do DNAmt, a sua presenca e sitios idénticos pode apri-
morar ainda mais a probabilidade de um match. tal como é deserito no estudo do caso da

familia Romanov (secdo 2.3.2).



2.3  Heranga materna

Para fins forenses ¢ na identificagao de pessoas desaparecidas, como tambéin, cin
qualquer outra arca de pesquisa, o DNAmt humano é considerado estritamente herdado

da tmae para seus fillos,

Durante a fecundacio, somente o nacleo do espermatozoide consegue penetrar ¢ unir-
sediretawente ao wicleo do ovulo, Desta forma, a mitocowcria, juntamente com suas
moléculas de DNAmt, ¢ passada diretamente parac o prole, independente de qualguer

mllucnela paterna.

Nos ovulos, tem se observado uma quantidade de 100 mil moléculas de DNAmt, o
que acarreta na diluicao extrema da passagen de qualquer moléeula de DNAmt paterno
para. o zigoto (CHEN et al, 1995). Portanto, com a excecao de mutacoes, a mae passa
adlante o seu DNt para scus filhos e consequentemente tanto esses descendentes, como

0s parentes mwaternos, possuen ou possuirao seus DN At idénticos.

Na figura 5 é dado um exemplo de uma arvore gencaldgica de familias para demons-
trar a heranca padrao do DN Amit. Neste exewplo, os individuos 1, 5, 7 ¢ 12 possuemt
exclusivamente uin anico tipo de DNAmt. Note também que o individuo 16 ird possuir
o westo DN At que os outros sete individuos, representacdos pelo wimero 2, 3, 6, 8, 11,

13 ¢ 15,

e : ‘ 15 186

:,11,13,15,18 i =
49,10 ‘B (B,

9

12
141718

1011 Ly sfeaias la REwaia S e - o wE A
I IGUTa 9> Hustragao da heranca materna do DNAmt para 18 individuos em uma arvore penealdgica hipotética. Os
quadrados representam os Lomens e os circulos as mulheres. Cada tipo tnico de DNAmt 6 representaco por uma letra

allabética. Fonte: (BUTLER, 2003),
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Esta caracteristica pode servir de grande ajuda na resolugao de pessoas desaparecidas
ou na investigacio de desastres e grande massa, por exewnplo: aidentificacao de restos
wortais no ataque terrorista ao World Trade Center. no dia 11 de setembro de 2001 em
Nova York. EUAL Mas. a0 mesino tempo, esta caracteristica podera reduzir asignilicancia
de um mateh! em casos forenses, visto que até mesmo parentes muito distantes podem
possuir o mesmo tipo de DNAmt. o que também acarreta no aumento do namero de
amostras que poderio servir como referéneia para confirmar a identidade de uma pessoa

desaparecida.

Evidencias a partir do DNt tem ajudado muito na tarefa de associar ¢ ou ligar
familias, por exeniplo: o famoso caso da identificacio do desconhiecido soldado da guerra
do vietnam. cowmo tanbém na resolucao de quebra cabeeas historicos, tais como. o caso

da familia Romanov. Os dois casos sio descritos nas duas proximas segocs.

Palavra de origem inglésa que tem como significado, para o nosso contexto. a observacio de uma
igualdade ou semelhanga mnito proxima na comparacio entre duas sequéncias,



2.3.1 Identificagao dos restos mortais da tumba de soldados da
gucrra do Vietnamn

No dia 30 de Junho de 1998, o secretario de defesa aunericano, William Cohen, anin-
ciou ao mundo que a teenologia do DNA foi utilizada pava identificar um soldado da guerra
do Vietnan, da tanba de soldados nao identilicacdos localizado no cemitério national de
Arlington. Os restos mortais do 1° tenente da forga adrea dos EUA, Michael . Blassie,
foram identificacos através do uso de seu DNAmt. Una comparacio exata dos 610 nucle-
otideos da polimorfica regiao controle do seu DNAwmt fol obtida através dos de sua mace.
Ao mesmo tempo. oito dos demais possiveis soldados foram excluidos devido a um nao
match cutre outras referencias de funilias a procura de seus paventes desaparecidos na

Suerra.

O tenente Blassie chegou ao Vietnaun e Janeiro de 19720 Sen jato de eaga A-37B
fol derrubado no dia 11 de maio, de 1972, numn regiao proxima a fronteira da cidade
de Caunbodgin. .\ regido i pode ser revistada ¢ seus restos mortais 1ao puderan ser
recuperados até cinco meses depois. Por este tempo, foram encontradas apenas algumas
ossacdlas ¢ alguus itens pessoais. incluindo o seu cartao de identificaciio. Os seus restos
mortals foram enviados para o laboratorio central de identificacao do exéreito no Hawaii.
onde la pertancceu por oito anos, quando umna revisao militar alterou sua designacao
para “desconhiecido™ e sen cartao de identificacio, encontrado junto aos restos mortals,

havia desaparecido.

Ewm meados de junho de 1998, conseguin-se extrair inforimacoes sobre a sequéncia do
DNAmt através da ossada de um pélvis da tumba de soldados nao identificados, cujo ma-
terial fol analisado no “laboratorio de identificacio através do DNA das foreas armacdas™
(AFDIL). Supostos parentes inaternos dos oito soldados nao identifeados, cujos restos
mwortals foram encontrados naquela regiao, foram avaliados como amostras para referén-
i As posicoes 16021 a 16365 (TIVT) ¢ as posicoes 73 a 340 (ITVIT), da polimértica regiio
controle, foram submetidas @ analises. Dentre as comparacoes entre as amostras de refe-
rencias ¢ os restos wortads, apeuas w mateh perleito foi observado: o que ligon a mice de
blassie ao resto mortal de sen filho (Michael Blassic). Devido a essa identificacao positiva,
a Launilia Blassic fol antorizada a cuterrar os restos wortais do 19 tenente no cemitério

nacional de Jefferson Barracks (HOLLAND: PARSONS, 1999).
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2.3.2 Identificacao dos restos mortais da familia Romanov

Em 1918, apos a revolugao sovietica, o czar® russo ¢ sua funilia foram mantidos como
prisionciros do novo regime. Acredita-se que o czar russo Nicolas 11, sua mulher, a czarina
Alexandra. suas 1 filhas ¢ 1 filho, trés empregados ¢ o médico da familia foram fuzilados
pelos bolelievigues. Parece que algunias das vitimas nao morreram imediatamente. Como
consequétcia, os corpos foram golpeados até a comprovacao do falecimento de todos.
Aereditasse tambénm ques depois deesquartejados, os corpos forawm Tangados e wma
fossa a cerca de 20 K do local onde a familia foi mantida prisioncira.  Supostamente,
despejou-se acido sulfirico sobre os cacveres para evitar wna posteior identificacio ¢ a

fossa fol aterrada,

Em [991. esta fossa fol descoberta ¢ cucontrados restos Osseos huanos que cor-
respondiam a9 cadaveres com tracos de tortura ¢ marcas de bala (GILL et al., 1994).
Especialistas torenses russos realizaram estudo de reconstrucao facial computadorizada,
comparacio de arcadas dentarias ¢ estimativa de idade ¢ sexo dos individuos. A presenga
de pecas dentarias em ouro indicava que alguns dos cadaveres poderiam ter pertencido a
aristocracia, Por fin. os estudos coustatarain que os restos mortals pocderiain correspott-
der ao czar. czarina ¢ a 3 dos 5 filhos. Concluiu-se que faltavam os restos do filho Alexel

e de Anastasia, utna das fillins,

Fin 1992, unn laboratorio inglés iniciou estudos atraves da analise por DNA, visando a
Identificacao fidedigna das partes. Este laboratorio adotou dois procedimentos: a andlise
do STR. para comprovar se os restos mortais se tratavaim de um grupo familiar, ¢ andlise
de DN Mitocondrial, para determinar relagdo de parentesco com os descendentes da

frunilia Romanov por via materna.

O sexo dos individuos fol determinado através da amplificagao do gene amelogenina.
Apos a andlise dos 9 esqueletos, as tipagens por DN confirmaram as conclusoes do exane
fisico. constatando-se que os restos wortais cram correspondentes a4 homens ¢ 5 mulhieres.
Meswo diante de dificuldades decorrentes de artefatos gerados durante as reacoes de
PCR®, foi concluido que 5 restos Gsseos pertenciam a um mesmo grupo familiar. Caso se
tratasse da familia Romanov, os dados indicavain que uma das princesas ¢ o principe nio
seencottravai ta tumba. O fato corroboron a hipotese de que dois corpos teriam sido

enterracdos ou incinerados separadamente, ou que Anastasia ¢ Alexad terian sobrevivido.

*Titulo que se dava ao iinperador na Russia, e aos antigos soberanos sérvios e bulgaros.
[ o ens (o e R , L L1
Polymerase Chain Reaction. Método de amplificagio (na criagio de maltiplas copias) do DNA, sem
0 uso de wn organisino vivo.
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[ 1gura O Linhagem da tamilia Romanov. Os individuos representados pela cor azul sio parentes maternos de “Isar 11
e 05 em verde sa0 parentes maternos de Tsarina. Os parentes maternos vivos Principe lilip (de Tsarina) e Nenia (de Tsar
11}y serviram como amostra de relerencia. com os polimortismos de seus haplotipos relativos as posicoes da rCRS. Fonte:

(BUTLER, 2003).

Cowr respeito ao DNAt, os 9 esqueletos tiverann sequenciadas as regloes hiperva-
riaveis HVT ¢ HVIL Sequéncias idénticas foram obtidas para a suposta czarina ¢ os trés
possivels fillios. Clomo relercneia, foi utilizada a sequéncia de DNAant produzida a partic
de amostra de sangue do Principe Philip, Duque de Edimburgo, sobrinho-neto da czarina.

Sta sequencia eraidéntica aquela da czarina e de seus filhos (figura 6).

Em relacao ao czar, a sequéncia proveniente dos restos mortais foi inicialmente com-
paraca cow a de mna neta, de sua ma, ainda viva, s duas sequéncias eram dénticas,
exceto quanto a wna heteroplasmia na posicao 16169 no DNA extraido a partir do esque-
leto atribuido ao czar, que indicava as bases citosina ¢ timina. Na scquéneia da amostra
de referencia, esta posicao era ocupada somente por timina. Os dados apontavam ser a
analise inconclusiva quando decidiu-se exumar o corpo do irnao do czar, George Roma-
nov, morto e 1899, Neste, verificou-se no DNAwt, exatamente a mesia sequéncia ¢

heteroplasmia em relacao ao czar, finalizando, entao, a identificacio (DEBENHAN, 1996).

A partir desde caso, verifica-se que wa heteroplasmin pode reforcar o poder de dis-
criminagao da téenica, Como nao era possivel analisar as sequéncias da mie ¢ do avo czar,
uao se sabe se clas também apresentavam esta heteroplasmia. Provavelmente, o DN At

contendo timina na posigao 16169 segregou para homoplasmia nas geracoes seguintes.



() caso Romanov ainda esteve no cendrio cientifico até 1995, quando a sequéncia
de DN Amt de wna walher chamada Anna Manahan, suposta princesa: Anastasia, que
teria. entao, escapado da chacina, nao coincidiu com o perfil ja verificado para a czarina

(STONEKING et al.. 1995).

O caso da familia Romanov ¢ uni dos mais famosos exemplos da aplicacao do DN Amt
na identilicacio huwana, Enquanto o cmprego daandlise de DNAn STR foi atil para
provar a relacio de parentesco entre os esqueletos. o DNAmt foi utilizado para identificacao

atraves da comparacio com amostras de individuos separados por varias geracoes.
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2.4 Sequéncia de referéncia

O priweiro DN At humano foi sequenciado em 1981 no laboratorio de Frederick San-
cer na Universidade de Cambridge, Inglaterra (ANDERSON et al., 1981). Por muitos anos,
a sequéncia original de Anderson foi utilizada cowo a sequéncia de referencia para ser
comparada com outras novas sequéncias. A\ sequencia de Anderson é também conhecicda
como a Cambridye Reference Sequence (CRS). Tipicatnente, os laboratorios de DNA exi-
bem como resultado as variagoes resultantes da comparagao entre a L-strand” da CRS.
Assinn por excernplo. a observacio de um nucleotideo Cna posicio 16126 ¢ uma sequén-
cia de amostra, na qual ¢ observado um T na sequéncia de Anderson, ¢ representado
por 16126C". Caso naw seja verificado mais nenhuma outra variacao, fica subentendido
que as demads bases entre as duas sequéncias sao idénticas, portanto, nao sera necessiario

qualquer tipo de representagao das mesias.

A CRS i noviunente sequenciada e 1999, através da placenta original, mesimo
material utilizado por Anderson ¢ colaboradores do primeiro sequenciamento na época
(ANDREWS et al., 1999). Devido as melhorias conquistadas nas iltimas duas décadas na
arca da tecnologia do sequenciamento de DNAL existiu wm consentimento ¢m revisar ¢
corrigir os erros da CRS original para tornar scu uso mais robusto cotmo sequéncia de
referéncia no futuro, U dos erros representou a perda de uma tnica citosina na CRS
revisada ou recised CRS (rCRS) na posicao 3106-3107, tornando-a uma base menor conn
LG568ph e relagao a CRS original com 16569ph (ANDERSON et al., 1981). Entretanto,
é utilizado uma delecao na posicao 3107 que serve de apoio para manter a numeracao
historica (ANDREWS et al., 1999). Teliznente, nenhum erro foi observado nas duas regioes
hipervariavels que sao intensamente utilizadas e aplicagoes forenses. enja sua extensao
abrange as posicoes 1602:1-16365 ¢ 73-310. A rCRS com 16568ph esta disponivel no site
do MITONNADP (BRANDON et al., 2001).

E importante notar que a rC’RS nio é a nica. utilizada como sequéncia de referéncia.
Por exerplo, o genotwa mitocondrial utilizado cowo referéucia pelo National Center for
Biotechnology Information ¢ o Genbank AF347015%, sequenciado por Ingman (TNGAAN
et.al.. 2000). Seu tamanho é de 16571ph ¢ é derivada de um individuo Africano (Yoruba).
Portanto. é indispensavel destacar a sequéncia de referencia que esteja sendo utilizada no
estudo (BUTLER. 2005).

*O genotna mitocondrial & coiposto por duas titas, a tita leve (light strand ou L-strand) e a fita pesada
(heavy strand ou H-strand). A fita pesada é representada pelo circulo externo contendo uimn minero maior
de Guanina e Citosina do que a fita leve, representada pelo circulo interno ( figura 2).

*Nauero de referéncia para busea no site. URL - http: //www.ncbi. nlm.nih.gov/Genbank/
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2.5 Marcadores forense

A\ regido de maior variacio do DNAmt. entre individuos humanos na populagio. é
encontrada na regiao controle ou D-loop, como é descerito na seqao 210 As duas regioes do
D-loop conhecidas por regiao hipervariavel T (HVI VL ou IIVS-I) ¢ a regido hipervariavel
1T (HVIL H\V2 ou HVS-11) sao normalmente examinadas pela amplificagao do PCR. ¢
em seguida, sio realizados andlises das suas sequéncias.  Aproximadamente 610ph siao

avaliados através da regiao controle, 342pb da HVT ¢ 269ph da HVTT (figura 7).

Para cada sequéncia de amostra, suas posicoes de 16024 a0 16365 e HVT ¢ 73 a 340
e HVII sao deterinadas ¢ comparadas com a rCRS. As diferengas entre a comparagao

sdo anotadas ¢ exibidas indicando a posicio ¢ o nucleotideo da base alterada.

Em alguns casos, uma terceira regiao hipervariavel (IVIID. com 137ph ¢ compre-
endendo as posicoes 138 a 571 é examinada. Sitios adicionais de polimorfismos, dentre
HVTIL. poderao ser de grande valia na resolugio de easos forenses, onde as regioes HVT ¢

HVIT de uma amostra estejam indistinguiveis.

Uin mimero de diferentes tipos de PCR e primers? sao utilizados no sequenciaento
i

para gerar dados de sequencias do DNAmt nas regioes HVT ¢ HVIL

A regiao controle do DNAmt tem sido estimada a vaviar em torno de 1 a 2%, ou
seja, perto de 7 a T nucleotideos dentre os 610ph na comparagao entre individuos sem
nenhuna ligagio de parentesco (BUDOWLE et al., 1999). Esta variacio abrange toda regiao

HNT ¢ HVIL cuja medicao ¢ determinada com a andlise do sequenciamento,

No entanto. existem hotspotst ou sitios hipervariaveis e regioes oncde a niajoria dessas
mutacoes estao proximas (STONEKING et al., 1991). A parte disso, ja oram desenvolvidos
outros métodos para que se possa visualizar rapidaunente variagoes do DNAmt ¢ excluir

anostras ite ndo coinciderem (BUTLER, 2005).

?Sio filaunentos de nucleotideo que servemn como ponto de partida parn o replicagio do DNA.
N genética, o termo hotspot significa: posicoes no DNA onde ocorremn mutagoes INcomuns com utn
certo grau de frequéncia.

li!ﬁ 56%1 208pdy 1pb
|
HV1 1 HV2 Hv3
Kl;u 16365 3 M40 420 524
|
| Regiao Controle 1

Flgl.ll'il 2 Hustragivo das 3 regives hipervariaveis do D-loop para utilizagao em investigagies lorenses.
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2.6 Sequenciamento em casos forenses

Os passos cnvolvidos para se chegar na comparacio de sequéncias de DN Amt estao
ilustrados na tigura 8. A\ extragao do DNAmt deverd ser realizada e laboratorios com
rigoroso coutrole de higicne. devido ao DNAmt ser mais sensivel & contaminacao do que o
DN A uma vez que o seu ndmero de copias por célula ¢ bem maior. Consequentemente,
¢ preferivel que se analise as amostras de referéneia depois que as amostras de evidencia

tenham sido processadas, para evitar qualquer pontencialidade de contaminagao.

As amostras de DN e investigacao geralimente encontrame-se bastante degradadas,
o que pode dificultar a sua total legibilidade na ctapa de leitura do sequenciamento.
A amostrac de referéncia de uma vitima, um suspeito ¢ ou de um parente materno. ¢
tipicaunente disponivel como manchas de sangue ou suabe bucal, contendo assim uma

methor qualidade de DN (BUTLER, 2005).

O sequenciaunento do DNAmt ¢ realizado em ambas divecoes, forward (F) ¢ reverse
(R). para que as fitas complementares possam ser comparadas entre si, com o proposito
de controle de qualidade. Se nio for possivel obter os dois filamentos de sequéncia, por
xempl segtento Iv-CH, entd smo filament lerd ser sequenciado duas
exemplo, o segmento do poly-CHLentao o mesmo filamento poderd ser sequenciado duas

VOZOS ¢l reacoes separadas,

USignifica um conjunto continuo de virias citosinas na sequencia.

Exemplo: ATGCTCCCCCCCGGTC

1° Etapa 2° Etapa
‘ Extéacao do D";Wm Extragio do DNAmt
a amostra Ee da amostra de
evidéncia (E) referéncia (R)
Amplificagdo por Amplificagéo por
—e PCR nas regiées |— ——| PCR nas regides |
HVI e HVII HVI e HVII
; .Con.junto de Conjunto de
| replicagdes de HVl e |« - replicagées de HVI e
! HVII (das duas fitas) HVII (das duas fitas)
Gera sequén;ia Gera sequenc;_' .
+ consenso a partir das consenso a partir das |«
fitas forwvard e reverse fitas forward e reverse
Alinha e anota diferengas Alinha e anota diferengas
contra rtCRS contrarCRS
l | Compara o resultado das |
sequéncias de E com R
o
H |
’Compara com o banco de dados para
I estimar a frequéncia do haplotipo |

[igura 8: I'rocesso para avaliagio do DNAm.
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O processo de sequenciamento nem sempre tem como resultado dados limpos. claros
¢ sew anbignidade para cada base. Algumas regioes como o poly-C sio desaliadoras de
se decifrar (STEWART et al.. 2001) ¢ poderdo até nao ser incluidas na interpretaciao dos

resultados finais.

Os sequenciamentos realizados por meios quimicos ¢ ou por instrumentos tém sido
aperfeicoados ao longo dos anos. o que proporcionon uma melhora na aparicao dos picos,
apresentando mads sensibilidade ¢ pouco ruido.  Mesmo assim, ainda ¢ necessario uma
revisao tmantal de cada nncleotideo com o objetivo de editar as bases, caso o algoritino

de determinacio de base tenha cometido algunn erro (ligura 9).

Alnda nao existe nenhum software que possa, de forma robusta, avaliar sequencias
¢ dados do DNAwt de forma antomatizada com confianca. sem nenluma itervencio

humana (BUTLER. 2005).

O processo de odicao de sequéncia é realizado com o ajuda do alinliunento das duas
sequencias. forward ¢ reverse. de wma amostra e questao. Deste alinhamento ¢ gerado
L sequencla cousenso (figura 10). Softwares tais cowwo o SeqSeape (Applicd Biosvstemst?)
alinham as sequencias I e Re posicionando-as lado a lado ¢ possibilitam a visualizagao de

seus eletroterogramas,
Todavia, ¢ aconselhavel que dois analistas forenses examinenn, interpretem ¢ editen a

mesa sequencia para depois comparar o resultado das duas andlises como uma tltima

medida de qualidade de seguranca (ISENBERG. 2004).

LYURL - http: //vwww.appliedbiosystems.com/



Fl}__’,'lu'zl 9: Exemplo ilustrativo de um eletrolerograma. Os picos gerados do sequenciamento correspondem ao valor de
qualidade de cada nucleotideo na sua posicao, representados por suas respectivag cores. Quanto maior o pico, maior o valer

de qualidade da base. .\s bases com N signilicam que o sequénciador nao conseguiu ler ou determinar um unico tipo de

nucleotideo (. G, | ou C) presente naquela posicao.

Consenso: LA : TG

Flgllj‘.'il‘ 10: Hustracao do alinhamento de F e R para gerar a sequencia consenso. Note que apenas as bases da I sio

mantidas tal como a r RS quando [0l sequénciada, para que ambas sejam alinhalas e comparadas entre si.
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2.7 Exibindo diferencas em relagao a rCRS

Apos o processo de alinhamento exibe-se apenas, comwo resultado final das andlises,

as diferengas entre a comparagao de uma sequéncia de amostra com a rCRS.

Quando diferencas sio observadas, anota-se entao a posicao do nucleotideo seguido
de sua base. Por exenmiplo, na figura 11 as diferencas sao obeservadas nas posigoes 16095
¢ 16131, ¢ depois sao relatadas no seu formato de dado 16095C ¢ L6131 Neste formato,

assume-se que todos os outros nucleotideos sao idénticos aos da rCRS.

Bases ambignas que nao possam ser deterinadas sao usualmente anotadas por unr N,
Ja em posicoes de ambiguidades confirmadas (heteroplastiia) os codigos da Internacional
Union of Pure and Applicd Chemistry (IUPAC) poderio ser utilizados, tais como na

Tabela 2 (SWGDAM, 2003).

A dnsercao de mn nuceleotideo e uma sequéncia de DNAmt e relagao a tCRS ¢
relatada por anotar primeiro o sitio imediato a 57 da posicao de inser¢ao em comparagao
com a rCRS, seguido de um ponto =7 ¢ mn | (para a primeira insercao) ¢ um 2 (caso
exista i seguda insercio), ¢ assim e diante, anotando no fim o nucleotideo que fol
inscrido (BUDOWTLE ot al., 2003). Por excmplo, 315.1C é uma observacao comum onde seis
(s siao observados. acompanhado de wm T na posicao 310 muna sequéncia de amostra. Ja
a PCRS contém apenas cinco Cs nas posicoes 31L-315 (ANDREWS et al., 1999). Portanto.
a anotacio 315.1C descreve a presenca de cinco citosinas nas posicoes 311-315 na rCRS.
¢t extra Conoma sequeéncia de amostra, como insercao . 1C7, antecedente a posigao 316

{(figura 12).

Delegoes sio anotadas pelo niamero da posicao onde se observou adelegio relativo a
rC'RS ¢ seguido por wm hifen =" ou por um D, d ou del. por exemplo: 309D, 309d. 309-

o del (fignra 13).

A combinagao das diversas formas para anotar inser¢oes ¢ delecoes poderdo gerar mul-
tiplas possibilidades na hora de relatar o resultado das diferencas em relacao a sequéncia
de referéncia. Devido a isto, loram criadas recomendagoes para garantiv a consisténcia no

tratamento do tamanhio de varlantes, no qual veremos com detalhes na proxina secio,



(1) Sequéncias de DNAmt alinhadas contra rCRS (nas posi¢des 16083 — 16140)

1660 16100 16110 16120 16130 16140
CRS ACCGCTATAT ATTTCGTACA TTACTGCCAG CCACCATGAA TATTCTATGS TACTATAAAT

E  ACCGCTATGT ATCTCGTACA TTACTGCCAG CCACCATGAA TATTGTACAG TACCATAAAT

R OACCGCIAYGE AICICGIACA TIACIGLCAG CCALCAIGAA [ATIGTACAS TACCAIAAAT

(2) Exibigao do formato do resultado das diferengas

AmostraE Amostra R
15095C 1E095C
161214 15131A

Flgll['zlv L1 o mparagao das sequencias de amostea (E) e (IR) com a rCRS, relatando suas diferengas no seu devido

formato de dado,

Cédigo Ambiguidad;
R AouG
Y CouT
K GouT
M AouC
B C.GouT
D A GouT
H A, CouT |
A A.CouG
S GouC l
W AouT i

Tabela 2: Codigos da ULPPAC para denominagao da base de sitios que apresentarem mais de um nucleotideo (hetero-

plasmia).
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Ams:|rri3roIIriTIrITIiEITT
— 309.1C, 315.1C
rCRS:frrocrrrrr-Touror-207T

Figl ira 12: Anotacio do resultado das insergoes.

L] O

AMS: _LLTTIL-TITLTZEIR
249D ou 249d ou 249Del

rCRS: --oTTznnT3T0730%

"
T

Flglll‘zt 13 Anotagin do resultiddo das delegoes. A nomenclatura de anotagiio nos circulos vermellios nio sio recomen-

dadas. porém a sua utilizagao ainda pederd ser vista na literavura.



2.8 Interpretando resultados

Apos ter cotpletado a ctapa de sequenciamento ¢ andlise das sequéncias., os resultados
das amostras (1) ¢ (R) sao comparados ¢ avaliados (figura T1). A comparacao entre as
duas sequéncias em questao o resultar em wm mateh perfeito on nao, muito cbora
essa nterpretacao nem sempre seja tao elementar. Os resultados estao organizados em

trés tipos de categorias: exclusao, inconclusivo ou nao-excludente.

O Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (S\WGDAN) lista as seguintes

recowendacoes na etapa de nterpretagao dos resultados:

o Lirclusao > Caso seja verilicado a presenga de dois on wals politmorismo na com-
paracao cntre o haplotipo de duas wmostras et questao. O grau de parentesco
iaterno ou a ligacao de um individuo a uma amostra, neste caso, poderd ser de

fato mm resultado nulo.

® Inconclusivo > Caso exista apenas uma tnica diferenca, entre nma amostra de
evidencia em relacao a uma amostra de referéncia, o resultado sera encarado como

iconclusivo, podendo este ter ou nao um graa de parentesco materno.

o Nao-Lrclusao > Se o hapldtipo de cada amostra e (uestio apreseitar o 1nesuo
ndmero de polimorfisto, como também. por excmplo: o mesmo tipo de base. um
comprimento de variacao comnm no poly-C' (heteroplasmia) e HV2: poderd-se
concluir gue existe um forte gran de parentesco materno entre as duas amostras e
questao.  Isto fortalece a acusagao delas serem referentes a uma mesma pessoa ou

de nmma mesma linhagem mwaterna.

Ui exetnplo sobre ainterpretagao de una nao-exclusao seria: uta sequéncia que contentha
heteroplastiia num determinacdo sitio em relagdo a uma outra sequéncia e comparacio ¢
as cujas duas compartilham do wmesmo perfil de haplotipo (figura 1), Neste caso, elas nio
poderao ser excluidas de possuir um gran de parentesco materno em comum (ver secao
2.3.2). Diversos excruplos poderio ser vistos com respeito as normas de interpretacio

(tabela 3), recomendadas pelo S\WGDAML



(E) TATTNTACGG
(R) TATTGTACNG

(BE) TATTGCACGG

(E) TATTGTACAGG
(R)YTATTGTAC G G

(E) TATTGTACAIGG
(R) TATTGTACAIGG

I oulrat ere comur

Dhoarrade agenas wng ambiyhdage om

D31 33 ASfLENI3T B DR 3pnas

3

Nidprantos

REANS

Resultado do alinhamento Observacoes Interpretagao
{E) TATTGTACGG
(R) TATTGTACGG SRR
(E) TATTGCAC'A\G A SUDIES v 3Q0T S B, e LOS0N e Suc'indy
(R) TATTGTACGG
(E) TATTNTACGG f‘;t'fugft:ﬁ]ojg -3::(!n3‘? 1)"5715 Jrea _—
(R) TATTGTACGG frady (eternpiasnea, oo NI Eariasin

Biiasl DR

(RY TATTGTACGG

Tabela 3: Interpretagao de resultados da analise entre duas sequéncias de DNAmt,

A dnien razao pela qual a diferenca de uma tinica base é cousiderada como resultado

inconclusivo é devido ao fato de ja ter sido observado na literatura a ocorréncia de mutacao

no genoma mitocondrial passado de mae para filho (PARSONS e al., 1997). Por exemplo.

se mna amostra de evidéncia de um sujeito (a) é analisada ¢ comparada com a de uin

parente materno (b), como sendo a amostra de referéncia no teste, ¢ possivel que aconteca

adiferenga de nma nuica base (quando se espera o resultado de un maleh perfeito)., mesino

que as duas amostras em questao sejam de mace e filho. Neste caso. outras amostras sao

coletadas de ambas as partes para serem averignadas com mais testes que possaimn vir a

esclarecer esta ineognita a um resultado conclusivo.
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2.9 [IEstimando o peso da evidéncia

Quando se obtem tma nao-exclusao” como resultado de uma interpretagao entre uma
amostra de evidéncia ¢ uma de referéncia, o proximo passo serd estimar (estatisticamente)
o grau de signilicancia deste resultado de ui maeleh perfeito. A\ pratica atual e comunuicar
a raridade de utn pertil de DN Amt. dentre um namero de outros pertis escolhidos ao acaso
(sem nenhuma ligacio de parentesco entre si), envolve a contagent do nimero de vezes que
este haplotipo em particular (pertil de DNAmt) € observado no banco de dados (WILSON
et al. 19937 BUDOWTLE o al., 1999). Esta aproximagio ¢ comumente denominada de “o
wétodo da contagem™ na qual se baseia, totalmente. na busca do nimero de amostras
presentes no banco de dados. Consequentemente, quanto maior for o nmero de amostras
sem nenhnma ligacio de parentesco (escolhidas ao acaso) no banco de dados, melhor seri
o valor do dado estatistico da estimativa na busca pela frequéncia daquele haplotipo em

(UESTAO.

A frequencia da maioria dos perfis de DNAmt na populacao ¢ em torno de 60%
desconhecida, no presente momento, pois eles ocorrem apenas uwma 6 vez dentro do
banco de dados (ISENBERG, 2004). Bascado em informacoes populacionais, o intervalo
de confianca poderd ser utilizado para estimar os limites inferior ¢ superior no caleulo de

frequencia (HOLLAND: PARSONS, 1999: TULLY et al., 2001).

Etn casos onde um perfil de DN At e questao ¢ observado e utn nimero X vezes
1o banco de dados, composto por umn nimero de N operfis, a frequencia p deste perfil em

questao podera ser caleulada utilizando-se a seguinte equagao:

. _'X 9 -
P=y (2.1)

Ui intervalo de confianca de 95% podera ser ntilizado como estimativa da frequéncia

deste pertil, utilizando:

b 106,/ P =P)

Eimn casos e que o perlil de DNAmt nao sejaobservado no hanceo de daclos, o intervalo

de confianga de 95% ¢ utilizado:

1—a¥ (2.3)
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Onde a ¢ o cocliciente de confianca (0.05 para o intervalo de confianga de 95%) ¢ N
¢ o tawanho do banco de dados.

Por exemplo. o perfil de DNAmt (haplotipo) do tipo: 16129, 263G, 309D, 315.1C
¢ observado duas vezes no bauco de Alricanos-Americanos dentre 1148 perlis, duas vezes
e 1655 pertis Cancasianos ¢ nenhuma vez em 686 perfis Hispanicos. quando comparado
com perfis do mtDNA Population Database (MONSON et al., 2002). 2\ seguir, utilizando

as cquacoes acima. caleularemos a ravidade deste perfil nos seguintes exemplos:

1. Para Alvicano-Americano:

‘ 2 2
2_ 4196, o~ nR)
1148 1148

p= = 0.0017 £ 0.002 = 0.1%

2. Para Caneasianos:

: 2 2
2 +1.96 ()~ 155)
1655 1655

= 0.0012 £ 0.0017 = 0.29%

p=

3. Para lhspanicos:

1

1 —(0.05)m =1—0.9956 = 0.0014 = 0.41%

Estes calculos demonstram que o peso da evidéncia podera ser um tanto similar quer seja
encontrado ou nio, um mateh do pertil no banco de dados. No primeiro exemplo. 16s
calculunos, com 95% de certeza, que a sua frequéncia varia entre os limites 0 ¢ 0.00-1
(0.0017 £ 0.002). Nesmo assim, o maior valor que sua frequéncia poderd atingir ¢ de
0.00:1%, ou seja, a probabilidade de encontrarmos este perfil na populaciio ¢ praticamente
cero (0.1%). Com um perfil apresentando tal frequéncia, nos podemos excluir também.
com 95% de certeza, 99.6% da populacio como possiveis fontes deste perfil DNAmt. Ja no
exerplo 30 amostras que nunca tenham sido observadas no banco de dados (Hispanico),
poderd excluir 99.56% da popilagao como possivels fontes daquele perfil, com N igual a
(6.

E mportante ressaltar que o DNAmt nunca terd o poder de discriminacio que 1
warcador STR de antossomost?, visto que sua heranca ¢ nniparental. (HOLLAND; PAR-
SONS, 1999; TULLY ¢t al.. 2001; ISENBERG, 200)

Y Qualquer regiao no cromossotno que nao esteja ligada ao soxo.



2.10 DBanco de dados populacional

Os bancos de dados populacionais atuam como wna ferramenta importantissima e de
uso indispensavel para estimar a frequéncia dos haplotipos de DNAmt que sao tratados
e casos forenses, ou seja, quando se obtém wn mateh na comparagao cutre o perfil

DN Amt de uin suspeito ¢ o de uma amostra de referencia,

Ui grande esforco. de diversos laboratorios. ji fol gasto para rennir mithares de
informacoces sobre perfis de DNAmt de pessoas nao relacionadas maternalmente ¢ de
dilerentes grupos populacionais em todo mundo. O mads importante ¢ tambéin o mals
dificil é gerar. construir ¢ manter informacoes de alta qualidade para serem alimentadas
aos bancos de dados. no intuito de poder estimar. com seguranca, a frequéncia de um

match ao acaso.

Una das madores fraquezas na andlise do DNAmt é que alguns haplotipos sao um
tanto comu. mesino nos diversos grupos de populacoes. Por exemplo, dentre os 1655
perfis DN Amt de Causacianos no banco de dados populacional do FBIM, existem 15 perfis
identicos que dividem o mesmo haplotipo {263G. 315.1LC} ¢ outros 153 perfis que diferem
e apenas um anico polimorfismo.  Assim. os 168 perfis de 1655 (10.2%) no banco de
Cancasianos nio podem ser exeluidos caso seja observada uma awnostra cont este wmesuio

perfil de DN Amt.

Segundo Coble, ji existemn estudos para conseguir informacoes adicionnis de sitios
polimorficos e ontras regioes do genoma mitocondrial. com o devido proposito de facilitar

a resolucio destes tipos comuns de perfil DNAmt (COBLE et al., 2001).

Os resultados da tipagem de amostras desconhecidas de DNAmMt s6 serao valiosos se
estas atnostras torem avaliadas quando comparadas com uma amostra de referéneia ¢ um
hanco de dados populacional. Ja existem bancos de dados com maids de mil individuos
sem nenhuma ligacao de parentesco de midltiplos grupos populacionais (ATTIMONELL ot

al.. 20007 WITTIGA et al., 2000: RGHL et al., 20015 MONSON et al., 2002).

O maior banco de dados ja anotado até entdo contem 14138 sequincias de individuos
das regioes INT ¢ HVIL Esta informacio foi coletada de 103 publicacoes desde Jaueiro
de 2000, treze base de dados publicadas em 2000 ¢ 2001 ¢ de duas bases de dados nao
publicadas. Das 116 publicacoes. 90 delas requereraun algum tipo de mudanca ¢ correcio

de erros o ajustes nanomenclatura (RGHL ot al., 2001).

Y Federal Bureau of Investigation: Orgho federal dos Estados Unidos que fhz o papel de policia federal
daquele pais. Sua sede fica emn washington, DC.
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Figlu’:t L1 Bustracio de uma tabela do banco de dados de perlis de DNAmt do CODIS™E,

Isto demonstra que gerar dados precisos de sequéneias de DNAmt para serem utili-
sados em bancos de dados forenses ¢ uma tarela complexa. A\ estimativa da frequencia
populacional para mma eventual “defesa legalizidada™ de um tipo de DNt s6 poderd
ser conerctizada com a utilizacao de dados de alta qualidade e confianega que, consequen-

temente, ainda estao por ser produzidos.

O FBI ja compilon o mt DNA Population Database. também conhecido como o CODIS™
(NONSON et al.. 2002), com o proposito de poder estimar frequéncias de perfis de DNAmt

para wua defesa legalizada,

O banco de dados do CODIS™ possui dados forenses ¢ dados publicados pela lite-
ratura (MILLER: BROWN: BUDOWLL, 2003). \ modelagen do seu baco de dados tem o
intuito de separar dados obtidos de laboratorios, validados pela utilizacao de protocolos
forenses, daqueles laboratorios de pesquisas acadeicas cuja qualidade dos dados uao

forain revisados segundo os protocolos publicados na literatura (figura 16).

O banco de dados forense do CODIS™ contewn 1839 pertis de DNAmt. ce 16 diferentes
tipos de populagoes (figura 14). Scus perfis foram sequenciados ¢ seus eletroferogramas

revisados nas posicoes 16024-16365 para HVT ¢ nas posicoes 73-430 para HVILL

De modo a classificar os perfis de DNAmt, o CODIS™ utiliza wi padrao de 141
caracteres alfanutéricos, comr 3 blocos separados por uin *.. designados a identificar cada
pertil de DNAwt no banco. por exemplo: *BRA.CAU.000063". O primeiro bloco de trés
caracteres representa o pafs de origem, o segundo block representa o grupo étnico ¢ o

iltimo bloco. com 6 caracteres, representa a numeracio sequencial,
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Iigura 15: tela principal do MitoSearch para a entrada dos polimorfismes a serem examinados na sua base de dados.

Este banco foi lancado em Abril de 2002 no formato de banco de dacos do Microsoft
Access ¢ o seu dowuload poderd ser feito pelo site do FBI na Internet, e conjunto com

uia ferranenta de analise denominada MitoSearch (MONSON et al.. 2002).

O MitoSearch pode cotparar o haplotipo de perfis de DNAmt com os dados das
populacoes da figura [, na qual sna entrada de dados exige apenas os polimorfismos
em o relacao a rCRS (figura 15). Como resultado, o obtém-se nimero de vezes que um
perdil aparece dentre cada um dos grupos populacionais. Por exewuplo, o perfil de DN Amt
IGI29A, 263G, 309D, 315.1CY ocorre duas vezes em T8 perfis de Afro-Americanos,

duas vezes em 1655 perlis de Canceasianos ¢ nenbuuna vez e 686 pertis Hispanicos.

Em contrapartida. a comunidade Furopéia de sequenciamento do DNAmt forense
vew desenvolvendo ui novo banco de dados populacional de alta qualidacde para fins de
aplicacoes de testes lorenses ¢ de identificacao humana. A Ewropean DNA Profiling Group
lancou o projeto metochondriol DNA population database (ENIPOD) para construir este
novo banco, O sistenia jaestd e fase de testes o poderda ser acessado onbine®® para

avaliacdo (com um pedido de autorizacao).

L>URL - http://www.empop.org
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| wura 16: Nustragio do relacionamento entre as tabelas do banco de dados populacional do CODIS (FBD. A
tabela que armazena os perlis de DNAmt é a “Forensic Ivofiles™. Observe que esta tabela foi modelada de forma que cada

polimorlismo, do haplotipo do perfil, é representado como sendo um atributo da mesma (pelos nimeros de L a 15).



2.11 Definindo haplogrupos

Durante o progresso da tipagem do DNAmt, semelhiangas eutre os polimorfismos dos
haplotipos das diversas amostras de diferentes regioes do globo foram observadas. Com
isto. os haplotipos que apresentassenn ni certo grau de semelhanca entre seus polimor-
fistnos foram agrupados em haplogrupos (WALLACE; BROWN; LOTT, 1999; RUIZ-PESINT
e al., 2004). Estes haplogrupos foram originalmente definidos em meados dos anos 80
¢ 90, agrupando-se as amostras que compartilhassem do mesimo. ou similiar, padrao de
polimorfismos, de acordo com cada grupo populacional ¢ sua origem geogrifica (Tabela
4).

Os haplogrupos estido corrclacionados aos polimorfismos das regioes HVT ¢ HVIT ¢
tarbém estio de acordo com outras variacoes do genotma mitocondrial que podenn vir
a ocorrer (SN Os haplogrupos denominados por letras altandmericas tais como -\,
B. C. D, E. T, C ¢ M sio associados a Asidticos, cnquanto que a maioria dos nativos
Americanos se encaixam nos haplogrupos A, B, C e D. Os haplogrupos L1, 1.2 ¢ 113 sao de
origemn Africana e os haplogrupos L L JL I T UL VL Woe Xestao associados o populacoes

da BEuropa (figura 17) (ALLARD et al.. 2002, 2004, 2005; ALVES-SILVA ct al., 2000).

As informacoes de haplogrupo antentica e lign os perlis de DNAmt @ determinado
eripo populacional. Esta informagao é iimportante no contexto forense pois serve como
ajuda no controle de qualidade das sequéncias dos perfis armazenados em bancos de dados

populacionais (ACHILLEL ot al.. 200:1; BUDOWLE et al., 2003; YAO: BRAVE; BANDELT, 2004).

A ocorréncin de mma variagio no DNA que envolve a mudanca de apenas utn Gnico nucleotideo.

Haplogrupo Regido Codificante Regido Controle Polymorfismos
{Populagao) Polymorfismos

A (Asilico) 663 16233T, 16290T, 16319A, 235G

B (Asiético) Delegdes de 9pb, 16159C 16217C, 16189C

J (Caucasiano) 4216C, 126126, 13708C 16069T,16126C, 259T

L1 (Afncano) 2758A, 3594T, 10810C 161877, 16189C, 16223T, 16278T,

16311C

Tzlb(‘l:l 4: Exemplo de | haplogrupos demonstrando o seu padrio de polimorfismos das regioes codilicaates e da regiao

controle, como também a sua origem geogralica.
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2.12 Normas de alinhamento

Ambiguidades ot respeito a nomenclatura dos resultados do DNAuwnt poderao ve-
sultar e duas diferentes andlises com relagdo a uma mesma amostra. Banco de dados
populacionais poderiao ter multiplas entradas diferentes para ui mesimo haplotipo de
DNAmt, impedindo assim wma estimativa precisa da [requéncia de um perfil em parti-
cular. Tortanto, a padronizacio na designagao das sequéncias de DNAmt ¢ de extrenia
importancia para que se possa gerar ¢ compartilhar dados entre os laboratorios (CAETANO

et al., 2005a, 2005b).

O alinhamento entre as sequéncias de amostra ¢ a rCRS tem como grande desatio
adeterminacio de polimorfismos. O modo de tratamento de insercoes ¢ delecoes (gaps)
poderao variar entre os liboratorios. o que causara dilerentes codificacoes para uina mestua
amostra. O laboratorio do IFBI elaborou um namero de recomendagoes para possibilitar a
consisténcia no tratauento do taunanho de variantes em sequéneias de DNAmt (WILSON

et al.. 2002). rés recomendagoes foram feitas:

. Relatar os perfis com a menor quantidade de polimortismos e relagao a rCRS.

2. Caso exista mais de uma forma para relatar perfis com a menor quantidade de
polimmortisios e relacio a rCRS. tads polimorfismos deverao ser priorizados da
seguinte maneira:

i) insercoes delecoes (indels).
b) transicio.

¢) transversao.

3. Inscreoes ¢ delegoes deverao ser postos na 37 em relacao a light strand.

As iusercoes ¢ delecoes deverao ser combinadas e situacoes que mantenham o mesmo
wiero de politnorfismos e relagio a rCRS. Estas recomendacoes estdao organizadas et
hicrarquia. portauto. a recomendagao 1 devera tomar precedéncia sobre a recomendacao
2 ¢ 3. Demonstraremos alguns exemplos na secao 3.2.1 que necessitam de consisténcia
no tratamento do taanho de variantes na andlise de sequéncias de DNAmt. ¢ como é

realizado a anotacao do seu resultado.




D
2.13 Parametros de controle de qualidade

E evidente a preocupagao dos respousaveis pelos bancos de dados forenses com a qua-
lidade das sequéncias de DNAmt armazenadas ¢ a importancia destes bancos no processo
de estimar a frequencia de am mateh de wma amostra de evidénceia gada oo um suspeito,

para ser utilizada como prova em um julgamento legal nos tribunais de justiga.

E demonstrado gue as sequéncias de DNAmt publicadas estdo predispostas a conter
erros, principalmente devido a md interpretagao dos dados brutos de sequéncia (eletrole-
rograa) ¢ ot aintroducio de erros no processo de transericio dos dados e dos resultados

(RGHL et al., 2001; BANDELT et al., 2001, 2002; FORSTER. 2003: DENNIS, 2003).

Em 1999, ua conflerencia internacional da Internacional Society for Forensic Genetics
(ISFG). o Buropean DNA Profiling (EDNAP) apresentou a proposta de desenvolver uma
aplicacao Web para a criacao de um banco de dados endine de DNAmt (EMPOT) (PARSON
et al., 2001b) que armazene dados populacionais de alta qualidade. Os dados que sao
importados para o banco de dados do ENPOP sao tornecidos somente pelos laboratorios
wrernacionais de DN forense que participarent dos exereicios colaborativos (collaboratioe
caerceses - CE) da EDNADP (PARSON et al.. 2004a). Os principios basicos do CE foram
modelados e sistemas existentes de controle de gualidade forense (CARRACEDO o al.,
1998, 2001 RAND: SCHIRENKAMP: BRINKMANN. 2002) na tentativa de avaliar as seguintes

areas:

L.\ geragao de resultados coerentes de sequéncias de DNAmt entre diferentes labora-

torios, utilizando suas técenicas individuals o instrumentals.

2. Os requisitos necessarios para estabelecer, conn sueesso, ui processo padronizado de
anilise das sequéncias de DNAmt para uniformizar a nomenclatura ¢ a interpretaciao

cos dados.

3. Introduzir o uso de e sistema computacional para garantir a transferencia ¢ o

arazenaniento dos dados, com seguranga.

De forina coneeitual, o método mais utilizado na detecgao de erros @ bastante simples:
o haplotipo de DNAmt precisa se encaixar dentro de nma parte especifica da filogenia
(ue é caracterizada por polimorfisinos ou mutacoes especificas. Em situacoes onde nao se
consegue eneaixar o haplotipo dentro de um padrdo filogenético. ¢ esperado entdo que este

perfil tenha tido @sua natureza bioldgica modificada on que ele sejaapenas desconhecido.



Sitio 100 101 102 103

CRS T G A T
1° Amosira . . . A
2°Amostra ] C . .
3° Amosira - C . -

I 1gnra [8: Exemplo hipotético da troca de coluna na preparagio de uma tabela de dados, demonstrando os polimorlismos
das wmostras em relagac a rC'RS. Os pontos representam a igualdade das bases. .\ listra pontithada signilica a coluna que

foi trocada e as setas representam as devidas posigoes das colunas.

Este processo @ realizado utilizando-se uma ferramente de andlise filogenética. Atra-
vés dela, as similaridades e as diferencas entre maltiplas sequéncias relacionadas (isto &,
de uma mesma regiao) poderao ser comparadas sistematicamente.  Nela, o haplotipo ¢
cotparado com virios outros perlis na tentativa de verilicar se o haplotipo difere extre-
tmamente dos outros. U resultado com diferengas extremas ou incomuns podera ser o
indicio de que asequéencia foi contaninacda ou anotada de maneira indevida, Por exetplo,
o laboratorio poderi trocar asequencia de HVT daamostra (a) ¢ uni-la com a HVIT da
amostra (b). criando assim uma recombinagao artificial ou wna composicao de sequéncia
por acidente, Portanto, o uso da analise filogenética pode ajudar na vertficacao de erros
¢ na quididade das sequéncias (BANDELT et al., 2001: BUDOWLE; POLANSKEY; ALLARD,
2004). Segundo (SALAS et al., 2005), existemn cinco classes de erros que podem afetar a

sequeéencias sao clas:

o Classe | (base shift) : Um ou mais sitios sao mau classificados no alinhamento. por
excrplo, 316.1C ao invés de 315.1C: Lé-se a posicao errada do sitio no alinhanento,
por exemplo, o alinhamento aponta 3G ¢ o resultado anotado é 74G: Troca-se a

coluna durante a preparagao de uma tabela de dados (ligura 18).

o Classe 2 (reference bias) @ Anota-se a base da rCRS ao invés do polimorfismo da

awnostra. Por exemplo, rCRS: 73\ ¢ amostra: 73G, anotando 732\ ao invés de 73G.

e Classe 3 (mutacao fantasma) @ Sao polimorfismos incontns (e poden aparecer na
sequéncia devido ao uso incorreto do sequenciador, da contaminagao no manuscio da

amostra (produtos bioquimico). E considerado o estado de degradacio da amostra.
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o Classe | (base misscoring) : Anotar crrado, numa tabela de dados, a letra do nu-
cleotideo, trocar wn nuclcotideo por um ponto *." ¢rou coulundir uma transicao a

U transversao ¢ vice-versa. como ilustra a figura 8.

e Classe 5 (recombinagio artificial) : Combinar HVT ¢ HVIT de diferentes aumostras

a0 detertinar o haplotipo de nim perfil.

Ui inspecio geral realizada nos dados Alro-Americanos do banco de dados de DNAmt do
SWGDAM (CODIS - FBI) apontou uma série de deficiéncias em relagao a sua qualidade.
Dentre os LIS pertis, [oi detectado cineo erros de recombinagio artificial que podem ter
sido ocasionados devido a nma mistura de anostras ¢ -ou de materiais e laboratorio. ou

até mesiio, durante o transericao dos dados (BANDELT: SALAS: BRAVT, 2004).

L Bandelt, Salas ¢ Lutz-Bonengel (2001), ¢ deserito um dos erros mads explicitos
cucontrados no banco do FBI referente a combinagao hibrida de dados no haplotipo do
perfil USAATR.000942 que combina o prineiro segmento HVT, referido ao haplogrupo
Afticano L1b. com o segundo segmento HVTIL referido a um haplogrupo de Nativo Ame-

ricanos. denominado CL.

Una série de outros erros como os da classe 10203 ¢ 4 ja foram detectados no banco
do FBI e acreditasse que ainda existan erros a seremn descobertos e corrigidos. Estes erros
vem sendo detectados desde o inicio de 2001 até os dias de hoje nos diversos bancos de
dados de DNt publicados na literatura. 2\ oposicao do instituto nacional de justiga
dos E.UA a0 CODIS, devido a sua extensa avaliacio sobre a qualidade ¢ confianca dos
seus dados, inibin o 1Bl na geracao de um novo ¢ confiavel banco de dados de DNAmt

nos E.UA

A\ abordagem filogendtica ¢ ainda considerada o ponto de partida para wina reandalise
sistetmiticn dos dados de DNAmt, mesmo levando e cousideracao que esta lerramenta
detecta apenas, e média, H50% dos erros (SALAS o al., 2005). Indmeros erros que sao
dificels ou quase limpossivels de se observar através da andlise lilogenética poderao per-

anecer 1o banco.

Desta forma, alguns dos haplogrupos oeste enrasianos. tal como o haplogrupo H.
posstetn quase nenhum sitio paraco diagudstico de HVT e HVIT que facilitaria a detecgao de
recotnbinacao artificial através do seu estudo filogenético (SALAS et al., 2005). O NMitomap
dulubase (BRANDON et al., 200) também poderd servir de ajuda na verificagio de erros
atraves da sua base de dados de mutagoes variantes, da regiao controle. validadas pela
literatura.



Neste capitulo, abordamos as principais caracteristicas do DNAmt ¢ suas problemati-
cas cncontradas pela comunidade forense para produzir ¢ gerar dados de perlis genéticos

de qualidade para serem utilizados em estudos de casos forenses.

No praximo capitulo disentiremos a problematica de se alinhar sequencias de DNAunf
com exemnplos de testes, realizados em ferramentas de andlises. para alinhar sequéncias
de nneleotideos como. por exemplo. a ferramenta comereial SeqSeape, bastante utilizada

e laboratorios de DNA [orense,



3 Alinhando Sequéncias do DNA
Mazitocondrial Forense

~DBioloyy casily has 500 years of ceciling problems to work on”

Donald E. Knuth

Este capitulo introduz o conceito do alinhamento de sequéncias, em especial o ali-
tthatnento global entre duas sequéncias, apresentancdo um dos métodos mais utilizados na
cotparacio de sequencias de DNG através da programacio dinaunica. Por lim, é demons-
trado a problematica encontrada no alinhamento de sequencias de DNA Mitocondrial no
estudo de casos forenses. A\ secao 3.1 ¢ suas subsecoes estio fortemente bascadas nos
capitulos 2 ¢ 3 do livio Setubal ¢ Meidanis (1997), no capitido 6 do livro Pevzner (2001)

¢ nas dissertacoes de mestrado Ticona (2003), Montera (2004) . ..
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3.1 Comparacao de sequéncias biologicas

2\ comparacio de sequencias pode ser considerada a operacao primitiva mals -
portante na biologia computacional. Basicamente, esta operacao consiste em encontrar
o maior wunero de sewelhangas on o wmenor wimero de diferencas entre duas ou mals
sequencias.  Existe uma variedade de problemas. com diversas formulacoes. que podem
requierer autilizacio de diferentes estruturas de dados ¢ algoritinos para obter nma solugao

cliciente ou ate mesmo uma que seja apenas razoavel.

Unac das [unclonalidades na comparacio de sequéneias ¢ adeterminagio de un ances-
tral comum a partir de um conjunto de sequéncias. Por exemplo, ao comparar sequéncias
de seres humanos com a de alguns primatas, é possivel descobrir a sequencia hipotética
de uma espécie ancestral de ambos extinta. Se duas sequéncias possuent uti ancestral
comun, clas sdao ditas homologas. E muito provavel que duas sequéncias muito parecidas
sejanr homologas, ¢ as vezes, o mesmo pode ser dito e relagao a duas outras sequén-
Clas (ue nao sejam muito parecidas. Ainda mais. ¢ possivel que duas sequéncias sejam

parecidas embora nao sejaun homologas.

Os primeiros algoritios utilizados na comparacao de sequéncias biologicas apareceram
na doeada de 70 através da téeniea de prograunacio dindunica (NEEDLEMAN; WUNSCH.
19707 SANKOFF. 1975 SMITH: WATERMAN. 1981).  Posteriormente, surgiram modelos
heuristicos ¢ probabilisticos. Técnicas bascadas no aprendizado de macquina como redes
neurais. algoritinos evolutivos, algoritios genéticos ¢ sanalated annealing também foram

desenvolvidas (LECONPTE o al., 2001).

O alinhamento de sequencias, o qual é formalinente denominado a comparacao de
sequencias biologicas, tem um papel central na era pos-genomica. Lecompte ¢ colabora-
dores (LECOMPTE et al., 2001) apontam alginas informacoes obtidas a partir do resultado

de sua andlise:

Determinagio da fungao biologica mediante a homologia entre sequéncias

Busca de padroes conservados ao longo da evolugio que podem servir como pistas
para cncontrar estruturas couservadas, sinals de localizacio ou residuos funcionais

que podetn deserever uia fanilia ou subfailias de proteinas.

Estudos evolutivos para definir relagoes filogenéticas entre sequéncias.

Organizacio dos dominios dentro de uma funiflia protéica.
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e Construcao da estrutura molecular a partiv do alinhamento de nucleotideos com
uuta protefna de estrutura conhecida e, consequentemente, determinar a sua fungio

biologica.

Fm se tratando de comparar sequéncias de DNAmt para estudos de casos forenses, ¢

levado e conta, neste traballio, a seguinte situacao:

o Teremos dias sequéncias compostas pelo mesmo allabeto (A G, T, C e/ou N),
ambas com quase o mesmo tamanho ¢ possuindo algumas centenas de pares de base,
Sabemos que as duas sequénecias sdo muito similares, apresentando apenas algumas
diferencas isoladas, tais como: isercoes. delecoes e substituicoes de caracteres, Cotn
isto, nosso objetivo serd o de encontrar o menor namero de diferengas entre duas

sequenctas atraves do alinhamento.

A\ proxina segao apresenta os principads métodos utilizados na comparacao de sequéneias

biologicas.



3.1.1 Alinhamento de sequéncias

Esta secio desereve os métodos mals utilizados na comparacio de duas sequencias,

Especificamente, o objetivo é encontrar o melhor alinhamento entre clas.

Na pratica. poderio acoutecer diversas versoes desta problematica na qual dependerd
se estawos interessados em alinhar as sequéncias por inteira ou apenas suas subseqguéncias.
A primeira definigao leva ao conceito de uma comparagao global ¢ a segunda ao de uma
comparacio local. Tauubém poderd acontecer uma terceira pratica de comparacao, cujo
objetivo é alinhar os prefixos ¢ sufixos entre as duas sequéncias. Denominamos esta
terceira definicao por cowparagio semiglobal ¢ explicaremos cada uma delas na segao
3.0.3.

Alinhar sequencias @ colocar e sequéncia sobre a outra, de forina que a corres-
pondéncia entre clas fique clara. Por exemplo, considere estas duas sequéncias de DNA
onde 1 é asequéncia que desejunos cotnparar, a sequéncia de amostra, ¢ s a sequéncia de

referéncia:

f = GACGGATTAG
s = GATCGGANTAG

Ambas as sequencias sao muito parecidas ¢ diferem em tamanho por apenas utna
posicao. o alinharmos estas duas sequéncias suas diferencas fican ainda mais niticdas,

colno podemos ver:

t=GA-CGGATTAG
GATCGGAATAG

S

Apos o alinhamento de s ¢ & verilicamos que as auicas diferencas sio apenas a delecio
de um T na sequéncia de amostra ¢ uma substituicdao, on mudanca de base, de A para T,
na quarta coluna, lendo-se da direita para a esquerda. Toi inserido un gap na sequéneia
de amostra: para equacionar perfeitamente as bases eutre as duas sequencias, tanto antes

como depois do gap.
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Com o exemplo do alinhamento acima. podemos validar a variagao no tamanho entre
as duas sequéncias pela insercio do gap. Desta forma, o alinhanento ¢ definido como
sendo a insergao arbitraria de gaps ao longo das posicoes das sequéncias para que clas
se tornem do mesmo taanho. Ao terinos as duas sequéncias em tamanhos iguais, clas
poderao entao ser posicionadas. uma sobre a outra, criando assim uma correspondcéncia
cutre seus caracteres ¢ gaps, G\ insericao do gap pocde ser posicionado tanto no comego,

1o meio ou no fine das sequencias de forma a nao ter gaps alinhados.

3.1.2 Esquema de pontuacgao

Dado o alinhamento entre duas sequéncias, o proxino passo aser tomado & verificar

o grau de similaridade deste alinhamento através de um sistema de pontuagao.

Cada coluna do alinhanento ira receber uin certo valor ¢ o valor total do alinhaunento
serd a soma de todos os valores designados as colunas. de acordo com o seguinte esquema

de pontuacio:

o Curacteres ou pares de base iguais o Indica a ocorrénein de w “easamento™ o uin

maelch entre o caractere de cada sequeéncia, na mesma posicao ou coluna: valor 1.

o Caracteres ou pures de buse distintos > Indica a ocorréncia de uma substituicao de
hases ou m nusmateh entre o caractere de cada sequéncin, na wmesma posicao ot

coluna: valor -1.

e Um gap > Indica a ocorréneia de ua delecio gquando o gap estiver presente na

sequencia o uta insercao, caso 0 gap esteja presente na sequéncia s: valor -2,

Dentre as possibilidades de alinhamento entre duas sequéncias, o melhor deles é aquele
que apresenta o valor mdcime pontuado, ou seja, aquele com o maior grau de similaridade

entre as bases.

Considere as sequencias s {ATCCGATY e ¢ = {ACGAAGT]Y, as figuras 19, 20 ¢
21 ilustram trés excmnplos de possiveis alinhamentos entre elas. Utilizando o esquema de
poutuagio aciia, o wethor alinhamento ¢ o lustrado wa figura 21 cujo valor mdzimo &

)



ATCCGAT —

A
A-CGAAGT

Figl.ll'ii 19: Alinhamento entre s e ¢ com valor indrime de: 3-143-—-14+2--2= -4,

ATCCGA—--T

|| ||
A-—CGAAGT

l'nl}.’,lll'il 20: Alinhamento entre s e ( com valor mdzimo de: 5-1+0- —144- -2 = =3,

ATCCGA-T

A
A-CGAAGT

Fi{:‘,lll‘il 21: Alinhamento entre s e ¢ com valor mdrimo de: 4142 —142. -2 = —9,

G4
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3.1.3 Tipos de alinhamento de sequéncias

Nesta secio, descreveremos, brevemente, os trés tipos de alinhamentos mais utilizados

na literatura. Eles sdo: o alinhamento global. local ¢ semiglobal.
Alinhamento Global

O objetivo do alinhamento global é alinhar todas as posicoes da sequéncia s comn todas

as posicoes dasequencia £ Por exemplo:

® Dado as sequincias s {GANGGATTAG) ¢ ¢ {GATCGGANGY;

e Temos o seguinte alinhamento global:

GATCGGA--AG

| ||
GAA-GGATTAG

Com o valor mdeimo de: 7-1+1-=14+3--2=0,

Note que todas as posicoes de ambas as sequéncias foram alinhadas com sucesso.

Alinhamento Local

O objetivo do alinhamento local ¢ alinhar uma subcadeia de s com uma subcadeia
de 70\ pontuacio ¢ caleulada apenas sobre a regiio onde as subceadeias estao alinhadas.

Por exetnplo:
® Dado as sequéncias s = {,\;\G;\(_f(}(}} ot= {(:i;\TCG;\-\G}:

¢ Tewos o segninte alinhamento local:

GATCGAAG
AAGACG

Com o calor mddcimo de: 32140 =14+0-—-2= 3,

Este tipo de alinhamento ¢ utilizado ao comparar grandes sequéncias de DNA ou
quatdo duas proteins compartilham um dominio comum. E também utilizado para cow-

parar sequencias cotn menor grau de similaridade.



66

Alinhamento Semiglobal

O objetivo do alinhamento semiglobal tem o mesmo prineipio do alinhamento global:
comparar duas sequéneias por inteira. Mas, no alinhamento semiglobal, todos os gaps

crcontrados na extrendade da sequéncia sao ignorados no cilculo da pontuacio.

Os gaps da extremidade sao aqueles que estao localizados antes do primeiro ¢/ou

depois do iltimo caractere na sequéneia, Por exemplo:

* Dado as sequencias s {GACGACTTTCCATT) ¢ t - {GATCGTCCY:

e Temos o seguinte alinhamento semiglobal:

GACGA-CTTTCCATT

| ] I ||
- - -GATCGT-CC—-—--

Com o valor mdvimo de: 6-14+1-—-142--2=1,

Este tipo de alinhamento ¢ geralmente utilizado quanido se compara sequéncias de

tauaathos divergentes, Sendo também bem cmpregado na localizacio de genes similares.
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3.1.4 O algoritmo de alinhamento global

Uma das abordagens para se computar as similavidades entre duas sequéncias seria
gerar todos os alinhamentos possiveis entre elas. depois, analisar cada um dos resultados

¢. e seguida. escolher somente um deles como sendo o melhor alinhamento.

A\ seguir, apresentaremos o algoritimo utilizado neste trabalho bascado na téenica de
programagao dinamica.  Fsta técnica consiste em resolver a instancia de um problema
aproveitando as solucoes ja compntadas ¢ resolvidas de outras instancias menores do
mesmo problema. Por exemplo: dado duas sequéncias s ¢ t, ao invés de determinar suas
siilaridades. considerando o tamanho de suas sequéencias por inteiro, sao determinadas as
similaridades entre prefixos arbitravios das sequéncias, utilizando a resolugao de pequenos
prefixos para resolver prefixos maiores, Neste traballio, cada base nueléica da sequéncia

representa u prefixo.

Counsidere m o taanho da sequéneia s. ¢ noo tawanho da sequencia £ Irdo existir
m 4+ 1 possiveis prefixos de s ¢ n 4+ 1 possivels prefixos de & Assin poderemos arrumar
nossos calculos como uma matriz de (m+ 1) x (2 + 1) onde a entrada (7, ) contém as

similaridades entre s[1..7] e #[1..j].

Exemplificando, a figura 22 ilustra a matriz correspondente a s = ANAC ¢ ¢ = AGCL
Colocatos s ao longo da margemn vertical & esquerda ¢ # a0 longo da margemn horizontal
acima para facilitar a visualizacao dos prefixos. Notenn que a primeira coluna ¢ a primeira
linha sao nicializadas com multiplos da penalidade do gap (-2 para. o nosso caso). Isto
Justilica o fato de que o poderd existiv um nico alinhamento possivel, caso alguma das

SCQUELCIAS este)a vazia,

Ao cotmegarinos a preeucher amatriz, observamos que podenmos computar o valor para
una entrada (7. j) ao reparar trés entradas prévias: aquelas por (i — 1,5). (i =1, — 1) ¢
(7.3 — Do devido ao fato de que sé exitem trés formas de se obter wm alinhamento entre
[s1..) ¢ f[1..4]. ¢ cada win deles utiliza um desses trés resultados prévios. Portanto. para
precucher a matriz ¢ couseguir wn alinhamento cutre s[1..4) e #[1..5], teremos wmna das

seguintes opeoes para escolher:
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A G L

0 ! 1 J

il o 2 -3 -4
1 -1 1

1 2 i 1 3
1 -1 !

A 2 -1 t 0 2
¥ -1 1

A 0 6 -3 -2 |
1 -1 ]

S -8 5 -3 1

Fl‘,{l.ll'il 22 Matriz nerada para computar alinhatnentos otirnos.

o Alinhar s{1..7 com f[1..j — 1] ¢ casar 7] com wn gap.
o \linhar s[1..i — 1] com #{1..j — 1] ¢ casar s{i] cow {[j].

e Alinhar s[1..7 = 1eow ¢[1..5] ¢ casar s[f] com e gap.
Consequentetente, a busea pela similavidade ¢ realizada através da seguinte formula:

sim(s[l..i], H[1..j—1]) =2
sin(s|1.i) 1)) = max §  sim(s[l.i— 1), {[1..5 — 1)) + p(i, j) (3.1)
stm(s[1..i — 1], t[1..5]) — 2

A fungio p(i. j) retorna 1L caso sfi] = #{7]. ¢ -1 caso s(i] # t{j]. Os valores de p(i, 7)

estao escritos no canto esquerdo superior das caixas na figura 22.

O precuchimento da matriz nao precisa seguir wina ordent especifica. Ela podera ser
preenchida linha por linha, coluna por coluna, da esquerda para dircita, de cima para
balxa ¢ vice-versa, contanto que o restricio da funcao de siimilaridade, deserita acima,

seja garantida.

Finalmente, as setas ilustradas na figura 22 indicam o cuninho de origem do valor
mdwimo gerado de acordo com a funcio de similaridade.  Denomimando a matriz da
fungao de siwmilaridade por o, temos que o valor de a1, 2] foi obtido a partir do maior

valor gerado dentre os seguintes valores da funcao de similaridace:
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al,2—1] -2
all.2) = max ¢ afl — 1.2 = 1]+ p(1,2)
all — 1.2 — 2

O maior valor obtido pela funcio de similaridade vem da posigio a[l, 1], com valor de

—1. que serit o dado de entracda paraaposicio afl, 2], como dustra a setana figura 22.

Ao preenchermos toda a matriz com a utilizagdo da fungao de similaridade, estaremos
finalizando o processo de caleular todas as similavidades entre as duas sequéncias, G\

seguir, realizaremos uma busca para encontrar o alinhamento otimo cntre clas.

As setas da figura 22 ajuda o visualizar a busea pela construcio do processo do
alinhamento otimo. O primeiro passo ¢ comegar lendo pelo fim da matriz, ou seja, a partir
cailtita entrada (m.n) e seguir as setas até que clas chegnem accutrada (0.0). Cadaseta
corresponde a comparacao de uma coluna do alinhamento a ser gerado. Consideremos o

segulnte fato:

Temos na seta saindo dacentrada (7, 7).

e _\ seta aponta para ahorizontal: ela corresponde a unia coluna do alinhamento com

utn gap e s, casado com uma base em t]j].

e \ seta aponta para aovertical: ela corresponde a uma coluna do alinhamento com

i gap e b casado com uta base e sli.

* .\ seta aponta na direcao diagonal: ela corresponde a uma coluna do alinhamento

onde as bases de s|i] ¢ ¢[j] se casaun.

C'omo ja explicamos no inicio do capitulo, poderio existir varios alinhatentos dtimos entree
duas sequencias. o percorremos cada entrada da matriz e busca deste alinhamento,
poderemos nos deparar com trés ramificacoes diferentes de acordo com a direcao das sctas.
A cada escollin de unia das trés ramificagoes, estarcmos gerando wm novo alinhamento

Otinio.

Por excinplo. na figura 22, iniciando a busca pela entrada ald, 3], s6 temos un caminlio
a pereorrer. a seta na diagonal que nos levaa a3, 2], Nela, temos outras duas ramificagoes:
uma com aseta para a vertical. e direcao a af2,2). ¢ uma outra seta para a diagonal.
em direcao a af2. 11, Continuando o trajeto por a[2, 2] alé o nosso destino a0, 0]. geramos

o seguinte alinliuncuto otimo ilustrado na figuea 23,
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AG-C

||
AAAC

F.lg’l.ll"cl 23: rossivel alinhamentn Gtimo obtido através da matriz ilustrada na ligura 22, passando por af4,3] — ¢[3.2] —
al2.2j) — a[0.0,.

3.2 Inconsisténcia no alinhamento de sequéncias de DNA
Mitocondrial

Addetade caracterizar perfis de sequéncias de DN At humano através dacomparacio
de uma sequéncia de amostra com uma sequéneia padrao. a rCRS. tem sido de grande
vilia pois, destamanceira, proveos de uma linguagem comun para descrever as variacoes

observadas nos perfis de DNt humano das populacoes.

As regras de nomenclatura, para anotar as diferencas cntre uma sequéncia de amostra
e a sequéncia rCRS. A foram deseritas nas secoes 2.7 ¢ 2,120 Mas, cnquanto estas re-
cometdacoes de nomenclatura atendem amajoria das situacoes encontradas em estudos
populacionais da regido controle do DNAmt. ainda assim existem algumas outras situa-
coes mais complexas onde serda preciso um tratamento mads explicito no alinhamento de

stias sequéncias (BUDOWLE; DIZINNO; WILSON, 1999; TULLY et al., 2001).

O alinhamento entre sequencias de DNAmt. relativas a rCRS, deverd ser padronizado
paraque amostras kdenticas sejam analisadas da wesia forma sendo diferentes laboratorios

poderao caracterizar diferentemente uma mesma sequéncia.

Mesmio count ametodologia utilizada no alinhamcento de sequéncias, ja consolidada
para @ geracao de variagoes entre clas. ainda existem situagoes onde poderao ocorrer
alternativas de insercoes ¢ delecoes, provocando a inconsisténcia wa anotacio dos poli-

morfisimos entre as sequéncias (SALAS; LAREU; CARRACEDO, 2001).

Em Wilson et al. (2002) sio propostas recotendacoes adicionads para. garantir a con-
sistéucia no alinhamento de sequéncias de DNAmt para sua wtilizagdo em aplicacoes de
bancos de dados forenses ¢ na comparacio de perfis. E abordado wm alinhauncento bascado
uo contexto filogenético. utiizando diferentes prioridades para transicoes, transversoes,
isercoes ¢ delegoes, mesmo que estes nao reflitam o seu mecanismo biologico natural. As

complicacoes comecat a surgir quando cncontramos dois ou mais alinlzumentos 6tinlos.



3.2.1 Problematicas do alinhamento

A seguir apreseutaremos un nimero de exemplos que passat por uia leve revisao
na estratégia do alinhamento de sequéncias do DNAmt com a sequencia padiio, a rCRS.
Sao observadas diversas instancias do alinhamento onde cada uma delas apresenta uina
diferente caracterizacao para o perfil de DNAmt da sequéncia em andlise (WILSON et al.,
2002).

Exemplo 1

Uma pequena repetigao de binucleotideos é encontrada na regiao controle do DNAmt
hamano proximo ao gene tRNA-phenglalanine (BODENTEICH et al., 1992). A 1CRS con-
tem cinco repeticoes de ACT ¢ individuos na populagao apresentaram ter de trés a scte
repeticoes. Neste exewnplo 1, verificamos uma variacao de transicao de G-\ na posicao

ol

Amostra: ACCCAWCACACACACCGCTG
rCRS: ACCCA@CACACACACACCGCTG
Posicao: 510 520

Exemplo 1: sequencias a serem alinhadas.

O alinhamento Lailustra utn possivel alinhamento entre as duas sequéncias indicando

a delecao do binucleotideo AC.

Amostra: ACCCAKCACACACAC@——GCTG
cRs:|AcccalglcacacacaclhhcceeTe

|

Posigao: 510 520

Alinhamento la, com tres dilerengas: 313.\, 321D, 3220).

Pode-se eliminar a transicio nserindo dois gaps na sequéncia de amostra de acordo

cotn as recomendagoes 1 e 2. gerando assim o alinhamento 1h.

Amostrall| ACCCA--ACACACACACCGCTG

r[CRS;|ACCCAGCACACACACACCGCTG
Posicao: 510 520

Alinhamento 11, com duas diferencas: 5131, 314D.



O alinhamento la perde logo na 1° recomendagao com uma diferenga a mais ao alinha-
wento Lhy sendo entiao, este altimo, o alinhanento mals adeguado, comn as suas diferencas
anotadas: H13D, H1-1D.

Exemplo 2
A\ variagao de bases dentre uma regiao de repeticao afeta consideravehnente a con-

sisténeia do alinhawento. Por exemplo, o alinhanento 2 ilustra uma transicao C-T na

posicao H11 que precede as repeticoes AC.

Ammm:ACCCAGﬂACACACACCGCTG

rum;ACCCAG@ACACACACACCGCTG
Posigao: 510 520

Lxemplo 2t sequencias a serem alinhadas.

O alinhamento 2a resulta em duas delegoes: 5D, 515D, seguido de uma transigao
H16T.

Amostra:| ACCCAG- ~[JTACACACACCGCTG
crs:|[AcccaGcal/acacacaccaeTo

Posi¢ao: 510 520

Alinhamento 2a, com tres dilerengas: 514D, 515D, 51671

Neste caso, utilizando-se as recomendacoes 1 e 20 0 T poderd ser posicionado et
ambos os lados da repeticao. Posicionando-o antes das delecoes, estas passam a fazer
parte da repeticao AC ¢ assim. a recomendagao 3 ¢é aplicada no alinhamento 2b. Caso a
trausicio seja posicionada depois das delegoes. estas entao passain a nao ser encontradas

dentro da repeticao ¢ a recomendacao 3 nao poderd ser aplicada (alinhamento 2a).

Nmﬁm:ACCCAGm——ACACACACCGCTG

ICRS:|]ACCCAGCACACACACACCGCTG

Posigdo: 510 520

Alinhamento 2b, com trés diferencas: 3147, 515D, 516D.

De acordo com a recomendacao 3. as insercoes ¢ delecoes deverdo ser posicionadas

0 quanto possivel ao fim da 37 mantendo o mesmo namero de diferengas em relagao a



rCRS. Portanto, o alinhamento 2¢ ¢ o preferido, com suas diferencas anotadas: 51T,
523D, 524D.

Amostra: ACCCAGmACACACAC——CGCTG

AcCCAGlclAcAcCACACACCGCTG
510 520

ICRS:

Posigao:

Alinhamento 2¢. com trés diterengas: 3141, 3230, 324D.

Exemplo 3

Neste exeplo, observas-se ua transicio T-C na posicio 16189, dentre o comprimento

de citosinas (poly-C'y ¢ a substituicio de uma transversao A-C na posicio 16183,

Amostra:

rCRS:

AAA

CCCCCQCEKCCATGC

T

AAA

ATGCT

ccccclrclclec
16190

Posicao:

Lxemplo 3: sequéncias a serem alinhadas.

U possivel alinhamento deste perfil, em relacio a rtCRS. mantém os dois T alinhados

no centro e meio ao poly-C, como ilustra o alinhamento 3a.

Amostra: AAAlE'CCCCCCCTCCC—ATGCT

AAAlAlccccc - —TccccaTaeT
16180

rCRS:

Posicao: 16190

Alinhamento 3a. com quatro dilerengas: 161830, 161891, 16190, 161951,

O alinhamento 3a resulta em quatro diferengas, uma transversao ¢ trés idels. Ja o

alinhiauncento 3b resulta em apenas trés diferengas. seudo este o wais adequaco,

mmam:AAA@CCCCC@CTCCCATGCT

aaaplcccectc-cccaTteeT
16180

rCRS:

Posigao: 16190

Alinhamento 3b, com tres dilerengas: 16183€", 16189, 16190.11.



IE!
Portanto, as diferengas geradas a partir do alinhamento 3b sdo uma transversao, uma
transiGao ¢ uma insergao: 16183C, 16189C. 16190.1T .
Exemplo 4

Neste exenplo, temos a ocorréncia de uma transicio C-1 na posicao 16179 que precede

a primeira base A\ na posicao 16180).

Amostra: | T[T]A AlC cccciﬂc@cc cATGCT
ICRS: Tlg]AAAACCCl_QIC'JJCCCCATGCT
Posicao: 16180 16190

Lixemplo 4 sequencias a serem alinhaclas.

Veremos que existemn duas manciras de alinhar essa sequéncia. em relagao a rCRS.

colt o wesino niaero de diferencas.

Amostra: TmAA——CCCCCTCCCCCATGCT
crs:|TlclaaaacccceTcccec-aTaeT
Posicao: 16180 16190

Alinhamento la. com quatro diferengas: 161791 161821, 16183D, 16193.1C.

As quatro diferencas no alinhamento -la sao uma transigao 161791, duas delegoes

16182D, 16183D ¢ uma insercao 16193.1C .

Amostra: T——[ﬂAACCCCCTCCCCCATGCT
i
fCRS: | TCAIAAACCCCCTCCCC-ATGCT
Posicao: 16180 16190

Adinbamento 4b, com quatro dilerengas: L6L8LL, 16170D, L6180D, 16193,1C:.

O alinhamento b resultaem wna transversao A-T (16181T), duas delecoes (16179D ¢
16180D) ¢ uma inscrcao (16193.1C). Ja o alinhamento a possui wma transicao (161797)
a0 wves de wa transversao (161817T), como é visto b, Portanto, de acordo com a

recowendacao 2, o alinhamento da é o mais adequado.,




Exemplo 5

1 . ~ . .
Considere as duas sequéncias abaixos

Amostra:l AAACCCC ccoﬁ)o[e]c

cRs:|AAACCCCcccclTicldeccace

Posicdo:

300 310

Exemplo 3: sequencias a serem alinhadas.

Temos as seguintes estraté

Amostra: AAACCCCCCC'E]C————GC
rCRS: AAACCCCCCC‘IJCCCCCGC
Posicdo: 300 310

vlas de alinhamento:

Adinhamento Sa, com cinco dilerengas: 3090, 311D, 312D, 313D, 314D.

Amostra | AAACCCCCCC—----CCGC

ICRS:IAAACCCCCCCTCCCCCGC

Posigdo:

300 310

Alinhamento 3b. com quatro dilerengas: 3091, 310D, 311D, 3121).

Amostra,l AAACCCC----CCCCCGC

ICRS:]AAACCCCCCCTCCCCCGC

Posigao:

300 310

Alinhamento 3

3¢, com quatro diferengas: 3061, 307D, 308D, 300D,

A\ principio, o alinhunento Sa aparenta ser o mais adequado com cineo diferencas cm

relacao a rC'RS, com uma transigao T-C (310) ¢ mais quatro delegoes da posigao 312 até

TR EN

Porém. existe a possibilidade de outros alinhamentos que resultam e apenas quatro

diferencas, Hh e He,

O alinhamento Hb organiz

a suas delegoes de forma contigua no fim da 37 apés o T

deletacdo na posicao 310, Ontras estratégias de alinhamento arrmmariam as delegoes de

uina forma nao contigua ¢ portanto. sao descartadas.
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Ja o alinhamento 5¢ nao organiza suas delegoes contiguas ao fim da 37 como ¢ exigido

pela recomendacio 3. sendo entio o alinhamento 5h o mais adequado,
Exemplo 6
Algumas sequencias de DNt exibem até seis delecoes de pares de base na regifo

controle cu HVIL Esta regiao inicia na posicao 98 ¢ vai at¢ a posicao 111 como & ilustrado

abaixo.

Amostra:|C TG GAGCIACCC

ICRS:|CTGGAGCICGGAIGCACCC

Posic3o: 100 110

Lxemplo 6: sequencias a seremn alinhacdas.

Existem apenas duas formas potenciais de alinlizunento como ilustraun os alinhamentos

HGa ¢ Ob.

Amostra.|CTGG - - — — — — AGCACCC
rCRS:ICTGGAGCCGGAGCACCC
Posigao: 100 110

Alinhamento Ga, com seis dilerengas: 1020, 103D, 104D, 105D, 106D, 107D.

Amostral| CTGGAGC — — — — — — ACCC

ICRS:|ICTGGAGCCGGAGCACCC

Posicao: 100 110

Alinhamento 6b, com seis diferengas: 105D, 106D, 1071, 108D, 109D, 110D,

O alinhamento Ga resulta em um total de seis diferengas. No entanto, o G pode ser
organizado em ambas as extremidades das delecoes contiguas ou até mesmo no meio.
Porem. as delecoes podem ser movidas para o fimn da 37 gerando o alinhamento 6b, sendo

este altimo o mais adequado.



Exemplo 7

Em alguus casos as delecoes demonstradas no exeniplo 6 poderao ser diferentes. Duas
substituicoes de pares de base TC nas posicoes 96-97 ¢ acompanhada de seis delegoes, leve-
uente modificadas do exerplo 6. s sequéncias abaixo iniciam na posiciao 96 ¢ terminanm

na posicao L.

Amostra:l AGA[TC|ICTGGAGCC|CCC

rCRS:|AGAICGCTGGAGCCGGAGCACCC

Posicao: 100 110

Lxemplo 7 sequéncias a serem alinhadas.

Nat priteira inspecao, o alinhamento 7a poderd aparentar ser o melhor alinhamento
de acordo cotn as recomendacoes. Poréni. as aedels sao preferidas e relagao a transi-
coes ¢ transversoes. J\ssing, o alinhamento b resulta em dois dndels ao invés de duas

stubstituicoes, como ¢ dustrado abaixo.

Amostra: AGATCICTGGAGCC - —— - —— ccc
ICRS:|AGACGCTGGAGCCGGAGCACCC
Posigao: 100 110

Alinhamento Ta, com oito dilerengas: H6°L, 97C, LO6D, 107D, 108D, 109D, 110D, L11D.

Amostral| AGATC-CTGGAGCC—-—-———— cCcCCcC
ICRS;|AGA-CGCTGGAGCCGGAGCACCC
Posicao: 100 110

Alinhamento Th, com oito diferengas: 95.11, 97D, 10312, 106D, 107D, LOSD, 109D, 110D,

Ao contrario de wma combinacdo de transicao transversao. o alinhamento 7h resulta
nansercao de um T (95.1T), seguido de uma citosina ¢ depols, sceguido de uma delagao

na posicao 97, Portanto, o alinhamento 7 é o mais adequado.

As recomendacoes ¢ os exemplos demonstrados, nesta segdo, tem como proposito
relinar ¢ padronizar o tratawento de variantes do DN At hunano para ser utilizado pela
a cotnunidade forense. Estas praticas tem como o objetivo ajudar. a comunidade forense,
amanter ¢ gerar banco de dados de alta qualidade ¢, com isto, possibilitar a comparagao

de perfis a serem interpretados e estudos de caso forense,
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3.2.2 Ferramentas para o alinhamento de sequéncias

O objetivo desta secio ¢ descrever algumas ferrauncentas encontradas na literatura gue
alinham sequéencias de DNAL Demonstraremos ainviabilidade do nso destas ferramentas
e estudos de caso torenses. especialimente em se tratando da andlise de sequéncias do

DNt em comparagio com asequéncia de referéucia, a tCRS.

Por dltimo, ainda demonstrarcinos que o uso da ferramenta comercial de alinhamento
o segscape (Applied Biosvstews), cujo proposito ¢ asua utilizacio especilica naandlise de
sequencias forenses, também apresentou deficiéncia quanto ao alinhamento de sequéncias
de DNAnt, na geracao de seus resultados, para serem arnazenados e bancos de dados

[orenses.

A madoria das ferranentas aqui citadas poderio ser ecucontradas para uso online ou
para. download através do portal de bioinformatica da Ewropean Biownformatics nstitute
(EMDBL-EBL 2005) (figura 21).

Ao acessar asecao Toelbor, no portal do EBILL o geneticista se depara com uma grande
variedade de ferramentas. Elas estio organizadas ¢ agrupadas, em diferentes categorlas,

de acordo conr o seu tipo de funcionalidade.

E importante salientar que a categoria que nos interressa, ¢ que esté mais relacionada

com o foco deste trabalho. & a da “Sequence Analysis™.

Apesar das demads categorias estarem relacionadas com a predicio de fungoes ou
estruturas de proteinas, cuja utilidade nao abrange o objetivo deste trabalho: a majoria,
senao todas. possui, como base, a fungao do alinhamento de sequéncias, o que podera

confundir o usuario final.

As categorias sao:

e Similarity & Homology: Este grupo apresenta mais de 15 ferramentas cujo pro-
posito é o de comparar sequencias de nucleotideos ou de protefuas contra os diversos
bancos de dados, na Internet, em busca de similaridades entre as sequéncias. Neste
arupo. podewos encontrar algumnas das ferratnentas mais conhieeidas como o Blast
¢ o IFasta. Anibas possuem diversas ferramentas para diferentes funcionalidades,
por exetplo: o WU-Blast? ¢ uma ferramenta de alinhamento local ¢ busca, para
encontrar regioes de similaridades de sequéncias e bancos de dados nucléicos ou
de proteinas (figura 25). Ja o Fasta apresenta duas ferramentas independentes onde

cada wna executa wma funclonalidade diferente como o Fasta Nucleotide ¢ o Fusta
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Protein. dentre muitas outras. Observe que na figura 25 até mesmo um geneticista
experiente poder se passar por unt usudrio leigo 2o se deparar comt os diversos tipos
de configuragoes que podem ser estabelecidos para utia determinada tavefa em que
cle estejaem busea. Notasse facilinente que amaloria dessas opcoes de conligura-
Gao 1ao estao diretamente relacionadas com os conceitos de biologia, o que poderd

dificultar alnda wads o seu manuseio.

Protein Functional Analysis: Este grupo apresenta 8 ferramentas cujos propo-
s1tos siao o de determinar a funcionalidade de proteinas através de diversos métodos
¢ bancos de dados. bastaute conhecidos, como o UnilProtIKB, Swiss-’rot ¢ o Uni-
ProtkB TrENMBL. Ulia das lerraunentas de destaque é a InterProScan que renne

varios métodos através de uma interface “amigavel™ (ligura 26).

Protcomic Scrvices: Apresenta duas ferramentas para visualizar informagoes de
sequencias de proteina ¢ outra para os pesquisadores poderem demonstrar os resul-

tados de suas pesquisas no contexto de anotagao do UniProt.

Scequence Analysis: 1 nesta categoria que se encontrain as ferramentas, propria-
mente ditas, para alinhar sequéncias de DNA Proteina, com o objetivo de elucidar
o grau de siwilaridade entre elas ¢ @ sua origem evoluciondria, tal como faz o Clus-
falWW (figura 27), cujo enfoque ¢ na utilizacao de alinhamentos maltiplos, de 2 a3
sequenelas o mals, Encontramos, tambén, lerramentas para determinar estrutura,
de genes ¢ os tipos de proteinas que eles codifican, tal como faz o Transeq. Neste
arupo. dentre as 15 ferramentas de andlises disponiveis apenas wna delas, a Align-
ENBOSS. esta voltada para o alinhamento local ¢ global entre duas sequencias.
Sendo portanto, esta Gltima ferramenta, a Gnica apropriada para alinhar sequéncias

de unostras de DN At comn a rCRS, e estudos de casos forenses.

Structural Analysis: Este grupo apresenta as ferramentas para a determinacao
de estruturas 2D 3D das proteinas, o que facilita, desta forma, o estudo da sua

funcionalidade.
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3.2.3 Alinhando sequéncias nucleotideas do DNA Mitocondrial

A seguir. utilizaremos como exemplo duas ferramentas de andlises para alinhar sequén-
clas de DNAmt humano como @ realizado em estudos de casos forenses, O objetivo é
provar que ainda nao existem ferramentas de analises para alinhar sequéncias de DNAmt
hinano, ey estudos de casos forenses. de acordo com as trés recomendacoes (secao 2,12),

como foi apresentado nos exemplos da secio anteiror.,

O siples Tato de existivem diversas ferramentas deste género. disponiveis gratuita-
mente (ondine ou standalone) ¢ até mesmo comerciais, Ja significa uma ecnorme preocupa-
¢iao para a comnuidade forense, pois, o estudo do DNt necessita da padronizacio ¢ da

cotumeagao comum entre os laboratorios para que se possa obter ¢xito cin suas andlises.

O risco de se produzie diferentes perfis de DNAmt, sendo cles originados de utna
tmestna amostra, ¢ muito grande quando um ou mais laboratorios utilizam diferentes
ferramentas de andlises para alinhar suas sequencias, Esta preocupaciio se da pelo fato de
que as diversas ferraunentas de andlises sao genericas ¢ nao especilicas para autilizacao
e casos forenses. Por serem gendricas. elas poderdao apresentar indmeras opeoces de
configuracao ¢ diferentes formas de utilizacio, provocando a ocorréneia de uma ou varias

das H classes de erros, como ¢ descrito na segao 2,13,

Autes deiniciarimos os testes conn as duas ferraunentas, viunos determinar i atmostra
¢ suas sequencias gue serao utilizadas. O pentltino item aponta para o resultado final

do pertil. desta amostra, o qual objetivamos atingir:

o \ identicade da anostra & a LUC-01.
e Suas sequencias sio:

TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTAC
CACCCAAGTATTGACTCACCTATCAACAA
CCOCTATGTATTICGTACATTACTGLCAG
TCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAL
TACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACC
CAATCCACATCAAAZACCLCCTCLCLCATGRL
TTACAAGCAAGCACAGCAATCAACCTTICA
ACTATCACACATAACTGCAACTCLCARAG
TCACCOOTLACCCACTAGGATACCAALCAA
ACCTATCCACCOTTAACAGTACATAGTAL
ATAAXACCATTTACCGTACATAGCACATT
ACAGTCAAATCLLTICTLGCLCC

HVT



S

~
Ot

TETGCACGIGATAGC G
AGCCGGAGL AL T LGC
CTTTQATTCLCTGLCC CCTGTTATTTA
CGOCACCTACGTTCAATATTACAGGL GAAL -
T‘”‘quTﬂ--q TGTGTTGATTAATTAAT

G‘“(GHC;THG qq!ﬂﬂCﬂnllGﬂHTr
’CTCuﬁchuLFu TTCCACACAGACATCA

ATT AGALG
TGT AGTAT
caT

-

m1:~4—|m

IL

.....

TAAC AR AAT T ICC AL AaallLCLLeeT
:C'yCC'CG'-_—TF I('GCC—-;aq\.—\\. TTAAACAC

H\'TI
* O resultado final do perfil devera possuir o seguinte haplotipo:

HNT - 161LLT, 16209C, 16223T, 16290T. 16319\, 16362C
HVTL - 736G, 116C, 153G, 210G, 235G, 263G, 309.1C, 315.1C

* A\ sequencia rCRS poderd ser obtida atraves da referéncia: Brandon ot al. (200-1).
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3.2.3.1 A ferramenta de anilise Align-EMBOSS

Ao acessar aduterface gridica desta ferramenta (ligura 28), o usuario geneticista forense
irfse deparar com 5 opgoes de configuragao: Method. Gap Open, Gap Extend, Molecule

o Martrer). Fxistem duas caixas de texto para inserir cada uma da sequeéncia de amostra

e da rCRS.

A conliguragao de Method disponibiliza duas opeoes para a escolha do tipo de método
do alinhamento desejado: Local ou Global,  Como ol apresentado na se¢ao 3.1.3, o
alithamento local tem o proposito de caracterizar o alinhamento de sequéncias de uma
uaneira oposta ao alinhamento global. A\ partir daqui. o usudrio ja podera cometer erros,
dependendo do tipo de dado que ele utilizard para representar a sequéncia rCIS. Lxitem

duas praticas:

L. Representar a sequéncia rCRS cown todas as bases do genowma.

2. Representar asequéncia rCRS como sendo duas sequéncias independentes, nma para

HINT (com apenas 312) ¢ ontra para HVIL (com apenas 268ph).

A\ primeira pratica significa inserir as L6569 pares de hases nucléicas, acarretando enr uia
tmaior complexidade do alinhamento ¢, portanto, acarrctando e uma maior utilizagao

do tempo de processatnento para siua concliusao.

C'omumente, os geneticistas forenses analisam umia sequéncia de cada vez, primeiro
ITVT (comprime as posicoes 73-310) ¢ depois HVIT (comprime as posicoes 1602 1-16365).
Como cada sequencia da amostra (HVT ¢ HVILD tem, em média, 300ph (muito menor
em relacao ao tamanho do genowa mitocondrial), v escolha do método de alinhamento

apropriado. para este caso, serd o local (figura 29 ¢ 30).

A escolhia do método de alinhamento global cansara problemas, visto que o mesio
passard a considerar todo o genoma mitocondrial como sendo a regiao controle de HVI

ou TIVTLL ocasionando um resultado, cm média, com 95%. de gaps (figura 31).
A segunda priatica significa inserir em torno de 16270ph a menos do que o primeira.
resultando em un ganho consideravel do custo ¢ do tempo final de processamento do

alinhamento.
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O método de alinhamento adequado a escolher nesta situagao é o global. pois agora
trabalhiunos especificnente com as duas regioes, HVT ¢ HVIIL da sequéneia de amostra,
relativas a da sequencia de referéncia (rCRS), objetivando comparar suas similaridades
por mteiro. Poréuy, nem o método global ¢ nem o local resultara em wn alinhamento
satistatorio. visto que a ferramenta falhia ao determinar corretamente a numeracao das
bises das devidas regioes de HVT e HVTT (figuras 32 ¢ 33 para o alinhamento local) (figuras

31 ¢ 35 para o alinhamento global).

Forawm realizados outros testes de alinhamento com diferentes valores de conliguracao
para Gap Open. Gap Ertend ¢ Malrie. No entanto, estas alteracoes nao apresentarain

nenhuma diferenca no resultado em relagiio aos seus valores defaudt.
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Paorvise Angnment Algorithms

"
0

Ydhan vou want an alignment that cowers the whole
=n you ars trying te find the best region of similarity

[ ()2

(0}

llethog 33p open
EIBOSS needlz iglckal LLURVR
530 Eqang l1alzculz LIztrix
Dz v Protain v Blosumi2 w

S2quance T gaste Sequence in any format OR ugload a file

(.

Zeq 1 Upizad afile | Browse |

Sequencz 2 paste Sequznce in any format OR ugload a file

Sag 2 Unleoad a file | Browss.. Run || Reset |

Figum 28: Interface do Align-IMBOSS com suas conliguragoes de alinbamento pré-determinadas para a andlise de

moléculas de proteina, um grande risco para geragao de erros em estudos de casos forenses.
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¥ Program. water

# Rundate: Thu Mar 23 17:34:14 2006

¥ Align_format: srspair

# Report_file: sebisextserv-/old-work/water-20060323-17341358680340 output
AERRRERBRERBRRRRARRERRBRRRRRBRRRRER RIS R

#====c-=czcczzzzzcc======================

kg

¥ Aligned_sequences: 2

# 1 EMBOSS_001

# 2: EMBOSS_001

¥ HMatrix - EDNAFULL

# Gap_penalty: 10 .0

# Extend_penalty: 0.5

¥

# Length: 342

# Identity: 336,342 (98.2%)

# Similarity: 336,342 (98.2%)

¥ Gaps: 07342 ( 0.0%)

¥ Score: 1656.0

3

#

#=======c===sz=zcszccc=sz==zz=z=====zzz=z==z

EMBOSS_001 1 TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCC 50
PEVRCEEE R e et et e et e e e et r e e e e

EMBOSS_001 16024 ttctttcatggggaagcagatttgggtaccacccaagtattgactcacce 16073

EMBOSS_U001 51 ATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGTCACCATGAATAT 100
IlllllllI||llllllllllllllllllllllllll~“|l|||lllll

EMBOSS_001 16074 atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccaéc¢accatgaatat 16123

EMBOSS_001 101 TGTACGGTACCATAAATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATC 150
CEEEYEEErer e ettt eee et e

EMBOSS_001 16124 tgtacggtaccatasatacttgaccacctgtagtacataaaaacccaatc 16173

EMBOSS_001 151 CACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACAAGCAAGCnCAbCAATCAACVTi 200
(AR RN AR AR RN R RN R RN RRARARRRRNS Illlllllllli

EMBOSS_001 16174 cacatcaaaaccccctccccatgcttacaagcaagtacagcaatcaac:QJ 16223

EMBOSS_001 201 TCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAG 250
FEEEEEEEr e et e e et e e e e ee e e

EMBOSS_001 16224 tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccctcacccactag 16273

EMBOSS_001 251 GATACCAACAAACCTAT&CACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAACCAT 300
SRR A R A RN RN RN RN AR AR IIII

EMBOSS_001 16274 gataccaacaaacct cécacccttaacagtacatagtacataaagccat 16323

EMBOSS_001 301 TTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGC¢CC 342
CEETLETTEERI et v e et e e e et

EMBOSS_001 16324 ttaccgtacatagcacattacagtcaaatcccttctcgi?cc 16365

quuﬂig&‘MmmmwmobmnmndﬂldammﬁwnUYHHJmmnumUﬁmmhmwﬂmiwaOmkuummﬁmuowg
Foram mantidos 0s valores defuddt para Gap Open. Gap Ertend ¢ Matriz, com Molccule para DNA. As entre linhas
amarelas destacam a ambiguidade de numeragiao das bases peradas pela lorramenta, possibilitando ao usuario de cometer
os erros das classes 1, 2 e 4, por exemplo: 87T ou 870 (se¢ao 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto,
de acorde com as tres recomendagoes, produzindo os seguintes polimorlismos para H\'1: LGLLLT, L6209C, 162231, 162901,
16319\ 1636207
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B R R R IR AR R R LR RE

¥ Program: water

¥ Rundate: Thu Mar 23 18:12:39 2006

% Align_format srspair

¥ Report_file: /ebi/extserv/old-work/water—-20060323-18123808503683.output
HERABRRER G BBRERRRRRBERLRERRBRBLRRLRRLRY

#========z==z===s=c==z=zzz======z=c=z=z=zzzz=z==

X

¥ Aligned sequences: 2

¥ 1 EMBOSS 001

¥ 2: EHMBOSS_001

® Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty. 10.0

¥ Extend_penalty: 0.5

by

# Length: 271

¥ Identity: 262,271 (96 7%)

# Similarity: 2627271 (96 .7%)

¥ Gaps: 27271 {( 0.7%)

# Score: 1271.5

¥

b3

f========c=z=z=z==z====s========zzz=zz=z=z=======

EMBOSS_001 1 IG?GCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCG 50
RN R R R R RN R RN RN NN RN RN AR

EMB0OSS 001 72 tatgcacgcgatagcattgegagacgctggagoccggagcaccctatgtceg 121

EMBOSS_001 51 CAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCCCATCC%GTTATTTATCGCACCTACG 100
CEEEEEREEEEER R e FErl FECRL TR

EMBOSS 001 122 cagtatctgtctttgattcctgectcateciattatttategocacctacyg 171

EMBOSS_001 101 TTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTGATTAATTAATG 150
FEEPEETELCECEE R e e e e

EMBOSS_001 172 ttcaatattacaggcgaacatacttactaaagtgtgttaattaattaatg 221

EMBOSS 001 151 CTTGTAGGACATAGTAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCGCTTTCCAC 200
INERRRERRRRN D llIIHHIIIIIHHHIHIIIl.)lllIIll

EMBOSS_001 222 cttgtaggacataataataacaattgaatgtctgcacagccictttccac 271

EMBOSS 001 201 ACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCCTCLCCCCGCTT 250
RN RN RN RN AR RN e A RRR RN

EMBOSS 001 272 acagacatcataacaaaaaatttccaccaaacccccoc——tCCCCCgett 319

EMBOSS_001 251 CTGGCCACAGCACTTAAACAC 271
RN RN RN

EMBOSS_001 320 ctggccacagcacttaaacac 340

IFigura 30: Alinhamento local para HVH da amostra LUC-01, contra 05 16369ph da rC!IRS, perado pelo Alipn-ENBOSS.
Foram mantidos os valores defuadl para Gap Open, Gap Extend e Muatiiz, com Molecule para DNA. As entre linhas
amarelas destacam a ambiguidade de numeragan das bases geradas pela lerramenta, possibilitando ao usuario de cometer os
erros das classes 1. 2 e 4. por exemplo: 202G ou 202.\ (se¢ao 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto
e as entre linhas vermelhas os incorretos, de acordo com as trés recomendagoes, produzindo os seguintes polimorfismos para

HVLE: T3G, LA6C, 153G, 200G, 2350, 2630, 309,00 309.2°1, 3100,
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B AR EF R R R R R R £
# Program: needle

# Rundate: Thu Mar 23 19:45:13 2006

¥ Align_format: srspair

# Report_file: /ebi/extserv/old-vork /needle-20060323-18451162865055 . output
SR EE SRR SR EE RS FEF R L

f========c=z=zc=s==cccc=coccocccoozzsmemoe=

e

¥ Aligned_sequences: 2

# 1. EMBOSS_001

# 2: EMBOSS 001

¥ Matriz: EDHAFULL

# Gap_penalty: 10.0

¥ Extend_penalty: 0.5

I

# Length: 16569

# Identity: 33616569 ( 2 0D%)

# Similarity: 336716569 ( 2.02).

# Gaps: 16227716569 (97.97%) |

¥ Score: 1656.0

¥

b4

#::::::::::::::::z:==============:======

EMBOSS 001 1 gatcacaggtctatcaccctattaaccactcacgggagctotoccatgoat 50
EMBOSS 001 1 0
EMBOSS 001 51 ttggtattttcgtctggggggtatgoacgecgatagcattgocgagacgetg 100
EHBOSS_ 001 1 0
EMBOSS_ 001 101 gagccggagocaccoctatgtogoagtatctgtotttgattooctgocteate 150
EMBOSS 001 1 0
EMBOSS_ 001 151 ctattatttatcgocacctacgttcaatattacaggogaacatacttacta 200
EMBOSS 001 1 0
EMBOSS_001 201 aagtgtgttaattaattaatgctigtaggacataataataacaattgaat 250
EMBOSS_001 1 0

Fig.’,‘lll.’it 3L Alinhamento alobal para LIV] daamostra LUC-UL, contra os L63GYpD da rORS, gerado pelo Alipn-ENDBOSS.
Foram mantidos os valores defuult para Gap Open, Gap Ertend e Matriz, com Molecule para DNA. A entre linha vermelhia
destaca a enorme quantidade de gaps inserido no alinhamento, o que naw vai de acordo com as trés recomendagoes, O
alinhamento nao pode ser exibido por inteiro pois ultrapassou as dimensoes do monitor. devido aos L6569ph alinhados, O
mesme experimento [oi realizado para H\WILkLaHMSNGJJELLUI[COH|as:no&nascon“gumwé&ﬂ‘apnmvnumdoLnnabaxn

de 98970 de insercoes de geps no alinhamento.
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# Program: water

# Rundate: Thu Har 23 19:29:23 2006

# Align_format: srspair

# Report_file: sebisextserv/old-work water—20060323-19292205141118 output
FRARRERRELAB R RN G RE R ERB LR RS R A ER B LR BB RS A S

Fomemo s amn s s p s s R s s e

x

# &Aligned_sequences: 2

# 1: EMBOSS 001

¥ 2. EMBOSS 001

# HMatrim: EDHNAFULL

# Gap penalty: 10.0

¥ Extend penalty: 0.5

b3

& Length: 342

¥ Identity 336,342 (98 2%)

¥ Similarity: 336-342 (98.2%)

# Gaps: 0342 ( D.0%)

¥ Score: 1656 0

¥

¥

fl======s==c=z===z=z=z==z=z=z==z=z================

EMBOSS 001 1 TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCC 50
CLEEEEETEET e et e e et et b e et e e e e ey

EMBOSS 001 1 ttctttcatggggaagcagatttgggtaccacccaagtattgactcacce 50

EMBOSS 001 51 ATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAG @éCCATGAéTAT 100
AR R N R RN R RN R R RN AR A R RN RN

EMBOSS 001 £1 atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccagctaccatgaatat 100

EMBOSS 001 101 TGTACGETACCATAAATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATC 150
PECRTEETEEEEEE e et et et e e e ey

EMBOSS 001 101 tgtacggtaccataaatacttgaccacctgtagtacataaaaacccaatc 150

EMBOSS_001 151 CACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACAAGCéAGCnCAGChATCAﬁCGT' 200
AR RN RN RN N RN NN R RN AR AR

EMBOSS_ 001 151 cacatcasaaccoccctococcatgettacaagecaagtacagcaatcaacec 200

EMBOSS 001 201 TCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAG 250
PECEERERTE e et e e e e e et e b et e e e v e e ey

EMBOSS D01 201 tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccocctcacccactag 250

EMBOSS 001 251 GATACCAACAAACCTATCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAALATCAT 300
R RN R R RN NN AR RN RN RN ARRRRR AR A

EHEOSE 001 251 gataccaacaaacctacgcaccettaacagtacatagtacataaagocat 300

EMBOSS_(01 301 TTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGCCCC 342
RN R RN RN RR RN A RN AR R AR O Y

EMBOSS_001 301 ttaccgtacatagoacattacagtcaaatcocttotoagtoco 342

Figura 320 Alinhamento local para LIV da amostra LUC-0L contra LIVI da rCRS, gerada pelo Alipn-EMBOSS. Foram
mantidos os valores defoult para Gap open, Gap Butend ¢ Maetriz, com Molecule para DNA. As entre linhas amarelas
destacam a numeragao incorreta cas bases geradas pela lerramenta, possibilitando ao usuario de cometer os erros das elasses
L. 2 e 4 (se¢io 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto, de acordo com as tres recomendagoes, PPorém,
a peragao incorreta da numeragao das bases resulta em uma falba total do processo de alinhamento, produzindo os seguintes

polimorhsmos para HV 1 8877, 1860, 20070, 26777, 2067, 339



###############i###############ﬁ########

# Program: water

# Rundate: Thu Mar 23 19:33:49 2006

# A4lign_ format - srspailr

b ?epQrt_file, “ebisextserv/old-work-water—20060323-193348427416381 . cutput
SRR SRR SR ET LTS R e S S E T

#::::==::::===::::=::==::==::====::2::===

®

¥ Aligned_seguences: 2

# 1: EMBOSS 001

# 2: EMBOSS 001

# Matriz. EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Ezxtend_penalty: 0.5

#

# Length: 269

£ Identitw 2617269 (97.0%)

# Similarity: 2617269 (97 02)

# Gaps: 27269 ( 0.7%)

% Score 1270 5

£

*

f====ccomss=ss=s==zcoocossmsssas=s====so=

EMBOSS 001 3 TGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCA 52
AR R R NN NN R RN AR RN AR AR AN

EMBEOSS_001 2 tgcacgcgatagcattgcgagacgctggagccggagcaccotatgtogea 51

EHBOSS_ 001 53 GTATCTGTCTTTGATTCCTGC@C&ATCC?C%TATTTATCGCACCTACGTT 102
R RN AR NN RN AR AR AR AN

EMBOSS 001 52 gtatctgtctttgattcctgc?t:atcctaﬂtatttatcgcacctacgtt 101

EMBOSS 001 103 CAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGT?G&TTAATTAATGCT 152
RN R RN R RN RN R R S AR RN RN RRA RN

EMBOSS_001 102 caatattacaggcgaacatacitactaaagtgtgttaattaattaatgct 151

EMBOSS_ 001 153 TGTAGGACATAGTAATAACAATTGAéTGTCTGCACAGCQGﬁTTTCCACAC 202
R AR RN RN AR RN RN R NN AU RN

EMBOSS 001 152 tgtaggacataataataacaattgaatgtctgcacageccactttocacac 201

ENBOSS_001 203 AGACATCATAACAAARARTTTCCACCAAACCCCCCCCTCCCOCCGCTTCT 252
CELELTEEEE e e et re el SRNARNR R

EHBOSS_001 202 agacatcataacaaaaaatttccaccaaa:cc:cc%::EEpcccgcttct 249

EMBOSS 001 253 GGCCACAGCACTTAAACAC 271
AR RE RN RN

EMBOSS 001 250 ggccacagcacttaaacac 268

Fig_gl_u'a 33 Alinhamento local para HVID da amostra LUC-0L contra HVIL da rCRS, gerado pelo Align-BEMBOSS.
l'oram mantidos os valores defunlt para Gap Open, Gap Datend e Mutriz, com Molecule para DNA. As entre linhas
amarclas destacam a numeragao incorreta das bases geradas pela lerramenta, possibilitando ao usudrio de cometer o8 crros
das classes 1. 2 e 4 (secao 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto e a vermelha o incorreto. de acordo
com as trés recornendagoes. Porém, a geragao incorreta da numeragao das bases resulta em uma [alha total do processo de

alinhamento.
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#######J?################################

# Program: needle

¥ Rundate: Thu Mar 23 19:16:27 2006

# Align format: STrEpalr

¥ Report_file: ~sbiveztserv/old-work/needle-20060323-19162635630612.cutput
###$####################################

Aligned sequences: ?

1: EMBOSS 001

2: EMBOSS 001
Matriz: EDNAFULL
Gap_penalty: 10.0
Extend penalty: 0.5

Length: 342

Identaity 336342 (98.2%)
Similarity: 3367342 (90.2%)
Gaps: 07342 ( 0.0%)

Score: 1656.0

H R B R RBRHRER SR B R

EHMEOSS 001 1 TTCTTTCATGCGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCC 50
R RN R AR R R R R RN RN RN RRR R
EMBOSS 001 1 ttctttcatggggaagcagatttgggtaccacccaagtattgactcacce 50
EMBEOSS 001 51 ATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAEfiACCATGAATAT 100
NN R R R RN AR NN RN DR AR RRRR RN
EHBOSS_001 51 atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccaécéaccatgaatat 100
EMBOSS 001 101 TGTACGGTACCATAAATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATC 150
RN RN RN AR R RN NN
EMBOSS 001 101 tgtacggtaccataaatacttgaccacctgtagtacataaaaacccaatc 150
EMBOSS_001 151 CACATCAEAACCCCCTCCCCATGCTTACAAGCAAGChChGCAATCAACiTi 200
RN RN RN AR RN RN E R R RN AR A RN RNRARRNR]
EMBOSS_001 151 cacatcaaaaccocootooccocatgotiacaagoaadtacagoaatcaacso) 200
EMBOSS 001 201 TCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAG 250
RN RN R R RO R R R RN RN NN RN RN
EMBOSS 001 201 tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccctcacccactag 250
EXBOSS 001 251 GATACCAACAAACCTATUCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAMAGCAT 300
RN R R RN RN RN RN AR RRRRRRN I
EHBOSS_001 251 gataccaacaaacctéc;cacucttaacagtacatagtacataaag¢cat 300
EHBOSS_001 301 TTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGCCCC 342
CEEEEPECEEET TP P e T e E e ey
EHBOSS 001 301 ttaccgtacatagcacattacagtcaaatcccttctcﬁtdbc 3472

r]gt ira 3-4: Alinhamento plobal para HVI da amestra LUC-0L contra HVI da rCRS, gerado pelo Align-ENMBOSS. Foram
mantidos os valores default para Gap Open. Gap Eatend e Matriz. com Molceule para DNA. As entre linhas amarelas
destacam a numeracao incorreta das bases geradas pela ferramenta, possibilitando ao usuirio de cometer os erros das classes
I.2 e d (secao 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto, de acordo com as tres recomendacoes. Porém,
a geragao incorreta da numeragao das bases resulta em uma lalha total do processo de alinhamento, produzinde os seguintes

B

polimorlismos para HVL: 8871, 1860, 2001, 26771, 2964, 339C,
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# Program: needle

¥ Rundate: Thu HMar 23 19:24:-06 2006

¥ Align_format: srspair

¥ Report_file: /ebisewxtserv-/old-work-/needle—20060323-19240687457724.output
RS L Ry S Y e

f=====s=====s=====z=======cc==c=z=z==z=====

3

¥ Aligned_sequences: 2

& 1: EMBOSS_001

® 2 EMBOSS 001

# Hatrim: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

¥ Extend_penalty: 0.5

b

# length. 271

¥ Identity: 261-271 {96.3%)

# Similarity:  261-271 (96.3%)

¥ Gaps: 3,271 ( 1.1%)

# Score: 1266.5

¥

&

#:==========::::====::Z:::Z:2:::=::=====

EMBOSS_001 1 TGTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCG 50
RN RN AR R R R R RN NN RN RR RN

EMBOSS 001 1 latgcacgcgatagcoattgogagacgotggagocggagoacoctatgteg 49

EMBOSS_001 51 CAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCCﬁATCCTGTTATTTATCGCACCTACG 100
AR A RN RN e R R A RN RN R RN

EMEOSS_001 50 cagtatctgtoctttgattoctgodtoateclaltatttatogoacctacg 99

EMBOSS_n01 101 TTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTGATTAATTAATG 150
NN RN RN R NN R RO R RN NN

EMECQSS_001 100 ttcaatattacaggcgaacatacttactaaagtgtgttaattaattaatg 149

EMBOSS_001 151 CTTGTAGGACATEGTAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCGUTTTCCAC 200
RN RN e NN A RN RN RN RN RN AR AR R ARY

EMBOSS_001 150 ctigtaggacatsajaatsacaatigastgtctgoacago CE L hooac 199

EMBOSS_ 001 201 AC ] : 250
PLELEEETEEEErer e et b e et e e ey e

EMBOSS_001 200 acagacatcataacaaaaaatttccaccaaaccccccé~*t%ccccgctt 247

EMBOSS_001 251 CTGGCCACAGCACTTAAACAC 271
AR RRRARERRRRRRARE

EHBOSS_001 248 ctggcoccacagcacttaaacac 268

leura 35: Alinhamento global para HVIL da amestra LUCOL contea HVIL da tCIRS, gerado pelo Align-ENMBOSS.
Foram mantidos os valores defawlt para Gap Open, Guop Eitend e Matriz, com Molecule para DNA. As entre linhas
amarelas destacam a numeragao incorreta das bases peradas pela. ferramenta, possibilitando ao usuario de cometer os erros
Jdas classes 1. 2 ¢ 4 (secao 2.13). As entre linhas verdes destacam o alinhamento correto ¢ a vermelha 0s incorretos, de acordo
com as treés recomendagoes. orém, a geragao incorreta da numeracao das bases resulta em uma lalha total do processo de

alinhamento.
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3.2.3.2 A ferramenta de analise SeqScape

Esta ferramenta de andlise vem acompanhada do sequénciador da Applied Biosystens.
A grande maioria dos laboratorios de DNA forense utilizam equipamentos da Applied Bio-
svstems. especialinente pelo fato desses equipamentos serein acompanhados de softwares

voltados para a andlise do DN\ forense, como o SeqScape,

O SeqScape. como toda ferramenta para fins comerciais, foi modelado com o intuito de
factlitar a utilizagio do processo de andlise de sequéncias para o usudrio linal. o geneticista

forense. O seu processo de andlise de sequéncias é realizado em cinco passos. Eles sao:

1° passo: Dportar os quatro arquivos ~ABL do sequenciador, com as sequéncias
I e R das duas regioes de VT ¢ HVIL Cada arquivo contém informacoes relacionadas
ao sequenclunento de cada regiio da amostra e estudo, coo tawbém as inforimacoes

visuais do seu eletroferograma (figura 37).

2° passo: Adicionar os quatro arquivos ".ADBL no SeqScape para visualizacio dos

daddos.

3° passo: Lste cnvolve o processo de geracao da seqnéncia consenso (figura 10) a
partir das duas sequencias I e R, de cada regiao do D-foop (HVT ¢ HV'LL). A seguir, cada
sequencia consenso de IIVI o TIVIT @ alinhada com a rCRS e. e seguida, ¢ gerado o

resudtado do processo daanalise (figura 38).

4° passo: Cousiste e visualizar o alinhamento gerado da sequéneia de amostra
com a 1CRS ¢ o seu eletroferograma. Neste passo o usuario poderd fazer uma revisao da
qualidade dos dados. observando os picos de cada base do cletrolerograma. Ele também

poderd inspecionar ¢ editar os polvimorfimos gerados pelo alinhamento (figura 39).
5° passo: Nesta dltiia ctapa o usudrio poderd gerar relatorios com as informacoes
¢ os resultacdos da andlise, destacando os polimorfismos que foram obtidos (figura -10).

Como exemplo de teste para a ferramenta do SceqScape, utilizaremos os seguintes

dados:
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* \identidade da amostra ¢ a ALOY.

® Suas sequéncing sao:

TICT T ICATGGGGAAGCAGATTT
GGGTACCACCCAAGTATTGACTC
ACCCATCAACAACCGLTATGTAT
TICGTACATTACTGICAGTCALCC
ATGAATATTGTALGGTACCATAA
ATACTTGACCACLTGTAGTACAT
AALRACCOAATCCACATCAANAL
COCCTCCCCATGOTTACAAGC AL
GTaCAGTAXTCAANCCTTCAAL TS
TCACACATCAACTGEC AACTCCAN
AGCCACCCCTC AL ACTAGGAT
ACCA‘CAA:CC1qlqu\CC_T-
ACAGTACAT AGTACAT AAAALCCA
TITACCGT- CATAGCACATTACA
riuillTC CTTCTCGCLILCC

H\V'T

GTGQCACGLGATAGCATTGLGAG
“CGLTGGAGCLGGAGCACCLCTA
IGICGC'G)—TC;GTC GAT
CCTGLCCCaTCLTGTTATI A
TCGC CCTHgGT'CHHTﬂTT
J\JGMGHH\-\‘-\C T-"J\j\ T
GTGTTALTTTAL :_HTG’TTWT
AGQGACATAGCAATAACAATTIGA
-.i('TC TG ACAGQCLGETTTCCA
ACAGQAC AT AT AAC a2 04T
TTCC—chaéCCCCCCC\CICC
CCCCGLTTETGGELIACAGCALCT

TAALCAC

T2AACaC

VT
e () resultado final do perfil deverd possuir o seguinte haplotipo:

IINT - 161LLT, 16223T, 1629071, 16291T. 16319:\. 16362C
FINTL - 736G, HOC, 153G, 235G, 236C, 263G, 309.1C. 309.2C, 315.1C

e .\ sequéncia 1CRS poderd ser obtida atravées da refercncias (BRANDON e, al., 200:1).

O SeqScape ja vem com o genoma cotnpleto do DNAmt humano embutido como padrao,
possibilitando que o usudrio apenas se preocupe ent inserir as sequéncias de HVT ¢ HVIT
dat awnostra. Porém ele utiliza outro genoma mitocondrial como referéncia. o Yoruba
(Alricano), indo totalmente de encontro com a pratica exercida pela comunidade forense,
onde a sequencia de referencia ntilizada é a rCRS, Assiin, o gencticista forense, ao utilizar

0 SeqScape. precisara entrar com a sequéncia rCRS. Caso contrdrio. suas sequéncias de
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Figura 36: Alinhamento conluso perado pelo Seqscape da sequéncia HVIL da amostra AL09. O resultado gerado foi o:
HVIL - 7365, L6, L33, 23505, 23600 26303, 310,10, 3102271, 310.30.

atostra serao analisadas com a Yoruba, gerando resultados inesperados. Da mesina
forma que aferramenta Align-ENDBOSS. o SeqScape também obteve sucesso e alinhar
a sequencia de HVIE No entando, ela também foi incapaz de alinhar a sequéncia de HVII
(figura 36). O alinhamento obteve os polimorfismos ©... 310.1C, 310.2T, 310.3C" ao invés
dos = .. 309.1C, 309.2C, 315.1C",

Coomr o fim dos testes, concluimos que ambas as ferramentas (Align-ENBOSS ¢ o
Seqseape) sao capazes de alinhiar corretamente a sequéncia de HVIE quando ha insergoes
na regiao do polv-C ndo atendendo as trés recomendacoes propostas para o tratamento
de variantes do DN Amt humano em estudos de casos forenses (secao 2.12). Mesmo que a
[erramenta SeqScape possibilite a edicao manual desta falha no alinhamento, esta mesma

yossibilidade podera acarretar e novos erros, visto que a fallia loinana @ inerente.
| I |

Diferente do Aliegn-EMBOSS, o SeqScape destaca em relatorios os polimorfismos ob-
tidos do resultado do alinhamento. Este mesmo relatorio forucee informacaoes adicionas
que nao serao utilizados no estudo de casos forenses ¢ a sua anotacao dos polimorfismos
nao esta de acordo com as padronizacoes propostas por (WILSON et al., 2002), como pode

ser observado na fgura 40,

No final das andlises, o usudrio terd que anotar a mao ou copiar ¢ colar, em algum
eclitor de texto, cada polilorlismo da amostra para poder compor o seu perfil de DN Ant.

Esta pratica leva ao grande risco do usuario cometer alguns dos erros das classes 1, 2 ¢ 4.

No capitulo 1 ¢ apresentado uma solugao para os problemas aqui tratados, refereutes

ao alinhamento de sequencias de DNAmt humano, para o estudo de casos forenses.



99

St

[ 101 E T Faxemplo ilustrativo de como sio gerados e importades os arquivos ABL do sequénciador, como projeto,

para o Seyhcape.
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[ i,L’,'lu‘il 38: hmerface gralica do Seqscape, demonstrando o resultado da analise de sequencias. Observe que podemos
visualizar ¢ alinhamento relativo a rCR3 e o seu eletrolerograma, para que se possa reaaliar a qualidade dos picos das

bases das sequencias.
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Figu ra 39 O SeqgScape possibilida a edicio dos resultados gerazdo pelo alinhamento,
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4 0O Sistema Eva

“Compulters are to biology what mathematics is to physics.”

Harold Morowitz

Este capitulo apresenta uma solucao de software, especifico, com suporte a geréucia, a
autotnatizagao das andlises ¢ ao controle de erros de dados biologicos do DNA Mitochondrial
himano, possibilitando a geracio de scus perfis genéticos para serew cotparados ¢ ava-

lincdlos e estudos de casos forenses no Brasil ...
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4.1 Concepcao

A\ utilizagio do DN Mitocondrial como instrumento para aidentificagio de seres
humanos. através de restos mortais encontrados em estado de decomposigao, ja é uma
realidade e paises como os Estados Unidos. o Canada e e diversos ontros da Europa,

como a Inglaterra. Espanha. Alemanha. dentre outros.

No Brasil esta pratica ainda ndo € muito conhecida ¢ sdo poucos os laboratorios
de DNA forense em atuagio. onde apenas um ou outro se destaca pela sua capacilagao ¢
pericia no uso de equipatmentos ¢ soltwares apropriados para diagnosticar ¢ identificar seres
humanos, através do estudo do secu DNAn DN Amt, nas diversas condigoes ¢ situacoes em
(ue uma anostra biologica poderd se apresentar, conforme o seu estado fisico ¢ integral.
Dentre os Laboratorios de renome no pais podemos citar o laboratorio de DN forense
da Universidade Federal de Alagoas!, onde o desenvolvimento deste trabalho foi realizado

CLL PALCeria.,

C'omo fot explanado nos capitulos anteriores, a comunidade forense possui uma série de
dificuldades para utilizar ¢ analisae 0 DNAmt. O propio FBI uio obteve ¢xito ao produzir
uin sistema cotn un banco de dados populacional para poder estimar o frequeéncia de um

dado perfil de DNAmt em questio.

O fator decisivo que contribuiu para a ma qualidade do banco populacional do CODIS
foi justiunente aceitar dados de sequéncias de varios laboratorios ao redor do mundo, ¢
inseri-los no banco, sem que ao menos estas informacoes passassem por um controle de
qualidade. Tsto cotnprova que diferentes praticas de andlises de sequencias do DNAmt sao

utilizadas entre os laboratorios.

U outro fator s¢ deve a auséncia de ferramentas que extraissein os polviorfimos ge-
rados pelo alinhanieuto, em formatos padronizados, das duas regioes de HVI ¢ HVILL Esta
pratica ¢ realizada manualmente pelo geneticista onde ele busca ¢ anota estes resultados,

a olhio n, em uma folha de papel. editores de texto ou em planilhas eletronica.

U habito bastante comum realizado para armazenar os perfis genéticos de DNAmt
¢ comportar esses dados e formato de tabelas, utilizaudo a planilha do software Excel
da Microsoft (JIN et al., 2006). Consequentemente. o método de comparagao destas infor-
Hacoes sera altamente precario onde, possivelmente, deve se usar a opgio de “localizar™,
“huscar”™, “ir para” o, até mesto. realizar a comparagao de perfil por perfil mannalmente.

A figura 41 ilustra bem as ctapas desse processo.

I'URL - http://www.mhn.ufal.br
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i
I 1
| |
1 1
i |
1 1
| 1° Etapa [
! O geneticista forense entra RS g 3 !
! COM as duas sequéntia, HVI T 1 ; &= !
: 2 HVil da amoslra em analse, ) ( : !
na ferramenta de v 5 !
: alinhamento. Dependendo da N !
; ferramenta, cerd necessario :
; tamberm entrar com a :
x sequéncia rlCRS Softwares de andliscs:| 57 Elapa [
. ’ 1
| SeqScepe Caso exista um match na 4° etapa, o |
1 “ClustalX perfil em comparagéo & entdo |
i ~Aligr-EMBOSS verificado ng banco populacional |
{ para ser estimada a sua fregiéncia. |
! o Um relaldrio & produzido com 08 |
i 2°Etapa resultados gerais. i
i -
O geneticista anota o0s -1 . !
: polimerismos da regiio HVl e Editores de texto: .
HYIL obtides no alinhamento Word, Excel, Hoteped e 4°Etapa ;
! ez derivad Hpd !
; através das ferramantas, em um bt
| editor de texto ou planilha, Camparfi-se noﬁolho, ou par algum !
gerando assim o haplatipo deste pulry msigde pae recomentads ;
' perfit. 3° Etapa (localizar, buscar), os hapldtipos de |
! E13pa. uma pessoa desaparecida contra o de !
: Este parfil poderaser um reclamante, e vice-versa. i
4 classificado em uma das I
: trés categorias ‘I
| = Pessoa desaparecida t
i * Reciamante. :
1 = Perill populacional 1
1 1
' Exemplo de um perfil genético de DHAMT: 1
: ! I0:LUCoY :
1 Haplatipo: 16111T, 16208C, 162237, 162907, 163194, 16362C, 73G, 148C, 153G, 210G, 235G, 263G, 309.1C, 315.1C 1
| 1

Figura 41: lustracio das etapas exccutadas pelos geneticistas para a andlise do DNAmt em estudos de casos lorenses.

Ausentamos a etapa da verificacao de erros dos polimortisinos gerados pelo alinhamento,
na lustracao do ciclo do processo de analise do DNAmt, devido as problemiaticas ¢ a quan-
tidade de erros que ja foram apontados nos dados de DNAmt na literatura (secoes 2.10
¢ 2.13). Pode-se dizer que esta pratica nao é ainda bemn faniliarizada, ¢ se for, tammbém

wao é estritamnente adotada pelos laboratorios como uma etapa critica ¢ obrigatoria.

Alguns geneticistas até desconfiat, por prepotencia on por falta de couhectinento, da.
utilidade da andlise filogenética para apontar alguns dos possiveis erros que poderdao vir a
ocorrer. Talvez essa desconfianga seja apenas uma desculpa para evitar a perda de tempo
cott o witncioso ¢ demorado trabalho que a analise filogenética exige, no caso, apenas
para verificar se i simples polimorfismo suspeito podera ter sido ocasionado por alguma

fllia et i dos processos de tipagen, analise ¢/ou na anotagao dos dados.
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O ambiente de apdio e andlise & identificacao humana através do DNA Mitocondrial
abrange a concepeao de um sistema aser utilizado pelos diversos laboratorios de DNA
forense no Brasil, provendo acesso ondine a um banco de dados centralizado. Esta aborgem
tLeLL coto proposito, integrar os diversos laboratorios nacionals, padronizar os métodos de
anidises ¢ automatizar o processo de geragio dos perfis genéticos de DNAmt para screm

artazenados ¢ comparados através de uma base de dados comum,

Para o desenvolvimento do sistema proposto, elaboramos um ambicnte que agrupe as
diversas ferramentas necessariag que serdo utilizadas em estudos de casos forenses para
i geragao e validagao de perfis de DNAmt humano. Sao elas, ferramentas para alinhar
sequencias de DNAmt de acordo com as trés recomendagoes (capitulo 3), identificar ¢
validar os haplotipos livees de erros ¢ tambén, para funcionalidades que dizem respeito a
eestao das informacoes a serem manipuladas, armazenadas ¢ comparadas em um banco

de dados contral,

O ambicnte constitui no desenvolvimento de um sistema Web, cm conjunto com um
hauco de dados relacional. no esforco de integrar os laboratorios uacionais de DN fo-
rense. e escopo nacional, possibilitando a utilizacao matua, através de um ambiente
homogenco, acessando @ uma bhase de dados comunt, com ferramentas ¢ dados padroni-
zados, onde a troca ¢ o compartithamento de informacoes sera crucial para o sucesso da

identificacao hunmana atraves dos dados genéticos do DNAmt (figura 42).

A escolhia de desenvolvimento de i sistema Web se deu pelas vantagens que essa

abordagem ofercce como, por exemplo:

Possibilita o acesso ao sistema através de um simples browser. de qualquer locali-

dade, onde exista uina conexao de Internet.

e Todo o arcabouco do sistema é centralizado. evitando qualquer necessidade de ins-

talacao de componentes ou modulos nos terminais do cliente, referentes ao sistema.

e \s atualizacoes no servidor refletem para todos os clientes, evitando a necessidade

de atualizar cada um dos terminais de acesso individualmente.
e \ necessidade do poder de processaento do aplicativo nao reflete no lado do cliente.

o Dossibilita a distribui¢ao ¢ o compartilhamento de dados, ao mesmo tempo que estes

s encontra ceutralizados.
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Arquitetura Cliente/Servidor de um Sistema Web

~ 1l s [l
— —_—

Lab. DNA Forense
{Teminal)

Lab. DNA Forense

(Teminal)

Sistema Eva-BD

DF - (servidor wab) MG -
P S— —

Lab. DNA Forense - Lab. DNA Forense

(Temminal) (Teminal)

Trafego de dados
(Internet)

b Igura 42: Esquema de luncienamento de um sistema Web. A linha verde representa o Hluxo da Internet, a laranja a
rede local dos terminais e a azul, a rede local do servidor Web. As setas pretas representam o canal de comunicagio que

wterlica as redes.,

A\ aplicagao foi implementada utilizando a linguagemn de programacao PHP? versao-
5.1.20 O PHP ¢ uma linguagem de programacao bastante poderosa ¢ simples, com suporte
para o desenvolvimento da programagao orientada a objetos. Esta linguagem permite
criar aplicacoes e dinamicas, possibilitando umi interacao com o usuario atraves de

formularios, paratnetros de entrada. entre outras caracteristicas.

O codigo PHP é executado como linguagem de seript no servidor. seado enviado para
o cliente apenas o codigo HTNL. Desta maneira, ¢ possivel interagir com bancos de dados
¢ aplicacoes existentes nos servidores.

Ctilizamos o PHP em conjunto com o servidor Web Apache? versao-2.0.55 mais o

' (somente prototipo). A linguagem também se destaca pela possi-

banco de dados \ecess
bilidade de interagir com uma vasta lista de banco de dados. Dentre eles estao um dos dois
wais bew conceituados coto o Oracle. PostgreSQL e o MySQL. Ui recurso avancado do
PHP & permitir conexoes persistentes de banco de dados. minimizando a necessidade de

constantes conexoes (operagoes que admentam o tempo de resposta das aplicacoes).

“URL - http://www.php.net
*URL - http://www.apache,org
'URL - http://www.microsoft.com/access
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Fl‘,},’l wa 43: Fungan elaborada para evitar ataques de SQL Injection. Observe que o objetivo & anular qualquer sintaxe
e SQL. tags de H I'ML ou da propria linguagem de programagio. e qualquer caractere que venha a possibilitar a ocorréncia

deum erro da instrugac de codigo utilizado pela aplicagio que possa vir a revelar informagoes cruciais do seu banco de

Jades,

A quantidade de aplicagoes ja existentes em PHD, asua robustez, a rapidez na codifi-
cacio ¢ a facilidade de aprendizagent. fazem dela uma exeelente escolha para o desenvol-

vitento de aplicacoes para ac Heb.

Em se tratando de am sistema Web, algunas medidas de seguranca foram totmadas
em relagio ao controle de acesso do Evac Por exemplo, um sistema de Login [oi imple-
mentado onde s serd perwitido o acesso de laboratdrios credenciados gue solicitarem un
pedido de permissao para uso, via emadl. Cada laboratorio recebe uin limite de usudrios ¢
todas as acoes ¢ os dados gerados serao de seu uso exclusivo ¢ de total responsabilidade,
onde nenhnm ontro laboratorio poderd alterar ou modificar as informagoes geradas ¢ ar-
mazenadas de segundos ou terceiros. sendo possivel apenas a visualizagao, a andlise ¢ a

comparaciao destes dados entre eles.

Medidas de seguranca tambdém foram tomadas para evitar SQL: Injections (tigura 13).
SQL Inyection ¢ wma forma basica de atague utilizada para obter acesso nao autorizado
A uin banco de dados ou até mesmo para obter informagoces ocultas do banco que possan
cotprometer st integridade ¢ seguranca. O atacante tenta wserir e string na
aplicacao, com um comando SQL manipulado a seu favor, para teutar obter informagoes
sobre as instrucoes de SQL que estao sendo utilizadas pela aplicagio atacada.  Desta
forma. o atacante poderd obter informacoes como, por exemplo, o nome ¢ os atributos de
uma tabela do banco de dados que contenha informagoes de Login dos usudrios (KOST,
2004).
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1.2 Modelagem

O sistema proposto neste trabalho, que a titulo de referéncia passa a ser denominado:
Fva - Identificacao humana através do DNA Mitocondrial. leva em conta a centralizagao
das 1uformagoes genéticas do DNAunt, coletadas e ambito nacional. para serem anali-
sadas ¢ armazenadas em uma base de dados padronizada ¢ livee de erros. Desta forma
o Eva gerencin estas inforiacoes, no esforco de agilizar o processo da comparacio destes
dados, evitando redundancias, visto que dois ou mais laboratorios poderao estar tipando ¢
comparando as mestias amostras de uin mesmo caso, em diferentes estados. Isto aprimora

aabrangeéncia da identificacao humana e todo o territorio nacional.

Do exemplo: um pai de fanilia que mora no nordeste ¢ levado sequestrado, morto
¢ sei corpo ncendiado, no sul do pais. A\ identificacio desse individuo poderd ser ra-
pidainente agilizada pela insergao da andlise do sceu perfil DNAmt no Eva. Partindo da
ideia de gue atravées da doacio de anostras do DNAmt de seus funiliares (da mesnia
linhagem materna), estas serao também inseridas, no sistema Eva. dirctamente de um
dos Iaboratorios de DN\ forense daquela regiio do pads, e eventualinente possibilitando

aidentificacio. \ higura 44 ilustra este Hluxo.

O sistewa Evacvisa otiizar o deseipenho de todo o processo de identificacio lounana,
desde a coleta da iunostra biologica de um parente que mora em outro estado até ao envio
div coleta das amostras biologicas de seus parentes que também residem em uma outra
regiao distante, independente do laboratorio que rd executar a extracao ¢ as analises

desses perfis de DNAmt para serem comparados.

A figura 15 dustra o arquitetura projetada ¢ desenvolvida para o sistema Eva, cotn-

posta pelos quatro modulos descritos abaixo:

Alinhamento de sequéncias.

Validador de polimorfismos.

Buscador de similaridades.

Calculador probabilistico.

(ada modulo ¢ descrito nas seqoes seguintes.
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Fig!_ll'zi 157 Arquitetura do sistema Fva - ldentilicagao humana através do DNA Mitocondrial, composta pelos quatro

mOdulos.
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4.2.1 Modulo - Alinhamento de sequéncias

Diante dos fatos descritos nas segdes 3.2.2, 3.2.3 ¢ et suas subsecoes. fica evidente que
a andlise do alinhamento de sequéncias do DNAmt. para fins de estudo de ensos forenses
ainda é muito precavia. Essa precaricdade se da devido a auséncia de uma ferramente
especifica para o alinhamento de suas sequéncias, Uma outra problematica existente é
a carencia de padronizagao para a anotacio dos polimortismos do haplotipo, gerados a

partir do alinhamento,

Na scgao 2.12 é apresentada uma hicrarquia que deverd ser seguida para relatar os
polimorfismos. ¢ nas seoes 3.2 ¢ 3.2.1 essa problewdtica é ainda mais explicitada, com
exenplos que apontam as recomendacoes surgeridas para que se mantenha uma padroni-
ZACRO.

Portanto, este modulo foi desenvolvido com o objetivo de alinhar. de forma especifica.
as sequéencias de DNAmt para estudos de casos forenses,  Além disto, apos @ exeeugio
do alinhamento. o modilo gera o haplotipo com os polimorfismos anotados. conforme os
padroes, para posteriormente ser armazenado ¢ comparado com os demais haplotipos no

Dhanco de dados.

O modulo tem como entrada as duas sequéncias HVT ¢ HVI no lormato Fasta. Lste
{ormato ¢ constituido de nm arquivo texto oude, por padrio, a primeira linha representa
o cabecalho ¢ a partic da segunda linha coloca-se as bases da sequéncia. - Os arquivos
1o fortmato Fasta vewt sewpre precedido com o stmbolo 7 como primeiro caractere na
primeira linha do arquivo. Apos esse simbolo. ainda na primeira linha. a primeiva pa-
lavra representa o 1ome ot o cidigo dado a sequeéncia: a segunda, o tipo de moléeula
(nuicleotideo on proteina) utilizado: por fin anotasse a desericao da regiao ¢ o tamanho
i sequéncia (hgura 16). Cada sequencia é analisada, por vez, com a sequéncia tCRS que

l“ VO (‘uﬂ)llf‘i(l«'l 110 Lva (ﬁglll’il lt_)

O modulo utiliza o algoritmo de alinhamento global, descrito na sccao segao 3.1,

visto e ¢ alinhado TINT da sequencia de amostra cont TIVT da tCRS (miesimia tatica

TECG2GACGL TEGGCCGEAGC ACCCTA
C™ T CaTTCCTGCICCATCCTETTATT AT

LCAGGLALAC AT ACTTACTLANGTGT
T LEGACATAGTAAT AR AITTGALTG
ACAGaATC T30 a2 2-2aTTTCC

TTaaslaC

TGTUGLAGTATLTG
CGC-CCTACGTC~
CTTGITTALTTAAT

TITGLACAGLTG T
) s -

i o mm -
AELC SENE U N

I igtra G Fxemplo de um arquivo Fasta lormatado.
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rlhl_ll(l 17 Geragio de cada alinhamento das regioes HV'L ¢ HVIL com os haplétipos anotados de acordo com a

padronizagao, realizado pelo modulo - Alinbamento de sequencias.

paran HVID). O aly

oritine gera o atriz com as shwilaridades entre as duas sequéncias,
e assinl criado virdos alinhamentos otimos que poderio ser obtidos a partir da sua
leitura. .\ problematica Comega @ surgir a partir do momento em que precisamos obter

n alinhaimento especitico dentre os virios alinhamentos otimos.

Tratar esta problematica gerando todos os alinhamento otimos ¢ a partir dai escolher,
atraves de heuristicas. o alinhamento mais apropriado. poderi ser inviavel devido a cotn-
plexidade deste algoritmo na construcao de sua matriz que ¢ O(nn) ¢ é de O(m+n) para
obter cada umn dos alinhamentos onde (m+n) representa o tamauho do alinhamento a ser
ceracdlo. Como se trata de wna analise global do algoritino, tem-se (na maioria dos casos)
duas sequencias. diganmos 2, com quase o mesmo tamanho. Portanto, a sua complexidade

¢ considerada quadratica O(n?).

Emn contrapartida, o modulo retorna apenas um alinhamento, lendo-se as setas da
matriz a partir da entrada (m, n) até (0,0). de acordo com as trés recomendacoes descritas
nasecao 2,12,

A heuristica utilizada na leitnea da matriz da preferencias o insercoes (gap e s),
delecoes (gap em 1) ¢ como atlima alternativa, considera-se um alinhamento da base s
cot 2 base de ¢ (igura 18). Concluido o processo de alinhamento, o madnlo entio anota

as variacoes entre as sequéncias s ¢ £ de acordo com a padronizagao (segio 2.12):

Eaplotipo - 16111T, 16209C, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 736, 146C, 153G, 2360, 236C, 2030, 309.1C, 309.2C, 315.1C
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[—————— - _____
| |
] Insergdo de gapemt. |
| ]
I Alinha a base de s :
: com a base de ¢ [
| |
| |
| |
| 1
| |
: Insergdo de gap em s. :
_____________________ ]

Figura 18: Heuristica o 5 modulo - AL . : i .
& ¢ leuristica adotada pele module - Alinhamento de sequencias. na leitura da matriz para obter o alinhamento
otime. X preferencia das setas se da de acordo com a sequencia das cores: verde, laranja e azul.

4.2.2  Modulo - Validador de polimorfismos

Todo o processo da avdlise do DNAmt é bhastante minucioso, desde a tipagem até
gerngao do sea perlil genético, Pois, e cada nma destas ctapas, o DNAmt estard sujeito
aerros que poderao ser provocados por uina eventual contaminacio de laboratorio devido

a pritica de manuseio daamostra ou, alé mesmo. nas ctapas de alinhamento de suas

sequencias ¢ na geracao do seu haplotipo.

Como ¢ deserito ma secio 2,13, existent cineo classes de crros que elassificam os tipos
tals comuns gue poderdao ser gerados durante a andlise do DNAmt. Nesta mesiia secao.
taunbém ¢ explanado que atéenicn mads conliecida para a verilicacao destes erros ¢ exe-
cutar uma andlise filogenética do haplotipo do perfil suspeito em questao. No entanto, a
st ntilizagao ainda nao é muito bem vindal devido ao tempo que leva para que cla seja
concluida e ao seu minucioso traballio, visto que @ necessaria aintervencao ¢ verificagio

pelo o usudrio. dos grafos ¢ arvores que sao gerados durante o decorrer do seu processo.

Entretanto, o site do NITONMNADP (BRANDON ot al., 200:1) contém uma tabela com
todos os polimortismos validados pela comunidade genética, provendo também da sua

referencia literdaria que os valida (tabela ).

Cotu estas informacoes. o geneticista forense é capaz de verilicar se os polimorfismos,
das regioes HVT ¢ HVIL do haplotipo. de am perfil genético de DNAmt, estiao coerentes
com 0s polimortismos ja verificados ¢ validados pela comunidade genética. Portanto, esta
pratica se torna uta alternativie para verdficar erros que poderao ser provocados pela
classe 3. ja que o modnlo de alinhamento de sequéncias (segiao anterior) se encarrega de

evitar os possivels erros que poderdao ser gerados pelas classes 102 ¢ <
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arte da tabela que contem todos os polimortimos validados pela literatura, da posigan T 4 16567, atraves do

Poréin. o geneticista forense, wo usufluir deste servico oferecido pelo MITONMADR. tera
setpre que procurar por cadaouin dos polimorfismos do haplotipo do perlil génetico e
questao eo e seguida, acessar o site do MITOMAD procurando cada posicao referente
aos polimortisimos que ele deseja comparar para veriticar sig autenticacio. Desta forma,

0 geneticista forense estard correndo o risco de provocar erros das classes 2 ¢ L

O presente modido - Validador de polimorfismos tem como objetivo acessar o site
do NITONAP. capturar as informacoes dos polimorfismos ¢ armazend-las 1o banco de
dados do EVAAL Cow isto o médulo analisa cada posicio ¢ a base dos poliorlisimos do
haplotipo. que foram gerados pelo modulo de alinhamento de sequéncias, na sua base de
dados de polimorfistmos. Por flim o resultado da analise é exibido ao usario indicando se

os polimortisimos estio de acordo (lignra 19). 2\ figura 50 dustra o execncio deste servico.

No eutanto. poderd acontecer de que algum polimorlisino, do haplotipo em questio,
nao esteja referenciado no site do NIITONADR. Neste caso, o sistema aconselha ao usuirio
de abortar a operacao e reanalisar o eletroferogranma. as sequéncias, executar uma andlise
lilogenética ¢, alé wesmo. resequénelar a amostra, pois o polimorfisio que nio estiver
validado poderiv ter sido gerado atraves de algum erro durante a tipagem ou no decorrer

) PR PR
do sen sequenciamento (classe de erros 3),
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F]g‘um 49: Resultade da andlise dos polimorlismos do haplotipe da amostra PD000!, perados pelo modulo - validador

de polimorlismos. e exibidos pelo modulo - Alinhamento de sequéncias.
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Figlll’?l 50 Diagrama o modulo - Validador de polirnorfismos.
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Ik lgura 1 Verilicagao de um neve polimorlismos detectado pels wodulo - Validador de polimorlismos.

Entretanto. new sewpre. n polimortisio que wio esteja presente no MITONADR
signifique que cle tenha sido gerado por algum erro ou artificio ¢ sim pelo fato de que
mtacoes: podewr acontecer durante o passar dos anos no genota witocondrial, gerando

novos polimorlismos ainda desconhecidos. mesmo que seja apenas a mutagio de um Gnico

sitio.

Eventualmente, neste tipo de caso. pode-se verificar novamente a ocorréncia deste
novo polimorfismo em uma nova andlise da amostra ¢ ou na andlise de outras amostras,

alC e alguu clentista geneticista o valide formatimente,

Por exemplo: ao submeter as sequéncias HVT ¢ HVIT da amostra AL35 para ser
altadisada no Evac verificou-se, atraves da base de dados de polimorfimos (atualizada e
6 de Abril de 2006), a ocorréncia de wn polimorfisio, no segmento de HVIL ainda nao

validado pela literatura, o “9L1G .

A priucipio este novo polimorfistiio nao aparenta ser provocado por algum tipo de erro,
visto que a posicio "4 esta validada como sendo u sitio variante, apresentando apenas
A variacao de uwna unica adenina ((\) (figura 51). Mesimo assim., um ressequenciamento
da aunostra foi realizado para certificar a sua ocorréncia,

Portanto. e tal situagao. o polimmortfismo poderd ser considerado valido ¢ o pertil
seguro de que esta livee de erros da classe 3 para ser armazenado no banco de dados ¢

comparado com os demais pertis, como é deserito na proxima segao.
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4.2.3 Modbddulo - Buscador de similaridades

A eriacao de i banco de dacos se fez necessivia diante da concepeio do sistenn Eva

e dacimportancia de se criar dados con qualidade para serem armazenados ¢ gerenciados
de mancira apropriada.

A coneepeao de um sistema paricdar suporte aidentificacio de pessoas desaparecidas,
atraves daanalise do DN Amt, necessita da criagao de um banco de dados populacional,
cousistituido de perfis escolhidos ao acaso, utilizados cowo forramenta para estitar o
peso de wa evidencia (match). como tambén a de uma banco de dados forense para dar

suporte a gerencia dos perfis de pessoas desaparecidas ¢ de seus reclunantes.

Desta forta essa base de dados. em conjunto com o servidor Web. permitira o con-
partilhanento de perlis de DN A, doe pessoas desaparecidas (D) ¢ os de reelamantes

(ROYCentre os laboratorios, referentes da mesma linhagem materna.

2\ problengitica desta concepeio ¢ pereebida na medida e que val aumentando ¢
st acuinulando. no banco. o nimero de perfis de DNAmt de reclamantes ¢ o de pessoas
desaparecidas. paraserent comparados ¢ analisados. -\ soluciio desta probleniiticn se torna,
wviivel com i comparagio ¢ aandlise destes perfis pelas praticas exereidaces atualmente,

qual seja utilizando editores de textos ou planilhas ¢ ou até mesmo a olho na.

No eslorqo de resolver esta problematica. o presente modulo, a0 armazenar o pertil
gerado pelo modulo de alinhamento de sequéncias. ativa a {rigger de comparagao deste

recente perfil com os demais perlis no banco,

Por exermplo: ao se analisar, validar ¢ armazenar um novo perfil de DNAmt de uma
pesson desaparecidi, o presente mddulo, antomaticanente, aciona o seu dispositivo de
comparagao deste novo perfil com os demais perfis de reclamantes ja armazenados na

hase de dados e vice-versa.

O niero de comparagoes € de um perfil genético e questao se da pela seguinte
equacio, oude N ¢ o tanantho da bhase de dados de PD ou RC vezes @ que da quantidade

de perfis genéticos e que se pretende comparar:

C=N-x (4.1)
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O preseate modulo compara ¢ analisa os pertis de acordo com as recomendagoes de
mrerpretacio deseritas nasecio 2.8, Sao realizadas « (atro tipos de andlises comparativas
para. un dado perfil em questao:

* Os perfis cm comparagdo variam em dois ou mais polimorfismos. E notificada a
ocorrencla de uma exclusao.

* Os perlis em comparacao apreseutaiin o mesmo haplotipo. E notilicada a ocorréncia
de um match perfeito, nao-exclusio.

* Os perlis em comparagao diferem apenas pela presenga de heteroplasimia. £ notifi-
cada a ocorrencia de um mateh, nao-exclusao.

L ]

Os dois perfis em comparagao diferem apenas por um unico polimorfismo. E notifi-

cada a ocorrencta de um maleh, inconclusivo.

O presente modulo também realiza andlises de busca de similaridacdes do pertil e questio
com os perfis do banco populacional, apos a certificagao da ocorréncia de wm mateh na

st contparacao cotit a base de dados de D o RC.

Nesta analise. conn o hanco populacional, o presente modulo interage com o modulo
caleulador probabilistico para poder estimar o peso da evidénein do perfil genético em

questao. Esta interacao ¢ descrita na segao seguinte.
A tignra 52 ilustra o diagraia do servico executado pelo modalo buscador de simi-

faridades ¢ a figura 53 ilustra o resultado das andlises comparativas gerada pelo presente

odulo.
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Requisita 0 ermazenamerto e a comparagio do
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Diagrama do modulo - Buscador de similaridacles.
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Resultado das Comparacoes

Pessoa Desaparecida

Reclamantes Idénticos:

| Codige da Ficha: 97

- RCO001

| Haplobipo:

Data inicral
Tipo da amostra:

Reclamantes Heteroplasmicos:

da Ficha: 98

‘RCO0O02

Haplotipo:

Dats imoiah
2 d3 amostra:

Laboratério: &

gsponsavel:

Reclamantes 1 Diferenca:

=}
" RCOOOZ

e HVI-16111T, 16209C, 162237, 162904, 163194, 16362C
3

Haplotipo:

® HVII - 73G, 146C, 153G, 2100, 235G, 263G, 309.1C,

Dsata inicial:

. Luis Henrigue Teixeira Castana

F’igura 53 Resultade da analise das comparagoes entre um perfil de um PD com os perfis de RC, gerado pelo modulo
- Buscador de similaridades. As entre linhas verdes representam os perlis RC com os quais se obteve um maetch em relagao

an perfil PD. As entre linbas amarelas representam as variantes em relagao a I’b.
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4.2.4 Moddulo - Calculador probabilistico

Apos ter completado o processo de analise referente & sequéncia de uma amostra,
que engloba a geracio do seu perfil genético, a verificacao de erros no seu haplotipo ¢ a
verificagao de um mateh relevante, a etapa final a ser realizada de todo este processo é

estinar o peso daevideneia desta amostra na populacio,

Para a execugao desta ctapa o geneticista forense necessita de uma base de dados
cowposta por perfis da populacao para poder estimar a frequéncia da amostra (perfil) e

estudo. qual seja cla de um PD ou RC.

Por exemplo, suponha que o Eva possua, na sua base de dados de RC. 50 perfis
armazenados a espera de uin mateh relevante nasua comparagao com um perfil de PD
que venha aoser inserido no sistema, Suponhaimos ainda que, a0 entrar com ut novo
perfil de um PDy o Eva revele a corréncia de um mateh entre dois perfis de RC. Este
mateh significa que esta nova amostra de PD poderd ser o parente desaparecido de um
destes dois reclimantes, o qual eles estejiun & procura. O presente modulo calenla a
probabilidade desta amostra PD ser ou nao ser este possivel parente desaparecido. Para
Isto. niciadmente, o modulo buseador de similaridades analisa o perfil e questiao para,
verificar a sua presenca 1o banco de dados populacional. Em seguida, o resultado desta
analise ¢ cutao passaclo para este modulo estilnar o peso daevidéncia deste pertil (PD)
cerando, assin, o resultado probabilistico de que esta amostra de uma pessoa desaparecida

scji. possivelmente. o parente de nm desses dois reclamantes.

O modulo realiza este cileulo de acordo com o nimero de observagoes do perfil em
questiao no bauco de dados populicional. de acordo como @ deserito no na secio 2.9, A
figura 51 ilustra este servico executado pelo presente modulo e conjunto com o maodulo

buscador de similaridadoes.
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5 Exzpertmentos e Stmulacoes

“Sd nao falha quem nao tenta
¢ quem nae tenta jomats terd sucesso.”

Rellexao

Neste capitulo sio apresentados os dados utilizados nos testes realizados cotn o sistemna

Eva para confirinar a acuracia de suas ferramentas ...



5.1  Andlise das 123 amostras

No trabalho de Barbosa (2006). também realizado e parceira com laboratorio de
DA forense da UFALL foram escolhidas ao acaso 123 amostras de individuos das diversas
cidades do estado de Alagoas (figura 55). Maceio ¢ Arapiraca foram as duas cidades com
O malor nimero de amostras coletadas, 33 cm Maceio ¢ 11 amostras de Arapiraca. Estas
23 sunostras [oram sequenciadas e analisadas para compor o banco populacional do Eva,
Nestas 123 amostras. encontram-se 110 haplotipos diferentes (perfis) ¢ o haplotipo mais
frequente ¢ encontrado cm apenas 5 dos 123 individuos. Desta forma, a diversidade
genética do banco de dados populacional do Eva (composta por estas 123 amostras) foi
estimada cm 99.7% (SCHNEIDER et al.. ).

Estas 123 aunostras foram submetidas para serem alinhadas no Eva, como teste, para
verificar se o modulo de alinhamento de sequéncias estaria alinhando perfeitamente de

acordo com os padroes propostos pela literatura.

As sequencias das duas regioes de HVT ¢ HVI das 123 amostras foram alinhadas.
cout sucesso, atraves do Eva. O alinhanento apresenton ser 100% eficaz e todas as
216 sequencias, compostas por HV'T ¢ HVIL gerando ¢ anotando o perfil de cada uma
delas (fignra H56) de maneira apropriada. Tendo alcancado este objetivo. as 123 amostras
prderam ser alinhadas ¢ os seus perlis genéticos foram gerados, automaticamente, para
cntao serem artmazenados com qualidade ¢ seguranga, possibilitando assim a criagao do
hanco de dados populacional. A\ ferramente de alinhanento, ao gerar ¢ anotar o perfil
cendtico com sucesso, contribui para a climinacao dos erros que podem ser provocados

welas classes 1, 2 ¢ 1 (secao 2.13).
{ ;

[Figura HH: Nustragio do mapaque representa o Estado de Alagoas. indicando o5 municipios de origem dos 123 individuos

analisados. Fonte: (BARDBOSA, 2006).
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Neste mesiuo estudo (BARBOSA, 2006) verificou-se que dentre as sequéncias das 123
amostras 96 foram Gnicas para. HVI ¢ 79 para HVIL A regiao de HVI apresentou 87
substituicoes onde 77 sao transicoes ¢ as outras 10 sao transversoes, ¢ mais 2 delegoes. Ja
nas sequencias de HVID observou-se 41 substituicoes com 37 transicoes ¢ 4 transversoes,
mais 3 delecoes ¢ 1 tipos de insercoes. A maioria das mutagoes (polimorfismos) em ambos
os segiuentos loraw de transicoes, o que conliria a proposta de Wilson(WILSON et al.,
2002) no tratamento de variantes (segao 2.12) que reflete a complexidade da elaboragio
do alinhamento de sequencias de DINA Mitocondrial para o estudo de casos forenses (segao
3.

O wodulo validador de politmorfismos mostrou ser uma valiosa ferraunenta para de-
toctar possiveds erros da classe 3. Os perfis tidos como “suspeitos™ foram validados com
sucesso pelo modulo. A figura 56 apresenta umn resultado gerado pelo Eva oude as subs-
tituicoes na regiao de HVIL apresentando o polimorfisino 265C no perfil AL36 ¢ a subs-
tituicao 272G no perfil AL7T2, foram apontadas como sendo desconhecidas,  Porén, o

ressequencianento destas amostras confirmou a aparicao das duas mutacoes inéditas.
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0.2  Istudo de caso forense

Serao deseritos, nas duas proximas secoes, dois casos forenses como exemplo de uso
do sistema Eva para aidentificagao humana. através de restos biologicos degradados. pelo
estido do DN At

O primeiro caso trata de um incidente veridico onde estaremos ligando uma amostra
de cabelo degradado (encontrada na cena de un erime) auwm suspeito eriminoso, loragido,
atraves da sua andise com uma amostra do cabelo da mae do suspeito. Porém, o nome

de todos os envolvidos neste caso serio mantidos em sigilo, com nomes ficticios.

O segundo caso desereve asitulagao da queda de um aviao onde a grande maioria da
ilentilicacio dos restos mortais, dos passageiros, sO poderao ser identiflicados através do
estudo do DN\t

5.2.1 O caso Mecrcerdes
A seeretaria de seguranca publica do Estado do Mato Grosso enviou amostras de
cabelos. encontradas e cenas de crimes, para o laboratorio de DNA forense da UFAL,

suspeitas de pertencerem aou tuico serial Killer.

A\ policia comecou a desconhar destas amostras de cabelos encontradas e algumas
cenas decrimes. bastante semelhantes. v policia verificava que a vitima eramorta por

estrangilaimento ¢ sempre havia, ao lado da sua mao direita, um monte de cabelo cortado.

A\ partic dal o policia daguele estado comecon aassociar que estes erimes estavam
sendo cometidos por um mesmo assassino. Apos cometer o homicidio de suas vitimas, o
serial killer cortava seu proprio cabelo ¢ o deixava junto a vitima como sendo uma espécice

de marca registrada.

Alguns suspeitos cotmecaran a ser levantados, U deles estava: foragido ¢ ji era
cotnhecido pela propria policia. Providéncias foram tomadas para que a mace do suspeito
foragido fornecesse amostras do sen cabelo para serem comparadas cont as amostras de

cabelos encontradas na cena dos crimes.

Estas aunostras de cabelos (do principal suspeito ¢ de sua mae) foram entdo tipadas
pelo laboratorio de DNA Forense da UFAL. Foran enviadas duas amostras de cabelo
de duas conas de erime ¢ mais uma amostra de cabelo da mae do suspeito. denominada

Nereedes.,
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Primeiro foram sequenciadas as regioes hipervariaveis, HVT ¢ HVIT do DNAmt, das
duas amostras de cabelo, das cenas do eriime, denominadas de Cab0l ¢ Cah02, Em
seguida o mesmo processo foi realizado para sequénciar as duas sequéncias de HVT ¢ HVIT
davaunostra de cabelo de sua suposta wie (Mereedes), denominacda de CabM. O objetivo

for gerar o pertil de Cab01 ¢ de Cab02 para serem comparados com o perfil de CabM,

Em seguida as duas sequéncias de TINT ¢ HVTL de CabOl ¢ Cab02. foram subetidas
o sistema Fva para serem alinhadas ¢ gerados o seu pertil genético de DN Amt para serem

artazenados na hase de dados de pessoas desaparecidas, com o rotulo do seu caso forense
des CI7NL 0L

Suas sequencias foran alinhadas ¢ seus perfis gerados com sucesso. O sistema Evade-
tectou vocorrénela de mma substituicio suspeita no sitio 263G que, com uma atualizacao
do banco de polimorfistmos, essa suspeita foi eliminada. evitando assim um ressequencia-

mento das suas amosteas (figura 57 ¢ 58).

Por altimo a amostra CabN foi analisada. gerado o seu perfil ¢ armazenada na basce
de dados de reclunantes para ser analisacda e comparaca comn as amostras Cab0OL ¢ Cab02

ffigura H9).

O resultado final das analises comparativas apoutarau un mateh de wma nao-exelusao
(perfis identicos) entre as trés amostras. De acordo com o banco populacional, que na
epoca cotportava apenas L0 pertis populacionals, estimou-se que a probabilidade deste
perfil ser encontrado na populacao ¢ de 25.9% ¢, com 95% de confianca, ¢ possivel excluir
TL1IY da populacao como possiveis fontes desta amostra, visto que a sua frequéncia foi

zero no banco populacional. Entretanto, o simples fato do sistema ter apontado:

1. .\ igualdade entre os dois cabelos. encontrados e cenas deerime semelhantes,
dado que a policia ja tinha levantado um suspeito, de seu conheciinento, que estava

foragido.

2. U mateh entre as duas awmostras de cabelo, das cenas de erime, com a amostra de

cabelo da fonte de referéncia, ou scja. da mae deste suspeito.

e Podenos concluir que: O resultado de que as trés amostras possucm o mesno
haplotipo ja podera ser utilizado cowo forte indicio de que o serial killer suspeito
seja, realmente., o responsivel por todos os erimes que contenham este mesmo peril

cenético nas amostras de cabelo.
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5.2.2  Acidente aéreo

Os Iaboratorios de DN forense tém grande dificuldade em analisar casos onde o
nimero de amostras seja muito grande. Essa problemiiticn se dd especialmente pela falta
de softwares que déeem suporte para a antomatizacao das andlises, do armazenamento ¢

dacomparacio dos perfis destas aunostras (BUDOWLE: BIEBER: EISENBERCG, 2005).

1, Z

Podetmos citar virios casos famosos que ja ocorreram pelo mundo. como, por exemplo.
o desastre do Tsuami na Asia ¢ o ataque de 11 de Setembro das duas torres gO11eas e
Nova York. EUNL Podemos também citar um outro caso envolvendo um grande namero de
ortos. cot corpos parcialiente carbouizados. apresentando dificil identificacio. o qual
fol o eendio do supermercado no Paraguai, onde as autoriadades daquele pais pediram
ajuda aos paises vizinhos. especialwente ao Brasil, para ajudar na identificacio de suas

vitias atraves da anadise do DNA.

Grandes desastres envolvern mu esforco mmito grande de varios laboratorios para tipar
¢ gerenciar as aostras de milhares de vitimas para seremn identificadas. O sistema Eva
pode vir a contribuir para dar este tipo de suporte, tanto na automatizacao das andlises

dessas sequencias como na geréneia dos seas dados.

Por exemmplo, no caso de um acidente aéreo onde mais da metade dos restos mortais
dos passageiros nao podetn ser identificados por outro meio auio ser pelo estudo do seu

DXt devido & degradacio das amostras ¢ considerando que:

e () aviao transportava 200 passageiros a bordo.

o 50 dos 200 passageiros puderam ser identificados através de vestigios, sinais no corpo.

dentre ontros aspectos fisicos. como tambéw através da tipagemm do sea DNAw.

e Restando. portanto. 150 passageiros para serem identificados através do estudo do

DN At

Considerando ainda que nenhum destes 150 passageiros possuam algum lago de parentesco
de 19 gran entre si. teremos. entdo. mais 150 familias & procura da identificagdo do resto

wortal do seu familiar que estavi abordo,

Portanto. o problema cousiste cm ter 150 reclamantes r; que. teoricamente, devem
sor comparados comn cada ua das N 150 amostras nao identificadas (dos Passiagelros),

totalizando e 150 iteragoes 7.
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Porém. a cada comparagao, teoricamente. ocorrera uma identificagao ¢, portanto, o
valor de N oseri subtraido pelo somatorio de i eada novi iteracao. A\ equacio abaixo
expressaaquantidade de andlises ¢ comparacoes C que terao de ser realizadas, neste
cenio. para que todas as amostras dos passageiros sejain identificadas o ligadas a cada

ut dos seus 150 reclamantes:

N-—

C= Z Z?',- (N —1) (5.1)

i—0 r—1

—_

Mestmo que seja relacionado a amostra de un reclamante com a de um passageiro,
AUEES (e setermine a comparacio com o total das (N = 7) amostras, a iteracio nio
poderd ser interrompida. pois estamos considerando que poderd existir a possibilidade de
termos: passageiros cont lacos de pacentesco de 2° gran em diante ¢ da mesnia linhagei

materia (primos ¢ ou primas por parte da mace).

O wimero de analises de sequéncias ¢ o quantidade de COIPALACOCS, Para associar
as amostras dos passageiros aos seus reclamantes. ¢ grandiosa demais (C' = 11325) para
ser realizicdiv e tempo hiabil o com seguranca com as praticas ¢ ferramentas a que os

taboratorios disponham e utilizaun até os dias de hoje (capitulos 2 ¢ 3),

O sistema Eva bhusea contribuir. e relacio aestas problematicas, padronizando ¢
antomatizando todo o processo de andlise das sequéencias de DNAmt, o armazenamento
¢ comparagao de seus dados para o estido de casos forenses (capitulo 1), que envolvam

i grande nimero de corpos ¢ o anostras biologicas a serem identificadas.
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6 Conclusoes e Trabalhos Futuros

“Nuda se cria.
nada se perde.
tudo sc transforma.”

Lavousier

Neste capitulo sio apresentados as conclusdes ¢ alguns trabalhos futuros ...
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6.1 Conclusoes

O objetivo primordial deste traballo foj 0 de desenvoly

e ferramenta para, pos-
sibilitar a g

cragao ¢ o armazenamento de perfis de DNA Mitocondrial, com qualidade ¢

SeBHRLGR, para cowpor o banco de dados forense ¢ populacional,

Ate entao, nao era possivel realizar tal feito devido a ausencia de uma ferramenta espe-

cifica para tratar das sequéncias ¢ dos dados do DNA Mitocondrial. A falta de inte

2ragao
enbre as |

erramentas utilizadas pelos laboratorios também contribuia para a deficiéncia de
todo o processo. A\ mwaneira como os perlis de DNA Mitocondrial eram gerados e arma-
cenados, em arquivos de texto ou em planilhas, mpossibilitava uma geréncia adequada

para que estes dados pudessemn ser analisados ¢ compartilhados entre os laboratorios.

A coneepgao de se desenvolver um ambiente computacional para dar apoio a analise
das sequencias do DNA Mitocondrial forense necessitava da integracio o automatizagio
das diversas etapas do processo de analise através de um sistema Gnico ¢ [ue pudesse ser

comuin ¢ acessado pelos diversos laboratorios.

Dentre as diversas problematicas encontradas durante este estudo, a maior atencao se
deu para o desenvolvimento da ferramenta de alinhamento (especifica) para as sequénciag
de DNA MMitocondrial, A\ sua necessidade era extrena, pois todas as outras ctapas pos-
teriores de andlise dependem do seu servigo. Para isto, pesquisou-se diversos algoritios
e técnicas de alinhanento de sequéencias (capitulo 3). Esta etapa do estudo foi bastante
desgastante ¢ demorada pois diversas sequéncias, com diferentes caracteristicas, [oram

stubmetidas durante o desenvolvimento do algoritmo de alinhamento para testes.

A delinicao da estratégia de como realizar o processo de alinhamento tambéem fot
utn quanto minuciosa devido as diversas abordagens existentes para a comparacio de
sequencias o a claboracao de heurfsticas para harmonizar o alinhamento, considerando

que existiam dois métodos para atacar o problema:
e () primciro, através da analise do genoma inteiro do DNA Mitocondrial, alinhando
localmiente a sua extensao e busca das duas regioes de IINT ou TTVIIL

e () seguudo, ter apenas como referéncia o segiento destas duas regloes ¢, consequen-

temente, adotar a abordagem de um alinhamento global.
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A claboracao ¢ SCIVOIS . .
aboragao ¢ o desenvolvimento deste alinhamento. pelo segundo método. tornou

ossivel a geracio de perdis de DN L . . :
| ageracao de perlis de DN Mitocondrial em formato padronizado, de acordo
COMEas exigencias propostas na “(.(‘l'il‘tl‘u-a‘ (S(‘vfw D |5))

SCCa0 2.12).
2 DNA Mitocondrial esti Sijelto a crros. diante das virias ctapas ¢ do sen mimicioso
processo de andlise. desde a sua tipagem & geracao ¢ o armazenamento de perfis para

cotparacoes no hancos de dados. U aumbiente como o proposto neste trabalho nao

estaria completo sem uma ferramenta e verificagao destes possivels erros. Deixar que

apenas a analise flogenética se encarregasse deste processo de verificacio ocasionaria na
perda de tempo ¢ nadependéncia de uman outra ferramenta a parte do Eva. Analisar,
verificar ¢ validar os polimortismos de um haplotipo em questao. com os polimortismos ja
validados pela literatura, no NITOMAD. atravos do Eva, [ol mna idéia inovadora para a

tadoria da comunidade forense, como uma ferramenta para, livear o haplotipo da suspeita
de erros,

Ielizmente. com a ferramenta de alinhamento padronizada ¢ automatizada para ge-
tar o haplotipo de uma amostra e questao. e conjunto com a técnica de validar os
polimorfisimos. esta abordagem resolveu as quatro primeiras das cinco classes de erros
existentes o processo do DN Mitocondrial. Tnfelizimente. o quinta classe de erro estd
relacionada cont a recombinacio artificial, s6 podendo entio ser detectada atraves de uma
antlise filogenética. No entanto esta classe de erro poderd ser evitada., ao se utilizar hoas

priticas de manuseio das amostras e laboratorio.

Para fins de identificacao humana através do DN\ Mitocondrial, com o intuito de
wmtegrar os diversos laboratorios tacionals, foz-se necessirio o armazenaunento de seus da-
dos e un banco de dados relacional, centralizado, acessado através de um servidor Heb.
O sen armazenamento e banco de dados relactonais possibilita a seguranca ¢ a consis-
tencia na lormatacao dos dados. como também permite o relacionamento entre a criagio
das tres bases de dados de pessoas desaparecidas, reclamantes ¢ de perfis populacionads.
Esta tltitn base de dados ¢ indispensavel e estudos de casos forenses para estiimar o

peso de uma evidencia (segao 2.9).

As 123 aumostras tipadas do Estado de Alagoas. atilizadas para compor o banco de
dados populacional do Eva, mostraram boa diversidade genética ¢ estio, portanto, apro-
vadas para serem utilizadas na pritica forense paraaidentificagio humana. Cada Estado
Brasileiro poderd passar a utilizar o sistema Eva para compor a sua propria base de dados
populacional ¢ assitt estard coutribuindo, desta forma. para aprimorar o estimativa do

peso de i evidencia no territorio nacional.
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A\ realizacao deste estudo ¢ o desenvolvimento do ambiente computacional demons-
trarau resultados que avangain muito e relagao as praticas exercidas no estudo de casos
forenses pela analise do DN Mitocondrial humano.

A valorizacio deste projeto se diainda mais pela conviveneia ¢ o trabalho realizado.
diretamente, no laboratorio de DNA forense da UFAL, em parceria com o Institudo de

Computacao. destacando amultidisciplinaridade o aaquisicao daexcelencia exercida neste
estudo.
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6.2 Trabalhos futuros

Apesar do sistema proposto estar modelado para lins de estudos de casos [orenses na
identificagao humana. o estudo do haplotipo do DNA Mitocondrial possui outras finali-

davdes de pesquisa que poderao ser acoplados ao sisteia Eva.

As variagoes do haplotipo. do DN Mitocondrial, poderdao ser tema de estudo en
diversas outras railicacoes disciplinares, além da cieneia forense. Médicos pesquisacores
tem ligado @ ocorrencia de um nimero de doengas as mulagdes que poderdao ocorrer no

genoma mitocondrial.

Estudos evolucionarios poderao ser realizados na variagao das sequéncias do DNA
Mitocondrial lnunano cont o de ontras espécies no esforco de tentar elucidar algum relacio-
natmento entre eles. Um exetplo de wn estudo aplicado nesta linha foi a descoberta de
que o homem de Neanderthal ndo ¢ o ancestral do homem moderno, bascado na anélise

das sequencias obtidas da regido controle extraidas de suas ossadas (KRINGS et al., 1997).

Antropologos moleculares estudam as diferengas nas sequéncias de DNA Mitocondrial
de varios grupos populacionais paran examinar a ancestralidade e amigracao de povos
pela historia dahumanidade. A maioria destes estudos poderio ser realizados utilizando
perfis de DN Mitocondrial. Por exeruplo, como fol coustatado por Barbosa (2006), das
123 aunostras utilizadas para o banco de dados populacional do Eva, 45% sdo de origem
AMricana. 274 Amerindias ¢ 25% Enropéias, onde apenas 3% delas naio puderam ser
classificadas, Com isto. podemos concluir que a populagio de alagoas, em sua maioria

(15%). & descendente da linhagem materna do continente Africano (segio 2.11).

Ha atnda algumas possiveis melhoras que poderio ser acrescentadas ao - Eva para

complementar ainda mais o seu ambiente de funcionalidades. Dentre clas. podemos citars

e \ analise das sequéncias de 17 ¢ R que sao criadas a partir do sequenciador, para

gerar asequéncia consenso de IV e HVIL

e O wodulo caleulador probabilistico podera ser inerementado com novos modelos
para diferentes tipos de analises estatisticas que poderdo ser realizadas nos perfis

cucontrados no banco. como. por exewplo:

— Calenlar a diversidade genética, a probabilidade de dois individuos escolhidos

a0 acaso apresentarent haplotipos diferentes.
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= Calcular a diversidade de nucleotideos. a probabilidade de dois nucleotideos

escolhiidos ao acaso serenn diferentes.

= Caleular a probabilidade de coincidencia, dado que dois individuos. tomados

A0 acaso. exibam o mesmo haplotipo.

Adicionar novos marcadores do genoma mitocondrial para a identificacao humana.
coro a regiio ITIVIIT ¢ tambén o estudo de SND s (minasculas vaciacoes que poce-

rao ocorrer pelo genoma).

Melhorar ainterface grafica do Eva tornando-a casa vez mais intuitiva para o usuario
geneticlsta.

Realizar unn estudo de complexidade dos algoritinos ntilizados pelo Eva, visando
diminuir o tenpo de respostia, quando o bauco populacional estiver con uma grande

tmassa de dados.

Aprimorar ¢ fortalecer. cada vez mais, a seguranca do Eva, visto que o sistema
se trata de nma aplicacao Web o serd utilizado por diversos laboratorios do pais
(Brasil) ou ate do mundo. Restringir o seu uso. [uturamente, atraves de uma vertual
pricate network: (NTN) podera contribulr, alnda mals, para i malor seguranga
1o seu controle de acesso. visto que o Gnico controle implementado até agora, desta

natureza, se resume a uma conta de Logae conn nome de usuario ¢ senha.

Estas ¢ dentre outras modificacoes futuras irao fortalecer ¢ ajudar a comunidade forense
a realizar estucos de casos paraidentificar amostras ¢ on restos mortads humanos atraves

daanalise do seu DN Mitocondrial.
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