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Resumo

A aiiáliso do DÍ\A Mitoeoiulrial já i)i"ovou ser uiiia [>oderosa rerraiiieiita de exelusao
lios estudos de casos forenses. Ela está sendo utilizíida, anipiani<'nte. para canictiuizar
espécinieiis láológieas ibr{Uis(\s. part icuiarimaitx» {|uando há insulicieiile DNA Nuclear eiii
amostras para tipag^em. Cabelos, ossos, dentes, dentre outras aiuostras biológicas Cjue
est(\jani s(a'(uaniente d(\gradadas e ou (Uii estado de deconii>osicào, poderão scu" sulniKdidas
á análise do seu DNA Mitocondrial.

Cientistas lorenst^s analisam as variações genéticas das regiões ITA'T e HMI do DNA
Mitocondrial para ajudar na. identihcacào de pessoas desaparecidas e em casos crilnina.is.
Banco de dados populacionais estão sendo gerados e utilizados [)ara estimar e determinar
a raridade de jjcrfis de DNA Mitocondrial otdklos em casos forenses.

Os laboratórios de DNA forense tem grande diíiculdacle em a.dotar sofl.mdrc'^ especí
ficos. (lue se adaptem a sua rotina de trabalho, i)ara dar suporte á geiencia da grande
(luaiitidade (D dados (gie são obtidos das análises de se(giências do DNA Mitocondrial.
Conse{{uentemente, esta carência tem proAocado erros na pioducáo de perfis de DN.A
Mitocondrial para serem analisados e utilizarlos em casos forenses.

A presente dissertação descreve a iniplenientacào de um sistema de Bioinformática
(lue vem contiil)UÍr [)ara o [)rocesso de automatizafáo das análises, do armazenamento e
da (H)niparax-á.o dos dados de perlis de DNA IMitocondria.l para a identilicax.áo huinana.

A ferramenta i)roj)osta é deseinoh ida com base nos padrões descritos pela literatura,
considerando a consistência no afmliameuto de seqüências do DN.A Mitocondrial, gerando
o ha])lõti])o e anotando .seus polhnorlisinos com o uso da noineiiclatura apropriaria, como
também facilita a inspeção e ^•alidaçáo de polimoidismos de^'ido aos erros rjue poderão
estai ])ie.scute.s na sua sciiuencia ele DN.V.

A anáh.se dos polimorfismos é uma ferranKmta. de grande valia, na pre\'ençá.o de erros
([ue [lossam sei" gerados durante todo o processo de nianipulaçáo. extração, amiilificaçáo,
seiiueiicianiento e no alinhainento de seiiuéncias, do DNA Mitocondrial. Isto nos habilita,
a. criar, armazenai' e estimar a Ireiiuencia de [lerfis de DNA Mitocondrial, (un banco de
dados forenses e [)Opulaciouais, com finalidade e eficácia.

O sistema de Bioinformática. iiroposto é de.senvohido para ser utilizado no ambámte da
Web contribuindo para a iiitogração. pa.dronizaçáo e a comimicaçáo entre (^s laboratórios
nacionais de DNA forense. Permitindo, assim, o coniiiartilhainento de perlis d(^ DNA
Mitocondrial a serem comparados entre os diversos estados do país, usufriiüido de um
fianco de dados comum.
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Abstract

Tlic Mitoclionclriai DNA analvyiy lias provou to bc a povcrful oxclusioiuuy tool ia
tbrousic cascwork. It is l:)oin! '̂ iiscd widoly to charaotorizo íbroiisic bioloj^ical ypociincns,
paiticularly vdioii tlioro is iusuíiicioiit nuclear DNA iii Hauiples íbr typiiig. Hair shafts,
boaotí, tcotli and othoi' yaiiipley tliat aro yo>'oroly docoinpoyod iiiay bo yubjoctod to Mito-
c.üiidtiai DNA aiiaiysis.

Foroíiyic ycioiitiyty atiab^so tho H\T and HAdI Mitocondrial DNA goiiotic \^ariationy
to liolp royolvo idontity iii iniyyiiig poryouy and criminal cayos. Popiilation databayoy aro
boiiig gonoratod and usod to ostimato and dotoniiino tlio rarity oí" ^litocondiiiü DNA
protiles obtainod in foroiiyic cayoy.

Foronsic DNbV laby liavogroat diíílcnltioy in adoptiiig y])0ciíic yüflavares, wiüch adapt to
tlioii- vork routüuu for inariagiiig tlio maysi"\'o aniouiit of yo([uonco data tliat aro gonoratod.
E\'ontiial]v, tliis lack iiay cauyod niaiiy oitoi*s oii tlio production of Mitocoiidrial DN-V
])roíiloy to bo aiialyyod and usod for foronsic purposos.

Tho proyont dissoifation doscribos tho iniploniontation of a Bioinfoi^natic syytoni that
coiitributí^y to tiio proci^ss of a.iitoniatod analysis, data stora.go and coniijarison of Mito
choiidrial DNA protilos for huinan idontiíication.

Tho dovoloi>inont of tho |)i'oi)oyod tool is basod on tho i)attorny doscribod by tho litora-
turo, taking in account tho consistoncy of aligning Mitocliondrial DNA yo(iuenc(íy, which
gonoratos tho liaplotypo and aimotatos its polymorphiyniy by tho a[jproi>riato nomoncla-
turo, and also íacilitatos tiie inspoction and validation of tho poiymorphisiny duo to tho
crrors tliat can l">o prosont. on tho ra.w DNA scípionco.

Tho a.nah'yiy of j)olyniorpliisnis iy a tool of groat valuo to liol[) provent orroi^y that
may bo gí^noratcvl duiiiig tho ontin^ procoss of nianipulation, extraction, aniplification,
so(iUoncuig and ahgiihig MitíxTonchial DNA soqueiiíx^s. Honco this oiiablos us to croah^,
ytoro aiKÍ ostimato tho froíiuoncy of Mitocliondrial DNA profilos, in foronsic and [)opulation
datal")aycs, with oííiíioncy and higii (piality.

Tho Bioinformatic syytom proposod is a wob-basod application that contributos to
intograto, standardizo and onablo tho conununication botvoon tho national foronsic DNA
iai)oratorios, thus allowing tiiom to sliaro Mitocliondrial DNA proíilos to Ijo comparod
among tho statos of Brazik thiough a mutual databaso.
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I>ois ult rai>a.ss'.)U as tlimeu.soe.> tlt> monitor, detãdc» aos IbObbpb alinhados. (.) mesmo exi)erimentt> foi

realEatlo para ll\'ll da amo.-^tra LIA -01 (com a.smesmas conligurat;7>es), ai>resent.indo uma. taxa de

de iiiseifaco de t/ci/'.'' ut» âlinhamcaito p. 91

•i2 -Vlinlirimentft loc al i>.ira ll\'i da amostra LI A'-Oi contra ll\'l da lA 'RS. gerado pelo .VEgn-EMBOSS.

foram mantido.:: t>s valores ikjnalt |>ara (.óip opm. Cap Exlcnd e Matiir. coni Mokcak. |)ara

UN.V. As entre linli.is .un.irel.is destacam .i numeraç;ão incorreta d.is ba.ses ger.icl.us pel.i ferr.iment.a,

possibilitando ao iisn.irio de rt»metei- os erros das cla,s.ses 1. 2 e -1 (seeaC) 2.1.A). A.s entre linhas verdes

dest.K.un o .ilinh.unetito corretcn de acordo com as tres recomendat^oes. IV.uém, <i gerat^ao incorret<i

d.L nuiiicnac.iC) cl.i.s b.uses rc-sult.a em uma lallia total dc> proct*s.si) de aiiiiliaiueiito, produzindo os

seguintes i>olimorlismos |)ara H\ l: .AIS 1. 18(>(,'. 2001, 2071. 200.V, A-FX' p. 92



•)-J .VJinliamcntvi local [»aia H\ 11 da amostra LI (."-01 contra H\ ll da r(.'liS. geradi.> ['olo Ali^n-LMBOSS.

Lorani itt<iinulos os \.doi"cs (Ufualt |>afa (>'ap C-ap EMiud e Alafru. com Molu ult |KU"a

L)N-\. .\s entre liniias amarelas destacam a niimeraeao incorreta das bases ;;era(.las |>ela lerramenta.

l>ossibiiii<uido ao iisii.iriode tauiieier os eri\>sdas cLusses 1. 2 e 1 (sp<jao 2.11). -\.s entre linhas verdes

(.lestacaia o aliuliameiná Ct>rretc' e a vermelha o incorreto, de acoixlo com a.;> ires recomendações.

l'i>rein, a !',eraçao incornaa da niimer.içâo d<is bases resulta em uma lallia total do pn)ces.so de

álinlianieui ci 1). 9-3

•^4 .Uiiilramento Klol)al |>aia ii\ l da. .unostraLl.'('-01 contra H.\'l<la r( "K.S, yeradf» peloAliiçn-EMBOSS.

Ftirani niantidias ' >s valr-res tU fnult p.ua (uip Optit. (!ap Ertt vd e Mairis. crmi MoU i aU |)at a

1).N.\. .\s entre linhas amarelas destacam a numeração incorret<i das basc^ ;;eradas i)ela lerramenta.

p(í.ssil»rhtando ao iisiiario de cometer irs erros (l<is cla.s.ses 1, 2 e 4 (.seç.V) 2.Li). .Vs (>ntre linh.is xa-rdes

destacam r. alinhament';> correto, de acorde» com as três recoirrendações. Borém. a r;eraçao incorreta

d l numeração d.i.-^ ba.^es rie^ult.i em uma Lillia total do proces.so tle ahnlramento, produzindo os

-c uinte;- poiimõilismõs para ll\ 1: hh 1, |S0( '. 2001'. 207 1. '2*M>.\. 4d')(.' {>• 94

•J j .Vlinliamento •lob.il para li\'ll da .uno.str.i Lr('-01 contra H\'ll <l.i r(••.er.ido i>elo .Aliçn-

LMBO.SS. 1'óiam mantidos os valores difindt para Uap Upt-ii. Gap E.dt.nd e Mutn.i. com Molu uk

para 1>N.\. .Vs enlri' linli.is amarelas dest<icam a numeração incorreta d.is ba.ses iieradas pela. ler

ramenta.. (lõssibilitando ar» usuário de cometer os erros das c.las,ses 1. 2 e 1 {.si'ção 2.1.1). As entre

litilia.^ verdes (.kstacam i.> aliiili.imento correto e a tTermellui os incorret(.>s. de acordo com as tres

rvcomend.içoes. 1'orem. a eer.u.ão incorreta da numeração das ba.ses re.sulta. em uma. lãlha tot.rl do

processo de alinhamento |). Qf)

•30 -Vünli.imento (onluso ••erado pelo SiajScape tia.sequencia H\'Ll da amo.stra .AL()'>. O resiilt arlo ger.ulo

lõi o; BMl - 7.K.;. 1!(>(.'. i:..3(.:. 2:3:>(.:. 2:3tr(.'. 2()o(-;. .UO-K.". 410.21. dlü.K." 1>. 98

•jt L.vernplo Unsrr.itiM) de corno sao gerados e import.ulos os «irciiiivos ABI do scciuenciador. como

projeto, para o Seii.Scape p. 99

•38 Interlãce grahca do .Set^.Sc ,ipe, demonstrando o resultado da an<Ui.se de seciuencias. Observe cpiC'

[>odemi>.s visualizar o alinhamento relativo a r(.'H.S e o seu eletrolerortrama, |)ara iiue se |)0.-c.a reavaliar

<i quahdade dos [licos chis ba.ses das se<,[Uencia.s p. lOÜ

•i9 Obecibcape i>os.sibilida a ediçaio tlce. lesultado.s tterado pelo alinhamento p. 101

40 Uelatório [^vr-ulo [lelo SetjScape com os dados do rc^siiltaílo da análise p. 102

41 llustraçar» da.s etajtas executada.s pelo.s íj,eiietici.stas para a aiiãli.se do llN.Vmt em estudos de ca.sos

lorousis p. IO-'}
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I Miuem.i de lunrioii uiiemo de um sisiema U( /'. A linha \er<.le representa o (luxo da Internet, a

l<iraiii,i .1 rede local (,io.s teruliüais e a a.^iil. a rede local do sen idor Ul b. ,Vs .setas |>reta.s represeui am

0 canal de cotnunicai^ao ciue interliga a.s redes j). 10/

iAin<,ao el.tborad.t |>axa evitar atiunies de SQL Jujn tuiii. Olrsiave tiue o ol)jeti\T> é anular tiu.ilciner

sintaxe de SQl.. tãe.s de HIML OU da i>i\)|>ria liiinuaiteni de proKianiaeao. o iiuakiuer caracteie c|ue

wniia a i)o.ssil)ilit.ir a ocorrência de um iiro da iastruv>êo de códiv.o utilizado pela aplica(,ao ipie

possa a ie\-elar inlornexoes cruciais do .seu biUico de dado? p- 1G8

L)ia;',rama rio lluxo de darlos no sistenta Evit [>• 110

Aiiiuitetura do si.stema 1iva - ldentilica(,:aõ humana através do DNA Mitocondrial. composta pelC'.?

'lUtitnt nvnlulos p. 110

1xem[)|o (.le um aniuivo Ka.sta rormatadr» {). 111

(ieraijão de (sula alinh.unento das regiões 1I\1 e HMI com os haplotipos ,uiotados de acordo com a

padicaiizaoaó. reaJizado pelo módulo - Aliuhajiiento de .scxiuencias p. 112

Haiinsru.i .idor.ula pelo modulo - .Uinliamento de .seqiu-ncias, n.i Uátura d<i m.itriz paxa obter o

alinhajucnt ;' '.>tim>. A prclcrencia das setas :x- dá de acordo com a .?C(|uencia das cores: verde,

iiisinja e azul p. 113

Uesuliado da analix' dos [rolimoilismos do ha(»loti|)0 da amostra rUOOlff. gerados pelo módulo -

\ .ulid<ulor de polimorlismos. e ('xilndos i>elo módulo - .Uinliamento deseqiuxicias p. 115

Dia;;rama <li' m>dul-> - Wilidador de poliuKalismos p. 11-J

Wrikca^ao de um novo polimorÍLsmos iletect.ulo pelo modulo - \'aJid,ulor de polimorlLsmos. . . . i). IIC

Diagrama do modulo - Buscador de .similaridades p. 119

hesultado da rUialLse das comp.ixao'oes entre um j)erfil tle um l'D (om os perlis de IK gerado p<'lo

modulo - Hu.scador de .similaridaeles. As euire linha.s verdes reiaesentam os ixxlis ilC ceau C)S iiuais

.sv obte\ e um matvh em relatai) ao perlil DD. .Vsentre linhas amaxelas i-epresentam as \-.iriantes em

rela^ao a I'D p. 120

Diagrama do modulo - ('alciilador ixoíialnh.stico p. 122

llustra<,aó dc) mapa que re[ii"e.sc'nta o Estadode .Uagoas. indicand';) cis municí[nc>s de cnigem dos 12á

indivíduos aiialLsarlo.s. Fonte; (B.\.UD(>sA. 20l)(>) p. 124

-Mutações suspeita.? deerro. detect.idas pelo Eva p. 125



i'elil da amostra CabÜL, gerado airav^és da análise das sequoncias de KVl e KVll. pelo Bx-a. ;\s

entre liiiiias iai-anjas destacam o polimoríismo que, a. princí[>io, era duvidoso, mas acabou sendo

coiüirmado com a atuaJi^cX-ão da base cie dados de poiimorlimos. p. 128

58 ÍMü da ami>stra (.;abü2 gerado aT.ra\-és da auillise das so([uêncías de HVI e HVII, pelo Era. . . . p. 129

59 liesultado linai do caso CiF, J\l/ül realizado através do E\u. P- 130



Lista de Tabelas

L (.'•C'tii|>ar<xue.? emre i> DNA Nuclear e o DNA Mitc>coiKÍnal |). 2í

2 ('ódii^os lia ril'AC' para lieuouiiiiacfu") lia hasi- de síiios que apn" '̂iUamn mais de um iiucleoiídeo

(lieieroplasmia) {). -12

•3 lurerpretiu,ào de ifsulrudos da iuiálise eiirn* duas seqmuicias de L>N.\itir p. -15

4 l \eui[»li.' (.ie 1liai>k>j^ru{">s tlemousirando o seu padrão <.le i>olimoriism<;>s das rej^ioes codilicanies e

da regiãj> coiirrule, como riumi)ém a sua origem geográlica. p. 52

i) l'arte da talxda que ccaitem tcalos os ix>limorIimos valitiados i>ela literatura, da posi(;ão 7 à 10707.

arravi-s do MITOALAl' p. 114
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Toda grande jornada

começa com, uni pequeno pasnoT

Provérbio Cliincy

Kesto vapítiilo sao aprciJciitados o objetivo e a. estrutura, deste traljailio ...
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1.1 O DNA Forense

A mais iiuxlcriia niFioclologia. aplicada iiiuiidialiiiciitc iia. idciititica(;ru) iiuiiiaiia c. tal-

w/., a mais im[)urtaiitc coiilribiiiyàoda ciência para o combate ao crime e à impimidade, é

a. ideiitilica.cà() luimaiia peloestudo do DKA {(lc():n/fib(riiiidclc acld). A iit.iliza.cào do DNA

é mais conhecida de\'ido à di^'^lgayão de casos lamosos na mídia como um inslrumeiito

l)ara. determiiiacào dc^ paternidade. No entanto, o estudo do DNA tem aplica(;ão muito

mais ampla., podendo servir à resolução de casos criminais, identificar restos mortais ou

]lessoas desaparecidas.

{) irsoda análise do DNA Forense na resolu(;áo de casos que requerem a identiíicaçào de

pes.soas está sendo utilizado nos tiibunais com sucesso, sendo comparado e até superando

a. inq)ressiio digitai (SIDA; PASSOS, •2(.)02) introduzida a mais de um século como inova

in\estigatÍMi. As polícias têm utilizado as e\'idèncias de DNA Forense a náo mais do que

uma década., ([iie emergiu como uma. das lérramentas mais poderosas disponíveis para.

a.gentes de execucáo ria lei e jiara a a.dnnni.stra(;ào de justiya.

A antilise do DNA é ;i próxima gerayão de identiíicacà.o linmana na ciência de in-

\estigacáo policial e é tamliém considerada como mais uma rerramenta primordial para a

segurança pública. Al rmós do DNA pode-se identificar iiessoas atra\'és de a.mostras bioF)-

gicas como. por e.vemplo, a pailir do .sangue ou sêmen desidratados. ossos, liiillx) capilar,

sali\*a, |)ele, suor, esli"ega(;os anais, orais ou vaginais, mesmo em quantidades microscópi

cas. Esta sua a.l)rangêiicia tem redirecionado os estudos nas academias de íbrma.cáo de

polícias em \'ários países.

O estudo do DNA I\íit.ocondrial também pa.sson a. IVizer parte do arsenal 1)iot,eciiológico

utilizado para a identificaçáo luimanab Sua herança é exclusi '̂amente materna: passando

da máe para. os filhos, das filhas para. os netos e assim siicessh-amente. jVt.ra.i'és desta mais

recente metodologia, um indi^•íduo pode ser identiticado a partir da comiiaraçáo do seu

DNA Mit.ocondiial com aqueles de seus parentes genéticos maternos. a.náli.se do DNA

Mitocondrial é a metodologia, de escolha para a identificação humana através de restos

humanos antigos, por exemplo: a partir de ossos e dentes que resistiram à sua degrada.çáo
a.o longo dos anos, e tamliem, como em investigações crinmiais onde, por exemplo, as

únicas e\idencias sao pêlos sem bulbo ou quando há somente restos mortais altamente

degradados obtidos como evidêinias biológicas. E.ssa metodologia, é ainda utilizada em

Eiii I90() c iitilizíuio pfla i>riiiieii'a \'pz a c\'idêiicia do DNA .Mitoojiidrial iia corte judicial iios EUA.
raiil \icue é condenado poi" e.'>tiipro e a.s.sa.asinato de uma garota de 4 ano.'?, depoi^i de ter encontrado
nin rnatch do .sen perfil de DNA ^litocoiifliial com a da amostra, de nm laibelo (aicontrafio no corpo da.
criança.
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estudos aiitroi>olúf;ia)s (.' (.'vuliitivus. liivcstigaròc-s a partir clcstc tipo de DNA eonsiytein

em seqiièiieiar, aliiiliar e eoiiipara.r as regiões ÍJÍi)en'a.riáA'eis, do geiioma iiiitocoiidria.l, de

e\'idêiieias iíioiógieaí? e de iiidÍM'duos refereiieiais à li.iz do eoiilieeimeiito.

A part ir da deseol)ert.a das regiões liipervari.áveis do DNA, iiiv('st,iga(;ões genéticas têm

possilniitado a resolução de disputas envolvendo direito de laniílias e de nacionalidade. O

cnii)rego das inovações surgidas eni {•onse(|uéncia da evolução do conliecinieiito científico

nessa, área estendeu-se a in\'estigações eriniinais, e hoje. i)roIissionais com conhecimento

a.|)rolimdados de l)iol(.)gia molecular, genética, e estatística, ((.'xpeii.os em identiíica(;ão hu

mana pelo DNA) íazcni [>art.e (k)S c[nadros técnico-ciení.ííicos de sendços relaciona.dos com

a. .segurança i)iil.)lica. tornando-se assim altamente importante i)ara os poderes judiciário

e executivo, devido ao seu poder de desciiminação.

O tipo de herança rio DNA iMitoeondrial [)ode ser muito útil em testes rle identilieação

humana por([ue permite uma c(mii)aração diieta de sergiéncias de i)arent.es com a mesma,

linhagem materna, sem ambigüidade causada por recombinação meiótica e mistura de

genes nnclea.res. De lato, ([ua.ndo a. amo.s1.ra se(pienciada é conipara.da. com uma pe.ssoa.

de ivféreiicia, a. |>rol,)al.)ili(.lade rle um parente.sco materno i)0(.le ser calcularia.

O conhecimento da. íretiuéncia com (jue certos tipos de DNA Mitocondrial ocoiTem

numa daria popiilação é rle crucial importância i)ara a ai)lieação rle seus marcadores foren

ses ja ({i.ie os tipos rle .se(|uéncias rle DNW Mitoconrlrial estão foiiemente correlacionadas

com origens geogrã.licas, fenótipos ou etnias.

A irlentiíicaçao humana através do DNA Mitocondrial se dá pelo cumprimento rle

varias eta.pas, com diferentes processos de análises, rr'a.lizadr>s a. partir de uma amostra

biológica em ([ue.star>. .\s r^tapas envolvirlas porlem .ser divirlirlas em duas fa.ses. A piãmeira

se da. pelo trabalho de la.borat.orio. envolvendo processos para. a extração e a.inpliíicação

do f)NA. com a manipulação do material ria amo.stra e eom produtos bir)riuínncr)S. .lá

a. segunda, lase se da pelo uso da. computação para da.r su[)orte nos processos de .se(|iien-

ciamentíj do DNA, alinhamento de ser|uéncias, análise de ((ualidade, fi.rmazena.mento e

coni[)aração rle rlarlos, cálculos estatísticos e probabilísticos etc.
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Nesta dissertayàü estuda-se alguuiay téeiiieay para o alinliamento de seciueiieias de

DNA. Este estudo é realizado para a. eseoliia da téeiiiea mais apropriai Ia. i)ara o aliiiliaiiieiito

de setiuèiieias do DNA Mitoeoiidriai liuiiiaiio em estudos de easos forenses. Xereiiios que

a. etapa, do aliüiia.iiu>iito é uma das mais erueiais e i)robiemát.iéas. ainda, hoje, iio estudo

do DN.V Mitoeondrial, bem eomo taml.^ém é tratada a forma de anotar o resultado dessa,

análise i)ara ser armazenado e eonii)arado no banco de dados.

l.ni dos maiores proi)lemas enfrentados pela i(.[entiílea(;ão liumana atraA'és do DNA

Mitoeondrial é a falta de ferramentas (?speeííicã.s para aiinliar, gerar o iiaptótiia.)", A^eriíicar

(Tros e. em seguida., a.rniaz(niar estas hilbrinac^-òes (un iianeos dc^ dados [)ara. d{>pois scTein

analisadas, de maneira eomjiaratiAU, em busca de similaridades. Diante dessa carência a

comunidade forense tem tido dificuldades para. gerar bancos de dados populacionais pois

o seu uso é indisi)ensá\'el em estudos de casos forenses [)ai'a realizar eálculos estatísticos

e i)rolK\bilíst.icos. Estes proi)lemas são aqui tratados e uma soliKjào é aprescíiitada com o

desenvolvimento de um sistema comi^utacional.

"Grupo de alelois (poliniorHsuios do DNA) .situado.s em regiõe.s muito i)róxima.s, .sendo Irau.sinítidos
em eoiijiuito, como uma unidade, [«na os descendentes.
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1.2 Motivação

No c-('iiáiio cia Bioiiitbriiiática. a [)c\sc[uisa está aiii[ilaincuta voltada para o (^stiiclo do

^ciioina liuiiuuio, c^pcciticauiciitc iia aiiáliisc de iiovo.s gcnc-s. Nela, ciic*oiitraui-sc liiilias dc

pcsiiuisa. voltíidas [)ara dcsvciidar proteínas e suas íun(,;òes. Estudos voltados pa.ra a do

ierniinax;ào da estrutura dD da proteína contribucni [lara re\'elar a sua real tuneionalidade

(CffiAS; JAMBECK, •iüUl; LESK, 2002; BARNES; CRAY, 2003).

No entanto, c^xiste pouca atenç;ão voltada, para o estudo do DNA forense. Geiieticistas

ídrenses dependem, muitas vezes. da. utilização de fenumentas de Bioinforniática (pie

sejam genéricas e voltadas i)a.ra análises genomicas (BENTO.N, 1990).

A motivação deste traliallio pa.itiu do laboratório de DNbV forense da UFíVL. Lá.

detectou-se a esca.sse/ de feri'amentas específicas para tratar das aiiáli.ses do DNA Mi-

tocondrial forense, com o objetivo de identificar amostras de pe.ssoas desaparecidas.

A Bioiidbrmática é bastante conhecida i>or possuir como um dos seus iirimordiais

problemas a gerência da grande ([uantidade de dados (pie são gerados a t)artir dos .seus

estudos genomicos. A prolilemática não podiuia. ser diferent,e em se l.rat.a.ndo do DNA

Alitocondrial Foi'en.se.

O estudo do DNA Mitocondrial forense nece.ssita, como ferramenta básica, uma ba.se

de dados (le i)erfis populacionais, visto ciue o estudo da identilicação de pe.ssoas através do

DNA é baseado e constituído em cálculos probaliilísticos e esta.t.íst,icos. cpiant.o maior for o

tamanho d(.'ssa ba.se imiis precisa será a estimava deste cálculo. No entanto, a con.strução

desta base de dados [aecisa ser cuidadosamente elaborada, desde a etaíia da tipagem da.

amostra em cpicstao (ía.se de laboratcírio) ató a. sua la.se de aiiálisis da sua secpiéncia, o

(gial é reahzada atra\'és de softwares de Bioinforniática.

A pratica atual realizada pelos geneticistas forenses pam. organizar (stas informações

se resumem a armazenar seus dados em editores de texto e/'ou em planilhas. Tal a.b(.)rda-

gem é bastante deliciente no (pie diz respeito a. iirecariechule da formataçào (pi(> estes dados

estão sujeitos a rec-eber para serem, eventualmente, conii>arados entre si. Sem contar cpie
esta formataçMo poderá, variar (uitre os lalxiratõrios, o (pie comprometeria. .s(uianiente o

coni{>art.ilhaniento destes dados entre eles jxira serem analisaçh^s.
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É tcuiibéiu \'isí\'cl a falta de iiite^ra(;ão cUib Ibrraiiiciitay utilizadas i)ara análise do ali-

üliaiiieuto de S(X[iièiicias eoiii as ferraüKUitas d(.í ariiiaz(.uia.iiieiito de dadíxs. Este problema,

ocasiona o j>;eneticista forense a. tei* ([ue editar e copiar o resultado do alinhamento de

suas se([uèncias, armazenaiKkvos (digitando) em ferraiiKXit.as inapropriadas, .sem nenlium

controle do t.i[)o de dado, para então serem comparados manualmente.

Realizar a. identilicayào humana através do DNA Mit.oconflrial necessit.a. de uma a.-\'alia.-

(;ào rigorosa dos passos para gerar, \'alidar, arniazena.r, comparar e estimar o peso de perhs

d(.' DN-V Mitocondrial em estiiflos de casos forenses. r(.)rtant.{.), este tra.l)aih(.> f<.)i realiza.do

com a finalidade de construii' o ferramental necessário de análise e armaz(mani(mt(j, em um

banco de daxlos relacionai, integrando e automatizando o seu uso i)ara serem utilizadas

no ambiente da Wr.h.
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1.3 Objetivos

O traballu) ora proposto possui os scguiiitos obj(^th'os:

1. Dcsoiivolvcr uma fcrramunta para o aliiiliaiiioiito (\spècííico cie s(H|uòiic-ias rio DKA

MitoeoucIiáaL

2. Gorar o liaplótipo do poríil do DKA Mitoooiidnal iio sou dovido íbrinato do auotagào.

3. Elaborar uma tbrramoiita para a \'oriíicagào do orios iio liaplótipo.

4. Construir um baiioo do dados rolaoioiial para oom{>ortar o goroiioiar as tròs liasos do

darlos, (jiiais sfio: do possoas d(\saparocidas, roolamaiitos o do p(a4is popuEioioiiais.

5. Automatizar o processo do armazoiiamoiil.o o comparagão d(^ porfis.

G. Estimar o poso do uma. ovidònoia. ao acaso.



•24

1.4 Estrutura do texto

A dlssertaí^-ào está clivklida cm seis eapít.ulos. Neste primeiro capítulo é descrito t.odo

o contexto geral do cenário do DNA forense e a utilização do DKA Mitocondrial como

instrumento para a idíuitiíicação liumana., em especiaL a. partir restos mortais degra

dados. .V justiíicatiMi í)ara a realização deste traballio é descrita atratás das moti\'a.çòes

e, em seguida, são apontados os objetivos a serem atingidos com o ultimar das atividades

estal-ielecidas neste projeto de mestrado.

O segundo ca[>ítulo descreve uma introdução ao DN.V IMitocoiidriíd focada, basica

mente, em suas características de localb^ação e estrutura dentro da célula, informações

estas (|ue são utilizaidas iiara o seu estudo em ca.sos forenses. Tainliém são apresenta

das, detalliadanient(x as técnicas ferrainentais utilizadas nas suas análises e as ináticas de

nianii>ulação dos seus dados.

O terceiio cai>ítulo é especiácanKnite voltado i)ara a dicussão das diversas técnicas

utilizadas na coni[>aração de se([uéncias biológicas. Este ca-iiítulo é uma extensão do

segundo capítulo, na ajiresentacão das dh'ersas prolilemáticas encontradas nas análises

do DNA Mitocondiial, onde é descrito, especiíicaniente. a carência de ferramentas i)ara o

aiinliamento de suas se([uéncias nucleotídeas, com exemi)los de uso.

O <iuarto capítulo descre\'e uma solução com|)Utacional fundamentada de acordo com

a conce[>(jão das problemáticas apresentadas nos capítulos anteiiores. Kest(í capítulo é

descrito, em detalhes, a modelagem do sistema computacional e rle seus módulos t[ue,

em conjunto, reúnem as ferramentas essências para o estudo de casos forenses, através da

análise do DNA Mitocondrial humano.

No ca])ítulo cinco são descritos os experimentos e os resultados obtidos, como teste,

para comprovar a utilida.de do ambiente computacional, proposto no capítulo (iuatro.

Por último, o ca{>ítulo seis apresenta as conclusões gerais deste ti-abalho e as diversas

hidicações i)a.ra. tral)alhos futuros (jue visam dar continuida.de no desein'olviniento da

solução computacional, chiborada {xúo presente estudo.



2 Análises do DNA Mitocondrial

"O DNA c o inviisüijclw. que Üxiininu (nossa conexão eom o passado), transníitido de

(jemçúo para (jeraç.ão. carregado, literalmente, nos eorpos de (nossos) antepassados.

Cada mensagem traça ama jornada através do espaço e do tempo, amajornada

realizada pelas longas linhas que nascem através das mães antecessoras. ''

Bryaii S\'kcy. The Seven Daaghters of Eve

R-stc Cdpítülo (IcíSí. rcvc cus Cciructonsticuii do DNA Mitocondrial, os passos cjuc cii\'oh'cni
<i obtenção de lesiiltados em estudos de; casos íbnuises, e ta.iiil)éiii sobre as importantes
temática.s (.'nvolvida.s na interpretciçaíj de seus resultados
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2.1 Localização, estrutura e características

O geiioiiia liüiuaiio ostá localizado doutro do iiúcloo do cada célula. No entanto,

existo uni i)o<iuoiio goiioiiia circular encontrado dont.ro da initocòndriaN Esto gonoiiia,

ü DNA íslitocondrial (DNAiiit), inolócula. do DNA oxtra-nucloa.r prt^sonttí apenas nas

niilocôndrias, iiodo variar bastante eni núnioro dentro da célula. Existeni, eni média,

4 a 5 cói)ias de moléculas dcí DNAnit i)or mitocòndria, podendo até A'ariar entre um

iiúmoR) de 1 a 15cóiiias (S.\TÜH; KURÜIWA, 1991). Devido a célula {loderconter centenas

de niitocôiicjria.s, estimatlo na média de 500 cópias, matomaticamentc, poderão existir

milhares de moléculas de DNAint em cada célula (SATOH; KUROI\\'A, 1991)(íigura 1).

Por possuir o maior número de moléculas de DNA por célula, o DNAnit olitém um

índice de maior sucesso em relação aos marcadores do DNA Nuclear STU^ na. tipagem

de amostras l)iológicas ((ue iiossam ter sido daniíicadas com o calor ou com a umidade

(Tal)ela 1). Tanil)éni vale salientar que a soma de todas as cópias d(^ moléculas d(> DNAint

geram menos tle L% do conteúdo total de DNA Nuclear (DNAii) (jue uma célula pode

[)ossuh-, a.ssumnido <|ue exLsI.am lOUÜ cópias de DNAint. no t.amanho de 1G5G9 pares de

base (i)b) e duas cópias de DNAii no tamanho de 3.2 liilhóes de pares de base.

O DNAint. t.eiii a.proxiniadamente 1G5G9[)1) e po.ssiii 37 genes ciue codilicam prot.eínas

utilizaidas na profluçào de energia da célula. O número total de nucleotídeos no genoina

mitocondrial i>o<le variar devido a iiequena taxa de mutaróes resultantes de inseivões

ou dek\-õ{^. Por exemplo, existe uma repetirão de buiucleotídei^s entre as posicõi^ 514

a 521 (|ue na maioria, dos indivíduos é de ACAChACACAC' ou (A( ')5, mas es.se número

pode '̂c^•iar entre (AOs (AC)7. Dos 37 genes transcritos ikj DNAint, encontrados

na região codihcante, 13 incluem proteínas, dois RNAs ribossomais (rRNA) e 22 RNAs

traiLspoitadon^ (tRDNA) (íigiira 2).

A varialíilidade de nucleotídeos e ijolimoiüsmos entre indi^•íduos no displacvutCfU (oujr^

é ina.is almiidante do que nas regiói^s (tofühcantes, pois suas restrições sã.o menores de^ndo

a. não codificação de genes. Em outras palavras, iiodem ocorrer difenuiças na região D-

loop, pois nela não se codihca (iuak[uer sul^stância necessária, ixira a funcionalidade da.

célula. A maior iiaii.e da atxmção (íiii estudos de DNA forense envolve o uso de fluas

regiões hipen-ariáveis, dentre a. região controle, comumente referidas como ll\'l e H\'2.

Rlrgaiiela celular, produtora de energia, (gie reside dentro do cit.oi)la.sina.
-.STR iShort Tandem Repeat), i)fcHiuenos fragniento.s de sequéiicia.s de DNA (2 à Gl)a.se.s) {gie .se re})e-

tenn É, nos dia.s de hoje. o marcador mais utilizado no estudo de casos forenses e testes de i)aternidade.
•^Posições não coiidificantes da região controle, também coiiliecida. por Ddooi ).
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Figiilcl 1.' ilustração tios cloLs tipos tie genoma iiumaao presentes na célula. Fonte: (dutleh, 2üUõ).
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22 iRNAs

2rRNAs
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Fi^TlIH 2. iisquema tio genoma circular tio DNA Mitocontlrlal. No tO{>o tio genoma, demarcado com o retángulo
vermelho, encontra-se a região iiipervariávei onde os cientistas forenses analisam o DNA para íins de identULcação humana.

Fonte: (BIIANDÜK et ai.. 2ÜU4).

Caracteríslícas DNANuclear (DNAn) DNA Mítocondrial (DNAml)

Tamanho do genoma - 3.2 8i^^ôS pb - 16569 pb

Cópias por célula

-c ioíal do conteúdo de

DNA por célula

Z (1 alelodecada

parente)

99 75%

Pode ser > 1000

0.25%

Estrutura Unear Circular

Herança Pai e tnle iviaiema

ReoomtJinação Sim Nêo

Exclusividade
l)nico porIndiyfdira

(exceto irmão gêmeos)
Nâo Único por lndfv'duo (mesmo

que dos parentes rnaternos;

Taxa de mutação

Ssquéncla da Referência

Pequena

Descrito em 2001 pelo
Pro;6to do Genoma

Humano

No mínimo 5-10 vezes mais oue

0 DNAn

Descrito em 19B1por Anderson
e Colaboradores

Tabela 1: Compara^es entre oDNA Nuclear ooDNA Mitocondríal.
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2.2 Heteroplasiiiia

A li('t(T()[)lasiiüa p a picscuça. cie mais de mu tipo de DNAmt om imi iuflivídiio,

existindo assim a [)ussil)ilidade de ocorrer duas ou mais populações de DNAmt dentre as

eélulas de um indivíduo, eomo tanii)ém, dentro de somente uma célula ou dentro de uma

mitoeoudria (MELTON, -iOOd).

É imi)rová.vel cpie as iiiilliares de moléculas do DNAmtS(>Jam conii)leta.nL(mte idênticas,

dado ({ue as iv^iòes do }i,eiionia mitocondrial podem \tiriar de (3 a 17 '̂ezes a mais do que

uma única c6[>ia de um gene iinclear. Assim, para. (jue uma transmissão de niuta.çào possa,

.ser detect.a.da no DN.Vmt, essa muta(;ão deverá se es[)a.llia.i' a uma freqüência considerável

dentre as células e as moléculas de mitocòndria. A heteroplasmia poderá se manifestar a

partir das seguintes formas (C'.\RR-A.CEDO et al., 2000):

• Vm iiKlivídiio poderá ter mais de um tipo de DNAmt cm um único tecido;

• l m indivíduo poderá exiiár um único t.i])0 de DNAmt em um lecklo c um oiit.ro

ti[)o de DNAmt em um outro tecido;

• lndi\-ídiK.)s poderáo sei- lieteroidásníicos em um único tecido e liomoplásmico num

outro t.ecido.

Dado o fa.t.o da ocorrência de liet ('rí)i)la.smia, deve-se entào recorrer as recomendações de

inter[)i'eta(;ao jaira resoh'er as diferen(;as entre as amo.stras de evidência e referência.

(.)s dois tiposde liet.eroplasniia. vrdidados pela. literatura sã.o a heteroplasmia de se(|uêii-

cia e a de comprimeiito (MELTON, 2004). A heteroplasmia de comi)riniento geralmente

ocorre nas regiões do poly-C, em HM, nas posições IfilSd - 10193, e também em HML

nas posiçocs 303 - 310 (ligiira 3) (STEWART ci. al., 2001). A het.(Toplasmia. de se(iuência. é

tit>ieamente observada [)ela i.>reseiiça de dois ou mais nucleotídeos ocuiJando o mesmo sítio

(mi diferentes moléculas de DNAmt, podendo ser vist.a. em eletroferogramas onde existam

[)ic(.)s sobrep(.)st(js (íigui'a. 4).

A heteroi)la,smia poderá também ocorrer em mais de um sít.io. Est.a condição é co
nhecida por "triplasiniá' e tem sido ol.)seia-ada na literatura (TUT.LYci. aí., 2()()0). Mas, a
sua. ocorrência é raríssima em relaçac.) a heteroplasmia rk' um S(3 sítio.
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3i liusi.ra<;ão ila oc.orréar.ia tle uma lieLeroi>lasmia ile comprimento, com a. observação de um T em meio ao

pol,v-(.\ em H\'Li.
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Fij^dircl. 4: Obsen-ação de iietei-oi)lasmia nasetiuência (a) no sitio possuincio (J e T como ba.se, comparando-se à
se<piència (b) ciue. no mesmo sítio. i>os3ui apenas um Fonte: (dutlek. 20U5).

Vi^to a. i'ariclacle cie encontrar niais cie unia ocorrência cie iieteroi)lasinia. dentre os 610

nucieotídeos síKiuenciacIos para HM e HVII, o relato de Gn'bowski sobre a ocorrência de

seis sítios lieteroplásmicos, eni um indivíduo, levantou suspeitas sobre a sua estratégia

utilizada no sequcuicianieiito. O estudo de Giybowsld foi ciiticado por conter, possivel

mente, contaniina(;ão devido ao excessivo número de ciclos utilizados na aniplilicagão das

amostras(BRANDSTaTTER; PARSONS, 2003). Uma nova análise realizada nestas mesmas

amostras, desta vez utilizando-se uma abordagem direta de PCll, obteve como resultado

a reduc-áo no número de sítios lieteroplásmicos.

Um dos maiores problemas em amostras lieteroplásmicas é que a írec}uência das bases

podem não permanecer as mesmas dentre os outros tipos de tecidos, tais como o sangue

e caljelü ou entre vários cabelos. Alguns protocolos do DNAint recomendam seíiucuiciar

^•ários cabelos de um indivíduo no esfoiyo de se conllrmar a lieteroplasmia.

Os hoUpots de lieteroplasmia incluem as seguintes posigíjcs em HVI: 16093, 16129,

16153, 16189, 16192, 16293, 16309 e 16337; e para HVII, nas posições: 72, 152, 189, 207

e 279 (TULLY et, ai, 2000; BRANDSTaTTER; PARSONS, 2003),

Enciuanto que o acontecimento de uma lieteroplasmia pode, as vezes, dificultar a

interpretação final do resultado do DKAmt, a suapresença em sítios idênticos pode apri

morar ainda mais a probai:)ilidade de um Víatck, tal como é desciito no estudo do caso da

família Romano^- (seção 2.3.2).
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2.3 Herança materna

Para tiiis íureiiscü e iia ideutiíicaçãü de desaparecidas, eoiiio taiiibéiii, cin

cpialciuer outra área de pesquisa, u DNAiiit liuinaiio é considerado estritamente herdado

da. iiiàí^ para. scmis lillios.

Durante a fecuiidaç;ão, soiuente o núcleo do espennatozóide consegue {)enetrar e unir-

se fLketaniente ao uiideo do óvulo. Desta forma, a uiitocoiidria, juntanieiite com suas

moléculas de DKAmt, é passada direlamenCe pain o i^role, independente de (lualquer

üilluciicia. pat.(H-iia..

Nos óvulos, tem se obsenndo uma quantidade de lOt) mil moléc-ulas de DNAint, o

(pie acarreta na dilui(;áo (^xtrema da i)assagein de (lualíiuor molécula de DNAmt paterno

para o zigoto (CHEN et ai, 1995). Portanto, com a exceç-ão de muta<;ões, a mãe passa

adiante o seu DNAmt para seus filhos e conscqueiitemente tanto esses descendentes, como

os parentes matcniios, possuem ou possukão seus DN.Vmt idênticos.

Na figura 5 é dado um exemplo de uma ár^-ore genealogica de famílias para demoas-

trar a lienuica. pa.drão do DKAm1.. Neste exemplo, os indh'íduos i, 5, 7 e 12 possuem

exclLisi\'ameute um único ti{)0 de DNAmt. Note também ciue o indi\'íduo Ib irá possuir

o nu^smo DNAmt ([ue os outros sete indivíduos, representados pelo número 2, 3, 6, 8, 11,

1.3 e 1-5.

Grupos rJC'H3[jlátiD0S

2.3.6,3,11,13,15.16
•^,9,10

14.17.18

17

FigUia o. Ilusi-ra^-iio tia lieranga materna tÍo UNAmi para 18 indi\n'tUios em uma <án'Dre geneaíógica ín[n>iética- Os
<liiatirados representam os iiomens e os círculos as muliieres. (.'ada tipo único tie DNuVmc é re{>resentacio por uma letra
ail'ai.>ér,lca. Fonte: (di.tleii. 2Ü(JÕ).
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Esta característica [)odc scr\'ir clc grande ajuda na resulnç;ãu de i)essoas desaparecidas

ou lia iiivesl.igai^rio de desastres (>iii grande massa., [lor exemplo: a. ideiitilicacão de rest.os

niorta.is no atariue terroiista ao Woiid Tiude Cleiiter. no dia 11 de seteiiil^ro de 2001 em

Nova York, EUA. Mas. ao mesmo tcmi)0, esta caract.erísl.ica podiTá nrliizir a. sigiiiíicfmcia.

de nni nm/c/U eni casos forenses, visto ([ue até mesmo [larentes muito distantes podem

[iossiiir o mesmo tipo de DNAmt.. o ([ue tamliém acarreta no aiimciito do número de

amostras (gie poderão senir como referência para coníirmar a identida.de de nina [x^ssoa

desaparecida..

Evidências a partir do DKAiiit tem ajudado muito na tarefa de associar (von ligar

lamílias, por e.xemplo: o famoso caso da identilicavào do desconhecido soldado da guerra.

<lo \*ietnani, como tanil)éni na. resoliu^ão de quebra ca.liefas históricos, tais como, o caso

da lamília Homanox". Os dois casos sao descritos nas duas [)r6xiinas seyóes.

'Palavra dc origem üiglésa (jiie tem como .significado, [)ara o nosso contexto, a obseivação de uma
igualdade ou seinellianga. niuit.o i)róxiina. na coiiiparayão entre duas seiiuência.s.
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2,3.1 Identificação dos restos mortais da tumba de soldados da
guerra do Vietnam

No dia 30 de Jiiidio do 1998, o scxTotário de dclcsa. a.iiioricaiio, \Mliiaiii Cadion, aiiuii-

oioLi ao iiiuiidu ([lio a tcouoloi2,ia do DNA íbi utilizada. i>ara idoiitiíicar um soldado da guerra

do MíM iiaiii, da tumba do soldados iià.o idciit.iíicados lo{-aiiza.do iio omiiit.ério iiatioiial do

Arluigloii. Os ivstos mortais do 1'̂ toucuto da íorra aoroa dos IdMicliaol .1. Blassio,

foram idciit iíicaclos atra^'ós do uso do sou DN.Vmt. I iiia compararão exata dos OIO uuclc-

otídcos da. polimórtica. rogiào controlo do sou DNAmt foi ol)tida. através dos dc sua mão.

Ao mesmo tempo, oito dos demais i)OS.síveis solda.dos foi"am excluídos de^'ido a um não

match entre outras referências do famílias a procura de seus panmtes desaparecidos na.

guerra.

O tenente Blassie chegou ao Metnam em Janeiro de 1972. Seu jato de ca(;a A-37B

foi derrulxulo no dia II de maio, de 1972, num região {>róxima a fronteira da cidade

de Canii)odgia.. A região mu) pôde .ser rovist.ada o seus rest.os mort.ais não puderam ser

recuperados até cinco meses de[)ois. Por (ste t(nn[)0. foram encontradas ap(mas algumas

ossadas e alguns itens {)essoais, incluindo o seu cartão de identilicayão. Os .seus restos

mortais foram einãados [)ara o la.borcVtório centrai de idontilica(.;ão do exército no lia.waii,

onde lá permaneceu i)or oito anos, ([liando uma re\'isão militar alterou sua designa.(;ão

[)ara. ••desconhecido" e .seu cart ão de identiíica(;ão, encont.rado junto aos rest.os morta.is,

liavia desa[)arecido.

Em meados de junho de 1998, conseguiu-se extram informações sol)re a se([ucmcia do

DNAmt ati^a\és da ossada de um péh is da tumba de soldados não identificados, cujo ma

terial foi ana.hsado no ••laliorat.ório de ident.ihca(;ão através do DNA das foira.s aimada.s"

(AFDIL). Su|)(^stos j)arentes materiKjs dos oito s(.)ldad(.)s mu.) identifcados, cujos restos

mortais foram encontrados naí[uela regiiu^, íbrain a\'ahados conu.) a.niostras [)ara referên

cia. As posi(.;oes 1G(.)21 a 1G3G5 (II\ I) e a,s posi(;òes 73 a. 340 (IIMI), da [)olinu>ríica região

c(jntr(.>le, loram submetidas a analises. Dentre as coni[)ara(;(X'S entre as amostras de refe

rencias e os rest.os mort.a.is, apenas um m.atch [)erfeit.o foi olxsemido: o ([iie ligou a mãe de

l:)lassie ao resto mortal de seu filho (IMichael Blassie). De\"ido a essa ideutiíica(;ão positiva,
a. lamília Bla.ssie loi autorizada a enterrar os re.stos mortais do P' t.enent.e no c(íniit(^rio

nacional rle .Jcffcrson BarraítvS (lIOLLAND; PAR.SONS, 1999
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2.3/2 Identificação dos restos mortais da família Romanov

Em 1918, ai)ós a nn-olução scniélica, o (•zai"-' russo u sua laiiniia loraiii mantidos como

[)nsion(Mi'os do uovo rcgiiiic. Acrcdit.a.-s(í que o czar russo Nicolás II, sua mulli(U', a. czariiia

Alexandra, sua,s 1 íiüuus e 1 filho, três emprcgaílos e o médico da família foram fuzilados

pelos l)olclieA'iciues. Parc^-e ([ue algumas das vítimas nào morrcn-am imediatamente. Como

consecjuência, os corpos foram golpeados até a com{)ro\'a(;ão do falecimento de todos.

Acre<lita-se tami)ém ([ue, depois de esíiua.rtejados, os cori)Os foram lançados em uma.

fossa a cerca de 20 Km do local onde a família foi mantida, prisioneira. Supostamente,

des])ejou-se ácido sulfúrico sol^re os cadáver(\s para. c^vita.r uma postcior identificação e a.

lassa, foi aterrada.

Em 1991. esta fossa foi descol)erta. r encontra.dos restos ósseos humanos cpie cor

respondiam a. 9 cadáveres com traços de tortura e marcas de bala (GILL d, nl., 1994).

Especialistas forenses russos realizaram estudo de reconstrução facial computcidorizada,

conipara,c;ão de arcadas dentárias e esthnativa de idade e sexo dos indivíduos. A presença,

de ()eças dentárias em ouro indicaMi Cjue alguns dos cadáA'eres i^oderiam ter ijertencido à

a.rist.ocracia. Por lim. os est udos consta.t.aram (pie os restos moii ais poderia.m correspon

der a.o czai". czariua e a 3 dos ó filhos. Canchiiu-se ({ue f'alta.A'aiu os restos dc.) fillio Alexei

e de Anast.asia, uma das filhas.

Fàu 1992, um laboratório inglês iniciou estudos atra.\'és da análise i>or DKA, \isando a

ident ifica(^-;u) fidedigna, das part.es. Este la.ixaatcirio adotou dois procedimentos; a análise

<lo STU. i)a.ra comproA'ar se os rc^stos mortais se trataMim de um gru[)o familiar, e análise

de DNA Mitocondrial, i^ara determinar relação de parentesco com os descendentes da

fa.mília Romanov por via mat.erna.

O sexo dos indÍA'íduos foi determinado atravcÁs da ami)lihcaçáo do gene anielogenina.

.Vpós a aiiãEse dos 9 (^(|ueietos. as tipagens j)or DNA confirniara.m as concluscÓes do exame

físico, constatando-se ciue os restos mortais eram correspondentes a 4 homens e ó mulheres.

Mesmo diante de dificuldades decorrentes de art(4'atos gerados durante? as reações de

PCd{'\ foi concluído cpie 5 restos c;)ss(X)S |)erteiiciam a um mesmo grupo familiar. Ga.so se
tratasse da família RomanoAg os dados hidicavam c[ue uma das princesas e o prínci[)e não

se encontra.A'ani na tunii)a.. O fato corroborou a hipcitese de cjue dois corpos teriam sido

enterra.d(^s ou incinerados separadamente, ou ([ue Anastasia e Alexei teriam soi^revivido.

Mítulo ([lie sedava ao Liiiiierador na Rú.ssia, e aos aiitig<js s(jl)eraii(X( .sénios e búlgaios.
''Polij7ncra.sc Chain RcxicUon. Método de ani[)lilioação (iia cnaçáo de niúltipla.s c6[)ia.s) do DNA, sem

o uso de um orgamsmo viv<.).
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Figura G: Unluií^em da raiiiília Itomíuiov. üs indivíduos representados pela cor a/ul são parentes maternos de 'Isar 11
e os era %-erde são i)arear.es nmt.ernos de Tsariüa. Os parentes materncw \i\*os Príncipe PkUip (de Tsarina) e Xenia. (de Tsar

Il> semi-am como amostra de relerencia. com os polimorlismos de seus liaplótipos relati^•os as líosições da rClíS. Fonte:

(DfTLEU, 2ÜÜÕ).

Cuili rpspoito ao DNAiiit, os 9 cscpiolotos tivoiuiii s(xgicii(.-ia.das as rcgiòcs iiiixuTa-

í•iá '̂ois HM c Scíiücneias idênticas furam obtidas para a su])osta- ciíarina c os três

possp-eis íiilios, C'oino ndinfaicia., foi utilizada a. soquoiicia de DNAiiit produzida a partir

cieaiiiustra de sangue do Príncipe Piiilip, Duque de Edimburgo, sobrinlio-neto da czarína.

Sua. se{[uèiicia. era idêntica. rUiucda. da czariiia e dc seus füiios (íigura G).

Em relapão ao ezar, a seciuêneia proveniente dos restos mortais fui inieialniente eoni-

panida. com a de nina neta, de sua miià, ainda viva. jVs duas sequêiicias craiu idôntiitas,

exeeto c{Liantu a uma iieteroplasmia na posigão 1C1G9 no DKA extraído a partir do esque

leto atiibuído ao ezar, (iue indicava as bases citosina e tiinina. Na seciuêiicia da amostra

de referencia, esta. posi(p~io (U"a ocupada somente por tiniina. C)s dados apoiita:\"ain ser a

análise incünclusi\'a f(uando cleeidiu-se exumar o corpo do irmão do czar, George Roma-

nov, morto em 1899. Nestcí, verificou-se no DNAmt, oxa,ta.inen1:o a mesma secpiêueia e

heteroplasmia em reiarão ao czar, finalizando, então, a identificarão (DEBENHAM, 1996).

.A iíaitii- desde caso, '̂eiilica-se que uma lictoroplasuüa podo reíbr(;ar o poder de dis

criminarão da técnica. Ciomo não era possível analisar as seciuéncias da mãe e do avó czar,

não se sabe se elas também apresímtaram c>sta heteroplasmia. Provavelnionte, o DNAint

contendo timina na (jo-sirao 1G169 segregou para lioiuoplasmia nas geraròes seguintes.
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O casu l\uniaiiov ainda cstc\'c iiu (.•ciiário eicntílieu até 1995, (luaiido a scciuéiieia

dn DXAiiit de uma muiluT clLaiiiada Amia. Maiialiaii. su[>()sta [)riiic('sa Aiiastasia« ([uc

teria, eutào, eseapado da eliaeiua, nau euiueidiu eoiu o pei^íil já veriüeado i)ara a ezarina

(STONEKINC: Cl ai..

O ea.su da 1'aiiiília R.onian(.)\' é um dos uia.i.s íauiosus exeui|)lus da a])üea(;ão do DKAmt

lia ideiitiíieaijru) iiumaiia. Eiaiuaiito o emprego da análise de DNAii STR toi útil para

[)ro\'ai" a relaeáo de paivuteseo entre os esqueletos, o 1JKAiut foi utilizado i)ara. ideutiliea.(;ão

atra^As da e(.nuparax;àr) eom amostras de iiidh'íduc)S separados por cúrias gera(j(5es.
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2.4 Seqüência de referência

O i)iiiiu4rc) DNAiiit liuiiiaiic) íbi .scciuciuiado cm 1981 iio lal)()ra.tório de Fred(q-ick Saii-

;2,cr lia riii\crsidaílc dc Cambndgc, Inglaterra. (ANDERSON et ai., 1981). Por mi.iitos anos,

a. .sec[Liêiieia origiiial de .Viidersoii foi ntUizada como a secinêiieia de releréiieia pa.ra ser

eomparada eoni onlras novas seiiiiêneias. A sequeneia de Anderson é lambéin eoniieeida

eomo a Caifibriduc Refereii.cc Sefitien.ve (CTlS). Tipiea.iiieiite, os laboratórios d(^ DNA exi

bem como resultado as \'aria(;ões resultantes da eompara(;cio entre a L-.ürand' da CRS.

Assim. ])or exem[)lo. a ol.isen-aerio de mn nucleotídeo C' na [losieào l()12G em nina se(iuên-

eia de amostra, na ([iial é ol)SeiTa.do nm T na. seiiiièiieia de Anderson, é r(íi)resen1.a.do

por 1C12()C'. (óuso luto seja veriíiea.do mais nenliuma outra variarão, lira sulientendido

(lue as demais bases ent.r(> as duas sequêneias são idênticas, iiortanto, não será. necessário

qualquer tiiio de represent.a(;ão das mesmas.

A CR.S l()i no\'amente se(|ueneiada em 1999. a.través da. placenta original, mesmo

inaterial utili/ado poi" Anderson e colalxiiudores do pi*inieiro se([uenciainento na época

(ANDREWS ei ni., 1999). Dmádo as nielliorias coiKiuistadas nas últimas duas décadas na

área tia tecnologia do .set iiienciameiito de DKA, existiu um consentimento em revisar e

eoriãgii" os eriDS <la (TbS original [lara tornar seu uso mais robusto como .seciuêneia de

retéréiicia no iiit uro. Pm dos erros reiiresentou a perda, de uma única citosina na CKS

revisada ou iveised (/R.S (rCdbS) na posição •31()G-31()7, tornaiuloa uma base menor com

lCbG8i)b em rela(;ão a. CRS original com lG5G9pb (ANDERSON et ai., 1981). Entret.aiito,

é utilizado uma deleção na posição .3107 que .sen'e de apoio lutra manter a numeração

lnst(')rica (ANDREWS et al., 1999). Felizmente, nenlium erro loi (>1 )serva<Io nas duas regiões

liipeiaariá\'ei.s (jiie são ini.ensament.e utilizadas em aijlieaçòes ibreiises. cuja sua extensão

abrange as posições 1()()21-1().3G5 e 7.3-310. A rCR.S com lG.ãG8pb está disponível no site

do AÍIT(.)MAP (DRANDON ei, al., 2001).

E inq)ortante notai' que a. rCR.S não é a única utilizatla como setiuência de reiéréncia.

Por extunplo, o genoma mitocondriai utilizado como relénuicia pelo Nalioiml Ceiiter for

BloteehnoliMjy liifonn(itk>ii é o Clenbank AF.31701-ã^, sefiuenciado poi' Ingman (EVGMAN

et al., '2000). Seu tamaniio é de lG571pb e é derivada de um indivíduo Alricano (Voriiba.).

Portanto, é indispensável destacar a .scíiuéncia de referência que esteja .sendo utilizada no

e.studo (BUTLER, 200-5).

' Ogeiiuma niitocuiidnai é coiiii)í.>sto jxjr dua.s üta.s, a fita leve {lUjhl slrand ou L-straiid) e a fita pesada
(heainjstinnd ou H-straiid). A fita pe.sada é iei)i'e.seiitatla i)elücírculo externo contendo uin niiinero inaiíjr
de Guaiiina e Citosina do (gie a fita leve, representada pelo círculo intei-no (ligura 2).

''Número de ivferência para bnsca no .si(.ç. URL - hittp://www.ncbi.nlra.nih.gov/Genbank/



2.5 Marcadores forense

A irgiào (k' iiiáior variaràc) do DNAiiit. (uitrc indivíduos iiumaiios iia popuiarrio. é

oiicoiitraíla. iia controle ou D-loop, como é descrito na seção 2.1. As duas regiões do

D-ioop couiiecidas i)or região liii)(ua'ariá.A'el I (H\'L Ii\'i ou rR'S-I) e a. região liip{M-va.riáA'ei

11 (H\'1L H\'2 ou H\'S-11) são normalmente examinadas pela amplilicayão do PCR. e

em seguida., são realizados análises das suas se(iuencias. Ai)roxiniada.nient(^ GlUpl) são

aA'aliados atraA"és ria região eontrole, 342pb da H\ I 2G9i)l.) da M\'ll (íigura 7).

Pa.ra cada sc([iiência de amostra., suas posi(;òes dc 1GÜ24 a 1G3GÕ em HM e 73 a. 340

em H\'II são determinarlas e comi)aradas com a rClHS. As (.literen{;as entre a com];ara.(;ão

sãio anotadas e e.\il.)idas indicando a posição e o niicleotfdeo da l.iase alterada.

Pm alguns casos, uma terceira região hipervariável (IT\'ÍIÍ), com 137i)l) e comi)re-

enden<4o as i)osirões 438 a 374. é cxamiiuula. Sitios adicionais de [)olimoríisnios, dentre

HAIIL poderão .ser de grande v.dia na re.solucão de ca.sos forenses, onde as regic)es HM e

HMI de uma a.mosti"a estejam indistinguíveis.

1111 número de dik^reiil.es t.ipos de PCR. e primers"^ são utilizados no se([uencianient.o

para. gerar dados de seqüências do DNAmt nas regiões ll\'l e 11\41.

A regiã.o controle do DKAint. tem sklo estimada a varia.r em torno de 1 a 2%, ou

seja, perto de 7 a 14 nucleotídeos dentre os GlOpb na comi>ara(;ão entre indivíduos sem

nenhuina ligação de pareiit.esci >(BflÜOWLE et al., 1909). Esta variação al)ra.nge torla. regiã.o

H\ 1 e H\ 11, cuja medi(;ão ê determinaria com a análise rio seíiuenciainento,

Nã) entanto, existem hotspot^^^^ on sítios liipen-ariáveis e regiões onde a maioria dessas

mutações estão j)rõxinias (STO.NEKLNG et al., 1991). A parte rlisso, já Ibrani rlesenvohãrlos

oiit.ros mét.odos para (|iie .se possa visualizar rapirlament.e variações do DNAmt e excluir

amostras (|iie não coinciflerem (BUTLER, 2095).

'•'Sào tilaiiiento.s de iiude()tí(l(>o (iiie senxüii coiiio ponto de partida, para a. re])lieaçào do DNA.
^"Na geiietica, o termo hots-j/ol signidca: posicoe.':; no DN.A onde ocorrem mutações incomuns com um

cert.o grau de fre<|uéiicia.

nii*

HV1 HV2 HV3

4K VI

Região Controle

ElgUl a <. llii.siraç<iC' <.la.s -3 regiões liijrervaiMáveis cie 0-lc>o{> para ulili/açao em iiivesligaçees íoren.ses.
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2.6 Seqiieiiciaiiieiito ern casos forenses

Os passos envolvidos para se ciiegar na. conipara.cào de se(iiièneias d(^ DNAint estão

ili.islra.dos na tiji,ura. 8. A extra(;ão do DNAint de\'erá ser rea.li/ada em lal:)orat.6rios eoni

rigoroso eonl.role de higiene, devido ax) DNAint. ser mais seiLSÍvel à. eontaniina.(;ã() do (pie o

DNAn. uma. w/. (pie o seu número de e(!)pias por cvlula. q l;em maii.ir. ('onsexpientemente,

é prelerível (pie se analise as amostras de reterfuicia depois (pie as amostras de evidtuieia.

tenham sido processadas, para evitar (piakiuer pontencialidade de coutamina(;ão.

As amost ras de DNA em invest.iga.(.'ão geralmente encontram-se liastant.e degradadas,

o (p.ie i)0(.le dificultar a sua total legii^ilidade na etaiia (Ic leitura (.Io sexp.ienciamento.

A amostra de i-eieiviicia de uma vítima, um suspeito e ou de um parente materno.

tipicamente disponível como manchas de sangue ou siia.be iaica.l, contendo a.ssiin uma

melhor (lualidarle de DN.V (BÜTLER, 2005).

O se(piencianient(> do DNAint v realizarlo em ambas direiòes, forauirã (F) e nwcrsc

(H)- l>ara (p.ie as fitas complementares possam ser comparadas entre si, com o propósito

(fe controle de ([iialkfade. Se não for [lossível ()l)t.er os flols íilameiit.os de S(^([ufmcia, por

exemi)lo, o segmento do poly-C^S então o mesmo hlamento poilerá ser setpienciado duas

vez(s em reaxpãis sepa.raifas.

'^Sigiiifica 11111 coiijuiii.o cont ínuo de váiia.s cito.süia.s na sc([ucncia.
Exei 111 >lo; .VTC; CT CCCCCCCCCdTC

1° Etapa

Extração do DNAmt
da amostra de

evidência (E)

Amplificação por
PCR nas regiões

HVI eHVll

Conjunto de
replicações de HVI e
HVII (das duas fitas)

Gera seqüência
consenso a partir das
fitas fonvaid d reverso

Alinha e anota diferenças
contra rCRS

Compara o resuRado das
seqüências de E com R

2° Etapa

Extração do DNAmt
da amostra de

referência (R)

Amplificação por
PCR nas regiões

HVI eHVll

Conjunto de
replicações de HVI e
HVII(das duas fitas)

Gera seqüência
consenso a partir das
fitas forwatd e reversa

Alinhae anota diferenças
contra rCRS

iCompara com o banco dedadospara|
I estinar a freqüência dohapiótipo i

Figura 8: i'rr>ces.s(:> para avaliarão do ON.Vnii.
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O pruc(.\sbo «;!(.' íricíiuciiciaiiiciito nciu 8(.'iii[)r(.' tciii como resultado cUrIos limpos, claros

c sem aiiil)igiiida(le para cada l)ase. Algumas regiões como o poiy-C sào desaiiadoras de

se decifrar (STF.WART et ai., 201)1) e poderão a-té uào sei- incluídas ua interpretação dos

resultatios liiiais.

Os seíiueiiciamentos realizados por meios (luímicos e ou por instrumentos tèm sido

a.i)erieicoados ao Ituigo dos anos, o ([ue proporcioiion nm;i meiliora na aparityão dos picos,

apresentando mais sensibilidade e pouco ruído. Mesmo assim, aindci é necessário uma

re\isão manual de cada nucleotídeo com o objeti\'0 de editar as l)ases, caso o algoritmo

de determinactu) dc l)a.se tenha, coniet.ido algum erro {ligura 9).

Ainda iiao existe nenhum software c[ue possa., rle forma roljusta, a\'ahar secpiências

e dados do DNAint de forma, aut.oniatizada com conlianca. sem nenhuma intervenção

humana (BTttlf.R, -iOP-õ).

() processo dc cxlkyu) de s(>([uència é realiza.do com a a.Juda do aliiihainento das duas

se(iuências, forwurd e irver-sc, (Je uma amostra em (|uestão. Deste alinhamento é geiudo
a se(|uência consenso (ügura. 10). Soltwares tais como o Se(|Scape (Applied Biosystems^-)

alinham as seqüências 1* e H.. |)osiciona.nd(.)-as lado a halo e po.ssil.)ilitani a x-isualizayão de
seus elel roferogranias.

lo<.la\'ia., e acouselha\-el que dois analistas foren.ses examinem, interpretem e editem a

inesina se(|uencia para depois comparar o resultado das duas anáÜses como uma. liltinia.

medida de (|ualidade de segurança (ISENBERC. •2()()ã).

^-UR.r. - http://www.appliedbiosystems.com/
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Fi^"Ur<i 9." Kxempk) ilustrativo <.ie um eietrolerograiita. Üs picos ^oracios tio seiiueüci<amput.o coiTOspoaclem ao valor tio

(luaJitiade de cada nucleotídeo na sua posi^^ao, representatlos por suas respectivas cores. Quanto maior o pico. maior o \'alor

de qualidade tia base. Xs bases com N sij^nilicam que o seiiuènciatior não coaseijuiu ler ou determinar um único tipo de

nucleotídeo (A. J' ou (.') presente tiatiuela posição.

5' 3'

F: T3GCTCGG GG TC

R: r CCG GCCTCCT Tj

3' 5'

Consenso: TGGCTCGG GG TC

Figurn lÜl liustraçan do alinliamento de F e Rpara t!,erar a setiuéncia coaseaso. Note tpie apeaas as bases daF são

mantidas tal como a rORS quando Ibi seciuênciatla, para tiue ambíis sejam aJinijcidas e comparadas entre si.
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2.7 Exibindo diferenças eni relação à i CRS

A|)6s {> [jroccssu de aliiiliaiiiciito exil)('-se a.peiia^, cuiiio resultado íiiial das análises,

as (lifereneas entre a euniparaçào de unia seciucneia de amostra eoni a rCdlS.

(guando ditereneas sào ol)sen'a.das, anota-se entáo a. [)OSÍç-ào do nueleot ídeo seguido

(ie sua base. Por exemplo, na. íigura 11 as diferenças sào obeservadas nas jiosições IGOÍlá

e 10131, e depois sà.o relatadas no sen forma.to de dado 1G095C^ e 10131A. Neste formato,

assume-se <iue Iodos os outros nueleotídeos sào idèntieos aos da rCHS.

Ba.ses a.mbíguas ([ue nào po.ssani ser determinadas sà.o usualmente a.notadas por um N.

Já em [)(.>sieòes <le aml.)iguitla.des eonlirmadas (iietei'oplasmia) os eódigos da Intcniacloual

Union of Fure and Appíivd Chanihtnj (lUPACb [loderà-o ser utilizados, tais eomo na

Jal.MJa 1 (S\VC:i).\M, 21)03).

A insereào de um nueleot.ídeo (uii uma. seqnêneia de DNAint em r(Jaeà.o a rCRS é

relatada i)or anotar primeiro o sítio imediato a 3' da posiçào de inseryào em eomi)ara.çào

eom a r('R.S, seguido de um iioiito e um I ([>ara a primeiiu inserçào) e um 1 (easo

existn uma segunda in.sereào), e assim em dia.nt.e, anotando no lim o nueleotídeo (pie foi

inseridí.) {BTT)()t\7.E et nl., 'iOt)')}. Por exemplo, 313.IC é uma ol)Serva(;à.o etimum onde seis

Cs sào observados, acompaiiliado de um T na posi<;ào 310 numa. .se(|uêneia de amostra. Já.

a. rCP.S e(.)ni.(''m apenas eiík/o Cs nas p(.)si(;ò(.'s 31 1-313 (.ANDHEWS et ai., 1!)!)0). PortanO,).

a. a.nota(\ào 313.IC de.sereve a pre.seiK^a de eineo eitosinas nas posi(;(3es 311-313 na rCRS,

e um extra C iiiinia seqiKMieiti de amost ra, eomo inser(;ào '.K.;', antecedente a. i)osi(;áo 316

(ligura 12)-

Dele(;(>es .s;"u> anotadas pelo niunero da. [)osi(;ào onde se ob.servou a deleçào relativo a.

rCRS e seguido p(R" um hífen ou por um D, d ou dei. por exemplo: 2)09D, 309d, 309-

oii dei (ligiira 13).

A eombina<;áo das diversas formas para anotar inseivões e dele(;ões i)oderào gerar niul-

ti[)las i)ossibilidades na lioni. de rebit.ar o resultado das diferentjjis em relat^-ào a setiueneia.

de refercMieia. Devido a isto, foram eriadas reeomenda(;òes para garantir a eonsisténeia no

lra.taniento do tannmlio de variantes, no (lual veremos com dettdlies na próxima, setjào.



(1) Seqüências de DNAmt alinhadas contra rCRS (nas posições 16083- 16140)

16üs(l 16100 16M0 161?0 i6i:-40 16140
rÇRS ACCGC~ATGT ATTCGIACA TTACTGCCAG CCAÇCATGAA TATTGTACGG TACCATAAAT

E ACCGCTA-G"^ ATCTCGTACA TTACTGCCAG CCACCATGAA TATTGTACAG TACCATAAAT

K ACCGCiAiGi AIGICGIACh riAC'GCCAG CCACCAIGAA !A!IGTACAG IACCAIA.AAI

(2) Exibição do formato do resultado das diferenças

AmgstraE

100950

10131A

Amostra R

16Ü96C

15131A

12

F mi ira ii; cu das s<.xiueacias do amostra {!£) e (K) com a r("i<S, relatando soas dUerenç;.as no seu devid

i'<'>rmaio de dado.

Código Ambigüidade

R A ou G

Y C ou T

K G ou T

M A ou C

B C. Gou T j
D A, GouT 1

H A, C ou T

V A. C ou G

S Gou C j

w Aou T j

Talicla 2; ("odíç.os da l irAC "[)aTa denomma(;af) da l)ase tie sítios ([ue apre.sent.arem tnais de um micleoi ídeo (lieterc
('lasníia).



Ams:

1.1 i 1:

309.1C. 315.1C
rCRS:

- - - -. -

Fií^iira 12: .Vuotaii^iV» tio 1-esiiltax.lo tla.s inserções.

Ams; -AArrõi-TíTir^rA

rCRS: :AõrT^õõ7?7:T3:j:.
249D ou 249d ou 249Del

13

Figiir<i i"3: -Viioi,at;iu> (It) ivsultiulo da-s tlelc^ôes. Aiiomeaclatiira <ie aaoiayão iio.s círculos wrmeiiifis não são ivcomen-

dada.s, iX)rém a .sua iiiili/at^ão ainda [xaierá ser vista na iiteraiLira.
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2.8 Iiiteipretando lesiiltados

A[)ós tor a. etapa cie sa([ueiieiameiito e análise das se(|uêiieias, os resultados

das anu.)sti-as (Pd e (R.) são eoniparados e avaliados (iií!,ui'a 11). A compararão entre as

duas se(iuêiieias eni ([uestão irão resiilt.ar em um m.atch peiieito ou não, muito eml)ora

essa inlerprelarão nem sempre seja tão elementar. Os resultados estão orj2,anizados em

t rès ti[)us de ratej^orias: exrlusão, ineonelusivo ou não-exeludente.

O SciciUiJic lP(>/7*77e/ Group oii DNA Auaíy-Gií Mclliods (S^V01)A]\l) lista as seguintes

reroinendaròes na. etapa de int(Tprel a.{Ao dos result ados:

• EatÍusui) o C"a.so seja vcriíirado a presenya de dois ou mais polimorlismo na rom-

pa.i"arã.o entre o liaplóti[)o de duas amostius em <[uestão. O grau de parentesco

materuo ou a ligação de um indivíduo a uma amostiii, neste caso, poderã ser de

fato um result a.do nulo.

• Innuirlitsiro o Oaso cxist.a ai)enas uma linica diferença, entre uma amostra de

ec idencia. em rela-rão a uma. amostra de referência, o resultado serã encarado como

ineonelusivo, podendo este ter ou não um grau de parenteseo mat.erno.

• Nào-Erclitsão > Se o lia.plótipo de rada a.most.ra em ({uestáo a.pre.sentar o mesmo

número de i^olimoríismo, como também, por exemjão: o mesmo tij^o de ba.se. um

comprimento de variarão eoiniim no poly-C (heteroplasmia) em IA'2; porlerã-se

eoneliiir (jiie existe um fort.e gra.ii de {jarenteseo materno ent.re as duas amostras em

(juestão. Isto fortalece a. acusa{;ão delas serem referentes a uma mesma [ressoa ou

de uma me.sma linhagem mat.erna.

l.'m exemplo .sobre a interpret a.(;ão de uma não-excliisão .seria: uma seqüência que contenlia.

lietero[)lasmia num determinado sítio em relayão a uma outra .se([uência em compara.cã.o e

as cujas duas compartilliam do mesmo pei-fil de liaplótipo (figura. 1). Kest,(> caso, elas não

l>oderão ser e.\cluídas de possuir um grau de parentesco materno em comum (NX'r seyão

2..1.2). Diversos exeniiãos poderão ser AÍstos com res[)eito ãs normas de interpretacáo

(ta.bela 'i), recomendadas pelo CIDAIM.



Resultado do alinhamento

ÍE) TATTGTACGG

(R) TATTGTACGG

(E) TATTGCACAG

(R) TATTGTACGG

(E) TATTNTACGG

(R) TATTGTACGG

CE) TATTNTACGG

(R) TATTGTACNG

(E) TATTGTACA/GG

(R) TATTGTAG G G

(E) TATTGTACA/GG

(R) TATTGTACA/GG

(E) TATTGCACGG

(R) TATTGTACGG

Observações

t lu iC ac- íf?;io cfcOTjíirT:-

:r:: i^ücír"-: tipo cif- b3';í' fn oo-do

jí.'' 3õ

jíO'- • f'. coc.cco-

• .íctias-í u'o:i baí-? r.aa

a: 0'jt'Ci; ef coi^^un-

G bôer'a dó ac-jo. 3í ume emhduúidõcií' er"

•imba- 30 .írqi.en.: I3-- t;r" rimrço^i-.

.'e'vC';ê';i b o; ei cr; iiíT'-:: ru c^ci,:
;E"i, com 9 .ienuimiO'-'! ^^x-''.2'r.6'j um-
cmuc do 'uc'o:t'do:' e-c corfium. emoac

rriecrm

'rma: a- ",3: romportiira'"' dr-
m.-í rmcrr-u rtirprapíjcrrou '.o (rmcmo

,:-H oe 3pcTr,í um-i u-ira

3 octro 30 ocQuf'Cio:

Interpretação

•y.'c E ••vVljocii.i

:-E iT';r;;.o

Tí\l>('h\ 3í liitorin^et-a^-âi) tio nisiiult.,'u.los cia aiiAiise cnii.iv duas seciuências cio DNAmt.
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A úiiicn. razào pela (lual a dilbrent^a dc uma única Ixisc é considerada como resultado

incoiicliisivo é devido a.o fato de já ter sido observado na literatura a oeoiTêiieia de mnta.(;ão

no .ü^enoma mitorondrial pa.ssado de mãe para lillio (PARSONS ci. al., 1997). Por exemplo,

se lima amostra de evidência de nm sujeito (a) é analisada e eomparada com a de nm

iiareiUe materno (1)), como sendo a amostra de relêrêneia no teste, é possível ciue aconteea

a. ditêreiKj.a de uma iniica l>a.se ((piandose i^spera o resulta,do úo, nm nialdi perlêil.o), iiKismo

que a.s duas amostius em (luestão sejam de màe e íilho. Neste caso. outras amostras são

coletadas de ambas as partes iiara serem aA'eri}i;uadas com mais testes ([ue possam vir a

esclarecd- esta iiic(5mnt<v a um resultado coiielush'o.
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2.9 Estimando o peso da evidência

exilando se obtoiii uma •iiàt>-excliisãt)" coiiio ra.sultado do uma iiit{Tprcta(,-ão outro uma.

a.mostra tio o\'idcuoia. o uma do rotbrôuoia, u próximo pa,s.so yorá ostimar (o^tatístioamonto)

o j^raii do sij^iiiíioàuoia dost.o rosult ado do um iiiulcli porloito. A prá.tioa at.ual tuiioomuuicar

a raridado do um jjoi-fil tio DNAuil. doutro um uúmoro do outro.s poríls osoolliidos ao aoaso

(som iiouhuma ligarào de [)aroutosoo (uitro si), ouvolvo a ooutagom do uúukux) do vozos (luo

osto liai)lótipo om pailioular (poríil do DNAmt) ó obsoiaxido iio baiioo tio tlatlos (WTLSON

et ei-, 1993: BTT)0\^7.E e( al., 1999). Esta a[)roximarào ó comumouto douomiuatla do "o

mó(.t)dt> da ooutagom" iia (lual so Itasoia, t.ota.luioul.o. iia. biLsoa do uúmoro tio aumst.ra.s

pro.sontos no Itauoo tio tlatlos. C't)iiso([Uoutomonto, tiuaiito maior lói" o uúmoro tio amostras

som iiouliuma. ligat^ao do pa.roiitítsoo (osoolliitlas ao aoaso) iio bauco do tlatlos, moUior .S(U"á

t> \alor tio fiado ostatístioo tia ostiuiati\a iia biLsoa pola íVotiiiôiioia tlatiiiolo liapIótii)o om

(|uo.st.ào.

A rro(|uóiifia tia maiona tios poríis tio DNAiiit na i)opulaoãt) ó om torno do (30%

doseouíkhida, iio prosoiil.o momoiito, [)Ols olos ooorrom ai)ouas uma. .só voz doutro do

l)anto do da.tlt)S (ISE.XdtRlu:, "iODi). Basoado om inlórmaoóos i)opulaoit)uais, o intorvalo

tio fonlianra ptx.lorá sor ulilizatlo para ostimar t>s limiios iiiforior o suporior iio cálculo tio

IVotiuóiuia (li(.)LLA.\D; lAKSONS, 1999; TliLLY ei. ai., 2001).

Em casos oiido um poríil do DNAmt om ({uostão ó obsorvado om um uúmoro A' vozos

lio bauco do dados, couipost.o por um uúmoro tio N poríis, a iroiiuóiicia p ti(\sto poríii om

(luostáo pixlorá sor calculatla utilizantlo-.so a soguinto otiua(;ào:

P=| (2.1)
Em iuton'alo do couliauca tio 95% iiotlorá sor utilizado ctuiio ostima.tiva. tia rro(|ut'ucia.

dostt^ poríii, iitilizaudo:

,,,,

Em casos om quo o poiiil tio DNAmt, mu) soja olisoiTado iio liauco do dados, o iiitoiTaio

do Confiança, do 95% ó utilizatlo:

1 — o •'V
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Onde n ó i.> (.'oolicioiitc do coiiiianra (0.05 para o intervalo do oonlianoa. (Io 95%) o N

ó t) taiiiaiilio do baiioo do dados.

Por oxonii)lo, o poríil do DNAnit (liaplótipo) do ti])o: 10129.5, 205(1, 5091), 515.IC

(' (jl)soniulo dua.s ^vzos iio baiioo do Aíiioaiios-Aiiioiioaiios doiitro 1148 porlis, duas vozes

oui 1055 [>orfis ('auoasianos o iionliuiua voz oin 080 poríis Hisi)âiiioos, tiuaud(,) ooini)ara.do

com [)ol4ís do iniDNA PopiUalion Dalabast- (MONSON ci :il., 2002). A seguir, utilizando

a.s oc[ua(;õos aoiiiia, oaloularouios a raridade deste poiiii nos soguiutos oxouiplos:

1. Para .MVioaiio.Aiuorioauo:

J) = ±1.9()\/AiA! UmI =().()()17± 0.002 =0.-1%
1148 V 1148

2. Para Ca.iioa.sia.iios:

2 /( —)(1 —)
ij = ± \ ^ = 0.0012 ± 0.0017 = 0.29%

1G5Õ V 1Ô5Õ

5. Pai'a llispauioos:

1- (0.05)^ = 1- 0.9950 = 0.0044 = 0.44%

Pstos (.-áloiihjs (louioustraiu ((uo o poso da ovidOiioia poderá ser uui tanto siuiilar (juer soja.

ouooiit rado ou uà.o, uiii nmtrh do poríil iio banco do dados. No prinioiro oxoniplo, luis

caleiila.nios, com 95% do certeza, (jiio a sua fro(iU(''ncia '̂aria. entro (js limites O o 0.004

(í).0017 ± 0.002). Afosuio assim, o uiaioi' val(.)r ([UO sua froíiiKMioia poderá atingir ó do

0.004%, ou soja, a prol)abilidado do oncontnunios ost.o poríil na popubvcão (' praticcUnonto

zoio (0.1%). Com um |>oríil apr(.\sontando tal íroíiuCmoia, néis pcxloums (.'xcluir também,

com 95% dc coitcza, 99.0% da poiiiibujãocomo possíveis fontes deste poríil DKAiiit. .Já no

exemplo 5, auujstras (luo luiiiea touliam sido ob.sorvadas uo baueo do dados (Hisi)áuioo),

[)odorá oxcluii- 99.50% da popula(;áo como possh-ois fontes da(.|Uole poríil, com N igual a,

080.

E impoitaiite ressaltar ([ue o DNAmt nunca terá o poder do dlscrimiiiaí^ào qno um

marcador .STR do a.iil.ossomos^b visto (|uo sua lioranc^a. ó iiniparontaJ. (llOLLA.ND; lAR-

SONS, Í999; TULLYctai-. 2001; TSENBERG, 2001)

i?. C^uatiuer regiãu no c.roiiio.s:>oiiio <iuç não esteja ligada ao sexo.
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2.10 Banco de dados populacional

(.)s liaiicos (Io (lados jio{)ularioiia.is atiiaiii como miia. ícrnmiciita im|iort.aiitíssiiiia c de

uso iiKlis{)ciisávcl para estimar a tVcciuciicia dos hapiótipos dc DNAmt ([uc são tratados

cm casos íorciiscs, ou s(\ja, ([uaiido sc olitcm um matcfi na comparax^ão ciit.rc o {xtíU

DNAml dc um susiicito c o dc uma amostra dc rctciAiicia.

Um {grande cstoivo, dc diversos laboratórios, já íoi gasto para rcimir milhares dc

iidbrma(;()cs .solirc perfis dc DNAint dc pessoas iiào rclaciona-das matcrnalmcntc c dc

dircrcntcs grupos populacionais cm t.odo mundo. O mais importante c l.a.nib(''ni o mais

difícil é gerar, construir c manter informa(;òes de alta qualidade jiara serem alimentadas

aos l.)a.ncos (le dados, no intuito de poder estimar, com seguraiaja, a fre([UÍMicia de um

liratcli ao aca.so.

Uma das maioics írariuezas na análise do DNAmt é (j[ue alguns hapiótipos são um

tanto comum, mesmo nos div(a*sos gruiios dc poi)ula(g~)(\s. Por cxenii>lo, dentre os 1G55

perhs DNAmt de Cáiusaciaims no banco de dados poi>ulacioiial do FBP^ existem 15 perfis

idênticos (|uc dividem o nu^mo ha.plótipo (263G. 3i5.iC} c outros 153 iicríis cpie diferem

cm apenas um único polimorhsmo. .Vssim. os 108 jierfis de 1655 (10.2%) no banco de

Uaiica.siaiios não podem ser (excluídos caso seja. oliscniula. uma amostra, com cst.e mesmo

[)crfil dc DNAmt.

Segundo Uol)lc, já existem cst.iidos para. conseguir informat^íies adicionais dc sít.ios

polinuirhcos cm outras rcgi(ics do gcnoma mitocondrial. com o devido proi)(')SÍto dc facilitar

a rcsoli,i(;ão d(.-.st(,\s tipos comuns de peiãil DNAmt (COBLE et al., 2001).

Os i'csnlt.ados da. t.ipagcm de atno.sl.ras desconli(H-idas de DNAmt. só .será.o valiosos se

(.'stas anmst ras furem avaliadas (juando comparadas com uma amostra de referência c um

banco de dados populacional. .Já. existem liancos d(^ dados com mais dc mil indivíduos

sem nenhuma ligacru.) de i)arentesco de múltiplos grui)os populacionais (.ATTDfONELL et

al.. 2000; WTTTIUA et al., 2000; RüHL al., 2001; .MONSON cít al., 2002).

O maior banco de dados já anotado até então contem 11138 seciuéncias de indivíduos

das rcgmes UM c HMI. Est.a. informa.(;ào foi coletada dc 103 i)ul)üca(;(5cs dc.sdc .Janeiro

de 2000, treze Im.se de daelos publicac.las em 2000 e 2001 e de duas bases de dados não

puldicadas. Das 110 publicax.;(5es. 90 debus rtí(|ucrera.ni ;dguni tipo de mudaiKja e corre(^-ão

de erros ou ajustes na nomcncla.tiira (BoIíL et. al., 2001).

Federal Bareau of Inue.stiyãt/on: Orgao federal dosEstados Unidos (pie faz o i>a])el de polícia f<^i(^ral
datiiiele país. .Sua .sede fica em vasliington, DC-.
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Microsoft Access - [Forensic Dotobases : Tabela]

o ÊCitS' fil-r 5i«g5?05 =

A '1^ .. j ,4
IDbjcl I riame | Groupjd |

+ QAfrican-Amçncan 1
+ 2 A"rc-Ca'itbr3n 1

+ ? c Í''a -ron? I

♦ — 3 L'C 3 3' 3 —

5 Hí3cs"x 3

5 J3C3- -

♦ Kcraa -

3 Thailsrd -1

9 tla-ajo 3
10 Apache 5
11 Egypt 1
12 '.''ispccifiíd Ongi" ^

♦ 13 ChiraTa^' an -l

1:! G'J3-i J

♦ 15 índia 2

♦ 1Ç -ainslan -

Figura i 1: JIiiíii<lf iiiuA tabola do bauco do tiadi^s do porlúí do DN.Viiii do ('ODIS'"'.

Isto doiiioiislra ([uo gerar dados precisos de scíiueiieias de DNAiiit ])ara. Síuviii utili

zados em Ixuieos de dados íbreiises é uma tarefa complexa. A estimati\'a da rreciuèiicia.

])o])ulacioiial [)a.ra uma eveutua.l "defesa, legalizidada." de um tipo de DKAmt só podtufi

ser concretizada com a utiiizaç?u.) de dados de alta. ciualidade e coiiíiaiica. (lue, coiiseciueii-

tíMiieiite, ainda e.stao por ser proiiuzidos.

O FBI já comiálou o tiiiDNA Popidafúfii. D(Uab(is(\ taüil)éiii coiiliecklo como o CX.)DIS'"'

(^^()NS()N oi al.. 2002), com o i)roi)ósito (le poder estimai" fi^etiuências de pe!"lis de DKAmt

l^ara uma defesa legalizada.

O banco de dados do CODIS"" jiossui dados forenses e dados publica.dos pela lite-

ra.tiira (MILLEK; BROWN: BUDOWLE, 2003). A modelagem do seu banco de dados tem o

intuito de separai" da.dos obtidos f.le lal^oratórios, A"alidados pela utilização de pi"oiocolos

forenses, da.(|ueles lal>ora.1.ório.s de pes(iulsas acadêmicas cuja ([ualiflade dos dados não

tbram rc\'isados segundo os i)i"otocolos publicados na literatura (figura IG).

(2 l)aneo de dados foren.se do CODLS'"' contem 1839 ])erlis rle DK-Vmt. de IC diferentes

ti])os de populações (Hgura 14). Seus {)erãs foram sequeuciados e seus eletroíerogramas

revisados nas i)osiçòes 16021-16365 para HM e nas posições 73-430 para HMI.

De modo a cla.ssiíicar os perlis de DK-Vmt, o CX)D1S'"' utiliza um i)adrão de 11

caracteres alfanuméricos, com 3 filocos seimrados por um desigiiaxlos a identificar catla

ixidil de DKAmt no banco. i)or exeniião: "BRA.CAl'.0000637 O i)rinieiro lãoco de l.rés

caracteres representa o país de (^ilgem, o segundo block re|)resenta o grupo étnico e o

filtimo l)loco. com Gcaracteres, rc^presenta. a numeração seíiueiicial.



v; mtDNA Population Database

PioflelD

Sequenced Regiorw

HVI HVII

T- Add

Cleai AH

Dítetence: (totn Andetion

Dalabases

Foiensic

v AfiicanAnieticân

Afio-Caiibbeín

Siena Leone

Egypl
Caucasian

India

Hispanic
Japan
Korea

ThaJand

China/T aiwan

Guam

Pakislan

Navaio

Seaich
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1" 1•)'. Ibla principal do MiioSearcIi paraa entrada dos |)olimoriismos a serem examitiados na sua base de dados.

Kstc l>aii(;o íbi laiiyax.lo ctii Abril dc •2002 iio íonuato de banco de dados do Microsoft

Access c o sen download poderá ser feito pelo sil,e do FBI na Internei., em conjnnto com

lima ferra.ineiita de análise denominada Mito.Scarcli (.MONSíAN et :il.. "2002).

O MitoSearcli pode comparar o liaplótipo dc pcríis dc DNAnit com os dados das

popiila(;(5cs da íigiira 1-1, na. ((iial sua entrada, de da.dos exigt^ apenas os |)olimorlismos

em i-clacào a i<'RS (íij;ui"a 15). Como ivsnltado, o obtcan-sc nnmci"o dc vc/cs que um

períil a[>arcce dentre cada um dos yrnpos popnlacioiiais. Por exemplo, o períil de DKAiiit

{l()120A, 2{>5(C 3001), ."ilá.lC} ocorre duas vezes em ll-ltS pe!'lis de Afro-Ainericanos,

duas \'ezes em 1G55 ixtIís de Claiicasianos e nenliiima vez em GSG períis Hispânicos.

Fm conlrapartida.. a comunidade Furo{)éia de .sefiuenciameiil.o do f^NAnit forense

vem desenvoh'endo um novo l)anco de dados populacional de alta. (iuaiida.de para liiis de

aplicações de testes forenses e de identiíica(;ã(; liumana. A European DNA PwjiliiKj (jroup

lan(.;ou (.) i)r(.)jet(.) iiiitocluntdrwi DNA popidatioii (latahasr. (EMPOP) i)ara c(jnsti'uir (.^.ste

novo Ijanco. O sist.ema. já está em fase d(í t,estes e poderá ser a.(,:essa.do (Jídiii.cA' pa.ra

a.\'alia(;ão (com um pedixio <ie autori/a(;ão).

'̂̂ UR.r. - http; //mm. empop. org
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1" Íj2,lirH 1Gl llust.re'u;.àr> (ir. rr^larionamoni.o oiim-o a-s tabalas (i(a banc.r) da dados populacional do (.•ODIS"'̂ ' A
tabela ([ue armazena os periis de UAAmt é a •Foiviiiic I'wjilci". Ül^^rve ({ue esta tabela loi motielada de ionna <íue cada

poliinorlismo.do liaiJótipo do períil, é rei)resenT;ulo como sendo um atributo da mesma (pelos números de 1 a lõ).
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2.11 Definindo haplogrupos

Diiraiitc o progresso cia t.i[)ag(aii do DNAiiit, seiiielliaiiç;as eiilre os [xiliuiorlisiiios dos

haiilótipos das dÍA'ersa.s amostras dc dilcrciitcs regiões do gloiio loraiii observadas. C'om

ist.o, os iiaplótipos ([ue apreseiitasseiii um eerto grau de seiiielliaiifa entre seus poliiiior-

tismos foram agruiiados em liaplogrupos (WALLACE; BROtO; LOTT, 1999; RUÍZ-PESINT

ei. al., 2001). Esl.c^s liaplogrupos foraiii origiiialiiieiite deíiiiidos em meados dos anos 80

e 90. agrui)ando-se as amostras ciue eompartilliassem do mesmo, ou similiar. iiadrão de

polimortisiuos, de aeoixlo eoui cada grupo poi)ulacioual e sua oiúgem geográíica (Taiieia

1).

Os liaplogrupos estào correlacionados aos polimorlismos das regiões e HMI e

tamliém estão de acordo com outras variações do genoma mitocondrial ([iie [lodcun vii"

a ocorrer (Si\'E)^^. Os liaiilogruiios denominados por letras alfanuméricas tais como A,

B, Cã D, E, E, C e M são a.ssocia.dos a Asiáticos, eiKiuaiito (iuc^ a. maioria, dos nativos

Americanos se eiicaixani nos liaplogrupos A, B, e D. Os haplogruiios El, L-2 e Ed são de

origem Africana e os liaplogrupos EI, I, .J, K, T. l, W e X estão a.ssociados a populações

da Europa (figura 17) (AEI.ARD et aE. 21)02, 2004. 2005; AL\'ES-SíIAA et al., 2000).

As informações de liaplogriipo aiil.enl.ica e liga. os perlis de DNAmt a um determinado

gru[)o iiopiilacional. Esta informa.(;ão c^ importaiit.e no contexto forense pois .serve como

ajuda no conti"ole de ({Ualidade das seiiuencias dos perfis armazenados em bancos de dados

liopulacionais (ACHILLl <•(. al.. 2001; BUDOWLEct al.. 2003; YAO; BR.AM; BANDELT, 2001).

ni \ (xx)iTeiieia de uma viriação no DN.A ([ue envolve a mudanra de apeiia.s um único nucleotídeo.

Haplogrupo
(População)

Região Codificante
Polymorfismos

Região Controle Polymorfismos

A (Asiático) 663 16233T. 16290T. 16319A,235G

B (Asiático) Deieções de 9pb. 16159C 16217C.16189C

J (Caucasiano) 4216C.12612G, 13708C 16069T,16126C,259T

L1 (Africano) 2758A,3594T. 10810C 16187T, 16189C, 16223T, 16278T,
16311C

Taljela 4. li-\oni.[)lo de 1Lia{)iogrupos {.ienion.si.raiKli> oseu padran de i)olimoríLsmos tla.s ["egiões codilirant.es otia regiât)
coiitrolc, como ia-inln-m a sua origem geográíica.
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2.12 Normas de alinhamento

.Viiibiguidadcs coiii rcspoito a iioiiiciiclatura. dos r('siil1.a.d()S do DNAmI. podonio ro-

sLiltar 0111 duas diforciitcs aiiálisos ooiii rclayão a uma iiiosma. amostra. Banco do dados

l)oi)ulacioiiais [lodiauo tor multiiilas oiilradas ditdroiil.os iia.ra um mi^smo iLaplótiix) do

DNAmt, im[)0(.liiido assim uma ostimallva [irooisa da. IVoiiuouoia. do um |)oríil om parti-

oiilar. Portanto, a. padroiiizaijão na d{\si{^iia(;ã.o das s(a[uòii0ias do DK,Vmt ó do oxtroma

importâiiola paoa puo so possa gorar o oom[)a.rtilliar da.dos outro os lalioratórios (CAF/JANO

et. ai., 20()5a., 201)51.)).

O aliiiliamouto outro as .sotiuóuoias (Io amostra o a r(.'H.S tom oomo graiido dosaiio

a. dotormiua(;<ão do polimoi*(ismos. O iiux.lo do ti'atamoiito do iiisoivòos o dol(.\Aos {(/ops)

[Kxlorào A'a.ria.i" out ro os laliortit.órios, o quo oausará dilbroiit.os oodiíioa.(;c>os para uiiiaiuosiua

amostra. O laiioratório do Í-A51 olaliorou um uúmoro do rooomouda(/>os {lara |)(.)ssibilitar a

oousLst.(''uoia lio tra.tauioiito do tamaiilio do variautos om soqiibuoias do DNAmt. (WIL-SON

et. ai-, 2002). 'FiAs ivoomouda(;õos ibram ioitas:

1. Polatar (.)S porfis oom a mouor (luaiitida-do do iiolimoriismos om rola(;ão a rCdtS.

2. Caso oxista mais do uma forma para rolatar porlis oom a mouor (luautidado do

|)oluuortismos om rolaijào a rCRS. tais poiimoríismos doAvrào sor priorizados díi.

sogiiiuto uumoii"ti:

a) ius(MiC>os dolo(;(x.'S (iudois).

!)) trausit^-ão.

o) traus\'oisà.o.

•5. iusonaios o dok'(;(ios do\'orão sor jiostos ua 3' om rola(;ão a lUjht stnuuL

.\s iusonjõos o dolo(;õos do\'orào sor oombiuadas om sit.iuu;òos <iuo mautouliam o mosmo

liúiuoro do poiimoríismos om roia(;ão a rCRS. Estas rooomouda.(.;(5os ost.ão organizadas tuii

liioraríiuia. poi"tauto. a rooouiou(.la(;à.o 1 (.l(.a'orá tomar prooo(.l(Uioia sobro a rooomou(.la.(;ào

2 o 3. Douioiistraromos alguns oxouiplos na scvão 3.2.1 ([uo uooossitam do consisttuioia.

no tratauiouto do tamanho do va.riantos na análiso do sotiucmcias do DNAmt, o como (''

realizado a aiiotatxlo do sou resultado.
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2.13 Parâmetros de controle de qualidade

E o^dclfiitP a. i)r{:()cii[)a(;c\ü cios rospoiisávcLs pelos bancos de dados íbnaises eoiii a (pia-

lidade da.s se(|i.ièiieias de DKAint armazenadas e a impoi'tàneia destes bancos no processo

de estimar a rre([uêiicia. de niii nmtrh de uma. amostra, de evidência. liga.da. a. um suspeito,

para ser utilizada como i>ro\'a em um julgamento legal nos tribunais de justi(;a.

E demonstrado (pie as setpiências de DK.Vmt iiublicadas estão predispostas a contm'

erros, principalnieiite (lex ido a luá interpreta(;ào dos dados biaitos de se((uência (eletrole-

rograma) e ou a introdiKjào dc erros no processo de tra.nscri(;ã(_) dos ciados e dos resultados

(RoHL et ai-, 2()ül; BANDELT et ai., 21)01, 2U02; FÜRSTER, 2003: DENNIS, 2003).

Em 1909, na coníerência internacional da Iiitr.riiticninul Socicty for Foiviisir Gciirtlcs

(ISF(í), c) Futxrprait DNA ProjiluKj (EDKAP) apicsentou a itroiiosta de clesen\'olver uma

a.i)lica(;ào Wrb para a cna(;ào de um Ixmco de dados onlinr de DNAiiit (EI\ÍP(2P) (PARSON

et. al., 2001b) ([lie armazene dados [)0[)ulacionais de alta (pialidade. Os dados (pie são

ini[>orttu.l(.>s [lara o banco de dacl(.)S do EMPOP são rornecidos somente pelos laiioratórios

Liiternacion.ais de DNA foren.se (pie |)artici[tarem dos exercícios colabora.tivos {r.olldboratlvr

vjtivFvs - (,"E) da EDNAP (PARSt^N et ai.. 2004a). ()s princíiãos ixlsicos (.Io C'E Ibram

modelados em sisteimis existentes de controle de ([iialititide Toreiise (CARRAEEDO et al.,

1998, 2001; R.\ND; SCHüRENKAMP; BRIM\MANN. 2002) n:i teiitatit a de a\-aliar as seguintes

ár(.'as:

1. A gera(;ão de resultad(.)S (.-oeicutes de setiuências de DNAmt entre diferentes laliora-

t.(')rios, utilizando suas tiVnicas individuais e insti-umentais.

2. (.>s re([uisil.os nece-ssários [la.ra est.alielecer, com sucesso, um [uoce.sso píidronizado de

an.álisedas .se([U(sicias de DNAmt [lara unitbrmizar a nomenclatura e a inter{)reta.(;ã()

dos dados.

3. Introduzir o uso de um sistema com[)utaci()n;il [lara g.anmtir a. t.ransferênci.a e o

armazeiiamenti.) d(.)S da.d(.)S, com segura.n(;a.

De forma conceituai, o método mais utilizado na detec(;ão de erros é iiastante simples:

o lia[)l6t.i[)(> d(.' DNAmt [)recisa .se encaixar dentro de uma [)arte es[>ecílica da illogenia

(|ue é caracterizada |)or polhnoiüsmos ou mutacAes es|i(!cííi(:as. Em situac.aães onde nã.o se

consegue encaixar o liapl6tii)o dentro de um [laclrão iilogenético. é esperado então (pie este

[xTÍil l.eiihti tido a sua natureza Itiologica modiíicacla ou (pie elesejíi ajiena.s desciinliecido.
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I" iglira I8l i;xomi>lo lii(>oii'iiro(la troca cio coluna napropArax^iin do iiniai..ai>oiaclo(iaíios,<ioinonsM-ancioosi>oIiinoriismos
tias iunostríui em rela(,iu.' a r(.'l(.S. Os pcntos representam a ij^ualciatie tias bases. .V listra pontillia<.la siíjniiicaa coluna cn-ie

ibi t raçaria o iis sotas roprasont am as ciovidas [x isic^õos cias colun.is.

Esto i>ix)(vs.su é i"(.'aliza(;lu utilizaiKkKsc uma furramciitu dv aiiálisu iilugviiética. Atra-

vós (lula, as similaridades e as difcivneas ciitrc múltiplas seqüências rela.ck)iiadas (isto é,

de uma mesma, região) potlerão .ser comparadas sistematicamente. Kela. o liai)16tipo é

coni[>ara<lo com vários oul.ros [)erlis n;t l.(mta.tiva de verilicar se o liaplótipo ditere extre

mamente tios outros. Em resultado com diferenças extremas ou incomims poderá ser o

indício de (gie a se(|uência foi cont.aniinada ou anotada de maneira indevida. Por eximiplo,

o laboratório poderá, trocar a se<iiiência. de ll\'l da amostra (a) e uni-la com a. IIVII da.

amostra (I.)), criando a.ssini uma recombinação artilicial ou uma. composição de setiuência

[)()r aciflente. Portanto, o ii.so da. análise lilogenética. pode ajudar na. veriíica(.;ão de erros

e na <iualitla<le das .setiuências (B.VNDFJT et. al., 2001; BUDíAáTE; P()LAN.SKEY; .ALLARD,

2004). Segundo (.SALA.S et. al.. 2005), exist.em cinco classes de erros ([uc podem afet.ar a

.staiuéncia. são elas:

Cdasse 1 (ê«-sç sldft) : Em ou mais sítios são mau classiíicados no alinliamento. por

exemplo, 316.K -tio invés de 315.IC': Lê-se a posição errada do sítio no alinliamento,

[)or exemplo, o alinhamento a[)onta 73G e o r(\sult:ido ;mot.ado é 71G: Troca-se a.

coluna durante a pivparação de uma tabela de dados (íigura TS).

Calasse 2 {rrfcivn.cr bias) : Anota-se a l.)a.se da i'(,.4hS ao invés do polimttriismo da

iimostra. Por exemplo, rCTiS: 73A e amostra: 73G, anotando 73.1 tU) iimli de 73G.

Classe 3 (mutação lantasma) : São [xtlimoiãismos incomuns (lue podem aptirectn* nti.

seciuênciadevido ao uso incorreto do seciuenciador. da contaminação no manuseio da

amostra ([>rodut.os bio(|uíniico). É coiLsiderado o estado de degradação da amostra.



• Cla.ssc 1{base iiiisscoriiig) : Anotar errado, niiiua ta.l)ela de dados, a letra do nu-

eleotídeo, troear um niieleot.ídeo [)or um ponto e/ou eoiiimidir uma traiisiyao a.

uma transvemào e viee-\'er.sa. eoiiio ilustra a figura. 18.

• Cla.sse 5 (reeombinaeào ailiíieial) : Combinar líM e HMI de diferentes a.mostras

ax) (letermiiiar o iia.plótii)o de um pei-fil,

l iiia ius[)eeru) gera.i realizada iios dados Afro-Ameiicauos do l>aueo d(^ dados de DNAiiit do

SWXIDAM (CODIS - bBI) apontou uma série de deíieiêneias em relaefm a sua. (lualidade.

Dentre os ii 18 peiiis, foi deteetado eiiieo erros de reeombinaeào artilieial c[ue podem ter

sido oca.sioiiaxlos devido a uma mistura.de a.mostras e ou de materiais em lal)oratório, ou

até mesmo, durante a transeriyão (.los dados (BANDELT; SAL.\S; BRAM, 2Ul)4).

Em Baiulelt, Salas e Lntz-Boiieugel (2001), é deserito um dos erros mais explícitos

eueoutrax.los no baneo do 1-BI referente a eombiua(;ào híbrida de dados iio liaplótipo do

[XTÍU USA.AFrt.0Ü0942 (iue eomíniia o primeiro segmento UM, referido ao liaplogrupo

Africano ldl>. eom o segundo segmeiit.o 1I\4L referido a um liaj)logi"U])o de Nativo Ame

ricanos. denominado Cl.

l lua série de outros erros eomo os da eUusse 1. 2. 8 e 4 já foram deteetados no baneo

do FBI e acredita-se que ainda, existam erros a S(U"em descolxTtos e eorrigidos. Estes erros

\ém sendc) detectaxlos desde o início de 2(X)1 até os dias de hoje nos diversos lia.ncos de

dados de rJNAmt publieados na literatura. A oposi(;ão do instituto naeional de justiya

dos F.l .A ao C(.)DIS, devido a. sua extensa avaliacào solne a. quaüdade e eoníianca dos

seus dados, inil)iu o f 131 na geração de um no\'o e eoniiá.wl baneo de dados <le DN.Aint

nos E.U.A.

A abordagem hlogenétiea é ainda eonsiderada o ponto de partida para uma reanálise

sisl.emál.ica dos daxlos de DNWmt, mesmo levando em consideração <{ue esta ferramenta,

(leteeta apenas, em média, b{)'X> rios erros (SAL.AS et ai., 2005). Ininnei"os erros ((ue são

flilieeis ou (iuas(> imix>ssh'eis de se ol)son-ar a.tra.A'és da. análise íilogeiiéti(;a. pod(>rão [)er-

maneeer lianeo.

De.sta forma, a.lguns dos haplogriipos oeste eiira.sianos. tal como o liaplogrupo H.

[)ossiiem (iua.se nenhum sítio para o (iiagiuástico de H\4 e H\4I (lue facilitaria a detecvão de

reeonil)ina(;ão art.ifieial atravns do seu estudo hlogeiuAico (S.VT.AS et al., 2005). O Mitomap

dalabíLsc (BR.\.NDÜN et al., 2004) tamlxnn poderá .seiair dií a.juda na veníiea(.;ão de erros

a.t.raA'és da sua base de dados de muta(;òes variantes, da ingião eonti"ole. \'alidadas pela

hteratnra.
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Neste eapíiiilo, al;)or(laniüs as [jriiieipais eafaeterístieas do DNAint e suas i)rol.)leináli-

cas eiicoiitradas [xda coiiiuiiidade forense [)a.ra i)roduzii" e gerar dados de peiiis genéticos

de ([ualidacle para serem utilizados em estudos de casos forenses.

No próximo capíl iiio discutirmnos a [)rol)leniática de se alinhar seígiencias de DNAnit

c(.nn exemplos de testes, realizados em ferramentas de análises, para alinhar seciuêiieias

de nucleotídeos como. por exeini)lo, a ferraineiit.a. coinercia.l Se([Scape, bastante iililizada

eui laboratórios de DNA lóionse.



3 Alinhando Seqüências do DNA
Mitocondrial Forense
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'Biolofjíj ('.(Lsilfi li.as yc.ars oj (•xc/l.in.y problcins to luork oiT

Donakl E. Knutii

Esto (-apíl iiio intríxiiiz o coiicoito cio alinliaiiioiit.o cio scíciiiôiioias, oni ost)C'oial o ali-

nhanionto global entro cli.uus sociuôndas, aprosontanclo uni dos inótoclo.s mais utilizados na

compar.-ioAo do so([uc'noias do DNA através da [jrograinaoào dinâmica. Por lim, é donions-

traílo a iirolilomática oncontraxla. iio alinhamonto do sociuòiicias do DNA Mitocondrial no

estudo do casos íoronsos. soc;ao 5.1 o suas sul^socaAos ostào íortoniontc baseadas nc;s

capítulos 2 o 3 do livro Sotulial o Moidanis (1997), no caiutiilo 0 do livro Povznor (2U01)

o nas dissertações do mostrado Ticona (2003), Montora (2004) ...



Cü

3.1 Coniparação de seqiiências biológicas

A C()iiij)ara{.;ã() de seqüências [xxlc ser considerada a oixn^aíjão jiriniiti"V'a mais ini-

purtante na liiolu^ia coinputacional. 1fisicamente, esta oiieracão consiste em encontrar

o maior número de semeliianqas oii o menor número de dii'eren(;as entn^ duas on mais

seiiiièncias. Existe uma Miriedade rle iirobiemas. com diversas formuiai^ües. <[ue iiodein

re([iierer a. utilização de diferentes estruturas de dados e algoritmos para obter uma solução

eliciente ou até mesmo uma (lue seja apenas razoioel.

Lma das liincionalidades na coniiiaração de seqüências ê a. determinaçru) de um a.nces-

tral comum a partir de um conjunto de .seqüências. Por exemiilo, ao comparar seqüências

(,le seres liumanos com a de alguns pi"imatas, é possível descobrir a scíiuência liipotética

de uma espécie ancestral de ambos (^xtinta. .Se duas se([uências possuem um ancestral

comum, elas sào ditas homólogas. É muito [irovável cjue duas seciuências muito parecidas

sejam homólogas, e as i'(>zes, o nie.smo j)ode ser dito em relacào a duas outras seqüên

cias ([ue não sejam muito parecidas, .linda mais. é possível <[ue duas seciuêucias sejam

parecidas imíbora iiúo sejam homólogas.

()s primeiros algoritmos utilizados na comparação de .seqüências biológicas aiiareceram

na década de 70 a.lravês da técnica de luogramaçAo dhiâmica. (NEEDLEMAN; WUNSCH.

1070; S.lNKOtT, 1075; .SMI IH; W.AI Ert.M.-EN. 1081). Post.eriormenl.e, surgiram modelos

heurísticos e piobabilí.sticos. Técnicas ba.seadas no a|)reudizado de máquina como redes

neiirais. algoritmos evolutivos, algoritmos genéticos e sniitilatr.d (uiiimliiuj também foram

desenvolvidas (LEroMPTE oi ul., 21)01).

(.) alinha.ment.o de se([uêneias, o qual é formalmeiit.e denominado a. comparaçáo de

seiiuéncias biológicas, tem um papel central na era pós-geiiomica. Lecomiite e colabora

dores (LE(.'(.)MP1E oi ai.. 2001) a[)ont.a.m a.lgumas inlórmaçòes olitidas a partir do resultado

de sua análise:

• Determinaçáo ila função biológica mediante a homologia entre seqüências

• Busca de padrões conserxui.los ao longo ria evoluçáo ([ue podem ser\'ir como pistas

para encontrar estruturas consen-adas, sinais de localização ou resíduos funcionais

(lue podem descrever uma. família ou subfamílias de proteínas.

• Estudos evolutivos para. delinir relações lilogenéticas entre sequênchis.

• Organiza.çã.o dos domínios dentro de uma família, [irotêica.
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• Coiiytruyao da estri.it ura molecular a partir do aliiiliamento (ie iiueleotkleos com

uma prot.eíiia de est riit ura coiilieeida e. {•oiise{[ueiit.emeiite, det.ermiiiar a sua. liiiieao

biolójj;iea.

km se trata.iido de comparar seciuéncias de DNAmt para estudos de casos forenses, é

levado em cont a, neste traballio, a seguinte sitmicào:

• Teremos duas se<|iièncias comi)ostas [)elo mesmo alfa.l)et.() (A, G, T, (J e/ou N),

ambas com c[uase o mesmo tamanho e possuindo algumas centenas de pares de base.

Sabemos ({Lie as duas seqüências são muito similares, apresentando apenas algumas

difereiK/as isoladas, tais como: hiseri/òes. dele(/òes e sul;)stitiiicòes de caracten^s. Cã.)ni

isto. nosso oljjetixo .será o de encontrar o menor número de diferenças entre duas

seciuèiicias através do ainiliamento.

A próxima seção a.presenta os principais métodos utilizados na. comparação de se(|uéncias

l.)iológicas.
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3.1.1 Alinhamento de seqüências

Esta Sívào (Icsciwo os iiiét.oclos iiiais utilizados iia ('oiiipa.ra(;ào do duas so([uôiicias.

Es[)ociiioaiuout(', o objol h o ó oiiooiitrar o moilior aliiiliaiiiouto outro olas.

Xa [)rátioa, podorào aooiitooor diversas vorsòos desta [)rol)ioiuátioa. iia. (pial dopoiidorá.

se ostaiuos interessados em aliulia.r as se([uêueias por iiit.eira ou ajKUias suas sulísequêiieias.

A i)rimeira. deíiuiyão le\'a ao eoueeito de uma eom[)ara(;ão glol^al e a se}i,'imda ao de uma

(•omi)ara(;ào locai. Ta.ml)ém poderá aeoiit.eeer uma t.ereeira prática de eompa.raeáo. cujo

objcti\'o é aliuhar os prcíixos c sulixos entre as duas seqüências. Denominamos esta

líTceira. deíinieáx) por eomparaqáo semiglol)al e explicaremos cada uma delas na seeáo

d. 1.3.

Aliiilia.r se([uêneias é colocar uma. se(|uência sobre a. outra., de 1'ornia (pie a. eorres-

poiK.lêneia entre elas íiciue clara. Por exemido, eonsi(.lere estas duas scíiuêneias de DNA

onde t é a s(H[uèneia. (pie desejamos comparar, a se([uèneia de amostra, e s a. seipiêneia de

rerereneia:

/ - GACGG.vrT.vc:

s = GATCGGAAEVG

Aml,>as as se(piêneias sáo muito parecidas e dilerem em tamanho por apenas uma

posãpio. Ao alinharmos e.stas duas seipiêneias suas diíereiK^as íiea.m a.inda mais nítidas,

como p(xlenii.)S \ er:

í = G A - C G G A T T A G

>( = G A T C G G A A T A G

Aik')S o alinhamento de .s- e t verilieainos (pie as únicas dil'eren(.;as são a])enas a delei^ão

de um T ua scípiêiieia de anurstra e uma substitui(;ào, ou mudança de base, de A i)ara T,

na (piarta eoluiia., leiido-se da (iireita para a e.S(p.ier(.la. Foi inserido um ijaj) ua se(p.ièueia

de amostra para e(pia(;kniar ixaTeitaniente as bases ent.re as duas sixpiêneias. ta.iit.o antes

como depois do (/(//>.
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Coiii o exemplo cio aliiiluimeiito acima, podemos validar a variax;ào iio tamaidio entre

as duas se(ineiicias pela iiistavao do yd/p. Desta toriiia, o aliiilia.meiit.o é deíiiiido coiiio

sendo a insei^-ão arbitrária de yap^ ao lon{J!;o das posi(;ões das seqüências para (lue elas

se tornem do niesmo taniaiilio. Ao termos as rlnas s(H[nências em tamanhos iguais, (das

po(.lerão entào ser posicionailas. uma sobre a outra, criando assim uma c(.)rrespondència

eiií.re seus caracteres e (japs. A inserk^áo do y<ip [)ode ser posicionadí.) tantí.) no come(,-o,

no meio ou no tini das se([uèncias de íbrnia a não ter yap,s alinhados.

3»1.2 Esquema de pontuação

Dado o alinliamento entre duas stapièncias, o pr(')XÍnio passo a. scu" tomado ('̂ vcadfica.r

o grau de similarirlade deste alinhamento através de um sistema de pontua(;ão.

Cada coluna, do alhihament.o irá na-eber um certo va.lor e o valor total do alinhamcaito

será a soma de todos (^s \'al(ares designa-los ás colunas, de acordo com o seguinte esciuema

de pontuarão:

• Caracteres oa pares de tuise iya.ais t> Indica a. oconvncia. de um Vasament.o" ou um

inatch entre o caractere de cada scíiuência, na mesma i)(.)SÍ(;ão ou coluna: valor I 1.

• (\iraeteres ou pares de ba.^e didiiUos o Indica a (X'orrência de uma substitui(;áo de

l)a.s(.'s <.)U um nilsaiaíeli entre o caractere de cada se([uéncia, na m«.'.sma píjskgk.) (.)U

coluna: valor -1.

• Uai yap t> Indica a ocorrência de uma. del(\-ào ([iiaiido o yap estiver [iresente na

seíiuência t\ uma inseiváo, caso o yap esteja i^resente na seíiuência .s: valor -2.

Dentre as ptassibilidades <le alinhamento entre duas seciuências, o melhor deles é aquele

(pie apresenta o indor niáxlnio pont.uado, ou seja, aipiele com o maior grau de similaridade

ent.re as bases.

Considere as se(iiiências .s- (ATCCGATJ e t {ACCAAGT}, as figuras 19, 20 e

21 iliLstrani trens exemplos de {lossíveLs aliniiamentos enti-e elas. Utilizando o esquema de

I)ontua(;ão acima., o melhor alinhamento é o ilust.rado na ligiira 21 cujo valor inúmaa é



ATCCGAT-

A-CGAAGT

PÍ,l!,UrU 1 Alinhamento entre s e í com iniloi' iinhitno tie: 3•1+ 3•—1 + 2• —2 = —•!.

ATCCGA--T

A - - C G .4 4i G T

1" iuurcl 2()l Aliníiamenio entre s e ( com vuÁor indxittiu de: 5 •1+ O• —1 + d • —2 = —3.

ATCCG A-T

A-CGAAGT

Figura 21: .Vlinliamento entre s e t com milor inújim<t de: 4•1+ 2•-1 + 2•-2 = -2.

G4



3.1.3 Tipos de alinhaineiito de seqüências

Nesta s(\-:u), desereveremos, l)revemeiite, os tres tii)os de aliiiliameiitos mais utilizados

na literatura, bles são: o aliuhamento global, loeal e semiglobal.

Alinhaineiito Global

O objeth'0 do aliuhameuto global é aliuliar todas a.s posições da seíiuêneia s com todas

as |>osieòes da. se([uõiieia. t. Por {>xempio:

• Dado as síaiuãiicias .s {(.lAAGGATTAGJ c / (GATGGGAAG);

• Temos o seguinte aliiiliameuto glol.)al:

GA TCGGA--AG

GAA-GGATTAG
Com o valor múxiiit.o de: 7 • 1 T 1 • —1 + 3 • —2 - 0.

Note <iue laxlas as jjosiçòes de ambas as seciuêueias foraiii alinhadas eom sucesso.

Alinhaineiito Local

O ol;)jetTo do aliuliameiito local é alinhar uma subcadeia de s com uma subcadeia

dc /. A pontuarão c calculada apenas sobre a região onde as subcadeias estã.o alinhadas.

Por exemplo:

• Da<lo as sr(iuriicias s = {AAGACGGj e t = (GATCGAAGJ:

• T(anos o seguinte alinhamento local:

GATCGAAG

AAGACG
Com. o valor máximo de: 3 • 1 + O• —1 + O• —2 = 3.

Lste tii>o de alinhamento 6 utilizado ao coni(>arar grandes seciuências de DNA ou

(luaiido duas proteíns compartilha.m um domínio comum. É ta.ml:>ém utiliza.do para com
parar sequcMicias com menor gi'au de similaridade.



CG

Aliiihaiiierito Seniiglobal

O t)bj(:th'i) do aliiiiiaiiioiito soiuigloha.l tom o iiiosiiu) [)riiicí[)io do aliiiiia.iiKüito glolaal:

(;om{>arar dua.s í^o<lUÔncia^s i)or inteira.. Ma.s, no alinliaincnto .soinigiolxil, todos os (jap^

oncontrados na ('Xtroniidad(> da sí^inoncia sào ignora.dos no cálonio da pontuarào.

Os (jiips da cxtivinidado são a<iucl(.\s ([uo estão loealizaílos antes do primeiro e bu

depois do nltimo eara.et.(Te na setinència. Por exemplo:

• Dado as se(niências .s- {GACGACTTTCCiVTTj e í {GATCGTCC);

• Temos o seguinte aliniiainento semigiolml:

GACGA-CTTTCCATT

GATCGT-CC
Com. o valor iii.új iiao de: 6 • 1 + 1 • —1 + 2 • —2 = 1.

Este tipo de aliniiainento é geralmente utilizado quando se eonii)ara seiiueneias de

laniaiilios diviagentes. Sendo tamiiém bem empregaxio na loealizai^-ão d(> genes similares.



3.1.4 O algoritmo de aliiiliameiito global

Uniã <la.s abordagens [)ara se eoíiii)utar as similaridades entre dnas seíiueneias seria

g(a"a.r todos os a.linlianientos i)ossíveis entre elas. depois, analisar eada. nm dos resultados

e. em segnida, eseollier somente um deles eomo sendo o melhor alinhamento.

A seguir, a|)resentaremos o algoritmo utilizado neste tra.balho baseado na. técnica de

l)rograma^'ão dinamiea. Ksta técnica consiste em ivsolvei" a instância de um [)rol;)lenia

a.proveitando as solu(,-òes já conii)utadas e resolvidas de outras instâncias menores do

mesmo |>roblema. Por exem()lo; dado duas sec[nências s e t, ao iin'és de determinar suas

similaridades, considerando o tamanho de suas secpiéncias por inteiro, são determinadas as

similaridades entre prefixos arlntiâirios das seqüências, utilizando a resolução de i^eciuenos

preíixos [)a.ra resolver [aetixos maiores. Neste tral)alho, cada base nucléiea da, seqüência

reiaesenta um prefixo.

Considere ///. o tamaiilio da. se(|uéncia .s. e //, o tamanho da. seqüência /. Irà.o existir

III + 1 [)ossn-eis preíixos de .s e ii + 1 possíveis preíixos de t. Assim. j)oderenios arrumar

nossos cálculos como uma matriz de (iii + 1) x (?/ + 1) onde a entrada (âj) contêm as

similaridades entre .s[l../] c t[l..j].

Exemplilicaudo, a íigura 22 ilustra a matriz correspondente a .s = AAAC' e / = AGC".

Colocamos .s ao longo da. margem vertical à esígieirla e f ao longo da. margem horizontal

acima para íácilitar a visualização dos preíixos. Notem ífue a primeira coluna e a primeira

linha são iniciaÜzadas com niultii)los da. penaÜdade do (jap {-2 para. o nosso caso). Isto

justilica o lâto de c[ue só poderá existir um único alinhamento i)ossnx'l, caso alguma das

se(|uências est.eja. vazia.

Ao começarmos a preencher a matiiz, obsen'amos ([ue podemos computar o Milor j)ara

uma entrada (i.j) ao repara.r três entra.das prévias: aquelas por (?' —1, j). (/ —Kj —1) e

(/, j —1). devido ao lato de ciue só exiteni três formas de S(í obter um alinhamentíj entre

e /[l..j]. e cada um deles utiliza um desses três resultados prévios. Portanto, para.

ineencher a matriz e conseguir um alinliamento entn^ .s[1..7j e t[l..j], teremos uma. das

seguint(.'s oi)çóes para e.scolhei"



• 1 •1

•2

\
\.

-1

•2

I

• 1

\
-1 ]

1

Fij^l.iril 2'2l Mardii !',era(la [)ara computar aliiiliameiitos ótimos.

• Aliiiliai" coiii t[\..j —1] (' casar f[j] coiii mu (jap.

• Alinhar .sfl../ —1] com —1] c casar s[7j com f[j].

• Aüiiliar .s[1..7 —Ijcom /[F-jj c casar .s'[?'] com mu <j(ip,

C'oiis<H[ticiit ('mcut(', a busca j)cia similaridarlc c realizada at ravés da. seguinte íbrmula.:

GS

.S7m(.9[l../], - ]]) - 2

.s/"m(.s|l..?J. /[l-jj) = rnax ^ ó™(.9[L.7: - 1], - ij) p{ij) (3.1)

.s?m(.s[1..7' —Ij, t[\..j\) —2

A finK^àx) pii.j) retorna I1 caso .9(7] = t[jj, e -1 caso .9[7| 7^ /[jj. (As valores de p{i,j)

estíw> escritos 110 cauto escjuerdo supeiior das caixas ua figura 22.

(3 preenchimciit.o da. matriz nào [)recisa. seguir uma. ordem específica. Ela. poderá ser

preenchida liulia por liulia, coluua por coluna, da esquerda i)ara direita, de cima para

l)aixa e vic(^A'ersa, contanto (jiie a restriíjão da í"unçào de similaiidade, descrita acima.,

seja garantida.

Fiiiahneiit.e. as setas iliistrarlas ua. figura. 22 indicam o caminho de orig(mi do valof

iiuíjiiiio gerado de acordo com a função dc simifaridadc. DcuomimaiKfo a matriz da

funçào de similaridade por a, temos (puí o valor de a[l,2j Ibi olh.ido a. partir do ma.ior

valor gerado dentre os seguintes valores rfa função de siniila.ricfade:
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a[l,2- 1] -2

r/[l, 2j = niax a[l - 1.2- l] + p(l, 2)

[ a[l - 1,2] -2

O maior \alor ol.)ticlo pela. tuiirào dc similaridade \'em da posi(;ào r/jl, 1], com \a.lor de

—1. {[lie será. o dado de entrada [lara. a [losã^ào {7.[1,2], como ilustra, a si^ta iia. ílgiira, 22.

Ao preencliermos toda a matriz com a iitiliza.{;ão da tlm(;ã.o de similaridade, estaremos

íiiializando o [irocesso de calcular toda.s as siinila.rida.d(\s entre as duas S{H[uéncias. A

seguir, realizaremos uma lnisca para encontrar o alinhamento ótimo entre elas.

As setas da hgura 22 a.juda a. visuahzar a busca, [lela constriKaáo do [)roc{^sso do

alinliamento (átimo. () primeiro i)asso é conie(;a.r lendo iielo fim da matriz, ou seja. a partir

fia última entraria, (in. ii) e seguir as .setas até ([ue elas cliegiiein a entrada (0.0). Ca.da. seta

corresi>onde a comi)aracào de uma coluna do alinhamento a ser geraclo. C."onsiderenios o

seguinte lato:

• Temos uma seta saindo da entrada (õ j).

• A seta a[)ont.a. [lara a. liorizonl al: ela coiTe.s[)onde a uma coluna do a.linlia.mento com

um (ja]} em .s, casado com uma ba.se em t[j].

• .\ seta a[)0uta. i)ara a vertical: ela corresponde a uma coluna do alinhamento com

um (fdp em /. ca.sado com uma i>a.s(í (un .s[7j.

• -A seta ajaiiita iia. dire(;ão dia.goual: ela corivspoude a uma coluna, do alinhamento

(Jiide as ba.ses de .s[/] e t[j] se ca.sani.

Como já explicamos no início do capítulo, [loderào existir vários ahnliameiitos (átimos entre

duas seí[uéucia.s. Ao percoi^reiiu.is cada entrada da matriz em Intsca deste alinliamento,

poderemos nos de[)a.rar com três ramihcacòes diíerentes de acordo com a direc-ào das setas.

A cada. escolha de uma. das três raniihcaçíáes, estaremos gerando um novo alinhamento

(átimo.

Por exem[)lo. na ligura 22. iniciando a buscapela entrada <7,['1,3], só t(ínios um caminho

a [lercorrer. a .seta na diagonal fiue nos leva à r/,[3, 2]. Nela, temos outras duas ramihca(;(áes:

uma com a seta. [lara a vertical, em ding-ào à a[2,2]. e uma. outra seta para a dia.gonal-

eni dire(;áo à a[2.11. (á.)utiuuaudo o trajeto i>or a[2,2] até o nosso destino a[0, ()]. geramos

o seguinte alinhamento ótimo ilustrado na. hgura 23.



AG-C

AAAC

rossúfl alinhamento ótimo obtido atraW^ da matriz^ ilustrada na ligura 22, passíuuloi>or a[4.3] —• a[3.2] —

ü!2.2i ^ a[0.0,.

3.2 Inconsistência no alinhamento de seqiiências de DNA
Mitocondriai

A i(l(ia da canu-r.tqizar [)aríis da sa([iitaiaia,s da DN.Viiit liiiiiiaiu) atravás da aoiiipantaào

(ia uma sa(iU("Miaia da aiiu^stra aom uma saquàuaia paílrào. a rCHS. tam «ido da graiida

valia, pois, dast.a maiiaira, provamos da uma liiiguagam aomum [)ara dasaravar as varia.a(X'S

obsarvatlas nos parlis da DNAmt humano das poi)UÍaaòas.

As ragras da iiomaiialat ura, [)a.ra anotar as difaraiKjas antra uma S(^([uânai:i tia amostra,

a a. satiut^^naia rCdhS. já Ibi^ain (lasaritas nas sa(;()as 2.7 a 2.12. Mas, ancjuanto astas ra-

comandatAos da iiomaiiaiatiira attaidam a. maioria, das situa.(.;(7(\s aiiãontra.da,s tuii astiulos

pttpulacionais da. ragião controla do DNAnit, ainda, a.sshn existam a.lgunias outras situa-

(.7>as mais aom[)laxas onda saiA praaiso um tratamanto mais axi)líaito no alinliamanto (ia

suas sa([U( '̂naÍas (BUDOWLE; DIZL\NO; WILSON, 1999; TULLY et. al., 2001).

O alinhamaiito antra satiucMiaias da ÜNAmt, ralativas a rCH.S, (lawrá sar padronizado

para.(pia amostras idcaiticas .sajani analisatlas da niasma forniii.sanàt) difaríaitas laborattórios

ixxlarão aaraatarizar difarantamanta uma inasma satiuância.

Masmo aom a mat.odologia utiliza.da. no alhiliainanto da stspiáncias, já aonsolida.da.

|)ara a gara(;áo (ia varia(;(X.'S antra alas. ainda axistam sitinujõas onda pO(iarão oaorrar

a.lt{n-nath'as da insan^-ias a dalatgxs, iirovocando a. inconsistância. na. anota(,;ão (^los poli-

nitirtismos antia as saípit^naias (SAL.AS; LAREU; CARRACEDO, 2()()1).

Em A ilson at, ai. (2002) sao propostas raa.onianda(;(X'S adiaiona.is para. garantir a coii-

sistância no alinliamanto <.la sa(p.iC'naias da DiXAint ixira sua utiliza(;ão am aplica(;(3as tia

ljaiK-(bs da dados íbransas a na aompara(;á.o de perfis. É abordado uni alinliainento basaa.do

no aontaxto íiloganáliao. ul.ilizantlo dilarantas prioridades [)a.ra transitpáas, tran.svars(7as,

insar(;õas a dakvòas, masmo ((ua astas nao reflitam o sau maaánismo biológia(4 natural. As
aompliaa(.;òas aoma(,;ani a. surgir (piando ancontranios dois ou mais alinlia.inantos ibtiinos.



3.2.1 Problemáticas do aliiiliaiiiento

A seguir aprescuilareiiios uiii liúiiiero de exemplos ([iie [)nssaiii por uma. iev(^ revisão

na estratégia do aruiliameuto de s{H[uéueias do DNAmt eom a se<:[uèneia i)adrão, a r(./RS.

São olm'rvadas diwi-sas iiistaueius do alinhamento onde cada uma deUus a|>resenta uma

diferente (.•ararícrizarào para o perfil de DN.Vmt da se(|uéneia em análise (WILSON (*(. aL,

2üOl>).

Exemplo 1

tina peiiuena reiietiyão de l^inueleotídeos é encontrada na região controle do DNAmt

liuma.no príixiino ao g<'ne xTlKA-pliríitjUiíafi.itir. (BODENTEIOH <'t. al., 1992). :\. rORS con

têm cinco rei)eti(,;ões de AC, e indi\ i(.luos na populax^ão apresentaram ter de três a sete

repetieòes, Nest.e exemplo 1, verilicamos uma variarão de t.ransicão d(> G-.V na. posição

ãlA

Amostra;

rCRS:

Posição:

AC C C A A CACACACAC CG CTG

ACCC A G CACACAC AC ACCGC TG

510 520

Exciiipk) i: sp(nii'ucias a seieni alLoiiaxIas.

O alinhamento Ia ilustra um possível alinhamento entre as dua.s seciuéncias indicando

a. delceão rio l)inucleotfdeo AC.

Amostra:

rCRS:

Posição:

ACCC A A CAC AC ACACÍC --G CTG

ACCC A G cacacacacIa C C G CTG

510 520

Alinliamento Ia, com trcs clileren^as; .7>i:3.\., .T>210, .T>22l>.

Pode-se eliminar a transição inserindo dois (japs na se(|uência de amostra, de acordo

com as recomendações 1 e 2. geraiirlo assim o alinhamento Ib.

Amostra:

rCRS:

Posição:

ACCCA--ACACACACACCGCTG

ACCCAGCACACACACACCGCTG

510 520

.Vlinlicunoiito Ib, coni duas diferenças: 0(4U.
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O aliiiluuiiciitu Ia paixlc k)}i,o lui rccoiiiciiclayào eoiii uma cliferciic^a a maiy ao aliiiha-

üioiito il), sondo oiilào, osl.c úll iiiio, o aliiiliaiiioiit.o mais ado{[iiado, com as suas dilcrciicas

anotadas: õl3D, 51ID.

Exemplo 2

A \'afiacão do l:)ascs dentre uma região de repetic^ào afeta consideravelmente a con-

sistencia do aliniiaineiilo. r\)r exdnplo, o aliniia.inento 2 ilustra, uma. transi{;Ao C--T na.

l)osicã.o 511 (lue precede as repetições AC.

Amostra;

rCRS:

Posição:

ACCCAG T ACACACAClCG C TG

ACCCAG Ç,ACACAGACAC C G C TG

510 520

i;xeni|>lci 2: setiuencias a serem alinhculas.

O alinhamento 2a resulta em duas deleções: 51 lü, 515D, seguido de uma transição

5k;t.

Amostra: ACCCAG-- T ACACACACCGCTG

rCRS. ACCCAGCA C ACACACACCGCTG

Posição: 510 520

.Vliiiliainentt) 2a, com ires dilereuvas; ">i4D,

Xeste ca.so, utilizando-se as recomendações 1 e 2. o T poderá ser posiciona.flo em

a.mlK)s os lados da. repetição. Posicionando-o antes das deleções, estas passam a fazer

l)arte da iepetiçã.o AC e assim, a incomendação 3 é aplicada no alinhamento 2b. C.ãuso a

tra.nsição seja posicionada depois das deleções, estas então passam a nã.o ser encontradas

dentro da repetição e a recc.imeudação 3 não poderá ser aplicada (alinhaiuento 2a).

Amostra:

rCRS:

Posição:

ACCCAG T --ACACACACCGCTG

ACCCAG ACACACACACCGCTG

510 520

.Vlkiliameuto "Zb, com três diJereu<;a.s; ÕÍ4T, .ji.jO, .r>i(iD.

De acordo cc^iii a recomendação 3. as iiLsercões e díãeções de\'erão ser posicionadas

o ([uanto po.sshnl axj fitii da 3' mantendo o mesmo número de diferenças em relação a
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rClíS. l^ortaiito, o alinliaiuciito 2c- 6 o preferido, eoiii sua.s difereiieas anotadas; 51412

523D, 524D.

Amostra;

rCRS:

Posição:

AC C C AG T ACACACAC--CGCTG

ACCCAG C ACACACACACCGCTG

510 520

Aliiüuunetilo 'Jc. com trcs clilerenijas; Õl-IT, Õ'2:^L), .>2-lL).

Exemplo 3

Xeste exemplo. ol)sen'a-se uma. ti-aiisicjão T-C na posieão IGiSO, dentre o e()mi)riniento

le eitosinas (p(.)ly-(') e a si.ibstiti.iieão de uma transversão \-C na posieão 1Í)I83.

Amostra:

rCRS:

Posição;

A AA C CCCCC C|C T CG GATG C T

A AA A CCCCC C C C ATG GT

16180 16190

Exemplo .se(iiièucia.s a .semu aliuiiadas.

l'm po.ssi5'el alinhamento desí.e [xtUI. em relação a rCRS. mantêm os dois T a.linliados

iK.) centro em meio ao poly-C, como ilustra o alinhamento 3a.

Amostra: A AA G GGGGGCGTGGG-ATGGT

rGRS: A AA A GGCGG - -TGGGCATG CT

Posição: 16180 16190

Alitiliojnento ai, com cjiiatro clircren<jas: Í018:3C', lOlSDO. lOlDOO. lOlDoJ'.

O alinllamento 2,a resulta em ([uatro diferenças, uma transversão e três indch. .lá o

a.liiihamento 31) resulta, em apenas três diferenças, sendo este o mais adecjiiado.

Amostra:

rCRS:

Posição:

A AA C

O
O

O
O

O

CTCCGATGCT

A AA A ggggg|t G-GGGATGGT

16180 16190

Alinhamento com ires diferenvas: ItilSX". llilSDC, IhlDU-L i"
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Portanto, a.s (litemiya.s gcraclay a partir cio alinliaiucnto -ib são uma ti'aihsvci>;ao, uma

transirão uma insrrrào: i(3183C', iOiSOC", iCiOü.iT .

Exemplo 4

.\rstr rxrni[>lo, trinos a. ororrônria dr uma transição C-T na posição 16179 ciur prrcrclo

a primeira i)a,se A ua |)osirão 16180.

Amostra;

rCRS:

Posição:

T T AA C C CCC T c c CCC ATG CT

T Ç A A A A CCC Ç c T CCC CATGC T

16180 16190

i;xenii>lo -1; swiueiicias a sírom alinliatlas.

\eremos (pie existem duas maneiras de alinliar essa seciuêiieia. em re]a(;ào a rC/RS,

com o mesmo número de dilerem-as.

Amostra: T P AA--CCCCCTCCCCCATGCT

rCRS: T C AAAACCCCCTCCCC-ATGCT

Posição: 16180 16190

Aliniuvmento-Ia. com iiuatro Uiierent,as: KjlTDr. H>iy21), 10Í83D. lOlD^-lCr

As (luatn.) diieren(;as no alinhamento Ia são uma transição 161791". duas dehvões

1G18'2D, 1G183D e uma inserção 1G193.1C .

Amostra: T- --|T|A ACCCCCTCCCCCATGCT

rCRS: Tc aIaJa ACCCCCTCCCC-ATGCT

Posição: 16180 16190

.VlLuliamento 4b, com tiuat.ro düereuças: iüiSiT, KiiSüD, Kjiirm.'

O alinlianieiito 11) resulta em uma traiisversão .V-T (1G181T), duas deknòes (1G179D e

1618UD) e uma inseinào (16193.K'). Já o alinhamento Ia possui uma transi(;áo (16179T)

ao inv(''S de uma. transversão (1G181T), roíno é visto 4b. Portanto, de acordo com a

recoiiieiidaíplo 2. o alinliaineiil.o ia é o mais aclc(|ua.do.



Exemplo 5

Coiisidcn' as duas s(X[uân(:ias abaixo:

Amostra: AAACCCCCCC C c G c

rCRS: AAACCCCCCC L C Ç CCCG C

Posição: 300 310

Kxi'itii>1o õ: scciuencias a seroin íUinliatlas.

leiiios as sei^uiiitcs estratégias de aliiiiiaiiieiito:

Amostra:

rCRS:

Posição:

AAACCCCCCC qc GC
AAACCCCCCC t)c CCCCGC

300 310

.Vlinliamento ãa, com cmco ililereavAs;

Amostra: AAACCCCCCC-- C C G C

rCRS: AAACCCCCCCTCCCCCGC

Posição: 300 310

Aliiiliainemo Õb, com cjuatro direren<,:as: dUÍ)l). JIUD. ^jllL), •312i).

Amostra:

rCRS:

Posição:

AAACCCC CCCCCGC

AAACCCCCCCTCCCCCGC

300 310

í •)

Aliuliamerito xx com (iiiatro clilerenças: 3071J. 303L), 3U0L).

A princípio, o alililia.íiiento ba aparenta ser o mais ade{[iiado com cinco dii(Tenças em

relacào a- !'( 'itS, com uma transirão T-(' (310) e mais quatro deleções da. posição •>12 até

a. 314.

Porém, existe a [possibilidade de outros aliiiliamentos cjue resultam em apenas quatro

direrencas, õb e õc.

O alinliameiito bb organiza suas deleyões de lorma contígua no fim da 3' a.|)ós o T

deletarlo na. [losicào 310. Outras estratégias de alinhamenl.o arruma.riam as deieçòes de

uma forma não contígua e portanto, são de.seart.a.das.



•lá o aliiiliaiiKMito •'jc iiao üixaiii/a .siia.s clclcyòcy coiitíj2,ua.s ao tiiii cia 3' 001110 6exigido
pela ree()iii('iid;i(,;a() 3. sendo eiitilo o aliulia.iiieiito 51) o mais adequado.

Exemplo 6

Algumas se(|ueiieia.s de DNAmt. exibem a.té seis d(4(\-òes de i)ares de l)a.se 11a região
eoiitrole em 1I\ II, Esta região inicia na posi(;ão 98 e vai até a posieão 111. eomo é ilustrado

alia.ixo.

Amostra;

rCRS:

Posição:

CTG G AG C AC C C

CTG GAG C CG G A GCACCC

100 110

exemplo ü: seiiuencicxs a serem alinhatlas.

Exisl.em apenas duas formas potenciais de alinhamento eomo ilustram os alinlianKmtos

(ia e ()1).

Amostra:

rCRS:

Posição:

CTG G AGCACCC

CTGGAGCCGGAGCACCC

100 110

.VliiiLiímient.o (jíu, com seis clií'ereuvíi-s; 1U2D. laiD, iüJD, iOôD, iOGD, iUTi).

Amostra: CTG G AG C - ACCC

rCRS: CTGGAGCCGGAGCACCC

Posição: 100 110

Alinti.uTiento Gl.), com seis dileren^as: lüõD, KXjl), 1U71). lüSl), lüDL), IlOO.

O alinliaiiiento (ia rc^sulta em um total de seis dilérenyas. No entanto, o G pode ser

organizado em ambas as extremidades das delívões eontíguas ou até mesmo no meio.

IGrém, as dcieções podem ser movidas para o íim da 3' gerando o alinhamento 01), sendo

este liltimo o mais adeijuado.



Exemplo 7

Em ai^^iiiis casos as dciccõcs dciiioiistradas iiu exemplo Gpoderãoser diferentes. Duas

sul)stit.iiiyòes (,le i)ares de l.)ase TC nas posu;ões 9G-9T é a.eonii)anliada de seisdele(;ões, leve-

nunite niodiíicadas do exemplo C. .Vs seiiuèneias aliaixo iniciam na. posi(;ã.o 96 e tiTininam

na posição 114.

Amostra;

rCRS:

Posição:

AGATCCTGGAGCCCCC

A G A CG CTGGAGCCGGAGCACCC

100 110

lixeiiiplo 7: so(|uciicLxs a somu aüuhaxias.

Na primeira inspeção, o alinhanient.o 7a poderá a.i)a.rent.ar ser o melhor alinliamento

(Je acordo com as reconienrlaçOes. lã^iréni. as Indds são preferidas em relação a transi-

(;òes e transxersòes. Assim, o alinliamento 71) residta em dois iu.dds ao invés de duas

substituições, como é ilust rado abaixo.

Amostra:

rCRS:

Posição;

AGa[Tc]C TGGAGCC - CCC

A G AiÇ_G CTGGAGCCGGAGCACCC

100 110

.Uüüiameiito 7a, cx.in oito clLferaii(,as: DíiT, ;)7(J, L()7L>, ÍÜ8D, iO'.)!), LillL), iüD.

Amostra: AGATC-CTGGAGCC - - CCC

rCRS: AGA-CGCTGGAGCCGGAGCACCC

Posição: 100 110

Aliiihaiwiito 7b, com oito Uirerenvas: a^.l 1", Í)7I), UX>I>, lUüD. U)7D, U)!íl>. lüí)l>, ilüJ).

Ao c<.)utrári(.) de uma eouil.)inação de transição traiisversão. o alinhamento 71.) ivsulta

na inserção de uni T (95.IT), .seguido de uma citosina e depois, seguido de uma delação

na posi(.;ão 97. Portanto, o alinha.ment.o 7b é o mais aflequa.do.

As reeomeudaçòes e os exemplos ílemonstrados, nesta seção, tem como iiropósito

reiinar e padroniza.r o trat.ameiito de variantes do DNjVmt humano para ser ut.ilizado pela.

a comunidaíle forense. Estas [iráticas tem como o oi^jetivo a.judar. a comunidade forense,

a. manter e gerar banco de dados de alta (juahdade e, com isto, possiliilitar a comiiaração

d(7 [terlis a. serem inteipretados em estudos de easo f(.)rense.
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3.2.2 Ferramentas para o alinhamento de seqüências

(.) í)l)j('t ivo (lesta se(;:K) ('' descrever algiiiiias íerraiiiéiilas eiieoiitradas ua literatura (.iiie

aJuihauí se<[iieiieias de DNA. Demouslra.reiiios a inviabilidade do uso destas íerra.nieiitas

eiti esti.id(.)s de caso loreiiscs. csiKriuhueute eiii se tratando da análise de se<iuèiieias do

DXAiiit eiii eonipara(;ào eoiii a se({U(''iieia de reíenaieia. a rCTiS.

Por idtinio, ainda deuionstrarenios ([Ue o uso da ierrauienta eoinereial de aliiiliainento

o Se(|Sea[)e {A[)piied Bios>"stciiis), eiijo pr(.)p(>sito v a. sua. utilizaeáo espeeííica na. análisede

seciuèneias loivnses, tainljéni apresentou delieiêneia (luanto ao alinlianiento de seíiuèiieias

de DXAint, na geraeào de seus resultados, para serem armazenados em i)ancos de dados

forenses.

A maioria das ferrament as aciui cit adas poderão .ser encontradas para uso (rnliuc ou

para doLcnlvad atitoes do portal de bioinformátiea da Earopmn Bwiiiforffiatic-':! lustitiitc

(EMBL-EBI, 2()()5) (ligiira. 21).

Ao ae(^;sar a seeão T(Kdho,r. no [)ort.a.l do EBI. o ^eiietieista .se de[>ara eoiu uma grande

v.iriedade de ferramentas. Elas est.áo orga.nizadas e agrupadas, em diferentes categorias,

de acordo com o seu t ipo de funcionalidade.

É import ante salientar cpie a categoria, cgie nos internssa, e (lue está mais relacioiia.da.

com (> foco desl.e traba.llio. é a da "Sc(JiLc/icr AiKdijs/.d'.

A[)esar das demais cat.egorias est.a.rem relacionadas com a predicíU) de fuiuAos ou

estrut uras de [)roteínas, cuja. utilidade não ai)ra.nge o oi>jetivo deste tral)allio: a maioria.,

seiiao todas, possui, como l)ase, a fuu{;ào do aliiiiiameiito de setiuèneias, o íjue poderá

confundir o usmirio íinal.

As cat.egorias são:

• Siiiiilarity & Hoiiiology: Este grupo apresenta mais de 15 fei'i'anieutas cujo pro-

p('>sito é o d(í comparar se(|u7aicias de nucleotídcxjs ou de proteínas contra os di\'(usos

l:>aiu;os de da.dos, ua luternet, em busca de similaridades entre as se([ueneias. Ke.ste

grupo, podemos encontrar algumas das ferra.mentas mais conhecidas como o Blast

e o Easta. Auil;)as p(.)ssuem di\'ei'sas ferranieutas para diferentes funcionalidades,

t)o!- exem|)lo: o WU-DlastB é uma ferramenta de alinhamento local c l)i.isca, para

encontrar regiiães de .similaridades de .seciuímcias em bancos de da.do.s niicEicos ou

de prot.eínas (figui'a 25). dá o Easta apre.senta duas ferramentas independentes onde

cada uma execut.a uma. funcionahdade diferente como o Fa.sUi. Nucleutida e o Fasta



ProleiiL (.IcMilrc iiiuilas uiitius. ()bscr\c que na ligura 25 atú niesnío um genetieiyta.

('X[)('iieiil(' poderá se i)assa.r |)()r um usuário leigo ao se deparar com os diwrsos tipos

de eoüligurayões ([ue podem ser estabeleeidus para. uma determinada tarefa em ([ue

ele esteja em busca.. N'ota.-se lácilmeiite ([iie a maioria dessas opç(5es de coiiligura-

cac.) ná.o estáo diretamente relacionadas eoni os eoneeitos de l)iologia., o ([Ue i)oderá.

diíiciüt a,r ainda mais o seu manuseio,

Proteiii Fuiictioiial Anaiysis: Este grupo apresenta 8 lerramentas cujos propó

sitos sào o de determinar a limcionalidarle de {)roteínas através de diversos niét.odos

e l)a.ncos de dados, l.)astante conhecidos, como o l iiiProtKH Swiss-Prot e o tni-

ProtKB TrEMBL. Uma das lérranientas de destaque é a IiitfrPraScaii. (gie reúne

\á.ri(.)s méto(.los atraAés de uma interláee "amigáveE (íigura 2()).

Protooiiiic Scrviccs: Ai)resenta. duas lérranientas para visualizar inlbrmayòes de

se(|uências de [)rot.eína e outra [)a.ra os p(>s(juisadores poderem demonstrar os resiil-

t.ad(.)S de suas pestiuisas no contexto de anota(;áo do UniProt.

Scqiieiicc Aiialysis: É nesta eategoria iiue se eneontram as lérranientas, i)roi)na-

mente ditas, para alinhar seíiuêneias (.le DNA Proteína, com o objeti\'o de elueidar

o grau de similaridade ent re elas e a sua origem evolucioná.ria, tal como faz o Clus-

IdíW (íigura 27), cujo enhHiue é na utilização de alinhamentos múltiplos, (le 2 a 5

se([uèncias on inaLs. Encontramos, t.a.inliém, ferrament.as para determinar est.riit.iira.

de genes e os tipcas de proteínas (jue eles eodiíieam, tal como iaz o 7/m/.sef/. Neste

grupo, dent re as 15 ferramentas de análises disponíveis apenas uma. delas, a. Align-

EMB(.)SS. está voltada para o alinliaineiito local e global entre duas sequcdicias.

Sendo portanto, (.'Sta última iérramenta, a única apixipriada para alinhar .seciuêneias

de amost ras de DNAmt, com a rCR.S, em est.iidos de casos forenses,

Structiiral Analysis: Est.e grupo a.pre.sent.a as ferramentas para a. deterniina.(;ã.o

(.le estrutui"as 2!) -li) das pixiteínas, o ígie facilita, desta forma, o estudo da sua

funcionalidade.
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ou proteínas, para a l>u.scta de similaridades nos bancos de dados.
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FÍ,ü,'lirH '21Inierr;u;e çrálica cio ClustalW {)ara o alinhamento de múltiplas se<iuC'nc'ias, com suas diversas opt;ões de
conlijyuragiíu) do aüiiLiaiiKnii o.
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3.2.3 Alinliaiido seqüências niicleotídeas do DNA Mitocondrial

A soí^iiir, lit ilizaiciiiôs coiiiõ cxdiiploduas íerraiiiciitas de análises para. alinharscqiiêii-

cias de DXAtnl. hiimano eoino é realizado em estudos de casos forenses. O objetivo é

|)iX)\-ar (lue ainda não existem íerrameiitas de análise4> |)a.ra alinhar scciuêneias de DK-Vint

liuinano. eni estudos de cjusos forenses, de acordo com as três recomendações (seção 2.12),

como loi apresentado nos exemi)los da. seção anteiror.

(.) siintdes fato de (^xislirem diversas ierramentas desl.e gênero. disponh'eis gratnita-

mente ((/itUiir ou slaii(laloii.r) e até mesmo comerciais, já signilica uma enorme preocupa

ção para a. comunidade foren.se, pois, o estudo do DN-Vnit necessita da padronização e da

comunicação comum entre os laboiutórios j^ara <iue se po.ssa obter êxito em suas análises.

(.) risco de se pro<luzir diferentes peihs de DNAint., sendo eles origina.dos de unia.

mesma amostra., é muito grande quando um ou mais laboratórios utilizam diferentes

ferra.menta.s de análises pa.ra ;dinliar suas .sec^uências. Esta preocupação se dá pião fa.to de

(lue as diversas ferramentas de a.nálises são genéricas e não especííicas para a utilização

em ca.sos forenses. Por serem genéricas, elas poderão apresentar inúmeras o|)ções de

conligur.ação e diferent.es formas de utilização, provocando a ocorrência, de uma ou várias

das 5 cla.sses de erros, como é descrito na seção 2.14.

Ant.es de iniciarmos os t.est.es com as duas ferra.menta.s, va.inos det.<Hininar a. amostra

e suas se(iuêucias (lue serão utiliza.das. O penúltimo item aponta para o resultado hnal

do períil. de.st.a amostra, o (^iial objetivamos atingir:

• A iden1ida.de da. amostra ê a LUC'-Oi.

• Suas se([uências são:

TTCTTTCATGGGGAAGCAGiTTTGGGTAC
C ÂCCC AAGTATTGACTC ACCC ATC AAC AA

CCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAG
TC ACC ATGAATATTGTAC GGTACC ATAA A

TAC TTG ACC ACCTGTAGT AC ATAAAAACC

C AATCC AC ATC AAAACCCCCTCCCC ATGC
TTAC AAGC AAGC AC AGC AATC AACCTTC A
ACTATC AC AC ATCAACTGC AACTCC AAAG

CCACCCC^CACCCACTAGGATACCAACAA
ACC TATCC ACCCTTAAC AGTACATAGTAC

ataA.AACCATTTACCGTACATAGC ACATT
AC AGTC AA ATCCCTTC TC GCCCC

i-m



"GTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGG
AGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGT
CTTTGATTCCTGCCCCA^CCTGTTATTTAT
CGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACA

•f'£~ '̂̂ '̂ --^- '̂57GTGTTGATT.AATTAATG
C 3 1G t AGGAC ATAGTAATAAC AATTGAATG
TC TGC AC AGCC GC TTTCC AC AC AGACATC A
:A AC AAA AAATTTCC ACC A AACCCCCCCC T

CCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACAC

H\'ri

(.) icsiill;ul() íiiial do {XTÍil deverá possuii' o seguinte liaplótipo:

ll\'l - iGlilT, i(32ü9C\ ÍG223T, ÍG29UT. iG:319A- 1G:3G2C

1I\'I1 - 7:30, 1IGO, 15.30. 2100, 2:350, 2G.30, :3()9.1C, :315.1C
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A se(|ueiieia r( US poderá ser ol;)ti(la através da referêneia: r3raii<.loii et al. (2001).
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3.2.3.1 A terraiiieiita de análise Aligii-EMBOSS

Ao arossar a iiiloríácc gnVíica dast a idiTaiiunita. (íigura 28), C) usuário guiiotirisl a roívuso
ira. .so clo|)a.rar com b o|)(;ò(\s de coiiiigura(;áo: Me.thod. Gap Opeii, Gup ExiciuL Molc.cuU'

c Martiix). Existem duas caixas de texto para iuserii' cada uma da scíiuèiicia do amostra

e da rCRS.

A coidigura.cao de AlcUiud dis[)oiiil;)iIiza (.luas opí.õos [)ara a escolha, do tii)o de UK'to(.lo

do a.iiiiiiameiito desejado: Local ou Cdohal. Como Toi apre.sciitado iia. S(\":u.) 3.1.3, o

armlianieiito local tem o propósito de caracterizar o aliiiliameiito (.Io seqüências (.le uma

maneira oposta ao a.linhainento glol)ai. A part ir da.(iui. o usuário já podcTá coniet.er erros,

depeiK.leiK.lo (.1(.> tipo (.le (.Uu.k) (lue ele utilizará para reiíivsentar a .sofiuência rCllS, Exitem

duas [>ráticas:

1. Rei)re.sent a.r a se([ut'ncia rCRS com todas as bases fio genoina..

2. Represent ar a S(.'(|uência rCRS como S(.'nd(.) duas se([uèncias independent.es, uma para

il\'l (com apenas 312) e outra para 1I\'II (com a.ixaias 2G8i)l)).

A primeira prál ica signilica inserir as IG-áGÍ) pares de bases niicléicas, acarretando em uma.

mai(-)r (.•(.)nii)lexidade do alinliamento o, portanto, acarretando em uma maior utiliza(;ão

do tempo de [noce.ssa.inent.o para. sua concliisáo.

('(.)mumeiite, (.)S geneticistas ióreiises analisam uma sofiuência de cada \'ez, primeiro

Ilá l (comprime as poshòes 73-310) e depois (comprime as pcjshòes iG(.)21-ÍG365).

Como cada se(iuência. da amostra (ll\'l e H\'ll) tem, (.un média, -ÕOOpb (muito menor

em rela.(;à.o ao tamanho do genoina mit.ocondrial), a escollia do nmt.odo de aliniiainent.o

a.[)i'opriatlo, para este cas(^, .será o k^cal (íigura 29 e 30).

A escolha do nif't(>do de a.linhanieiit.o global causará prol)lenias, vist.o (pie o mesmo

passará, a considerar toflo o genoma. mit(.)condria.l como seiiflo a região controle fie HM

(.)U HATT. (.)casiouaudo um insultado, em ui(Vlia, com 95% de gaps (liguin 31).

A segunda prática siguiíica. inserir em torno de lG270pl) a menos do (pie a. primeira,

resultanfk.) em um ganho c(.)nsi(lerá.vel fio cust(,> e fio tempo final de processamento fio

alinhaineiito.



o métcKk) (Ic aliiiliaiiiciitu aclcxiuack) a cseollici' iicsta yitiia.(;ãü é o global, puiy agora

11 a.l)a.llia.iiios ('S[)('ciíicaiii('iitõ com as duas rcgidcs. HVI c HA'II, da. sc{|uciicia. dc amost ra,
rclati\'as a da scciuèticia de rclci-Oiicia (ilTiS), objctÍMUido comparar suas similaridades
por iiit.eiio. Porém, iicm o método global e nem o local resultará em um aliiiliameiito

salisíatorio. \ isto t(ue a- lerraiueiita fallia ao determinar corretamente a nuniera(;ão das
bases das de\"idas regi(.)es de HA I e HA'II (íiguras 32 e33 para (.) alinliament olocal) (figuras
31 <' 35 para o íüinlia.menl.o gloijai).

F<,)rani r(.'aliza.(k).s <.)ut.ros t.estes de ;dinlianient,o cran dilerent es "calores de conligiira.(.;cU.>
paia. Gap Opni. Gup Extrnd e Mahix. No entanto, estas alteracjões nào apresent.aram

iienhuma ililerenca no resultado em rekiyão aos seus valores default.



. i a i yt
—-cii - -••-•••»•• "^'4 Pa rvdse Auqnmeni Âmorithms

ihi5 tcol 13 J3eci 13 ccmpare 2 sequrnces VVhen ycu Vvant an aliçinment that covers the vvhole
'=n;ith pf bc.h sçqüancrS usa naadla VVhçn •, ou ar= trving to íind the best legicn of similariíy
tçi.veen t;.o seduences use .vater

Method Gap Open

Ef.-^EOSS needle 'glcbal; ^ 10 0 V-

'Sac E-lend Molecule r.l.striv

0 5 V Protein v Blosumh2 ^

d^equenc? 1 paste Sequence m any formst OR upload a file

eq 1 Jplcad a file Erowse

Sequence 2 paste Sequence in any format OR upload a file

Seq 2 ÜDlcad a file Browse. Run Reset
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Fi^jUIcl 28: liuerlace do Aiií^ii-KMHOSS com suas coiiliguríu^ões de allnliamento i>r«Sdeiermina<.las paia a análise de

moliT.Lilíis tie proteína, um grande risco para gerarão de erixisem estiKlos de casos íbreuses.



# Program. water
# Rundate: Thu Mar 23 17;34;14 2006

# Align_£ormat: srspair
# Report_£ile; /ebi/extserv/old—work/water—20060323—17341358680340 output

k 1igned_seq\iences; í
1 EMBOSS_001
2; EMBOSS_001
Matrix EDNAFUXL

'j3Lp_penal ty; 10 0

EKtend_penaity; 0.5

Length, 342
Ident i Ly:
Similarity;
Gaps:
Score; 1656.0

336/342 (98.2X)

336/342 (96.2*4)
0/342 ( 0.0*/)

EMBOSS_ 001 1 TTCTTTCÀTGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCÀAGTATTGACTCACCC

1 11 1 11 1 11 1 11 11 1 11 111 1 1111 1 11 11111111 111 1 11 1 11 1 111 1
t tct t tcatggggaagcagatt tgggtaccacccaagtat tgactcaccc

50

EMBOSS_ 001 16024 16073

EMBOSS_ 001 51 ATCAACAÀCCGCTATGTATTTCGTACÀTTÀCTGCCÀGTéACCÀTGAÀTÀT
1 11 1 1 1 1 11 1 11 111 11 1 II 1 II II II II II II 1 II i i II II 11 1 11 II

100

EMBOSS_.001 16074

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccagcçaccatgaatat 16123

EMBOSS_.001 101 tgtacggtàccatâaàtacttgaccacctgtagtàcatââààacccaâtc

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
t g t acgg t acca taaatacttgaccacct g tag t aca t aaaaacccaa t c

150

EMBOSS_.001 16124 16173

EMBÜ5S_.001 151 CÀCATCAÀAACCCCCTCCCCATGCTTÀCAÀGCAAGCÂCAGCAÂTCÀÀCfT
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 M A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

200

EMBOSS_.001 16174

II 1 1 1 1 1 II 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 1 1 1 M 1 1 • 1
cacatcaaaaccccctccccatgcttacaagcaagtacagcaatc^aacrc^ 16223

EMBOSS_.001 201 TCAACTATCACACÂTCÂACTGCAÂCTCCAÂÂGCCÂCCCCTCACCCÀCTAG

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllilll
tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccctcacccactag

250

EMBOSS_.001 16224 16273

EMBOSS_.001 251 GÀTÀCCAÀCÀAACCTATicÀCCCTTAÀCÀGTÀCÀTÂGTÂCATÀA^dCAT 300

EMBOSS._001 16274
111i 11111111111i -1111111111111111II 111111111ÍF Ij 111
gataccaacaaacct^ic^cacccttaacagtacatagtacataaagccat 16323

EMBOSS._001 301 TTÂCCGTÀCATAGCACATTACAGTCAÂATCCCTTCTC^C<Í:CC 342
1 1 1 1 II II II II II II II II II II II II li II li II II . II1
t taccgtacatagcacattacagtcaaatcccttctcgtòcc 16365EMBOSS._001 16324

80

29^ .Uialiiunmto lr>r<il [>íir«i H\'l da amo.stra Lr( '-OL, contra os da rOUS. goratlo [x-lo .Vliyn-EMBOSS.
iT-raiii ni/uitidr^s os \-alores Ji/uiUt para (Jap Õptn. Cap Extuui e Matrix, com Multcalt para DNA. .Vs outro linlias

<unai"ela.s do.st;icaiii a ainbij^uidado do iuiinoi"a<,;ao díus l.>aso.s Kt^^tadfis |)ola roi"i"amorita, |)o.s.sif.>ilitaiKlo ac) usuário tio comotor

' >s erros da.s rlasst^ 1, 2 o -1. [>orexemplo: H71 ou K7(' (.soyao 2.13). .\.s entro linlias wrdes destacam o alinliamento cf)rreto,

do .icordf' com as i ro.s recomoiida<;t)OS, produzindo os .soguiiitos polirnorlismos |)ara H\'l: , i()20yC, 10223']', 102001',

10:iiy.\. 10302(.'.



# Program water
# Rundate; Thu Mar 23 18;12;39 2006
# Àlign_format srspair
# Report_file: /ebi/extserv/old-work/water-20060323-181238G85Ü3683.output

À1 igned_seq[uences
1 EMBOSS_001
2; EMBOSS_001
Matrix EDHÀFULL

Gap_penalty, 10.0
Ea;tend_penalty; O

Length: 271
Ident i ty:
Similarity;
Gaps;
Score; 1271.5

EMBOSS_001

EHBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EHBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS 001

262/271 (96 Ta)
262/271 (96.7^)

2/271 ( 0.7'/)

1 TG7GCACGCGATÀGCÂTTGCGÀGÂCGCTGGAGCCGGÂGCÂCCCTÂTGTCG

í: II I I II I I IMIIIIIIIII III II III IIIIIIII II I III II I II I
72 t a t gcacgcgat agca11 gcgagacgct ggagccggagcaccct a t g t cg

51 CÂGTATCTGTCTTTGÂTTCCTGCGCCÀTCCTGTTÀTTTATCGCÀCCTACG

III II III Ii i IIIIIIIMIIII. IIIIi IIIIIIIII IIMIIIII
122 cagtatctgtctttgattcctgcctcatcciattatttatcgcacctacg

101 TTCÀÀTÀTTÀCÀGGCGAÀCATACTTÀCTÀAAGTGTGTtGATTÀATTAÀTG
MMIMMIMMIIMMIIIIIIIMIMIIIII . Illlllllll

172 ttcaatattacaggcgaacatacttactaaagtgtgttaattaattaatg

151 CTTGTÀGGACATAGTAATÂACAÀTTGAÀTGTCTGCACAGCCGCTTTCCÀC

lllllllllllll- llllllllllllllllllllllllll.illlllll
222 cttgtaggacataataataacaattgaatgtctgcacagccAc111ccac

201 ACAGACÀTCÀTAACAAAÀAATTTCCÀCCAAACCCCCOGCTC XCCCGCTT

IIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl|l . II II II III
272 acagaca t cat aacaaaaaa111ccaccaaacccccoc—t ZCCCCgc11

251 CTGGCCACàGCàCTTàAACAC 271

lllllllllllllllllllll
320 ctggccacagcacttaaacac 340

50

121

100

171

150

221

200

271

250

319

90

1" -iO.' Alinhanienio local i>ara K\'i Idaamostra Ll C-Ol, contra o.s IG5<iO|)l.) (.Ia rt.MdS, };i,(?rado |)(?lo Aliftn-EMBOSS.
Foram maiitidos os \-alort's dejaoli para Cap ()j>eu, (Jaj> Exttnd e Mutnx. com MoltcuU: i>ara DNA. As outro liulias

.uiiarolc-us dost.ac.ain a funiãguitiado do iitimorru^ão das basís j^oradas pola ronvunont.a po.ssiljüit.aiido ao usuário do comotor os

t-rros das classes I. 2 e 4. |>orexemplo: ou MJÁ (seção 'Ald). As entre iinlias verdes tiestacarn o alinhamento correto

o <is oiitre linhas vormoUitis os iucorrotos, do acx:)rdo comas trósrecomendações, produzindo os sí-giiinl.os i>oiimoríi.smos ijara

ii\'ii: 7;',(4, iioc, i.>;u4.2i()(.;, •2.4õ(.;, 2õ;{(.;, dott.K', ;m)9.2T, ;ii()C.



Prograia: needie
# Rundate: Thu Mar 23 18;45;13 2006
# ÀLign_f oriuat : srspair
# Report_file: /ebi/eatserír/'old-uDrk/-needle-2006G323-18451162865055 output

#

# Aligned_sequences: 2
# 1: EMBOSS_001
# 2: EMBOSS_001
# Matria: EDHÀFÜLI
# Gap_penalty: 10.0
# Estend_penaity: O 5
#

# Length; 16569
# Identity: 336/16569 ( 2 Ok)
_#_Sirriilarity: 336/16569 ( 2,0íí)
l#"Gaps: " 16227/16569"(97.9>^)|
# Score; 1656.0

#

#

E1ÍBOSS_001

EMBOSS^OOl

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

E1ÍBOSS_001

EMBOBS_001

EMBOSS_001

EMBOSS 001

1 gatcacaggtctatcaccctat taaccactcacgggagctctccatgcat

1

51 ttggtattttcgtctggggggtatgcacgcgatagcattgcgagacgctg

1

101 gagccggagcaccctatgtcgcagtatctgtctttgattcctgcctcatc

1

151 ctattatttatcgcacctacgttcaatattacaggcgaacatacttacta

1

201 aagtgtgttaattaattaatgcttgtaggacataataataacaattgaat

1

50

O

100

O

150

O

200

O

250

O

91

Figura 31: .Miniiamputo |i;lobali>ai-all\'iclaaitiosr.raLL'CU)i, contra os i(jr>(j!>[)bclar(:riS,gpraíio i>pIo Aligii-CMBOSS.
Forammamidosos^ttJores ücfault para Oap Opcn, GupExtund p Mutrix, com Mvlcvule paraDKA. ApntreiinliawrmelJLa

desuica a enorme guantklacle de ycipa inserido no alinlianieiito. o Ciiie n<io vai de acordo com as tí*(í.s recomendaç;ÔPS. ü
cUinliamento não i/kte ser exibido íx>r inteiro [X)is ultrapassou as dimensões íio monitor, de\-ido aos iOõOüpb alinlifulos. O

mesmo exijorimcnto foi realizado para H\'ll da amostra LUOOl (com as mesmas conJiguraçõcs), aia-cseutatido uma taxa

"íp de inserções ele (/upn no alinliamento.



# Program; water
# Rundate: Thu Mar 23 19:29:23 2006
# Â.lign_format: srspair
# Report_f ile; /ebi/extserv/Dld-work/water-20060323-19292205141118 .output

ff

# à.ligned_sequences: 2
# 1; EMBOSS_OD1
# 2: EMBOSS_001
# Matris: EDHAFULI

# Gap_penalty: 10.0
# Extend_penaity: 0.5
#

# Length: 342
# Identity 336^342 (98.2k)
# Similarity: 336/342 (98.2?i)
# Gaps; 0/342 ( O.Ok)
if Score: 1656 . 0

EMBOSS^OOl

EMBOSS 001

EiíBOSS_Ü01

EHBOSS_001

EMBOSS_Q01

EMBO5S_D01

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_001

EMBCSS_001

EMBOS5_001

EMBOSS_001

EtíBOSS_001

EMBOSS 001

1 TTCTTTCATGGGGAâGCÂGATTTGGGTACCACCCÀAGTATTGACTCÃCCC

1 ttctttcatggggaagcagatttgggtaccacccaagtattgactcaccc

51 ÂTCàÀCAÀCCGCTÀTGTATTTCGTÀCÀTTÀCTGCCAGTífÀCCÀTGAáTÀT

51 atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccagccíaccatgaatat

101 TGTÀCGGTÂCCATÂAàTACTTGÂCCACCTGTAGTÀCÂTÂAÀAÂCCCàÂTC

IIIIIIIIIMIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
101 tgtacggtaccataaatacttgaccacctgtagtacataaaaacccaatc

151 CACATCAAAACCCCCTCCCCÂTGCTTACÂAGCAAGCÍiCAGCÂATCAACíff
llllllll]||||||||||||||||||||]|||||.|lllllll]ill .

151 cacatcaaaaccccctccccatgcttacaagcaagtcjtcagcaatcaact^

201 TCAACTÂTCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCáCCCCTCACCCACTAG

lllllllllllllllllllllllíllllllllllllllllllllllllll
201 tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccctcacccactag

251 GATACCAÂCAAACCTÃTÈCACCCTTÀACÀGTACATAGTÂCATAAÃIÊCAT

251 gataccaacaaacctacçcacccttaacagtacatagtacataaagcscat

301 TTACCGTACÀTAGCÀCATTACAGTCAÀÂTCCCTTCTCOCC 342
llllllilllllllllllllllllllllllllllfllj.lll

301 ttaccgtacatagcacattacagtcaaatcccttctcytí^cc 342

50

50

100

100

150

150

200

200

250

250

300

300

92

.Vliülicoinpai-.n local jjai-a ll\'l cia iuuostra LUC-Ol coatra ÍIVÍ da rdItS, yprado pelo Aiiga-EMBÜSS. Forain

mantidos os valores dcfault [>ara Uap Ltptii-, 0'up Exttnd e Matiix, com Moteculi; pai-a UNA. A,s entre linhas amarelas

destacam a numerarão incorreta das bases geradas pela lerramenta, ix>ssÍbihtando ao usuário de cometer os erros das classes

i. 2 p 4 (.spc^ào 2.13). .As eat.rp linhas vprdpsdestacam o aliüiianieato correto, de acordo com a.s trés recomeadai;c)es. Porém,

a geração incorreta da numeração das bases resulta cm uma lalha total do pj-ocesso do alinhamento, protiuzindo os seguintes

polimorh-smos para H\'l: WT, IgüU, 2üüT, 2ürr, 2yüA, ;WyC.



•# Program.: uater
í Rundate; Thu Mar 23 19:33:49 2006
# Align_format: srspair
# Report_f ile. /ebi/eKtserv/old-WDrk/water-20060323-19334842741681. output

#

#

#

#

#

#

í

#

#

# =

Aligned_sequences: 2
1: EMBOSS_001
2: EMBOSS_001
Matris; EDHAFUIi

Gap_penalty. 10.0
Extend_penalt7• 0.5

Length: 269
Identity
Sxmilarity•
Gaps;
Score 1270 5

EÍÍBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS^QOl

EMBOSS_001

EMBOS5_001

EMBOSS_001

EMeOSS_OGl

E1ÍBOSS_001

EMBOSS_001

EMBOSS_Ü01

EMBOSS_Q01

EHBOSS 001

261/269 (97.0%)
261/269 (97.0%)

2/269 ( 0.7%)

3 TGCÂCGCGATÂGCATTGCGÀGACGCTGGÂGCCGGAGCàCCCTATGTCGCA

lilllllllllilIMIÍIMIIIKIIIIIIIIIIIINIIIIIMIII
2 tgcacgcgatagcattgcgagacgctggagccggagcaccctatgtcgca

53 GTÀTCTGTCTTTGÀTTCCTGCfchATCCf^TÃTTTÂTCGCÀCCTÀCGTT
IIIIIIII1I1IIIIIIIIII -illll . IIIIIIIMI1III111II

52 gtatctgtctttgattcctgc(;t ^atccyaytatttatcgcacctacgtt

103 CÂÀTATTACàGGCGáACATÀCTTÀCTAAAGTGTGnfG\TTàATTAàTGCT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIII Jllllllllllll

102 caatattacaggcgaacatacttactaaagtgtgttia^ttaattaatgct

153 TGTÀGGÀCÀTÍGtAATÀàCAATTGAATGTCTGCÀCAGcdGèTTTCCACAC
llllllllllj.hlllllllllllllllMlllllllÜMIIIIIII

152 tgtaggacataaLaataacaattgaatgtctgcacagcqa^tttccacac

203 AGACATCATAACÀAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCfCT^CCCCGCTTCT
llllllllllllllllllllllllllllllllllí .Hllllllllli

202 agacatcataacaaaaaatttccaccaaacccccc4—tqccccgcttct

253 GGCCACÀGCACTTÂÂACÀC 271

UlllllIMIllllMII
250 ggccacagcacttaaacac 268

52

51

102

101

152

151

202

201

252

249

93

Figurei 33; Alinliameino local para K\'ll da a^nostra Ll'0-Üi contra KVII da rCUS, gerado pelo Allgii-EMBüyS.
Ibram mantidos os valores Uefuult para Uup üpen, Gap Bxt&id e Matíix, com Alolecule para DNA. Xs entre linhac;

amarelas destacam a numeraí;ão i.ncoi'ifta das bases geraeias pela lerraincnta, possibUitantlo ao tiSLuIrio do cometer os erros

das classes 1, 2 e 4 (seção 2.13). J\s entre linlias verdes destacam o alinhamento correto e a vermelha o incorreto, de acoixio

com as três recomendações. l'orént, a geração incorreta da numeração das ba.ses tesiiita em uma Talha total do processo de

alinliamcnro.



# Program: needle
í Rundate: Thu Mar 23 19:16:27 2006
$ èlign__tori{iãt: srspair

-^ei3i'^e2tserv/ald-ffork/needle-20060323-19152635630612.output

1

#• Aiigned_sequences; 2
# 1: EMB05S_001
# 2: aiBOSS.OÜl
i Matris: EDNÀFULL
#• Gap^penalty: 10.0
# Extend_peiialty; O 5
#

# Length: 342
# Identity 336/342 (98.2ÍÍ)
# Siifiilarity: 336/342 (98.2?í)
^ Gaps; 0/342 ( 0.05Í)
# Bcore: 1656.0

f

EMBOSS_001

EMBOSS.ÜOl

EldBOSB_001

EMBOSS_001

E1ÍBOSS_0 01

EMBOSS_001

EMBOS5_OÜ1

EMBOSS_001

EHBOSS_001

EMB055_001

EMBOS8_001

EÍÍBOSS_001

EldBOSS_001

EMBOSS 001

1 TTCTTTCÀTGGGGàAGCAGÃTTTGGGTACCÀCCCÂÀGTÀTTGACTCÀCCC

IlillllllllllillIillllIIIMIIIiniillllllllülIIII
1 ttct t tcatggggaagcagatttgggtaccacccaagtattgactcaccc

51 atcàacààccgctatgtatttcgtacàttàctgccàÊt^accàtgààtat
lllllllllllllllllllllllllllllllllllli. Illllllllll

51 atcaacaaccgctatgtatttcgtacattactgccagccaccatgaatat

101 TGTACGGTACCATAAATÂCTTGÂCCÂCCTGTÂGTACATÀAÀAACCCÂATC

ílllllllilllllllllllllllllllllllllllllllllílllllll
101 tgtacggtaccataaatacttgaccacctgtagtacataaaaacccaatc

'T151 cacâtcààààccccctccccãtgcttâcaagcâaEcâgcââtcâac
lllillllflllllillllilllillllilllll .jllllillllll

151 cacatcaaaaccccctccccatgcttacaagcaagtc,vcagcaatcaac

201 TCA ACTATCACACATCAACTGCÂACTCCAÀÀGCCACCCCTCACCCACTAG

IIMIIIillllilIllillllMllillilllIlllllillllllllll
201 tcaactatcacacatcaactgcaactccaaagccacccctcacccactag

251 GÀTACCÀACAAÃCCTraCACCCTTÂACÀGTÀCÀTAGTÀCÀTAAAl^CAT
Illllllllllllllj.||lllllil1llllllllllll|[l|[||. III

251 gataccaacaaacct^cc|cacccttaacagtacatagtacataac g< ;cat

301 TTACCGTÂCATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCdCCCC 342
lllllllllllllllllllllllllllllllllllIliJll

301 ttaccgtacatagcacattacagtcasatcccttctcgtcpc 342

50

50

100

100

150

150

200

200

250

250

300

300
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FígUTcl 34: .'MinliamcnLo globa! para HVI daani09l.ra LCCj-01 contra HVI da rC.^H-S, jjcrfulo pelo Alí^ti-EMBOSS. Foram
niaiitidos o.$ ^-ídoi-es dcjauít para (Ju-p Opcn. Gap Ex-tmd e Matiix. com AdolcviUc paj-a DKA. ;V.$ entre linlias amarelas

destacam a numeração incorreta das bases geratlas peia ferramenta, iX)SSibUitaütlo ao usuário de conteter os erros das classes

1, 2 e 4 (seção2.1:3). Asentre linhas \'erdesdestacam o alinhamento coireto, de acordo com as três recomendações. Porém,

a geração incorreta da numeração das bases resulta emuma lãllia totaldoprocesso dealinhamento. ])roduzmdo osseguintes

poiimorlismos para HM: HHT. IHüC, 2ÜUT,2671, 296.1, 339(J.



# Priugi-am; needle
# Rundate: Thu Mar 23 19:24:06 2006
# Align_forinat: srspair
# Report_file: /ebi/eKtserv/oid-work/needle-20060323-19240687457724.output

í

# Àligned_secruences: 2
tf 1: EKBOSS_001
tf 2 EMBOSS_OD1
tf Matrix: EDNAFULL

tf Gap_penalty: 10.0
tf Estend_penalty: 0.5
tf

tf Length. 271
tf Identity: 261/271 (96.3^)
tf SiiiLLlarity: 261/271 (Sè.3X)
tf Gaps: 3/271 ( l.l^í)
tf Score: 1266.5

tf

tf

#=======================================

1 fGl"GCÀCGCGÂTÀGCÀTTGCGÂGÃCGCTGGÂGCCGGAGCACCCTÃTGTCGEKBOSS_,001 1

EMBOSS_.001 1

EMBOSS_.001 51

EMBOSS_.001 50

EMBOSS^.001 101

EMBOSS_.001 100

EMBOSS_.001 151

EHBOSS..001 150

EMBO^_.001 201

EHBces_.001 200

EHBOSS..001 251

EHBOSS..001 248

1 [aj^gcacgcgatagcat tgcgagacgctggagccggagcaccctatgtcg

CAGTATCTGTCTTTGÀTTCCTGCcHàTCCf^TÀTTTÀTCGCÀCCTÀCG
llllllllIlllllllllllllIlMlIll .ilIlIllillllIlMIl

50 cagtatctgbcb t tgattcctgccjtèatcc|al|tat ttatcgcacctacg

TTCàATàTTACAGGCGAàCATACTTACTÂAAGTGTGTTGATTAATTÂÂTG

151 CTTGTAGGACATAG •AATAACAATTGAATGTCTGCÂCÀGCcCG(|TTTCCÀC
IIIIIIIIIMIIIIIIIIIli.llllllll

271

268

:CTCGCCCCGCTT

. Illlllll
-bcccccgctb

50

49

100

99

150

149

200

199

250

247

95

Fit^lircl 35: .Vlinüammt.o gloijal para H\'ll (ia ainosi.ra LL í.küi coiii.ra H\'ii cia rÜlbS, geracio peio Aliga-EMBÜ^íS.
Foram mantidos os -v-alores dcfuidt [>ara (Jap Ojku. (Jup ÈJxiend e Mutiix, com Moleculc para UNA. ;\s entre liniias

fUnarelas destacam a niimera^iio incorreta das bases geradas pela ferramenta, possibilitando ao usuário de cometer os erros

das classes l. 2 e4 (seção 2.i;i). As entre linhas ^'orclesdestacam o alinhamento correto e a vermellia os incorretos, de acordo

com as trés recomendações. Porém, a geração incorreta da numeração das bases resulta em uma íállia total do processo de

itiinliainento.
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3.2.3.2 A fcrraiiieiita dc análise SeqScape

Esta ícrraiiiaiita de análise vem aeoiiipanliada do seqiièiieiaílor da Api)iied Biosysteiiis.

A yvaiKle mai()i-ia. dos la.borat órios de DNA forense ntilizani e(iuii)a.m{Mit.os da A{)plied Bio-

systenib. espeeiaiinente pelo fato desses efiuipainentos serem aeompanhados de softiuares

A'oltados para a análise do DKA forense, eonio o SeciSeape.

() Se<iSeape. eomo toda ferramenta i>ara íins eomereiais, foi modelado com o intuito de

laeilitar a. iit.iliza(^-;lo do [íroeessode análise de sequeneias para o usuário linal. o genetieista

forense. O seu proeesso de análise de sequeneias é realizado em eineo passos. Eles são:

passo: Importar os ([iiatro a.r([uivos '.ABE do se([uênciador, com as se([uêneias

E e H das duas re,í;lòes de il\'l e 1I\'II. Cada arcjuivo eontèni informa(;ões relaeionadas

ao se([iieneianiento de cada regiã.o da amost ra em est udo, como também as informações

visuais do seu eletrofer(.)^rama (figura 37).

2*^ passo: Adicionar os (jiiatro arcpiivos *.ABE no Se(|Seape jjara. visualiza.cão dos

(lados.

3^ passo: Est.e ein'oh'e o processo de geração da se(|uéncia. consenso (íigura. 10) a

partii" das duas se<iuéncias !•" e If, de eaela região do D-loo]) (ll\'l e íl\'ll). A seguir, cada

se(|uencia consenso de IIM e II\'II é alinhada com a rCThS e. em seguida, é gerado o

resultado do i)rocesso da análise (íigura -38).

4" pcisso: Consiste em visualizar o aünhameiit.o gerado da. seqüência de amostra,

com a. rCK.S e o seu eletroferograma. Neste pas.so o usuário [poderá fazer uma revisão da

(luaUchule dos dados. oi.)seiaaiido os picos de cada l.)ase do eletroleiograma. Ele também

[xulerá insi)cciona.r e c(litar os [)olymoríinios gerados pelo alinhamento (íigura 39).

5" passo: Nesta última etapa o usuário i^oderá gerar relatórios com as informa(;ões

e os resultados ria análise, destacando (js polhnorlismos que foram ol)tidos (íigura lU).

Como exemplo de teste [nu'a a ferramenta do .SeriScai)e, utilizaremos os seguintes

da( los:



• A klciiticUklc (Ia. amostra é a ALl)9.

• Suas s('<iii(~«ileias são:

~C~ttc ATGGGG a AGC AG ATTT

GG GT ACC ACCC AAGTATTG AC TC
ACCC ATC A AC AACCGCT ATGTAT
TTC GT AC ATT AC TGCC AGTC ACC

ATACTTGACCACCTGTAGTACAT

CCCCTCCCCATGCTTACAAGCAA

TC AC AC ATC AAC TGC A AC TCC A A

AGCC ACCCCTC ACCC.ACT AGGAT

TTTACCGT-C AT AGC ACAl 1 AC A

GTC AA ATCCCTTCTCGCCCC

li\"í

G!GCACGCGA1AGCA GCGAG
ACGCTGGAGCCGGAGCACCCTA

TGTCGCAGTATCTGTCTTTGAT

tcc~gccccatcctgttattta

TC GC ACCTAC GTTCAATATTAC

AGGCGAAC ATACTTACTAAAGT

GTGTTAATTAA-TAATGCTTGT

AGGACATAGCAATAACAATTGA

AT GTC TGC AC AGCC GC TTTCC A

CACAGACA-CATAACAAiAAA-

TTCCACCAAACCCCCCCCCTCC

CCCCGCTTC"GGCCACAGCACT

mu
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o rcsultarlo liiial cio [xtIiI clewrá [)ossuir o seguinte liai)lc)tii)o:

IIM - IGlüT, iG22:3T, ÍG290T, 1G291T. ÍG319A. 1G:3G2G

11\1I - 7:3G, HGC:, lo3G. 2:3GG, 2:3GC:, 2G3G- 309.1G- 3ü9.2Cs 315.iC

A seciuèiieia rGRS poclerá ser obl icla. através cia reíérèiicia.: (BRANDON et al., 2001).

O SeciSeape já \ em eom o geiioiiia eomjãeto do DNArat liumaiio embutido como i)adráo,

ixjssibiiitaudo <iue o usuário apenas .se i)reoeui)e em iiiserii- as seciuéncias de HM e HMT

da amostra. Poiám ele utiliza outro geiioma iiiit(jeoiidrial eomo reíérêneia. o Yoruba.

{Ali ieaiio), indo totalmente de eueoutro eom a prática exereida i)e.la comunidade íbreuse,

oude a sec|U(''iicia cie relerêiicia utilizada é a rCRS. Assim, o geiieticista Ibreiise, a.o utilizar

(.) Sec|Scape. precisara, entrar com a secjuencia rC'RS. ( 'aso contrário, suas seciuências de



RT Variants

Xjidex

Reference

• SLOS

292 302

atttccaccaaaccccccct

llillil bíHIiB
RTTTCCftCCflftUCCCCCCCCC

H 1 r i c C A c C A li a c c c c c c c c c

E5-HVII-F-SP13E

4
TTTCC.tCCüi". nccccccccc

E7-HVI1-R-SP13!

319 329

-cccccgcttctcTCTccacaffcacti

b iIIIIiBRIbIIII llilllB
cccccfiCTTCTGCccncaccacT':

C C C C C C G C T 1 C 1 Ü G C C a C H G C A C i

irCCCCCCGCTTCTGGCCÍiCACCnCTi

Wí
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1' 3Gr Alinlianienio conluso {^erat-lo pelo Se{iycai>e da setiuêncía HVil da aíiiosuti. AL09. O resLiIta<.lo geratlo foi o:
H\'ll - 14(K;, Lã3(.í. 2:}ÓU, 23(K\ 2(>3G. 3iü.^(-^ 31U.2T. 3ÍÜ.3C.

cuiioytici «crãü aiiaÜsadatí com a loiiiba, gerando reyultados inesperados. Da inesnía

Ibrina- <[iio a. ferranienta iVlign-EMBOSS, o Se([Scap(í também ohtovo sueosso em aliiilicU-

a seciucncia de H\'L Ko entando, ela também tbi ineapaz de alinhar a seqiicneia de HVII

(tigura 3C). O a.linUameiit.o obteve os ijolimoríismos A.. 310.1C, 310.2T, 31ü.3Ct ao invés

<loH .. 3U9.ÍC, 3U9/2C, 315.10'.

Oom (.) íim dos testes, eoncliiímos que ambas as feiTamcntas {Align-EJMBOSS c o

.Se<ibeape) sào inea[atz(vs de aiiiilicU' corretcunento a seqüência de H\'II ciuando há inserções

na região do poly-C\ não atendendo as três recomendcU.'õey propostas para o tratamento

de ^-ariantes do DK.Vmt humano em estudos do casos forenses (seção 2.12). Mesmo que a

lerramenla SeqScape possibilite a echç-ão manual desta íállia no alinhamento, esta nie.sma

possibilidade poderá a.ca.rre1-a.r em novos erros, visto ([ue a falha humana é inerente.

Diferente do Aligu-EMBOSS, o SeciScai^e destcic^a em relatórios os polimorfismos oI>

tidos do re,sultado do alinliainonto. Este mesmo relatóiio fornece informaçãoes adicionas

(lue não serão utilizcidos no estudo de casos forenses e a sua anotaçfio dos poüniorfismos

não está de acordo com as padroiiiza{;õe,s propostas por (WILSON et ai, 2002), como pode

ser observado na ligura 49.

No tinal das análises, o usuário terá que anotar á mão ou copiar e colar, em algum

editor de texto, cada. polimoríismo da cunostra para poder coniitor o seu períil de; DNAmt.

Esta i>rática lm'a tio grande risco do usuário cometer alguns dos erros dtus classes 1, 2 e 4.

No capít ulo 4 é apresent ado uma solução para os problemas aciui tratados, referentes

ao aiinliamento de seqüências de DNAmt humano, para o e.studo de casos forenses.
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Genmê Afi^ya^ / ^

Í»T-£ Pfê^íiííí?:^':ííTnmm^

Figura 37: Kxpmplo üiistratávi-) (ic como sílo gerados e iin[K>rtados os arquivos ABi do sp<iiic^i\ciador, como j>rojeto,
para o •rieq.Scape.
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4 O Sistema Eva

" Conipiiicrs (ire to hlotoyjj wliat iioi.tli.eiiuilics l.s to jjIi.i/s/cs.'"'

líarukl Muruwitz

Este caj)!'!!!!!) apmsoiita uma solução de software, espeeíílco, com suporte a gerencia, a.

automatização cias análises e ao controle cie erros cie dados biológicos do DNA Mitochondrial

humano, possibilitando a geração de seus períis genéticos para serem comparados e ava

liados em estudos de casos forenses no Hiusil ...
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4.1 Concepção

A iitilizaxjrio (Io DNA Mitocoiidrial coiiio iiistruiiiciilo [)aia a i(l('iit.iíica(;ã() do S(H"('S

Imiiuuius, ati"aA"és (.Io ivstos uioitais encontrados eni estado de deeoni[)osi(;ào, já é unia

realidarle em países como os Esl.ados Unidos, o C-'aiiadá e (Uii diversos outros da Europa.,

eoiiio a Inglaterra. Es[)a.nlia. .Meinanha. dentre outros.

NO Brasil esta. prática ainda. ná.o é muito conliecida e sã.o iioncos os lalioratórios

de 1)N'.\ loivnse em atuaçáo. onde apenas um ou outro se destaca iiela sua capacitayáo e

perícia no uso de {ViUÍ[)anienl()S e soluvares apropriados para.diagnosticar e idiuit.ilicar seres

liumanos, atraxés do estudi.) do seu DNAn DN.Vmt, nas diwmas condi(;(X'S e situações em

([Lie uma amostra liiológica [)oderá se apre.sent.ar, coníbrnie o seu estado tísico e integrai.

Dentre os iahoratxxios de renome no [laís [iodemos citar o labora.tório de DNA torense

da l ni^•elsidade i-ederal de .ViagoasN onde o desenvolvimento deste trai.)allio foi realizado

em parceria.

('onu.) toi explanado nos capítulos anteriores, a comunidade forense possui uma série de

dilicuidades para iit.ilizar e analisar o DNAint. O [iix^pio FBI não olil.eve (Aito ao produzir

um sistema com um banco de dados [)oi)ulacional para poder estimar a íreqiu^ncia de um

dado períil de DNAmt em (jiiestão.

() látor decisixo «jue contriI.)UÍu para a má (lualidade do banco poi)iilacional do CX )DIS

foi Justa.ment.e a.ceit.ar dados de se([U( '̂ncias de vários labora.tórios ao redor do mundo, e

inseri-los no l>anco, sem (lue ao menos estas informa(;òes |>a.ssa.ssem por nm controle de

(gialidade. Isto comi>rova ([ue diferentes práticas de análises de .seíiuéncias do DNAmt são

utilizadas entre os lalioratcxros.

Um outro fat.xjr se de\'e a ausência de ferramentas <ji.ie exti'aíssem os i>olymorfinios ge-

ra.dos pelo alinlia.ment.o, em formatos pa.dr(Xiizados, das duas regiões de HM e HMI. Esta

|)rát ica é realizada manualmente ixão geneticLsta onde ele busca e anota estes resultados,

a. oilio nú, em uma folha de i)ai)eL editores de t.i^xto ou em iilanilhas ekít.ronica.

Um hábito bastante comum realizado para armazenar os perlis genéticos de DN.Vmt

é comportar esses dados em formato de tabelas, utiÜzando a. planilha, do softituirc Excel

tia Micnjsoft (.IIN et al., 'iOOb). CAns(.'f[uentemente, o método de comparax;ãxj destas iníõr-

ma(;(ães será alta.mente [)recário onde, possivehnentiu deve se usar a op(;ão de "locahzar \

"buscar ã 'ir para" ou. até mesmo, realizar a comi)ara(;ãode jxThl por perhl ma.nuahneiite.

.\ hgura 41 ilustra bem as etapas desse iH'oce.sso.

^URL - http: //www. mhn.ufal. br



Ciclo do processo de análise do DNAmt

Eíapa.

O geneticista rorense entra
com as duas serjuènaa, HVi
e HVIl da amestra em anáíse,
na ferramenta ds

alinhamento. Dependendo da
ferramenta, será necessárb
também entrar com a
seqüência rCRS

2®Etapa.

O geneticista anota os
polirnorfismos da fegião Hva e
HVa, obtidos no alinhamento
através das ferramentas, em um
editor de testo ou planilha,
gerando assm o hapiótipo deste
perfil.

V /A 'C

4

Scfts^nres de «tólíses:

•SeqScape

•ClustalX

•Align-EMBOSS

Editores de texto:

Word, Excel, Hotepade
derlsados.

3®Etapa.

Este peifi! poderá ser
classificado em uma das

três categorias'

• Pessoa desaparecida.

• Reclamante.

• Perfil populacional

5®Etapa

Caso exista um matCn na 4° etapa, o
perfilem comparepo é então
verificado no banco populacional
para ser estimada a sua freqüência.
Um relatório é prodcízido com os
resultados gerais.

4' Etapa.

Compara-se no oitio, ou por algum
•uiro método náo recomendado

(localizar, buscar), os hapiólipos de
uma pessoa desaparecida contra o c
um reclamante, e vice-versa.

Exempto de wn perfil genético de DHAmt:

tO: LUCOI

Hapiótipo:16111T, 16209C.16223r, 18290T, 16315»,16362C,73G,146C,153G,2106,235G,263G, 309.1C,315.1C
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Fií^Uru 41: UustrcUj-ào tias cxc-cuLíu.la.s pflos i^ene-ticistas pana a iutáüse do em estudos do casos Ibreii-ses.

Ausputciiuus a (.Hapada fcrificaçãu dc crrcjydos püliinoi"flyiiiu.'> geraduy j)c4o aliiiliamouto,

lia ilustra(;ru> tio fiulo do pioc(\sso do análise do DNAint, devido a.s problemáticas e a quaii-

tidarle de erros ([Ue já íbrani apontados nos dados de DNAnit na literatura (seyòes 2.10

e 2.13). Pode-.sc dizer que esta prática náo é ainda bom familiarizada, e se for, tcunbém

não é estritamente a.d(.)tada pelos laboratórios como uma etapa crítiea e obrigatória.

Algiuis gene! icLstas até desconfiam, por prepotência ou por falta de conliecimento, da

utilidade da. análise ül(;g(.aiética. [ydin ai^ontar alguiLs dos pus.sí\-eis erros c[ue poderão \'ir a

ocorrer. Talvez essa descüníian(;a .seja apenas uma desculpa para evitar a perda de tempo

com o minucioso e demorado tralxilho (i[ue a análise filogenética exige, no t-aso, apenas

[rdVd. verificar sc umsimples ].)üliinoríisnio suspeito poderá ter sido ocasionado poralguma

fallia. em um dos pr(.>ces.sos cie tipagem, aiiáÜse e/ou na anotaeao dos dados.
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() cnnbiente dv apoio e análwt à ídentificaçào humana aíravéií do DNA Milocondrial

a.hra.iigc a foiiccix^-ào de um si.stwna. a ser utilizado polos diversos laboratórios de DNA

forense iio Brasil, pro^•endo acesso online a uni banco de dados centralizado. Esta aborgein

tcin como iiroiiósito, integrar os diversos labora.t6rios nacionais, padronizar os métodos de

a.iialises e antmnati/ai" o ])rocesso de geração dos perãs genéticos de DNAnit para serem

armazenados e comparados através de nina base de dados coninin.

Para o desem oh iinento do sistema [proposto, elaborainos nin ambiente cine agrupe as

di '̂(.r•sas ferramentas necessárias c[ne serão utilizadas em estudos de casos forenses para

a. geraçao e ^-alidação de p(n"íis de DNAmt liunia.no. Sào elas, forra,meiitas para. alinhar

seciuéncias de DNAmt de acordo com as três recomendações (caiiítulo 3), identificar e

\'alidar os liaplót i[)os h\'res de erros tamliéni, para funcionalidades que dizem respeito a

gestac^ das informações a serem manipuladas, armazenadas e coni[)aradas em um Ixinco

de <lados cent ral.

() ambiente constitui no dcsenvohãniento de um sistema Web. em conjunto com um

banco de dados relacionai, no e.sforço de int.egrar os lalioratõrios nacionais de DNA fo-

reiLse. em escopo nacional, possil>ilitando a utilização mútua, atiru'és de um ambiente

lií.)mc.>gcneo, acessando a uma l.iase de dados comum, com ferramentas e dados jiadroiii-

zados. onde a. troca e o coni[)aitillianiento de informaçòes será crucial para o sucesso da.

uDutificação liumaiia através <.los dados genéticos do DNAmt (ligura 42).

A (scollia de desen\'oh'inient.o de um sistema. Web se deu pelas vantagens (lue essa

abordagem oferece como, |)or exeni{)lo:

• 1V)ssil.)ilit,a o acesso ao sistema atimAs de um simples browser, de c[uak[uer locali-

da.de, onde exista uma conexão de Internet.

• Todo o arcalioLiço do .sistema é centraÜzado, evitando (pialquer necessida.de de ins

talação de conijjonentes ou módulos nos terminais do chente, referentes ao sistema.

• As atualizaç'õ(.\s no ser\4dor r(,4ietem para todos os clientes, e\4tando a necessidade

<1e atualizar cada um dos ternmia.is de acesso individualiiKuite.

• A nece.ssida.de do poder de processamento do aplicativo não rehete no la.do do cliente.

• Possif)ilita a distribuição e o compartilhamento de dados, ao mesmo tempo (iue estes

se encontram centralizados.



Arquitetura Cliente/Servidor de um Sistema Web

AL

Lab. Of^iA Forense

(TerminaO

DF

Lab. DNA Forense

(Terminal)

Sistema Eva- BD

(servidor web)

Tráfcgo de dados
(Internet)

RS

Lab. DNA Forense

(Terminal)

MG

Lab. DNA Forense
(Terminal)
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1' ÍL!,l.iru 4 j?; lO^iucina do 1'uncionatnotiio do uni si-stonia Wvtt. A liniia vordo roi>rosoiua o IIuko da Intoniou a laranja a
rotio li.xal df.ifí torminais e a airul, a rodo lucal íIo .'><.'r\-idoi" Web. .\.s .sí.'la.s [riftas reprosentíun o cíuial de coiminica(;(V.> cpie

uii fx-liiia a,-=. mh'.-:».

A ai)lic"i(;ri() foi iiiiploinriilacbi i.ililizaiiclo a liii{;iia.|̂ om cio prograiiiaíjão PliP- ^'oisào

0.1.2. (.) PliP Vunia liiigiiagoiii do prograiiiat^ão bastaiito podorosa o siiiiplos, ooin suporto

paia. o dosoiivolviiuouto da pr(.>,u,rauiao7io oriontada a oi.)joto.s. K.sta Iiuguaj2,0!u poniiito

criar apiicanios Web dinainioa.s. possibilitando unia intonu^ão ooni o usuário atravós do

forniulários, parainotr(.>s do ontrada, outro outras oaraotorístioas.

(.) ct')dij;o PIIP ó oxociílaxio conio linguagoni do .script no somdor. sondo onviado pani

o (. lioiito aponas o oc>digo HT.ML. Dosta nianoira, ó possível intoragir ooni bancos do dados

o a.plicaoõos oxistontos nos sonddtjros.

rtili/auK.iS o ÍMIP oui oonjunto ooin o sorvidor Web Ajiaolio'̂ vorsào-^.O.õr) uiais o

banco do dados Accoss' (.sonionto i)rot('>ti[)o). A iinguagoni taniiióni so d(\staca pola possi-

biiidado do intoragir ooni unia vasta lista do ixnioo do dados. Doutro olos ostão uni dos dois

inals boni concoit nados conio o Oraclo. PostgroSC^L o o MySC^L. 1'in recurso avançado do

PllP ó porniitii- conoxòos poisistontos do banco do dados, niiniinizando a noc(.'ssidado do

constantes conexões {(.iporaçõos c[Uo auniontain o toinpt.) do ros[)OSta das aplicayõos).

"URL - http://www.php.net
'URL - http: //www. apache. org
HJRL - http://www.microsoft.com/access
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Fi;-!,lira 43." lAmçào flai)i»raíia para evitar atatiiies tie SQL hiji-ctkni. Observe ijiie ooitjetivo é anular (luakiuer sinia,\e
' le >t^L. ta^s de H IMl. ou (.Ia pró|>ria linguagem de programação, e (luakiuer caríictere (lue \-enlia a possibilitar a ocorrência

de um err-) da instruçat^ ile rótiigo utilizado pela a4>licação cjue i>ossa vir a revelar informações cruciais do seu banco de

dad

A (ii.icinlk.laí.lc <,1p a|)lica(;õoy já oxibl.piitcy cm PIir\ a bua robustez, a rapidez iia eotlifi-

(•a<,;à() e a íaeilidade de aprendizagem, fazem dela. uma exeeleiit.e eseoliia para. o deseiivol-

\ imeiito de apliearòe.s para a Web.

Em se tratando de um sistema. algumas medidas de seguiunea forain tomadas

(dii lelayào a.o eontrole de acesso do E\'a.. Por exemplo, um sistema de Loíjbt foi ini|)le-

mcntado onde só será {«'rmitido o acesso de laboratórios eredeneiados que solieitarem um

pedido de permissão para uso, via email. Cada laboratório reeeldc um limite de usuários e

Iodas as aeóes e os dados gerados serão de seu uso exclusivo e de total re.S[)onsa.bilidade,

onde nenhum oiit.ro la.lboratório poderá a.lterar ou modiíiear as infornia.çòes gera.da,s e ar-

mazemulas de segundos ou teiceiios, sendo [lossível apenas a \'isualiza(;ão, a análise e a

Comparação dest.es dados entre eles.

Medidas de segurança tamltém foram tomadas j)ara e\'itar .SC^L InjíX.tioiw (íigura 13).

S(JL Iiijeriiüii é unia forma ifá.sica de at.;u|ne utilizada para oiit.er ace.s.so não a.nt.orizado

a um Ixinco de dados ou até mesmo [lara ol)ter informa(;òes ocultas do banco c{ue [to.ssam

comprometer a sua int.egridade e segurança. O atacant.e t.enta iiisenr uma. string na

a.plica(;áo, com um comando .SC^E manii)ulado a seu hn-or, iiara tentar obter informa(;òes

sobre as inst.ru(,;óes de SC^L tiue estã.o sendo utiliza.da,s pela aplica.(;ã() atacada. Desta,

forma., o a.tacant.e iioderá obter iníórimugáes como, [)or exem[)lo, o nome e os a.tribntos de

uma tabela, do banco de dados que contenha informações de Loijiii dos usuáiáos (KO.ST,

AJUl).
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1.2 Modelagem

o sistema pn){)C)St() neste t.ial)alliu, ([ue a. título cie referéiieia passa a ser (leiiomiiiaclo:

|-.\a - IdtJitipcüçúo hanuina utravéi; do DNA MitocofidrUiL iovii em couta a (;eiitraliza(;ão

(Ias iiiformayoes j^eiiélicas cio DKAmt., coletaclas em âmbito uacioiiaL para. serem aiiaii-

satjas e armazeiiaclas em uma i^ase cie ciados padroiiizada e li\'re de erros. Desta tbrma

o EA'a. gerencia, estas inl'ornia(.;òes, no estorco de agilizar o processo da (•ompa.racào d(>st(ís

dados, e\'itando redundâncias, visto c|ue dois ou mais laboratórios poderão estar tipanclo e

comixii aiido as mesmas amostras de um mesmo caso, em diferentes estados. Isto aprimora

a abrangência, da identificação humana em tcxlo o território nacional.

Dor exemi)lc): um pai de família (lue mora no nordeste é levado sec[uestraclo, morto

(' seu corpo Lncendiado, no sul do país. A iclentiíicac:ào desse indivíduo poderá ser ra-

{)idaniente agilizada pela inser(;âo da análise do seu i.)eríil DNAnit no Eva. fânlindo da

idéia de ({ue atrav(''s da. doacào de amostras do DN.Vmt de seus íâmiüares (da. mesma,

linhagem materna), estas .serão também in.seridas, no sistema Eva, (.liretainente de um

dos la.l)oratórios de DNA forense cla([uela região do pa.ís, e eventua.lmente possibilitando

a ide!itiHca.cão. A íigura 4-i ilustra este fluxo.

(.) sistema Eva. visa otimizar o (lesempenho de t.odo o prcx-esso de ident.ifica(.;â.o humana,

desde a coleta, da amostra i)iológica de um |)arente (jiie mora em out ro estado até ao envio

(Ia coleta, das amostias biológicas de seus parentes ([110 também residem em uma outra

icgiâo distante, inde{)endente do lal)oratório Ciue irá ex(X-uta.r a extra.cà.o e as anáüses

des.ses i)erfis de DNAmt para serem conii)a.rados.

A figura ló ilustra, a. ar(|uitetura projetada e desenvolvida para o sistema Eva, com

posta [)elo.s (juatro m('xlul(js descritos abaixo;

• Alinhamento de scxiuéncias.

• Xalidador de [>olimoríismos.

• liuscador de similaridades.

• ('alculadoi" probabilístico.

('ada módulo é descrito nas se(;óes seguintes.



Amostra
^ Pessoa Desaparecida

Ossadas

- Laboratório RS

Aconseltia

ao usuáno a

revisar a

seqüência

Estado do

Rio Grande do Sul

Seqüência P D (A)
HVI e HVIl

Verifica erros

no hapiótipo

l-lapiólipo
livre de erros ?

Família

Sistema

Eva

Gera o Perfil

deDtviAml

Armazena perfil
no banco e ativa

tn^l^erpara a
comparação de perfis

Similaridades

relevantes? '

Informa

usuárto
nao

Gera relatório

final com os

resultados

EKecuta cálculos

probabllrs ticos

Amostra

Reclamante

Sangue

Estado de

Alagoas

Seqüência RC
HVteHVü

Verifica erres

no tiaplótipo

IHapíótlpo
livre de erros ?

sim

nao Informa

usuário

Gera relatório

final com os

resüllados

Laboratório AL

Aconselha

ao usuário a
revisara

seqüência

44' Diaf^rfima do Iliixo de dados no sistema E\<i.

Módulo de Análises

Entrada: Sequencra HVIe HVII
(Arquivo KASTA)

Verifica a ocorrência

de erro nos

poiymorfjsmos

Módulo de Comparações/Cálculos

Insere no B.D

Buecadorde

similaridades

Calcula dor
probabillslico

Novo perfil

IHomologiae
relevantes

Obtém a freqüência
na populaçdu
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Figura 45: Arquitetura do sistema. Kva - Identilicação humana através do ÜNA Mitocondria!, composta pelos (luatro
mOfkilos.
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4.2.1 Módulo - Alinhamento de seqüências

Diciíit.c dos i.itos d('S{ lit.os iids scyocs 3.2.2, 3.2.3 ocm siia.s siil)sc(^*ò(\s. fica. evidente que
a. aii<ilis{ do aliiihfiiiu iilo de se(|iien( ias do DíV.Vint [lara. hiis de est udo de casos íorenses

ainda é muito |)ie(. áiia.. Essa pieeaiiedade se da devido a ausência de uma fcrramcnte

espcíííica paiti o aliniianiento de suas seqüências. Lnia outra. prol)lenicitica existente ê
a carência, de j)adioniza.yao para a anotayao dos polimoríismos do haplótij)0, gerados a
partir do a.liniianient o.

Na seção 2.12 e a.{)resentada uma liierarquia cjue deverá ser seguida j>ara relatar os
polimoríismos. e nas seeoes -3.2 e 3.2.1 essa. prol}lemát,ica é ainda. nia.is (explicitada, com

{;xemj>los (lue a.p(^ntam as r(.'tonienda(;ões surgendas para (jue .se mantenlia uma padroni

za <;ã{>.

Portantca, este modulei Ibi desenvoh idc^ com o oljjetivo de alinhar, (le Ibrina específica,

a.s seciucmria.s de DN.Vmt. ])ara estudos de casos í()ren.ses. .VEni disto, a.pás a execiic^ào

do aliniianiento. o módulo gera o liaplóti|)o com os {lolimorlismos anotarlos, conforme os

padrões, para postei'ioiaueute .sei' armazenado e comparado com os (lemais haplótipos iio

lianco de dados.

O iiKxlulo tem como entrada as duas seiiuências H\'í e lIVll iio Ibrmat.o Fasta. Este

fornia.t.o é const it uído dc um ar([UÍvo texto onde, por ])adrão, a primeira linha repre.s(ait.a.

o cabecalho e a pai tir ria .segunda linha coloca-se as bases da se(iuência. Os artiuivos

no formato Fast a vem sempre precedido com o símbolo ' ' como primeiro cara.ctere na.

p!*imeira. linha do arciuixo. .\p('>s esse símiioio. ainda na primeira linlia. a primeira pa

lavra reí)resenta o nome ou o c(')digo dadcj a .si^puaicia; a segunda., o tipo de mohVula.
(niicleotídeo oii proteína) iitilizadíu por hm anota.-se a deserção da região e o tamanho

da seiiuêiicia (iigura. Ib). C'a.da. se([uência ê analisaria, por vez, com a sr^inência rCKS que

j;i r'em embutida no E\'a (figura E).

O mórlulo utiliza o algoritmo de alinhamento global, rlescrito na .sreão se(;ã.o -3.1.1,

visto ([lie é alinha.do II\'I da se([U(dieia. de amostra com II\'I da rCRS (mesma tática.

-LLC-Ol ni.jc"90t 1 T hiit ;~i
-G"^GC-CGCG----GC--—^GCG-G-^CGC-^GG-GCCGG-GC-CCCTA

CGC-CC^ACG—C --.-----C-GGCG-...C^~-C~X'--^G-G"

"C "GC -GCC GC -~-CZ aC -C -G-C A-C - •aX--CC

r igUra Ki: l xemiílo Ue um f'a.sUi li>rmalci<lo.
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Fi^liui At: d.- <..ula alinl.ame.u.. das ivyidos HXd oH\'ll com os liaplótipc^ cmotados de acordo com a
padr(>ni/,i(;ai., realizado pelo módulo - .Vliiiliamem.o de set|Uencias.

paia. Hr\ II). () aiíi,(.»iiliii(.> j^cia a matriz com a.s similaridades ciiírc as duas sc([uciicias,
c assim, i liando \'ári(>s aiiiilia.mciil.os otimos ((iic [judcrãu ser obtidos a part.ii" da sua.

leituia. A [)iol>lematica comcea. a. surji,ir a partir do momento em c|ue |)reeisaiuos ol;)tei"
um aiiiiliameiito especííico dent re os xYuios aiinha.inentos ótimos.

1ratar est.a piol.>lematiea gerando todos os aliiiliameiito ótimos e a j^artir daí escolher,

at ravés de lieiirísticas. o alinhamento mais apropriado, poderá, .ser inviável devido à coni-

ple.\ida<.le deste algoritmo na construção de sua matriz ((ue é 0{niii) e é t.le 0(?/i+ u,) para

obter cada um dos alinhamentos onde (//? + //) representa, o tanianlio do «alinhamento a .ser

^eiado. ( V)mo se trata, de uma análise glolial do algoritmo, tem-se (ua maioria <ios casos)

duas se(p.iêiicias. digamos //., com ([i.iase o mesmo tamanho. Portanto, a sua complexidade

é consider.ada ((iiadrátic.a 0{n^).

Em coiitrat)aitida., o módulo retorna apenas um aliuliameuto, leiido-se as setas da

matriz «a partir da entrada (m,?/) até (0,0). de acordo com «as três recomendações de.scritas

lia secào 2.12.

A heurística utiliz«ada n«a leitura, da. nra.triz dá i)r(d(Ténci«as a inserções {(jap em .s),

«Jelecòes [yup em /) e como útlima alt-ernatixa, considera-se um alinhauiento da base «s

com a base de / (hgura 18). Concluído o processo de alinhamento, o módulo entào anota

as xariacóes eiit.re as seqüências .s e I de acordo com a pariroihzaçáo (seyao 2.12);

Koplòtipo - lOlllT, 16209C. 1G223T, 1C290T, 10319A, 16302C, 730, IIGC, 1&3C, 23&C. 23GC, 2030, 309.IC, 309.2C, 310.IC



I Alinha abase de s
com a base de t.

inserção de g^p em

Inserção de gap em s.

cl 4b). Ileui ísiica adotada i)elo niixlulo -Alinliainento de setiuencia.s. na leilinada matriz para obter oalinhamento
1'iuno. Aprelenmna d.us setas se tiã de aordo com a. sequencia das cores; verde, laranja e íuíuL

4.2.2 Módulo - Validador de polimorfisiiios

Tt.x.lo u i)ioress(.> (Ia aiialiyc (.1(^ DNAiiit é Ixustaute minucioso, (Jcsc.le a. lii)aji,ciii até
!,;('ia(;a() do seu pciíil genético. r\)is, em cada nina deslas eí.a.pas, o DN.Vint. est.a.rá sujeito
a errtas (|ue poderão ser pro\'ocados jx.)!" unui e\'cntual c(.)nt.annna(;ão de lal.)(.)ratóri(.) devido

a. prática de inantiseio da amostra ou, até mesmo, nas et.apas de alinhamento de suas

setiuèncias e na gera(;ão do seu liai)ióti{)o.

Como e descrito na. s(vao 2.13, exist.em cinco cla.sses de erros (|ue cla.ssiíicam os tipos

mais comuns (lue poderão ser geraclc^s duimite a análise d(^ DNAiut. Nesta luesina se(gio.

tamlxan e explanado ([ue a técnica mais conhecida para a verihcatjão dest.es erros é exe

cutar uma análise iik.rgenética do ha|>l(')tipo do perfil suspeito em ((uestào. No entanto, a

sua utili/a(;á(.) ainda mm é muito Ixmii vinda, d(.'vid(.) a(.> teiuiio (j:ue leva [lara (pte ela .seja

concluída e ao seu minucioso tratralho, visto que é necessária a inten-eimão e verihcacjão

pek) o usuário, d(.)s gratos e ár\-(.)res <iue sáo gerados durante o decorrer do seu [rrocesso.

Entretanto, o site do MITí.lMAP (BKANDON d ai., 2001) contêm uma tabela com

todos (,)s irolimoriismos validados irela coimmidaíle genética, provendo também da sua

releréiicia literária, ([ue os valida, (tabela 3).

Com (vstas inrormacòes, o geneticista Ibrense é cairaz de verilicar se os polimorlisníos,

das regmes HM e HMI, (^lo hapbh.ipo, de um perfil genético de DNAnit, estáo coerentes

(•(.rm (js t>olimorfismos já verificados e \'alida.dos pela comuni(.lade genética. Pcjrtanto, esta

irrática se torna uma alternativa jra.ra veiificar erros (lue poderão ser prcA-ocados pela.

cla.sse 3, já. (jiie o m('»dulo de aliuliamento de seriuências (s(vao anteilor) se encarrega de

(A itar os p(.>ssí\eis (.'fixrs (jue iroderáo ser gerados i^relas classes 1, 2 e 4.
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at rai és tlc>

ruiviii. (.) ^('iirtici.sui loicnsc, ao usuíiuir (leste ser\ i(;o olereeiclo pelo MITÓMAP. terá
seiiipLe cpie procurar por caxla, mu dos poiiiiioríismos do ha.pMpo do períii gtmetico em
'luestao e. em seguida, acessar o site do MITOMAP pioeuraiido cada posição reidreiite
aos polimoríismos cpie ele deseja, comparar itara veiiíicar sua auleiit-icat-ào. Desl.a ídrma.,
(.) geiieticista roreiise estará correiaIo u risco rle pro\ocar erros das classes 2 e 1.

O presente iiauliilo - Vaíulador de yoliijwrfisnuis teiii como olijetivo acessar o site

do MllOMAP, capturar as iiirorma(;(3es dos i)olimoriisiii(.)s e arma.zeiiá-las no tiaiico de

dados do EVA. ( om isto o m(3dulo analisa caala i)osi(.;ão e a. I)ase cbs polimorlismos do

liapl(')t i[)o. ((lie foram geiia^los [)elo módulo de aliiiliamento de setiueucias, na sua base de

dad(^s de iiolimoríisnats. Por íini o resultado da análise é exibido ao usário indicando se

os ixdiiiioríismos estão dc acordo (ligiira i9). A tigura 50 ilustra a excciK^-áo deste semeio.

No entanto, porlerá acontecer de <iue algum polimorlismo, do liaidótipo em cjuest-áo,

liào est.eja. referenciado no site do MITOMAP. Neste ca.so, o sistema aconselha ao usuário

de aboitai" a (.)pera(;ão e leanalisar o eletroíerograma. as seíiuéiicias, executar uma análise

íilogenética e, at.('' mesmo, resecinênciar a. amostra, pois o polimoríisino ([ue nrio est.iver

\alidado [íoderá ter sido gerado atra.xés de algum erro durante a tipagem ou no decorrer

do S(.Mi se([uencia.mcnt.(.) (classe de ern.ts 3).
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Fij^uru 49: Resultaclo da anA-liso dos polimorlismos do lia{)lotipo daamostra I^DOOOL gerados i>elo módulo -3'alidador
de poiimorlismo.5. e exibidos pelo inócitilo - AlIiili<uiiento de seciuêiidas.

Araísa a stream HTML e recupera ^enas
as inlcrmeçôes dos polimornsmos. e «
armazena no banco de dadce.

( MITOMAP

Copia stream HTML
relereries aos dados.

Banco de

Dados
Realiza busca e anáSse dos ciados requisSeclo
pelo módulode alintiamento de seqüências.

Resultado da busca pelos dados com os polimortlsmos
lótipoque estão sendo ansriisado.referentes ao do

Gera haplóíipo fHV)e HVII)e sollcils sue
análise. 1

Módulo:

Alinhamento de

seqüências

Enlre c?om seqüências
de HVI e HVHpara
serem alinhadas.

Acsssa osHe
doMÍTOMAP.

Módulo:

Validador de

polimotfismos

RequIsHa atualização
da base de ciados de
poSmoríismos.

Sistema

Eva

Figura, 50: Dic-q^rama. do modulo-\'aJiclacIor de polimorlismos.
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I i,t;illa 5i: \mlic.-n,:a.-) do um UÔVÕ [K-UmorlLsiuos doiocuido |>olo módulo - \'aIidador do i)olimorlismo.=;.

Entrei auto. uein seiiiprc, um ik^IíuioiIísuiõ (ího iiào esteja proseiite uo MITOMAP
simiifkjue cpie ele tenha sklo ^i^erado por algum erro ou artifíeio e sim i)elü fato de C[ue
miil.a<,;oes [Kxleiii acontecer durant.e o [)assa.r dos anos no geiioma. mitücondrial, gerando

no\ os polimorlismos ainda (lesconhecidos. mesmo que seja apenas a mutaçjão de um único

sítio.

E^'entualmente, neste tipo de caso. pode-se verilicar uo\'amente a ocorrência deste

iio\(.) polimorlismo em uma nova análise da amostra e ou na análise de outius amostras,

a.t.é c[iie algum cientista geneticLst.a o valide ibrmalment.e.

Por exemplo; ao submeter as seciuêiicias ÍTM e ÍR'TT da amostra .\L.d5 i)ara ser

analisada no Eva. \'<'rificou-se, através da ba.se de dados rle polimoiíimos (atualizada em

b de Abril de '.^OOb). a ocorrênciii de um polimorlismo, no segmento de H\'ll, ainda iiáo

validado pela. lit.erat.iira. o '9d.lG\

A i)rincípio este novo polimoríismo náo a])arenta ser i)i'o\'ocado por algum tipo de erro,

^'isto (pie a [>osi(.;ào '94" está validada como sendo um sítio "\'aria.nte, apresentando apenas

a. \'aria(;áo de i.ima única adenina (A) (figura ãl). Mesmo assim, um ressetiuenciamento

da amostra, foi realizado para cert ificar a sua. ocorrência.

tMrtanto, em tal situa.(;áx.)- o polimorlismo poderá, ser considerado válido e o perfil

seguro de ([iie está livre de erros da. cla.ss(í 3 para ser armazenado no l)anco de dados e

comparado com os demais |>erfis. como ê desciito na práxima. se(;áo.

:



4.2.3 Módulo - Buscador de similaridades

A(de um hauco (h» (lados se Idz iiccossária diaiito da coiiccpyão do sistciua. EA'a.
( da iíiipoit aiu ia. da se cria.r da.dos com ([iialidadc para. serem armazenados egereiieiados
de maneira apropi iada.

A(oiK epeao de imi sistema [nira dar suporte a identiíieayào de pessoas desaparecidas,
at.ia\(s da aiudise do DNAmt, necessita da criayào de um banco de dados i>opulacional,
(onsistit.uído de períis escoliiidos ao acaso, utilizados como ierrameiita pa.ra estimar o
p( s(,> de uma e\ irlencia {inaíck), como também a de uma banco de dados 1'oreuse |)a.ra dar
Mipoite a j^eréiicia dos períis de [)essoas desaparecidas e de seus reclaniaiit.es.

Desta torma. essa i)ase de dados, em conjunto com o servidor Web. permitirá o coni-
l»ait illiauieiito de [)eriis de DKAint, de pessoas desa.parecidas (PD) e os de reclamantes
(). entre os lalx)rat6rios, relerentes da mesma linhagem materna.

A problemática desta, concepção é percebida na medida, em que vai anmentando e
se acuniulando. no banco, o numei"(.) de [)eríis de DN.Amt de i"eclamantes e o de pessoas

(lesaparecidas, para. serem comparados e analisados. Asolução desta. ])robleniá.tica setorna.

in\'ia\'el com a. conipara.{;ao e a análise destes (xtíIs pelas práticas exercidades atualmente,

(jual seja. utili/a.ud<.) (xlitores de textos ou planilhas e ou até mesmo a olho mi.

\(> esforço de resolver esta. problemática., o pnvsentc módulo, ao armazenar o períil

gerado pelo módulo <,le aliiüiamenlo <.le se(iuéncias. ati\a a Iriyíjei' <.le conqxiraçáo deste

recente períil com os demais peiiis no banco.

P(.)r exemplo: ao se analisar, \'alidar e armazenar um no\'o perfil de IdNAmt de uma.

l)essoa desaparecida, o pre.sente niódido, aiit.omaticament.e, aciona, o seu dispositivo de

comparaçao (leste ikao períil com os demais perfis de reclamantes já armazeiuu.los na.

base de ílados e vice-versa.

O número (le conii>arações C (.le um períil genético em ([uestáo se dá [)ela. seguinte

e([ua.çà(), onde N é o lamaiiho da base de dados de PD ou RC vezes x c[ue á a, (luantidade

de períis genétic{.)s em ([ue .se pretende comparar:

C = N • X (4.1)
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O iiiú(.liil(.) cH.)iii|)ai"a c analisa os pcrlis clc acordo com as rccomcnc.la(;õcs dc
iiiícipictacao descrit as iia. secao 2.8. Sfio realizadas ([iiat ro tipos de a.iiálises coiiiiKtrat ivas
|)ara um da<.lo perHl cm <|uestão:

• Os pcrlis em compara(;ao variam cm dois ou mais polimoiiismos. É nolüicada a
ocorrência de nina exclusão.

• (.)s perlis em comiiarax^-ão a[)reseiit.aiii o iiiesiiio liaplótipo. É iiotiíicada. a ocorrência

(.Ic um iiiaUli i)eiicito, luio-cxcinsao.

• (.)s perlis em compara.ya.o dirercni apenas pela presença, dc li(1.croidasniia. É noliíi-
caí.la a ocori"cncia rlc um niatcíu nào-cxclusào.

• Os dois perlis cm comparac^-ào ditcrcm apenas i)or um único i)olimoríismo. É notifi

cada a ocorrência de nni iiiaích. inconclnsivo.

O pre.seut.e modulo ta.mbêm realiza a.n.álises de busca, de similaridades do perfil em ({uestão

c(.)ni (.>s perfis do l.)anco populacional, após a certifica.(;à.o da ocorrência de um match na

sua. coni[)aracao com a base de dados de PD ou RC.

Nesta análise, com o l.)aiico populacional, o presente módulo interage com o módulo

calcnla.dor proba.bilíst.ico para poder estimar o peso da. evidência, do períil genético em

((uestão. Esta interação é descrita na se(;ào .seguinte.

A lignra Õ2 ilustra o diagrama do serviço executa.do pelo módulo liuscador de simi

laridades e a figura ód ilustra o resultado das análises comparativas gerada pelo presente

módulo.



Ertra com sequíncias de HVI
e HVIIpare alinliainento.

Módulo;

Alinhamento de
seqüências

Cria0 hepiótipo para o perfilgenético.

Sistema

Requisitao armazenamerto e a compaiação do
perfa genético gerado.

L

Módulo:

Buscador de

similaridades

õers relatório onm o

resultedo des análises

Pessoas desaparecidas
(PD) RasTiza 8 comparação do

pertQem questão com os
eternas (por exemtdo: PD
XRC.e vice-veisa] para
8 busca de um match

rtíevanle.

Reclamantes pC) Banco populacional pP)

Meick

Realizae comparação do
perfil em questão com os
perfis populacionais pera
para estimar sua trequência

Fi^UIcX -52l Diagrama do módulo - Buscador de similaridades.

iRosuHado do

lanélise

Módulo;

Calculador
probabilistíco
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Resultado das Comparações

ID smçistrs; PDOOOl

Csso forense: Tçste

Caso espeoai'

Pessoa Desaparecida

H3DÍ0tipO.
• - 16111T, 16209C,. 162231, 16290T, 16319Í. 16362C

• HVII • '3C, 146C.. 153G. 210G, 235G, 263C. 309.IC, 315.IC

• IDO da amostra Osso

Estado refs-snce: Alagoas
Laboratório al.Oi

ResDonsável: luis Hennqus Teixeira Caetano

Reclamantes Idênticos:

Codigo da Ficha. 9"

ID amostra: fíCOOOl

Caso forense: Teste

Caso especial

HapiotiDO:
HVI •16111T, 15205C. 16223T. ie2?0T, 153194. 16362C

HVII - 73G, UeC. 153G, 210G, 235G, 2635, 309.IC, 315.IC

Data inicial: 08.04,i2006

Tido da amostra: Sangue

Estado referente: Alaooas

Laboratono: AL.Ol

Resoonsa.el; Luis Hennaue Teixeira Caetano

Reclamantes Heteroplásmicos:

rodigo da Ficha, 98

!0 amostra: RC0002

Cas"' forense:

Caso especial:

Haplotipo;
HVI • 16111T, 1Ó209N, Í6223T, 1629GT, 153194, 1S362C

HVII - 735, 1J6C, 153G. 21QG, 235G, 263G. 309.IC, 315.1C

Data inicial; 08;0-1'2006

Tipo da amostra: Sangue

Estado referente: Alagoas
Laboratono: AL.Ol

ResDonsivel; Luis Henrique Teixeir-s Caetano

Codigo da Ficha
ID amostra

Caso forense

Caso especial

Haplótipo:

Reclamantes 1 Diferença:

99

fíC0003

• HVI - 16111T, 16209C,16223T, 16290A, 153194, 1Ô362C

• HVII • 73C, 146C. 153G, 210G, 235G, 2630, 309.15, 315.IC

Data inicia': h3. 04'2006

Tipo da amostra: Sangue

Estado referente: Pernambuco

Laboratório: Au.oi

Responsável. Luis Henrique Teixeira Caetano
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Figura 53: llesultado da análise das comiJaraç;ões entre um periU de um !'Dcom os perfis de flC, gerado |>eIo módulo
- tíuscador de sümiaridades. As entre lirüia.s verdes representam, os perlis U,(.: com. os quais se obteve um inatdí em relação

ai:> períii PU. Asentrelinhas amarcias representam as \-arí.antes em relação á PD.



121

4.2.4 Módulo - Calculador probabilístico

Apos l.õr (•()iiipl('t;uli) o processo de análise reíen^iil.e à se([uêiicia. de iinia aiiioslra,

([ue en;j,iol)a a geraeáo do seu [)ertil genético, a verilieax^-ão de erros no seu lia[)lót.i[)o e a.

\eriíica{;ao de uui inutch relevante, a etapa íiiial a ser realizada de todo este |)roeesso é

esTiiiiar o peso da evidencia desta amostra, na popula(,-ri.o.

Para a execução desta etapa o geneticista forense necessita de unia. i^ase de dados

coni[>ost.a i)or perfis da pojinlaijáo [la.ra poder estimar a freíiueiicia da a.mostra (perfil) em

estudo, ([Uai seja ela de um PD ou H.C.'.

Por exemplo, suixuüia ([ue o Eva. possua, na sua ba.si» de dados de R.C\ 50 peiUs

armazenados a espera de um matdi relevante na sua comiiaraç-ão com um pei"fil de PD

{[lie venlia a ser inserido no sistema, Su[)onlia.mos ainda ([ue, ao entrar com um novo

perfil de um PD, o E^u revele a. corrência de um iiuUcli entre dois peiiis de RC^ Este

nuitrh significa ([iie esta nova amostra, de PD [xxlerá ser o parente desaparecido fie um

(hastes dois reclamantes, o ([iial eles esteja.m à procura.. O [iresente módulo calcula, a.

probabilidade desta amostra PD ser ou não ser este possível parente desaparecido. Para

isí.o. inicialmeiit.e, o módulo fxiscador de .sinnla.rida.dcs analisa, o [xtIü em ([ucstã.o para.

\(M Íficar a sua pi-eseixai no banco de dados po[)ulaeional. Em seguida, o resultado desta

íi.nálisc c cntà.o [lassado para este módulo estimar o [leso da evirlencia. deste [lerfil (PD)

gerando, assim, o insultado probabilístico fie ([ue esta amostra de uma pessoa desaparecida,

seja., [X)ssivelmente, o [larente de um desses dois reclamantes.

O m('xlulo realiza (.\ste cálculo fie acordo com o núiiiem de observações fio peiiil em

([iieslào no banco de dados [x)[)ula.cionai. de acordo como descrito no na. S{cã,() 2.9. A

figura 51 ilii.síra este senxf) execiitaflo [xdo presente módiilo em conjunto com o módulo

l,)uscadf>r de similaridades.
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1

Sistema
Requisita o

armazenamento e a

comparação do pettil
genético em questão.

Módulo:

Buscador de

similaridades

Verifica a freqüência do perfil
em questão. n.

Resuitado da

freqüência.

Banco populacional (PP)

Gera relatório com os dados do
peso da evidência.

Módulo:

Cáículador

probabilístico

Match?

AnaBsa freqüência

Hão

sim

_,.-^alcula a probabilidade do perfi
J em questão, com intervdo de

de confiarça, para uma ou
mais ocorrências.

/'•"Calcula a probabilidade do perfi
j emquestão,com intervalo de

95% de confiança, parazero
•coirências.V

Figunl 54: Diagrama do módulo-Caiculailor probabilístico.
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5 Experimentos e Simulações

"Só não f(dli(L qiw.iii. não tenta

V(javni náo tvnta jamais tem sucesso."

Tivliexiu)

Neste (•a.i)ít iilosAo a.prestnitaíios os daclos utilizados nos í.ost.es nnüizados com o sist.oina

liva para coiitiniiar a. acurácia d(^ suas fcrraincntas ...
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5.1 Análise das 123 amostras

Xõ trahallu) de Barliosa (200G), taiiibéiii realizado em iiareeira com laboratório de

1>.\A loreiise da l lóVl.. íbraiii eítieolliida.s ao aca.so 123 amo^tius de indivíduos das diversas

cidades do estado de Alagoas (íigiira. 55). Maeeió e Arapiraea foram as duas eklades com

o maior número de amostras coletadas, 33 em iMaeeió e 11 amostras de Araiiiraea. Estas

123 amostras foram se([ueneia.das e analLsadas para. compor o iiaiico poi)iila.cional do Eva.

Xestas 123 amostras, encontram-se 110 liaiilótipos diferentes ([)eríis) e o liai)lótipo mais

lrtH[uente é encontraclo em apenas 5 dos 123 indivíduos. Desta forma, a diversidade

genética do banco de dados populacional do Eva (composta por estas 123 amostras) foi

estimada em 99.7'X (SCHNEIDER et al., ).

Estas 123 amostras foram submetidas para serem alinhadas no Eva, como teste, para

\(MÍficar se o módulo <le alinhamento de se([uências estaria alinhando perfeitamente de

a.cordo com os padrõ(\s propostos pela. literatura.

As se(iuèncias das duas regiões de H\'I e H\'ll das 123 amostras foram alinhadas,

com sucesso, at ravés do Eva, (.) alinha.mento apreseiil.oii ser 1U0% eficaz em todas as

2 H) .se<iuéncias, compostas por l l\'l e ll\dl, gerando e anotando o i)ertil de cada uma

delas (hgiira. 5G) de maneira apropria.fla.. Tendo alcançado (^ste objetivo, as 123 a.niostras

[)udera.m ser a.linhadas e os seus |)erhs genéticos foram gerados, automaticamente, para

eiitào serem arnia/eiuulos com {lualidade e .segurança, po.ssibilitando assim a criaçào do

banco de dados populacional. A lérramente de alinhamento, ao gerar e a.notar o perfil

genético com sucesso, contril^ui [)ara a eliminação dos erros ([iie i)odem .ser [)iX)vocados

pelas cla.sses 1, 2 e 1 (seção 2.13).

^ ....

Tir;7*'
<) ' ò. '9- . o

"*** MMOO .

- o.- •

Õ" "r.A." ;sn.
or*.'. • . tC.-'--- . ♦ .

Eigura 55: llusira<;áo domapa quei-cprosctit.ao Ksiatlo do.Vlagoas, iiKlicamloos tmiiiicíi>ioí5 dooriüom dos 123 indivíduos
auali.síuios. Font.o: (DAUDOSa, 2()()(;).



ID -Umoítra AL72

í-íaDioripo

• HVII • -3G. 1890, 195C, 200G, 263(3,[27^309,iç, 315,1C

"Favor Verificai-
é aconselha.sl Revis.'

Poiirriorftsmos validados psto Mitomap:

• HM! •

"3. G

1S9: C, G
195. A.C

200 G

,263: A.G ^
1272: PolimorFismo desconhecido"!!
309' dei. CCinsinh T
315: dei. A, CCins(n}, T

ID Amestra AL36

n-aolotipo

• t-iU! - "30. 151T, 152C.. 182T. 186A, ISQC, 2A7A 263G,[255^315.IC. 316.!

"Favor Verificar se os Polimorfls
é aconselhável Revisar SíOu realizar un

Poiimorfiemos -.alidados oelo Mitomao:

• hvll -

~3: G
151.T

152: C
ie2:T

156: A.T

159: C G
247: X

263: G _
1265: Polimorfismo desconheciJõi
315: dei. A. CCinsi'n'i. T
315: A

Figurei 56l Muiações suspeitas cie erro, cletectaclas pelo Ev-a.
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Nustu luusmo osturlo (BARBOSA, 2üOG) vcrificou-so ([uo {leiitrc a.s sc(iuciicia.s das 123

a.iiKwtru.hi 90 iuraiii úniraid para H\'l o 79 para H\ll. A região da H\''I aprc-wiitou 87

sul).stitiii(.;òes onde 77 são transições e as outras 10 são transvorsões, o mais 2 dcicções. Já

nas setiuéncia.s de H\'II obsem>u-se 41 substituições eom 37 transições c 4 transversõos,

mais 3 deleções e 4 tipos de inserções. A nuiiona das mutações (iiolimorfismos) eiu ambos

os segmentos íõnun de traiLsições, o que coníiima a proposta de Wüson( WILSON et til.,

2002) no tratamento de variantes (seção 2,12) que reflete a complexidade da elaboração

do aiinluuuento de se([uêneias de DNA Mitocondriai pm-a o estudo do casos foroiiscs (seção

3.2).

O módulo validador de polimoríismos mostrou ser uma valiosa ferramenta i>ai-a dcv

tectcir {.>ossh'eis erros da classe 3. (Js perfis tidos como "suspeitos" íbrain ^^alidados com

sucesso pelo módulo. A figura -56 apresenta um resultado gerado pelo Eva onde as subs-

tii.iiições ua região do HMI, apresentando o polimoiilsmo 2G5C no perfil AL3G e a subs

tituição 272G 110 peiül AL72, foram apontadas como sendo de.scoiiliecidas. Porém, o
res.se{iuen(iamento destas amostras confirmou a a.pcUÍçã.o das duas mutações inéditas.
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5.2 Estudo de caso forense

S{'i"<-1() (Icsclilos, lias duas [iróxiiiias scròus. dois casos i"orciiS(\s como cxoiin)lo dc uso

do sislcina Kta paru a idcutitica^-ào humaua, atruA^és dc icstos l.)iolóji,icos degradados, |)cIo

<\si lido do DNAiut.

O primciio caso trata dc um iiicidcutc \'cndico onde estaremos ligando uma amostra

de cabelo <legradado (encontrada na ceiuide um crime) a um suspeito criminoso, Ibragido,

atiaxés (ia sua. análise com uma amostra do cabelo tia màe do suspeito. Porém, o nome

de todos os envolvidos neste ca.so seião mantidos em sigilo, com nomes íict.ícios,

O .segundo ca.so de.screve a sitnulacáo da «lueda tle um aviáo onde a grande maioria da

i<leiit ilicacàt» dos restos mortais, dos passageiros, sii poderão ser identilicados atra.Aés do

cst udo do 1)i\ Anit.

5.2.1 O Cciso Mcrcerdcs

A secretaria de seguran(;a. pública do listado do Mato Gros.so enviou amostras de

calKÍt).s. encontradas em cenas de crimes, para o laboratório de DNA forense tia LFAL,

suspeitas dc iiertencerem a, um único serial kÜler.

A policia ctuiiteou a tiesctuiliar tlestas anitistras tle ealitios encontradas ein algumas

(•(Uia.s dc crimes, iia.st.antc semelhantes. A polícia verili<-aA'a (pie a vítima era niort.a por

cstra.ngulainento e sempre havia, ao lado da. sua niáo tlireita, um monte de cabelo cortado.

A pa.rtir daí a policia, datiucde esta.do começou a, a.ssociar (pie testes crimes (>stavam

sendo cometidos por um m(.'sm(.> a.ssa.ssino. Após cometer o li(.>micídio de suas \'ít.inias, o

serial killer cortava seu próprio cabelo e o deixava junto à víthna como .sendo uma e.spécie

de niarea registrada.

Alguns suspeitos começara.m a .ser levant.atlos. Um tieles (\stava foragido e já era.

conhecido pela pró{)ria {lolíeia. Prt)vidéneias foram tomatlas para ([ue a màe do susi>eito

f( »ragido fornecesse amostras do seu ealielo para serem comiiaradas com as amostras de

cabelos encontradas na cena dos crimes.

Estas anmstras de cabelos (do i)rincii>al susi)eit.o e de sua mãe) lioram então tipadas

pelo lal:)t)rat.órit) de DNA Forense da UFAL. Fbra.in enviatlas duas a.inostras tle cabelo

de duas cenas tle crime e mais uma atnt)stra de cabelo da mãe do suspeito, denominada

Mercedes.
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I riiiKMio turaiii .scíiuaiiciada^ a.s rcgiucs liipcrvariávcis, H\ I e ll\'ll do DNAmt, da.s
duas aiiiDSlias de cabulo, das cciias do ciiiiic, dciioiiiiiLadas dc C-abOl c C'al)(.)2. Em

scíi,ui(.la o iiicsmo |)i"occsso loi realizado j)ara scqucnciar as duas seqüências de H\'l e llVIl
da amostra de cal)el(> de sua suposta iiià-e {Mercedes), deiioiiiLiiada de CaltM. O olqetivo

li.)i íJ,erar c.) períil de Caltül e de Cabü2 pa.ra serem comparados com o pcriil de C-altM.

Em se;^uida. as duas seciiièiicias de ITM e HMI, de CabOi e Cab02, roram sulmietidas

ao sistema h\-a [)afa serem aliuhadase j2,erados o seu períil }j,enético de DNAmt ixtra serem

a.rmazeiii.id(.)s na. base de dad(.)S de [)ess(.)as desa|>arecidas, com (.> rótulo do seu caso r(.)reiise

de: CE M bi.

Smis se(iuêücicis loram alinhadas e seus perhs geratlos com sucesso. O sistema Evade

tectou a. ocorrência de uma sui)stitui(;ào suspeita no sítio 263G (lue, com uma atualizaí;ào

do l.)anco (.le i)oliuiorlisiuos, essa sust)eita tbi eliminada, evitando assim um resscíiueiicia-

mento das suas amost.ras (ligura 57 e 58).

Dor último a amostra Caij)M lói analisada, gerado o seu {)erfil e armazenada na base

de dados de recla.ma.nt (\s pa.ra ser analLsa.da e comparada com as amost.ras C^al)!)! e C^abU2

(fi^^i.ira õb).

O resiilt ado íinal das aná.lises compara.t.ivas apontaram um iiiatcli de uma nào-excliisru)

(perfis idênticos) eiitrc as três amostras. De acordo com o Itanco i)Opulacional, (jue na

época compoita.va a.ixmas 10 perfis popula.ciona.is, estimou-se (pie a prol)al)ilidade deste

perfil ser encontrado iia i)Oi)ulaçã(.) ê tle 25.9'X' e, com 95% de confiança, ê possível excluir

71.1% da poi>ulação como i)ossí\eis fontes desta amostra, \ isto ([ue a sua freqüência foi

zero no banco poi)ulacional. Entreta.nto, o simi)les fato do sist.ema. ter a.iKtntado:

1. A igualdade ent.re os dois cal>elos. encont.ra.dos em cenas de crime senielliantes.

da.do <iue a polícia já tinha levantado um suspeito, de seu conhecimento, que estava

foragido.

2. Em inatcJi. ent.re as duas amostras de ca.belo, das ('(uias de crime, com a amostra de

cabelo da fonte de referência, ou seja. da mãe deste suspeito.

• Eodemos concluir ([ue: (,) resultado de que as três amostras i>ossuem o mesmo

lia.[)lótipo já poflerá ser utilizado como fort.e indício de ({ue o sc/yu/ kUlcr susi>ei1.o

seja, realment.e. o responsá.vel por todos os crimes (lue <-ont.enliam este m(\smo perfil

uenético nas amostras de cabelo.
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!' ili,l,ir<,l 51 : l'elil da ajiiosira (.'aiAU. {^eratlo airavós da análise das setiiiencias de H\'l e H\'ll. pelo Kva. As entre iiniias

l.ix.uiias destacam o pôlünc.rlismo que, a princíi>if>, era duvidoso, mas acalmou sendo conlirmadocom a aMiali^íw;ão da i>ase

de (iaíir.s de pr-liniorliinos.
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5.2.2 Acidente aéreo

Os laboratórios do DNA íbroiiso lòm graiido dilioiddado òiii analisar casos oiido o

nu moro do amost ras soja muito grande. Essa [>rol )lotnát.ioa so dá ospooialmont.o pola laita.

do sottwaros (ji.io dôom sui)urto |)aru a automatiza(;ào (.Ias análises, do armazenamento e
da ooinpararào dos poríis destas amostras (BUDOWLE; BIEBER; EISENBERO, 2ü05).

l\)demos eitar \-ári(.>s casos lamosos (lue já ocorreram i)elo mundo, como, i)or exemplo,
o (U^astre do Tsunaini na .Vsia o o atacine de il de Seteinlao das duas torres gêmeas em

Xo\a ^ork. El A. 1Vx.lemos também citar um outro caso envobendo um grande iiiimero de

mortos, ooni corpos parcialniento ca.rbonizados, apros(>ntando dííicil idont.iíicaíjào, o (luai

foi o incoiu.lic.) (.[(.) supermercado ik.) íkiragnai, oiale as autoriadades dacineie país pediram

ajuda aos [)aísos vizinhos, espocialnionte a.o Bra.sil, para ajudar na idontiílca(;ào do suas

vítimas a.trav(''s da analiso do DNA.

CTiandos dosa.st.res onvolvom um ostoiro muito grande do vários laboratórios para tipar

o goronciar as amostras do milliaros do vítimas i)ara sorom idontilicadas. O sistoma Eva

pode ^ir a couti ii:uiir para dar este tipo (le suporte, tanto ua automatiza(.;ào das análises

dessas so<|uòncias como na goióncia dos seus dados.

Iá>i' oxomi)l(.>, iio caso de um acidente aéreo (.>ude mais da metarle dos r(,'st(.)S mortais

dos [)assageiros nào podem ser ident ificados por out ro meio a. nào ser [ndo osl.udo do sou

f).\Amt . do\ ido à dograda(;à(.> das amostras o c(.)nsidoraudo ((ue:

• O aviáo tiaiispoilava "iOO pa.ssageir{.)s a f.)ordo.

• õt) d(,)s 200 pa.ssageiros i>udei-aiu sei' identificad(.)S através de vestígios, sinais no corpo,

dentro outros aspectos físicos, como tanif>éni através da tipagoni do sou DNAn.

• Restando, portanto. 150 i)a.ssagoiros para sorom identificados atravícs do estudo do

DNAmt.

(,'onsidorando ainda (jiio noulium dost.os 150 [)a.ssag(Mi'os [)ossu;un algum la( '̂o do i)arontesc()

do E' grau outro si. teremos, eiitáo, mais 150 famílias á i)rocura da ideiitiíica<;ào do resto

mortal do seu familiar (luo estava a.f)ordo.

Portanto, o pi"ol:)fema consiste em ter 150 recfamaiites r, c[ue, teoricamente, devem

ser comi)a.r;idos (om cada. uma das N 150 amostras nao idontiíicad;is (dos pa.ssageiros),
tcAalizaiidcj em 150 iterayòes ó
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ruiéin. a cada cuiui^araíj-au, tcoricaiiiciitc, ocoircrá uiiui i(icntihca(;ào c, portanto, o
"\aloi (Ic A scra subtraído pelo soiuatório dc i a. cada nova itcracào. jV (^([iia.cão abaixo
(expressa a (luantulade de análises e coniparacòes C ((ue terão de ser realizadas, neste
(eiiaiic), paia. ([iie todas as ainostras dos [lassageiros sejain identiíicadas e ligadas a ca.da.
uni dos seus lõO itrlauiautes:

A^-l 1

>.i)
/'O r—1

M(.mu(# (|ue .seja relacionado a auiostra de uni reclauiaute com a de uni passageiro,
antes ([lie se termine a. comparação com o total das [N - i) amostras, a iteração não

podei a sei interrompida, [x^is estam(.)s C(.)nsiderando ((ue [)0(.lerá existir a i)ossil.)iii{.iade de
(einios pa,ssageiros com laços de parentesco de 2'̂ grau em diante e da mesma linliagem
liiaierna (primos e ou i)rimas i>or parte da mãe).

O numero de analises de se(giencias e a ([ua.ntiflade de conipa.racjcães. para associar
as anu.istras dos i)a,ssa.geir(js a(.)S seus reclamantes, é grandiosa demais {C = 11325) para
sor realiza.da. em teni{)o hábil e com .segnra.ima com as práticas e lerra.ment.as a cine os
laborat(')rios dis|)onlia.m e utilizam at('' os dias de hoje (ca.pítiilos 2 e .3).

() sistema E '̂a busca contribiiLr. eni relaçao a esta.s prolileinática.s, padronizando e

<1 ut()niatizalido todo o processo de analise das se(|uencia.s de DNAint, o armazenamento

o a comparaçao de seus daxbas para (.) (,'studo de ca.sijs loienses (ca!)íti.il(.) I), cjue emolvam

um grande numero de corpos e ou amostras biol(')gicas a serem identiíicadas.
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6 Conclusões e Trabalhos Futuros

"Nada se cria.

nada se perde,

lado se trausfornia.^'

Lavousier

Neste ea[jn'tul(,) são apresentados as eoiielusões e alguns trabalhos íutiiros
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6.1 Conclusões

o objctho piiuiouiial doyto traballio foi odo doscm-oh-or uma ferraiuouta para pos-
yibiütar a í^crac;cfo ooanuazonaniciito do porfis do DNA Mitucoiidriab ooin quaüdado o
soguiari^-a, para ooiiipor o l^aiioo di' dados foroiiso o ijopulaoioiial.

Até outão, nau ora possívol roalizar tal foitu do\'ido aaiiyciioia do uma íbrrcinionta ospo-
oífioa para, tra,tar das soquòucáas odos dados do DKA Mitocoufliial. Afalta cfo ititcgragão
oiiLio as íbrrauioiitas utilizadas polos laboratóiios também contribuia para a doücicncia do
todo o proí-osso. A maiioira como os poríLs dí- DKA Mitocoiidrial oram gorados o miiia-
zoiiados. om a.rtiui\'os do toxto ou om plaiüliias, imijossibilitava uma gorônoia adequada
l>ara <[uo ostos chulos pudossem sor analisados o compartilhados outro os lal")oratórios.

A coiK-op<;a(.) do so doson\'ol\'or um ambiento cotiqxitacioua! para dar apóio à analiso
das sotpiéncias do DNA Mitocondrial íbronso noceysita\*a da iiitogTa(;ào e autoiuatizac^ào
das diwrsas td.apas do processo do aiiáliso através do um sistema único que pudesse ser
comum o acossado pelos diversos laboratórios.

Doutro as dh-orsas problemáticas oiicoiitradas durante esto estudo, a maior atenção so
dou para o dosom-ohimento da lorramonta do alinhamouto (espocífica) para as socpiciicias

do DKA Mit.oooiidriai. A sua uocossidade ora oxtroma, pois todas as outras etapas pcxs-
tonoi'os do auáliso do{)ondom do sou sonrço. Para isto, posquisou-so di\'oi'í:!os algoiitmos

o téoiiicas do aliuliamonto de so<[uêiicias (capítulo 3). Esta etapa do estudo foi bastante

dosgastaiite o dcmujrada pois divomas seqüências, com diforeiitos caracdcírísticas, foram

subtnotidas durante o doscnvolvimouto do algoiitmo do alinhamento para tostes.

A (khinioào da (^stratégia dv como roalizar o processo do alinhamento também foi

um ciuanto minuciosa devido às divcmas abordagens existentes para a coznparação de

seqüências o a elaboração do lieurísticas para harmonizar o alinliainento, coiLsiderando

([uo existiam dois métodos i)ara atacar o problema:

• O primeiro, através da analiso do gonoma inteiro do DNA Mitocondrial, alinhando

localmente a sua cxt.eiLsão om busca das duas regiões de IDTl ou

• O segundo, ter apenas conuj relin-éncia o segmentcj destas duas regiões o, eonsequcn-

tonionto, adotar a abordagem do um alinhamento global.
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c (.) (.kíscinoK iuKMito clcstc aliiihaincnto. pelo segundo método, tomou

^ ^ <[{ p(iíis da DNA IMitocoiidriai (uii ídrmato padronizado, d(^ a.eordo
eoin as exigências proi)ost.as na. literatura (seeào 2.12).

íiU)( oudiial <sta sujeito aerros, diante das m.rias etapas edo seu iiiinueioso
I1. .(. -O<.1(. tUialisi., (k.sdc a sua. tipagem a gera(;ao eoarmazeiuimeuto de i)eríis [)ara
((>iiip<ua(^()( s lio baiuos di^ dados. Lm a.iiibieiite como o proposto neste trabailio nào
(slaiia (.ompkto si ui unia ieiraiuenta de verilieaiglo destes possíveis erros. Deixar ([ue
aí>enas a análise íiiogeiiética. se encarregasse deste processo de verificacko ocasionaria na
perda de l.einpo e na. deixmdència de uma outra I'errainent.a a i)ar1,e do Eva. Analisar,
xciititai ( \alkku os i)oiimoi"tismos de um haplótipo em questão, com os ijolimorfismos já
validados pela litenilnra, no i\IIT(.)MAP, através do Eva., foi uma idéia inovadora, iiara a.
maioiia da (.omuni(jade lorense, como uma ierramenta para livrar ohaplótipo da suspeita.
(le erros.

lelizmente. com a Ierramenta de alinhamento pax.lronizada e automatizada para ge-
lai o ha[)lolij)o de uma amostra em <iuesta.o, em conjunto com a. técnica de validar os

polimorlismos. esta abordagem re.soheu as ciuatro j)rimeiras das cinco ckusses de erros

existentes no pi<.>ce.s.so i.lo DNA Mitocondrial. lurelizmente, a quinta cla.sse de erro está.

relacionada com a reconilnnacao artilicial, só podimdo entào ser detectada, a.través de uma.

a.nalise lilogenet ica. No entanto i.'Sia. cla.sse de eri"o poderá, ser evita.da., ao se utilizar boas

l)ráticas de manuseio das amostra.s em laboratório.

Para liiis de ideutihcacão humana através do DN.\ Mitocondrial, com o intuito de

integrar os diversos laboratórios na.cionaLS, léz-se necessário o armazenament.o fie seus da-

d(.)s em um l)anco de dados relacionai, centralizado, acessaiJo através iJe um .ser\'idor Web.

O seu armazenamento em banco de daxlos relacionais possibilil.a. a segurança e a con.sLs-

tencia na rormataçáo dos (lados, como também permite o relacionamento entre a criação

das três l)a.ses de (.lados de p(,'Ssoas desaparecidas, reclamantes e (.le j^erlis populacionais.

Esta. últinm ba.se de dados é indispensá.vel em estudos de ca.sos lóren.ses [lara. e.stiniar o

l)eso de uma e\'i(léncia (seçào 2.9).

.Vs i23 amostras tipadas do Estado de Alagoas, utihzadas para compor o lianco de

(lados po[)ulacional do Emi, mostraram boa diwrsidade genética e estão, ixortanto, ai)ro-

vad:us para serem utilizadas na iirát.ica toreiLse j:)a.ra a identilicação humana. Caxla Estado

Brasileiro poderá pa.ssar a utilizar o sistema Eva para compor a sua i)rói)ria ba.se de (.lados

populacional e a.ssim esta.rá. contribuindo, desta, í()rma., para. aprimorar a. estimatiAU do
pe.so de uma ex idéncia no território nacional.
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A ivalizacào clcstc estudo e o deseiixoh imento do aniljieiite eoni[)utaeional deinons-

Ira.iaiii resultados ([ue avaiieam muito em rebveào às prátieas exercidas iio estudo de easos

loreiises j>ela análise (Io DNA Mitoeoiidrial liumauo.

A valorizaí^ào deste [)rojet(> se dá ainda mais pela eouvivêiieia e o trabalho realizado,

diretanieute. iio ia-lioratório de DNA Ibreuse da rPAL, em [)areeria com o lustitudo de

(A)mi)ut :u;à.o. dest.aeaiido a mult idiseii)liiiarida(l(> e a. aciuisic^rio da. exeeleiieia excaeida neste

esl lido.
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6.2 Trabalhos futuros

A[)csai dl) sisl.cma [uopostc) csl ai" iiiodolado pa.ra Uns de asl.iidos dc casos iorciiscs iia.

idciitilicarao liuiiiaiia, o estudo do liaplótipo do DKA Mitocondrial possui outras liiiaii-
datl(\s do [)os([uisa ([iic podcra.o ser acoplados ao sistema Eva.

As \a.riiu;òcs <.k) liaplótij)o, do DNA Mitocondrial, poderão ser tema de estudo em

diversas outras ramiíicaeoes discipliiiares, além da, ciência, ibreiise. Médicos pesípiisa.dores
tem liíi,a.do a. ocorrência de um tiúmeix) de doenças às niutayões fiue poderão ocorrer no

jAcnoma mitocondrial.

l.studos e\'olucionarios poderão ser realizados na \'aria(;ão das setiuências do DNA

Mitocondrial humano com o de outras espécies noestorcjo de tentar elucidar algum relacio

namento entre eles. l m exemplo de um estudo ai)licado nesta linha foi a descoberta de

(pic o homem de Neaiiderthal não é o ancestral do homem moderno, ba.sea<lo na análise

das sc(|uéncias obtidas da. regiàx) controle extraídas de suas os.saílas (KRINCS ct nL, 1997).

Antroi)(Mogi.)S mohx ulares estu<lam as diíéren(;as nas seíiuéncias de DNA Mitocondrial

de A'á.rios grn[)os populacionais {)ara examinar a ancest.ra.lidade e a migntcão de povos

pela históila da humanidade. A maioria destes estudos i)oderão ser realizados utilizando

l)criis de DNA Mit.ocondrial. TNir excmido, como foi (•onstat.ado por Barl)Osa (2(X)G), das

123 amostras ulilizaxlas para o banco de da-dos populacional do Eaii, 4bV( são de origem

Africana. 27'X Amcrímlias e 27)% Européias, onde apenas 3% delas não i)nderani ser

cla.ssihcadas. (.'oin isto, podemos concluir (jiie a poi>nla.(;ãx> de alagoas, em sua. maioria

( I3'X). é dcs( (Mídeiite da linhagein materna do continente .Africano (seção 2.11).

Há ainda algumas possí\'eis melhoras ({ne poderão .sei" ac!"escent.adas a.o Eva para.

complementar ainda mais o seu ambiente de funcionalkla<les. Dentre elas. podemos citar;

• .\ análise das .seqüências de E e H, que são criadas a ixartir do sequenciador, para

gerar a se(|néncia con.senso de HA I e HA IL

• (.) módulo calcnlador probabilíst.ico poderá ser incrementado com novos modelos

para diferentes tipos de análises estatística.s que poderão ser realizadas nos períis
encontraxlos no l>anco, como, por exemplo:

- Calcular a. diversidade genética, a i)robal)ilidade de dois indivíduos escolhidos

ao aca.so a|)resentarem haplót ipos diferent.es.
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—Cal( ular a (liv(,M"íSÍ(la(.lc tlc luiclwtídcoy. a prulxibilidadc de dois luieleotídeos

escidliidos ao acaso serem diíereiites.

—(. alciilar a. probalnlldade de eoiiieidêiieia., dado ((iie dois indivíduos, tomados

ao acaso, exiixuu o mesmo haplótipo.

• Adicionar lunos maivadores do [^eiioma. mitocoiidriai para a identiíiea(;ão humana,

como a. rej^iao II\ III e ta.ml)ém o estudo de SNP's {minúsculas variações <[ue pode

rão ocorier pelo genoina).

• Melhorara interlace i»,rá{ica do Eva tornando-a casa \'ez mais intuitEa i)ara o usuário

í^eneticista.

• Realizar um estudo de comi)lexidade dos algoritmos utilizados [)elo Eva, visando

diminuir o tempo de res])ost a, ([iiandoo l)anco populacional estiver com uma grande

massa de dados.

• Aprimorar e lortalecer. caria vez mais, a segurança do E\-a, rústo (iue o sistema,

se trata de uma ai)hcacão Web e será utiüzado por diversos labora.tórios do país

(Brasil) (.)U ate do mundo, bestringir o seu uso. ruturameiite. através de uma virtual

pritHilr iirftrori:. (XTN) poderá cont.ribuir, ainda mais, para uma. ma.ior .segurança,

no seu controle de acesso, xisto c(ue o único controle implementado até agora, desta

natureza, sc resume a uma couta rle Luíjin com nome rle usuário e senha.

Estas e dentre outras modiíica(.;òes futuras irào fortalecer e ajudar a comunidade forense

a. realizar est iidos de ca.sos para identilicar amostras e ou rest.os mortais humanos atra.xvs

da análise do seu DNA Mitocom.lrial.
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