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Revisao acerca da interpretacao
de perfis genéticos

Epuarpo LEAL RODRIGUES

1. Introducao

Dentro do escopo da identificagio humana, os testes usando marca-
dores genéticos polimorficos, tais como os STRs (do inglés Short Tandem
Repeats), tém sido considerados as metodologias de padrio de qualidade
mais elevado. As técnicas usadas nas analises de DNA forenses sao baseadas
em principios de biologia molecular para a obtencao de resultados, como,
por exemplo, a extracio de DNA, PCR, eletroforese capilar, porém a inter-
pretacao dos dados genéticos tem como base outros pressupostos, como 0s
Principios de Genética de Populagoes, Heranga Mendeliana e Equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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Dessa forma, a interpretacao obtida de um perfil genético de boa qualida-
de gerado a partir de uma amostra evidéncia (ou questionada) oriunda de um
Unico contribuinte (também denominada fonte #inica ou single source, em
inglés) fornece um resultado inequivoco quando usados os métodos mais
avancados de identificacao pelo DNA.

Contudo, diversas evidéncias oriundas de local de crime nao sao oriun-
das de um tunico contribuinte. Sio descritas como misturas, haja visto que
pode conter o DNA de dois ou mais individuos. A interpretacao e a analise
do perfil genético de misturas consistem em um dos maiores desafios na
rotina dos analistas forenses e peritos criminais. Dessa forma, o capitulo visa
introduzir ao leitor alguns conceitos relativos a interpretagio de perfis gené-
ticos simples e metodologias de interpretacao de perfis genéticos de mistura,
como o método binario.

2. Biologia molecular

O exame fisico de uma evidéncia de local de crime nao nos fornece
sinais acerca do perfil genético. Assim, se faz necessirio converter essa
informacao contida na evidéncia em um resultado visualizavel (uma repre-
sentacao digital da evidéncia). As andlises de DNA para uso forense consis-
tem em etapas diversas, sendo inicialmente o DNA extraido da amostra,
em seguida quantificado, e regides de interesse amplificadas, isto €, tendo
seu numero aumentado por meio da técnica de PCR (do inglés Polymerase
Chain Reaction).

O processo de amplificacao pela PCR requer a sintese de sequéncias
de iniciadores, denominadas primers, complementares as regides adjacen-
tes da sequéncia de interesse e, dependendo da orientacio de hibridagao
dos primers, estes sao denominados Forward (Direto) ou Reverse (Reverso).
Acoplada a um dos primers estdi uma molécula fluorescente denominada
fluoréforo. Por exemplo, o fluoréforo FAM ou fluoresceina, um dos mais
usados em biologia molecular, emite fluorescéncia de comprimento de onda
na faixa azul do espectro visivel.

Em cada ciclo da PCR, o alvo de interesse (ou produtos da PCR) é am-
plificado por um processo de abertura da dupla fita do DNA, hibridacao dos
primers as sequéncias-alvo e extensao de uma nova fita de DNA pela DNA
polimerase (neste caso, a tag DNA polimerase), sendo esse processo repe-
tido a cada ciclo e ao fim da reacao havendo diversas copias da sequéncia
(milhoes, bilhoes de copias do alvo génico de interesse), sendo que todas
apresentam o fluor6foro FAM ou fluoresceina associado; da mesma forma,
outros Joci de interesse podem apresentar outros fluoréforos (Figura 1).
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Figura 1. Dados espectrais dos fluoréforos comumente associados aos loci STR para fins forenses.
A) Dados espectrais combinados e sobrepostos para os fluoréforos fluoresceina, JOE, tetrametil-
rodamina (TMR) e Carboxi-X-rodamina (CXR ou ROX); B) Dados espectrais separados para os
fluoréforos (fluoresceina — verde; JOE —amarelo; TMR —laranja; CXR — vermelho) (Fonte: Fluorescence
SpectralViewer — ThermoFischer Scientific).

Ap6s a PCR é preciso separar e deconvoluir os resultados; dessa for-
ma, a eletroforese capilar ¢ o método adotado para separar fisicamente os
produtos de PCR de acordo com o peso molecular e a deconvolugao por
meio da separacao por emissao de fluorescéncia e, como resultado, geran-
do uma imagem digital dos dados, tecnicamente denominada eletrofero-
grama (Figura 2).
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Figura 2. Exemplo de eletroferograma caracteristico de perfil genético de amostra de um s6 contribuinte.
Controle 2800M (Promega).

3. O eletroferograma

O arquivo de saida de uma plataforma de eletroforese de capilar é con-
vertido em um eletroferograma, conforme a Figura 2, por meio do uso de
um software de visualizacio. Uma representaciao de eletroferograma pode
ser vista na Figura 3; os /oci mostrados (D3S1358, vWA e FGA) foram amplifi-
cados com base na fluorescéncia azul. Cada pico representa um alelo dentro
da faixa de analise dos /oci, de modo que o Jocus D3S1358 apresenta o geno-
tipo 14/15, vWA 16/18 e FGA 23/25.

Essa nomeacao alélica tem como base o nimero de unidade de repeti-
coes no perfil genético da amostra; o DNA Commission of the International
Society for Forensic Genetics (ISFH) definiu o processo de nomenclatura
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dos sistemas STRs, de modo que os alelos sio nomeados numericamente, de
acordo com o numero de unidade de repeticao contida neles. Contudo, em
determinadas ocasioes, alguns /oci podem apresentar alelos com unidade
de repeticio parcial, sendo nomeados com o nimero de unidades integras
e o numero de bases contido na repeticao parcial. Essa nomeacao é definida
como um nimero separado por uma casa decimal, por exemplo, o alelo 9.3
do locus THO1. Tal locus possui uma unidade de repeticaio do tipo AATG
e, dessa forma, o alelo 9.3 possui 9 unidades AATG integras e uma unidade
parcial contendo 3 nucleotideos, neste caso, AAT.

Exemplo: alelo 9.3 (THO1) [AATG],AAT

Na base de cada pico esta a nomeacio alélica e a altura do pico (Peak
Height) representada no eixo Y, de forma que esta é mensurada com base
na intensidade de fluorescéncia emitida, sendo diretamente proporcional ao
nimero de produtos de PCR, ou seja, a quantidade de DNA obtida da amos-
tra. A unidade de medida da fluorescéncia é denominada Unidade Relativa
de Fluorescéncia (Relative Unit of Fluorescence — RFU). No eixo X esta repre-
sentado o tamanho de cada alelo em pares de base ou nucleotideos, sendo
menores os alelos posicionados mais a esquerda e os maiores, mais a direta.

Dis13s | WWA | FCA
1 [ub ]
o | PHR
573/600 = 0.85
PHR
PHR
a0l 363383 » 1.00
170/3%4=0.76
LR
e == = - — Figura 3. Representacao
73| 389 parcial de um
@ 18 E eletroferograma
28 704 para 3 loci.

Razao da altura de picos heterozigotos (PHR - Peak Height Ratio).

Os Joci acima apresentam perfis heterozigotos, ou seja, possuem dois
alelos diferentes. O locus vWA possui dois alelos com 383 RFUs cada. Em si-
tuagoes ideais, espera-se que os alelos de perfis heterozigotos sejam amplifi-
cados na mesma escala, contudo, é comum haver diferenca na amplificagio
dos alelos em perfis heterozigotos, mesmo oriundos de amostras de fonte
Unica, conforme a razao indicada na parte superior dos picos. Essa medida
¢ denominada Razdo de Altura de Picos (Peak Height Ratio — PHR) e define
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o grau de proporcionalidade de amplificagio dos alelos, de forma que al-
guns autores adotam como limiar minimo 0.7 para que seja considerado um
perfil genético oriundo de amostra fonte Unica e, abaixo de 0.15, é conside-
rado regiao de stutter ou ruido de fundo. A faixa de anilise intermediaria
0.15 < X < 0.7 € definida com regiao de mistura de DNA (Figura 4).

100%
Regiéo de Picos de 85%
Perfis Heterozigotos
---------------------------------------- >70%
Regiéo de
Mistura de DNA Figura 4. Faixa de
interpretagéo e analise
de um eletroferograma.
---------------- $----------4§----------41 <15% Extraido e adaptado
Regido de Stutter U 9% de GARRIDO &
L RODRIGUES, 2015.

Assim, os peritos buscam pautar suas andlises com base em limiares, de
modo que a interpretacao dos eletroferogramas seja objetiva e reprodutivel
entre diferentes peritos e diferentes laboratdrios.

4. Limiar analitico

Como forma de tornar a analise objetiva, isto é, sem variagoes em fun-
¢io da interpretacio de cada perito, sio definidos limiares de analise. O
primeiro limiar de anilise estabelecido é o analitico, que permite ao perito
distinguir um sinal genuino de um artefato ou ruido de fundo da eletrofore-
se capilar, sendo este o menor valor em RFU que deve ser considerado para
nomear qualquer pico no eletroferograma (Figura 5) e uma das metodolo-
gias que podem ser adotadas para seu cilculo é a média de intensidade do
ruido de fundo somado ao desvio-padrao multiplicado 10 vezes de acordo
com o SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Method).

LA = média ruido de fundo + (10*desvio-padrao)

Conforme definidos em diretrizes de qualidade do FBI Quality Assurance
Standards for DNA Casework Laboratories, estudos de validacdo interna de-
vem ser conduzidos como forma de se mensurar tais limiares, especificos para
os sistemas alélicos usados.

“Standard 8.3.1: Internal validation studies conducted after the date of
this revision shall include as applicable: known and non-probative evidence
samples or mock evidence samples, reproducibility and precision, sensitivi-
ty and stochastic studies, mixture studies, and contamination assessment.
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Internal validation studies shall be documented and summarized. The
technical leader shall approve the internal validation studies”.

Faixa de Andlise Confidvel
(possibilidade de ocorréncia
“drop-out” alélico praximo de zero)

LE - 200 RFUs

Faixa de Andlise Intermediaria ) B
(Resultados ndo confidveis Figura 5. Representagéo
devido a possibilidade de esquematica de

ocorréncia “dropout” alélicg) eletroferograma
apresentando trés

LA - 100 RFUs exemplos de picos e
os limiares analiticos
(LA) e estocastico (LE).
Os valoresde LAe

Faixa de Ruido de fundo LE apresentados na
Resultados ndo figura sdo apenas para
nomeaveis ‘ exemplificar; ndo provém
de analise laboratorial.

5. Limiar estocastico

Outro limiar de anilise a ser mencionado € o estocdstico (Figura 5),
também determinado por meio de validagoes conduzidas em laboratério e
aplicado de forma especifica para os sistemas alélicos, sendo umas das for-
mas adotadas para seu cdlculo a média das alturas dos picos irmaos somada
ao desvio-padrao multiplicado trés vezes.

LE = média de fluorescéncia dos alelos irmaos + (3*desvio-padrio)

Este limiar define o valor minimo razoavel para assumir que um
drop-out alélico nao tenha ocorrido em uma amostra de fonte tinica. Este
potencial também é considerado na interpretacio de misturas de perfis
genéticos, levando em conta os efeitos aditivos de potencial de comparti-
lhamento alélico (SWGDAM, 2017).

O drop-out alélico é um efeito oriundo de eventos niao controlados
pelo perito, como, por exemplo, em amostras cuja concentracao de DNA ¢é
reduzida; é possivel que, durante a extracio do DNA e transferéncia para
a etapa de PCR, sejam adicionados por pipetagem mais DNA oriundo do
cromossomo de origem materna em relacido ao cromossomo de origem
paterna da amostra analisada.
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Contudo, tal variagio, quando abrupta, tende a gerar um drop-out com-
pleto, caracterizando um falso homozigoto (Figura 6C — Locus DYS385a/b).
Dessa forma, a caracterizagio de limiares estocasticos permite agregar ob-
jetividade as andlises dos eletroferogramas. Assim, o uso de amostras sa-
bidamente heterozigotas e ensaios com dilui¢cdo seriada para a quantidade
de DNA (1ng, 0.5ng, 0.25ng, 0.125ng, 0.062ng, 0.031ng e 0.016ng) permite
identificar a faixa de quantidade de DNA na qual falsos homozigotos po-
dem surgir.

[DNA 100156NG | | i} =
A) :
&70
380
180 k L
o A i i i_l_ Al - A
3l (7] 16
[DNA 100186NG il i I}
B) 105 175 245 3
290
260
130
o yl\ Ad L A
N3l 17/ 13
[DNA1potseNG W iz} | |
c) [ D¥s3e3 |[  oOvsass |
105 175 285 3
1200
800
400
0 i . l M L Ad .l i
3] 17 16

Figura 6. Eletroferograma parcial de Y-STRs de amostra controle com 0.0156ng inseridos na PCR
(triplicata). A) Perfil genético parcial para o locus DYS385 a/b nomeando apenas o alelo 16, mas com
amplificagéo na faixa de ruido de fundo do alelo 13; B) Perfil genético parcial para o locus DYS385 a/b
nomeando apenas o alelo 13, mas com amplificagédo na faixa de ruido de fundo do alelo 16; C) Perfil
genético parcial para o locus DYS385 a/b nomeando apenas o 16, mas com sinal de amplificagéo
residual do alelo 13.
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6. Limiar de stutter

O stutter consiste em um produto gerado a partir do desalinhamento
das unidades de repeticao durante a amplificacao de um dado STR in vitro
(Figura 7B e 7C); neste caso, o stutter deriva de um erro inato do processo
de PCR, cuja ocorréncia pode ser mensurada e contemplada em modelos
probabilisticos de anilise dos eletroferogramas, tanto de amostras de fonte
uUnica quanto de misturas.

O desalinhamento das unidades de repeticio pode ocorrer tanto na
fita molde de DNA (Figura 7C) quanto na fita nascente de DNA (7B). A ocor-
réncia na fita molde tende a gerar um produto de PCR com uma unidade
de repeticio a menos, podendo ser um n-3pb para um /ocus trinucleotideo
(D22S51045) ou n-4pb para um Jocus tetranucletotideo (CSF1PO) ou n-5pb
para um locus pentanucleotideo (PENTA D). Quando ocorre na fita nascente
de DNA (evento mais raro), tende-se a gerar um produto de PCR com uma
unidade de repeti¢io a mais (Figura 7B).
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Figura 7. Representagdo esquematica do mecanismo primario de formagédo de produtos stutter.
A) replicagédo normal; B) geragéo de produto stutter n+3; C) geragdo de produto n-4.

Assim, definir o percentual de formacao de stutter é importante para a
interpretacao de perfis genéticos de misturas de DNA, como evidenciado na
Figura 8A. Veja que esse perfil apresenta uma mistura de dois contribuintes,
de modo que, no Jocus D13S317, os contribuintes apresentam apenas os ale-
los 11 e 12, enquanto que, no /ocus D16S539, os alelos dos contribuintes sao
10, 11 e 12. Com base no limiar de stutter foi possivel determinar que o pico
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do alelo 10 no locus D13S317 nao era oriundo do perfil de um contribuinte,
pois estava abaixo do limiar de stutter.

A) B)
| 0135317 I D165530 |

wotutter 12% Lirmdar die Stutter
SStutter 10%

Figura 8. Perfis genéticos de mistura de DNA. A) perfil genético de mistura para os loci D13S317 e
D16S539; B) representagdo esquematica de perfil genético com quatro picos e limiar de stutter.

7. Limiar de linearidade (off-scale)

Este limiar é importante para se definir o limite de intensidade de flu-
orescéncia para que os dados estejam dentro de uma faixa confiavel de ana-
lise. A maioria dos analisadores genéticos possuem uma faixa em que uma
relacao linear (Figura 9) € esperada entre a quantidade de material (produto
de PCR) sendo analisada e a resposta do instrumento (emissao de sinal).

A faixa dindmica do analisador genético varia desde o limite de detec-
cio, isto é, o minimo de sinal emitido para se detectar determinado analito
até o limite de linearidade, sendo este limite ou limiar definido como o ma-
ximo de sinal emitido para a formacao de resultados confiiveis, de modo
que sinais emitidos acima do limiar de linearidade tendem a ser saturados
ou fora de escala.
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Assim, a presencga de picos fora de escala tendem a gerar outros arte-
fatos de técnicas em funcao do excesso de DNA (Figura 10). Dessa forma,
os limiares sio importantes para a definicao da faixa de trabalho, tanto em
relagao a quantidade de DNA a ser usada quanto a ciclagem da PCR e outros
parametros relacionados a eletroforese de capilar, permitindo, assim, que
os resultados sejam confiaveis e reprodutiveis entre diferentes especialistas.

320 400
Saturagdo de sinal
(Fico achatado)
Pico A-
Drop In
Figura 10. Eletroferograma
1 dos loci D5S818 e TPOX
1 contendo 2ng de DNA em uma
A I'H ciclagem de 30 ciclos para
"L 1 1 IL__1 o sistema alélico PowerPlex
12 OMR 11 Fusion 6C (Promega). Em

destaque nas caixas estéo:

346.?2 38645 42 ] 95 nomeagao alélica, tamanho em

293?3 3249 32555 pares dg ba_se e intensidade de
T - fluorescéncia.

8. Consideragoes finais

A interpretacgio de perfis genéticos é de extrema importancia para a me-
lhor analise e proposicao de hipoteses a respeito dos cenarios de cada caso.
Assim, os parametros acima, como limiares analitico e estocdstico, permitem
que diferentes peritos possam ter uniformidade em suas andlises, indepen-
dentemente da experiéncia de cada um. Ademais, cabe ressaltar que alguns
modelos matematicos e cenarios mais complexos podem prever a ocorréncia
de alelos nao detectados, caracterizados pela taxa de drop-out e resultados
abaixo do limiar estocastico.

Tendo em vista que laboratérios podem adotar diferentes tecnologias,
como, por exemplo, os kits de identificacio humana e plataformas de se-
quenciamento, é importante que estejam atentos a limitacoes no que diz
respeito a sensibilidade dos ensaios genéticos, percentual de stutter e ocor-
réncias de drop-out alélico e drop-in.

Pautado nas analises cada vez mais objetivas e isenta de vieses do peri-
to, os laboratérios visam obter maior taxa de reprodutibilidade entre suas
analises, permitindo maior confianca e qualidade dos dados que sao com-
partilhados entre as diferentes agéncias de seguranca no Brasil e no mundo.
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